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Résumé : Nous avons synthétisé un nouveau Bodipy
efficace pour I'imagerie photoacoustique (PA) in vivo
de nanoparticules (NP) couramment utilisées comme
nanovecteurs de médicaments. Le Bodipy possede
une bande d'absorption optimisée dans la fenétre du
proche infrarouge pour les tissus biologiques et un
faible rendement quantique de fluorescence qui
conduit a une bonne efficacité de génération
photoacoustique. Aprés la polymérisation par
ouverture de cycle du lactide amorcée par le Bodipy,
le polylactide-Bodipy (PLA-Bodipy) a été formulé en
nanoparticules PEGylées avec différents taux
d’encapsulation du Bodipy. Les NP formulées,
d'environ 100 nm, présentent d'excellentes
propriétés PA : une bande d'absorption a 760 nm et
un coefficient d'absorption molaire situé entre celui
des petites molécules organiques et celui des NP
d'or. Une photostabilité trés améliorée - par rapport
aux NP PLA marquées avec une cyanine - ainsi qu'une
innocuité sur des macrophages en culture ont été
démontrées. Aprés injection intraveineuse chez des
animaux sains, les NP ont été facilement détectées a
l'aide d'un systéme commercial d'imagerie PA et
d'une séparation spectrale. Afin de comprendre la
relation entre les propriétés photophysiques des NP
et le signal photoacoustique généré, nous avons
montré que l'effet d'extinction de fluorescence
provoqué par 'agrégation du Bodipy est étroitement
relié a |'efficacité de génération photoacoustique.

Pour cela, des NP avec différents taux de
chargement de PLA-Bodipy et un
spectrophotometre photoacoustique calibré ont
été exploités. Nous avons démontré la présence de
deux régimes différents pour ['émission
photoacoustique : un régime monomeére et un
régime d'extinction causée par I'agrégation. Dans
le régime monomere, en dessous de 10% en masse
de PLA-Bodipy, I'émission de fluorescence du
Bodipy monomere limite le rendement
photoacoustique. Au-dessus de 10% de PLA-
Bodipy, dans le régime d'extinction par agrégation,
les désactivations non-radiatives sont majoritaires
et le rendement photoacoustique atteint une
valeur asymptotique élevée de 90%. Un modeéle
mathématique a été proposé pour prédire le taux
d’'encapsulation minimal pour atteindre le régime
d'extinction causé par agrégation. Nous avons
également démontré une perte du signal
photoacoustique a haute fluence laser (3,5 mJ.cm”
%) par dépopulation de I'état fondamental. Cet effet
non-linéaire peut étre supprimé avec des NP dans
le régime d'extinction causée par agrégation. Les
NP possédant plus de 10% de PLA-Bodipy
démontrent une efficacité de génération
photoacoustique élevée et une faible perte de
signal par des effets non-linéaires. Enfin, un AZA-
Bodipy a été synthétisé pour conférer une
sensibilité au pH aux NP polymére.
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Abstract : We have designed a novel Bodipy for
efficient in vivo photoacoustic (PA) imaging of
nanoparticles (NPs) commonly used as drug
nanovectors. It has an optimized absorption band in
the near-infrared window in biological tissue and a
low fluorescence quantum yield that leads to a good
photoacoustic generation efficiency. After Bodipy-
initiated ring opening polymerization of lactide, the
polylactide-Bodipy (PLA-Bodipy) was formulated into
PEGylated nanoparticles at different Bodipy
concentrations. Formulated =100 nm NPs exhibit
excellent PA properties: 760 nm absorption band and
molar absorption coefficient in between molecular
PA absorbers and gold NPs. Highly improved
photostability -compared to cyanine-labelled PLA
NPs as well as innocuity in cultured macrophages
were demonstrated. After intravenous injection in
healthy animals, NPs were easily detected using a
commercial PA imaging system and spectral
unmixing. In an attempt to understand the
relationship between the photophysical properties of
the nanoparticles and the generated photoacoustic
signal, we have shown that Bodipy aggregation
caused quenching effect is closely related to the
photoacoustic generation efficiency.

For this purpose, NPs with different PLA-Bodipy
loadings and a calibrated photoacoustic
spectrophotometer were exploited. We have
demonstrated the presence of two different
regimes for photoacoustic emission: a monomer
regime and an aggregation caused quenching
regime. In the monomer regime, below 10% in
weight of PLA-Bodipy, the fluorescence emission
from the Bodipy monomer limits the photoacoustic
yield. Above 10% of PLA-Bodipy, in the
aggregation caused quenching regime, non-
radiative deactivations are predominant and the
photoacoustic yield reaches a high asymptotic
value of 90%. A mathematical model is then
proposed to predict the minimum dye loading to
reach the aggregation caused quenching regime.
We have also demonstrated the loss of
photoacoustic signal at high laser fluency (3.5
mJ.cm) by ground state depopulation. This non-
linear effect can be suppressed with NPs in the
aggregation caused quenching regime. Above 10%
of PLA-Bodipy NPs show high photoacoustic
generation efficiency and poor signal loss by
nonlinear effect. Finally, an AZA-Bodipy was
synthetized to confer pH sensitivity to the polymer
NPs.




"A straight line may be the shortest distance between
two points, but it is by no means the most interesting”

(3rd Doctor, doctor who)



Remerciements

Je tiens tout d'abord a remercier I'ensemble des membres du
jury pour avoir pris le temps de me lire, pour tous vos conseils et pour
vOs remarques qui vont nous étre tres utiles pour le prochain article
gue nous souhaitons publier. Merci pour la discussion tres riche que
nous avons eue.

Je tiens ensuite a remercier également mes directeurs de these
qui sont tous les deux exceptionnels ! Tant par leurs grandes qualités
humaines que par leur tres haut niveau scientifique sur de nombreux
domaines : de la physique, a la biologie, la pharmacie et la chimie.

Rachel, je vous ai rencontré en tant qu'éleve, vous étiez et vous
étes toujours une enseignante formidable, tres a I'écoute des étudiants
et pleine de passion et d'enthousiasme dans tout ce que vous faites.
J'ai adoré assister a vos TD et TP en tant qu'étudiant et je n'hésiterai
pas a m'inspirer de vos méthodes pédagogiques pour ma future
carriere. En tant que directrice de these, vous avez su m'accompagner
scientifiquement, mais également sur mon projet professionnel. J'ai
longuement hésité a faire une thése, vous avez accompagné mes
réflexions, mes questionnements, sans jamais remettre en cause mes
choix. Vous avez su me donner confiance en moi. Nous avons construit
ensemble le dossier pour obtenir le CDSN et je ne regrette absolument
pas ce choix, car j'ai passé trois années formidables a vos cotés. Nos
échanges réguliers sur la photophysique, la spectroscopie, mais aussi
sur pleins d'autres sujets (pédagogie, éducation, la science, la vie...)
autour d’'un café et de sucreries vont me manquer. J'ai pu grandir avec
vous scientifiquement, mais aussi humainement, et je n’oublierai
jamais tout ce que je vous dois. Je sais que vous allez répliquer votre
fameux : "My job, my pleasure”, je tenais a vous dire que “my pleasure”
c'est d'avoir travaillé avec vous.

Nicolas, j'ai appris a te connaitre durant ces trois années de
these, tu es un encadrant exceptionnel ! J'ai énormément appris a tes
c6tés, notamment a avoir un esprit de synthése et a bien tout aligner
sur mes diapositives et mes figures ;). Tu m’as fait découvrir le monde
des nanoparticules, des polymeres et des études in vivo et in vitro,
toujours de maniere tres pédagogique. Tu m'as également conseillé et



accompagné dans ma carriere et dans mon projet professionnel, pour
les candidatures en tant que PRAG a I'lUT et a l'université et tous tes
conseils m'ont énormément apporté. J'ai adoré travailler avec toi, tu es
quelqu’un de super et je n‘oublierai jamais tout ce que je te dois.

Je tiens a vous remercier tous les deux parce que vous m'avez
fait tres vite confiance, vous m'avez laissé beaucoup de libertés dans
la direction que je donnais a cette these, et vous avez su chaque fois
qu'il était nécessaire me réorienter avant l'impasse. Je pense
notamment a la cyanine et aux problémes de synthése que nous avons
rencontrés. Nicolas, quand cela ne fonctionnait pas, tu n'as jamais
remis en cause ma maniére de travailler et tu as tout de suite su trouver
diverses solutions alternatives (changer le solvant, changer la
température, HPLC préparative, changer de réaction) et proposé des
discussions qui nous ont fait avancer (avec Laurence, Julien Nicolas,
Gilles, et le service HPLC avec Karine Leblanc). Rachel, grace a votre
réseau professionnel et a vos connaissances, vous nous avez permis
d'échanger avec Jean-Pierre Malval et Keitaro Nakatani sur la physique
non-linéaire. Nous nous sommes perdus plusieurs fois dans ces
intenses réflexions, mais cela permit de nourrir la discussion et surtout
de nous donner confiance dans nos données. Nous avons fini par
converger vers une explication et c'est grace a votre aide précieuse.

Je tiens a remercier énormément Gilles et Jérome pour les
nombreux conseils, le temps qu'ils ont pris pour me répondre et
m’encadrer. Gilles, tu m'as accueilli trois mois pour faire de la synthése
dans ton laboratoire, tu m'as formé et accompagné a faire de la chimie
orga, et tu as réussi a me faire apprécier un peu la chimie organique,
ce qui n'est pas chose aisée . Merci pour tes nombreuses aides sur
la synthése, tes relectures, les analyses RMN et les spectres de masse
et pour ta bonne humeur.

JérOme, sans toi, il n'y aurait pas d’expériences photoacoustique
et il manquerait une énorme partie de cette these ~*. Tu as tres
souvent proposé des échanges téléphoniques, par mail ou en visio
pour répondre a mes nombreuses questions. Je te remercie pour tout
ton temps, ta confiance et tes conseils. Merci pour ton accueil, dans
ton laboratoire, ou j'ai pu tester nos nanoparticules sur ton super
spectrophotometre photoacoustique. Merci pour le temps que vous



avez passé, toi et Clément, a faire des fits de nos spectres. C'est une
grande plus-value a I'article que nous souhaitons publier et c'est grace
a votre travail acharné, votre rigueur scientifique et au temps que vous
y avez passé.

Je dois dire que j'ai pris un énorme plaisir a travailler sur ce sujet
de these ! Merci a tous les quatre, Gilles, Jérome, Nicolas et Rachel, les
quatre fantastiques de la photoacoustique, d'avoir créé ce sujet de
these qui a été passionnant pour moi ! Et le fait que ma thése se soit
bien déroulée doit beaucoup a la force de votre groupe et de votre
entente.

Je remercie Clément pour les tres belles expériences qu'il a
réalisé pour nous : les cartes paramétriques et les modélisations
mathématiques. Ce n'était pas directement lié a ton sujet, mais tu t'es
investi dans ces expériences avec beaucoup de sérieux et de rigueur,
en travaillant plusieurs heures d'affilées dans ton minuscule placard.
Les figures qui en ressortent sont particulierement belles et pertinentes
pour l‘article que nous souhaitons publier. Tu as tres vite maitrisé la
synthése du polymeére, des nanoparticules et les méthodes
spectroscopiques pour les caractériser et c'est grace a tes
connaissances pluridisciplinaires. Grace a toi, j'ai également pu
échanger de nombreuses fois sur les expériences photoacoustiques et
essayé de comprendre toujours mieux le travail que vous faisiez avec
Jérbme sur la calibration du spectrophotomeétre. J'ai aimé discuté avec
toi de tout et de rien, aux pauses du midi au CROUS, dans le bureau
lorsque I'on se croisait a I'lGPS. Enfin, je suis trés heureux de savoir qu'il
y ait quelqu’un pour prendre un peu la suite, et je suis certain que tu
vas faire du tres bon boulot avec Jérome et Nicolas ! Je te souhaite
plein de réussites et surtout de prendre du plaisir dans ce que tu fais.
Photoacoustique forever !

Je remercie les deux laboratoires que j'ai cOtoyés : IGPS et ISMO,
car ce sont des laboratoires ou il fait bon vivre et ou j'ai rencontré de
tres belles personnes et des amis.

A l'institut Galien, j'ai été tres bien accueilli par Flora, qui m’a
formé sur la synthése du polymere et sur la RMN. Merci beaucoup
Flora pour ta joie de vivre et tes conseils. Le début de ma these s'est



tres bien déroulé grace a ta présence. J'ai pu trouver une personne sur
qui me reposer au début quand tout est nouveau tout neuf : les
techniques, les machines, les personnes, le fonctionnement du
laboratoire. Je remercie également Laurence Moine, qui m'a
également beaucoup aidé pour la synthese des polymeres, la
caractérisation, la RMN, les questions de purification et pour changer
les voies de synthese notamment avec la cyanine. Merci pour ton
temps et tes conseils. Je remercie Stéphanie Denis, grace a qui nous
avons obtenu de jolies courbes de viabilité cellulaire. Méme si les
expériences n‘ont pas fonctionné des le début, vous avez su trouver
des solutions toi et Nicolas. Merci pour ton temps, ta rigueur
scientifique et ton organisation sans faille. Je tiens a remercier
également Catherine Cailleau, pour les expériences in vivo sur les
souris, expériences tres importantes qui nous ont permis de mesurer
un signal photoacoustique in vivo ! Merci également pour ta bonne
humeur et ta gentillesse. Je remercie aussi Magali Noiray pour les
expériences de NTA que nous avons réalisées ensemble, j'ai beaucoup
aimé discuter avec toi durant les expériences. Je remercie David
Chapron pour les expériences de DSC sur les nanoparticules et Julie
Mougin pour la formation a la DLS. Je remercie tout particulierement
I"équipe 7, notamment Julien Nicolas, Théo Pessenti, Maelle Lage pour
leur aide et leur temps sur la caractérisation des polymeres par
chromatographie d'exclusion stérique. Je remercie Elias Fattal de son
accueil au sein de I'équipe, ou il fait bon vivre, avec un haut niveau
scientifique, un esprit d'entraide et un bon encadrement. Enfin, je
remercie toutes les personnes que j'ai croisées dans ce laboratoire avec
qui j'ai aimé échanger, discuter: merci a Juliette, Hervé, Francois,
Nicolas, Elias, Clément, Sylvie, Van, Géraldine, Maud, Justine, Lorenzo,
Kamila, Jessica, Clélia, Adrouchan, Virginia, Sezen. J'ai une pensée toute
particuliere pour Younes, Natalia, Qinglin, Alexandre (chef
photographe, grand pro d’Excel et expert en alignement), Van,
Clément et Alessandro avec qui j'ai passé de tres bons moments a la
fois au bureau, parfois a I'extérieur, et aux repas du midi. Merci les
amis !

A I'ISMO, j'ai également rencontré des personnes formidables.
Grace a Minh, Karine et Anam, j'ai pu faire des expériences
d'absorption transitoire qui nous ont été tres utiles. Je vous remercie



pour votre temps, pour les réunions que nous avons eues pour discuter
des données et des interprétations et pour I'utilisation de votre setup.
Merci beaucoup a Anam qui a effectué les expériences avec moi et qui
m’a aidé pour traiter les données sur Orgin. Je remercie également
Théo, stagiaire en M1, qui a di faire face au confinement et n'a pu
manipuler que quelques semaines au laboratoire. Malgré ce temps
restreint, tu as réussi a obtenir des beaux spectres de reprécipitation
qui nous ont beaucoup aidé a comprendre 'agrégation au sein des
NPs. Je remercie Satchin, Michel et Jordan pour leur expertise sur les
spectres de masse et |'utilisation de leur spectrometre de masse. Merci
également pour les pauses café et les discussions que nous avons eues
dans le bureau de Jordan ou dans votre salle de pause. C'était tres
agréable de parler avec vous de tout et de rien ©, et j'espere que nous
garderons le contact. Je remercie Ludivine et Farah grace a qui les
laboratoires de I'IlSMO sont tres bien gérés ! Merci pour les formations
hygiene et sécurité, les formations au confoncal et pour la formation
aux risques biologiques. Merci a Ludivine pour le prét du spectro fibré
et du puissance metre, et surtout pour m'avoir montré |'expérience sur
I'extraction de I'ADN de banane. Je remercie également Farah pour les
expériences de spectroscopie qu'elle a réalisée avec nous. Les
expériences ont été plus nombreuses et plus longues et difficiles que
prévues et je te remercie pour la quantité et la qualité des spectres que
tu as obtenu dans un temps limité ! J'espére juste ne pas t'avoir
dégolté de la spectroscopie et des lignes de bases ;). Merci a Ludivine
et Farah pour votre bonne humeur, c'était un plaisir de travailler et
discuter avec vous. Je remercie Enzo Bertuit, qui a été le premier a
débroussailler la photoacoustique en stage avec Rachel. C'est grace a
ton travail préliminaire que jai d( faire face a peu de problémes
expérimentaux. Je remercie Emmanuel Dartois, mon chef d'équipe
pour ton soutien et ton aide lors des démarches administratives et
pour m’avoir permis de présenter mon travail lors de réunions
d'équipes. Je remercie également les deux directeurs qui m’ont
accueilli a I''SMO: Bernard Bourguignon et Thomas Pino, un
laboratoire ou il fait bon vivre avec un haut niveau scientifique, un
esprit d'entraide et un bon encadrement. Je dis également merci a
Nicolas Solem, en stage de L3 avec nous et Irma Liascukiene, avec qui
j'ai longuement discuté, échangé autour de café, et de discussions de
couloirs ©. Enfin, je dis merci a tous les étudiants avec lesquels je me



suis senti chez moi a I'lSMO :

Charles, camarade de bureau, toujours prét pour faire des
pauses boissons pendant la journée. Ca a été un plaisir de partager le
bureau avec toi, tu es quelqu’un de super avec qui la discussion est
facile et intéressante. Toujours prét a rendre service, merci pour ta
bonne humeur et j'espere qu’on va garder contact ©

Abigail, toujours joyeuse et pleine de vie. Nos discussions vont
me manquer. Tu as su donner de la vie a ce laboratoire en organisant
des soirées/rencontres entre les doctorants malgré les différentes
difficultés sanitaires. Coach sportive a tes heures perdues, les quelques
séances de courses que j'ai faites avec toi et Lancelot étaient tres
éprouvantes ~”~, mais agréables, et m'ont permis de souffler
(beaucoup souffler) pendant la rédaction. Grande cheffe des cookies
au caramel !

Jordan, j'ai adoré venir faire des pauses dans ton bureau. Les
soirées Mario Kart/jeux de sociétés/escape-game chez Yann ou a la
maison ont toujours été de super moments et jespére qu'on
continuera a en faire (mis a part le mélange football américain et
Warhammer, la c'était chaud ;) ) !

Laurent, avec toi, on ne s’ennuie jamais A”. Grand chef des
Kahoot ! Reste comme tu es, garde ton esprit ouvert, gentil et toujours
tres intéressé par tout (sauf le sport et la forét ;)). Nos discussions vont
me mangquer.

Lancelot, tu as réussi a me motiver a venir courir le midi! J'ai
régulierement essayé de te faire venir manger, le midi, sans grande
réussite quand il n'y avait pas de frites A*. Grand chef des belles
présentations sur fond noir ! C'était un plaisir de discuter avec toi et
de te connaitre ©

Erika, cela fait trois ans et demi que je te connais ! Tu es super,
tres a I'écoute de tes étudiants malgré tout le boulot que tu as ! J'ai
adoré discuter avec toi aux salles de pauses et lors des repas ! Je te
souhaite plein de réussite dans vos expériences d'irradiations et de NPs
avec Charles et tous tes futurs étudiants/collegues. Et j'espere bien que
I'on va garder contact.



César, Xiaomin et Pauline, mes collegues de bureau et amis, le
temps passé a vos cotés dans le bureau est passé a une vitesse folle.
Les pauses café et repas avec vous ont été un bonheur. Les
confinements et le fait que j'étais sur deux laboratoires ont fait que
I'on s’est moins croisé sur la fin de vos contrats, je le regrette, mais je
n'oublie pas tous les bons moments passés avec vous.

Je remercie toutes les personnes formidables et les amis que j'ai
croisés a I'ISMO. Un grand merci a Céline, Chiara, Joséphine, Sandrine
L-F, Taha, Cassandre, Tom, Pan, Anam, Olivia, Ozan, Jeoffrey, Jesus,
Killian, Xiaomin, Lisa, Roch, Jingwen, Jennifer, Thomas, Valeria, Gaelle,
Marie-Aline, Loise, Delphine.

Je remercie les étudiants du LIB : Mitradeep Sarkar et Théotim
Lucas, qui ont effectué des expériences de photoacoustique pour nous
avec rigueur et attention. Merci beaucoup a tous les deux !

Je remercie Elise Michel au PPSM, qui m’a aidé et accueilli dans
le laboratoire et qui a fait des synthéses de Bodipy pour nous. Je
n‘oublie pas de dire un grand MERCI a Justine Cois, en stage de M1
avec Gilles au PPSM. Tu as énormément débroussaillé toutes les
syntheses : du Bodipy, des polymeéres et des NPs. Grace a toi, je suis
arrivé en septembre et toutes les synthéses fonctionnaient déja du
tonnerre ! Merci pour tout le travail que tu as fait pendant ton stage ©.

Je remercie Michel Sliwa qui a été mon comité de suivi de these.
Merci pour ton écoute, tes conseils et ton expertise sur la
spectroscopie. Nos discussions nous ont aidées a y voir plus claire.

Je remercie Jean-Pierre Malval pour son expertise sur la
physique non-linéaire, et ses conseils sur nos données.

Merci également a I'lUT d'Orsay : Anne Migan-Dubois, Florian-
Rabah Monsef, Claude Frappart pour le prét d'un pyranometre pour
des expériences de photostabilité.

Je remercie tous les profs et enseignants qui m'ont éclairé
pendant ma scolarité : Rachel, Satchin, Anne Lafosse, Minh, Jonathan
Piard, Claude Frappart, Marie Erard, Fabien Cailliez, Valérie Génot,
Nathalie Rougeau, Thomas Zabulon, David Chapelier, Anne Bleuzen.



Merci aux collegues de I'lUT d'Orsay chez qui j'ai effectué ma
mission d'enseignement. Un grand grand merci a Claude et Florian qui
m’'ont soutenu et formé pour enseigner a I'lUT! Merci pour vos
nombreux conseils sur les TP/TD, sur la maniere d'enseigner. Merci
pour votre soutien dans les démarches administratives et pour les
candidatures aux postes de PRAG. Merci a Fabrice, Aurélie, Martine,
Said, Anthony, Malika, pour la bonne ambiance et les échanges sur les
enseignements. Un merci tout particulier a Jonathan Piard et Pierre-
Etienne Rouet qui m'ont énormément épaulé pour les candidatures
aux postes de PRAG. Merci a tous les deux pour vos conseils précieux
et votre temps. Vous étes tous les deux des tres bons enseignants et
j'espére le devenir autant que vous.

Je remercie mes amis d'étre venu assister a ma these et d'avoir
posé des jours de congé pour venir me voir. Merci également a ceux
qui n‘ont pas pu venir et qui m’'ont envoyé leur message de soutien © !
Merci également pour vos conseils et vos réponses aux questions de
chimie orga et sur la rédaction. Un grand merci a Yann, Mathilde,
Jordan, Céline, Anthony, Nico, Nathy, Blaise, Marie, Antho, Emilie, Gab,
Ju et Gaspard.

Je remercie ma grande famille, les Bodin, de s'étre déplacé au
complet pour venir me voir. Merci a Raph, Mallow et Mathieu qui ont
posé des jours de congé pour venir me voir. Merci a Papa et Maman
pour I'éducation que vous m’avez donnée, et a Papa pour cet amour
de la science que tu m’as transmis grace a tes nombreuses lectures et
aux réponses aux nombreuses questions que l'on t'a posées étant
enfant.

Un grand merci a la famille Lecog-Barbé d'étre venu me
soutenir, merci a Franck et Pierre-Ewen d’avoir posé un jour de congé
pour venir m'écouter. Merci beaucoup a Chloé d'étre venue apres ta
soutenance de M2 pour célébrer avec nous. Et un grand merci a Franck
et Christine pour toute l'aide pour l'organisation du pot, pour le
délicieux jus de pomme maison et les madeleines !

Enfin, merci beaucoup a Meije, sans qui je ne serai que I'ombre
de moi-méme. Tu me donnes confiance en moi tous les jours. Tu t'es
énormément investie dans cette these, tu as répondu a mes questions,



tu m’as conseillé sur la rédaction, tu as effectué des relectures, et tu as
été une excellente consultante en chimie orga ! Tu m’as énormément

aidé pour I'organisation du pot et de la soutenance ! Tu as stressé tout
autant que moi si ce n'est plus "/,

Merci tout simplement d'étre la a mes cotés !



TABLE DES MATIERES

Table des matiéres 5
1 Introduction 14

1.1 Les nanoparticules a visée thérapeutique ..........ccoevereerreerrrinrsneennineisniens 15

1.1.1 Le ciblage passif : nanoparticules de deuxiéme génération.............. 16

1.1.2 Le ciblage actif : nanoparticules de troisieme génération.................. 17

1.1.3 La nanomédecine personnalisée : le nanothéranostique.................... 18

1.2 La photoacoustique pour faire du nanotheranostique ..........cccooeevevunnee 20

1.2.1 Sons et lumiéres : une image du monde et du vivant......................... 20

1.2.2 L'effet photoaCOUSTIQUE ... 23

1.2.3 L'imagerie photOaCOUSTIQUE.........ociuiueeeecercereree et 25

1.3 Spectroscopie photoacoustique : mieux entendre c'est mieux voir......28

1.3.1 Signal photoacoustique : équations et grandeurs ..........cccccccovvrrunncce. 28

1.3.2 Améliorer le coefficient d'absorption molaire .........ccccoevervrrerrerenrence. 31

1.3.3 Améliorer I'efficacité de génération de I'onde acoustique (PGE) ....36

1.3.4 Relation structure propriétés photoacoustiques: augmenter

I"efficacité PhOtOTNEIMIGUE ...t enens 40
1.3.5 La photoacoustique NON lINEAIE ..........cocoeverirrierirrinriressieeeesseiesesnsans 49
1.3.0 BilAN et 51
1.4 Les agents de contrastes de I'imagerie photoacoustique..........cccccecuuc..c. 52
1.4.1 Les agents de contrastes eNdOgENES.........cc.cvverrerrrrnrrrneenrieserssensinnenn. 52
1.4.2 Les agents de cONtrastes EXOgENES .........cocvwrrereerrerneereeereeneesseeneeseseseeaes 55
1.5  Objectifs de 12 thESE.....o et eeees 81
1.6 RETEIENCES ...ttt sttt 82
Travaux expérimentaux 97
2 Chapitre 2 : Biocompatible and photostable photoacoustic contrast agents as nanoparticles
based on bodipy-scaffold and polylactide polymers: synthesis, formulation and in vivo
evaluation 99
2.1 INEFOAUCHION ettt sttt 102
2.2 Results and diSCUSSION........cccceieieieiriteie st saes 104
2.3 CONCIUSION ettt ettt st bbb aes 115
2.4 Materials and Methods ... 116
2417 MALEIIAIS ..ot 116



4.2 IMBTNOAS ...ttt et eeee e e e et eteeeaeneeseeeesesaenen 117

2.5  AcCKNOWIEAGEMENTS ...t saes 126
2.6 RETEIENCES ...ttt 127
2.7 Supporting INfOrmMation ...t 133
Chapitre 3 : How aggregation caused quenching allows to finely tune photoacoustic generation
efficiency ? 147
3T INTrOAUCTION ...ttt 151
3.2 Materials and mMethods ... 153
32T MALETIALS oottt 153
3.2.2 Bodipy and polymer synthesis........ccccoooeerininrinsieieieesensse e 154
3.2.3  Nanoparticles SYNTNESIS........ccovveerceirereeee e 154
3.2.4 Nanoparticle characterization.........ccceeenineneeceeeenssse e 154
3.2.5 Bodipy Reprecipitation eXperiments ..........coeeeerinrnrireeernressennenenns 155
3.2.6 Photophysical measuremMeNts.........cccccoevreveireineneessissseesese s 155
3.2.7 FlUOrescence aniSOTrOPY .......ccccririenririeienieniensinsisisessesesssssssssss s ssesssssnsens 156
3.2.8 SoIvatoChromMISM ... 157
3.2.9 Transient absorption SPeCtroSCOPY ......ccoviriereuneieeeeereeneireeseieeeeeneeneene 157
3.2.10 Photoacoustic spectrum measurements ...........ccccoeevrrrererereeneennens 158
3.2.11 PES and UV-spectra fitting ......c.cocoereernineinrineeeeensissise e eeesseneens 160
3.3 RESUIES oo 161
314 CONCIUSION .ottt bbb sasnssnss 178
3.5 SUPPIEMENTAIY ...ttt 179
3.6 RETEIENCES ...ttt 200
Chapitre 4 : des nanoparticules biocompatibles sensibles au pH.................... 211
A1 INEFOAUCTION ... 213
4.2 Les Aza-Bodipy sensibles au PH ... 213
4.3 Sensibilité au pH des NP de PLA-BOAIPY....cc.ccccorvmrrmmrenrinrernrensiesirssensiannens. 217
4.3.1 Sensibilité au pH du BOAIPY ...oveeeereeeerereieireieeieseee e 217
4.3.2 Sensibilité au pH des NP de Bodipy [3] ... 234
4.3.3 Dosage du Bodipy [3] en surface des NP ... 242
44 Synthese des AZa-BOdiPY ... sisesssssssesssesssesseses 246
A5 CONCIUSION ottt 249
4.6 Partie eXPeriMmentale ...ttt 250



40T IMAEATIEI ettt eeeeesas e s e e e saeeseeesasesasenanans 250

4.6.2 ETUAE AU PHucoe sttt 250

4.6.3 Syntheése de 'Aza-Bodipy ......cccccovmirieieenieneinsieisiesssessissssssssesssssessennes 253

4.6.4 Synthese du PLA-PEG-N3....ccccomminrnniineineerecineciseinsesssesesesesessessseseens 260

AT ANNEXE..eiiiieiee ettt ettt e 261
4.7.1 Annexe 1 : Précipitation du Bodipy [3] en milieu acide..................... 261

4.7.2 Annexe 2: Attribution des bandes d'absorption et d'émission du
Bodipy [3] dans le mélange tampon/DMSO.........nininrinsineeensensississesssessennes 263
4.7.3 Annexe 3 : Equations acide base et dosage.........ccccoeovevrrrirrirrirnennnnce. 265

4.7.4 Annexe 4 : suivi du signal de fluorescence du Bodipy [3] a 697 nm
dissous dans les sOlUtIONS taMPONS. ... saes 268
4.8  BibliOgraphi@......coiieec st 268

5 Conclusions et perspectives 273

5.1 CONCIUSIONS ..ottt et 273

5.2 POISPECIIVES ...ttt sttt st sas 277

5.2.1 Regarder la cartographie de I'accumulation des NP sur des modeles
de tumeurs 277

5.2.2 Favoriser la séparation spectrale avec I'hémoglobine....................... 277
5.2.3 Compréhension photophysique des mécanismes de génération de
I"ONAE ACOUSTIQUE ...ttt sttt 280
5.24 Lien photoacoustique et extinction de fluorescence par agrégation :
étude sur différents ChromMOPNOIES.........cocierieire e 282
5.2.5 Contre-ions volumineux et mobilité des rotors moléculaires......... 282
5.3 DIDHOGraphi@ ... et 285
6 Publications scientifiques 288
6.1 "CinNapht” dyes: a new cinnoline/naphthalimide fused hybrid
fluorophore. Synthesis, photo-physical study and use for bio-imaging .................... 288

6.2 Biocompatible and photostable photoacoustic contrast agents as
nanoparticles based on bodipy-scaffold and polylactide polymers: synthesis,
formulation and in VIVO @ValuatioN........c.ccenencneecsesee s seees 288

6.3 How aggregation caused quenching and excitation energy transfer

allow to finely tune photoacoustic efficienCy 7. 289

7 Congreés 291
7.1 ComMUNICAtIONS OFAlES........veveeeee s 291
T2 POSTEIS .ottt et s s nas 292






Liste des abréviations

€ : Coefficient d'absorption molaire
kr : Constante de vitesse radiative
knr : Constante de vitesse non-radiative
kacq: Constante de vitesse d'inhibition par agrégation
®r : Rendement quantique de fluorescence
1 : Moment dipolaire électrique
<R> : Distance moyenne au plus proche voisin
Ro : Rayon de Forster
o : Déplacement de Stokes
T : Durée de vie de fluorescence (expérimentale)
: Durée de vie de fluorescence moyenne
7 : Anisotropie stationnaire
rw : Anisotropie aux temps infinis
Aabs, max : longueur d’'onde du maximum d’absorption
Aem, max : longueur d'onde du maximum d'émission
[ : Coefficient de Grlineisen
A : Absorbance
ACQ: Aggregation Caused Quenching (Inhibition de fluorescence par
agrégation)
AIE : Aggregation Induced Emission (Emission induite par agrégation)
A.u. : Arbitrary Units
Aza-Bodipy : Aza-boradiazaindacenes
B : Brillance
Bodipy : 4-difluoro-4-bora-3A,4A-diaza-s-indacéne (abréviation pour "Boron-
dipyrrométhene")
BV : Orbitale la plus Basse Vacante
CCM : Chromatographie sur Couche Mince
CHCl3 : Chloroforme
Chloranile : Tétrachloro-p-benzoquinone
Cl: Conversion Interne
CIS : Croisement Inter-Systeme
CMC : Concentration Micellaire Critique
CP : Conjugated Polymer (Polymere conjugé)
CPMAS : Cross Polarization Magic Angle Spinning (polarisation croisée a I'angle
magique)
DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide
DCM : Dichlorométhane
DDQ : 2,3-Dichloro-5,6-Dicyano-p-benzoQuinone
DIPEA N,N-diisopropylethylamine
DLS : Dynamic Light Scattering (Diffusion Dynamique de la lumiere)
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DMF : diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxide

DSC : Differential Scanning Calorimetry (Calorimétrie Différentielle a Balayage)
DSPE : 1,2-Distéaroyl-sn-glycéro-3-phosphoryléthanolamine

ELVIS : Extravasation through Leaky Vasculature and subsequent Inflammatory
cell-mediated Sequestration

EP : Ether de Pétrole

EPR : Enhanced Permeation and Retention Effect

EtOH : Ethanol

FBS : fetal bovin serum (serum de veau foetal)

FDA : Food and Drug Administration

FRET : Forster Resonance Energy Transfer (transfert d'énergie résonant de type
Forster)

FWHM : Full Width at Half Maximum (largeur a mi-hauteur)

HO : Orbitale la plus Haute Occupée

HPS : Hexaphénylsilole

HSPC : Hydrogenated Soy PhosphatidylCholine

ICT : Intramolecular Charge Transfer (Transfert de charge intramoléculaire)
ICG : Indocyanine Green (Vert d’'Indocyanine)

ISC : Intersystem Crossing (Croisement inter-systeme)

IR : Infra-Rouge

LASER : Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation

LE : Localement Excité

MeOH : Méthanol

Mn : Masse molaire moyenne en nombre

MRI : Magnetic Resonance Imaging (Imagerie par résonance magnétique)
MTT : [3-(4,5-diMethylThiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium bromide]
NHS : N-hydroxysuccinimide

NP : Nanoparticule

np : Nombre de molécules par nanoparticule par nm?3

NV : Nanovector

NIR : Near Infra-Red (proche infra-rouge)

NTA : Nanoparticle Tracking Analysis (analyse de suivi des nanoparticules)
PA : Photoacoustique

PAbs : Photoacoustic ABSorbance (absorbance photoacoustique)

PACA : PhotoAcoustic Contrast Agent (agent de contrsate photoacoustique)
PAIl : Photoacoustic Imaging (Imagerie Photoacoustique)

PAY : Photoacoustic Yield (Efficacité Photoacoustique)

PBS : Phosphate Buffered Saline (tampon phosphate salin)

PDI : PolyDispersity Index

PDT : PhotoDynamic Therapy (Thérapie Photodynamique)
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PE : Petroleum Ether (Ether de pétrole)

PEG : poly(éthylene glycol)

PES : Photoacoustic Excitation Spectra (spectre d'excitation photoacoustique)
PET : Photolnduced Electron Transfer (transfert d'électron photoinduit)

PET : Positron Emission Tomography (tomographie par émission de positons)
pH : Potentiel Hydrogene

PLA : Polylactic Acid (Acide Polylactique)

PLGA : Poly(Lactic-co-Glycolic Acid) (Acide polylactique-co-glycolique)

PMMA : poly(methyl methacrylate) (poly(métacrylate de méthyle))

PGE : Photoacoustic Generation Efficiency (Efficacité de génération de I'onde
acoustique)

PTT : Photothermal Therapy (Thérapie Photothermique)

QY : Fluorescence Quantum Yield (Rendement quantique de fluorescence)
RADAR : RAdio Detection and Ranging

ROI : Region Of Interest (Région d'intérét)

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

ROP : Ring Opening Polymerisation (Polymérisation par ouverture de cycle)
ROS : Reactive Oxygen Species (Especes Réactives de I'oxygene)

Rg : Relative Gap (écart relatif)

RT : Room Temperature (Température Ambiante)

SEC : Size Exclusion Chromatography (Chromatographie d'éxclusion stérique)
SONAR : SOund Navigation and Ranging

SP : Semi-conducting Polymer (Polymeére semi-conducteur)

T : Température

TCSPC: Time-correlated Single-Photon Counting (Comptage de photons
uniques corrélés dans le temps)

Tg : Température de transition vitreuse

TEM : Transmission Electronic Microscopy (Microscopie a Transmission
Electronique)

THF : TétraHydroFurane

TFA : Acide TrifluoroAcétique

TICT: Twisted Intramolecular Charge Transfer (transfert de charge
Intramoléculaire par torsion

TPA : triphénylamine

TPE : tétraphényléthyléne

U.A. : Unités Arbitraires

UV : Ultra-Violet
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Cette these s'intéresse a I'étude de nanoparticules ayant une pertinence clinique,
biocompatibles et biodégradables pour faire de l'imagerie photoacoustique. Les
nanoparticules sont constituées du mélange de deux polymeéres: un polylactide-
Bodipy et un polylactide poly(éthylene glycol). Nous allons donc étudier les propriétés
physico-chimiques (taille, stabilité, potentiel zéta, forme, taux d'encapsulation), les
propriétés spectroscopiques (coefficient d’extinction molaire, rendement quantique de
fluorescence, temps de vie de fluorescence) et les propriétés photoacoustiques
(efficacité photoacoustique, brillance) de ces NP.

Le manuscrit de these commence par une introduction sur I'état de I'art des
nanoparticules a visée thérapeutique, sur limagerie et la spectroscopie
photoacoustique, et sur les agents de contraste couramment utilisés pour I'imagerie
photoacoustique. Puis dans le chapitre 2, I'objectif est de fournir une preuve de concept
des NP de PLA-Bodipy pour détecter in signal photoacoustique in vivo dans des souris.
Le chapitre 3 permettra de développer une étude plus approfondie de la spectroscopie
photoacoustique des NP de PLA-Bodipy. L'objectif est de comprendre comment
favoriser les voies de désexcitation non-radiatives pour augmenter |['efficacité
photoacoustique. Nous caractériserons |'efficacité photoacoustique des NP, leur
brillance et leur sensibilité a des effets non-linéaires a fortes fluences. Le chapitre 4,
s'intéresse a I'étude de la sensibilité aux conditions acides des NP de PLA-Bodipy et a
la synthese d'un nouveau type de chromophore sensible au pH: un Aza-Bodipy.
L'objectif est a terme d'obtenir des NP d'Aza-Bodipy sensibles au pH pour permettre
un suivi multi-ondes, photoacoustique et fluorescence, de l'internalisation des NP dans
des cellules. Enfin, aprés une conclusion permettant de résumer I'ensemble des
résultats, nous évoquerons les perspectives de ce travail.
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1

INTRODUCTION

« Les moindres bruits se transmettaient avec une vitesse a laquelle I'oreille n'est pas
habituée sur la terre. En effet, I'eau est pour le son un meilleur véhicule que I'air, et il
s'y propage avec une rapidité quadruple. »

Jules Verne, Vingt mille lieues sous les mers (1869-1870).
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1.1

LES NANOPARTICULES A VISEE THERAPEUTIQUE

En médecine, I'utilisation de nanoparticules (NP) est en plein essor. On I'a vu
notamment dans le cadre de la pandémie de SARS-CoV-2 (2020-2022) et le
développement de vaccins a acide ribonucléique messager (ARNm) véhiculés sous
forme de nanoparticules lipidiques (Tenchov et al. 2021). Les nanoparticules sont
prometteuses pour permettre le développement de traitements de maladies tres
graves telles que les cancers, les maladies auto-immunes et inflammatoires, le diabete
et les maladies neurodégénératives (Mura et Couvreur 2012).

Par définition une nanoparticule est un objet dont les trois dimensions de
I'espace sont inférieures a 100 nm : norme ISO/TS 80004-2 (« ISO/TS 80004-1:2010,
Nanotechnologies — Vocabulary — Part 1: Core terms » 2010). Pour des NP a visée
thérapeutique, par convention, on parle de nanoparticules lorsque leur taille est
inférieure @ 1 pm. Il existe de trés nombreuses sortes de nanoparticules.
Historiquement, les premiéres sont les liposomes développés par Bangham (Bangham
et Horne 1964) dans les années 1960. Dans les années 70, Birrenbach and Speiser
(Birrenbach et Speiser 1976), ont développé des nanoparticules polymeres. Sont
ensuite venues les nanoparticules de silice, d'oxydes métalliques etc... Pour les
applications biomédicales, les NP sont principalement utilisées pour la thérapie et le
diagnostic (vitro ou vivo). Il existe actuellement une cinquantaine de formulations de
NP sur le marché (Taxol®, Doxil®, vaccin ARNm...) (Anselmo et Mitragotri 2019).

Afin d'obtenir une accumulation des NP au site pathologique, deux stratégies
peuvent étre envisagées: soit par «ciblage passif » en favorisant la circulation
sanguine prolongée des nanoparticules par un recouvrement de surface de polymere
hydrophile et en bénéficiant des caractéristiques physiologiques du tissu malade, soit
par « ciblage actif » en utilisant des interactions ligands-récepteurs qui nécessitent la
fonctionnalisation de surface des NP. On définit alors trois types de génération de NP.
Les nanoparticules de premiere génération avec des surfaces plutét hydrophobes, les
nanoparticules de deuxieme génération avec un polymere hydrophile greffé en surface
et les nanoparticules de troisieme génération fonctionnalisées par des ligands ciblant
des récepteurs spécifiques.
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NP deuxiéme génération NP troisieme génération

NP premiére génération

Excipients (polymeéres, silice, sucres...) : biocompatibles et biodégradables

Médicament : thérapeutique

/W\N\ Polyéthyléne glycol : ciblage passif (furtivité)

A Ligands : ciblage actif

Figure 1.1 : Représentation schématique des différentes générations de nanoparticules

Le ciblage passif : nanoparticules de deuxieme génération

Le « ciblage passif » fonctionne grace a I'effet EPR (Enhanced Permeation and
Retention Effect) pour les tumeurs solides (Espinosa-Cano et al. 2019) et grace a I'effet
ELVIS (Extravasation through Leaky Vasculature and subsequent Inflammatory cell-
mediated Sequestration) pour les pathologies inflammatoires (Q. Wang et Sun 2017;
Yuan et al. 2012). Ces deux effets proviennent du fait que lors de la croissance tumorale
ou des processus inflammatoires, on observe la croissance de néo-vaisseaux dont la
paroi vasculaire est plus poreuse et peut plus facilement laisser passer des
nanoparticules/macromolécules vers les tissus malades, a condition que ces dernieres
possedent un temps de circulation suffisamment long dans le compartiment sanguin
(figure 1.2). De plus, le drainage lymphatique est diminué dans les tissus tumoraux,
ralentissant I'élimination des NP. La PEGylation, qui correspond au greffage de chaines
de poly(éthylene glycol) (PEG) en surface des nanoparticules, permet de bénéficier de
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1.1.2

I'effet EPR ou ELVIS et I'on obtient alors des nanoparticules furtives qui sont éliminées
beaucoup plus lentement du compartiment sanguin (Owens et Peppas 2006). Par
répulsion stérique, les chaines de PEG empéchent les opsonines de s'adsorber sur les
NP et de provoquer leur phagocytose. Cependant, le ciblage passif ne fonctionne
qu'avec des nanoparticules de tailles comprises entre 10-300 nm, qui sont a méme de
traverser les pores des parois endothéliales inflammeées (Fattal et al. 2012). L'équipe de
Wang a par exemple démontré que l'utilisation de micelles (100 nm) co-délivrant la
dexaméthasone et un petit ARN interférent, permet une accumulation dans les tissus
inflammés d'une souris atteinte d'arthrite rhumatoide et la réduction de cette
inflammation grace a I'effet ELVIS (Q. Wang et al. 2017). Des observations similaires
d'accumulation ont été faites par Tsapis et son équipe sur le méme modele
inflammatoire (Lorscheider et al. 2019) mais aussi sur un modéle murin de cancer du

colon (Boissenot et al. 2016).
.L.anph ~ Healthy tissue
at:csystem.

Blood vessel

Endothelial cells
Blood vessel

Nanoparticle

. ’ ’. ‘—Tumortlssue
l 0

@ Cceur de la nanoparticule
. Couronne de polymeére hydrophile

Figure 1.2 : Représentation schématique de I'effet EPR pour Enhanced Permeability and
Retention. Le schéma du haut correspond a des tissus sains et celui du bas a des tissus
cancéreux. Image provenant de : Does nanomedicine have a delivery problem?, C&EN,
volume 14, Issue 25, june 2016 (Torrice 2016).

Le ciblage actif : nanoparticules de troisieme génération

Le ciblage actif fonctionne grace a un ligand présent a la surface des NP qui va
interagir avec un récepteur spécifique présent a la surface des cellules a traiter/a
imager. L'accumulation des NP est alors favorisée par des interactions de type « clé-
serrure » avec la cellule ciblée et permet d'obtenir un bien meilleur index
thérapeutique*, de diminuer les effets secondaires et la toxicité. Les ligands peuvent
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étre des peptides (transferrine, lectine), des anticorps, des aptameres, ou bien des
petites molécules (folate) (Yoo et al. 2019).

*Index thérapeutique

Il correspond a la comparaison entre la quantité d'agent thérapeutique qui peut conduire
a un effet curatif et la quantité pouvant amener un effet toxique.

DLs,
DEs,

Index thérapeutique =

Avec DL, la dose létale médiane et DEs, la dose efficace médiane.

Les ligands sont accrochés a la surface des NP soit par liaison covalente, soit par
liaisons de Van der Waals, ioniques, ou liaisons hydrogene. Les ligands accrochés par
liaisons non covalentes utilisent essentiellement l'interaction biotine/avidine (ou
biotine/neutravidine ou biotine/streptavidine), I'une des liaisons non covalentes les
plus fortes en biochimie (90 kJ.mol™" pour la liaison biotine-avidine) (Wilchek et Bayer
1990; Vijayalakshmi 2002). Des anticorps monoclonaux ont été fixés par exemple sur
des nanoparticules possédant des biotines en surface (Le Droumaguet et al. 2012). La
fonctionnalisation en surface par des biotines est également directement utilisée pour
cibler les tumeurs puisque les cellules cancéreuses sur-expriment les récepteurs de la
biotine (Marques et al. 2020). Récemment, des liposomes fonctionnalisés en surface
avec de la biotine greffée de maniere covalente, ont démontré une concentration
cytotoxique médiane plus faible pour les cellules cancéreuses (photosensibilisateur)
que pour les mémes liposomes sans biotine (de Freitas et al. 2019). Les ligands peuvent
aussi étre fixés de maniére covalente a la surface des NP grace a la chimie click
(cycloaddition de Huisgen) ou par couplage peptidique (dicyclohexylcarbodiimide
(DCQ) et ester activé par N-hydroxysuccinimide (NHS)). Par exemple, le groupe de
Hyeon a proposé le ciblage des cellules immunitaires monocytes grace a une réaction
de chimie click entre I'anticorps anti-CD11b modifié avec un (E)-cyclooctene et des
nanoparticules mésoporeuses de silice possédant une tétrazine en surface. Les cellules
monocytes, ciblées (antigene CD11b), permettent le transport de ces NP encapsulant
I'anticancéreux doxorubicine directement dans les régions tumorales (Lee et al. 2019).

La nanomédecine personnalisée : le nanothéranostique

Malgré les avancées en terme de traitement via les ciblages actifs et passifs,
I'efficacité de la délivrance d'agents thérapeutiques par les NP reste bien souvent faible
(Torrice 2016). Les limites viennent de grandes différences d'expression des cibles au
sein d'une méme tumeur, des variations des marqueurs tumoraux au cours d'un
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traitement pour un méme patient, d'une grande hétérogénéité de I'effet EPR/ELVIS
entre les patients et selon le stade de développement de la tumeur, et d'un acces
difficile aux cellules et aux tissus malades (Couvreur 2021; Nicolas et Couvreur 2017).
Tous ces parametres peuvent beaucoup varier d'un patient a un autre, voire méme
changer au sein des cellules malades d'un méme patient, rendant compliqués des
traitements universels par des NP.

Excipients (polymeéres, silice, sucres...) : biocompatibles et biodégradables

0 Agent de contraste : diagnostic (étre vu)

Médicament : thérapeutique

/'\N\N\ Polyéthyléne glycol : ciblage passif (furtivité)

A Ligands : ciblage actif

Figure 1.3 : Schéma d'une NP a visée théranostique. Image inspirée de (Couvreur 2021).

Pour répondre a ces limites, le concept de médecine personnalisée a émergé, ce
qui signifie que les traitements doivent prendre en compte les différences génétiques
et phénotypiques des patients, mais également permettre le suivi de I'évolution de la
maladie et du traitement au cours du temps. Pour les NP, la nanomédecine
personnalisée doit permettre de savoir, avant I'encapsulation du médicament, si les NP
vont bien s'accumuler au site pathologique (la tumeur, zone inflammatoire etc..). Une
fois cette condition vérifiée, des NP identiques mais chargées en principe actif sont
alors injectées et leur accumulation suivie au cours du traitement. Pour permettre ce
suivi, il faut des lors rassembler le traitement (agent thérapeutique) et l'outil de
diagnostic (agent de contraste) au sein d'une méme NP : c'est le développement du
nanothéranostique (Mura et Couvreur 2012; Fornaguera et Garcia-Celma 2017).
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1.2

1.2.1

La NP idéale se doit alors d'étre furtive (NP de seconde génération),
éventuellement d'étre spécifique pour un bio-marqueur (NP de troisieme génération),
elle doit encapsuler un agent thérapeutique ainsi qu'un agent de contraste (imagerie),
étre non toxique, biocompatible et biodégradable (figure 1.3).

LA PHOTOACOUSTIQUE POUR FAIRE DU NANOTHERANOSTIQUE

Dans le cadre de [I'utilisation de nanoparticules pour distribuer des
médicaments, le développement d'une imagerie moléculaire précise est primordial.
L'étude non invasive des NP in vivo, de leur devenir et de leur accumulation est en effet
indispensable pour améliorer cette branche de la médecine. Dés lors quelle technique
d’'imagerie médicale utiliser ?

Sons et lumieres : une image du monde et du vivant

La lumiere, onde électromagnétique progressive et le son, onde mécanique
progressive, sont deux ondes aux propriétés bien différentes. La lumiere ne nécessite
pas de milieu matériel pour se propager, ce qui n‘est pas le cas des ondes sonores. Les
moyens biologiques de détection sont également bien différents : le tympan de l'oreille
détecte des variations de pression tandis que la rétine des yeux permet de détecter les
photons qui I'atteignent.

L'Homme a essayé de d'exploiter les caractéristiques de chacune de ces deux
ondes pour mieux se repérer dans son environnement. Dans l'air, les ondes
électromagnétiques sont tres présentes. Elles ont permis a I'Homme de communiquer
a tres longue distance et d’'échanger d'importante guantité
d'informations (télécommunications). Le RADAR (RAdio Detection and Ranging)
permet notamment de détecter la présence d'objets et informe sur leur vitesse a I'aide
d'ondes électromagnétiques. Dans le vide, l'exploration spatiale, a l'aide des
télescopes, comme le James-Webb télescope tout récemment déployé (décembre
2021), utilise essentiellement la détection d’ondes électromagnétiques (détection infra-
rouge) (Fontez 2021).

Cependant, dans les milieux marins, les ondes électromagnétiques sont tres peu
présentes. La lumiére y est tres vite atténuée par diffusion et absorption et ne peut pas
parcourir de longues distances. Dans ces conditions, I'Homme et les animaux marins,
utilisent le son pour se repérer. C'est le cas avec le SONAR (SOund Navigation and
Ranging) qui permet de détecter la présence et la distance de gros objets (icebergs,
sous-marins, bancs de poissons). Les ondes sonores ont une meilleure vitesse de
propagation dans I'eau (1500 m.s™' contre 340 m.s™' dans l'air) et y sont beaucoup
moins atténuées que dans l'air. Dans I'eau, les ondes sonores, permettent donc aller
sonder beaucoup plus loin que les ondes lumineuses (Lurton 1998; Poirier-Quinot
2019).
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Le corps humain étant composé essentiellement d'eau, c'est assez naturellement
que l'échographie ultrasonore s'est développée en tant que technique d'imagerie
médicale, notamment trés utilisée dans le cadre d’examens échographiques prénataux.
Les ondes sonores sont tres peu diffusées par les tissus, contrairement a la lumiéere, ce
qui confére a I'échographie une tres bonne résolution spatiale (< 1 mm) et une tres
bonne profondeur de pénétration (quelques centimetres) (Poirier-Quinot 2019). De
plus, il s'agit d'une technique peu couteuse et facilement accessible pour les patients,
contrairement par exemple aux techniques d'Imagerie par Résonance Magnétique
(IRM). Cependant, malgré ces avantages, |'échographie s'est tres peu développée
comme outil de suivi de I'accumulation des NP. L'amplitude du signal échographique
dépend de la différence d'impédance acoustique entre les milieux traversés par I'onde.
Malheureusement, dans les milieux biologiques, il n‘existe pas une grande diversité
d'impédances acoustiques, les propriétés mécaniques et élastiques des différents tissus
étant assez proches (sauf les os). Ainsi I'échographie donne des images a faible
contraste, ou il sera difficile de distinguer les NP des tissus tumoraux (Weber, Beard, et
Bohndiek 2016; « La physique par les objets quotidiens » 2016).

L'imagerie de fluorescence, quant a elle, doit faire des concessions entre
profondeur de pénétration et bonne résolution spatiale a cause de I'aspect tres diffusif
des tissus. La microscopie de fluorescence permet de récupérer des photons peu ou
pas diffusés, et donc d'avoir une bonne résolution spatiale (1um) mais doit pour cela
aller sonder a de faibles profondeurs (1 mm). A linverse la tomographie de
fluorescence va sonder plus en profondeur (quelques cm) mais elle collecte alors des
photons diffusés (non balistiques) et perd donc en résolution spatiale (inférieure a 1
mm) (Weber, Beard, et Bohndiek 2016). Cependant, I'imagerie de fluorescence a
I'avantage de posséder un grand contraste grace a la bonne sélectivité spectrale des
absorbeurs. Il est possible d'exciter seulement les molécules que I'on souhaite observer
en sélectionnant les longueurs d'onde d'excitation et d'émission. Typiquement, la
fenétre du proche infra-rouge (IR) est privilégiée pour les absorbeurs et les émetteurs
car dans cette zone la diffusion et |'absorption par les tissus est moindre. Le signal
d'autofluorescence des tissus sera alors moins élevé et permettra de mieux voir les
molécules d'intérét.

La combinaison du tres bon contraste des ondes lumineuses avec la tres bonne
résolution spatiale des ondes acoustiques, au sein d'un méme dispositif d'imagerie
médicale est prometteuse pour fournir des images de tres bonne qualité: c'est
I'imagerie multi-ondes (Fink 2014). En particulier, I'imagerie photoacoustique exploite
I"absorption d'ondes lumineuses (bon contraste) pour générer des ondes acoustiques
(bonne résolution spatiale).
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Figure 1.4: Schéma des avantages et inconvénients des techniques d'imagerie
échographique et d'imagerie de fluorescence. IRM: Imagerie par Résonance

Magnétique.
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1.2.2 L'effet photoacoustique

¥4,
7
¢

Figure 1.5 : Schéma de I'expérience du photophone d'Alexander Graham Bell. Tiré de
Pour la science, septembre 2021 (Kierlik et Courty 2021).

Découvert dans les années 1880 par Alexander Graham Bell et Charles Summer
Tainter, I'effet photoacoustique (ou optoacoustique) consiste en une conversion de
I'énergie lumineuse en énergie acoustique. Bell souhaitait transmettre les
conversations entre individus par le biais d'ondes lumineuses grace a un appareil : le
photophone. Lors de leur expériences, Bell et Tainter ont découvert qu'en faisant
converger la lumiere du soleil sur un matériau et en modulant périodiquement cette
lumiere par le biais de disques percés tournants (hacheur optique), un son est émis par
le matériau (figure 1.5). C'est |'effet photoacoustique (PA). Bell et Tainter ont par la suite
montré que la fréquence du son émis ne dépendait pas du matériau employé mais
seulement de la modulation du faisceau lumineux. lls remarquerent également que
plus les matériaux étaient absorbants plus ils émettaient un son de grande amplitude
(Bell 1880; Kierlik et Courty 2021). L'effet photoacoustique est donc relié au
phénomene d'absorption de la lumiere.

Lorsque le matériau absorbe la lumiere, les molécules de ce dernier passent alors
dans un état excité. Elles vont ensuite se désexciter par des vibrations et des collisions
entre elles ou avec le solvant/matériau (désexcitations par des voies non-radiatives) qui
vont créer un échauffement en surface du matériau (ou du solvant a proximité pour
des molécules en solution). Sous réserve d'un matériau faiblement conducteur de
chaleur, cet échauffement va par la suite se transmettre a la couche d'air directement
en contact avec lui. La modulation de la lumiere provoque donc des phases
d'échauffement/refroidissement périodiques de la couche d'air et donc par effet
thermoélastique, des phases périodiques d'expansion/compression de l'air (ou du
solvant) : une onde sonore se crée (figure 1.6).
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Figure 1.6 : Principe de fonctionnement de I'effet photoacoustique. Inspiré de Pour la
science, septembre 2021 (Kierlik et Courty 2021).

Depuis I'avenement du LASER dans les années 1960 et des sources lumineuses
impulsionnelles, la photoacoustique s'est énormément développée. Les LASER
permettent de facilement moduler I'amplitude de la lumiére sans passer par un hacheur
de faisceau, d'atteindre des fréquences jusqu’a plusieurs mégahertz et de sélectionner
la longueur d'onde d'excitation (Palzer 2020). Une recherche statistique sur la base de
données « Web of science » avec le mot clé « photoacoustic » montre le nombre
croissant de publications depuis quarante ans : pres de 1500 articles publiés en 2020
(figure 1.7). Les domaines d'applications de l'effet photoacoustique sont nombreux.
Dans le paragraphe ci-dessous, quelques applications non exhaustives de I'effet
photoacoustique sont présentées.

1500 -
1000 -

500 -+

1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

Figure 1.7 : Etude statistique des publications portant sur la photoacoustique depuis
1997, effectuée grace au moteur de recherche Web of Science. Mot clé:
« Photoacoustic ».
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1.2.3

L'importante sensibilité de l'effet photoacoustique est tres utilisée pour la
détection de gaz a I'état de traces. Dans le domaine de I'environnement, |'effet
photoacoustique est utilisé pour détecter la présence de polluants industriels et
déterminer leur concentration dans I'air, ainsi que pour le contréle atmosphérique des
gaz a effet de serres (CHs4, CO;) (Berrou et al. 2009). Dans le domaine des semi-
conducteurs et des batteries au lithium, la photoacoustique permet de contrdler tres
finement I'épaisseur des différentes couches des matériaux et les défauts (croissance
de dendrites pour les batteries au lithium) de fagon non destructive (« Sons et lumiere »
2016; H. Liu et al. 2020; Podymova et Karabutov 2010). Un instrument commercial a par
ailleurs été développé, MetaPULSE®, pour déterminer I'épaisseur de films métalliques
(résolution jusqu'a 50 A) en utilisant la photoacoustique femtoseconde
(« MetaPULSE® - Machine de mesure d'épaisseur stationnaire by Onto Innovation Inc.
| Directindustry »). La spectroscopie photoacoustique est aussi trés intéressante pour
étudier des solides opaques ou doser des substances tres absorbantes, comme par
exemple les colorants des teintures (industrie textile) ou des polymeres (« Sons et
lumiere » 2016; Schmid et al. 2003). En 2016 Zhao et son équipe ont utilisé I'effet
photoacoustique sur des NP d'or pour développer un test immunologique peu cher,
quantitatif et 143 fois plus sensible qu'un test standard dosant l'interleukine 8, un
marqueur clé de lI'inflammation (Y. Zhao et al. 2016). Enfin, la miniaturisation d'appareils
de spectroscopie photoacoustique est utilisée pour détecter la présence d'explosifs et
de leurs précurseurs comme I'acétone (Patel 2008; Raybaut et al. 2011; Elbasuney et El-
Sharkawy 2018).

L'imagerie photoacoustique

L'effet photoacoustique présente un intérét majeur dans le cadre de I'imagerie
biomédicale. L'imagerie photoacoustique est une technique multi-ondes qui va utiliser
la lumiére pour exciter les tissus biologiques, les agents de contrastes exogenes ou
endogenes, et qui va détecter un signal ultrasonore obtenu par effet photoacoustique.

Grace a l'excitation lumineuse, les images obtenues posseédent un bon contraste.
Pour cela il suffit de sélectionner les longueurs d’ondes d'absorption des molécules
gue I'on souhaite observer, seules ces dernieres seront alors excitées et conduiront a
un effet acoustique. Les molécules non excitées, seront alors invisibles. Pour augmenter
le plus possible ce contraste, la fenétre du proche infra-rouge est privilégiée car c'est
dans cette de région que I'atténuation de la lumiére par les tissus est moindre et que
la profondeur de pénétration sera meilleure. Par exemple, I'observation d’'une lumiere
blanche transmise a travers les doigts de la main montre que la lumiere rouge a été
moins absorbée que les autres couleurs (Figure 1.8 gauche). Dans la zone entre 650
nm et 950 nm les coefficients d'absorption des molécules biologiques sont plus faibles
(figure 1.8 droite) et permettent a la lumiére de se propager sur plusieurs centimétres
de profondeur. Grace a I'imagerie photoacoustique il est possible, par exemple, de
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distinguer des nanoparticules des tissus dans lesquels elles s'accumulent. L'équipe de
Kai Cheng, a réussi a observer le signal photoacoustique de nanoparticules d'or (Au-
tripods) ciblant des cellules tumorales (U87MG) (figure 1.9). Les nanoparticules sont
excitées a 700nm et génerent un signal photoacoustique (en vert) qui permet de les
distinguer des tissus. En revanche, avec l'imagerie ultrasonore (en gris), les
nanoparticules ne sont pas décelables (Cheng et al. 2014). Le contraste est bien
meilleur pour observer les NP en imagerie PA qu'avec I'imagerie ultrasonore seule.
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Figure 1.8 : (Gauche) Observation d'une lumiere blanche transmise par les doigts de la
main. Image provenant de scilogs.fr/questions-de-couleurs, La couleur du sang dans
tous ses états “° © Bernard Valeur. (Droite) Spectres d'absorption des chromophores
endogeénes. (Bleu, désoxyhémoglobine 150 g.L") ; (Rouge, oxyhémoglobine 150 g.L ™) ;
(Noir, eau) ; (Rose et marron, lipides) ; (Vert, collagene) ; (Jaune, élastine) ; (Pointillés,
Mélanine). Image tirée de (Beard 2011).

Avec I'imagerie photoacoustique, la diffusion et I'absorption de la lumiere dans
les tissus limitent seulement la quantité de lumiére pouvant atteindre les absorbeurs,
et donc le nombre de molécules excitées et les profondeurs sondées. Cependant la
diffusion de la lumiere n'a aucune influence sur la résolution spatiale de I'image, cette
derniére est imposée par les ondes acoustiques émises. Les ondes sonores étant moins
diffusées par les tissus que la lumiére, I'imagerie photoacoustique permet d'obtenir
des résolutions spatiales inférieures au millimetre pour des profondeurs sondées de
quelques centimétres (Weber, Beard, et Bohndiek 2016). Sur la figure 1.10 est
représentée |'image d'une jeune feuille de rose observée avec une imagerie bimodale
de microscopie photoacoustique et de fluorescence par I'équipe de Tserevelakis
(Tserevelakis, Tsagkaraki, et Zacharakis 2016). Sur cette image, on voit que la résolution
spatiale des nervures donnée par la microscopie photoacoustique (observation de
I'anthocyanine en rouge) est bien meilleure que celle observée en microscopie de
fluorescence (en vert chlorophylle). La photoacoustique permet donc d'obtenir des
images avec une bien meilleure résolution spatiale que l'imagerie de fluorescence.
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Dans cet article, les images obtenues par microscopie photoacoustique possedent une
résolution spatiale de 23 ym en axial et de 3 uym en latéral contre 106 um en axial et 3
um en latéral pour la microcopie optique.

Pre-injection

1hr
signal photoacoustique (u.a.)

Post-injection
2hr

4 hr

signal ultrasonore (u.a.)

Coronal Coronal

Figure 1.9 : Imagerie photoacoustique (colonne de gauche) et superposition d'imagerie
ultrasonore et PA (colonne de droite) d'une souris possédant des cellules cancéreuses
(UB7MG) sur-exprimant le récepteur intégrine avfB3. Ces cellules sont ciblées par des
NP d'or (Au-tripods). Le signal photoacoustique est représenté en nuances de vert,
excitation a 700 nm (transducteur 5 MHz). Le signal ultrasonore obtenu par
échographie ultrasonore est indiqué en nuances de gris (transducteur 25 MHz). D'apres
(Cheng et al. 2014).
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1.3

1.3.1

Figure 1.10: Imagerie d'une jeune feuille de rosier. (A) Image de microscopie
photoacoustique, observation du signal photoacoustique des Anthocyanines.
Excitation a 532 nm. (B) Image de fluorescence des chlorophylles sur la méme région.
Excitation a 473 nm (C) Image combinée des deux techniques d'imagerie. Echelle 500
um, zone étudiée 3 x 3 mm. Image tirée de (Tserevelakis, Tsagkaraki, et Zacharakis
2016).

L'imagerie photoacoustique est donc trés prometteuse pour permettre
d'observer I'accumulation de NP avec un trés bon contraste et une bonne résolution
spatiale (inférieure a 1 mm pour quelques cm de profondeur pour la tomographie
photoacoustique). Cependant, comme I'ont vu Bell et Tainter, tous les matériaux ne
sont pas a méme de générer un signal photoacoustique. De la méme maniere, certaines
molécules ou particules seront plus efficaces que d'autres pour générer de forts
signaux photoacoustiques. Pour pouvoir améliorer le contraste photoacoustique, il est
alors nécessaire de comprendre, quantifier et si possible maitriser, 'ensemble des
processus a méme de générer l'effet photoacoustique: c'est la spectroscopie
photoacoustique.

SPECTROSCOPIE PHOTOACOUSTIQUE : MIEUX ENTENDRE C'EST MIEUX VOIR
Signal photoacoustique : équations et grandeurs

Dans le cadre de cette theése, nous nous intéresserons essentiellement a un
signal photoacoustique généré en régime de confinement thermique. C'est-a-dire que
le temps de diffusion thermique peut étre négligé devant le temps d'impulsion du
LASER (Tiaser).

dZ
Tiaser K 4D R (1)
t

Avec D le coefficient de diffusion thermique en m?s™' et d la dimension
caractéristique de I'objet d'étude en m.
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Le régime de confinement de contrainte doit également étre satisfait. L'onde de
pression n'a pas le temps de diffuser pendant la durée d'une impulsion LASER.

d
Tiaser K Z (2)

Avec c la célérité du son dans les milieux biologiques (1500 m.s™"). Dans un milieu
biologique de 'ordre d'une dizaine de micrométres et en sachant que le coefficient de
diffusion thermique est de 0,14 mm?2.s"' dans les tissus biologiques (Duck 2013), le
confinement thermique est respecté pour des impulsions LASER inférieures a 179 ps.
Le confinement de contrainte est satisfait pour des impulsions LASER inférieures a 7 ns.
Lorsque les deux régimes sont vérifiés, I'amplitude de I'onde acoustique émise est
optimale. Dans le cadre de I'imagerie photoacoustique, des impulsions LASER de
quelques nanosecondes sont donc utilisées.

Des lors, I'amplitude de lI'onde de pression au temps initial peut s'exprimer
comme suit (Sarkar et al. 2021) :

Po(A) = PGEecp(1).£(A). C.@(A). [orwant (3)

Avec po la pression initiale générée par I'effet photoacoustique en excitant a la
longueur d'onde A. PGE¢r correspond a I'efficacité de génération photoacoustique de
I"échantillon (en anglais Photoacoustic Generation Efficiency PGE, est parfois appelé
Néchantilon). PGE est sans dimension et exprime |'efficacité de conversion d'énergie
lumineuse absorbée en énergie acoustique (figure 1.15). I'sovant €st le coefficient de
Gruneisen* du solvant et est une grandeur sans dimension. A 22°C dans l'eau le
coefficient de Griineisen vaut 0,12 mais la présence de solutés ou de particules dans
I'eau peuvent changer sa valeur (Sarkar et al. 2021). ® correspond a la fluence du LASER
(en J.cm™) sur I'échantillon pour une longueur d’onde donnée. () est le coefficient
d'absorption molaire de I'échantillon en L.mol"".cm™ & la longueur d’onde étudiée et
C est la concentration de I'échantillon en mol.L™.

*Coefficient de Griineisen

Il peut étre déterminé a partir de la célérité du son dans le solvant v, du coefficient de
dilatation isobare [ et de la capacité thermique isobare du milieu C,,

r _ pvé
solvant — C
12

Dans la littérature, le PGE est parfois remplacé par la grandeur (1-®f), avec ®f le
rendement quantique de fluorescence (Hatamimoslehabadi et al. 2017; Zhou et al.
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2019; Z. Zhao et al. 2019; Hatamimoslehabadi et al. 2017). Cependant la fluorescence
n'est pas la seule voie de désexcitation possible qui conduise a une perte de signal
acoustique (génération d'espéces réactives de I'oxygene, phosphorescence, se conférer
au paragraphe 1.3.3) (Fuenzalida Werner et al. 2020). Le terme PGE permet alors de
rassembler I'ensemble des pertes d'énergie possibles dans un méme terme pour
exprimer |'efficacité globale de transformation de I'énergie lumineuse absorbée en
énergie acoustique.

Ainsi I'amplitude de I'onde de pression peut étre augmentée en jouant sur
quatre parametres : PGE, g, C et ®. Dans le cadre d'une utilisation biomédicale de I'effet
photoacoustique, il est important de ne pas trop augmenter la fluence** d'irradiation
pour éviter de brdler les tissus. Pour la peau a 750 nm et pour des impulsions LASER
de quelques nanosecondes, |'exposition maximale permise est de 20 mJ.cm™
(Paschotta; Li et Wang 2009). De la méme manieére, il est préférable de ne pas avoir des
concentrations trop élevées pour limiter la toxicité des agents de contrastes introduits
dans le corps. Par ailleurs, pour des agents de contrastes endogenes, le contréle de la
concentration est impossible. Ainsi, pour des applications biomédicales, les parametres
concentration et fluence ont une influence tres limitée. On peut toutefois remarquer
que le signal de pression photoacoustique est proportionnel a la concentration, tout
comme en spectroscopie d'absorption (loi de Beer-Lambert) et de fluorescence. Il est
alors possible, en photoacoustique, d'effectuer des dosages d'especes par étalonnage,
comme vu au paragraphe 1.2.2 pour les teintures ou les polymeres.

**Fluence

En optique la fluence d'une impulsion LASER correspond a l'énergie lumineuse délivrée par
unite de surface (en J.cm).

Dans le cas de dommages causés par des impulsions LASER, la fluence est souvent
employée comme seuil d'endommagement (ou exposition maximale). Attention cependant
ce seuil d'exposition maximale diminue avec la durée de 'impulsion LASER (Paschotta).

Pour une concentration et une fluence donnée, le meilleur contraste en imagerie
photoacoustique sera obtenu avec des échantillons pour lesquels le produit PGE x €
sera le plus grand possible. Cette situation n'est pas sans rappeler celle de I'imagerie
de fluorescence pour laquelle les plus grands contrastes sont obtenus avec les
particules les plus brillantes : B = ®f x €. Avec B la brillance de I'échantillon en L. mol
lem™, @ le rendement quantique de fluorescence (I'efficacité de I'émission de
fluorescence) et € le coefficient d'absorption molaire de I'échantillon (Braslavsky 2007).
Zhou et son équipe, en 2017, ont par exemple définit la brillance photoacoustique
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1.3.2

comme le produit € x (1-®f) (Zhou et al. 2019). Mais actuellement tres peu d'articles
font référence ou exploitent la grandeur « brillance photoacoustique ».

Améliorer le coefficient d'absorption molaire

Pour améliorer la brillance photoacoustique, il faut donc augmenter deux
parametres : le coefficient d'absorption molaire et I'efficacité de génération des ondes
acoustiques PGE.

Le coefficient d'absorption molaire, €, représente la capacité d'une molécule a
absorber la lumiere. Lors de I'absorption d'un photon par une molécule, un électron
d'une orbitale moléculaire de I'état fondamental va étre excité vers une orbitale
moléculaire vide. Cette transition électronique est gouvernée par des regles de
sélection qui vont indiquer si la transition est plus ou moins permise. Les plus grands
coefficients d'absorption molaire sont obtenus pour des transitions permises de spin et
permises de symétrie : € > 1000 L.mol™.cm™. Pour que la transition électronique soit
permise de spin il faut que le spin de la molécule ne change pas lors de la transition
électronique : par exemple transition singulet - singulet. Les transitions permises de
symétrie s'expliquent en utilisant la théorie des groupes et les symétries des fonctions
d'ondes des orbitales. Leur étude n'est pas discutée ici. Les transitions de type m—>m*
qui sont permises de symétrie possedent de forts coefficients d'absorption molaire
pouvant aller jusqu’a 10° L. mol™.cm™ (Valeur et Berberan-Santos 2013). Ces transitions
sont visibles dans les molécules possédant des doubles liaisons (ou triples) et des
systemes conjugués, comme des composés aromatiques, des dieénes ou polyenes
conjugués. Dans le tableau 1.1 sont représentés les ordres de grandeurs des
coefficients d'absorption molaire de certains chromophores.

Molécule € (L.mol'.cm™) Molécule £ (L.mol'.cm™)

Fluorene (26%,%?4%3) Bianthryle (390, ijclgggxane)
Anthracene (356, 1$cgggxane) Acridine orange (43?),0(5,321?100

Sulfate de quinine s n;lﬂ(,)e(:(l)_lonsOQ Pérylene 434, i;lcgggxane)
Adénine (;;,Ogg) Eosine Y (5295,0é?kg?10|)
Biphényle (2417231(:?,0” Rhodamine B (5:3(,) Sétggr(\)ol)

Tableau 1.1 : Ordre de grandeurs des coefficients d’absorption molaire (au maximum
de la bande) de quelques chromophores — les structures sont données figure 1.11.
Entre parenthese sont indiquées les longueurs d’'ondes des maxima d'absorption en
nm et le solvant utilisé (https://omlc.org/index.html).
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Fluoréne Bianthryle
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Anthracene Acridine orange
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u N/ Br / Br
Biphényle Rhodamine B

Figure 1.11 : Structure des chromophores organiques associés au tableau 1.1.

Dans le cadre de I'imagerie photoacoustique, il est non seulement important
d'avoir des agents de contraste avec des coefficients d'absorption molaire élevés mais
il est également indispensable que le maximum de la bande d'absorption se situe dans
le proche infra-rouge entre 650 et 950 nm. Des lors, comment optimiser la structure
des absorbeurs afin d'obtenir des coefficients d'absorption molaire élevés dans le
proche infra-rouge ?
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1.3.2.1 Augmenter la taille du systeme it conjugué

Pour les molécules organiques, lors de I'absorption d'un photon, un électron va
passer d'une orbitale pleine: I'orbitale la plus « Haute Occupée » (HO), vers une
orbitale vide, la plus basse vacante (BV). Pour une absorption dans le proche infra-
rouge, il faut alors une faible différence d'énergie entre la HO et la BV. L'augmentation
du systeme T conjugué est une stratégie bien connue pour décaler les spectres
d'absorption et d'émission des molécules organiques vers le rouge (Delaire et al. 2017;
Qi, Qiao, et Wang 2016). Pour les polyénes conjugués neutres, I'augmentation de la
longueur d'onde d'absorption avec le nombre de liaisons conjuguées reste limitée.
Pour onze liaisons 1t conjuguées, on observe un maximum d’absorption aux alentours
de 400 nm. Figure 1.12, on peut voir la structure du béta-caroténe et de ses orbitales
HO (m) et BV (mt*), qui posseéde 11 liaisons 1t conjuguées et un maximum d'absorption
vers 450 nm.

On peut toutefois relever le cas des cyanines qui peuvent avoir de trés grandes
longueurs d’ondes d'absorption avec un nombre modéré de liaisons conjuguées. Par
exemple, la cyanine 7 (figure 1.12) posséde un maximum d'absorption a 750 nm
(Delaire et al. 2017). L'ajout de groupement aromatique dans le systéme conjugué
diminue également l'écart en énergie HO-BV grace a l'énergie de résonance
aromatique. Par exemple, les polythiophénes possedent des écarts en énergie plus
faibles que les polyéthylénes grace a I'énergie de résonance aromatique (Qi, Qiao, et
Wang 2016).
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Figure 1.12: (Gauche) Structure de la molécule cyanine 7. (Droite) Structure de la
molécule béta-Carotene, ainsi que les orbitales moléculaires HO (de type 1) et BV (de
type T*). Orbitales tirées de la base de données en ligne Orbimol (« OrbiMol 4.1 (LCT
Sorbonne Université) »)
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1.3.2.2 Molécules a transfert de charge

Les molécules organiques a transfert de charge intramoléculaire sont connues
pour avoir un maximum d'absorption décalé vers le rouge. Cette stratégie est souvent
désignée comme la plus efficace pour décaler le maximum d’absorption vers le rouge
(Qi, Qiao, et Wang 2016). La molécule possede alors un groupe donneur d'électrons
(D) et un groupe accepteur d'électrons (A) reliés entre eux par un systeme 1 conjugué
D-mt-A. On parle alors de structure dipolaire. Il existe également des structures
quadripolaires D-m-A-i-D et méme octupolaires. Le décalage batochrome peut
s'expliquer par I'hybridation des orbitales frontieres du pont conjugué avec D et A, qui
va provoquer la diminution de I'écart en énergie entre HO et BV (figure 1.13). L'écart
HO-BV peut étre modifié en jouant sur la force de |'accepteur, la force du donneur, la
présence de liaisons hydrogenes intramoléculaires avec I'accepteur et la présence
d'hétérocycles aromatiques comme les groupements pyroles (Qi, Qiao, et Wang 2016).

BV — __
Energie BV

D D-A A

Figure 1.13 : Diagramme d'énergie des orbitales frontieres HO et BV des groupements
donneur et accepteur d'électrons conduisant a un écart en énergie HO-BV plus faible
pour I'ensemble D-A. Diagramme tiré de (Qian et Wang 2010).

L'équipe de Ji Qi a par exemple développé une molécule quadripolaire de type
D-m-A-1t-D, avec comme groupement donneur un dérivé de la triphénylamine, comme
accepteur un coeur benzothiadiazole, et un pont conjugué de type thiophéne reliant
les deux et jouant également le réle de groupement donneur supplémentaire. La
réaction du coeur accepteur avec le monoxyde d'azote va former un cycle triazole plan
qui augmente le transfert de charge intramoléculaire, déplace le maximum
d'absorption de 459 nm a 686 nm avec un fort coefficient d'absorption molaire de 3,2
x 10* Lmol".cm™. Cette molécule est alors utilisée pour faire de l'imagerie
photoacoustique (paragraphe 1.3.4.5) (Qi et al. 2021). De nombreux autres articles
utilisent des molécules a transfert de charge intramoléculaire pour faire de I'imagerie
photoacoustique et déplacer le maximum d’absorption dans le proche infra-rouge
(Guo et al. 2017; Cai et al. 2017; J.-S. Ni et al. 2020; Qi et al. 2018).
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Les molécules avec de grands systemes 1 conjugués et de forts transferts de
charges intramoléculaires permettent donc de maximiser le coefficient d'absorption
molaire dans la région du proche infra-rouge. Toutefois, pour augmenter la brillance
photoacoustique, c'est-a-dire le produit PGE x ¢, il est également possible d'optimiser
I'efficacité de génération acoustique (PGE). Dés lors, quelle stratégie adopter pour
maximiser le PGE ?

:)Can

W, D
700nm4 S 2. m 700 nm™,
%j

PA inactive PA active

Figure 1.14 : Structure des molécules de type D-mi-A-1t-D a transfert de charge utilisées
par I'équipe de Ji Qi. La force du transfert de charge est augmentée apres réaction avec
le monoxyde d'azote et formation du cycle triazole. Tiré de (Qi et al. 2021).
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Groupement donneur Groupement accepteur
(base de Lewis) (acide de Lewis)

ok 8

>l
o5 o

Tableau 1.2 : Structure de certains groupements donneurs et accepteurs classiques.

1.3.3 Améliorer l'efficacité de génération de I'onde acoustique (PGE)

Efficacité globale de la conversion : PGE

A

{ Ept I-échantillon/r

Energie
lumineuse

Absorption Effet thermoélastique

Figure 1.15 : Schéma de la conversion d'énergie pour I'effet photoacoustique.

L'efficacité de génération acoustique de I'échantillon peut s'exprimer comme
suit (Sarkar et al. 2021):

PGE = Lecn
échantillon (A) - Ept(l) T (4)

Avec Ep: l'efficacité photothermique (sans dimension) et Tech le coefficient de
Griineisen de la solution contenant |'échantillon actif en photoacoustique. L'efficacité
photothermique représente l'efficacité de la conversion d'énergie lumineuse en
énergie thermique (figure 1.15). Le quotient Fech / T représente l'efficacité de la
conversion d'énergie thermique en énergie acoustique de la solution contenant
I"échantillon comparée a celle du solvant seul (figure 1.15). L'influence de ce quotient
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sur le PGE est limitée : pour une solution de sulfate de cuivre pentahydratée a 0,25
mol.L”", ce quotient vaut 1,14 (Sarkar et al. 2021). On peut également relever qu'a
proximité des protéines ou des particules il peut exister un microenvironnement qui
fait varier les parameétres thermodynamiques liés a I'effet thermoélastique et donne un
quotient Fech / T différent de 1 (Kurian, Prendergast, et Small 1997; Sarkar et al. 2021).
Dés lors, pour améliorer le PGE il faut surtout augmenter |'efficacité photothermique
Ept: C'est-a-dire la conversion d'énergie lumineuse absorbée en énergie thermique.

Une fois la lumiere absorbée et la molécule dans son état électronique excite,
différentes voies de désexcitation s'offrent a elle et toutes ne vont pas conduire a un
signal photoacoustique. Les différents processus de relaxation depuis les états
électroniques excités sont bien décrits grace au diagramme de Perrin-Jablonski.

Conversion interne | Croisementinter-systéme
|
— n - 1
] ik .
Relaxation : = S 1 i
vibrationnelle ~ ! & ] 1
I 8 w 1
= o
| << -1 ¥ T
I [ ! 1 ;
! i '-.I/’ 0,
1 | }’
i I f.-"\
¢ Vs
0 0,

Figure 1.16 : Diagramme de Perrin-Jablonski. Les fleches en pointillés représentent les
processus de relaxation vibrationnelle. Les fleches horizontales représentent les
processus non-radiatifs a énergie constante et les fleches verticales les processus
radiatifs. Les fleches incurvées violettes représentent la génération d'oxygéne singulet
a partir de la molécule dans son état électronique excité T et d'oxygéne triplet.

Lors de I'absorption d'un photon, la molécule passe trés rapidement (107"°s) de
I'état électronique fondamental So a I'état électronique excité singulet Si. Elle peut
ensuite se désexciter par (Delaire et al. 2017) :

e Fluorescence : processus de désexcitation radiatif qui a lieu entre S1 et So et
caractérisé par la constante de vitesse k: (en s™). Elle a lieu sur des échelles de temps
entre 1 ps et 1 us. Ce phénomene ne conduit pas a un échauffement local du milieu
et ne génére donc pas d'onde acoustique.

e Le croisement inter-systéeme: processus non-radiatif qui a lieu a énergie
constante entre deux états électroniques de spin différents, par exemple de St vers
T1. La transition se fait sans perte d'énergie, il n'y a pas d'échauffement local du
milieu et donc pas d'effet photoacoustique. Le croisement inter-systeme est une
transition interdite de spin et possede donc une constante de vitesse plus faible keis.
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e La conversion interne : processus non-radiatif a énergie constante. Lors de cette
transition le spin de la molécule est conservé. Elle ne produit pas de signal
acoustique.

¢ La relaxation vibrationnelle : permet a une molécule qui se trouve dans des états
vibrationnels excités de perdre son énergie grace a des collisions avec le solvant ou
son environnement. C'est cette transition non radiative qui est responsable de
I'augmentation locale de température au voisinage de la molécule et qui va ensuite
créer une onde acoustique.

Le passage de la molécule par I'état triplet Ty n'est pas souhaitable pour
améliorer l'efficacité photothermique Epi. En effet, méme si cette transition peut
conduire a des relaxations vibrationnelles tres efficaces pour générer des ondes
acoustiques, elle donne également acces a d'autres processus ne générant pas d'ondes
acoustiques. En effet, une fois a I'état triplet, la molécule peut se désexciter par
phosphorescence (phénomene radiatif) ou perdre son énergie en réagissant avec
I'oxygene pour former de I'oxygene singulet. Ce dernier peut présenter un intérét pour
faire de la thérapie photodynamique et détruire des cellules tumorales. Cependant,
dans l'objectif d'obtenir le meilleur contraste en imagerie, la formation d'oxygene
singulet est une perte d'énergie au détriment de I'effet photoacoustique (Guo et al.
2017). Bien souvent, le croisement inter-systéme est négligeable, la transition singulet
- triplet est interdite de symétrie.

La désexcitation par I'ensemble des processus non radiatifs (relaxation
vibrationnelle, croisement inter-systeme et conversion interne) est caractérisée par la
constante de vitesse non radiative knr (en s7). Par définition, le rendement quantique
de fluorescence d'une molécule, c'est-a-dire le rapport du nombre de photons émis et
du nombre de photons absorbées s'exprime comme suit :

ky

Stk T ()

br

Avec T la durée de vie de |'état excité en seconde.

Pour augmenter la conversion d'énergie lumineuse absorbée en énergie
thermique, il faut donc favoriser le plus possible les processus de relaxation
vibrationnelle. En premiere approximation, on peut considérer que knr doit étre le plus
grand possible, ou @ le plus faible possible, et ks le plus faible possible. (Qi et al. 2018;
Laufer et al. 2013; Lyu et al. 2016; Zhen, Pu, et Jiang 2021). L'équipe de Ji Qi montre
dans leur publication que le signal de fluorescence et la production d'especes réactives
de I'oxygene sont en compétition avec le signal photoacoustique. La répartition de
I'énergie absorbée est modélisée par une balance énergétique (figure 1.17). lls
montrent qu'ils peuvent alors passer d'une molécule active en fluorescence (isomere
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diaryléthene ouvert) a une molécule active en photoacoustique (isomeére diaryléthene
fermé) par photocommutation (Qi et al. 2018).

La constante de vitesse radiative k; peut étre déterminée pour une molécule a
partir de son spectre d'absorption et de son spectre d’émission en utilisant la relation
de Strickler-Berg :

[FURATE _ eV A)dV 4
k, =288 x 10 %n JVFFpave’  Va 6)

Avec n l'indice de réfraction du milieu, v et v, les nombres d'ondes des
spectres de fluorescence et d'absorption en cm™, F(¥ ;) est le spectre de fluorescence
(Valeur et Berberan-Santos 2013).

>‘(‘ Visible light, ring opening

UV light, ring closing

) 4 0s
— i 4

«<=>) Ring opening

So Sy

Figure 1.17: lllustration de la « balance énergétique »: répartition de I'énergie
absorbée entre la fluorescence, la création d'especes réactives de I'oxygene et le signal
photoacoustique. Le passage d'un coté a l'autre de la balance est rendu possible ici par
fermeture de cycle d'une molécule photocommutable de type diaryléthene. A:
absorption. FL : Fluorescence. NR : non-radiatif. ISC: Croisement inter-systeme. PA:
photoacoustique. ROS : Especes réactives de I'oxygene. Adapté de (Qi et al. 2018)
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Bien d'autres processus de désexcitation de la molécule existent, comme les
transferts d'électrons, les transferts de charge intramoléculaires, les transferts de
protons, la formation d'exciplexes ou d'excimeéres, les transferts d'énergie, les
transformations photochimiques et les changements de conformation (Fuenzalida
Werner et al. 2020) (liste non exhaustive). Dés lors, quelles désexcitations
photophysiques vont contribuer a un fort signal photoacoustique et comment
optimiser la structure des molécules pour les favoriser ?

Relation  structure  propriétés  photoacoustiques: augmenter [I'efficacité
photothermique

Diminuer le rendement quantique de fluorescence des molécules permet de
favoriser les désexcitations par des voies non-radiatives et donc d'augmenter le signal
photoacoustique. De nombreuses stratégies sont proposées dans la littérature pour
abaisser le rendement quantique de fluorescence.

1.3.4.1 Molécules possédant des rendements quantiques faibles

Dans leur article de 2013, Laufer et son équipe ont étudié le spectre
photoacoustique de protéines fluorescentes communément utilisées (mCherry,
dsRed...) et de protéines non-fluorescentes qu'ils ont synthétisées. Les efficacités de
génération d'onde acoustique PGE de ces protéines ont été estimées. lls ont alors
démontré que les protéines fluorescentes présentent de plus grands écarts entre leur
spectre photoacoustique et leur spectre d'absorption comparées aux protéines non-
fluorescentes. Les protéines fluorescentes ont également des PGE plus faibles que
celles non fluorescentes et sont moins photostables. Le tres faible signal d'émission
des protéines non-fluorescentes est responsable de la tres bonne efficacité de
génération d'onde acoustique (Laufer et al. 2013).

L'équipe de Fuenzalida Werner s'est intéressée a la protéine fluorescente
smURFP. s ont modifié cette protéine génétiquement pour optimiser ses propriétés
photophysiques afin d'en faire un meilleur agent de contraste photoacoustique. La
mutation a la position Y56 de la protéine a permis de réduire les rendements
quantiques de fluorescence du chromophore et d'augmenter le PGE des protéines
mutantes. Le mutant Y56L possede notamment un PGE 50% plus grand que la protéine
non mutée dont 18% proviennent directement de la chute du rendement quantique
de fluorescence (Fuenzalida Werner et al. 2019).

1.3.4.2 Transfert d’électron*

La diminution du rendement quantique de fluorescence peut aussi étre
provoquée par des transferts d'électrons photoinduits entre un accepteur et un
donneur d'électrons (Delaire et al. 2017). C'est la stratégie qu’'ont adoptée Pu et son
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équipe sur des nanoparticules de polymere semi-conducteurs. Les nanoparticules ont
été dopées avec des nano-boites (nanodots en anglais) de fullerene : les accepteurs
d'électrons. Le donneur d'électrons est le polymere semi-conducteur lui-méme (figure
1.18). La fluorescence des NP diminue avec I'augmentation du taux de dopage et le
signal photoacoustique augmente. Les NP dopées avec 20% massique de fulleréne
possedent un signal photoacoustique 2,6 fois plus important que celles non dopées
(Lyu et al. 2016).

*Transfert d’électrons photoinduit (PET)

Le transfert d'électrons photoinduit provoque généralement une inhibition de la
fluorescence. Il consiste a tout d'abord exciter le donneur d'électron (ou bien
l'accepteur) puis il est suivi d’un transfert d'électrons entre le donneur et ['‘accepteur :
phénomene non-radiatif qui a lieu a courte distance. Il s'agit donc d’une réaction
d'oxydo-réduction. Le donneur est noté D et l'accepteur A.

Transfert d'électron oxydatif

D* + A -2 D+ + A

Energie

BV —f= ¥ By BV e —L By
HO —f— 4 Ho HO —4— - Ho

Chromophore {\ccepteur Chromophore Accepteur
excité D* d'électron A oxydé D* réduit A-

Transfert d’'électron réductif

D + A" 2> D* + A

BV = 2V p—
ot L =t o

Energie

Donneur Chromophore Donneur Chromophore
d‘électron D excité A* oxydé D* réduit A-
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Figure 1.18 : Représentation schématique du transfert d'électron entre les orbitales du
donneur d'électrons : le polymére semi-conducteur et les orbitales de I'accepteur : le
fullerene. Les énergies des orbitales sont indiquées en électronvolt (eV). LUMO : Lowest
Unoccupied Molecular Orbital en anglais, BV en francais. HOMO : Highest Occupied
Molecular Orbital en anglais, HO en francais. PET : Photolnduced Electron Transfer en
anglais (transfert d'électron photoinduit). Image tirée de (Lyu et al. 2016).

1.3.4.3 Transfert de charge**

Les molécules a transfert de charge peuvent également induire une perte de
fluorescence. Dans ces molécules, I'absorption d'un photon conduit au passage d'une
orbitale pleine vers une orbitale vide. Si la position géométrique des orbitales dans la
molécule change lors de |'absorption, alors la transition électronique provoque un
changement immédiat du moment dipolaire de la molécule. Ces transferts de charge
peuvent étre facilités en introduisant un groupement donneur (D) et un groupement
accepteur (A) dans la molécule, reliés entre eux par des liaisons 1t conjuguées (Valeur
et Berberan-Santos 2013).

Dans les solvants polaires, la séparation des charges est facilitée et provoque
une perte de fluorescence par interaction dipolaire entre la molécule et le solvant
(Delaire et al. 2017). Bing Guo et son équipe ont par exemple synthétisé des polymeres
semi-conducteurs avec des groupements accepteurs et donneurs d'électrons de
différentes forces. lls ont pu démontrer que lI'augmentation de la force du couple
donneur-accepteur influencait la diminution du rendement quantique de fluorescence
des molécules en solution. Une fois formulé en nanoparticules, le polymeére avec le
couple D-A le plus fort restait le moins fluorescent et possédait le signal
photoacoustique le plus fort. De plus, les différences d'absorption molaire entre les
polymeres n'étaient pas suffisantes pour expliquer cette augmentation du signal
photoacoustique, mais la perte de fluorescence le permettait (Guo et al. 2017).
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**Transfert de charge intramoléculaire

Lors de l'excitation d’'une molécule, un électron passe d'une orbitale vers une autre
plus haute en énergie. Si les deux orbitales ne sont pas situées au méme endroit dans
la molécule, l'excitation va alors provoquer un changement instantané du moment
dipolaire de la molécule. Pour des molécules de type D-m-A, le changement de
moment dipolaire peut étre trés grand et bien souvent, le moment dipolaire de l'état
fondamental (uy est plus faible que celut de l'état excité (u,). L'absorption lumineuse
etant un phénomene tres rapide (10 '%s), l'état excité de Franck Codon atteint par la
molécule (appelé état localement excité LE), n'est pas en équilibre avec les molécules
de solvant. Les dipdles des molécules de solvant vont alors se réorienter pour
atteindre un état d'équilibre thermodynamique avec le moment dipolaire de la
molécule dans son état excité. Un état excité appelé état de transfert de charge
intramoléculaire (ETC ou ICT en anglais pour Intramolecular Charge Transfert) est
alors atteint par la molécule. Plus le solvant est polaire, plus il va stabiliser l'état de
transfert de charge et donc plus l'émission de fluorescence sera décalee vers le rouge.

Etat de Franck Codon Etat de Transfert de
Localement Excité Charge (ICT ou ECT)

Relaxation du solvant

Absorption

So

S _

e . &

Fluorescence
&& pim B &&
w
=

Le groupe de Wang a également travaillé sur des molécules a transfert de charge
pour détecter la présence de monoxyde d'azote (NO). Ces molécules possedent un
cceur benzothiadiazole et deux groupes diphénylamine aux extrémités pour donner
une structure D-mt-A-mt-D a transfert de charge (figure 1.19). La réaction avec le
monoxyde d'azote permet de former un cycle triazole qui augmente la force de
I'accepteur d'électrons. L'augmentation du transfert de charge intramoléculaire
provoque la baisse du rendement quantique de 5,2% a moins de 1% en milieu polaire
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(tampon phosphate). Le signal photoacoustique, mesuré dans des fantdmes de test***
(imaging phantom ou phantom en anglais), est plus fort pour les molécules oxydées
par NO que celui sans réaction avec NO (S. Wang et al. 2018). Cette stratégie n'est pas
sans rappeler celle évoquée au paragraphe 1.3.2.2 par I'équipe de Ji Qi (figure 1 .14).

***Fantdme de test
C'est un objet imitant les tissus biologiques ciblés créé pour tester, évaluer, analyser les

performances d'un systeme d'imagerie. Ses caractéristiques dépendent de la technique
d'imagerie étudiée.

Weak ICT Strong ICT
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Figure 1.19 : Structure de la molécule PS et représentation schématique de sa réaction
avec le monoxyde d'azote (NO). ICT : « Internal Charge Transfer » en anglais, transfert
de charge intramoléculaire. Image tirée de (S. Wang et al. 2018).

L'équipe de Xiaozhen Li a développé des oligomeres avec une structure de type
A-1t-D-1t-A formulés en nanoparticules. Le rendement quantique de ces NP est proche
de zéro grace au fort transfert de charge intramoléculaire et est en partie responsable
de la tres bonne efficacité photothermique et du fort signal photoacoustique
détectable in vivo et in vitro (X. Li et al. 2019).

Les molécules a transfert de charge intramoléculaire sont donc particulierement
intéressantes puisqu’elles permettent de déplacer I'absorption dans la fenétre du
proche infra-rouge (1.3.2.2) ainsi que de diminuer le rendement quantique de
fluorescence dans les solvants polaires.

1.3.4.4 Les rotors moléculaires

Les rotors moléculaires sont des groupements de molécules qui se sont
beaucoup développés avec les machines moléculaires (prix Nobel de chimie 2016). Le
mouvement intramoléculaire : par rotation, par vibration ou par torsion, d'une
molécule dans son état électronique excité peut favoriser les désexcitations par voies
non-radiatives. Le greffage de rotors moléculaires sur des molécules permet alors de

44



favoriser ces désexcitations non-radiatives (Qi et al. 2021; Z. Zhao et al. 2019). Parmi les
rotors classiques, on peut notamment citer le groupement tétraphényléthylene (TPE),
la triphénylamine (TPA) ou I'hexaphénylsilole (HPS) (figure 1.20). Ces rotors
moléculaires n‘ont été développés que trés récemment pour faire de l'imagerie
photoacoustique (depuis 2017). Ils sont habituellement utilisés pour créer des
molécules susceptibles de devenir plus fluorescentes a I'état solide (aggregation
induced emission en anglais).

Ph
Ph

Ph Ph

Ph Si—Ph

N i
P Ph Ph —

Ph Ph

Figure 1.20 : Structure de trois rotors moléculaires, de gauche a droite : triphénylamine,
tétraphényléthylene, et hexaphénylsilole

L'équipe de Xiaolei Cai en 2017 a, par exemple, utilisé le rotor moléculaire
triphényléthylene (TPE) en tant que donneur d'électrons pour former des molécules de
type D-mt-A-1t-D. L'accepteur d'électrons est le groupement 4,9-di-(5-bromothiophén-
2-yl)thiadiazolo-quinoxaline (TTQ, figure 1.21). La molécule possede alors un transfert
de charge intramoléculaire qui lui permet de déplacer le maximum d’absorption et
d'émission dans le proche infrarouge. Le rendement quantique de fluorescence est
diminué par transfert de charge et par mouvements intramoléculaires du rotor TPE. Les
auteurs ont démontré que la molécule BTPETTQ (figure 1.21) posséde une fluorescence
plus faible dans le tétrahydrofurane (THF) que le TTQ seul, mais un signal
photoacoustique 30% plus important. Pour éliminer l'influence du coefficient
d'absorption molaire, les auteurs ont travaillé a la méme absorbance pour toutes les
molécules. La présence de rotors moléculaires a donc permis de favoriser des
désexcitation par des voies non radiatives et d’améliorer I'efficacité photothermique
Ept (Cai et al. 2017).

En 2019, le groupe de Zheng Zhao a greffé deux groupements donneurs TPE sur
la molécule NDTA (structure de type naphtalene diimide sur lequel est greffé un
groupement 2-(1,3-dithiol-2-ylidene)acétonitrile (figure 1.22) comme accepteur
d'électrons (D-m-A-m-D)). En solution dans le THF, le rendement quantique de
fluorescence de la molécule 2TPE-NDTA est de 0,4% alors que celui du NDTA en
solution est de 17%. Zhao et son équipe ont alors démontré que le TPE accélere les
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désexcitations par voies non radiatives grace a la rotation des noyaux phényles. La
dynamique de relaxation a été mise en évidence par des études de spectroscopie
d'absorption transitoire femtoseconde. La molécule TPE-NDTA possede une durée de
vie de |'état excité de 54 ps et la transition S1>So s'effectue par conversion interne et
relaxation vibrationnelle trés rapide. Cette valeur est tres faible devant le temps de vie
de I'état excité St de la molécule de NDTA seule qui est de 1,5 ns. Enfin le mouvement
des rotors a été démontré par RMN du carbone 13 (technique CPMAS Cross
Polarization Magic Angle Spinning).
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Figure 1.21: Structures de la molécule TTQ et de la molécule BTPETTQ utilisées par
I"équipe de Xiaolei Cai (Cai et al. 2017)
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Figure 1.22 : Structure des molécules NDTA et de 2TPE-NDTA utilisées par le groupe
de Zheng Zhao (Z. Zhao et al. 2019).
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1.3.4.5 Mobilité des rotors a I’état solide

L'utilisation de ces agents de contraste tres actifs en photoacoustique pour faire de
I'imagerie, conduit bien souvent a leur encapsulation dans des nanoparticules. Les
rotors moléculaires, tres mobiles en solution, le sont alors beaucoup moins a I'état
solide. L'obtention de molécules a fluorescence induite a I'état solide s'appuie sur ce
phénomene : la perte de mobilité des rotors moléculaires a I'état solide augmente
I"émission de fluorescence (Cai et al. 2017; Z. Zhao et al. 2019). L'augmentation de la
fluorescence a I'état solide, ou agrégé dans des nanoparticules, est alors néfaste pour
le signal photoacoustique. Pour remédier a ce probléme, il est nécessaire de trouver
des solutions pour que les rotors moléculaires conservent leur mobilité a I'état solide.

Espaceurs volumineux

Une premiere stratégie consiste a utiliser des groupements tres volumineux,
comme de longues chaines alkyles, qui vont libérer des espaces entre les molécules
pour permettre aux rotors de conserver de la mobilité (figure 1.23). C'est par exemple
la stratégie employée par Shunjie Liu et son groupe : ils ont fixé des groupements
alkyles volumineux de différentes tailles sur des molécules de type D-mt-A-mt-D. Ils ont
alors démontré que dans les nanoparticules, lI'augmentation de la taille des
groupements alkyles greffés sur la molécule provoquait une augmentation du signal
photoacoustique. Les NP avec des espaceurs de type hexyle possedent un signal
photoacoustique 1,5 plus faible que celles avec des espaceurs de type 11-
méthyltricosane CH>CH(C10H21)(Ci2Hz2s5). A I'état agrégé, les molécules avec de petites
chaines alkyles possedent une fluorescence plus grande que celles avec une grande
chaine alkyle. Le passage d'un espaceur de type hexyle a 11-méthyltricosane
s'accompagne d'une diminution de 125% du rendement quantique de fluorescence
des NP. Comme vu au paragraphe 1.3.4.4, la mobilité des rotors moléculaires, permise
grace aux espaceurs, favorise les voies de désexcitation non-radiatives et donc un
signal photoacoustique plus fort (S. Liu et al. 2019).
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Figure 1.23 : (En haut) Schéma du mécanisme de fluorescence induite par agrégation
(AIE : Aggregation Induced Emission en anglais) sur la molécule de Triphényléthylene
(TPE). (En bas) Schéma du mécanisme de photothermie induite par mouvement
intramoléculaire (IMIPT pour Intramolecular Motion-Induced PhotoThermy en anglais).
Image tirée de (Z. Zhao et al. 2019).

Le groupe de Zheng Zhao a également étudié le comportement de la molécule
2TPE-NDTA (paragraphe 1.3.4.4) a I'état agrégé. lls ont démontré que dans des films
la diminution de la longueur de la chaine alkyle de 16 a 6 atomes de carbone provoque
une chute du rendement quantique de fluorescence de 17% a 6%. Les NP de 2TPE-
NDTA possédent un signal photoacoustique 5,9 fois plus grand que les NP de NDTA
seul. Les amplitudes photoacoustiques des NP de 2TPE-NDTA sont plus fortes que
celles du bleu de méthylene (cf paragraphe 1.4.2.1 et figure 1.30) ou des NP de
polymeres semi-conducteurs. La présence de longues chaines alkyles permet, a I'état
agrégé, de libérer de I'espace entre les molécules et facilite le mouvement moléculaire
des rotors. Ces derniers sont particulierement efficaces pour promouvoir des
désexcitations par voies non-radiatives et augmenter le signal photoacoustique (figure
1.23) (Z. Zhao et al. 2019). D'autres équipes exploitent I'utilisation d'espaceurs pour
conserver le mouvement moléculaire des rotors a |'état agrégé (Qi et al. 2021; Diez-
Cabanes, Monari, et Pastore 2021; Gao et al. 2021).
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1.3.5

Contre-ions

Afin de lutter contre I'extinction de fluorescence causée par agrégation, I'équipe
de Klymchenko a proposé d'introduire des contre-ions organiques volumineux dans
les NP avec les chromophores (figure 1.24). Les contre-ions servent alors d'espaceurs
entre les chromophores, empéchant les liaisons -1t intermoléculaires néfastes pour la
fluorescence (Reisch et al. 2014; Andreiuk et al. 2019). Appliquer cette stratégie au
domaine de l'imagerie photoacoustique, pourrait permettre a des rotors moléculaires
de bouger dans les NP sans nécessairement greffer de longues chaines alkyles sur les
molécules. Les syntheses organiques et les modes opératoires seraient alors simplifiés
puisqu'il suffirait d'ajouter un contre ion volumineux lors de la formulation.
Actuellement, aucune trace de cette stratégie adaptée a la photoacoustique des
nanoparticules n'a été trouvée dans la littérature.
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Figure 1.24: En Rouge structure de la Rhodamine B ester octadécyle. En Bleu les
structures des différents contre-ions volumineux utilisés. L'augmentation du
pourcentage massique de contre ion permet de conserver une fluorescence élevée a
fort taux de dopage en chromophore. Image tirée de (Reisch et al. 2014).

La photoacoustique non linéaire

Si la stratégie de diminuer la fluorescence des molécules organiques pour
augmenter le signal photoacoustique est trés répandue dans la littérature, certains
articles relevent la possibilité d'avoir des molécules avec de forts rendements
quantiques de fluorescence et de forts signaux photoacoustiques. L'équipe de Mathieu
Frenette et Jonathan Rochford explique ce phénomeéne par des effets non linéaires
d'absorption dans les états excités. L'équation de génération de I'onde acoustique est
alors changée en (Hatamimoslehabadi et al. 2017; Borg et Rochford 2018a):

Po(l) = PGEéch(/Dg(/l)C(p(A)[éau + geceq)zreau + et SnCn(pn-Hreau (7)

Avec e coefficient d'absorption molaire du premier état excité Si, Ce la
concentration dans I'état excité Sy, en et Cn respectivement les coefficients d'absorption
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molaire de Sy et la concentration molaire dans Sn. Dans les états excités, ils supposent
d'aprés la regle de Kasha, que les désexcitations par relaxation vibrationnelle des états
excités Sn vers St sont tres rapides et tres efficaces (Kasha 1950). Ainsi les PGE pour des
désexcitations vers les états {Sn,...,.S1} sont égaux a 100% et ne sont donc pas indiqués
dans la formule. La dépendance non linéaire en photoacoustique provient de
I'exposant n sur la fluence du LASER, avec n le niveau d'énergie qui absorbe. Avec la
formule (7) on peut remarquer qu'il est possible d'avoir de tres mauvaises efficacités
de génération d'onde acoustique (PGE) (ou un grand rendement quantique), mais
néanmoins d'avoir un signal photoacoustique amplifié par I'absorption dans les états
excités. Pour observer ces phénomeénes non linéaires, il faut alors des coefficients
d'absorption molaire dans les états excités forts (ge,...en) et de grandes concentrations
dans les états excités ( Ce,...Cn). Rochford et son équipe définissent alors trois classes
d'absorbeurs :

e Les absorbeurs linéaires : ce sont des émetteurs photoacoustiques linéaires qui
suivent I'équation classique de la photoacoustique (3). lls possedent un temps de
vie dans |'état excité qui est négligeable comparé au temps caractéristique de
I'impulsion LASER : T << Tiaser. Les molécules retournent tres rapidement dans |'état
fondamental et la concentration dans les états excités est tres faible: pas
d'absorption dans les états excités.

e Les absorbeurs saturables: ce sont de faibles émetteurs photoacoustiques. lls
possedent des coefficients d'absorption dans les états excités faibles : €. < € mais
des temps de vie de I'état excité plus longs que l'impulsion LASER : T>Tiaser. Les
molécules restent alors plus longtemps dans I'état excité S1, mais peu de molécules
sont excitées vers des états Sn. Durant une impulsion, une dépopulation de I'état
fondamental peut avoir lieu a forte puissance LASER. L'absorbance de la molécule,
et donc le signal photoacoustique, diminue avec la puissance du LASER.

e Les absorbeurs saturables inverses : lls absorbent beaucoup dans les états excités
(e fort) et les molécules restent suffisamment longtemps dans les états excités
(T>Tiaser) pour avoir des concentrations Ce non négligeables. Ce sont des émetteurs
photoacoustiques non-linéaires. Leur absorbance et leur signal photoacoustique
augmentent beaucoup avec la puissance LASER.

L'équipe de Rochford a alors démontré que certaines molécules présentaient un
signal photoacoustique non linéaire avec I'augmentation de la fluence du LASER. La
tétraphénylporphyrine de zinc (ZnTPP), le fullerene Ceo, le bleu de méthylene et le
ruthéniumtris(bipyridine) (Ru(bpy)s) sont des exemples d'absorbeurs saturables
inverses (figure 1.25). On peut toutefois remarquer que les fluences LASER nécessaires
pour observer ces phénomenes non linéaires dépassent I'exposition maximale permise
de 20 mJ.cm™ pour un LASER pulsé nanoseconde a 750 nm (C. Li et Wang 2009).
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1.3.6
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Figure 1.25: Mise en évidence d'absorbeurs saturables inverses. (Gauche) Signal
photoacoustique en excitant 532 nm en fonction de la fluence du LASER. (Droite)
Structure des absorbeurs. Le Cristal violet est pris comme une référence pour le signal
photoacoustique. Images tirées de (Hatamimoslehabadi et al. 2017).

Bilan

Pour résumer, afin d'obtenir le meilleurs contraste photoacoustique, il faut
maximiser le produit € x PGE. Avec ¢ le coefficient d'absorption molaire (L.mol.cm™)
et PGE l'efficacité de génération photoacoustique (sans dimension). Ce produit d'un
coefficient d'absorption molaire et d'un terme représentant I'efficacité de I'émission
est tres similaire a la brillance utilisée en fluorescence B = € x ®f. Cependant tres peu
d‘articles font référence a une brillance photoacoustique. Un seul I'a véritablement
explicitée et définie (Zhou et al. 2019). En effet, beaucoup d’articles traitant d'agents
de contraste photoacoustiques s'intéressent seulement a maximiser le coefficient
d'absorption molaire et trés peu mentionnent l'efficacité de I'émission de I'onde
acoustique. Par exemple dans la revue tres citée de Weber, les agents de contraste
sont classés sur une échelle en fonction de leur coefficient d'absorption molaire
(Weber, Beard, et Bohndiek 2016). Récemment, certaines équipes ont commencé a
s'intéresser a I'efficacité d'émission photoacoustique, notamment celles traitant de la
thérapie photothermique. La compréhension de I'ensemble des phénomenes
photophysiques permettant de générer une onde acoustique et leur quantification
sont encore mal maitrisées. Mais les outils et les connaissances en spectroscopie
photoacoustique commencent a se développer.
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Figure 1.26 : Schéma récapitulatif des différentes stratégies possibles pour augmenter
le signal photoacoustique.

L'analyse des parametres photophysiques importants en spectroscopie
photoacoustique nous a permis de déceler les différentes stratégies envisageables
pour augmenter le signal photoacoustique (figure 1.26). Cependant, dans le cadre du
développement de particules nanothéranostiques, le contraste photoacoustique n’est
pas le seul parametre a prendre en compte. Il est également important de connaitre et
maitriser : la solubilité/dispersibilité des agents de contraste, leur stabilité, leur temps
de demi-vie dans le sang, leur toxicité, leur photostabilité ainsi que la possibilité de les
fonctionnaliser en surface. Des lors, comment sélectionner les meilleurs agents de
contraste photoacoustique pour imager le vivant ?

LES AGENTS DE CONTRASTES DE L'IMAGERIE PHOTOACOUSTIQUE

Les agents de contrastes endogenes

Dans le corps, certaines molécules possedent des coefficients d'absorption
molaire élevés dans le proche infra-rouge. Des lors, il est possible en les excitant de
recueillir le signal photoacoustique provenant de ces molécules endogenes. Elles ont
I'avantage d'étre non toxiques contrairement aux agents de contrastes exogénes qu'il
faut administrer et qui peuvent induire une toxicité. De plus les agents de contraste
endogenes ne vont pas modifier les conditions physiologiques du corps au cours de
I'imagerie et peuvent permettre d'observer certains processus biologiques.
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HOOC

Figure 1.27 : Structure de I'heme b de la désoxyhémoglobine.

L'hémoglobine possede une forte absorption dans l'infra-rouge et son spectre
change avec la complexation de dioxygene sur le cycle porphyrine (Figure 1.27 et 1.8).
Grace a l'imagerie photoacoustique, il est possible d'obtenir une image fine de
I'ensemble du systeme vasculaire. C'est ce qu’ont réalisé Dean-Ben et son équipe en
imageant in vivo, sur tout le corps, le systeme vasculaire sanguin d'une souris en
environ 5 minutes grace a de la tomographie photoacoustique (figure 1.28) (Dean-Ben
et al. 2017). Le changement de spectre de I'hémoglobine avec la complexation de
dioxygene peut étre exploité pour visualiser le métabolisme de I'oxygene, doser la
quantité totale d’'hémoglobine (oxy- et désoxy-) et mesurer la saturation en dioxygene
de I'hémoglobine (SO2). Récemment, I'équipe de Liu a observé le systéme vasculaire
de l'oreille d'une souris grace a un appareil de microscopie photoacoustique. lls ont pu
cartographier la concentration totale en hémoglobine, la vitesse de circulation
sanguine, ainsi que le taux de saturation en dioxygene grace a une excitation a trois
longueurs d'ondes (558, 545, et 532 nm) (Figure 1.29). Ces trois parametres du systeme
sanguin peuvent servir pour diagnostiquer des maladies comme les maladies
neurodégénératives, les cancers, le diabete, les accidents vasculaires cérébraux (C. Liu,
Liang, et Wang 2020). Pour le cancer, les tissus avec un faible taux d'oxygéene ou en
hypoxie ont de plus fortes probabilités d'étre des tumeurs et I'hypoxie peut limiter
I'efficacité de la radiothérapie (Lavaud et al. 2017; Colliez, Gallez, et Jordan 2017).
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Figure 1.28 : Image 3D in vivo du systeme vasculaire sanguin d'une souris obtenue en
tomographie photoacoustique (agent de contraste endogéne étudié : I'hémoglobine).
Excitation a 800 nm. Image adaptée de (Dean-Ben et al. 2017).
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Figure 1.29 : Image du systeme sanguin de |'oreille d'une souris obtenue a l'aide d'un
appareil de microscopie photoacoustique. (a) Concentration totale en hémoglobine.
(b) Vitesse de circulation sanguine. (c) et (d) Taux de saturation en dioxygene de
I'hnémoglobine obtenue respectivement sans correction et avec correction de |'effet de
relaxation du coefficient de Griineisen. La zone imagée correspond a 8,75 mm x 10
mm. Image tirée de (C. Liu, Liang, et Wang 2020).
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14.2

La mélanine, les lipides sont également visibles par imagerie photoacoustique.
L'observation de la mélanine peut étre utilisée dans le cadre des cancers de la peau et
notamment des mélanomes. Lavaud et son équipe, ont par exemple, montré la
présence de mélanine dans des cellules tumorales du cerveau, avec un signal trois fois
plus grand que dans un cerveau sain. La mélanine permet alors de mettre en évidence
la présence de cellules de mélanome dans le cerveau signe d'un processus
métastatique (Lavaud et al. 2017). L'observation des lipides par tomographie
photoacoustique est aussi réalisable. L'observation de I'accumulation des lipides sur
les parois d'une artere est intéressante dans le cadre de diagnostic de I'athérosclérose.
Cao et son équipe ont notamment pu détecter le signal photoacoustique in vivo de
lipides déposés sur la paroi d'une aorte de lapin (Cao et al. 2018). Le signal
photoacoustique de I'eau (975 nm) peut également étre cartographié in vivo, il peut
par exemple permettre de suivre I'accumulation d'eau dans les cedémes cérébraux (Xu,
Zhu, et Wang 2011).

Malgré leur intérét, les agents de contrastes endogenes ne permettent de
visualiser qu'un nombre limité de processus biologiques. Une maniere de remédier a
ce probléme sans introduire d'agents exogenes est |'utilisation de chromophores
modifiés génétiquement. Ces derniers permettent d'éviter des injections longues et
répétées d'agents exogenes, comme par exemple lors du suivi du développement de
tumeurs (Weber, Beard, et Bohndiek 2016). Les protéines génétiquement modifiées et
photocommutables sont particulierement intéressantes car elles permettent d'obtenir
de trés bons contrastes en imagerie photoacoustique grace a l'imagerie différentielle
entre les états allumés et éteints. Yao et son équipe ont utilisé le phytochrome BphP1
modifié génétiquement qui possede des propriétés photocommutables lorsqu'il est
complexé a la biliverdine, pour imager la croissance de tumeurs et la présence de
métastases avec une résolution de 100 um pour 10 mm de profondeur (Weber, Beard,
et Bohndiek 2016; Yao et al. 2016). L'utilisation de modifications génétiques n’est pas
toujours facile ou souhaitable pour I'imagerie notamment lorsqu’elle a pour objectif
d'imager des patients humains (Lemaster et Jokerst 2017). Des lors pour pouvoir
observer un plus vaste champ de processus biologiques et de cellules, il faut se tourner
vers des agents de contrastes exogenes.

Les agents de contrastes exogénes

En plus de permettre d'observer des phénomenes ou des cellules peu
absorbantes dans le proche IR, les agents de contrastes exogénes permettent
d'augmenter la gamme de longueurs d'onde utilisables et de synthétiser des agents
de contrastes aux longueurs d'onde souhaitées, notamment la ou I'hémoglobine et la
mélanine absorbent le moins. Il est également possible de développer une imagerie
multispectrale en introduisant plusieurs agents de contraste avec des longueurs
d'ondes d'absorption différentes. L'imagerie multispectrale est par exemple tres
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intéressante pour imager la présence de tumeurs et en méme temps suivre
I'internalisation des nanovecteurs au sein des cellules, ou bien pour imager in vivo
I'activité de certaines enzymes comme les protéases en utilisant des particules
activables (Yang et al. 2014; Levi et al. 2013).

Un bon agent de contraste exogéne photoacoustique doit posséder les

caractéristiques suivantes (Lemaster et Jokerst 2017; Weber, Beard, et Bohndiek 2016).
Tout d'abord pour avoir le plus grand contraste il faut :

1.

Une forte absorption dans le proche infra-rouge a faible concentration pour limiter
les effets toxiques. Cela se traduit par des coefficients d'absorption molaires, &, les
plus grands possibles.

Une forte sélectivité spectrale (c'est-a-dire des bandes avec de faibles largeurs a
mi-hauteur), pour que les agents de contrastes absorbent essentiellement a une
longueur d'onde donnée et permettre de facilement séparer spectralement
plusieurs absorbeurs dans le cadre d'une imagerie multispectrale (« spectral
unmixing » en anglais) et que ces bandes soient distinctes de celles de
I'hnémoglobine et de la mélanine (Weber, Beard, et Bohndiek 2016).

Avoir une bonne conversion photothermique (Ept) : c'est-a-dire favoriser les voies
de relaxation non-radiatives. Le rendement quantique de fluorescence (®f) doit étre
faible et le passage par I'état triplet évité (croisement inter-systeme) (paragraphe
1.3.3)

Un bon agent de contraste photoacoustique doit également étre :

Biodégradable : C'est-a-dire qu'il peut subir des dégradations par des processus
biologiques et conduire a une perte de sa masse molaire (Chemistry IUPAC).
Biocompatible : il doit étre accepté par les tissus et 'organisme dans son ensemble,
et par exemple ne pas induire d'inflammation. Si I'agent de contraste est destiné a
étre dégradé, les produits de dégradation ne doivent pas nuire a I'organisme et aux
tissus (Park et Lakes 2007).

Photostable : c'est-a-dire qu'il n'est pas détérioré (perte d'absorption, perte
d'émission et/ou destruction de la molécule) par la lumiere. Cette caractéristique
est particulierement importante en photoacoustique puisque les irradiations se font
souvent avec des LASER pulsés de forte puissance.

Fonctionnalisable en surface : il est possible de fixer des ligands en surface du
matériau, ce qui peut s'avérer trés intéressant dans le cadre de particules
théranostiques avec un ciblage actif (section 1.1.3).

Stable et soluble/dispersable dans les liquides biologiques, tampons, solutions de
culture cellulaire.
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1.4.2.1 Les petites molécules organiques

Cette classe d'agents de contraste regroupe des molécules organiques
possédant de nombreuses chaines carbonées conjuguées et des cycles aromatiques
qui leurs permettent d'absorber dans le proche infra-rouge. Elles possedent de forts
coefficients d'absorption molaire a méme de générer un signal photoacoustique
important. De plus, certaines de ces molécules sont facilement modifiables
chimiquement, elles peuvent alors servir de plateforme pour ajuster leurs
caractéristiques  photophysiques afin de générer le plus fort signal
photoacoustique dans le proche IR (paragraphe 1.3.4). Par ailleurs, la petite taille des
molécules organiques en fait des agents de contraste peu toxiques, rapidement
éliminés par le corps et qui peuvent parfois marquer des cellules apres une injection
intraveineuse (Weber, Beard, et Bohndiek 2016; Lemaster et Jokerst 2017).

Les molécules approuvées cliniquement

Il existe trois colorants pour l'imagerie photoacoustique qui sont approuvés
cliniquement par la « Food and Drug Administration » (FDA) : I'lndoCyanine Green
(ICG), le bleu de méthylene et le bleu d'Evans (Laramie et al. 2018). En plus d'étre des
molécules commerciales et donc facilement accessibles, ces molécules peuvent étre
utilisées pour des études cliniques. Leurs pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
sont tres bien connues. De plus ces composés possedent des forts coefficients
d'absorption molaire (Figure 1.30), méme si le bleu d’Evans et le bleu de méthyléne
sont a la limite de la fenétre du proche infra-rouge.

Autorisé par la FDA depuis 1959 (« Drugs@FDA: FDA-Approved Drugs »), I'lCG
présente |'avantage de posséder un tres fort coefficient d'absorption molaire dans le
proche infra-rouge (Figure 1.30). La premiere correspondance in vitro entre le spectre
d'absorption et le spectre photoacoustique de I'lCG a été démontrée en 2000 par
I"équipe de Fainchtein (Fainchtein et al. 2000). En 2007, I'équipe de Kim a encapsulé
IlCG dans des nanoparticules de type silicate. Ces nanoparticules ont été
fonctionnalisées par un ligand pour cibler les cellules cancéreuses de la prostate in vitro
et observer un fort contraste en imagerie photoacoustique entre les cellules ciblées et
non ciblées. La possibilité d'utiliser ces NP pour de la thérapie photodynamique a
également été démontrée in vitro (G. Kim et al. 2007). L'ICG a également été utilisé
pour co-localiser par imagerie de fluorescence et photoacoustique les ganglions
sentinelles sur des rats, avec un intérét pour évaluer la présence de métastases pour le
cancer du sein (C. Kim, Song, et al. 2010).
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Figure 1.30 : Structures et propriétés photophysiques des chromophores autorisés par

la FDA.
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Cependant, I'lCG présente de nombreux problémes. II possede une faible
solubilité dans I'eau malgré la présence de groupements sulfonates cationiques : 1
mg.mL" (« Indocyanine green | 3599-32-4 »). La présence de charges rend toute
imagerie du cerveau impossible (« Definition of Indocyanine Green Solution - NCI Drug
Dictionary - National Cancer Institute » 2011). Son temps de demi-vie dans le sang est
tres court : 3 a 5 min, puis il est éliminé a 97% par le foie (De Gasperi, Mazza, et Prosperi
2016). Il se dimérise et s'agrege en solution aqueuse et a tendance a se fixer sur les
protéines et les phospholipides des bicouches lipidiques. Ces interactions peuvent
conduire a des déformations spectrales et des modifications des propriétés
photophysiques de I'lCG qui rendent plus compliquées I'imagerie et la séparation
spectrale (Borg et Rochford 2018b). Il est possible d’augmenter sa demi-vie en le
greffant sur des anticorps, ou en |'encapsulant dans des NP ou des micelles (Sano et
al. 2017; 2015). Cependant I'lCG est délicat a fonctionnaliser (Weber, Beard, et Bohndiek
2016). De plus, il possede un rendement quantique de fluorescence faible mais non
négligeable, qui se traduit par une perte d'énergie qui ne sera pas convertie en chaleur
et donc un signal photoacoustique plus faible. Il peut également produire des especes
réactives de l'oxygene en se désexcitant depuis I'état triplet, voie de désexcitation en
compétition avec la production d’'une onde acoustique. (G. Kim et al. 2007; Guo et al.
2017). Enfin l'inconvénient le plus important de I'lCG est sa tres faible photostabilité
qui rend compliquée I'utilisation d'illumination pulsée en photoacoustique (Laufer,
Zhang, et Beard 2010).

Les cyanines

n=1,2,3,..

Figure 1.31: Structure caractéristique du pont polyméthine des cyanines. Le nombre
d'atomes de carbone conjugués du pont peut étre modifié pour changer les propriétés
spectrales.

Pour répondre aux nombreux problémes de I'utilisation de I'lCG, de nombreuses
cyanines ont été développées en tant qu'agents de contraste pour l'imagerie
photoacoustique, avec cependant le désavantage de ne plus étre cliniquement
approuvées. Les cyanines sont caractérisées par une chaine carbonée polyméthine
reliant deux atomes d'azote. Une charge positive est délocalisée le long de la chaine
polyméthine. Augmenter la longueur de la chaine polyméthine permet de décaler
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I'absorption et I'émission dans le proche infra-rouge, cependant cela a également pour
effet de diminuer le coefficient d'absorption molaire (Borg et Rochford 2018b). Les
cyanines possedent de forts coefficients d'absorption molaire (souvent supérieurs a
1x10°> L.mol".cm™) (« Cyanine dyes »). L'équipe de Temma a développé une cyanine
« IC7-1-Bu » sans marqueur, afin d'imager in vivo son accumulation dans les tumeurs
d'une souris. La molécule en question possede un signal photoacoustique 2,5 fois plus
important que le bruit de fond et 2,3 fois plus important que celui de I'lCG (Temma et
al. 2014). La conception de cette cyanine a été améliorée par la suite afin d’obtenir des
cyanines photostables possédant un signal photoacoustique tout aussi important
(Onoe et al. 2015). L'heptacyanine commerciale IRDye800CW présente un intérét
majeur par son maximum d'absorption a 795 nm, par la présence de nombreux
groupes sulfonates qui augmentent sa solubilité dans I'eau (meilleure que celle de
I'lCG) et par la possibilité d'avoir différentes fonctionnalisations commercialement
accessibles (azoture, NHS ester, maléimide, ...). L'équipe de Kovar a pu imager le
métabolisme du glucose dans des tumeurs in vivo par tomographie photoacoustique
multispectrale grace a une cyanine IRDye800CW marquée avec du 2-désoxyglucose.
Un signal photoacoustique 3,3 fois plus fort a été observé dans les tumeurs comparées
aux tissus sains (Kovar et al. 2009). Malgré de nombreuses applications en imagerie
photoacoustique, la principale limitation des cyanines reste leur photostabilité (X. Wu
et Zhu 2015; Zhang et al. 2017; Song et al. 2004; X. Chen et al. 2006; Funabiki et al.
2016).

Les Bodipy

Le 4-difluoro-4-bora-3A,4A-diaza-s-indacene encore appelé Bodipy pour
BOron DIPYrométhene est la source d'une famille tres connue de fluorophores. Le
Bodipy est constitué d'un noyau émissif rassemblant deux pyroles a I'aide d'un pont
liant : le groupement BF,, donnant de la rigidité a la molécule (figure 1.32)

meso
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Figure 1.32 : structure du noyau du Bodipy ainsi que la numérotation officielle et les
appellations des atomes.
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Les Bodipy absorbent dans le domaine visible et sont réputés pour leur
coefficient d'absorption molaire élevés (g), généralement aux alentours de 8-9x10*
L.mol™.cm™ (Lopez Arbeloa et al. 1998). Le maximum d’absorption du Bodipy est aux
alentours de 530 nm et correspond a la transition électronique So> Si1. Cette bande
posséde un épaulement vibrationnel décalé d'environ 1100 cm™ vers les plus hautes
énergies (vers 500 nm). La bande d'absorption du Bodipy est plus étroite que celle de
la Rhodamine et de la fluorescéine, ce qui en fait une molécule possédant une bonne
sélectivité spectrale (Lakowicz 2007). Concernant les propriétés de fluorescence, les
Bodipy possedent des rendements quantiques de fluorescence importants (®r > 0,6)
(Loudet et Burgess 2007) ce qui a priori n'en fait pas des composés de choix pour
I'imagerie photoacoustique. Les Bodipy possédent un faible déplacement de Stokes
(500-700 cm™) ce qui peut favoriser la perte de fluorescence des Bodipy a I'état solide
par extinction de fluorescence causée par agrégation* (Aggregation Caused
Quenching ACQ en anglais) (T. T. Vu et al. 2013). Il est intéressant de relever que les
Bodipy se désexcitent tres peu par passage a I'état triplet (Y. Zhao et al. 2016; Filatov
et al. 2017), ce qui limite les pertes d'énergie pour I'effet photoacoustique.

*Extinction de fluorescence causée par agrégation (ACQ)

De nombreux fluorophores possedent des structures planes avec une grande conjugaison
et des noyaux aromatiques conjugués. A forte concentration, le rapprochement des
molécules va favoriser la formation d'agrégats et la présence d'interactions m-1t entre les
noyaux aromatiques ainsi que d’'autres types d'interactions (transfert d'énergie ou de
charges, réactions dans les états excités, formation d'excimeres ou d'exciplexes). Ces
interactions sont néfastes pour la fluorescence du monomere et provoquent son extinction.

Pour pouvoir développer I'utilisation des Bodipy en tant qu’agents de contraste
photoacoustique il est primordial de déplacer leur maximum d‘absorption dans le
proche IR, de réduire leur rendement quantique de fluorescence, tout en conservant
un fort coefficient d'extinction molaire et un faible passage par I'état triplet. Les Bodipy
sont de véritables plateformes sur lesquelles il est facile de greffer de nombreux
groupements et ligands afin de modifier les propriétés spectrales (Loudet et Burgess
2007; Ulrich, Ziessel, et Harriman 2008; T. Vu et al. 2015; Sobenina et al. 2011; Schmidt
et al. 2011). Dés lors comment adapter la structure des Bodipy pour en faire de bons
agents de contraste photoacoustique ?

L'équipe de Jean-Michel Merkes a, par exemple, synthétisé en 2020 un Bodipy
conjugué a un groupement donneur d'électrons : un pyrrole. Le transfert d'électron
photoinduit entre le pyrrole et le coceur du Bodipy a permis de déplacer le maximum
d'absorption dans le proche infra-rouge (800 nm), et de diminuer grandement
I'efficacité de fluorescence du Bodipy. Les Bodipy synthétisés possedent de forts
coefficients d’absorption molaire 5,6x10* & 9,5x10* L.mol".cm™, une fluorescence non
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détectable, pas de génération d'especes réactives de I'oxygene (absence de croisement
intersysteme), et une bonne photostabilité. La solubilité des Bodipy dans les solutions
aqueuses est améliorée par greffage de chaines polyéthylene glycol (PEG), ce qui en
outre permet d'augmenter leur demi-vie dans le sang. Malgré le greffage de PEG, la
solubilité dans le sang n'est pas optimale et 5% volumique de DMSO sont tout de
méme nécessaires pour solubiliser les Bodipy a 10 mol.L™" en solution aqueuse. Le
signal photoacoustique des Bodipy a été détecté dans des fantomes de test jusqu'a
une concentration limite de 1x10® mol.L"!. Cependant les spectres photoacoustiques
se superposent mal avec les spectres d'absorption et I'ajout d'un tensio-actif
(Cremophore EL) est nécessaire pour solubiliser le chromophore en solution de tampon
phosphate.

Le groupe de Yong Ni a développé des Bodipy D-mt-A avec un ester a la position
méso et des groupements donneurs d'électrons aux positions alpha du Bodipy. Le
transfert de charge intramoléculaire a permis de déplacer le maximum d‘absorption
dans la région du proche infra-rouge vers 820 nm, avec de trés bons coefficients
d'absorption molaire 6,7x10% L. mol™.cm™". Les Bodipy synthétisés possédent une bonne
photostabilité et les meilleurs signaux photoacoustiques sont obtenus avec les Bodipy
possédant les plus grands transferts de charge (groupement thiophene). Dans des
fantomes de test, le Bodipy possédant des thiophenes présente un signal
photoacoustique 6 fois plus important que celui de I'lCG. Les expériences ont toutefois
été réalisées dans du DMSO attestant de la tres faible solubilité du Bodipy dans I'eau.

Y
Lv]

=
o
L

(=]
1

PA intensity (a. u.)

Concentration (uM)

Figure 1.33: (a) Structure des Bodipy avec un ester a la position méso et différents
donneurs d'électrons en position alpha. (b) Signaux photoacoustiques des Bodipy et
de I'lCG mesurés dans des fantomes de test au maximum d'absorption. Image tirée de
(Y. Ni et al. 2017).

Les petites molécules présentent cependant des inconvénients. De par leurs
grandes chaines carbonées conjuguées et leurs cycles aromatiques, ce sont
majoritairement des molécules peu solubles dans |'eau et donc dans les milieux
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cellulaires et liquides biologiques. De plus, afin d'éviter des problémes de toxicité, de
faibles doses sont souvent injectées, ce qui peut conduire a des signaux
photoacoustiques faibles malgré une forte absorption molaire. Les petites molécules
sont de plus généralement tres rapidement éliminées et ne restent pas longtemps dans
le sang, ce qui peut limiter leur accumulation dans les tumeurs par exemple. Enfin, il
faut également faire face a des problémes de photostabilité et de phototoxicité
(fabrication d'especes réactives de I'oxygene). Dés lors, des solutions doivent étre
trouvées pour augmenter la quantité introduite d'agent de contraste dans le corps tout
en palliant aux problémes de solubilité, de toxicité et de rapide élimination par le corps.
La solution est |'utilisation de « cargos » par exemple des NP.

1.4.2.2 Les nanoparticules lipidiques

L'utilisation de NP en tant que cargo pour encapsuler les agents de contraste
permet de pallier les problemes de solubilité dans I'eau des petites molécules
organiques. De plus, il est possible d'utiliser des polymeres ou lipides biodégradables
et biocompatibles ce qui permet d'éviter les problemes de toxicité tout en permettant
d'introduire dans le corps de plus grandes quantités d'agent de contraste.

Les Micelles

Les micelles sont constituées de molécules amphiphiles qui, au-dela d'un seuil
de concentration, s'auto-assemblent de maniére spontanée en petits agrégats. A faible
concentration, les molécules sont solubilisées dans les solvants aqueux, mais au-dessus
de la Concentration Micellaire Critique (CMC), les micelles se forment spontanément.
Elles posseédent un cceur hydrophobe regroupant les longues chaines hydrophobes de
la molécule, et une surface hydrophile (figure 1.35). Leur taille est inférieure a 100 nm.
Les micelles sont le plus simple des systéemes colloidaux. Le Taxol ®, médicament anti-
cancéreuy, en est un exemple : il s'agit de paclitaxel encapsulé dans des micelles a base
de triglycérides (Kolliphor EL ou Cremophor EL) (Sofias et al. 2017).

Le phospholipide 1,2-Distéaroyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine (DSPE)
accroché de maniere covalente a un PEG : DSPE-PEG, est tres utilisé dans la littérature
pour obtenir des nanoparticules actives en photoacoustique. Il est biocompatible et
biodégradable et peut étre facilement fonctionnalisé, par exemple avec un maléimide
(Qi et al. 2018). Les formulations, rencontrées dans la littérature, pour les agents de
contraste photoacoustiques sont majoritairement obtenues par nanoprécipitation du
DSPE-PEG. Les différentes voies possibles de formulation ne sont pas discutées ici mais
le lecteur peut se référer aux articles suivants pour en apprendre plus sur le sujet (Fattal
et al. 2012; Zielinska et al. 2020; K. Li et Liu 2014). Les NP obtenues sont de taille
inférieure a 100 nm. L'équipe de Wenbo Hu, a par exemple, encapsulé un Bodipy actif
en photoacoustique dans des micelles formées a partir du phospholipide DSPE-PEGso00
(figure 1.34). Les nanoparticules sont sphériques, de diametre hydrodynamique 35 nm
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et sont stables pendant deux jours dans du sérum physiologique. Aucun effet
cytotoxique n'a été observé sur des cellules Hela jusqu'a des concentrations de 100
ug.mL'en DSPE-PEG. Le signal PA des NP a été observé in vivo aprés injection
intraveineuse dans la queue d'une souris. Le signal photoacoustique détectable dans
le sang atteint son maximum au bout de 30 min, puis les NP s'accumulent dans le foie
et les tumeurs et sont éliminées via les reins. La petite taille des NP et I'utilisation de
lipides biodégradables favorisent ce faible temps de demi-vie dans le sang. Les NP
obtenues sont également actives pour faire de la thérapie photothermique (Hu et al.
2019).

Figure 1.34: Structure du Bodipy et représentation schématique des NP lipidiques
utilisées par I'équipe de Wenbo Hu pour faire de I'imagerie photoacoustique et de la
thérapie photothermique. Image tirée de (Hu et al. 2019).

De tres nombreuses autres publications relatent l'utilisation de micelles
lipidiques obtenues a partir du phospholipide DSPE-PEG pour faire de l'imagerie
photoacoustique (Cai et al. 2017; Xi et al. 2020; Z. Zhao et al. 2019; Guo et al. 2017; Qi
et al. 2018; 2021; X. Li et al. 2019; Gao et al. 2021; K. Li et Liu 2014). Cependant, les tres
faibles taux de chargement possibles avec les micelles et leur rapide déstabilisation lors
de l'injection chez le patient ont beaucoup limité leur utilisation (Kahraman, Glingor,
et Ozsoy 2017).

Les Liposomes

Les liposomes sont également constitués de molécules amphiphiles qui s'auto-
assemblent. Cependant, ils sont constitués d'un compartiment aqueux entouré d'une
bicouche de phospholipides hydrophobes mimant la structure de la membrane
cellulaire (figure 1.35). Leur taille peut étre ajustée et pour I'administration
intraveineuse elle est d’environ 100 a 300 nm. lls peuvent encapsuler des molécules
hydrophiles dans leur compartiment aqueux et des molécules hydrophobes dans la
bicouche lipidique. Le Doxil® ou Caelyx® est un liposome utilisé commercialement
encapsulant la doxorubicine* (Gabizon 2001). Le contrdle de la taille et la possibilité de
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greffer des ligands en surface font des liposomes des cargos trés intéressants pour des
applications théranostiques (Sawant et Torchilin 2010). Pour la photoacoustique,
I'encapsulation de molécules hydrophobes dans la membrane des liposomes peut
conduire a des phénomenes d'extinction de fluorescence par agrégation, favorisant
alors les désexcitations par voies non-radiatives et donc améliorant le signal
photoacoustique (Lovell et al. 2011; Weber, Beard, et Bohndiek 2016). Les liposomes
présentent cependant certains inconvénients comme de faibles taux d'encapsulation
de molécules hydrophobes et des problemes de stabilité a forts taux de chargement
(Feng et Mumper 2012). L'emploi de cholestérol dans les formulations de liposomes
permet d'augmenter leur stabilité in vivo, d'améliorer leur résistance a I'agrégation,
renforce la rigidité de leur membrane, et diminue leur perméabilité (Briuglia et al. 2015).

Liposome

Micelle
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Figure 1.35: Représentation schématique de la structure d'un liposome et d'une
micelle. En jaune sont représentées les longues chaines hydrophobes des
phopholipides. Le blanc correspond a la téte hydrophile des phospholipides. Image
tirée de (Bitounis et al. 2012).

*Doxorubicine
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En 2015 Vasilis Ntziachristos et son équipe ont formulé des liposomes
encapsulant I'lCG. Les liposomes employés sont uniquement constitués de molécules
approuvées par la « Food and Drug Administration » : le phospholipide PEGylé 1,2-
distéaroyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine (DSPE-PEG), la phophatidylcholine de
soja hydrogénée (HSPC pour Hydrogenated Soy PhosphatidylCholine en anglais), du
cholestérol ainsi que I'ICG jusqu'a des concentrations de 75 umol.L”'. Des taux
d’'encapsulation entre 36 et 46 % d'ICG ont été obtenus pour des tailles de liposomes
de 120 a 130 nm. Le signal PA des liposomes a été détecté in vivo par tomographie
photoacoustique et séparation spectrale (spectral unmixing en anglais) sur des
modeles de tumeurs murines. Les liposomes ont été détectés juste aprées injection dans
le systeme vasculaire, puis ils s'accumulent au site de la tumeur pour atteindre un
plateau au bout de 4 h. Les liposomes ont démontré une bonne stabilité in vivo ainsi
qu'un temps de circulation sanguine d'au moins 24 h. Dans des fantdmes de test, le
signal photoacoustique des liposomes d'ICG est trois fois plus grand que celui de
nanobatonnets d'or a la méme concentration massique (Beziere et al. 2015).
Cependant, pour isoler le signal photoacoustique de I'ICG, la séparation spectrale est
nécessaire et ardue car son maximum d'absorption (800 nm) est proche de la longueur
d'onde utilisée pour détecter I'hémoglobine.

Pour pallier ce probleme, I'équipe de Cayla A. Wood a proposé d'encapsuler de
tres grandes quantités d'ICG dans des liposomes pour former des agrégats de type J**
d'ICG (figure 1.36) (Wood et al. 2021). La formation d'agrégats J provoque un décalage
vers le rouge du maximum d'absorption (890 nm) et facilite la séparation spectrale avec
I'hnémoglobine. La formulation en liposomes est constituée du phospholipide DSPE-
PEG, de cholestérol, du phospholipide 1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine
(DPPC). L'ICG est agrégé dans le coeur hydrophile du liposome. Les liposomes obtenus
font 130 nm de diamétre et possédent jusqu’a 1,5x10® molécules d'ICG par liposome,
ce qui est environ 400 fois plus que les liposomes de I'équipe de Vasilis Ntziachristos
(Beziere et al. 2015). De plus, I'absorbance des agrégats J est trois fois plus grande que
celle des monomeres d’'ICG a la méme concentration molaire. La bonne séparation
spectrale de I'oxyhémoglobine et des liposomes d'ICG permet d'améliorer la mesure
conjointe du taux de saturation (SOz) en oxygene et du signal PA des liposomes. Une
erreur absolue de 18 % pour SO, a été obtenue lieu de 50 % avec I'ICG sous forme
monomere. Les liposomes ont ensuite été fonctionnalisés en surface avec des anticorps
monoclonaux ciblant les cellules tumorales sur-exprimant le récepteur FRa. L'équipe
de Cayla Wood a alors démontré le ciblage efficace des cellules cancéreuses de I'ovaire
(SKOV3) avec une augmentation significative du contraste photoacoustique (avant—
apres injection) compareé aux liposomes sans ciblage actif. Cependant, la formulation
de ces liposomes nécessite 60 jours de synthése pour obtenir les agrégats J d'ICG, ce
qui rend la synthese difficile et colteuse. De plus, dans du sérum feetal de bovin a 37°C
le signal photoacoustique des agrégats est réduit de 22 % en 6 h au profit du signal
PA du monomere. Apres 48 h, 50 % du signal des agrégats J est perdu. Les liposomes
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se dégradent donc dans des conditions physiologiques. Le temps de demi-vie des
liposomes a été estimé a 10 min dans une veine superficielle du cou de la souris (Wood
et al. 2021).
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Figure 1.36 : (a) Représentation schématique des liposomes encapsulant les agrégats
de type J d'IndoCyanine Green (ICG). (b) Spectres d'absorption de Ia
désoxyhémoglobine (bleu), de I'oxyhémoglobine (rouge), de I'lCG dans du sérum
sanguin (jaune), et des agrégats J de I'ICG dans du sérum sanguin (vert). (c)
Représentation schématique des fantdmes de test imitant les tissus utilisés pour
détecter le signal photoacoustique de des NP et du taux de saturation en dioxygene
(TM : tissue-mimicking en anglais), PE : polyéthyléne. (d) Image photoacoustique des
fantomes de test contenant du sang a un taux de saturation en dioxygene de 70% et
soit de I'lCG soit des NP d'agrégats d'ICG (appelées PAtrace) (OD : Optical Density en
anglais, absorbance). Echelle 0,5 mm. Image tirée de (Wood et al. 2021).
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**Agrégats de type J et H

Lorsque la concentration en fluorophore est grande, des agrégats peuvent se former.
La molécule individuelle non agrégée est appelée monomere. La formation d'agrégats
peut modifier les niveaux d'énergie des molécules et ainsi changer leurs propriétés
spectroscopiques. La théorie de l'exciton définit deux modeles limites d'agrégats. Les
agrégats de type H, qui s'empilent de maniere parallele comme des sandwichs, et les
agrégats J, qui ont un empilement linéaire (téte-a-queue ou téte-téte).

Les agrégats J possedent une fluorescence et une absorption décalées vers le rouge par
rapport au monomere. Les agrégats H ne sont pas fluorescents et leur absorption est
décalée vers le bleu.

Monomére Dimeére H Dimére coplanaire Dimére J

rgie

cne

Transition permise i Transition permise
Décalage vers le bleu : Décalage vers le rouge

=90 0 =54.7° 8=0"

Les forts taux d'encapsulation et le décalage vers le rouge de ces liposomes les
rendent attractifs, mais la faible stabilité et la difficulté de la synthése sont de sérieuses
limitations a leur utilisation pour I'imagerie PA. Pour pallier ces problemes de stabilité
et de perte d'agent de contraste, certaines équipes ont proposé d'attacher de maniere
covalente les molécules aux phospholipides des liposomes. Lovell et son équipe ont
par exemple fixé de maniere covalente des porphyrines sur des phospholipides et les
ont formulés en liposomes appelés: porphysomes (figure 1.37). Le fort taux
d’'encapsulation de porphyrine dans la bicouche lipidique permet la formation
d'agrégats J qui décalent le maximum d'absorption dans le rouge et diminuent le
rendement quantique de fluorescence. Le signal photoacoustique des porphyrines est
alors amélioré (Weber, Beard, et Bohndiek 2016; Lovell et al. 2011). Les porphysomes
ont des tailles d'une centaine de nanométres et encapsulent jusqu’a 8x10* porphyrines
par liposomes (95 % molaire de porphyrine-lipidiques). Les porphysomes a 100 %
molaire de porphyrine-lipidiques possedent alors de tres forts coefficients d'extinction
molaire : 2,9x10° Lmol™.cm™ (figure 1.45) et ont démontré une fluorescence 1200 fois
plus faible par rapport a celles a 5 % molaire. Apres injection sous-cutanée des
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porphysomes dans des rats, une image par tomographie photoacoustique du systeme
lymphatique a pu étre mesurée en 15 min.

X=2H
or
for example, Zn, Cu, Pd

Figure 1.37: (a) Structure du pyrophéophorbide (type porphyrine) lieé de maniere
covalente au lipide 1-palmitoyl-2-hydroxysn-glycéro-3-phosphocholine et schéma du
liposome obtenu appelé porphysome. (b) Images de microscopie électronique de
porphysomes avec une coloration négative (95% molaires de lipides PEGylés, 5%
molaires de lipides avec la porphyrine).

Cependant les porphyrines constituant les porphysomes sont réputées pour étre
de bons photosensibilisateurs. Cette toxicité peut étre désirée, dans le cas de la
thérapie photodynamique, ou non désirée, dans le cadre d'un diagnostic (Wood et al.
2021). Les formulations a base de cholestérol présentent également certains
désavantages. Les cholestérols commercialement disponibles proviennent des ceufs ou
de la lanoline et sont peu adaptés pour des applications pharmaceutiques sur I'Homme
a cause de contaminations virales potentielles. Les cholestérols sont de plus facilement
oxydables et peuvent générer des sous-produits possiblement toxiques (« Cholesterol
in Liposomes »). L'encapsulation de petites molécules organiques dans des NP plus
stables et interagissant moins avec les biomolécules est alors désirable. Les NP de
polymeres peuvent répondre a ce besoin.
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1.4.2.3 Les NP de polymere

Les NP peuvent également étre obtenues a partir de polymeéres. Il est possible
d'utiliser des polymeres synthétiques approuvées par la FDA, comme lacide
PolyLActique (PLA) ou l'acide polylactique-co-glycolique (PLGA) ou des polymeres
naturels comme le chitosane ou le collagene. Les avantages des NP de polymeres sont
nombreux, ils sont biocompatibles et biodégradables, ils sont facilement
fonctionnalisables en surface, ils sont stables dans les fluides biologiques et permettent
d'augmenter l'index thérapeutique des principes actifs encapsulés. De plus, il est
possible de contrOler la libération des principes actifs beaucoup plus facilement
qu'avec les liposomes. L'utilisation d'un stimulus (température, pH, illumination, ...)
peut permettre une libération controlée au site et au moment désiré (Zielinska et al.
2020). Les NP obtenues sont alors de taille entre 20 et 200 nm. Deux voies
d’'encapsulation sont alors possibles : 1) par interactions faibles (Van Der Waals, liaisons
hydrogene) et auto-assemblage entre le principe actif et le polymere ou 2) par liaison
covalente entre la molécule et le polymeére puis formulation. L'encapsulation par liaison
covalente correspond a la formation de « prodrogue polymere » : le principe actif et le
polymere sont liés chimiquement, ce qui permet d'augmenter grandement les taux
d’'encapsulation (jusqu’a plus de 30 % en masse avec des chaines courtes) et de limiter
les phénomenes de libération tres rapide juste apres injection (« Burst Release » en
anglais). Trois voies de synthése sont possibles pour les prodrogues polymeres (figure
1.38) : 1) greffer la molécule sur un polymere déja synthétisé, 2) greffer le principe actif
sur le monomere puis polymériser, ou bien 3) le principe actif amorce lui-méme la
polymérisation (Nicolas et Couvreur 2017).

Il est courant d'utiliser des copolymeres diblocs afin d'avoir des macromolécules
avec une partie hydrophobe et une partie hydrophile pour permettre d'obtenir des NP
furtives avec un temps de circulation sanguine prolongée.

En 2019 I'équipe de Dong Wang a encapsulé, par auto-assemblage, une
molécule active en photoacoustique appelée TFM avec un copolymere dibloc de
polylactide-polyéthylene glycol (Figure 1.39). Les NP obtenues sont sphériques, de
diameétre 72 nm et restent stables pendant 50 h dans de I'albumine de sérum bovin. Le
colorant possede une structure de type D-mt-A-m-D (paragraphe 1.3.4.3), des rotors
moléculaires (triphénylamine), un fort coefficient d'extinction molaire a 665 nm 2,8 x
10* Lmol™".cm™, une bonne photostabilité et une trés faible fluorescence. Les NP ont
démontré une toxicité négligeable sur des cellules cancéreuses EMT-6 sans irradiation,
mais génerent des espéeces réactives de I'oxygene et une forte toxicité apres irradiation
(photothérapie dynamique). Les NP ont ensuite été injectées par voie intraveineuse
dans un modele murin de cancer. Le signal photoacoustique au site de la tumeur
augmente jusqu'a 3 h apres injection pour atteindre un signal 10 fois plus important
que le bruit de fond. Puis, entre 3 h et 12 h apres injection, le signal photoacoustique
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diminue dans la tumeur, indiquant une bonne élimination et la dégradation des NP (D.
Wang et al. 2019).
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Figure 1.38: Représentation schématique des différentes voies de synthése des
prodrogues polymeres. (A) « Grafting to » : greffage du principe actif sur un polymere
déja synthétisé. (B) « Grafting Through » : greffage du principe actif sur le monomere
puis polymérisation. (C) « Drug-Initiated » : le principe actif est I'amorceur de la
polymérisation. Image tiré de (Nicolas et Couvreur 2017).
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Figure 1.39: Structure de la molécule TFM utilisée par I'équipe de Dong Wang et
représentation schématique de la formulation par nanoprécipitation du polymere et
de la molécule. Image tirée de (D. Wang et al. 2019).

L'équipe de Shuo Huang a également encapsulé par auto-assemblage une
molécule active en photoacoustique avec un copolymere dibloc : polycaprolactone-
polyéthylene glycol. Les NP font 68 nm de diametre et possedent un tres bon
rendement d’'encapsulation : 93 %. Les NP sont stables dans du tampon phosphate a
37°C pendant une semaine sans perte observée du colorant. Dans des fantomes de
tests, un signal photoacoustique 10 fois plus grand a été mesuré pour les NP comparé
au signal provenant d'un échantillon de sang animal (Huang et al. 2016).
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A ce jour, je n'ai pas trouvé d'article relevant des NP formulées a partir de
polymere greffé de maniére covalente avec I'agent de contraste pour faire de I'imagerie
photoacoustique.

L'encapsulation de l'agent de contraste dans une matrice polymere est une
stratégie tres intéressante pour avoir des NP biocompatibles, biodégradables et
employables cliniquement. Mais pour optimiser le signal photoacoustique, de fort taux
d’'encapsulation sont préférables. Il se pose alors la question de la stabilité de ces NP
tres fortement chargées. Une maniere de résoudre ce probleme est d'envisager que
I'agent de contraste actif en photoacoustique soit la matrice polymere elle-méme. C'est
la stratégie adoptée par le développement des polymeres semi-conducteurs (PS), dont
I'expertise et le développement proviennent des matériaux pour le photovoltaique et
les diodes électroluminescentes (Weber, Beard, et Bohndiek 2016; Pu et al. 2014).

1.4.2.4 Les NP de polymere semi-conducteur

Ce sont des polymeéres pour lesquels les liaisons 1 sont tres fortement
délocalisées sur I'ensemble de la chaine polymérique. Cette tres forte conjugaison
permet de décaler le maximum d'absorption dans le proche infra-rouge. Ces polymeres
peuvent étre formulés en NP pour donner des agents de contraste avec de forts
coefficients d'extinction molaire et une bonne biocompatibilité et biodégradabilité. De
plus, les polymeres utilisés sont facilement modulables et fonctionnalisables.

En 2014 Pu et son équipe ont synthétisé des NP de polymeres semi-conducteurs
a base de poly(cyclopentadithiophene-alt-benzothiadiazole) SP1 ou de
poly(acénaphthothiénopyrazine-alt-benzodithiophéne) SP2 (figure 1.40). SP1 et SP2
possedent de tres faibles efficacités de fluorescence, avec un rendement quantique de
0,1 % pour SP1, prometteur pour de fort signaux photoacoustiques. Les SP
(Semiconducting Polymer) ont été formulés en NP par nanoprécipitation avec un
phospholipide. Les NP font 43 nm de diamétre avec une bonne polydispersité (0,2) et
sont stables dans du tampon phosphate pendant 6 jours. Les NP absorbent dans le
proche IR : 660 nm pour SPN1 et 700 nm pour SPN2. SPN1 possede un fort coefficient
d’extinction massique de 93 L.g™.cm™. A masse égale, le signal photoacoustique des
SPN1 est 7 fois plus important que celui de nanobatonnets d'or et de nanotubes de
carbone simple-feuillet (figure 1.43) (Pu et al. 2014).

Certaines équipes ont eu l'idée d'exploiter les avantages donnés par les
molécules a transfert de charge (faible fluorescence, fort signal photoacoustique, forte
absorption dans le proche IR) pour les transposer aux polymeres semi-conducteurs.
Les polymeres obtenus possedent alors une conjugaison et des transferts de charge
tout le long de la chaine polymere. C'est la stratégie adoptée par Bing Guo et son
équipe. lls ont synthétisé des polymeres avec différentes forces de groupements
donneur-accepteur (figure 1.41). Les polymeres ont ensuite été formulés en NP par
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nanoprécipitation avec du DSPE-PEG. Les NP de polymere semi-conducteur avec le
plus grand transfert de charge intramoléculaire (CP3) sont celles possédant le plus fort
signal photoacoustique (dans des fantomes de test), le plus grand coefficient
d'extinction molaire (808 nm, 57,7 L .g™".cm™) et le plus faible signal de fluorescence.
Pour CP3 l'accepteur est de type dicétopyrrolopyrrole et les donneurs sont des cycles
thiophene et les 4H-dithiéno[3,2-b:2',3'-d]pyrrole (figure 1.41 CP3). Le signal
photoacoustique de ces NP est environ 6,7 fois plus grand que celui de I'lCG a 0,125
mg.mL" (Guo et al. 2017).

hy

Fluorescence
® ¥

CeHia b
0)\caH,, o
s o N
A

S, / / Nanoprecipitation N O\

W s n o > © Sl "))

HsC» CoHs o CgHi7 > 8 ¢ ’/
NN X DPPC ¥ 3 )
/ Photoacoustic
HoCe CiHo . CsHia <p 3 )

O SPN

SP1 O SP2

f 100 - 10 g 4o
= 5\ —SPN1 E 3 = SPNI P
E g80- P A —SPN2 Lg & S ®SPN2 s
- | *\ o [ /
00 ! 1\ ] 3 30 S
E ¢ . ¥ c = >4
- 60 | -\ e % = 7
§ § E 5 20 )/
g o ) & €10 o
2 204" 2 2 3 » e
& o 3 p e
< i . 3 £ o P S
0 - . . = 0 0 I o
450 550 650 750 850 950 0 20 40 60 80 100 120

Wavelength (nm) Concentration (ug ml™")

Figure 1.40: (a) Structure des polymeres semi-conducteurs SP1 et SP2. (b)
Représentation schématique de la formulation en nanoparticules. DPPC est le lipide
1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine. (f) spectres d'absorption des NP
(pointillé) et spectres photoacoustiques des NP (continu). (g) Signal photoacoustique
a 700nm des NP en fonction de la concentration mesuré dans des fantdmes de test. R
= 0,998 et 0,997 pour SPN1 et pour SPN2. Image tirée de (Pu et al. 2014)
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Figure 1.41: (a) Structure des différents polyméres semi-conducteurs a transfert de
charge employés par I'équipe de Bing Guo. (b) Représentation schématique de la
formulation en NP a l'aide du phospholipide DSPE-PEG. Image tirée de (Guo et al.
2017). PTT : PhotoThermal Therapy en anglais, thérapie photothermique ; PA : signal
PhotoAcoustique.

Les NP de polymeres semi-conducteurs sont tres prometteuses pour obtenir des
agents de contraste photoacoustique avec de fort signaux photoacoustiques, et une
bonne photostabilité. Cependant la toxicité in vivo de ces nouveaux agents de
contraste est encore mal connue et nécessite d'étre plus documentée (Weber, Beard,
et Bohndiek 2016).

1.4.2.5 Les NP métalliques

Les NP métalliques ont une taille comprise entre 20 et 150 nm. Leurs propriétés
d'absorption dépendent essentiellement du phénomeéne de résonance plasmonique
de surface. Lorsqu'une onde électromagnétique de longueur d'onde trés grande
devant la taille des NP métalliques interagit avec elles, une oscillation collective en
phase des électrons de la bande de conduction se produit. Pour une fréquence
d'illumination correspondant a la fréquence propre des oscillations, un phénomene de
résonance se produit. C'est la résonance plasmonique de surface. La fréquence de
résonance, et donc le maximum d’absorption, dépend de la nature du métal, de la taille
des NP et de leur forme. Seules les NP d'or, d'argent et de cuivre présentent des bandes
d'absorption dans le domaine visible (Delaire et al. 2017). De plus, les métaux nobles
sont préférés pour des applications biomédicales puisque I'oxydation peut provoquer
une perte du phénomene de résonance plasmonique de surface (Anker et al. 2008).
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Figure 1.42 : Evolution du maximum d'absorption des NP métalliques sphériques en
fonction de leur diametre. Image tirée de (Delaire et al. 2017).

Pour les NP sphériques, il est possible de décaler le maximum d’absorption vers
le rouge en augmentant le diametre des NP. Il est cependant bien difficile d'atteindre
la région du proche infra-rouge avec cette géométrie. Pour des NP d'or sphériques de
10-20 nm, le maximum d’'absorption est aux alentours de 520 nm, et pour un diamétre
de 80 nm, il est situé vers 550 nm (figure 1.42).

Les NP asymétriques ont I'avantage de présenter deux bandes: une bande
décalée vers le rouge pour une oscillation longitudinale et une bande décalée vers le
bleu pour une oscillation transversale. Il est alors plus facile d'atteindre la région du
proche infra-rouge. Pour des nano-batonnets d'argent la position de la bande
longitudinale peut varier de 550 a 850 nm en changeant la longueur du batonnet (100
a 200 nm) (Delaire et al. 2017). Par ailleurs, le contréle des propriétés d'absorption avec
la taille et la forme des NP est trés intéressant pour faire de I'imagerie photoacoustique
multispectrale.

Les NP métalliques possedent de trés grands coefficients d'extinction molaire a
peu pres 5 puissances de 10 au-dessus de celles des petites molécules organiques.
Cependant, les métaux nobles possédent de grandes masses molaires (197 g.mol™
pour |'or). Des lors certains articles préferent comparer les performances des NP avec
leur coefficients d'absorption massique, plus représentatifs des masses a introduire
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pour les expériences in vivo/in vitro et les problemes de toxicité liés a la dose (Pu et al.
2014; Weber, Beard, et Bohndiek 2016). En 2014 Pu et son équipe ont étudié les
performances des NP de polymeéres semi-conducteurs et les ont comparées a celles
des nanobatonnets d'or et des nanotubes de carbone simple-feuillet (figure 1.43). Deux
situations ont été étudiées: a concentration massique fixée (en rouge) et a
concentration molaire fixée (en orange). Pour une méme concentration molaire
I'amplitude PA des NP d'or est bien meilleure, mais pour une méme concentration
massique c'est celle des NP de polymeres qui I'emporte (Pu et al. 2014). Dans leur
revue de 2016 Weber et son équipe conseillent alors d'utiliser les deux grandeurs,
coefficients d'absorption massique et molaire pour comparer les NP (Weber, Beard, et
Bohndiek 2016).

6
. 5 Mass
o
N 4
g 3
e 2
g 1
= 0 ﬁ ﬁ
a

200
E Mole
(9]
% 150 | I
Q
S 100 -
©° |
£ 50

o E= —

SPN1 SWNT GNR

Figure 1.43 : Signal photoacoustique de trois particules dans des fantomes de test : des
NP de polymeéres semi-conducteur (SPN1), des nano-tubes de carbone simple-feuillet
(SWNT) et des nanobatonnets d'or (GNR). En rouge les concentrations massiques des
trois NP sont identiques (25 pg.L™") et en orange ce sont les concentrations molaires
qui sont fixées (48 nmol .L'"). Image tirée de (Pu et al. 2014).

Parmi les NP métalliques, les nanoparticules d'or sont particulierement
intéressantes puisqu’elles peuvent étre facilement fonctionnalisées en surface par des
liaisons thiol avec I'or. Il est alors possible d’obtenir des NP permettant un ciblage actif
ou passif des cellules malades. De plus, les NP d'or possedent les coefficients
d’extinction molaire les plus grands dans la région du proche infra-rouge et ont par
ailleurs de tres bonnes efficacités de génération d'ondes acoustiques (Weber, Beard, et
Bohndiek 2016). Parmi les différentes géométries possibles, les nanobatonnets d'or
sont tres utilisés pour I'imagerie photoacoustique. lls présentent des coefficients
d’extinction molaire importants et leur efficacité de conversion photoacoustique peut
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étre grandement augmentée en les encapsulant dans des coquilles de silice. En effet, il
existe une forte résistance thermique a l'interface or-solvant qui peut réduire le PGE.
Yun-Sheng Chen et son équipe ont démontré que les nanobatonnets enrobés de silice
possédaient un signal photoacoustique trois fois plus important que celles sans silice
(Y.-S. Chen et al. 2011). La coquille de silice permet de plus d'augmenter la
photostabilité des nanobatonnets d’or (Y.-S. Chen et al. 2010).

Les NP métalliques, malgré leur propriétés photophysiques tres intéressantes,
présentent le désavantage de ne pas pouvoir encapsuler de médicaments. Cependant
le développement de NP poreuses d’'or, comme les nanocages, les nanocoquilles, et
les NP enrobées de polymeres ou de silice, a permis de répondre a cette
problématique. Figure 1.44 sont représentées des images de microscopie électronique
a transmission de différentes structures de NP d'or.

Figure 1.44 : Images de microscopie électronique a transmission de quatre géométries
de NP d'or. (a) Les nanospheres (b) Les nanodisques (c) Les nanobatonnets et (d) les
nanocages. Images tirées de (Black et al. 2014).

Les NP d'or de types « nanocoquilles » (nanoshells en anglais) sont également
tres utilisées en imagerie photoacoustique. Elles possedent un cceur constitué de silice
poreuse, qui peut permettre d'encapsuler des médicaments, et une coquille métallique
d'or en surface. Elles possedent des coefficients d'extinction molaire similaires voire
supérieurs aux NP d'or (D. Wu et al. 2014) et il est possible de moduler la position du
maximum d’absorption en jouant sur le diameétre total et sur le rapport des diametres
entre le coeur et la coquille. Par exemple, des nanocoquilles d'or de 120 nm de rayon
et de 20 nm d'épaisseur de coquille absorbent a 756 nm et 1120 nm (Jain et al. 2006).
Cependant les nanocoquilles possedent un signal de diffusion plus grand que le signal
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d'absorption ce qui limite la profondeur de pénétration et le nombre d'absorbeurs
excités (Cole et al. 2009; Nehl et al. 2004).

Les nanocages d'or sont particulierement intéressantes pour encapsuler des
médicaments. Ce sont des structures cubiques creuses et poreuses obtenues par
remplacement des atomes d’'argent par de I'or a l'aide d'un précurseur en solution
(HAuUCl4). Yavuz et son équipe ont alors proposé de recouvrir la surface des nanocages
avec un polymere thermosensible. Le médicament encapsulé peut alors étre délivré
grace a un LASER infra-rouge. lls ont alors démontré que des nanocages, encapsulant
de la doxorubicine, irradiées pendant 2 min avec un LASER infrarouge conduisait a une
mort cellulaire 40% plus importante que sans NP avec 2 min d'irradiation (Yavuz et al.
2009). Les nanocages possedent par ailleurs de tres bons coefficients d'extinction
molaire et sont actives en photoacoustique. L'équipe de Kim, a par exemple, étudié des
nanocages d'or fonctionnalisées en surface avec une hormone mélanotrope pour un
ciblage actif des mélanomes. Les vaisseaux sanguins ont alors été imagés a 570 nm et
les NP a 778 nm. Un signal photoacoustique trois fois plus important a été détecté
pour les nanocages avec un ciblage actif par rapport a celles fonctionnalisées avec un
PEG (C. Kim, Cho, et al. 2010).

Les NP métalliques présentent cependant certains inconvénients, elles sont
moins facilement utilisables en tant que nanovecteurs de médicaments, elles sont peu
biodégradables, s'accumulent dans la rate et le foie avec des temps d'élimination assez
longs et peuvent étre toxiques (Lemaster et Jokerst 2017). Les nanobatonnets d'or
peuvent présenter des problemes de photostabilité a cause d'un changement de taille
et de géomeétrie sous irradiation pulsée (Link et al. 2000; Y. Liu et al. 2019). Enfin les
syntheses utilisent souvent le tensioactif toxique bromure de cétyltriméthylammonium
comme stabilisant (Y. Liu et al. 2019).
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Agent de contraste

Avantages

Inconvénients

Endogénes

Chromophores
modifiés
génétiquement

Non toxiques

Pas de modification des conditions
physiologiques

Observation de processus
biologiques

Nombre limité de processus
biologiques visibles

Non réalisable sur I'homme

Petites molécules

NP métalliques

NP lipidiques

NP polymere

NP de polymeére
semi-conducteurs

Tableau 1.3: Tableau récapitulatif des agents de contrastes utilisés en imagerie

Commerciales
Approuvées cliniquement

Forte absorption molaire

Tres forte absorption

Tres fort signal photoacoustique

Biocompatible/Biodégradable
Fonctionnalisable

Nanovecteurs

Biocompatible/Biodégradable
Fonctionnalisable

Nanovecteurs

Fonctionnalisable
Nanovecteurs
Forte absorption

Fort signal photoacoustique

photoacoustique et de leurs caractéristiques.

Solubilité dans I'eau
Rapide élimination
Signaux photoacoustiques faibles

Encapsulation de médicament
difficile

Toxicité

Photostabilité

Stabilité

Faible taux d’encapsulation

Montée en échelle

Données toxicologiques insuffisantes

sur certains polymeres

Difficulté a encapsuler molécules
hydrophiles

Toxicité in vivo mal connue
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Figure 1.45 : Echelle des coefficients d'extinction molaire d'agents de contraste utilisés
pour l'imagerie photoacoustique. Les valeurs indiquées sont tirées des articles
suivants : bleu de méthylene (Ashkenazi 2010), vert d'indocyanine (Weber, Beard, et
Bohndiek 2016), nanosphére d'or (X. Liu et al. 2007), polymeére semi-conducteur (Pu et
al. 2014), porphysome (Lovell et al. 2011), nanobatonnets d'or (Jokerst et al. 2012),
nanocages d'or (Srivatsan et al. 2014). Image inspirée de (Weber, Beard, et Bohndiek
2016).

Les petites molécules organiques, comme les Bodipy et les cyanines, sont des
plateformes tres intéressantes pour moduler les propriétés photophysiques
(absorption, émission) et en faire de bons agents de contraste photoacoustique.
L'utilisation de prodrogues polymeres biocompatibles et biodégradables pour
encapsuler ces chromophores organiques reste cependant une voie non explorée dans
le cadre de lI'imagerie photoacoustique. C'est la stratégie que nous allons utiliser dans
le cadre de cette thése.
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1.5

OBJECTIFS DE LA THESE

L'objectif de ce travail est de synthétiser des nanoparticules de polymere et
d'optimiser leurs caractéristiques physico-chimiques et photophysiques afin de
cartographier leur accumulation in vivo dans les tissus. Les NP exploitées devront étre
transposables cliniquement et conserver une bonne biocompatibilité. Pour pouvoir
finement observer I'accumulation des NP dans les tissus, nous allons exploiter
I'imagerie photoacoustique qui possede une forte résolution spatiale et qui est peu
colteuse et non invasive. Notre premier objectif consiste a synthétiser un nouveau
colorant de la famille des Bodipy. Nous avons adapté sa structure afin d'en faire un
Bodipy a transfert de charge susceptible de décaler le maximum d’absorption dans le
proche infrarouge et de diminuer le rendement quantique de fluorescence. Ce Bodipy
sera par la suite encapsulé dans des NP de polymeres biocompatibles et
biodégradables a base de polylactide. Afin d'éviter les problemes de libération rapide
et de faible taux de chargement, nous avons envisagé de greffer le Bodipy de maniere
covalente au polymere. L'ensemble des parametres physico-chimiques des NP devront
étre caractérisés (taille, géométrie, stabilité, toxicité) mais aussi les parametres
photophysiques (absorption, émission, photostabilité). Enfin le signal photoacoustique
de ces NP pourra étre observé in vivo.

Imagerie " Synthése Greffage . Spectroscopie
photoacoustique L Bodipy polylactide Formulation In vivo
TN g ~
Nanomédecine - Xz Tissus *aoww “é% ;’ifu ‘I@ ':{;"\1
personnalisée J PLA e 9 7
Technique \J NN 2 Nl
d’imagerie fine - i
Onde ultrasonore ‘ :

Figure 1.46: Représentation schématique du premier objectif de la thése:
cartographier I'accumulation fine des NP dans les tissus par imagerie photoacoustique.

Notre second objectif est de mieux comprendre et exploiter la relation entre les
caractéristiques photophysiques des NP et le signal photoacoustique généré. Pour cela,
nous allons utiliser le spectrometre photoacoustique calibré de I'équipe de Jérome
Gateau au Laboratoire d'Imagerie Biomédicale (LIB). Les NP seront étudiées avec
différents taux de chargement de Bodipy : nous allons essayer de comprendre I'effet
de l'agrégation sur l'efficacité de génération de I'onde acoustique et le lien avec la
perte de fluorescence des NP. Des études photophysiques poussées (temps de vie,
rendement quantique de fluorescence, anisotropie de fluorescence, absorption
transitoire) seront nécessaires pour comprendre la dynamique de relaxation des NP
dans leurs états excités. L'objectif est de trouver les conditions optimales en termes de
taux de chargement, de longueur d'onde d’excitation et de puissance laser pour
générer le plus grand signal photoacoustique.
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1.6

Le dernier objectif de cette these s'intéresse au devenir des NP apres leur
accumulation dans les tissus. L'objectif est de pouvoir suivre la cinétique
d’internalisation des NP dans les cellules in vivo. L'internalisation dans les endosomes
puis dans les lysosomes s'accompagne d'une diminution du pH de 7,4 a 4. Nous
souhaitons développer des NP sensibles au pH a l'aide d'une fonctionnalisation en
surface avec un Aza-Bodipy. L'objectif est alors de synthétiser un Aza-Bodipy sensible
au pH, de le greffer de maniére covalente en surface des NP et d'observer le signal
photoacoustique et le signal de fluorescence de ces NP sur des fantdmes de test.

pK, = 4 attendu

chimie click (CUAAC) chimie click (CUAAC)

-~

v
x "
pH 7.4

e

Fluorescence activée / Photoacoustique activée

Figure 1.47 : Représentation schématique du troisieme objectif de la these. Obtenir des
NP sensibles au pH grace a un Aza-Bodipy greffé en surface par chimie click.
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Chapitre 2 : Observer le signal photoacoustique in vivo de
| NP biocompatibles, cliniquement transposables
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Chapitre 4 : Synthétiser des NP sensibles au pH pour le suivi
| multi-ondes de leur internalisation dans des cellules
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CHAPITRE 2 : BIOCOMPATIBLE AND PHOTOSTABLE PHOTOACOUSTIC
CONTRAST AGENTS AS NANOPARTICLES BASED ON BODIPY-SCAFFOLD
AND POLYLACTIDE POLYMERS: SYNTHESIS, FORMULATION AND /N VIVO
EVALUATION

Dans un orchestre, il est facile de localiser avec la vue 'emplacement d'un instrument,
mais beaucoup plus difficile de déterminer a I'oreille d'ou provient le son.

En plongée sous-marine, pour communiquer a distance avec les plongeurs depuis le
bateau, des pétards sont utilisés en tant qu'avertisseur sonore. Dans l'eau, les
avertisseurs lumineux ne sont pas beaucoup utilisés.
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Nous avons synthétisé un nouveau type de Bodipy pour faire de I'imagerie
photoacoustique efficace (PA) in vivo de nanoparticules couramment utilisées comme
nanovecteurs de médicaments. Le nouveau colorant possede une bande d'absorption
optimisée pour les tissus biologiques, dans la fenétre du proche infrarouge et un faible
rendement quantique de fluorescence qui conduit a une bonne efficacité de
génération photoacoustique. Apres la polymérisation par ouverture de cycle du lactide
initiée par le Bodipy, le polylactide-Bodipy a été formulé en nanoparticules (NP)
PEGylées en le mélangeant avec du PLA-PEG a différentes concentrations. Les NP
formulées, d'environ 100 nm, présentent d'excellentes propriétés de PA : une bande
d'absorption a 760 nm et coefficient d'absorption molaire compris entre les absorbeurs
moléculaires de PA et les NP d'or. Une photostabilité tres améliorée - par rapport aux
NPs de PLA marquées a la cyanine - ainsi qu'une innocuité vis a vis des macrophages
en culture ont été démontrées. Apres injection intraveineuse chez des animaux sains,
les NP ont été facilement détectées a l'aide d'un systeme d'imagerie PA commercial et
d'une séparation spectrale, ouvrant la voie a leur utilisation comme agents
théranostiques.

Excellent Photoacoustic Signal In vivo detection of Bodipy NPs in mice
WS in the NIR window using a commercial Photoacoustic device
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Biocompatible and photostable photoacoustic contrast agents as nanoparticles
based on Bodipy-scaffold and polylactide polymers: synthesis, formulation and
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Abstract

We have designed a new Bodipy scaffold for efficient in vivo photoacoustic (PA)
imaging of nanoparticles commonly used as drug nanovectors. The new dye has an
optimized absorption band in the near-infrared window in biological tissue and a low
fluorescence quantum yield that leads to a good photoacoustic generation efficiency.
After Bodipy-initiated ring opening polymerization of lactide, the polylactide-Bodipy
was formulated into PEGylated nanoparticles (NPs) by mixing with PLA-PEG at different
concentrations. Formulated NPs around 100 nm exhibit excellent PA properties:
absorption band at 760 nm and molar absorption coefficient in between molecular PA
absorbers and gold NPs. Highly improved photostability -compared to cyanine-
labelled PLA NPs as well as innocuity in cultured macrophages were demonstrated.
After intravenous injection in healthy animals, NPs were easily detected using a
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commercial PA imaging system and spectral unmixing, opening the way to their use as
theranostic agents.

INTRODUCTION

Nanoparticles as drug nanovectors (NVs) are expected to profoundly change
therapeutic treatments in the next years and specifically benefit highly prevalent
diseases such as rheumatoid arthritis and cancer (Wang and Sun 2017; Zhang and al.
2018; Hui and al. 2019). However, huge heterogeneities of NV accumulation between
patients were reported and raised the need to develop personalized nanomedicine
(Crommelin and Florence 2013; Lammers and al. 2012). For a selection of patients with
efficient NV accumulation at the target site prior to treatments, the accumulation of
unloaded-NVs needs to be imaged and quantified with a precise and noninvasive in
vivo imaging modality. Clinical imaging modalities such as X-ray computed
tomography, positron emission tomography (PET) and magnetic resonance imaging
(MRI) benefit from a significant penetration depth. However, their lack of a precise
spatial resolution (< 1 mm), and other specific modality problems such as limited
availability, cost and exposure to radiation or ionizing agent, limit their use for a fine
assessment of the NV distribution. Photoacoustic imaging (PAI) is an emerging
biomedical imaging modality combining optical excitation in the near infrared (NIR)
and ultrasound detection in the MHz range to map optical-absorption contrast at
centimetric depth with sub-millimeter resolution (Beard 2011). The key is the
photoacoustic (PA) effect: optically absorbing structures emit ultrasound waves when
excited with a nanosecond pulse laser. Photoacoustic imaging benefits from a
molecular contrast combined with a fine spatial resolution at high penetration depths,
is noninvasive, non-ionizing, and can be a used at the bedside. Many photoacoustic
contrast agents (PACA) have been developed to reveal biological or physiological
processes not associated with endogenous chromophores (Weber, Beard, Bohndiek
2016; Lemaster and Jokerst 2017). Exogenous contrast agent could be either molecular
or particulate agents, with a low toxicity and optimized for their optical absorption
properties. Small molecule dyes, such as methylene blue, indocyanine green (ICG) are
injectable, possess a good tissue penetration, absorb in the NIR and most of them are
clinically approved. However, they suffer from low photoacoustic signal, poor
photostability, and fast clearance from the body. For example the FDA-approved (Food
and Drug Administration) ICG has significant photostability problems (Saxena, Sadoqj,
and Shao 2004; Borg and Rochford 2018).

Nanoparticle-based PACA are soaring. They benefit from a strong photoacoustic
signal, a good water-solubility, and can be easily functionalized. Gold nanoparticles of
different shapes have been used for in vivo preclinical photoacoustic imaging (Weber,
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Beard, Bohndiek 2016). However, significant toxicity problems and difficulties to use
them as NVs still limit their use for drug delivery (Taylor and al. 2014). Another
approach is to encapsulate molecular contrast agents in organic nanoparticles (NPs)
with a clinical relevance as drug NVs. For instance, liposomes labelled with ICG were
reported (Beziere and al. 2015), and some Bodipy dyes were physically encapsulated in
bovine serum albumin NPs (Ni and al. 2016; 2017) or in organic NPs (Hu and al. 2016).
More recently, NPs based on poly(lactide-co-glycolide) tagged with perfluorooctyl
bromide and ICG were applied to improve rheumatoid arthritis diagnosis thanks to
fluorescence NIR imaging and 19F MRI (Vu-Quang and al. 2019). Most of the time,
physical encapsulation is considered leading to dye leaking issues and a poor dye
loading (Pietzonka and al. 2002). Recently, semiconductive polymer NPs have gain
interest for their phototherapeutic (photodynamic and photothermal) properties, near-
infra red absorption, and high photostability, but very poor information exists on their
biodegradability and long term in vivo toxicity (Rejinold, Choi, and Choy 2021; M. Xu
and al. 2021; Pu and al. 2014).

Here, we report the development of biocompatible organic NPs based on the
chemical encapsulation of a PA-active Bodipy scaffold and on the polylactide polymer.
Polylactide is widely employed for drug encapsulation (Di Mascolo and al. 2013;
Boissenot and al. 2016; Gémez-Gaete and al. 2007). Its biodegradability, good
biocompatibility and low toxicity (Mura, Hillaireau, Nicolas, Kerdine-Rémer, and al.
2011; Mura, Hillaireau, Nicolas, Le Droumaguet, and al. 2011; Aragao-Santiago and al.
2016; Grabowski and al. 2013) makes it an ideal material for NVs. Bodipy was chosen
to confer polylactide with PA properties. Indeed, Bodipy scaffolds started to be used
as effective PA contrast agents, either at a molecular level or in NPs (Hu and al. 2016;
Miki and al. 2017; Ni and al. 2016; 2017; Merkes and al. 2020). Bodipys are very popular
dyes, well known to be photostable and easily tunable, with a high molar extinction
coefficient, and a straightforward synthesis (Galangau and al. 2010; Dumas-Verdes and
al. 2010). Bodipy dyes are most of the time fluorescent but chemical modifications
allow to tune the luminescence quantum yield to favor non-radiative deactivation, and
to shift absorption and emission maxima to the NIR region (Loudet and Burgess 2007;
Boens, Verbelen, and Dehaen 2015). Chemical grafting of the Bodipy on the polymer
will prevent dye leakage (Pietzonka and al. 2002; Reul and al. 2012; P. Xu and al. 2009).
It will also promote photostability, (Amat-Guerri and al. 2003; Garcia-Moreno and al.
2004) which is of paramount importance. Indeed, in PAI, contrast agents are repeatedly
excited with nanosecond pulsed light and photobleaching could lead to signal loss
issues.

In this article, we synthesized a new Bodipy scaffold with the following
properties: 1) absorption in the NIR region, 700-900 nm, where biological tissues’
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autofluorescence is reduced and more importantly where their absorption and
scattering are minimized favoring the penetration depth for PAI, 2) a high molar
absorption coefficient, 3) a low fluorescence quantum vyield to increase the
photoacoustic generation efficiency (PGE) (Fuenzalida Werner and al. 2019; Werner and
al. 2020a) and 4) an alcohol function to initiate lactide polymerization. After Bodipy-
initiated ring opening polymerization of lactide, the PLA-Bodipy was formulated into
NPs by mixing with PLA-PEG at different mass ratios. Formulated NPs were extensively
characterized in terms of PA properties and photostability. They were compared with
NPs grafted with a commercial cyanine 7 dye which has a similar absorption band.
Bodipy-labelled NPs innocuity was evaluated on cell cultures. Finally, NPs were injected
in healthy animals where they were easily detected using a commercial PA imaging
system followed by spectral unmixing.

RESULTS AND DISCUSSION

Bodipy [1] was obtained, with 48% yield, with the well-known three step one
pot protocol to obtain the main core of the Bodipy with the desired pentafluorophenyl
ring (Figure 2.1). The presence of fluorine atoms facilitates the Knoevenagel-like
reaction (Galangau and al. 2010). The pentafluorophenyl ring is a click chemistry
intermediate that can react quantitatively and rapidly with thiols (Vives and al. 2011).
This was exploited to introduce the alcohol function by reacting Bodipy [1] with 2-
mercaptoethan-1-ol to obtain Bodipy [2] with 52% yield. The conjugation of Bodipy
[2] was finally extended with two strongly electron donating 4-(N,N-
dimethylamino)styryl groups on the 3,5 positions to shift the absorption band to the
NIR region. To this purpose, Bodipy [2] was reacted with 4-(N,N-
dimethylamino)benzaldehyde by a Knoevenagel-like reaction to obtain Bodipy [3] in
57% yield. Bodipy [3] synthesis is summarized on Figure 2.1. The new Bodipy dye
absorbs in the NIR region, with a maximum at 753 nm (Figure 2.1b and Table S2) and
a shoulder around 680 nm (corresponding to a vibronic feature (Chibani and al. 2013;
Fortino and al. 2020)). The band maximum corresponds to the SO>S1 (mt-1t*) electronic
transition. Bodipy [3] possesses a strong absorption, highlighted by its high molar
extinction coefficient (80 000 L.mol'.cm™, 757 nm, dichloromethane (DCM)
Supplementary Information Figure S1). Bodipy dyes usually have low to very low
intersystem crossing quantum yield and are not phosphorescent.(Filatov 2019; Schmitt
and al. 2009) Bodipy [3] exhibits a low fluorescence efficiency. The introduction of a
two 4-(N,N-dimethylamino)styryl groups reduces drastically the fluorescence quantum
yield from 0.99 for Bodipy [1] (Galangau and al. 2010) and 0.85 for Bodipy [2], to 0.007
(for Bodipy [3]). The amino group acts as an electron donor and the Bodipy core as an
electron acceptor, leading to an intramolecular charge transfer (ICT) which quenches
fluorescence,(Galangau and al. 2010) and may improve the PGE (Fuenzalida Werner
and al. 2019; Werner and al. 2020b). A more than doubled Stokes shift appears

104



(Supplementary information Table S2) from Bodipy [2] to Bodipy [3] is also noticeable,
relevant of the intramolecular charge transfer in the Bodipy. Fluorescence experimental
lifetime of the Bodipy [3] was measured. The relatively low value, 1.03 ns compared
with Bodipy [1] (6.74 ns) and Bodipy [2] (6.03 ns) is consistent with a favored non-
radiative decay. The very low fluorescence quantum yield and fluorescence lifetime of
Bodipy [3] are therefore promising for a high PA signal.

The PLA-Bodipy [4] was obtained by ring-opening polymerization using Bodipy
as an initiator. After purification, the polymer was fully characterized by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) and Size Exclusion Chromatography (SEC) (Supplementary
information Figure S4b, Table S1). It was obtained with 56% yield, a molecular weight
of 14 500 g.mol™" and about 190 repeat units, with a narrow dispersity of 1.6. A low
molecular weight was preferred to promote a high Bodipy loading in the NPs. PLA-
Bodipy [4] absorption properties were found to be very close to the Bodipy [3] ones
(Figure 2.1b and Supplementary information Table S2). The position of the absorption
band remains at 753 nm, the fluorescence quantum yield remains very low (0.052) and
the PLA-Bodipy fluorescence lifetime is identical to Bodipy [3]: 1.05 ns. As expected,
the polymer grafting does not modify the Bodipy photophysical parameters since the
conjugation, rigidity or planarity of the Bodipy core was not affected by the polymer.
Figure 2.1b highlights the perfect match between PLA-Bodipy [4] and Bodipy [3]
absorption spectra. The grafted Bodipy keeps its great absorption properties which is
promising for a high PA signal. The Bodipy [3] and PLA-Bodipy [4] molar extinction
coefficients were determined, thanks to calibration curves. The 757 nm absorbance was
plotted as a function of [4] and [3] molar concentrations (Supplementary information
Figure S1). PLA-Bodipy [4] and Bodipy [3] calibration curves have very close slope
values leading to PLA-Bodipy [4] molar extinction coefficient of 78 000 L.mol".cm™
(757 nm, DCM) while it was 80 000 L.mol™.cm™ for Bodipy [3] (757 nm, DCM). This
finding emphasizes that almost every Bodipy properly initiated the polymerization and
every polylactide chain ends with a Bodipy (about 97.5%, Supplementary information
Table S1).
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Figure 2.1 : (a) Synthesis of the Bodipy [3] and ring opening polymerization to obtain
Bodipy grafted polylactic acid [4]. a) {) Trifluoroacetic acid (TFA), DCM, 3h RT. ii
Chloranil. iii) N,N-diisopropylethylamine (DIPEA), BF3-Et,O. (b) Absorption spectra of

the Bodipy [3] in DCM (red), PLA-Bodipy [4] in DCM (blue) and NP-5% in water (green).

The ROP synthesis was also applied to obtain PLA-PEGsgoo polymer [5] and [6]
(Supplementary information Figure S4a), with HO-PEGsoo-OCHs as initiator. The
polymer [5] PLA-PEGso00 was obtained with 73% yield. PLA-PEGsoo0 [5] and [6] were
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fully characterized by NMR (Supplementary information Figure S4c, Table S1). As
desired, PLA-Bodipy [4] and PLA-PEGsooo [5] have molecular weight of the same order
of magnitude (14 500 g.mol™" for [4] and 12 000 g.mol™" for [5]) which will favor their
blending when formulated into nanoparticles.

Nanoparticles were then formulated by mixing different mass percentages of
PLA-Bodipy [4] compared to PLA-PEGsooo [5], NP-0%, NP-5%, NP-10%, NP-25% and
NP-50%. As PLA-Bodipy percentage increases, suspensions appear darker
(Supplementary information Figure S5). NP batches were fully characterized by DLS,
Nanoparticle Tracking Analysis NTA, zeta potential and Transmission Electron
Microscopy TEM (Figure 2.2 and Supplementary information Figure S6). Figure 2.2a
shows the NP hydrodynamic diameter determined by NTA and DLS as a function of
mass percentage of PLA-Bodipy [4] introduced. NPs were rather monodisperse with
PDIs of about 0.10. The NP hydrodynamic diameter determined by DLS increases with
the PLA-Bodipy percentage from 87 nm for NP-0% up to 138 nm for NP-50% (Figure
2.2a). Both DLS and NTA size measurements were in a very good agreement. The
important error bars for the NTA experiments arise from the full width at half maximum
(FWHM) of the NTA profile (Figure S8a), while DLS error bar corresponds to standard
deviation for n-plicate batches (3<n<5). TEM pictures show spherical to elongated
particles for each polymer percentage (Figure 2.2c and Supplementary information
Figure S7) and confirmed the rather good dispersity of NPs. TEM pictures highlighted
the NP size increase with the PLA-Bodipy amount. The zeta potential of all NPs was
negative (around -7mV, Figure 2.2b) and independent on the PLA-Bodipy percentage.
After purification to eliminate sodium cholate, a change of zeta potential was observed
(Supplementary information Figure S6). With no surfactant, the zeta potential is slightly
more negative (-10.8mV for NP-0% and -13.3 mV for NP-50%). No significant change
of the NP size was observed after the purification step, proving the good redispersion
properties of NPs (Supplementary information Figure S6).
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Figure 2.2 : (@) NP hydrodynamic diameter measured by DLS (green) and NTA (red) as
a function of the mass percentage of PLA-Bodipy [4] or PLA-Cyanine [8]. PDI were all
between 0.11 and 0.09. (b) NP zeta-potential measured in TmM sodium chloride. Mean
values and standard deviation were obtained for DLS and zeta potential for: (NP-0%,
n=>5 batches, PDI 0.11); (NP-5%, n=5 batches, PDI 0.11); (NP-10%, n=4 batches, PDI
0.11); (NP-25%, n=4 batches, PDI 0.11); (NP-50%, n=3 batches, PDI 0.09) (Cyanine NP-
5%, PDI 0.10). (c) NP TEM images.

NP sizes are in a range favorable to their accumulation in solid tumors by the
so-called Enhanced Permeation and Retention effect (Veronese and Pasut 2005) or at
inflammatory sites by the ELVIS mechanism (Extravasation through Leaky Vasculature
and subsequent Inflammatory cell-mediated Sequestration) (Wang and Sun 2017; Yuan
and al. 2012). The good monodispersity is of paramount importance, as in
photophysics and photoacoustics, mean collective values are measured. Since PLA-
Bodipy is hydrophobic, and the PEG part of the PLA-PEGso0o [5] is more hydrophilic,
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most probably, PLA-Bodipy [4] forms NP core by hydrophobic interactions and PEG of
PLA-PEGso00 [5] covers NP surface and extends in water, acting as a steric stabilizer.
The observed size increase is probably due to steric hindrance of the rigid Bodipy
moieties leading to less compact conformations of the polymer chains (Figure 2.2a and
Figure S8b). The constant zeta potential, indifferent of PLA-Bodipy content (about -7
mV), arises from a shielding effect from the anionic surfactant (sodium cholate). The
change of the zeta potential when surfactant is removed (Supplementary information
Figure S6b), further confirms this hypothesis (Israelachvili 2011). Altogether, the
negative zeta potential and the PEG coverage favor NP stabilization by electrostatic
and steric repulsions: when stored at 4°C, suspensions were stable for at least a month.

The absorption spectrum of NP-5% in water was compared with those of Bodipy
[3] and PLA-Bodipy [4] in DCM (Figure 2.1b). All spectra were very similar. The band
shape was the same, with a 750 nm band maximum and a vibronic shoulder at 680 nm
(Supplementary information Table S2). NPs absorb, as expected, in the NIR region and
no significant change of the absorption properties was observed after PLA-Bodipy [4]
formulation into NPs (Table S2). The position of the maximum is just slightly red-shifted
for NPs (759 nm for NP-5%) as compared with Bodipy [3] (753 nm). This small red shift
could arise from aggregation of Bodipy scaffold in NPs. Similarly, Bodipy [3], Bodipy
[4] and NP-5% fluorescence spectra were very close (Figure S9). Similar findings were
observed for higher PLA-Bodipy contents (Figure 2.4).

Bodipy yields for the NP synthesis were very good: 82-87% and 75-78% after
purification and surfactant elimination (Table S4). Such high Bodipy yields for the NP
synthesis are promising and show the robustness of the synthesis pathway. No Bodipy
leakage issues were observed. Assuming a homogenous distribution of Bodipy in each
nanoparticle, we can deduce the average Bodipy number per NP (Table 1) by
calculating the ratio of experimental Bodipy concentration (Cgodipy, Table S4) and Cnp
obtained by NTA (Table S3). The average Bodipy number per particle and the NP molar

extinction coefficient (¢73’) are shown (Figure 2.3).

The Bodipy amount in each NP was quite important, from about 160 Bodipy for
NP-5% to 3,100 Bodipy per particles (NP-50%) (table 1). We can observe a nonlinear
increase of Bodipy per NP with the initially introduced PLA-Bodipy amount probably
arising from the larger NP size. The more PLA-Bodipy were introduced, the more are
likely to gather in the NPs core, the higher the NP molar extinction coefficient is. The
significant concentration of Bodipy inside NP (about several thousand micromole per
liter) could lead to aggregation induced effect, like self-quenching, aggregation caused
quenching or excitation energy transfer (Reisch and al. 2014). Those aggregations
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effects could favor non-radiative decay and increase the photoacoustic generation
efficiency.

NPs exhibit increasing molar extinction coefficient at 757 nm &3 in water as

the percentage of PLA-Bodipy increases: 1.5x10” L. mol™.cm™ for NP-5%, 2.9x107 L. mol"
l.em™ for NP-10%, 9.0x10” L.mol™.cm™ for NP-25% and 2.4x108 L.mol™”".cm™ for NP-
50%. This increase is directly related to the Bodipy increase per NP
(€33 ~ €pra-Bodipy Naodipy per np)- PLA-Bodipy NPs seem to be outperformed by gold
nanostructures like gold nanorods or gold nanopopcorns (4-5x10° L.mol'.cm™)
(Weber, Beard, and Bohndiek 2016) but to work better than gold nanospheres and
single wall nanotubes (10-107 L.mol”.cm™) — all used for PAI . Despite the actual
weight percentage of Bodipy in NPs is below 10%, by adjusting the percentage of PLA-
Bodipy above 15%, one can reach extinction coefficient higher than semiconducting
polymer NPs which are considered interesting candidates for PA contrast agents (Pu
and al. 2014). It should be mentioned that PLA-Bodipy NPs possess higher molar
extinction coefficients than well-known PAI molecular chromophores, such as cyanine
and methylene blue: 10°-10° L. mol™".cm™ (Weber, Beard, and Bohndiek 2016). A high
molar extinction coefficient is a good compromise to yield signal while limiting the
quantity of exogenous agent introduced in the body.

3x10%+
2x10%8

1x10%4 A

enp | L.mol‘1.cm'1)

A
A
u T T T T

0 10 20 30 40 50
Mass percentage of PLA-Bodipy (%)

Figure 2.3 : Nanoparticles' molar extinction coefficient as a function of mass percentage
of PLA-Bodipy and corresponding number of Bodipy molecules per NP.
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Bodipy per NP

PLA-Bodipy
[part]
5% 1.6x10°
10% 3.8x10?
25% 1.0x10°3
50% 3.1x108

Table 2.1 : PLA-Bodipy number per nanoparticles for each NP batch.

To obtain strong PA signal for imaging, agents need to exhibit good optical
absorption properties (amplitude and spectrum) but also good conversion of the
absorbed optical energy into heat and subsequently into acoustic pressure. Acoustic
emission was recorded as described in the method part. For each sample,
photoacoustic excitation spectra (PES) were obtained considering that the conversion
efficiency of the heat energy to ultrasound waves (Griineisen coefficient) is that given
by the solvent: water. If NPs possess 100% photoacoustic efficiency a perfect match
between absorption spectra and PES should be observed, meaning that all the
absorbed energy is converted into heat of the solvent and then into pressure.
Comparison between PES (triangles) and absorption spectra (continuous lines) are
presented in Figure 2.4a. No noticeable change in the measured PES was observed over
the 15 successive scans. First, one can notice, very close spectral shape between PES
and absorption. Similar to absorption spectra, PES present a peak maximum and a
vibronic shoulder around 680 nm. For each NP batch, we were able to detect a nice
and clear photoacoustic signal, even for the NP-5% batch the sample could be
measured with a good photoacoustic signal to noise ratio.

To the best of our knowledge, it is the first report of quantitative measurement
of the photoacoustic absorbance showing both close values and spectral shapes
compared to absorption for nanoparticles. Figure 2.4b shows the absorbance and
Photoacoustic Absorance (PAbs) at 760 nm as a function of the PLA-Bodipy amount
initially introduced. Both optical absorbance and PAbs are linearly increasing with the
PLA-Bodipy percentage, in agreement with the Beer's law. The close value of the slope
(0.23 for absorption and 0.20 for PES) shows that 87% of the absorbed energy is
converted into pressure. The 12% energy loss might come from fluorescence
deactivation and from the conversion efficiency of heat energy into pressure in the NP
solution. Highly efficient photoacoustic emitters were obtained.
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Figure 2.4 (a) Absorption spectra (continuous line) and photoacoustic excitation spectra
(triangle) for each nanoparticles’ batch (green NP Bodipy NP-50%), (grey NP Bodipy
NP-25%), (orange NP Bodipy NP-10%), (blue NP Bodipy NP-5%). Area under the
curve: (NP-5% PES 90.35 nm); (NP-10% PES 182.5 nm); (NP-25% PES 541.4 nm); (NP-
50% PES 1062 nm); (NP-5% absorption 115nm); (NP-10% absorption 211nm); (NP-
25% absorption 605nm); (NP-50% absorption 1177nm). (b) Absorbance and
photoacoustic absorbance values at 760 nm for each nanoparticles’ batch and their
linear fit. Optical absorbance values were corrected from dilution factor: no dilution for
NP-5% and NP-10 %, 63.8 times dilution for NP-25% and 12.5 times dilution for NP-
50%. Absorbance linear fit: R> = 0.9997 and slope 0.23. Photoacoustic linear fit: R =
0.9987 and slope 0.20. Linear fitting were forced to pass through (0; 0).

The photostability of PLA-Bodipy NPs was investigated and compared with
Cyanine based NPs. Cyanine dyes are popular in PAl as they can absorb in the NIR. In
particular, ICG has been used for clinical PAIl in cancer research (Kim and al. 2010). To
compare spectrally close molecules, Cyanine 7-NH; was chosen here for grafting on
PLA (Figure S3, Table S2). First, no successful polymerization by ROP was obtained with
a hydroxylated Cyanine 7-NH; as initiator. The high temperature of synthesis (130°C)
led to Cyanine 7-NH> degradation during the reaction. Therefore Cyanine 7-NH: [7]
was grafted directly on a polylactide by dicyclohexylcarbodiimide/N-
hydroxysuccinimide DCC/NHS coupling reaction (Reul and al. 2012). The significant
steric hindrance of the polymer led to a much worse labelling efficiency than for the
PLA-Bodipy, with only 10.5% of labeled polymer chains for PLA-Cyanine [8] as
compared with 97.5% for PLA-Bodipy [4] (Supplementary information Table S1). PLA-
Cyanine [8] and cyanine 7-NH; [7] have similar fluorescence quantum yield (0.033 and
0.019 respectively) and have the same fluorescence lifetime (1.50ns). NPs with about
5% PLA-Bodipy in weight and about 5% in weight of actual grafted PLA-Cyanine (10.5%
of PLA-Cyanine [8] total weight) were obtained by the emulsion/evaporation NP
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synthesis. Cyanine NP size, PDI, zeta potential and shape were close to Bodipy NPs
(Figure 2, S5 and S6c¢). Photostability results are shown in Figure 2.5a. PLA-Bodipy NPs
were really stable. During the 801 minutes under desk lamp irradiation no change of
the absorption feature was observed. For Cyanine NPs we observed a 65% loss of the
initial optical density that could be fitted by an exponential decay. The half-time of
Cyanine NPs photodegradation was estimated to be about 470 min under a desk lamp.

The photostability of the Cyanine based NPs and PLA-Bodipy NPs was also
evaluated on the PA setup (Figure 2.5b). For PLA-Bodipy NPs no change of PAbs was
observed over the 900 lasers shots at 750 nm. On the contrary, Cyanine NPs exhibited
a 26% loss of initial PAbs (900 lasers shots at 760 nm). If used in vivo, Cyanine NPS
would exhibit an important loss of PA signal while PLA-Bodipy NPs signal would be
much more stable.
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Figure 2.5 (a) Photostability under continuous desk light irradiation of PLA-Bodipy NP-
5% (green triangles) and Cyanine NP-5% (black stars). The continuous black curve is

the exponential decay fit for Cyanine NP-5%:y = 100e~%001485t . R2 = 09811 and t1,2

= 467 min. Normalized amplitude corresponds to 100 :L"((:)). (b) Photostability of the
max\*0

nanoparticles’ batch after 900 laser shots at a fluence of about 2.5mJ.cm™ on the PA

setup, moving average on 9 points. Green triangles: PLA-Bodipy NP-5%. Black stars:
PAbSmax(t)

cyanine NP-5%. Normalized amplitude corresponds to 100 -—— o’
max\t0

The innocuity of Bodipy-labeled NPs was evaluated on macrophage cell culture
by measuring the mitochondrial activity. Both unlabeled and PLA-Bodipy NPs (NP-25%
PLA-Bodipy) exhibited very similar behavior with a rather stable viability above 80% up
to 0.1 mg/mL polymer concentration. Above 0.1 mg/mL polymer concentration, the
viability decreased slightly down to 60% at a polymer concentration of 1 mg/mL. These
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results are in good agreement with those previously obtained with similar NPs (Reul
and al. 2012; Grabowski and al. 2013; 2015).

100+
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+ NP (25% PLA-Bodipy)
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Figure 2.6 Cell viability determined by the MTT assay on J774.1 macrophages as a
function of polymer concentration for unlabeled (black circles) and Bodipy-labeled
(green squares) NPs. The dotted line corresponds to 80% viability. Experiments were
performed in triplicate.

Finally, Bodipy-labeled NPs were evaluated in vivo in mice. Ultrasound and PA
images were acquired in the vicinity of the kidney, and two regions of interest (ROI)
were selected for quantification. One can see that the mean PA amplitude increases
abruptly in both regions during the bolus injection of NPs (Figure 2.7b). Similar
observations were obtained in the vicinity of the tail (Supplementary Information VS1).
To ensure that the signal increase was originating from Bodipy-labeled NPs,
multispectral acquisitions were performed before and around 5 min after the injection.
The mean amplitude in a ROI as a function of the wavelength is displayed for ROI1
(Figure 2.7d) and ROI2 (Figure 2.7e), respectively. An increase in PA amplitude around
750 nm can be observed confirming the ability to detect Bodipy-NPs in vivo. Unmixing
from experimental signals was performed (Figure 2.7d and e) and results demonstrate
the absence of the labeled NPs pre-injection and their detection with a high contrast
post-injection. PA imaging was also performed several hours after NPs injection and
Bodipy signal was still detectable (data not shown). Altogether, these in vivo results are
very promising. To the best of our knowledge this is the first report of in vivo PA
detection of covalently Bodipy-labeled polymer NPs.
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Figure 2.7 In vivo detection of the Bodipy-labeled NPs. NPs were injected intravenously
in the tail vein and the photoacoustic images were acquired in the left kidney region
with the mouse in prone position (left). A bolus of 200 uL was injected. PA images
acquired at 750 nm are displayed with a red scale and -45 dB dynamic range over the
B-mode ultrasound images displayed with a gray scale in (a) and (c). Two regions-of-
interest (ROI1 and ROI2) have been identified. (a) Image before the injection, the PA
signal is linked to an endogenous chromophore: the hemoglobin. (b) Mean amplitude
of the PA image in each ROI as a function of time during the injection of the bolus. (c)
Image after the injection of the bolus. Multispectral acquisitions before and around 5
min after injection. The mean amplitude in a ROI as a function of the wavelength is
displayed for ROI1 (d) and ROI2 (e), respectively. The results of the unmixing process
are presented by the individual contribution of each chromophore.

CONCLUSION

We have synthesized a new Bodipy scaffold for photoacoustic (PA) imaging with
the following properties: 1) absorption in the NIR region, 700-900 nm, where biological
tissues absorb and scatter the less favoring the penetration depth for PA imaging, 2) a
high molar extinction coefficient, 3) a low fluorescence quantum yield to increase the
photoacoustic generation efficiency and 4) an alcohol function to initiate lactide
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2.4

2.4.1

polymerization. After Bodipy-initiated ring opening polymerization of lactide, the
polylactide-Bodipy (PLA-Bodipy) was formulated into PEGylated nanoparticles (NPs) by
mixing with PLA-PEG at different mass ratios. Formulated NPs of 100 nm exhibit
excellent PA properties with absorption around 760 nm. Their PA efficiency allows to
position them in between molecular PA absorbers and gold NPs. Bodipy-labelled NPs
also present a much better photostability than cyanine-labelled PLA NPs. Bodipy-
labelled NPs innocuity was verified in cultured macrophages. Finally, NPs were injected
in healthy mice: they were easily detected using a commercial PA imaging system and
spectral unmixing. This work opens the way to Bodipy-NPs as drug nanovectors.
Further and deeper photophysical studies are under investigation to accurately
correlate Bodipy aggregation and PA properties.

MATERIALS AND METHODS
Materials

DL-lactide was purchased from Biovalley, Polysciences Inc. (USA). Poly(ethylene
glycol) methyl ether (OH-PEG-OCH3, average Mn = 5000 g.mol™') was obtained from
Iris Biotech GmbH (Germany). Anhydrous toluene, stannous 2-ethyl hexanoate
(stannous octoate, Sn(Oct)), sodium cholate, deuterated chloroform, acid terminated
(PLA-COzH Resomer R202H, Mn = 12 100 g.mol™), N-hydroxysuccinimide (NHS), N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and all the reagents for the Bodipy synthesis were
purchased from Sigma-Aldrich (France) or TCl and were used as received.
Spectroscopic experiments were conducted in spectroscopic grade dichloromethane
from Sigma-Aldrich (France). The cyanine 7-NHz was purchased from Lumiprobe
(Germany). Milli-Q water was used (Reference system Merck-Millipore, France).

Reactions were conducted in solvent purified with a MBraun solvent purification
system (SPS-800). Crude Bodipys were purified by a Reveleris® X2 flash
chromatography. Molecular Bodipys were characterized by NMR on a JEOL ECS 400
MHz spectrometer. Spectra were taken with TMS as a proton standard reference (0
ppm). For 3C spectra, central peak of the residual solvent multiplet was used as a
chemical shift reference (CDCls: 77.16 ppm). For the polymer, NMR spectroscopy was
performed in CDCl3 in 5 mm diameter tubes at 25°C. 'H spectroscopy was performed
on a Bruker Avance spectrometer at 300 MHz and Bruker Avance 3 HD 400 MHz. The
chemical shifts are reported in ppm (6 units), and internal solvent signal (& = 7.26 ppm)
was used as reference. The abbreviations used to designate the multiplicities are s =
singlet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet.
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2.4.2 Methods

2.4.2.1 Bodipys and polymer synthesis

Bodipy [1]: the Bodipy [1] was synthesized according to a reported three steps
one pot protocol (Galangau and al. 2010). Briefly, 2,4-dimethyl-3-ethylpyrrole (2.51 g,
20.40 mmol, 2.0 eq) and 2,3,4,5,6-pentafluorobenzaldehyde (2.00 g, 10.20 mmol, 1.0
eq) were dissolved in dry dichloromethane in a round bottom flask and then degassed
for 10 minutes. The solution was stirred in the presence of a catalytic amount of
trifluoroacetic acid (3 drops) for 3 hours at room temperature. Chloranil (2.51 g, 10.20
mmol, 1.0 eq) was then added to the mixture and stirred for 5 minutes. N,N-
diisopropylethylamine (DIPEA) (9.23 g, 71.40 mmol, 7.0 eq) was added at once and the
solution was stirred for 15 min. Finally, boron trifluoride diethyl etherate (15.92 g,
112.20 mmol, 11.0 eq) was introduced dropwise and the mixture was stirred for an
additional 1 hour. The solvent was evaporated under reduced pressure and the product
purified by flash chromatography (petroleum ether (PE): dichloromethane (DCM) 0 to
25%) to obtain product [1] (2.309 g, 48%). The NMR was identical to the one published
by.(Galangau et al. 2010)

'H (400 MHz, CDCl3) &: 2.54 (s, 6H, CH3), 2.34 (g, 4H, J=7.5 Hz, CHz-CH3), 1.51 (s, 6H,
CHs), 1.03 (t, 6H, J=7.6 Hz, CH2-CH3) ppm.

13C (100 MHz, CDCl3) &: 156.3, 136.7, 134.1, 130.5, 121.3, 17.2, 14.7, 12.9, 11.0 ppm.

9F (376 MHz, CDCl3) &: -139.2 (m, 2F), -145.7 (q, 2F, J("*F-'"B) =32.3 Hz), -151.0 (m,
1F), -159.8 (m, 2F) ppm.

1B (128 MHz, CDCls) &: -0.3 (t, "J(""B-"F) =32.0 Hz) ppm.

Bodipy [2]: Bodipy [1] (1.00 g, 2.13 mmol, 1.0 eq) was dissolved in N,N-
dimethylformamide (100 mL). 2-mercaptoethanol (0.99 g, 12.76 mmol, 6.0 eq) and
potassium carbonate (0.47 g, 3.40 mmol, 1.6 eq) were added and the solution was
stirred for 30 min at room temperature. Water (100mL) was then poured to the solution
and the aqueous phase was extracted with diethyl ether (3x75mL). The organic phases
were combined, washed with water (2x50mL), dried over magnesium sulfate and
filtered. The solvent was evaporated under reduced pressure and the product was
purified by flash chromatography (PE: DCM 0 to 100%) to obtain product [2] (0.582 g,
52%).
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'H (400 MHz, CDCl3) &: 3.75 (t, 2H, J=5.5 Hz, CH>-OH), 3.18 (t, 2H, J=5.7 Hz, CH-S), 2.54
(s, 6H, CH3), 2.33 (q, 4H, J=7.5 Hz, CH>-CH3), 2.20 (bs, 1H, OH), 1.52 (s, 6H, CH3), 1.01 (t,
6H, J=7.6 Hz, CH2>-CH3) ppm.

13C (100 MHz, CDCls) &: 156.0, 148.9 (C-F), 146.4 (C-F), 142.1 (C-F), 142.6 (C-F), 136.8,
133.9130.2 122.1, 115.5, 61.2, 37.7, 17.2, 14.6, 12.8, 10.9 ppm.

J("F-1"B) =32.8 Hz) ppm.

1B (128 MHz, CDCl3) &: -0.3 (t, "J(""B-"°F) =33.2 Hz) ppm.
HRMS (ESI) m/z [M+H]*calculated for CasH27BFsN2OS, 529.1820; found 529.1915.

Bodipy [3]: Bodipy [21 (054 g, 102 mmol, 10 eq) 4-(NN-
dimethylamino)benzaldehyde (0.45 g, 3.05 mmol, 3.0 eq) and piperidine (0.26 g, 3.05
mmol, 3.0 eq) were dissolved in toluene (30 mL) in a flask equipped with a Dean-Stark
apparatus and the mixture was stirred under reflux for 48 hours. The crude mixture was
cooled to room temperature, washed with an acidic solution (20mL 0.1 M HCl) and then
water (20mL). The organic phase was dried over magnesium sulfate and filtered. The
solid was purified by flash chromatography (PE: ethyl acetate 20 to 80%) to obtain
product [3]: distyryl-Bodipy (0.459 g, 57%).

'H (400 MHz, CDCl3) &: 7.63 (d, 2H, J=16.5 Hz, CH=), 7.55 (d, 4H, J=9.2 Hz, CHa/), 7.25
(d, 2H, J=16.5 Hz, CH=), 6.74 (d, 4H, J=9.2 Hz, CHa/), 3.76 (m, 2H, CH2-OH), 3.19 (t, 2H,
J=5.7 Hz, CH>-S), 3.02 (s, 12H, CH3-N), 2.64 (q, 4H, J=7.5 Hz, CH>-CH3s), 1.53 (s, 6H, CH3),
1.19 (t, 6H, J=7.6 Hz, CH2-CH3) ppm.

13C (100 MHz, CDCl3) &: 151.8, 151.1, 137.3 (CHa/), 135.8, 134.4, 132.4, 129.2 (CH=),
125.9, 115.7 (CH=), 112.3 (CHar), 61.1 (CH2), 40.5 (CHs3), 37.9 (CHy), 18.7 (CH2), 14.2 (CHs),
10.7 (CHs) ppm.

19F (376 MHz, CDCl3) &: -132.3 (q, 2F, J=12.5Hz), -138.6 (q, 2F, J=12.5Hz), -139.3 (q, 2F,
1J("9F-"1B) =33.2 Hz) ppm.
"B (128 MHz, CDCl3) &: 0.3 (t, "J(""B-"°F) =33.2 Hz) ppm.

HRMS (ESI) m/z [M+H]*calculated for C43H45BFsN4OS, 791.3390; found 791.3406.

Bodipy and PEG polylactide polymers were synthesized by ring-opening
polymerization (ROP) of DL-lactide (Houvenagel et al. 2017) using either Bodipy [3] or
PEG as initiators. For polylactide-Bodipy synthesis (PLA-Bodipy), racemic DL-lactide
(0.754 g, 5.23x10 mol, 144 g.mol™") and the initiator Bodipy [3] (0.0608 g, 7.7x10°>
mol, 790 g.mol") were introduced into a Schlenk under argon atmosphere. For
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polylactide-poly(ethylene glycol) polymer synthesis (PLA-PEGsgo0), OH-PEG-OCHS3 as
initiator (0.900 g, 0.18 mmol, 5000 g.mol™") and racemic DL-lactide (2 g, 1.4x102 mol,
144 g.mol™") were introduced. In another Schlenk two drops of stannous octoate (0,052
g, 1.28x10 mol, 405 g.mol™") and 2.7 mL of anhydrous toluene were added. 0.5 mL of
the stannous octoate solution was then introduced in the reagent flask. The Schlenk
was heated in an oil bath at 130°C for 2 hours under argon. The reaction was then
stopped with an ice bath and toluene was evaporated during 30 min. The solid
obtained was dissolved in the strict minimum of chloroform and the solute was
precipitated in 80 mL cold diethyl ether under vigorous agitation. The supernatant was
removed by centrifugation (5000 rpm, 4°C) and the solid dissolved in @ minimum of
tetrahydrofuran. The solute was once more precipitated in 80 mL distilled water under
vigorous agitation. The supernatant was removed by centrifugation (5000 rpm, 4°C),
and the solid was freeze-dried (3 or 4 days) to obtain the final polymer PLA-Bodipy [4]
(625.3 mg, 14500 g.mol™, 56%, labelling efficiency 97.5%) and final polymer PLA-
PEGso0o [5] (2.13 g, 12000 g.mol™!, 73%) and polymer PLA-PEGsooo [6] (1.526 g, 17100
g.mol’, 68%). The labelling efficiency was evaluated by NMR and by the maximum
peak absorbance of PLA-Bodipy [4] and compared to the Bodipy [3] calibration curve
in DCM (Supplementary information Figure S1 and Table S1).

PLA-Cyanine [8]: cyanine 7-NH> ([7]) was grafted on an acid terminated polylactide
by dicyclohexylcarbodiimide/N-hydroxysuccinimide DCC/NHS coupling. Briefly,
133mg of PLA-CO2H (133 mg, 0.011 mmol, 12 100 g.mol™") were introduced with 800
uL DCM into a Schlenk under argon atmosphere. In another Schlenk, DCC (16.6 mg,
0.08 mmol, 206.33 g.mol!) and NHS (10.2 mg, 0.089 mmol, 115.09 g.mol") were
dissolved in 600 uL DCM. The two Schlenk mixtures were gathered and stirred at room
temperature. After 4 hours, a filtration through a pipette filled with cotton was
performed to eliminate the precipitate (dicyclohexylurea). After polylactide activation,
the coupling reaction was conducted. Cyanine 7-NHz (18 mg, 0.025 mmol, 719.88
g.mol") was introduced into a dry Schlenk under inert atmosphere with 900 uL of dry
N,N-Dimethylformamide (DMF). The Schlenk was protected from light with aluminum
foil. Into another dry Schlenk under argon, 77 pL of DIPEA and 1mL of dry DMF were
introduced (0.44 mmol/mL). All the filtered activated PLA from the first step, was
introduced with 1.5 mL of dry DCM, into the cyanine Schlenk. 100 uL of the 0.44 M
DIPEA solution were introduced into the cyanine Schlenk (0.1 mL, 0.044 mmol, 129.25
g.mol™"). The mixture was stirred during 67 hours at room temperature. The purification
was performed by precipitation in cold methanol with a 1: 20 volume ratio and a
centrifugation 1 h, 4°C, 20 000 rpm. The operation was repeated 8 times. PLA-cyanine
was obtained (36.6 mg, 11 900 g.mol!, 26% yield and labelling efficiency 22%). The
same synthesis was repeated with PLA-COH (386.66 mg, 0.032 mmol, 12 100 g.mol™),
DCC (40 mg, 0.19 mmol, 206.33 g.mol™") and NHS (21 mg, 0.18mmol, 115.09 g.mol™").
Cyanine 7-NH; (47 mg, 0.065 mmol, 719.88 g.mol™"), DIPEA (0.3 mL of 0.43 M, 0.129
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mmol, 129.25 g.mol™). PLA-Cyanine was obtained (145.05 mg, 11900 g.mol™, 36%
yield, and labelling efficiency 8.4%). The two PLA-Cyanine obtained, were gathered to
obtain PLA-Cyanine [8] (181.65 mg, 11 700 g.mol, labelling efficiency 10.5%, D =
1.122). The labelling efficiency was evaluated by NMR and by the maximum absorption
band of PLA-Cyanine and compared to the cyanine 7-NH; calibration curve in DCM
(Supplementary information Table S1).

2.4.2.2 NMR characterization of polymers

The degrees of polymerization were determined by integration of the NMR
signal. For PLA-Bodipy [4], we compared the integration for the TH at 4.4 ppm, next to
the hydroxyl end group to the methine group 5.2 ppm in the PLA repeat unit.(Lei 2005;
Inkinen et al. 2011) For PLA-PEGsooo [5], the integration of the 3.64 ppm signal (CH2
main chain proton of PEG) was compared with the 5.15 ppm signal (CH of the lactyl
part).(Liu et al. 2018) The polymer molecular weight was deduced from the degree of
polymerization.

PLA'BOdipy [4] 1H (400 MHZ, CDC|3) 6 (ppm) 775 (d, 4HAr Bodipy), 756 (d, 2Htrans alkene
Bodipy), 723 (d, 4HAr Bodipy), 704 (d, 2Htrans alkene Bodipy), 521(m, 192H, CHPI_A), 439 (q, 1H,
CHpa, linked to OH end group), 3.79 (q, 4H, CH2 Bodipy), 1.61 (m, 654H, CHs pa), 0.98 (t,
6H, CH3).

PLA-PEGs000 [6]: 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 5.16 (m, 1H, CH), 4.36 (g, 1H, CH), 3,64
(s, 2,68H, CH2CH>), 1.56 (m, 3,27, CH3).

PLA-Cyanine [8]: 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 5.17 (m, 1H, CHpa), 1.57 (m, 3H, CHs
PLA).

2.4.2.3 Mass spectroscopy

High-resolution mass spectrometry data (HRMS) were obtained from the ICSN-
CNRS mass spectrometry laboratory at Gif-sur-Yvette (France).

2.4.2.4 Size-exclusion chromatography (SEC)

SEC was performed with two columns from Polymer Laboratories (PL-gel
MIXED-D 300 x 7.5 mm, bead diameter 5 um; linear part 200 to 4000 00 0 g.mol™).
Analyses were performed at 34 °C in chloroform (HPLC grade) at a flowrate of 1 mL.min"
! Toluene was used as flow-rate marker. Samples were filtered with a 0.2 pm PTFE filter
before analysis. A differential refractive index detector (Spectrasystem RI-150, Thermo
Electron Corp.) and a UV-visible detector were used. The calibration curve was based
on poly(methyl methacrylate) (PMMA) (range 625-625 500 g.mol") standards from
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Polymer Laboratories. The Analysis software enabled the determination of the number-
average molecular weight Mn, the weight-average molecular weight Mw and the
dispersity (B = Mw/Mn).

2.4.2.5 Nanoparticle formulation

Nanoparticles were prepared by the solvent emulsion-evaporation technique
(O'Donnell et McGinity 1997; Mura, Hillaireau, Nicolas, Le Droumaguet, et al. 2011)
using PLA-PEGso00 mixed either with PLA-Bodipy or PLA-Cyanine at different weight
percentages (0, 5, 10, 25, 50% for PLA-Bodipy and 5% for PLA-Cyanine). 100 mg of total
polymer were dissolved in 4 mL of DCM. The organic solution was poured in a 20 mL
cold solution of sodium cholate (15 g.L”") and formed, after 30 s vortexing, a pre-
emulsion. The pre-emulsion was sonicated 1 minute at 30% of maximum amplitude in
an ice bath with a Vibra cell sonicator (Bioblock Scientific, France). The organic solvent
was then evaporated during three hours at room temperature, upon magnetic stirring
(600 rpm). The nanoparticles suspension was then completed to 20mL to yield a final
polymer concentration of 5 mg/mL. The suspensions were stocked in amber vial to
avoid photodegradation. Sodium cholate was optionally removed by
ultracentrifugation for 1h at 4°C 40 000 rpm (Optima LE-80K Ultracentrifuge Beckman
Coulter). The obtained solid was re-suspended in water to a final polymer
concentration of 5 mg/mL.

2.4.2.6 Nanoparticle characterization

All nanoparticles’ characterizations were done with batches containing sodium
cholate, except for Transmission Electron Microscopy (TEM). The hydrodynamic
diameter (dynamic light scattering (DLS)), polydispersity index (PDI) and zeta potential
were measured using a Zetasizer Nano ZS with a backscatter angle of 173°, 2 632.8 nm
laser, and at a temperature of 25°C (Malvern, France). Size measurements were
performed in triplicate with a 11 times dilution in water. Zeta measurements were done
in triplicate after a 10 times dilution in TmM sodium chloride.

TEM was performed at I12BC (Gif-sur-Yvette, France). Nanoparticle suspensions, exempt
of sodium cholate, were diluted ten times. Five microliters of the suspension were first
dried on glow-discharged copper grids covered with Formvar-carbon film for one
minute. Then a 2% solution of phosphotungstic acid (pH = 7) was deposited on the
grid for negative staining. Images were acquired using a JEOL JEM-1400 at 80kV and
an Orius camera (Gatan Inc., U.S.A)).
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Nanoparticle tracking analysis (NTA) using the NanoSight LM10 instrument
(NanoSight, Amesbury, UK) was performed to assess the number of nanoparticles per
mL after a 10000-fold dilution in water. The signal was collected using a sSCMOS camera
and a 405 nm monochromatic laser. For all the experiments, the following parameters
were defined in the acquisition software: a camera level of 5 and a detection threshold
of 16. Measurements were done in triplicate; mean value and standard deviation are
indicated.

2.4.2.7 Photophysical measurements

Measurements were performed in 10 mm path length quartz cuvettes.
Absorption spectra were recorded using a Shimadzu UV-visible spectrophotometer
UV-2600 with an integrating sphere coated with barium sulfate ISR-2600PLUS to get
rid of scaterring signal. Transmission measurements were done, with a direct
acquisition of the absorbance signal. Fluorescence emission spectra were recorded
using a Fluoromax-4 spectrofluorimeter (Jobin-Yvon; Horiba). Intensity signals
corrected from the lamp fluctuations and the instrument response function (IRF) were
recorded. Solutions were diluted to avoid inner filter effects: absorbance below 0.1 over
the whole wavelength range. Moreover, to ensure an accurate comparison of the
emission spectra, measured intensities were normalized to account for the absorbance
at the excitation wavelength using the formula: I, = ﬁ with A the absorbance
at the excitation wavelength. The fluorescence quantum yield for Bodipy [2] was
determined using Rhodamine-6G in ethanol as a reference (298 K, @ = 0.91 (Magde,

_10-4A 2
Wong, et Seybold 2002) and the equation: @5 = (Dgi ig_;i—x(&) where the index
“10-Ax 5,

No

and exponent 0 and x correspond to the reference and the Bodipy molecules
respectively, ®ris the fluorescence quantum yield, A is the absorbance at the excitation
wavelength 520 nm, S is the integral of the emission curve and n the refractive index.
nx = 1.4242 corresponds to DCM at 25°C and no = 1.3611 to ethanol at 25°C. For the
Bodipy [3] and cyanine dyes ([7] and [8]), fluorescence absolute quantum yields were
determined using an integrating K-sphere from Jobin-Yvon; Horiba. Neutral density
filter (Thorlabs) were used to stay in the linear range of the detector. Excitation at 730
nm for Bodipy [3] and at 700 nm for cyanine [7] and [8].

The lifetime for the Bodipy molecules were measured on a homemade time-
correlated single photon counting setup with a titanium-sapphire laser (Tsunami,
Spectra Physics) pumped by a doubled Nd:YVO;4 laser (Millenia Xs, Spectra Physics).
Light pulses are selected by an acousto-optic crystal and lowered to a repetition rate
of 4 MHz. Excitation wavelengths (350-500nm and 300-330nm) are obtained via a
second or third harmonic. Samples were studied in solution (standard 1cm quartz
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cuvettes) at room temperature. Fluorescence was detected at 90° by a monochromator
and a MCP-PMT detector (R3809U-50, Hamamatsu) connected to a TCSPC module
from Becker & Hickl (SPC 630). The instrumental response was recorded with a colloidal
silica solution 40% in weight (Ludox® HS-40) from Sigma Aldrich and had a typical full
width at half-maximum of ~25 ps.

The lifetime for the cyanine dyes ([7] and [8]) were measured with the Horiba
Scientific NanoLED-785L (950 V, 781 nm, <200 ps, serial number 16601) in a 10 mm
path length quartz cuvette on the Fluoromax-4 (Jobin-Yvon; Horiba). The emission was
collected at 800 nm, with slits width 6 nm and a preset peak of 12 000 counts. For both,
cyanine and Bodipy, the lamp signal was collected with a colloidal silica solution 40%
in weight (Ludox® HS-40) from Sigma Aldrich to diffuse the excitation light.

All fluorescence decays were fitted using the Levenberg—Marquardt algorithm,
a mono-exponential function and a non-linear least-squares fit. Fit quality was
estimated thanks to the variance of weight residuals x*. Good fit quality was estimated
with x? < 1.2. The cyanine dyes were dissolved in DCM and absorbance value adjusted
to be lower than 0.1.

2.4.2.8 Molar extinction coefficient of NPs and Bodipy titration in NPs

The amount of Bodipy per nanoparticle was calculated after determining the
nanoparticles concentration (Cnp) (part/mL) using NTA and the total amount of Bodipy
in the suspension. For this, 2 mL of the suspension was freeze-dried, the solid obtained
was dissolved in DCM in a 25 mL volumetric flask and the absorption at 757 nm was
measured. We obtained a PLA-Bodipy solution in DCM, as NPs dissolved in this solvent.
The PLA-Bodipy concentration (Csodipy) Was then determined with a calibration curve
(Beer-Lambert's law) of PLA-Bodipy absorption at 757 nm in DCM as a function of its
concentration (slope: epia-godipy = 78 000 L.mol™.cm™, DCM, 757 nm). A calibration curve
was also obtained for Bodipy [3] in DCM (slope: €godipy = 80 000 L.mol™".cm™, DCM, 757
nm). Assuming a homogenous distribution of Bodipy in each nanoparticle, we can
deduce the average Bodipy number per NP (Figure 2.3) from the ratio of experimental
Bodipy concentration Cgodipy and Cnp.

2.4.2.9 Photostability

Samples were irradiated with a desk lamp (Philips eco classic 4B, 42 W, 230V,
2800 K, 630 lumens) at 30cm distance, in 10 mm path length quartz cuvettes. The
fluence was measured in two different ways: one with SP Lite2 pyranometer and one
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with a Thorlabs power meter at 633 nm, microscope slide photodiode power sensor
S170C, PD100D consol, 18 mm x 18 mm. The mean fluence, on three values, was
determined for each irradiation time. The desk lamp fluence was constant during all
the irradiation experiment, 31.1 + 1.5 W.m™. The desk lamp emission spectrum was
measured with an Ocean-HDX-VIS-NIR VIS-NIR spectrometer 350-1000 nm with 10 pm
slit and a UV/vis 2 meters 1000 um premium fiber. A continuous emission spectrum
was obtained from 340-920nm, with a maximum around 670-750 nm (Figure S3).
Before irradiation, each sample was diluted to fix the optical density close to 0.06-0.07.
Samples were then continuously irradiated for 801 minutes, except during spectral
measurements.

2.4.2.10 Photoacoustic spectrum measurements

Photoacoustic (PA) spectra of NP suspensions were measured with a calibrated
PA spectrometer described in detail in (Sarkar et al. 2021). Briefly, optical excitation was
generated with a tunable (680-980 nm) nanosecond Laser (pulse repetition rate: 20Hz,
pulse width <8ns, SpitLight 600 OPQO, Innolas, Germany). The optical wavelength was
scanned from 680 nm to 970 nm in 10 nm steps. To measure potential
photodegradation, the per-pulse tunability of the laser was used and successive laser
pulses had a different optical wavelength. A total of 15 scans were performed (450
successive laser pulses). Ultrasound (US) detection was performed with an US array (L7-
4, ATL, USA) driven by a programmable US machine (Vantage, Verasonics, USA).
Samples (15uL) were injected in PTFE tubes (inner diameter: 0.3 mm, Bola, Germany)
with a 50uL glass syringe. Excitation light on the sample had a maximum fluence of
4.5mJ.cm™ and 1.5 cm of the tube was illuminated. The tube and the US detector were
immersed in a water tank at room temperature for acoustic coupling. The PA
spectrometer was calibrated with a solution of CuSO4, 5H>0 at a concentration of
0.25M. Following this calibration, samples were injected successively in the same tube.
We verified that no detectable absorption remained in the tube between 2 samples by
systematically measuring a background reference (water). No noticeable change in the
measured spectra was observed over the 15 scans, and the iterations were then used
to increase the signal to noise ratio. Photostability to PA excitation was also tested by
acquiring PA images at 757 nm for 900 successive pulses. The PA spectra were
computed and converted in spectroscopic units (photoacoustic absorbance: PAbs). The
photoacoustic generation efficiency (PGE) is a measure of the conversion efficiency of
optical energy into pressure (Werner et al. 2020b). Here, we use a dimensionless PGE
equal to 1.0 for a sample for which the absorbed optical energy is fully converted into
pressure in a medium with the Griineisen coefficient of the water. The conversion of
the measured spectra in PAbs was performed using a PGE of 1.2 for the solution of
CuSO0Os, 5H,0 used for the calibration, due to the Griineisen coefficient of the solution.
For the measured samples, their PGE was measured as the slope of the linear relation
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between absorbance and Photoacoustic Absorbance (PAbs). PAbs was plotted as a
function of the absorbance for different sample concentration. A linear fit of the curve
gives access to PGE. PA spectrum measurements were performed at the Life Imaging
Facility of Paris Descartes University (Plateforme Imageries du Vivant — PIV).

2.4.2.11 Cell viability

The murine macrophage cell line J774.1 was obtained from American Type
Culture Collection and cultured in high glucose - Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
medium (Sigma), supplemented and 10 % fetal bovin serum (FBS) (Gibco) and with 50
U mL-1 penicillin and 50 pg mL-1 streptomycin (Sigma). The cell line was maintained
at 37°Cin a 5% CO2 humid atmosphere. Twice a week, cells were divided by scrapping
at a ratio ranging from 1:4 to 1:6. Cells were used at low passages after thawing,
between 3 to 15, and harvested at a maximum confluence of 70-80%. The MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] assay was used to evaluate
the cytotoxicity of the different treatments (unlabeled NPs, Bodipy-labeled NPs (NP-
25% PLA-Bodipy). This colorimetric test measures the mitochondrial dehydrogenase
cell activity, an indicator of cell viability. The assay is based on the reduction, by living
cells, of the tetrazolium salt, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide), which forms a blue formazan product. Cells were seeded into 96-well plates
(TPP) with 100 pL of complete medium per well at a density of 3000 cells per well. After
24 hours incubation, a series of increasing concentrations of treatments was prepared
in complete growth media. Cells were exposed to 100 pL of the treatment for 48 hours.
Afterwards, 20 pL of a 5 mg.mL" MTT solution (Sigma) prepared in PBS (Sigma) were
then added in each well and incubated at 37°C for 1 hour. The medium was then
discarded and 200 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO) were added to dissolve formazan
crystals. The absorbance was measured at 570 nm with a microplate reader (Labsystems
Multiskan MS). The percentage of viable cells was calculated as the absorbance ratio
of treated to untreated cells. All measurements were performed in 6 replicates (6 wells)
at each experiment. All experiments were repeated three times (n=3) to determine
mean and standard deviation.

2.4.2.12 In vivo evaluation

In vivo experimental procedures using BALB/c mice were approved by the ethical
committee No 026 and by the French ministry of education and research (Accepted
protocol No 2842-2015110914248481_v5). Male BALB/c mice, 10-12 weeks old, 15-
229, were purchased from Envigo (Gannat, France) and let for one week after shipping
for adaptation before starting experiments. Mice were housed with access to water and
food ad libitum and maintained at a constant temperature (19-22°C) and relative
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humidity (45-65%). Mice were shaven prior to positioning on a stand maintained at
42°C. 200 uL of Bodipy-labeled NPs (NP-50% at a concentration of 25 mg/mL polymer)
were injected intravenously in the tail vein as a bolus and mice were imaged by two-
dimensional (2D) ultrasonography for organ detection and 2D photoacoustic images
were acquired using the LAZRX system (Visualsonics, Fujifilm, The Netherlands) and a
25 MHz ultrasound probe (MX250). Series of PAl images at single-wavelength (750 nm)
were acquired during the bolus injection in the kidney region or at the base of the tail
in the prone position. During the bolus injection, the image acquisition rate was 20
frame.s". This image sequence was acquired to verify that NPs could be detected in
vivo from the additional optical absorption that they provide. Additionally, spectral
measurements were performed by sequentially acquiring PA images at optical
wavelengths between 680 nm and 900 nm by steps of 5 nm (total of 45 wavelengths).
This spectral image sequence was performed before, just after (5 min) and 4 hours after
injection of the bolus to check if NPs were still circulating. Regions-of-interest (ROls)
were selected on the spectral image sequence and experimental PA spectra were
obtained by averaging the pixel values over each ROlIs at each optical wavelength. This
spatial averaging was used to mitigate artifacts caused by the breathing motion of the
animal. The obtained PA spectra were then processed to discriminate the signal of the
NPs from the signal of the oxyhemoglobin and deoxyhemoglobin based on their
respective absorption spectra. More specifically, unmixing of the experimental PA
spectra was performed with a least squares (LSQR) algorithm with a non-negative
constrain assuming three different absorbers (even for the acquisition before the
injection to avoid a bias): oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin and the labelled NPs. We
used tabulated absorption spectra of the oxy and deoxy hemoglobin (HbO2 and Hb)
(https://omlc.org/spectra/hemoglobin/) and the absorption spectrum of the labeled
NPs as an input of the unmixing algorithm and we obtained the weight of each
absorption spectrum in the experimental spectrum.
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2.7 SUPPORTING INFORMATION

1.5

1.0+

A 757 nm

0.5

0.01= T | T 1
0 5%x106 1x10° 1.5x10°5 2x10°

Bodipy and PLA-Bodipy concentration (moI.L'l)

Figure S1 Calibration curve for PLA-Bodipy [4] (Blue) and Bodipy [3] (red). Absorbance
was measured at 757 nm in DCM. Linear fit was forced to pass through the (0;0) origin
point. € godipy (31 = 80 000 L.mol™".cm™ R? = 0,998 ; € pLa-Bodipy = 78 000 L.mol".cm™ R? =

0,9985.
Type Mn 5 Mw Labelling efficiency
[g.mol ] [g.mol ] [%]
[4] PLA-Bodipy 14500 + 600 1.60 +0.05 22500 + 200 97.5%

[51 PLA-PEGso00 12 000 - - -
[6] PLA-PEGsomo 17 100 1.20 12 900 -
[8] PLA-Cyanine 11700 1.122 13 140 10.5%

Table S1 Polymer characteristics. Mn (number-average molecular weight), Mw (weight-
average molecular weight), dispersity (b = Mw/Mn) were determined thanks to SEC.
The labelling efficiency was determined by UV-visible spectroscopy.
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Figure S2 Size exclusion chromatogram of PLA-Bodipy [4]. Refractive index detector in
blue. Absorption signal at 370 nm in Orange.
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Figure S3 Desk lamp emission spectrum in red. Bodipy [3] absorption spectrum in DCM
in green and Cyanine 7-NH2 DCM absorption spectrum in dark black.
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Amaxabs A fnaxem Dstokes AmaxPA
[nm] [nm] [cm] [nm]

[11 544 559* 493 -

[2] 544 559¢ 493 -

3] 753 818 1055 745 £ 5 nm
PLA-Bodipy [4] 753 821 1100 749 £ 5 nm
Bodipy NP-5% 757 814 925 749 £ 5 nm
Bodipy NP-10% 756 817 988 752 £ 5 nm
Bodipy NP-25% 761 821 960 756 + 5 nm
Bodipy NP-50% 760 826 1051 758 + 5 nm

Cyanine 7-NH2 [7] 762 778 270 -
PLA-Cyanine [8] 762 780 303 759 £ 5 nm
Cyanine NP-5% 761 779 304 759 £ 5 nm

Table S2 Summary of spectroscopic properties. The NPs were studied in water, the
molecules and polymers were studied in DCM. # Excitation at 670 nm, slits width 10 nm.

% Excitation 520 nm, slit width 2 nm.
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Figure S4 (a) PLA-PEGsoo0 [5] and [6] synthesis. (b) NMR 1H spectra (400 MHz, CDCI,)
of polymer PLA-Bodipy [4]. (c) NMR 1H spectra (400 MHz, CDCL,) of polymer PLA-

PEGso00 [6].
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Figure S5 Nanoparticles’ suspensions with different percentage of the PLA-Bodipy
polymer, from left to right: NP-5%, NP-10%, NP-25%, NP-50%.
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Figure S6 (a) Nanoparticles’ hydrodynamic diameter obtained by DLS (green) and NTA
(red) as a function of the mass percentage of PLA-Bodipy or PLA-Cyanine. Particles with
no sodium cholate. Measurements were done in n-plicate (b) Nanoparticles' zeta-
potential, without sodium cholate. Measurements were done in n-plicate. Mean values
and standard deviation (DLS and zeta potential) were obtained for: (NP-0%, n=5
batches, PDI 0.10); (Bodipy NP-5%, n=4 batches, PDI 0.10); (Bodipy NP-10%, n=3
batches, PDI 0.09); (Bodipy NP-25%, n=3 batches, PDI 0.10); (Bodipy NP-50%, n=3
batches, PDI 0.15); (Cyanine NP-5%, n=1 batch, PDI 0.10).
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Figure S7 (a) TEM picture of NP-25% in weight PLA-Bodipy, 80kV, x20 000, (b) TEM
picture of NP-5% PLA-Cyanine 120 kV, x20 000.
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Figure S8 (a) Nanoparticles tracking analysis experiment, standard deviation is
indicated in light, mean values are indicated in dark. (Blue Bodipy NP-5%), (orange,
Bodipy NP-10%), (Grey, Bodipy NP-25%), (Green, Bodipy NP-50%). (b) Evolution of
the nanoparticles’ concentration (red squares) and DLS size (green triangles).
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NP batch

CNP

[part.L-1]
5.2% 5.1x10' + 3.9x10™
9.7% 4.6x10'® + 4.8x10™
25.7% 4.2x10" £ 1.6x10"
49.7% 2.8x10" + 4.2x10™

Table S3 Nanoparticles’ concentration in the 20 mL suspension, obtained by the NTA
setup. The concentration was measured, integrating the NTA Graph.

a)
Dismanteled  Azs7nm 25 mL flask Cgodipy in the Caodipy NP labelling
NP batch suspension introduced efficiency
[mol.L ™ [mol.L'"]
4.8% 0.084 1.36x10-5 1.66x10-5 82 %
9.7% 0.179 2.91x10-5 3.34x10-5 87 %
25.1% 0.436 7.05x10-5 8.59x10-5 82 %
50.6% 0.886 1.43x10-4 1.75x10-4 82 %
Dismanteled  A7s7nm 25 mL flask Cgodipy In the Ceodipy NP labelling
NP batch suspension introduced efficiency
[mol.L™ [mol.L"]
4.8% 0.079 1.27x10° 1.66x107 76 %
25.1% 0.403 6.46x107 8.59x107 75 %
50.6% 0.816 1.33x10™ 1.75x10™ 76 %

Table S4 Titration of the Bodipy in the nanoparticle’s suspension. (a) In the top table
are represented the batches with sodium cholate, (b) down table the particles after a
purification step.
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Figure S9 Fluorescence emission spectra corrected from the absorption at the
excitation wavelength. Excitation at 670 nm, slit width 10 nm and A < 0.1. (Red, Bodipy

[3] DCM), (blue, PLA-Bodipy [4] DCM), (green, Bodipy NP-5%).
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Figure S10 "TH NMR (400 MHz, CDCl3) spectrum of Bodipy [1].
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Figure S20 °F (376 MHz, CDCI3) spectrum of Bodipy [3].
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Figure S21 1B (128 MHz, CDCl3) spectrum of Bodipy [3].
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Monoisotopic Mass, Even Electron lons

248 formula(e) evaluated with 1 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)
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Figure S23 HRMS BODIPY [2].

Video VS1 : Injection of a bolus of NP-25% imaged in the lower back region in the
vicinity of the tail. The mouse was in the prone position and the injection was
performed intravenously in the tail vein. (Top) Movie composed of images acquired at
a frame rate of 20 Frames /s. PA images acquired at 750 nm are displayed with a red
scale over the B-mode ultrasound images displayed with a gray scale. The PA images
were displayed with a constant color scale corresponding to a - 35 dB dynamic range
over the entire image stack. Three ROI were identified. (Bottom) Mean PA amplitude
as a function of time of the three ROIs. The arrival of the bolus and its subsequent
dilution in the blood is clearly visible in the two large vessels in ROIT and ROI2. The
amplitude of ROI3 increased but over a longer time scale.

Video available at: https://cirrus.universite-paris-saclay.fr/s/lk ASPwXi7rE46a9e
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CHAPITRE 3 : HOW AGGREGATION CAUSED QUENCHING ALLOWS TO
FINELY TUNE PHOTOACOUSTIC GENERATION EFFICIENCY ?

“Hello darkness, my old friend
I've come to talk with you again”

The Sound of Silence, Simon and Garfunkel 1964.
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La relation entre la diminution de la fluorescence par Aggregation-Caused
Quenching (ACQ) et l'efficacité photoacoustique dans les nanoparticules (NPs) de
polylactide-Bodipy a été évaluée. Des NPs de PLA avec différents taux de chargement
en PLA-Bodipy (de 5% a 50% en masse) ont été etudiées en utilisant un
spectrophotometre photoacoustique calibré. Par analogie avec la fluorescence, un
rendement photoacoustique (PAY) peut étre défini : il représente la conversion
énergétique entre la lumiere absorbée et le signal acoustique. Nous avons démontré
la présence de deux régimes d'émission photoacoustique : un régime monomere et un
régime d'extinction causée par I'agrégation. Dans le régime monomere, en dessous de
10% en masse de PLA-Bodipy, |I'émission de fluorescence du monomere Bodipy limite
le rendement photoacoustique. Au-dessus de 10% de PLA-Bodipy, dans le régime ACQ,
les désactivations non-radiatives des agrégats sont prédominantes et le rendement
photoacoustique atteint une valeur élevée de 93%. Pour quantifier la performance
photoacoustique des NP, nous avons introduit le concept de brillance photoacoustique
Bra, comme le produit du rendement photoacoustique PAY par le coefficient
d'extinction molaire des NP. Nous avons obtenu des NP ultra-brillantes (22 x 107 L.mol
1.ecm™) lorsque Bodipy est agrégé (valeur élevée de PAY : 0,93 pour NP-50%) et des
coefficients d'extinction molaire des NP élevés (2,4x10% L. mol".cm™ pour NP-50%).
Enfin, nous montrons que des fluences laser élevées (1-3,5 mJ.cm™), a l'excitation
maximale de la bande, peuvent réduire significativement le signal photoacoustique par
dépopulation de I'état fondamental (-20% pour NP-2,5%). Cet effet non-linéaire peut
étre fortement réduit avec des NP dans le régime ACQ. Au-dessus de 10% de PLA-
Bodipy, les NP présentent une brillance photoacoustique intense et une faible perte de
signal par effets non linéaires. Nous avons développé un ajustement mathématique
des spectres d'absorption et d'excitation photoacoustique pour différencier
spectralement |'efficacité photoacoustique au maximum de la bande PGE, 4,4, €t dans
'épaulement vibrationnel PGEy,,. Nous avons démontré que le PGE, 4. dépend
fortement des fluences laser en raison d'une forte dépopulation de I'état fondamental,
alors que le PGE,;,, ne change pas avec la fluence grace a une saturation plus faible
de la fluence laser.
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Abstract

The relationship between fluorescence decrease by Aggregation-Caused
Quenching (ACQ) and the photoacoustic efficiency in polylactide-Bodipy nanoparticles
(NPs) is demonstrated. PLA NPs with different PLA-Bodipy loading (from 5% to 50% by
weight) were studied using a calibrated photoacoustic spectrophotometer. By analogy
with fluorescence a Photoacoustic Yield (PAY) can be defined: it represents the energy
conversion between the absorbed light to the acoustic signal. We demonstrate the
presence of two photoacoustic emission regimes: a monomer regime and an
Aggregation Caused Quenching regime. In the monomer regime, below 10% by weight
of PLA-Bodipy, the fluorescence emission from the Bodipy monomer limits the
photoacoustic yield. Above 10% of PLA-Bodipy, in the ACQ regime, non-radiative
deactivations from the aggregates, are predominant and the photoacoustic yield
reaches a high value of 93%. To quantify NP photoacoustic performance, we
introduced the photoacoustic brightness Bpa, as the product of the photoacoustic yield
PAY by the molar extinction coefficient of NPs. We obtained ultrabright NPs (22 x 107
L.mol™.cm™) when Bodipy is aggregated (high value of PAY: 0.93 for NP-50%) and high
NP molar extinction coefficients (2.4x10% L.mol-1.cm™ for NP-50%). Finally, we show
that high laser fluences (1-3.5 mJ.cm™), at the band maximum excitation, can
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3.1

significantly reduce the photoacoustic signal by ground state depopulation (-20% for
NP-2.5%). This non-linear effect can be highly reduced with NPs in the ACQ regime.
Above 10% PLA-Bodipy, NPs exhibit intense photoacoustic brightness and low signal
loss by nonlinear effects. We have developed a mathematical fit of the absorption and
photoacoustic excitation spectra to spectrally differentiate the photoacoustic efficiency
at the band maximum PGE,..; and in the vibrational shoulder PGE,,,,.. We demonstrate
that the PGE,.4highly depends on the laser fluences due to high ground state
depopulation, when the does not change with the fluence thanks to a lower laser
fluence saturation.

INTRODUCTION

In medicine, nanoparticles (NPs) are promising to treat pathologies like cancer,
autoimmune and inflammatory diseases, diabetes and neurodegenerative diseases
(Mura et Couvreur 2012) and recently to reduce the SARS-coV-2 pandemic (2020-2022)
(Tenchov et al. 2021). However, despite significant development of active and passive
targeting, the actual proportion of NPs reaching the diseased tissue remains low
(Torrice 2016). To address this limitation, the concept of nanotheranostics has emerged
(Mura et Couvreur 2012). The idea is to quantify the accumulation of therapeutic NPs
by an imaging modality before deciding to treat or not the patient with these NPs. To
this purpose, the development of clinically transposable NPs co-encapsulating a
therapeutic agent and an imaging agent is needed (Mura et Couvreur 2012; Fornaguera
et Garcia-Celma 2017). Among imaging modalities, fluorescence imaging in the near
infrared region is promising as several fluorescent dyes have been developed and
tested in vivo in animal models. Dye-loaded luminescent polymer nanoparticles are
excellent candidates as they have very good biocompatibility and biodegradability
(based on polylactide, chitosan, collagen, poly(lactic-co-glycolic acid),...), they can be
functionalized on the surface, they are stable in biological medium, and a control drug
release can be carried out (Fattal et al. 2012; Zielinska et al. 2020). Recently, the
development of prodrug polymer nanoparticle, with a covalent grafting of the dye or
drug to the polymer, helps to highly increase the encapsulation rate (up to more than
30% in weight) and reduce burst release problem (Delplace, Couvreur, et Nicolas 2014;
Nicolas 2016; P. Gao, Nicolas, et Ha-Duong 2021).

Despite all these NPs’ advantages, fluorescence imaging of polymer NPs faces
several significant problems. The low spatial resolution of fluorescence imaging, makes
any fine mapping of NP accumulation difficult. Moreover usually a high dye loading is
required for easier detection, but high dye loading leads to fluorescence loss,
detrimental to detection. Indeed at high NP’s encapsulation rate, dyes with planar
backbones and aromatic rings are likely to create intermolecular -1t interactions and
other interactions like excimer, exciplex, energy hetero-transfer or charge transfers and
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excited states reactions. (Huang et al. 2019; Leduskrasts et Suna 2018; Z. Liu et al. 2019;
« Ein Konzentrationsumschlag Der Fluoreszenz. » 1954). All these interactions are often
referred as Aggregation Caused Quenching effect (ACQ) or self-quenching.
Additionally, high dye loading in NPs are also likely to favor homo-Excitation Energy
Transfer (EET, or exciton diffusion): due to the dyes’ close proximity inside the polymer
matrix, the energy can be transferred among several emitters before finally being
quenched by non-fluorescent aggregates or a trap (Reisch et al. 2014; Vu et al. 2013;
Caponetti et al. 2019; B. Chen et Wang 2019). Thus if luminescent imaging is still a
powerful tool new imaging technics exploiting the high encapsulation rate of organic
chromophores in NPs are needed. Photoacoustic imaging shall be one of them.

Photoacoustic imaging is a cheap biomedical imaging modality that combines
optical excitation and acoustic wave detection and benefits from a high contrast and a
great spatial resolution (submillimeter at centimeter depth) (Beard 2011). Molecules
are excited by a pulsed nanosecond excitation, and an acoustic wave can be generated
by vibrations and collisions of the excited dye with the solvent, or matrix, to create a
local heating of the media and generate an acoustic wave by thermo-elastic expansion.
In literature, high non-radiative rate constant knr, low fluorescent quantum yield ®F and
a low inter-system crossing rate constant kcs, are often considered to increase the
photoacoustic signal [30-33]. Thus, different strategies are used to quench the
fluorescence signal and favor non-radiative decays such as quencher encapsulation
(Qin et al. 2015), photoinduced electron transfer (Lyu et al. 2016; Merkes et al. 2020),
intramolecular charge transfer (Qi et al. 2018; B. Guo et al. 2017; S. Wang et al. 2018; X.
Li et al. 2019), molecular rotors (Qi et al. 2021; Zhao et al. 2019; Cai et al. 2017), and
long backbone spacers to conserve intramolecular motion in the solid state (Qi et al.
2021; Zhao et al. 2019; S. Liu et al. 2019; Diez-Cabanes, Monari, et Pastore 2021; H. Gao
et al. 2021). Therefore, the fluorescence loss with high dye-loaded polymer NPs is a
very promising strategy to favor non-radiative decays and enhance the photoacoustic
signal. If some papers mentioned the ACQ effect in dye-loaded NPs, to improve the
photoacoustic signal (Lyu et al. 2016; J. Zhang et al. 2017; 2018), it is rarely seen as a
real strategy for photoacoustic enhancement and no proper quantification of the
photoacoustic efficiency increase in relation with the fluorescence loss has ever been
performed.

Herein, we want to better understand the relationship between the
photophysical properties of the dye-loaded NPs and the generated photoacoustic
signal. The objective is to give clues to enhance the efficiency of the energy conversion
between light absorption and acoustic emission. The initial pressure signal (po) can be

written as (Sarkar et al. 2021):
Po(A1) = PGEgampie(1).€(1).C.@(A).T (D

Where PGE is the Photoacoustic Generation Efficiency, a dimensionless
parameter, which represents the efficiency of conversion of absorbed light energy into
an acoustic energy, I is the Grlneisen coefficient of the solvent, € is the molar
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3.2.1

absorptivity of the dye in Lmol".cm™ at the excitation wavelength, C is the dye
concentration (mol.L'™") and @ is the laser fluence (J.m™).

For clinical applications, it is important to limit the fluence to avoid tissues
damage (Paschotta s. d.). Moreover, the dye concentration should also be restrained
to avoid toxicity concerns and to minimally modify NP characteristics. Thus, two main
parameters can be tuned to enhance the photoacoustic signal: the PGE and the molar
absorptivity. Both parameters can be strongly enhanced thanks to high dye loading in
polymer NPs.

To this attempt, we exploit a calibrated photoacoustic spectrophotometer
(Sarkar et al. 2021) and a robust Bodipy loaded polylactide NP synthetic pathway
developed in chapter 2. Absorption, steady-state and time resolved emission, as well
as calibrated photoacoustic spectra were studied on polylactide-Bodipy (PLA-Bodipy)
NPs with different PLA-Bodipy loadings: from 2.5% to 50% in weight. By analogy with
the fluorescence quantum yield, we define and introduce a new photoacoustic
parameter: the PhotoAcoustic Yield (PAY), which represents the overall efficiency of
energy conversion between absorption and photoacoustic emission over the whole
studied band (680-870 nm). By studying the PAY and the non-radiative rate constant
of the Bodipy NPs, we demonstrate the presence of two photoacoustic emission
regimes: a monomer regime and an aggregation caused quenching regime. In the
monomer regime, below 10% by weight of PLA-Bodipy, the fluorescence emission from
the Bodipy monomer limits the photoacoustic yield. Above 10% of PLA-Bodipy, in the
aggregation caused quenching regime, non-radiative deactivations are predominant
and PAY reaches a high value of 93%. We propose a mathematical model to predict
the minimum dye loading for polymer NP to reach the aggregation caused quenching
regime, simply by exploiting the absorption and emission spectra, the molar
absorptivity and the Strickler-Berg relation (Strickler et Berg 1962).

Finally, we demonstrate the loss of photoacoustic signal at high laser fluence
(3.5 mJ.cm™) at the band maximum by ground state depopulation. This non-linear
effect is detrimental for photoacoustic imaging and can be suppressed with NPs in the
aggregation caused quenching regime. Above 10% of PLA-Bodipy, NPs exhibit high
photoacoustic generation efficiency, high photoacoustic brightness and poor signal
loss by nonlinear effect.

MATERIALS AND METHODS
Materials

DL-lactide was purchased from Biovalley, Polysciences Inc. (USA). Poly(ethylene
glycol) methyl ether (OH-PEG-OCHs3, average Mn = 5000 g.mol-1) was obtained from
Iris Biotech GmbH (Germany). Anhydrous toluene, stannous 2-ethyl hexanoate
(stannous octoate, Sn(Oct)2), sodium cholate, tetrahydrofuran (THF) spectroscopic
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3.2.2

3.2.3

3.24

grade, all the reagents for the Bodipy synthesis were purchased from Sigma-Aldrich
(France) or TCI (France) and used as received. Spectroscopic experiments were
conducted in spectroscopic grade dichloromethane (DCM) from Sigma-Aldrich
(France). Milli-Q water was used (Reference system Merck-Millipore, France).

Bodipy and polymer synthesis

Bodipy [3], polylactide-Bodipy (PLA-Bodipy), polylactide-b-polyethylene glycol
(PLA-PEGso000) were obtained as described in chapter 2. Briefly, Bodipy [3] was
chemically grafted on a polylactide polymer by a ring opening polymerization of a DL-
Lactide catalyzed by stannous octoacte, and initiated by Bodipy [3] alcohol function.
Polymer characteristics were the followings: PLA-Bodipy (Mn = 14500 g.mol™", B = 1.60
+ 0.05, dye labelling efficiency 97.5%) and PLA-PEGsooo (17100 g.mol™", B = 1.20 + 0.05).

Nanoparticles synthesis

Nanoparticles were formulated with the solvent emulsion-evaporation
technique described in chapter 2. Different NP batches were obtained by changing the
weight percentage of PLA-Bodipy compared to PLA-PEGsooo: NP-2.5%, NP-5%, NP-
10%, NP-25% and NP-50%.

Nanoparticle characterization

NP hydrodynamic diameter (Dynamic light scattering (DLS)), zeta potential and
polydispersity index (PDI) were determined with a Zetasizer Nano ZS (Malvern, France)
at 25°C, with a 632.8 nm laser (backscatter angle of 173°). The Bodipy encapsulation
efficiencies were evaluated as described in chapter 2 thanks to a calibration curve
(Beer-Lambert's law) of PLA-Bodipy absorption at 757 nm in DCM as a function of the
concentration (slope: gpia-Bodipy = 78 000 L.mol™.cm™, DCM, 757 nm). The mean Bodipy
number per NP (NpLa-Bodipy) Was determined in chapter 2 by computing the ratio of the
experimental Bodipy concentration Cgodipy to the nanoparticle concentration Cnp
(determined by Nanoparticle Tracking Analysis). The nanoparticle molar extinction
coefficient was evaluated in chapter 2 thanks to eyp = Npj4_podipy X EpLa-Bodipy-

The Bodipy distance to the nearest neighbor <R> (nm) was determined thanks to

<R> =0.554x%

NPLA — BOdlpy1/3

with Npia-sodipy the number of Bodipy per particle per nm? (Santos 1986). Differential
Scanning Calorimetry experiments were performed on Bodipy NP (50 mg.mL™" of
polymer in water) with a VP-DSC microcalorimeter (Perkin-ElImer DSC Diamond), 1°C
per min, from 5°C to 70°C, 3 repeated scans.
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Bodipy Reprecipitation experiments

Solutions were prepared from a stock solution of Bodipy [3] in 100% THF.
Different volume percentages of water/THF solutions were obtained. To yield the same
Bodipy concentration for each water fraction, two dilutions from the stock solution
were carried out. A first dilution in THF and a second one in water. The dilution factors
were adjusted to obtain the same final concentration Caodipy = 9.0 x 107 mol.L"" and a
water volume fraction from 0% to 70% compared with THF.

Photophysical measurements

Spectra were obtained in 10 mm path length quartz cuvettes. For UV-visible
spectra a Shimadzu UV-visible spectrophotometer UV-2600 was used. Fluorescence
emission spectra were recorded on a Fluoromax-4 spectrofluorimeter (Jobin-Yvon;
Horiba). Signals were corrected from the instrument response and from the lamp
fluctuations. The absorption was checked to be lower than 0.1 to avoid inner filter
effects and fluorescence signals were normalized to account for the absorbance at the
excitation wavelength I, = ﬁ. The nanoparticles’ fluorescence quantum yield

X

was determined using the Bodipy [3] in DCM at 25°C as a reference and ¢—§=
D

F

1-10"40 S_x(n_x
1-10"4x S,
the Bodipy NP, respectively, ®fis the fluorescence quantum yield, A is the absorbance
at the excitation wavelength 670 nm (or 540 nm), S is the integral of the emission curve
and n the refractive index. ny = 1.4242 corresponds to DCM at 25°C and no = 1.33 to
water at 25°C. @2 = 0.007 was determined in chapter 2.

2
~ ) where the index and exponent 0 and x correspond to the reference and
0

Time-resolved fluorescence was measured with the Horiba Scientific NanoLED-
785L (950 V, 781 nm, <200 ps), the deltaHub™ controller and the DeltaDiode™
controller (Jobin-Yvon; Horiba), in a 10 mm path length quartz cuvette on the
Fluoromax-4 (Jobin-Yvon; Horiba). The emission was collected at 820 nm and a preset
peak of 12 000 counts. The lamp signal was collected with a colloidal silica solution
40% by weight (Ludox® HS-40) from Sigma Aldrich to scatter the excitation light. All
fluorescence decays were fitted using the Levenberg—Marquardt algorithm and a non-
linear least-squares fit. The fitted functions were either a bi-exponential function y =

t t

A+ Bje 1+ B,e T2 or a sum of a monoexponential and a Kohlrausch function
t\P t
(stretched exponential) y:A+Ble(_T_1) + B,e T2 (Berberan-Santos, Bodunov, et
Valeur 2005). Fit quality was estimated thanks to the variance of weight residuals x°.
Good fit quality was estimated with x* < 1.2. The average lifetime was estimated for a
B1TZ+B,T#
B1T1+B,T,
lifetimes. The contribution of each species (species 1 and species 2 associated

bi-exponential fit T = with Bithe pre-exponential factors and T; the associated
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BTy

respectively with T1 and T,) was estimated thanks to %1 = = (relative amplitude).

1T1+BT;
For the Kohlrausch function, the distribution function, H(k), was determined thanks to

the inverse Laplace transformation and described in detail in supplementary
information.

The radiative rate constant k; was evaluated using the Strickler-Berg equation

(Valeur et Berberan-Santos 2013), k,, = 2.88 x 10~°n? _fi(VF_)dVF_ fg(vf)dv“‘. The non-
[VEPF(WR)dv Va

radiative rate constant was estimated from 7 and k; values: k,, = %— k.. The Bodipy

NPs' Forster radii Ro were calculated as described in (Wu et Brand 1994) with an
orientation factor of 0.476 (for molecules randomly oriented in a rigid matrix) (Valeur
et Berberan-Santos 2013), water refractive index of 1.33, and the molecular Bodipy
extinction coefficient (80 000 L. mol™.cm™ at 757 nm). The Bodipy NPs' QY in absence
of acceptor was supposed to be the NP-2.5% QY (0.009), as for NP-2.5% the Bodipy
is the most dispersed in the polymer matrix.

Fluorescence anisotropy

Steady state anisotropy was measured with the Fluoromax-4 spectrofluorimeter
(Jobin-Yvon; Horiba), excitation at 670 nm, emission between 700-850 nm, slits width
12 nm and polarizers L-format FM4-2000 from Horiba aligned with a Ludox® HS-40
solution. Four signals were collected: S1_hh, S1_hv, S1_vv and S1_vh and the G-factor

was calculated at each emission wavelength G = ;H—V The mean steady state anisotropy
HH

— . — Iyy—GXI . .
7 was estimated over the range 780-850 nm: 7 = % Time resolved anisotropy
vv VH

experiments were performed with a titanium sapphire Ti:Sa oscillator (Spectra Physics,
Mai Tai HP) (80 MHz, 100 fs pulse duration) with excitation at 690 nm, and a
fluorescence detection at 820 nm (10 000 hits, 1.2 nm slits width). Time-correlated
single-photon counting (TCSPC) method was used to measure the fluorescence decay
curves. The repetition rate was reduced at 4 MHz thanks to a pulse picker (GWU
Lasertechnik, UHG-23-PSK). Beam power and polarization were modulated with
respectively an intensity attenuator filter wheel and a Fresnel rotator. Fluorescence was
observed at 90° through a monochromator (CVI Laser Corporation, Digikrom CM110),
a long pass filter (Schott, RG9), and a polarizer by means of a micro channel plate
photomultiplier (Hamamatsu, MCP-PMT R3809U-50), connected to a TCSPC module

(Becker & Hickl, SPC-630). The G-factor was determined at 820 nm = % , and

time resolved anisotropy was calculated with r(t) = yy@®-Gxlvu® 0 and 1, are
Iyy (®)—-2GxIyy(t)

respectively the anisotropy values at t = 0 and at infinite time. The number of energy

homo-transfer was evaluated thanks to: Naggregates = 7 / 7o (Chan, Kaminski, et Kaminski

Schierle 2011; Reisch et al. 2014; Bader et al. 2007), with ro the anisotropy value for a

monomer in the absence of rotation (ry = one = 0.4) (Valeur et Berberan-Santos 2013)
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and re the anisotropy of the NP at infinite time. Rotational diffusion times were

4mR°1 \vith R the NP
3kT

radius in meter, n the water viscosity in Pa.s, k the Boltzmann constant, and T the
temperature (298.15 K).

estimated with the Stokes-Einstein equation for spherical NP: 75 =

Solvatochromism

A stock solution of Bodipy [3], So, was prepared for each solvent in a 20 mL
volumetric flask by dissolution of 3-5 mg of Bodipy [3]. Five different concentrations
were obtained for each solvent, by successive dilution from the stock solution
(successive dilution factors x20, x2, x5, x2, x2). For methanol, ethanol and cyclohexane,
Bodipy [3] was not soluble in So. To favor the solvation, the stock solution was prepared
with 5% volume of chloroform. Absorption spectra were obtained with the same
experimental protocol as described above. The Bodipy [3] extinction coefficient was
obtained for each solvent, from the slope of the curve A7s7nm = f (Cgodipy). Solutions with
an absorbance value lower than 0.1 at the maximum were selected to measure the
fluorescence spectra. For methanol, ethanol, and cyclohexane, solutions without
chloroform were studied. The fluorescence spectra were obtained by the same method
as described above. For the emission spectra were measured with an excitation
wavelength in the vibronic shoulder. The absolute fluorescence quantum yield was
determined for each solvent with the Horiba K-sphere. The fluorescence spectra and
the excitation spectra were compared to a diffusive blank colloidal silica solution
(Ludox® HS-40). The Fluorescence lifetime experiments were conducted as described
above, excitation at 781 nm with Horiba Scientific NanoLED-785L (950 V, 781 nm, <200
ps, serial number 16601), emission detected at the maximum. For cyclohexane the
excitation was done at 667 nm with the Horiba Nanoled-670L (950 V, 667 nm, <200ps,
serial number 14482). Toluene, chloroform and DCM fluorescence decays were fitted
with a mono exponential function. A biexponential function was used for cyclohexane,

dioxane and DMSO and a triexponential one for EtOH and MeOH. For biexponential

2
- _ i BT}

and triexponential, average lifetime was estimated: 1 with B; the pre-

iPili

exponential factors and Ti the associated lifetimes.
Transient absorption spectroscopy

Transient absorption spectroscopy experiments were performed with a home-
built setup (Mendes Marinho et al. 2017). A Nd YAG laser (4 ns, 10 Hz, 8 mW) with an
optical parametric oscillator was used as a pump at 680 nm. A ns pulse with light
continuum laser (LEUKOS) (20Hz) was used as a probe. The probe beam was separated
into two different pathways, one used as a reference to correct the pulse to pulse
energy fluctuation (detection with a Princeton Instrument CCD (ICCD) detector PIMAX
4) and the other to probe the Bodipy NP (detection with Jobin— Yvon spectrograph
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SPEX 270 M). The measured differential absorbance is defined as: AA(At) =

on off
I . .
—log [ ’;f,‘;”] + log [ iZj’f}el with I3, and % the probe and reference signal when the
ref ref

1277 and 19/

pump laser is activated. I, ref

the probe and reference signal when the pump

is not activated. Spectra were obtained in 10 mm path length quartz cuvettes with a
volume of 1 mL. All the solutions were purged with argon and the absorbance values,
at the band maximum, were fixed at 0.4 for all the solutions. Dilution factors for NPs
were: x2, x10.7, x15.4 for NP-5%, NP-25% and NP-50%, respectively. For Bodipy in
DCM the concentration was Ceodipy = 5.0x10® mol.L™". For all samples, absorbance
spectra were checked before and after the purge. To compare Bodipy NPs and Bodipy
solution in DCM, the transient absorption spectra were observed at the same fixed
delay between pump and probe: Ops.

3.2.10 Photoacoustic spectrum measurements

Photoacoustic excitation spectra (PES) were obtained on a home-built calibrated
photoacoustic spectrometer (Sarkar et al. 2021). The setup is composed of a tunable
nanosecond laser to excite the sample (680-970 nm, pulse width <8ns, pulse repetition
rate: 20Hz, SpitLight 600 OPO, Innolas, Germany). Photoacoustic excitation spectra
(PES) 680-970 nm were obtained with 10 nm steps. Ultrasound (US) detection was
performed with an US linear array (L7-4, ATL, USA) driven by a programmable US
machine (Vantage, Verasonics, USA) used in receive-only mode. Samples (15uL) were
injected in PTFE tubes (inner diameter: 0.2 mm, Bola, Germany) using 33-gauge needles
and a 50pL glass syringe (Hamilton). Tubes were placed at a distance of 2.5 cm from
the detector surface and perpendicular to the imaging plane. For acoustic coupling,
the tubes and the US detector were immersed in a thermostatic water tank. The
temperature was maintained at 25°C for the stability of thermodynamic parameters
implied in the photoacoustic process such as the speed of sound and the Griineisen
coefficient. Excitation light was guided in a fiber bundle with two outputs arranged in
lines, placed on each side of the US detector, immersed in water, and oriented toward
the imaging plane. The illumination surface was evaluated in air to be rectangular with
a width of 1 cm along the direction of the tube and a length of 5.5 cm. With this
illumination surface and the total energy at the fiber outputs (Thor LabOphir Photonics
power meter), the fluence at the location of the tube was evaluated to have a maximum
value of 3.5 mJ.cm™ at 760 nm. With polarizing optics between the output of the laser
and the input of the fiber bundle, the fluence at 760 nm was varied between 3.5 mJ.cm"
2 and 0.3 mJ.cm™, by steps of 0.63 mJ.cm™. This fluence does not account for the light
propagation in water (about 3 cm from the fiber output to the tubes) which is expected
to reduce the angular divergence of light and also the light energy due to absorption.
Moreover, the laser energy was not constant over the whole spectral range and had a
maximum around 730 nm (figure S1). For each fluence, the PA spectrometer was
calibrated with a solution of CuSOg4, 5H20 at a concentration of 0.25M. Following this
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calibration, samples were injected successively. For each laser fluence, five Bodipy NPs
were studied: NP-2.5%, NP-5%, NP-10%, NP-25% and NP-50%. NP-50% were
diluted 3 times and NP-25% were diluted 2 times, no dilution was done for NP-2.5%,
NP-5% and NP-10%. We verified that no detectable absorption remained in the tubes
between 2 samples by systematically measuring a background reference (water). The
photoacoustic excitation spectra (PES) were computed and converted in spectroscopic
units (photoacoustic absorbance: PAbs). A total of 15 spectra were measured by
samples (30 spectra for the lowest fluence 0.35 mJ.cm™). The median values and the
Median Absolute Deviation (MAD) MAD = 1.4826 .median(|PAbs; — median(PAbs;)|)
were computed. To check that the photoacoustic signal variations with the laser fluence
do not arise from experimental artifacts, photoacoustic excitation spectra of a nigrosin
(CAS 8005-03-6) solution (water, C = 4.84x10 or 9.51x10* mol.L"") were determined
at 25°C with the same laser fluences used for Bodipy NPs and compared to the
absorption spectra.

The theoretical fluence saturation at 680 nm and 760 nm, was calculated thanks

yl _ 1 hc .
to Figruration = T T —c YL (Paschotta s. d.), h the Planck constant, c the light

speed in vacuum in m.s', A the wavelength of the laser in m, and ggodipy the Bodipy
extinction coefficient (L.mol™".cm™) and F the saturation fluence (J.cm™). godipy (757 NM)
=80 000 L.mol".cm™ and ggodipy (680 nm) = 33 200 L.mol".cm™. By definition at Fiaser
= Fsaturation, 37% of the initial absorbance signal is lost.

The photoacoustic generation efficiency (PGE) quantifies the conversion
efficiency of optical energy into pressure (Werner et al. 2020). Here, we use a
dimensionless PGE equal to 1.0 for a sample for which the absorbed optical energy is
fully converted into pressure in a medium with the Griineisen coefficient of the water.
The conversion of the measured spectra in PAbs was performed using a PGE of 1.107
for the solution of CuSOs4 5H>O used for the calibration, due to the Griineisen
coefficient of the solution. By analogy with the fluorescence quantum yield that takes
into account the whole range of emitted photons divided by the whole range of
absorbed photons, we have defined the PhotoAcoustic Yield (PAY). It is the ratio of the
contributing photons to the acoustic signal, to the absorbed photons:

[{2pabsar ,
PAY = 1,12—“1. With A1 = 680 nm, A2 = 870nm, the experimental spectral

A1
range studied. The integrals were calculated on the experimental spectral range thanks
to the Origin software (OriginLab) and the trapezoidal rule. The PAY corresponds to
the acoustic yield over the whole spectral range. The PAY was calculated, for each NP
batch, from photoacoustic excitation spectrum measured with a low fluence (0.98

mJ.cm™), to avoid non-linear effects. We have also calculated the acoustic efficiency at
PAbSmax(A)

Amax(A)
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3.2.11

By comparison with the fluorescence brightness, we defined a photoacoustic
brightness Bpa (A) .

Bra (A) = NPpLA-Bodipy X EPLA—Bodipy()\) x PAY = enp(A) x PAY, with N the number of
PLA-Bodipy per NP, gpia-sodipy the polymer extinction coefficient (mol.L"".cm™) and enp
the NP extinction coefficient. NP photoacoustic brightness was calculated, for each NP
batch, from PAY value calculated with a low laser fluence (0.98 mJ.cm™), to avoid non-
linear effects.

PES and UV-spectra fitting

Gaussian peak fitting was found to adequately model the spectral shape of the
absorption spectrum of indocyanine green (ICG) (Jaiswal et al. 2021). As for ICG
modeled by a sum of two Gaussian functions, the absorption spectrum of Bodipy
comprises a dominant peak (at 760 nm) and a vibronic shoulder (680-700 nm).
Therefore, we implemented a decomposition of the absorption and PA spectra into
Gaussian functions. We used a fitting algorithm based on a nonlinear least-squares
solver (trust-region-reflective method) to determine the amplitude a;, the central

wavelength Aj and the Gaussian Root Mean Square (RMS) width w; of each Gaussian
(A-2;)?
2w?

function of the sum. S(1) = Y; a;exp(— ) . We found that for the spectral range

covered by the PA spectra, the spectra could be fitted by the sum of two Gaussian
functions centered around A1 760 nm (called red Gaussian function) and Az = 680 nm
(called blue Gaussian function). However, as the PA spectra starts at 680 nm, the
Gaussian fitting leads to a large variability for the second Gaussian function. Therefore,
we first implemented the Gaussian peak fitting on the absorption spectra and then
used the parameters A2 and w>, as well as A1 to fit a1, a2 and w1 for the different PA
spectra.

The absorption spectra were acquired in a broader wavelength range (400 nm -
900 nm) than the PA spectra. However, the absorption did not decrease to almost zero
around 610 nm, but increased again to a third peak centered at 540 nm. We chose to
restrict the wavelength range from 530 to 870 nm to add a third Gaussian function
centered around Az = 540 nm. The parameters Az and ws of this third Gaussian function
as well as A; and w> of the second Gaussian were found consistent for NP-10%, NP-
25% and NP-50% (about 0.1-0.5% standard deviation). For NP-2.5% and NP-5%, the
scattering was no longer negligible, resulting in a wider fitted peak for third Gaussian
function with in turns induced some variation on Az. To avoid this effect, we chose to
set the parameters A\> and w; to the median value over the NP with three highest
concentrations in Bodipy (i.e. 10, 25 and 50%): A2 fixed = 685.05 nm and wafixed = 37.04
nm . Then, we performed again a Gaussian peak fitting but with two Gaussian functions
only (blue Gaussian at 685.05 nm and red Gaussian around 760 nm) and in the range
670 nm - 870 nm, to determine the parameters a1, A1, w1 and az for each nanoparticle.
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3.3

As the absorption spectra, the PA spectra were fitted with the sum of two
Gaussian functions (blue Gaussian at 685.05 nm and red Gaussian around 760 nm). For
the second Gaussian function Azfixed and Wz fived Were used. As the wavelength step of
the PA spectra was loose (every 10 nm), we found that A1 could be imported from the
absorption spectra for each nanoparticle without altering the quality of the fit. This
solution facilitated the comparison between the two spectral modalities.

The optimization algorithm could not directly use the uncertainty of the
measurements. Therefore, we chose to feed the optimization algorithm not with the
median value but with all the spectra to determine a1, w1 and az for each NP.

By exploiting the fitted curves, a mean photoacoustic generation efficiency of

. . . —_— Ab . .
the vibronic shoulder was defined as PGEy;,,, = M, the ratio of the integrated

A
blue
blue Gaussian function for photoacoustic to the integrated blue Gaussian function for
absorption. The mean PGE value of the vibronic shoulder was calculated for each NP
and each laser fluence and plotted on a heat map. The mean PGE value was calculated

. _— b .
for the maximum and red part of the band: PGE,.; = M, the ratio of the

red

integrated red Gaussian function for photoacoustic to the integrated red Gaussian
function for absorption. The mean PGE value of the red part of the band were
calculated for each NP and each laser fluence and plotted on a heat map.
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Figure 3.1 : Molecular structure of the Bodipy [3] and PLA-Bodipy [4] and schematic
representation of the photoacoustic activated Bodipy NP.

Bodipy [3] was synthesized with the three-steps one pot protocol described in
details in chapter 2. As already demonstrated in our previous work (chapter 2), the
introduction of two electron-donating groups: 4-(N,N-dimethylamino)styryl, shifts the
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maximum of absorption close to the Near Infra-Red region (757 nm) and introduces
an Internal Charge Transfer (ICT) that quenches the Bodipy fluorescence (QY = 0.007
in dichloromethane). Bodipy [3] exhibits strong absorption properties € (757 nm) =
80000 Lmol'.cm™ in dichloromethane and its low fluorescence favors high
Photoacoustic signal. Ring Opening Polymerization (ROP) of DL-lactide was initiated
by the Bodipy alcohol function to obtain a PLA-Bodipy [4] (14 500 g.mol™") (figure 3.1).
PEGylated Bodipy NPs were formulated by emulsion—evaporation technique by mixing
different mass percentage of PLA-Bodipy [4] (from 2.5% to 50%) compared to PLA-
PEGso00 [6]: NP-2.5%, NP-5%, NP-10%, NP-25% and NP-50%. The synthesized NP are
monodispersed with a 100 nm diameter.

The Photoacoustic excitation spectra of the Bodipy NP are presented in figure
3.2 and figure S2. The pressure signal recorded on the photoacoustic setup was
converted into spectroscopic units (photoacoustic absorption: PAbs) thanks to a
calibration step with copper sulfate pentahydrate described in details in (Sarkar et al.
2021). PAbs represents part of the absorption that contributes to the acoustic emission.
With a 100% Photoacoustic Yield (PAY) a perfect match between the Photoacoustic
excitation spectra (PES) and the absorption spectra should be observed since all the
absorbed energy would be converted into an acoustic wave. PES (triangle) and
absorption spectra (continuous line) were compared (figure 3.2a, 3.2b and figure S2).
Absorption spectra and PES for NP-2.5% and NP-50% have very close spectral shapes.
The maximum of absorption is around 760 nm and the vibronic shoulder at 680 nm.
Similar results are observed for all the batches (NP-2.5%, NP-5%, NP-10%, NP-25%,
NP-50% figure S2). A slight red shift is observed on the absorption spectra and PES as
the PLA-Bodipy amount increases. For NP-2.5% we can observe, at any excitation
wavelength, a lower PAbs compared to absorption. The relative gap (Rg) between
absorption and photoacoustic absorption is about 27% at the maximum of absorption.
This relative gap is reduced when PLA-Bodipy increases. For instance, only a 9.1%
relative gap is observed for NP-50%. Thus, PES and absorption spectra are getting
closer with higher PLA-Bodipy amount. By analogy with the fluorescence quantum
yield, the PhotoAcoustic Yield (PAY) was defined as the ratio of the integrated PAbs to
the integrated absorption over 680-870 nm range (whole studied spectral range). It
represents the overall efficiency of energy conversion between the absorbed light and
the emitted acoustic wave. NP-2.5% exhibits a 69.3% PAY and PAY is increasing up to
92.8% as PLA-Bodipy increases to 50%. NP-10%, NP-25% and NP-50% all display
PAYs higher than 85%. Thus, PAY seems to increase a lot between 2.5% and 5% of PLA-
Bodipy, and changes only slightly above 10% of PLA-Bodipy. It appears that the
photoacoustic efficiency is correlated with percentage of PLA-Bodipy in NPs.
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Figure 3.2 : Absorption spectra (continuous line) and photoacoustic excitation spectra
(PES) (triangle) for nanoparticles batch. (a) NP-2.5% (yellow), (b) NP-50% (green). Laser
fluence 0.98 mJ.cm™. PhotoAcoustic Yield (PAY) was obtained by doing the area ratio
of PES and absorption spectra for each NP batch (680-870 nm). Rg: relative gap

A —PAbs TR
RGmax = 100 —=——2% Absorbance values were corrected from dilution factor: no

Amax

dilution for NP-2.5% and 10 times dilution for NP-50%. PAbs values were corrected
from dilution factor: no dilution for NP-2.5% and 3 times dilution for NP-50%.

To better understand NP photophysical properties and how they may be related
to the PAY, NP fluorescence properties were investigated. Figure 3.3a represents the
NP fluorescence emission spectra, from NP-2.5% to NP-50%, with a 670nm excitation.
A fluorescence intensity decrease is observed as PLA-Bodipy amount increases. The
highest fluorescence signal is obtained for NP-2.5% and the lowest for NP-50%. The
maximum band position is red-shifted as PLA-Bodipy increases. NP fluorescence QY
relative to the Bodipy [3] QY (®r/®f°) was calculated (figure 3.3b and table S1). The NP
QY is decreasing with the increase of PLA-Bodipy percentage. NP-2.5% have a 125%
relative QY, when NP-50% have a 12% relative QY. We observed a 113% loss of the
fluorescence QY. As Bodipy [3] is a charge transfer Bodipy, matrix effect may influence
the QY and the spectral shift (Valeur et Berberan-Santos 2013). On the other hand, high

dye-loaded polymer NPs are well known to enhance fluorescence Aggregation Caused
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Quenching (ACQ) and red-shift behavior (Wagh, Qian, et Law 2012; Andreiuk et al.
2019; Grazon et al. 2014; Saxena, Sadoqji, et Shao 2004).
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Figure 3.3 : (a) Emission spectra of the nanoparticles (Aex= 670 nm, slit width 10 nm and
A < 0.1). (Yellow, Bodipy NP-2.5%), (blue, Bodipy NP-5%), (orange, Bodipy NP-10%),
(grey, Bodipy NP-25%), (green, Bodipy NP-50%). (b) Fluorescence quantum yield (red
circle) evolution as a function of the PLA-Bodipy mass percentage, excitation at 670
nm. Fluorescence quantum yield (&) relative to Bodipy [3], 298 K (@° = 0.007). <R>:
distance of the nearest neighbor between Bodipy (green triangles) evolution as a
function of PLA-Bodipy mass percentage. <R> is obtained with the mean Bodipy
number per NP per nm3 (np) and <R > = 0.554 X # (Santos 1986). The blue line
P

represents Ro (hm), the Forster Radius for Bodipy NPs.

To discriminate between ACQ or matrix effect, solvatochromism was studied
(figure S3, table S2). For absorption, emission and excitation spectra of Bodipy [3], a
bathochromic shift was observed with increasing the solvent polarity. The Stokes shift
is increasing with the solvent polarity (Et(30) polarity scale (Reichardt 1994)), from 499
cm™ for cyclohexane to 1294 cm™ for methanol. A positive solvatochromism is
noticeable, highlighting a higher excited state dipolar moment compared to ground
state for Bodipy [3] (Valeur et Berberan-Santos 2013). The charge transfer nature of
the electronic transition, from the donor aniline group to the acceptor Bodipy main
core, can explain the higher excited state dipole moment. Similar results were obtained
in literature with a close Bodipy structure, and the charge transfer nature of the
transition was demonstrated by electron density calculations (Galangau et al. 2010).
For apolar solvents (cyclohexane, dioxane, toluene, chloroform) a locally excited (LE)
emission band was noticeable at low wavelength (700 nm). This emission arises from
the Franck-Condon state. At higher wavelength, the solvatochromic main band
corresponds to a Twist Intramolecular Charge Transfer (TICT) state where the
dimethylamino group may have twisted 90° compared to the aromatic ring (R. Hu et
al. 2009; C. Wang et al. 2021). For the different solvents, no change of the fluorescence
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spectra was observed with the excitation wavelength. In hydrophobic solvent the
Bodipy [3] QY was improved, QY = 0.16 in cyclohexane. In polar solvent the Bodipy
intramolecular charge transfer is favored and the fluorescence was reduced (QY = 0.009
in methanol). The quenching effect caused by charge transfer was demonstrated in
(Galangau et al. 2010), with a close Bodipy structure, and an increased fluorescence
when the charge transfer is avoided with a protonated amino group. The increased
fluorescence QY in apolar solvent can explain the slightly higher QY value for NP-2.5%
compared to the Bodipy [3] in DCM ((®/®° = 125%). In NP-2.5%, the Bodipy
monomer lies in a hydrophobic and rigid polymer matrix which favors fluorescence
more than in DCM. For NPs, no trace of a LE state was observed at low wavelength.
Moreover NP red-shifted emission and absorption are less marked than what was
observed in the solvatochromic experiments. NP fluorescence loss might arise from
ACQ effect rather than from matrix effect.

To investigate the presence of several emitters, excitation was changed.
Fluorescence emission spectra with a 540 nm excitation were measured (figure S4). The
molecular Bodipy [3] emission fluorescence spectra (figure S4b) in DCM are unchanged
whatever the excitation wavelength (670 or 540nm). However, for the NP batches, the
fluorescence spectral shape is changing upon excitation wavelength change (figure
S4a, table S3). Spectral deformations are magnified with high PLA-Bodipy amount. The
higher PLA-Bodipy percentage, the weaker the blue shoulder (793 nm; -39% from NP-
2.5% to NP-50%) and the higher the red shoulder (840 nm; +49% from NP-2.5% to
NP-50%) (figure S4d emission). On the contrary, no spectral change with the excitation
wavelength was observed in the solvatochromic experiments. This is a good clue to
highlight the presence of ACQ in Bodipy NPs. NP relative QY measured with a 540 nm
excitation is also decreasing (table S1), but values are slightly different from those
obtained with a 670 nm excitation. For all NP batches, the fluorescence emission bands
with a 540 nm excitation are thinner than those with a 670 nm excitation (table S3). The
Full Width at Half Maximum (FWHM) is sharpening with an increased PLA-Bodipy
loading from 927 cm™ to 786 cm™ for the emission with a 540 nm excitation. The same
sharpening of the band is observed with the emission spectra with a 670 nm excitation
(from 1187 cm™ to 907 cm™). Excitation spectra of the Bodipy NP show an increased
red shoulder (815nm; +29% from NP-2.5% to NP-50%) with the PLA-Bodipy amount,
but no change in the blue shoulder (700 nm) was observed (figure S4c and S4d).

Change of the fluorescence emission spectra with the excitation wavelength for
Bodipy NPs and not for Bodipy [3] in DCM, is characteristic of the apparition of a new
species inside NPs. The increased spectral deformation with the PLA-Bodipy content is
a strong clue for the appearance of aggregated Bodipy inside NPs. Bodipy aggregation
can be explained with the exciton theory and two models of aggregates: sandwich like
H-aggregates and head-to-tail or head-head J-aggregates (Kasha, Rawls, et Ashraf El-
Bayoumi 1965; Wurthner, Kaiser, et Saha-Moéller 2011; Biinau 1970; Vu et al. 2013). The
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red shoulder increase (emission and excitation spectra) and the red-shift observed in
absorption and emission spectra with an increased PLA-Bodipy amount, could arise
from red emitters formation: J-aggregates (Gu et al. 2021; K. Li et al. 2021; W. Hu et al.
2019). Moreover, a sharp emission band of about 641 cm™ for Bodipy J-aggregates
and about 1061 cm™ for Bodipy monomer can be found in the literature (Vu et al.
2013). The sharpening of NP emission spectra is a good clue for J-aggregates
formation. The blue shoulder decrease in the NP fluorescence emission spectra
highlights the disappearance of fluorescent Bodipy, which may be attributed to the
non-aggregated Bodipy monomer. On the Bodipy [3] structure, alkyl chains on the
alpha and beta positions of the Bodipy core are known to induce a twisted
pentafluorophenyl (meso position) out of the Bodipy plane by steric hindrance. Similar
Bodipy structure in literature show dihedral angle between the indacene plane and the
phenyl ring between 55°-88° (Galangau et al. 2010; K. Li et al. 2021; Lempke et al. 2015;
Mula et al. 2008; Duan et al. 2019). The bulky and perpendicular pentafluorophenyl ring
can favor J-aggregation compared to H-aggregation thanks to lower intermolecular mt-
Tt interactions by steric hindrance (K. Li et al. 2021; Descalzo et al. 2019; Tian et al. 2018;
Duan et al. 2019). No clues for the formation of non-fluorescent H-aggregates inside
the NP were observed on the NP spectra (absorption blue shift, broadening band in
absorption). The QY decrease could come either from dark species formation: energy
transfer between emitters (EET) down to a trap (J-aggregates could act as traps), the
presence of less fluorescent J-aggregates, or formation of poorly fluorescent
aggregates with intermolecular charge transfer (Vu et al. 2013; W. Hu et al. 2019).

To better decipher the aggregation behavior, Bodipy [3] reprecipitation was
studied in different water/THF mixture (figure S5-S7), with THF acting as a good solvent
and water a bad solvent. A red shifted absorption and emission are noticeable when
the water fraction is increased. First, we observe a decrease of the fluorescence
emission with the water fraction increase. Moreover, at high water fraction, very similar
spectral distortions (blue and red shoulder) that the one of Bodipy NP can be seen. For
fluorescence emission (540 nm excitation), one can highlight a +48% red shoulder (840
nm) increase and a -41% blue shoulder (793 nm) decrease (figure S6) between 0% and
70% water. Those band ratio variations are really close to those obtained within Bodipy
NPs. Water/THF excitation spectra (figure S7) highlight a huge increase of the red ratio
at 815 nm (+150%) with the water fraction. Red shift in absorption and emission as well
as the red shoulder increases are good clues for J-aggregates formation at high water
fraction. The blue shoulder decrease in emission might arise from monomer
transformation in aggregated species. The nanoprecipitation experiments, with an
increased water fraction, were in good agreement with the observed fluorescence
evolution of NPs with an increased PLA-Bodipy amount. As already stated above: The
fluorescence loss with an increase water fraction could come from energy migration to
a trap, the presence of less fluorescent J-aggregates, monomer to less fluorescent J-
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aggregates energy transfer, or intermolecular charge transfer state (Vu et al. 2013; W.
Hu et al. 2019).

For Bodipy NPs, distances to the nearest neighbor <R> (figure 3.3b) were
estimated as described in (Santos 1986) thanks to the mean Bodipy number per NP per
nm? (NpLa-sodipy) Calculated in details in chapter 2. <R> is decreasing from 6.2 nm for
NP-5% to 3.9 nm for NP-50% but the values are probably overestimated, as the NP
volumes were calculated using NP hydrodynamic diameters. As a matter of fact, Bodipy
hydrophobicity is likely to favor aggregation in NP core and not in the hydrophilic
polyethylene glycol shell (Grazon et al. 2014; Hamon et al. 2016) (further details in
chapter 4, 4.3.3). In literature, some J-aggregated Bodipy with a Tt-mt distance of 0.4-1.7
nm are reported (K. Li et al. 2021; Duan et al. 2019; X. Guo et al. 2020; Y. Zhang et al.
2021; Ozdemir et al. 2009). Those values are close to the over-estimated nearest
neighbor <R> Bodipy values (6-4 nm). The Bodipy mean distance is reducing with the
Bodipy loading, in the same way as the NP QY (figure 3.3b). Spatially close Bodipy in
NPs could favor self-energy transfer as well as aggregation. The Forster radius (Ro) were
calculated for the Bodipy NPs and indicated table S1 and on figure 3.3b (blue band).
<R> values are close to NP Forster radius 3.4 nm, and demonstrates the possible
existence of energy transfer inside Bodipy NPs. The energy transfer can actually be of
two different natures: excitation migration, through Fortser Resonance Energy Transfer
(FRET) between several identical emitters (such as J-aggregates or monomers) also
known as homo-FRET, or energy transfer between different emitters (hetero-FRET eg.
Monomer to J-aggregates). The very high fluorescence quenching inside Bodipy NPs
could either come from hetero-FRET from monomer to less-fluorescent aggregates, or
homo-FRET and energy migration down to a trap or both. Such behavior is consistent
with literature, dye loaded polymeric nanoparticles are known to exhibit multi-steps
energy transfers between aggregates (homo-FRET or exciton diffusion) (Reisch et al.
2014; Andreiuk et al. 2019; Ho et al. 2013; Wagh et al. 2013).

We have demonstrated that an increased dye loading is likely to favor J-
aggregated Bodipy formation in NPs and fluorescence quenching. Time-resolved
experiments were performed in order to better decipher deactivation pathways and
how they can be connected to acoustic wave generation (figure 3.4a). The fluorescence
lifetime of Bodipy NPs is decreasing as PLA-Bodipy content increases. The fastest
fluorescence deactivation is observed with NP-50% and the longest one with NP-
2.5%. Mean fluorescence lifetimes (t) were estimated thanks to a bi-exponential fit
(Table S4). The mean lifetime decreased from 1.22 ns for NP-2.5% to 0.27 ns for NP-
50%. The excited state lifetime is decreasing as PLA-Bodipy increases, as for the QY
values, suggesting a stable radiative rate constant (k) and favored non radiative decays.
The radiative rate constant k; was calculated with the Strickler-Berg relation (Strickler
et Berg 1962) (table S4). We observe the same value for all NP batches (kr ~ 1.4x108 s°
"). The non-radiative rate constant knr was estimated and is linearly increasing with PLA-
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Bodipy amount (figure 3.4b, table S4). Excited state lifetime and QY decrease arise from
favored non-radiative decay with as PLA-Bodipy content increases and highlight ACQ
effect in NPs. The y-intercept of the fit, kn® = 7.4x108 s (1.1 ns equivalent lifetime),
corresponds to a limit situation: isolated Bodipy monomer inside a polylactide matrix.
The 1.1 ns lifetime, is close to the one of Bodipy [3] in DCM (1.03 ns) (chapter 2). Similar
knr linear increase was obtained on Bodipy-loaded polymer NPs in literature (Grazon et
al. 2014). The mathematical fit highlights two terms dependency for knr: a constant non-
radiative deactivation of the Bodipy monomer (y-intercept kn® = 7.4x10% s") and the
aggregation caused quenching term, which depends on the PLA-Bodipy percentage:
kaco = 7.08 X 107 X %PLA — Bodipy. The overall equation obtained is: k,, = kp, +
k4co. and a similar equation was noticeable in literature (P. Green et R. Buckley 2015).
According to the fit, above the calculated value of 10.5% PLA-Bodipy, kacq starts to be
higher than kn and aggregation caused quenching becomes the favored deactivation
pathway. For PLA-Bodipy below NP-10%, the favored deactivation pathway is the
Bodipy monomer non-radiative decay (monomer regime). For dye loading above NP-
10%, the favored deactivation is operated by ACQ (ACQ regime). PAY was plotted as a
function of knr (figure 3.4c). PAY highly depends on the Bodipy aggregation state, it is
increasing very fast with knr for low PLA-Bodipy NP: NP-2.5% and NP-5%. After 10%
PLA-Bodipy (PAY = 84.8%), in the ACQ regime, the PAY increase is slower and further
aggregation will poorly change its value. The fit of knr as a function of the PLA-Bodipy
percentage might be used as a highly predictive tool to estimate the minimal PLA-
Bodipy content to be in the ACQ regime. Before performing photoacoustic
experiments, by measuring fluorescence lifetime, one can therefore predict the
minimum PLA-Bodipy content to quickly reach high PAY.

Heterogeneity of the Bodipy aggregates was evaluated by fitting the
fluorescence decays with a sum of a mono-exponential function (Bodipy monomer, T>)
and a stretched exponential function (lifetime distribution of the aggregates, T1)
(Berberan-Santos, Bodunov, et Valeur 2005; Grazon et al. 2014). The fitted parameters
and the curves are indicated figure S9 and S10, and the mono-exponential lifetime was
fixed at T2 = 1.1 ns (Bodipy [3] lifetime in DCM). Results show a decrease in the
aggregates lifetime (T1) from 0.5 ns (NP-5%) to 0.1 ns (NP-50%) with increasing the
PLA-Bodipy percentage. The aggregates lifetime is decreasing due to favored non-
radiative decay thanks to ACQ. Aggregates relative amplitude (%1) is increasing with
the PLA-Bodipy percentage: from 16.3% (NP-5%) to 94.8% (NP-50%). We can notice
that above 10% of PLA-Bodipy, a relative amplitude of the Bodipy aggregates higher
than 50% was obtained (68.4%). As seen before, above 10% PLA-Bodipy, the
aggregation caused quenching is the favored deactivation pathway (ACQ regime). The
beta exponent is decreasing as PLA-Bodipy content increases and highlights an
increased inhomogeneity in the NP (Grazon et al. 2014). The distribution of aggregates
lifetime, H(k), is plotted figure S11a. We can observe a broadening of lifetime
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distribution as PLA-Bodipy content increases that is characteristic of the increased
inhomogeneity in Bodipy interactions. The aggregates rate (%1), obtained with the
fitted parameter for stretched exponential, is plotted as a function of the PLA-Bodipy
percentage and stacked with the Bodipy NP relative QY curve (figure S11b). The
aggregate contribution is increasing (+79%) as the Bodipy QY is decreasing (-88%).
Fluorescence quenching is then indeed related with the aggregate concentration in the
polymer matrix.
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Figure 3.4 (a) Fluorescence decays of NP suspension, excitation at 781 nm with a pulsed
diode <200 ps, emission at 820 nm. (Yellow, Bodipy NP-2.5%), (Red, Bodipy [3] in
DCM), (blue, Bodipy NP-5%), (orange, Bodipy NP-10%), (grey, Bodipy NP-25%),
(green, Bodipy NP-50%), (purple, excitation diode signal). (b) Evolution of the non-
radiative rate constant knr as a function of the introduced mass percentage of PLA-
Bodipy. The rate constants were determined thanks to the Strickler-Berg equation.
Absorbance linear fit: R = 0.9869 and y = 7.08 x 107x + 7.44 x 108. (c) Evolution of
the PAY as a function of the non-radiative rate constant. The red line represents the
curve y = 1. (d) Anisotropy decay of NP suspension, excitation at 690 nm, emission at
820 nm, (blue, Bodipy NP-5%), (grey, Bodipy NP-25%), (green, Bodipy NP-50%),
(purple, excitation diode signal). The figure in the inset is a zoom between 0.1 and 0.2
ns and between -0.1 and 0.4 radian.
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To decipher eventual excitation energy transfer (homo-FRET) within NPs, both
steady-state and time-resolved anisotropy experiments were conducted. Steady state
anisotropy (table S4) is very weak and seems to be independent of the PLA-Bodipy
content: 0.096, 0.065 and 0.108 for NP-5%, NP-25% and NP-50%, respectively. Such
a low value is certainly due to energy transfer between randomly oriented
fluorophores. As Bodipy is dispersed in a polymer matrix, it could very poorly
depolarize by rotation as demonstrated in literature for dye-loaded polymer NPs
(Reisch et al. 2014; Vu et al. 2013; Reisch et al. 2017). The NP glass transition were
determined with differential scanning calorimetry experiments: 30.4°C < Tg < 33.4°C
(table S5). As all spectroscopic experiments were performed at room temperature, we
assume there is no fluorescence depolarization by polymer mobility. Moreover, NP
rotational correlation time was estimated to be about 60-130 ps (Stokes-Einstein
equation), which is too long to depolarize during fluorescence lifetime (about 1 ns).
Fluorescence depolarization is thus likely to occur by ultrafast excitation energy transfer
inside randomly oriented aggregates: Homo-FRET (Reisch et al. 2014; Ghiggino et al.
2000; Colby et al. 2010; Méallet-Renault et al. 2006). Light depolarization is also a good
clue for an amorphous Bodipy structure in NPs. Time resolved-anisotropy experiments
were investigated (figure 3.4d). Anisotropy is decreasing faster with a high PLA-Bodipy
content: <700 ps, <300ps and <100 ps for NP-5%, NP-25% and NP-50%, respectively.
By increasing the percentage of PLA-Bodipy, the number of Homo-FRET is thus greater
and the anisotropy declines more rapidly. The number of energy Homo-transfer is
estimated by the ratio of ro (Bodipy monomer) to the NP infinite anisotropy re (Table
S4) (Chan, Kaminski, et Kaminski Schierle 2011; Reisch et al. 2014; Bader et al. 2007).
For NP-5% there is about 7 Homo-FRET and for NP-25% and for NP-50% about 12
transfers. As demonstrated with QY and fluorescence lifetime experiments, Bodipy
aggregation poorly changes above 10% of PLA-Bodipy. Anisotropy experiments
highlight the presence of increased excitation energy transfer homo-FRET in Bodipy
NPs as PLA-Bodipy increases. Within NPs, energy transfer between identical
fluorophores (J-aggregates or Bodipy monomer): homo-FRET can occur several times
before the energy is emitted (or quenched). With homo-FRET only, no spectral change
and no fluorescence loss should be observed, as the excited species and the emitter
have the same spectral features. Therefore, homo-FRET cannot explain quenching and
lifetime decrease. However, multi steps energy transfers can increase the fluorescence
quenching, as the excitation energy can migrate, on long distance, to reach dark
species (non-fluorescent trap), or less fluorescent J-aggregates (Hetero-FRET), or other
kind of aggregates with intermolecular charge transfer (Hennig et al. 2013; B. Chen et
Wang 2019; Caponetti et al. 2019; Andreiuk et al. 2019; Vu et al. 2013). All of these
processes can be characterized by the generic term ACQ and associated rate constant
kacq. High PLA-Bodipy loadings favor an increased number of energy migrations as
well as quenching. Inspired from literature, 5 different models for energy migration and
guenching were considered (figure 3.5) (Vu et al. 2013). In models 1 and 2, homo-FRET
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takes place between Bodipy monomers and the fluorescence is quenched by energy
migration to a trap. These two models are very unlikely, because spectral deformations
observed with reprecipitation and NP spectra indicate a disappearance of monomers
in favor of aggregated Bodipy. Moreover, fluorescence lifetime experiments show a
huge decrease of the monomer fluorescence contribution at high PLA-Bodipy
percentage. Thus, homo-FRET is likely to operate between fluorescent J-aggregates
(models 3, 4 and 5). In model 3, fluorescence decrease comes from hetero-FRET
between a fluorescent monomer and very poorly fluorescent J-aggregates. However,
the beta parameter and lifetimes distributions (H(k) values) obtained with the stretched
exponential fit highlight an increased inhomogeneity in Bodipy interactions and thus
the probability to form non-fluorescent traps (Dias et al. 2006; R. Chen 2003; Das,
Mishra, et Ghosh 2021). Very probably the excitation energy migrates by homo-FRET
between J-aggregates and reaches a trap that quenches the fluorescence (models 4
and 5). Two competitive phenomena are then likely to influence the infinite anisotropy
values. First, at low PLA-Bodipy loading, the increased PLA-Bodipy percentage is likely
to increase the number of energy transfers, and to decrease the infinite anisotropy.
Above a certain PLA-Bodipy loading, the molecular density of Bodipy is so large that
the formation of non-fluorescent trap is possible. Those traps do not contribute to the
fluorescence anisotropy, and limit the number of energy transfers (Hennig et al. 2013).
The number of homo-transfers remains constant between 25% and 50% of PLA-Bodipy.
At this stage we cannot discriminate between model 4 and model 5.

Hetero-FRET Homo-FRET Hetero-FRET Homo-FRET
¥ J
J M M M M M M Trap M ] J ] ] J j  Trap
Homo-FRET Homo-FRET
"M M M M M M Trap Sy oy 1y oy Tap

Hetero-FRET Homo-FRET

Weak fluorescence

Figure 3.5 : Schematic representation of the different models for excitation energy
transfer and fluorescence quenching inside the Bodipy NP. M is for Bodipy monomer,
J represents the Bodipy J-aggregates and the dark circle is a non-fluorescent trap.
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So far and to summarize we have demonstrated that the fluorescence quenching
by ACQ and excitation energy transfer could highly favor non-radiative deactivation
and therefore increase the PAY up to 93%. Above 10% of PLA-Bodipy, the ACQ regime
is reached with about 12 energy migration steps and a PAY greater than 90%. Higher
PLA-Bodipy percentage than NP-10% will poorly improve the PAY.

However, the photoacoustic signal not only depends on the PAY, but also on NP
absorption coefficient. Higher PLA-Bodipy per NP will favor higher photoacoustic
signal because of a greater absorption. For this reason NP-50% exhibit a much higher
PAbs (8.66 at 760 nm) than NP-25% (PAbs = 4.55 at 760 nm) (figure S2), even though
their respective PAY are very similar. By comparison with the fluorescence brightness,
we can define a photoacoustic brightness

Bpa (A) = NpLa-Bodipy - €PLA-Bodipy(A) . PAY = enp(A) . PAY,

with NpLa-odipy the number of PLA-Bodipy per NP, €pia-Bodipy the polymer extinction
coefficient (mol.L"".cm™") and enp the NP extinction coefficient determined in chapter 2.
NP brightnesses are indicated in table S6. The brightest NPs are obtained with NP-
50%, Bpa = 2.2x108 L.mol".cm™. For NP-5%, NP-10% and NP-50%, the photoacoustic
brightness was respectively 1.2x10” L. mol".cm™, 2.5x10” L mol™".cm™ and 7.9x10” L. mol
lem™. To the best of our knowledge, this is the first report of a quantitative
determination of the photoacoustic brightness, thanks to a precise determination of
the NP photoacoustic yield PAY and not only from an estimation based on enp x (1-®)
(Zhou et al. 2019). By comparison with fluorescence imaging, ultrabright Bodipy
polymer NPs exhibit fluorescence brightness of 1.4x108 L. mol™".cm™" (Grazon et al. 2014)
and dye-loaded polymer NPs have fluorescence brightness about 10°-10” L.mol™.cm™
[62, 70, 71]. Herein, we have synthesized NPs with high extinction coefficient (chapter
2) and very high photoacoustic yield that makes them ultrabright photoacoustic
emitters.

The Photoacoustic efficiency was studied over the whole absorption band and
characterized with the PAY. However, one can notice some spectral differences to
compare PAbs and absorbance values. In the blue region, between 680-700 nm, PAbs
and Absorbance are very close, even for NPs with low PAY as NP-2.5% and NP-5%
(figure 3.2 and S2). However, the proximity of PES and absorption spectra is lowered at
the band maximum. To better visualized the spectral variability, absorption spectra and
photoacoustic excitation spectra were superimposed and normalized at 680.6 nm for
each NP batch and the fluence was increased up to 3.5 mJ.cm™ (figure S12). For low
PLA-Bodipy loading, NP-2.5% and NP-5%, in PES, the maximum of the band is closer
to the vibronic shoulder than in absorption spectra. It seems that the maximum band
shrivel up for low PLA-Bodipy loading PES. For NP-25% and NP-50%, a perfect match
was observed between normalized absorption and PES. In literature, this band
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deformation compared to absorption spectra was also observed on photoacoustic
spectra with bis-styryl Bodipy, but never commented nor explained (Ni et al. 2017; W.
Hu et al. 2016). It was also noticeable in literature on fluorescent protein (Laufer et al.
2013). The spectral deformation of the band might arise from non-linear effects caused
by high fluence irradiation on the sample. To verify this hypothesis, 5 different laser
fluence were used, 0.35 mJ.cm™, 0.98 mJ.cm™? and 1.6 mJ.cm™, 2.2 mJ.cm™, 2.9 m).cm
2, 3.5 mJ.cm™? and photoacoustic spectra plotted and compared with absorption
spectra measured on a classical UV-visible spectrophotometer (with no fluence
variation) (figure 3.6). For each NP batch, the photoacoustic absorbance is reduced as
fluence increases. The PAbs is getting further and further away from the absorption
spectra with an increased fluence, a signature of energy conversion decrease between
absorbed light and acoustic emission. One can notice that the influence of the laser
fluence is higher on low PLA-Bodipy loaded NPs (NP-2.5%, NP-5% and NP-10%) than
on aggregated NPs: NP-50% and NP-25%. Moreover, as seen before on the PES
spectra (figure S2 and S12), spectral differences are also visible. For each NP batch, the
PAbs loss as fluence increase, is higher at the maximum band than in the vibronic
shoulder (680-700 nm). Very few PAbs variations with the fluence were observed
between 680 and 700 nm for all NP batches.
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Figure 3.6 Absorption spectra (continuous line) and photoacoustic excitation spectra

(dots) of Bodipy NP for different laser fluences. (a) NP-2.5%, (b) NP-5%, (c) NP-10%,

(d) NP-25%, () NP-50%. From dark to light violet respectively 0.35 mJ.cm=, 0.98

mJ.cm™and 1.6 mJ.cm™, 2.2 mJ.cm™, 2.9 mJ.cm™, 3.5 mJ.cm™. The arrow indicates the

laser fluence increase.

To finely characterized and quantify the photoacoustic signal loss, the
Photoacoustic Generation Efficiency PGE was calculated. PGE was already defined in
the literature at a given wavelength A, as the ratio of the photoacoustic signal (PAbs)
to the Absorbance:

PGE(A) = P’:b(;?) (Fuenzalida Werner et al. 2020; 2019; Brown et al. 2015;

Abbruzzetti et al. 1999; Vetschera et al. 2018; Sarkar et al. 2021).
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PGE was calculated for each NP batch and each laser fluence at the band

maximum and plotted figure 3.7 (a) PGE 4y Pibsm“x. Contrary to PAY, which represents

max

the energy conversion over the whole band, PGEmax is a measurement of energy
conversion at a given wavelength. For each NP batch, an increased fluence leads to
lower PGEmayx. This loss of efficiency is the consequence of the PAbs decrease with laser
fluence at the maximum band (figure 3.6). PGEmay is rather stable for NP-50%, PGEmax
= 0.89 at 0.35 mJ.cm™ and 0.85 at 3.5 mJ.cm™, close to the calculated NP-50% PAY
(0.93, figure 3.2). By contrast, low PLA-Bodipy loaded NPs exhibit even lower PGEmax as
fluence increases: 23% decrease for NP-2.5%, from 0.80 at 0.35 mJ.cm™ to 0.57 at 3.5
mJ.cm™. Aggregation can highly reduce the influence of the laser fluence on the
PGEmax. The same irradiations fluences were also evaluated on a nigrosin aqueous
solution (figure S13). No change of the nigrosine spectra is observed with the laser
fluence confirming that PAbs decrease arises from nonlinear effects in Bodipy NPs and
not from experimental artefacts.

We were able to evaluate the photoacoustic generation efficiency at the band
maximum. However, due to significant spectral shift between absorption spectra and
PES, and fewer experimental points for PES (10 nm steps), we were not able to
determine PGE at other wavelengths. To evaluate the spectral dependency of the
photoacoustic efficiency, PES were fitted with two Gaussian functions, one for the
vibronic shoulder at 680 nm (blue curve) and another for the maximum of absorption
and the red part (red curve) (730-870 nm). The same fitting procedure was operated
on absorption spectra for each NP batch. The fitting accuracy is good and the results
are indicated in figure 3.7 (b) and figures S14-S18, for each NP batch and each laser
fluence. Fitting allows to differentiate the acoustic efficiency from the vibronic shoulder
and from the maximum band. Thus, a mean photoacoustic generation efficiency of the
vibronic shoulder was defined as:

—_— PAb . . . .
PGEy,. = M, the ratio of the integrated blue Gaussian function for

blueA

photoacoustic to the integrated blue Gaussian function for absorption.
The mean PGE value was calculated for the maximum and red part of the band:

S Ab . . . :
PGE,.; = w, the ratio of the integrated red Gaussian function for
redA

photoacoustic to the integrated red Gaussian function for absorption. PGE};,, and
PGE,,, are plotted as a heat maps (figure 3.7 (c) and (d)).
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Figure 3.7 (a) Photoacoustic generation efficiency at the maximum of the band (PGEmax)
as a function of mass percentage of PLA-Bodipy. From dark to light violet respectively
0.35 mJ.cm™ (triangles), 0.98 mJ.cm™ (squares), 1.6 mJ.cm™ (circles), 2.2 mJ.cm™
(rhombus), 2.9 mJ.cm™ (stars), 3.5 mJ.cm™ (upside down triangle). The arrow indicates
the laser fluence increase. (b) Photoacoustic excitation spectra of NP-50% with a 3.5
mJ.cm laser fluence (dark triangles). Total fit curve (yellow) composed of two Gaussian
functions (in red and blue). NP-50% were diluted three times. (c) Heat map generated
from the blue Gaussian function. The grey scale represents the PGE,;,,. value, ratio of
the integrated blue Gaussian band for photoacoustic to the integrated blue Gaussian
band for absorption. (d) Heat map generated from the red Gaussian function. The grey
scale represents the PGE,.q value, ratio of the integrated red Gaussian band for
photoacoustic to the integrated red Gaussian band for absorption.

PGE},,. values are very high, between 0.8 and 1 for each NP and each fluence
and seem to be randomly distributed, with no clear evolution with the laser fluence,
nor the PLA-Bodipy loading. For each NP batch, the standard deviation of PGE,;,,
values were between 3 to 7%, which is negligible. The blue vibronic shoulder is very
efficient for photoacoustic emission and its photoacoustic generation efficiency does
not depends on the laser fluence. By contrast, the red band is highly affected by the
laser fluence. For each NP batch, we can observe a decrease of the acoustic efficiency
with an increased laser fluence. For NP-50% a 9% decrease of PGE,.; between 0.35
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mJ.cm™ and 3.5 mJ.cm™laser fluence is observed and for NP-2.5% a 20% decrease was
measured. As seen before, the photoacoustic signal loss is reduced with NPs containing
aggregated Bodipy. The lowest photoacoustic efficiency for the maximum band,
PGE,.4 = 0.53, was observed with NP-2.5% and 3.5 mJ.cm™ irradiation. The highest
PGE, .4, was measured with NP-50% (0.98 mJ.cm®) PGE,.4 = 0.96. To summarize, on
the one hand, the vibronic shoulder shows high photoacoustic generation efficiencies
and no variation with the laser fluence nor the PLA-Bodipy loading. On the other hand,
the maximum band highly depends on laser fluence and PLA-Bodipy loading
decreasing with increased laser fluences and decreased PLA-Bodipy loading. High
energy non-linear effect seems to only affect the Bodipy maximum band.

To better understand the nonlinear effect, ns-transient absorption experiments
were conducted. The Bodipy [3] nanosecond transient absorption spectra in DCM are
plotted in figure S20. Bodipy triplet is not observed, and the excited state goes back to
the ground state in about a few nanoseconds. The transient absorption spectra of
Bodipy highlights the presence of excited state absorption between 550 and 675 nm,
the presence of stimulated emission between 790 nm and 850 nm, and the presence
of a ground state photobleaching between 680 and 770 nm. In literature, push-pull
Bodipys show similar band positions (Miao et al. 2020; W. Hu et al. 2019; Kulyk et al.
2017). Intersystem crossing (kcis) could have reduced the PA signal (Mark et al. 2015),
but according to transient absorption spectra, Bodipy does not show any triplet
spectral and kinetics signatures. PAbs loss by dye degradation (bleaching) are also
negligible, as demonstrated in chapter 2. Transient nanoseconds absorption spectra of
the NP batches, NP-5%, NP-25% and NP-50% were recorded (figure S21) and no new
bands can be observed. In the nanosecond regime, Bodipy NPs have the same excited
state spectra as Bodipy [3] in DCM. However, the excited state population is decreasing
with the PLA-Bodipy loading. Transient absorption values (absolute value|AA|) are
lower with high PLA-Bodipy percentage. The lowest |AA| signal is obtained with NP-
50% and the highest is measured on Bodipy [3] in DCM. Those results are in good
agreement with Bodipy NP excited state lifetime, which is decreasing as PLA-Bodipy
loading increases (table S4, figure S8). Aggregation favors very fast non-radiative
deactivations to the ground state. NP-50% has a very low excited state absorption, a
low ground state photobleaching and a weak stimulated emission in the nanosecond
regime. On the contrary, NP-5% exhibit great signal for excited state absorption,
ground state photobleaching and stimulated emission. The short excited state lifetime
of NP-50% and NP-25% makes them less sensitive to nonlinear effects in the excited
state. NP-2.5% and NP-5%, however, have longer excited state lifetimes (about 1 ns).

As seen on the transient absorption spectra, ground state photobleaching is
increasing close to the maximum of absorption. For one pulse excitation, with a high
fluence and NP with long excited state lifetime, the ground state is so much excited
with early incoming photons that there are not enough molecules remaining in the
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3.4

ground state for later incoming photons. This is ground state depopulation (or ground
state photobleaching): excited state is saturated, and absorbance values are decreasing
with the laser fluence (Paschotta s. d.). Lower absorption leads to lower photoacoustic
emission, and lower PAbs. PAbs is decreasing with the laser fluence, as shown figure
3.6. NPs containing Bodipy as aggregates, NP-50% and NP-25%, return very fast to
the ground state by non-radiative deactivation, leading to less ground state depletion
and lower PAbs and PGE loss. Similar results were observed on other chromophores
photoacoustic spectra, but no quantification nor justification of the ground state
depletion was done (Laufer et al. 2013; Hatamimoslehabadi et al. 2017). On Bodipy NPs,
ground state depletion effect is maximum at the maximum of absorption, and causes
a 20% loss of the PGE, .4 for NP-2.5% between 0.35 mJ.cm™?and 3.5 mJ.cm™. As seen
on NP transient absorption spectra, far from the absorption maximum, in the vibronic
shoulder, ground state depletion effect is lower, thanks to a lower absorptivity. The
laser fluence to reach saturation was calculated for Bodipy as detailed in (Paschotta
s. d.). By definition, at the saturation fluence, 37% of the initial absorbance is lost. The
theoretical fluence saturation is 0.86 mJ.cm™ at 760 nm and 2.3 mJ.cm™ at 680 nm. In
the vibronic shoulder, around 680 nm, almost all the irradiation energies tested were
lower than fluence saturation one (2.3 mJ.cm™): ground state depopulation was not
observed and the photoacoustic generation efficiency PGE,;,. remains constant. On
the contrary, at the band maximum, some irradiation energies were higher than the
saturation fluence (0.86 mJ.cm™) and caused ground state photobleaching and a
PGE,.q influenced by laser fluences. Aggregation Caused Quenching is therefore a
powerful tool to limit photoacoustic loss by non-linear effects. With NP-25% and NP-
50% very poor PAbs variations and high PGE,..; were measured for each laser fluence.

CONCLUSION

We have studied and quantified the relationship between fluorescence
quenching by Aggregation Caused Quenching and photoacoustic generation
efficiency enhancement in PLA-Bodipy NPs. PLA NPs with different PLA-Bodipy loading
(from 5% to 50% by weight) were studied using a calibrated photoacoustic
spectrophotometer. By analogy with the fluorescence quantum yield we can define a
Photoacoustic Yield PAY, which represents energy conversion, over the whole band,
between the absorbed light to the acoustic signal. The PAY and the non-radiative rate
constant (knr) were determined by the Strickler-Berg relation for each NP batch. We
have demonstrated the presence of two regimes for photoacoustic emission: a
monomer regime and an Aggregation Caused Quenching Regime. In the monomer
regime, below 10% by weight of PLA-Bodipy, fluorescence emission from the Bodipy
monomer limits the photoacoustic yield. Above 10% of PLA-Bodipy, in the ACQ regime,
non-radiative deactivations from the aggregates, are predominant and the
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3.5

photoacoustic yield reaches a high asymptotic value of 93%. To quantify the high
performance of NPs in photoacoustic imaging, we have defined the photoacoustic
brightness Bpa, as the product of the photoacoustic efficiency PAY by the molar
extinction coefficient of NPs. We obtained ultrabright NPs (1.2-22 x 10’ L mol-".cm™)
thanks to great photoacoustic efficiency of NPs containing aggregated Bodipy (PAY =
0.93 for NP-50%) and high molar extinction coefficients (1.5x107-2.4x108 L.mol-1.cm™
1. Finally, we have shown that at high laser fluences (1-3.5 mJ.cm™), at the maximum
of the absorption band, a significant loss of the photoacoustic signal is remarkable by
ground state depopulation (-20% for NP-2.5%). This non-linear effect can be limited
with nanoparticles in the ACQ regime. The use of NPs in which Bodipys are aggregated
allows to work at high laser fluence without loss of photoacoustic signal. Above 10%
PLA-Bodipy, NPs exhibit great photoacoustic brightness and low signal loss by
nonlinear effects. We have developed a fine mathematical fit of the absorption and
photoacoustic spectra to calculate an average photoacoustic efficiency at the band
maximum PGE,.4 and in the vibrational shoulder PGE,,,.. The fit allows us to spectrally
differentiate the photoacoustic efficiency in the absorption band and to eliminate band
shift problems between absorption and photoacoustic that prevent any calculation of
the PGE (A).
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Figure S2 : Absorption spectra (continuous line) and photoacoustic excitation spectra
(triangle) for each NP batch (green NP-50%), (grey NP-25%), (orange NP-10%), (blue
NP-5%), (yellow NP-2.5%). Laser fluence 0.98 mJ.cm™? Absorbance values were
corrected from dilution factor: no dilution for NP-2.5% and NP-5%; 3 times dilution for NP-
10%; 5 times dilution for NP-25% and 10 times dilution for NP-50%. PAbs values were
corrected from dilution factor: no dilution for NP-2.5%, NP-5% and NP-10%; 2 times

dilution for NP-25% and 3 times dilution for NP-50%.
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NP-2.5% NP-5% NP-10% NP-25% NP-50%

Ro (nm) 3.5 34 3.4 34 34
O/ D0 (%)* 125+ 7 97 £ 7 62 +4 25+ 2 12 £ 1
O/ D0 (%)* 107 £ 11 756 49 + 6 22 £1 11+2

Table S1 : NP photophysical properties. ¥ NP QY relative to Bodipy [3] in DCM,
excitation at 670 nm. & NP QY relative to Bodipy [3] in DCM, excitation at 540 nm. Ro
represents the Forster radius in nm for each NP batch.
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Figure S3 : Solvatochromism experiments. (a) Normalized absorption spectra. (b)
Normalized emission spectra. (c) Normalized excitation spectra
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solvent

Cyclohexane

Toluene

Dioxane

CHCl,

DCM

DMSO

EtOH

MeOH

A

abs,max

(nm)

728.5

750

744

747

757

772

746

743

A

fluo,max

(nm)

756

794

792

802

818

836

816

822

Stokes shift

(cm’)
499
739
815
918

985

992

1150

1294

(L.mol™*.cm™)
7.9x10° "
7.6x10°
7.8x10°
7.0x 10"

8.0x10"

6.3x10"

71x10""

6.9x10 "

Qy

0.18

0.05

0.006

0.07

0.01

<0.0
01

0.003

0.009

T (ns)

2.3*

1.6

1.4*

1.5

1.0

0.42*

0.60

0.40°

ET(30)

30.9

33.9

36

39.1

40.7

45.1

51.9

55.4

Table S2 : Solvatochromism experiments. * Tau average for a biexponential fit. ¥ tau
average for a triexponential fit. QY were determined with an integrated sphere. Polarity
coefficient ET(30) based on literature values (Reichardt 1994). # Absorption coefficient
obtained with successive dilutions from a solution 95/5 (v/v) solvent/chloroform.
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Figure S4 : (a) Emission spectra of NPs (excitation at 540 nm), slit width 9.5 nm and A
< 0.1. (Yellow, Bodipy NP-2.5%), (blue, Bodipy NP-5%), (orange, Bodipy NP-10%),
(grey, Bodipy NP-25%), (green, Bodipy NP-50%). (b) Emission spectra of Bodipy [3] in
DCM, C= 1.5x10® M, A < 0.1. Black, excitation at 540 nm, slit width 9.5 nm. Red,
excitation 670 nm, slit width 10 nm. (c) Excitation spectra of NPs emission at 845 nm,
slit width 15 nm and A < 0.1. (Yellow, Bodipy NP-2.5%), (blue, Bodipy NP-5%), (orange,
Bodipy NP-10%), (grey, Bodipy NP-25%), (green, Bodipy NP-50%), (red, Bodipy [3]
DCM). (d) Evolution of the red ratio (Isaonm/Imax) and the blue ratio (I793nm/Imax) as a
function of weight percentage of PLA-Bodipy for Emission spectra. Evolution of the red
ratio (ls1snm/Imax) and the blue ratio (I700nm/Imax) as a function of the weight percentage
of PLA-Bodipy for the Excitation spectra.
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EXCITATION 670 nm EXCITATION 540 nm
NP abs,max Aquo,max c FWHM Afluo,max c FWHM
(nm) (nm) (cm'l) (cm_l) (nm) (cm_l) (cm'l)
NP-2.5% 756 804 790 1187 810 882 927
NP-5% 757 812 895 1119 810 864 873
NP-10% 757 818 985 1028 812 895 818
NP-25% 759 824 1039 930 813 875 764
NP-50% 761 825 1019 907 812 825 786

Table S3: Spectroscopic properties of NP emission spectra with two different excitation
540 nm and 670 nm. FWHM: Full Width at Half Maximum. o: Stokes shift. Estimated
error for FWHM: + 15 nm.

a) b)
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o
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0.04+ E — 30%
< é; — 40%
T
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Figure S5 : (a) Absorption spectra of Bodipy [3] with different volume percentage of
water/THF solution. For each solution C = 9.0 x 10”7 M and the water percentages were
indicated from 0% to 70%. (b) Emission spectra of Bodipy [3] excitation at 670 nm, slit
width 10 nm and A < 0.1, in different volumic percentage of water/THF solution. For
each solution C = 9.0 x 107 M and the water percentage was indicated from 0% to

70%.
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Figure S6 : (a) Emission spectra of Bodipy [3] excitation at 540 nm, slit width 9 nm and
A < 0.1, in different volumic percentage of water/THF solution. For each solutions C =
9.0 x 10”7 M and the water percentage was indicated from 0% to 70%. (b) Evolution of
the red ratio (lssonm/Imax) and the blue ratio (I793nm/Imax) of the fluorescence emission
spectra, as a function of the water fraction compared to THF.
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Figure S7. (a) Fluorescence excitation spectra of Bodipy [3] emission at 845 nm, slit
width 17 nm and A < 0.1, in different volume percentage of water/THF solution. For
each solution C = 9.0 x 107 M and the water percentage was indicated from 0% to
90%. (b) Normalized fluorescence excitation spectra of Bodipy [3] emission at 845 nm,
slit width 17 nm and A < 0.1, in different volume percentage of water/THF solution. For
each solution C = 9.0 x 107 M and the water percentages was indicated from 0% to
90%. (c) Evolution of the red ratio (Is1snm/Imax) and the blue ratio (I7oonm/Imax) of the
fluorescence excitation spectra as a function of the water fraction compared to THF.
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NP-2.5% NP-5% NP-10% NP-25% NP-50%

T (ns) ¢ 1.02 0.89 0.61 0.35 0.23
ke (s1) @ 1.4x108 1.3x108 1.3x108 1.3x108 1.3x108
knr (s) 8.4x108 9.9x108 1.5x10° 2.8x10° 4.2x10°
r - 0.096 - 0.065 0.108

reo - 0.057 - 0.031 0.034
Naggregates - 7 - 13+£2 12+2

Table S4 : Spectroscopic parameters of NP batches. ¢ Biexponential fit, excitation at

B1T?+B,T# @ k
B Ty +ByTy r

calculated with Strickler-Berg relation. 7 is the steady state anisotropy (mean value
between 815-825 nm). rw is the anisotropy at infinite time. Naggregates = 7 / 7 (Chan,
Kaminski, et Kaminski Schierle 2011; Reisch et al. 2014; Bader et al. 2007), is the aggregates
number per cluster inside the Bodipy NP.

781m, emission detected at 820nm, T+ value fixed at 1.09 ns, 7 =

NP-5% NP-25% NP-50%

Tg 30.4°C 32°C 33.4°C

Table S5: NP's glass temperature measured by differential scanning calorimetry.
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Figure S8 : Solvatochromism experiments. Fluorescence lifetime of Bodipy [3] in
different solvents, emission detection at the band maximum, excitation at 667 nm for
cyclohexane and 781 nm for all the other solvents.

Distribution function of the stretched exponential

The stretched exponential function is defined as:

oo

t

N8
y = Ble( Tl) = fH(k) x exp(—kt) dt
0
With 0 < B < 1 and 1/k and T1 lifetimes values. H(k), the distribution function is
obtained thanks to the Laplace transformation of y. As no analytical results exist (expect
for B = 0.5), the H(k) function can be estimated for f > 0.5 (Berberan-Santos, Bodunov,

et Valeur 2005):

_B_
H(k)=T1L(1+C(kT1)5)xexp( A=pxp7

E z
O (k)

With § = %;'5), and C and B parameter whose values change with beta.

187



Q
S—

(®))
—

10000 10000
S 1000 S 1000
s L
£ 100 £ 100
c c
B -t}
£ 10 E 4
1 L} T T T T L} 1 1
-4 0 4 8 12 16 20
5.0- Time (ns)
2.5-
2]
s g
S o0 3
]
Q
o o
2.5
‘5.0 L] L} T T T T 1
-4 0 a4 8 12 16 20
Time (ns) Time (ns)
A Bl B2 T1 (ns) A B1 B2 T1 (ns)
1.45 0.017 0.039 0.48 1.33 0.063 0.0123 0.46
T2 (ns) %1 B Va T2 (ns) %1 B %2
1.1 16.3% 1.00 1.15 1.1 68.4% 0.85 1.10

Figure S9 : Fluorescence decays of the NP suspensions. Excitation at 781 nm with a

pulsed diode <200 ps, emission at 820 nm, (blue, fluorescence decay), (red,

Mathematical fit), (purple, instrument response function), (Green, residuals). The

mathematical fit function is a sum of a Kolrausch function and a monoexponential
B

function: y = A + Ble(_T_tl) + Bze_%. (@) NP-5%, (b) NP-10%. The fitted parameters

were indicated below each graph.
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Figure S10 : Fluorescence decays of the NP suspensions. Excitation at 781 nm with a

pulsed diode <200 ps, emission at 820 nm, (blue, fluorescence decay), (red,

Mathematical fit), (purple, instrument response function), (Green, residuals). The

mathematical fit function is a sum of a Kolrausch function and a monoexponential
B

function:y = A + Ble(_T_tl) + Bze_%. (@) NP-25%, (b) NP-50%. The fitted parameters

were indicated below each graph.
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Figure S11 : (a) Lifetime distribution H(k) for the Kolrausch function used for the
fluorescence decay, (blue, Bodipy NP-5%), (orange, Bodipy NP-10%), (grey, Bodipy
NP-25%), (green, Bodipy NP-50%). Fluorescence quantum yield (red squares)
evolution and aggregates’ proportion (green triangles) evolution as a function of the
mass percentage of PLA-Bodipy [4]. (b) Luminescence quantum yield (®f) relative to
Bodipy [31, 298 K (@¢° = 0.007). Mean values and standard deviation were obtained for:
(Bodipy NP-5%, n=4 batches); (Bodipy NP-10%, n=3 batches); (Bodipy NP-25%, n=4
batches); (Bodipy NP-50%, n=3 batches). Aggregate rate (%1) comes from the
Kolrausch fit of the fluorescence decay.

NP-5% NP-10% NP-25% NP-50%

Bpag (x107) (L.mol".cm™ 1.2 2.5 7.9 22

Table S6 . NP photoacoustic brightness BEA = eyp(1) . PAY =
epra-gy(A) . Nppa_py,np - PAY. PAY calculated with experiments with laser fluence of
0.98 mJ.cm™ (figure 3.2). ene Were determined in our previous work (chapter 2).

190



Normalized absorbance

0.0

Wavelength (nm)

T
700

T T T
750 800 850

Wavelength (nm)

0.0

SOYd Paz||euloN

Normalized absorbance

T
700

?éll 860 E.':D
‘Wavelength (nm)

sqvd paz|jewion

Wavelength (nm)

2.4+ 2.4 24 24
@ @ @
2 20] L 2.0 2 S 20 T 20
g 1.64 it 16 3 E 3 g 16 i 3\ 16 3
w0 w 'y o
LETY Ot ! 125 & 5 ®q] A A\ 12 8§
3 « 4 T a B - AN T a
o .84 i Log 2 o ) o oos \ 08 2
: - : i § i g
g 0.44 SN L 0.4 -g- g 0.4 N 04
0.0 , v r ~—+L o0 v v v T 0.0 v , v —L0.0
700 750 800 850 700 750 800 850 700 750 200 850

Figure S12 : Normalized absorption spectra (continuous line) at 680.6 nm and
normalized photoacoustic excitation spectra (dark triangle) at 680.6 nm for each NP
batch (green NP-50%), (grey NP-25%), (orange NP-10%), (blue NP-5%), (yellow NP-
2.5%). Laser fluence 3.5 mJ.cm™.
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Figure S13 : (a) PES of nigrosine solution measured with 0.35 mJ.cm™, 2.2 mJ.cm-2, 2.9
mJ.cm?, 3.5 mJ.cm™ laser fluences and absorption spectra of the nigrosine solution
(blue line). Cigrosin = 9.5x10* mol.L™" in water. (b) PES of nigrosine solution measured
with 0.35 mJ.cm™, 0.98 mJ.cm-2, 1.6 mJ.cm™ laser fluences and absorption spectra of
the nigrosine solution (blue line). Cnigrosin = 4.84x10* mol.L™" in water.
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Figure S14 : Photoacoustic excitation spectra of NP-2.5% (dark triangles) for every laser
fluence: 0.35 mJ.cm™, 0.98 mJ.cm™and 1.6 mJ.cm™, 2.2 mJ).cm™, 2.9 mJ.cm™, 3.5 mJ.cm”
2. The corresponding laser fluence is indicated on each graph. For each fluence, the
total fit curve (yellow) composed of two Gaussian functions (in red and blue) were
plotted.
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Figure S15 : Photoacoustic excitation spectra of NP-5% (dark triangles) for every laser
fluence: 0.35 mJ.cm™, 0.98 mJ.cm™and 1.6 mJ.cm™, 2.2 mJ.cm™, 2.9 mJ.cm™, 3.5 mJ.cm”
2. The corresponding laser fluence is indicated on each graph. For each fluence, the
total fit curve (yellow) composed of two Gaussian functions (in red and blue) were

plotted.
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Figure S16 : Photoacoustic excitation spectra of NP-10% (dark triangles) for every laser
fluence: 0.35 mJ.cm™, 0.98 mJ.cm™and 1.6 mJ.cm™, 2.2 mJ).cm™, 2.9 mJ.cm™, 3.5 mJ.cm”
2. The corresponding laser fluence is indicated on each graph. For each fluence, the
total fit curve (yellow) composed of two Gaussian functions (in red and blue) were
plotted.
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Figure S17 : Photoacoustic excitation spectra of NP-25% (dark triangles) for every laser
fluence: 0.35 mJ.cm™, 0.98 mJ.cm™and 1.6 mJ.cm™, 2.2 mJ).cm™, 2.9 mJ.cm™, 3.5 mJ.cm”
2. The corresponding laser fluence is indicated on each graph. For each fluence, the
total fit curve (yellow) composed of two Gaussian functions (in red and blue) were
plotted. NP-25% were diluted 2 times.
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Figure S18 : Photoacoustic excitation spectra of NP-50% (dark triangles) for every laser
fluence: 0.35 mJ.cm™,0.98 mJ.cm™ and 1.6 mJ.cm™, 2.2 mJ.cm™, 2.9 mJ.cm™, 3.5 mJ.cm”
2. The corresponding laser fluence is indicated on each graph. For each fluence, the
total fit curve (yellow) composed of two Gaussian functions (in red and blue) were
plotted. NP-50% were diluted 3 times.
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Figure S19 : Absorption spectra of the different NP batches (dark curve). The
corresponding NP batch is indicated on each graph. For each NP absorption, the total
fit curve (yellow) composed of two Gaussian functions (in red and blue) were
plotted.NP-10% was diluted 3 times, NP-25% was diluted 5 times and NP-50% was
diluted 10 times.
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Figure S20. Transient absorption spectra of Bodipy [3] in DCM for different time delays
between pump and probe. Pump at 680 nm. Normalized Absorption spectra of Bodipy
[3] (yellow). Normalized fluorescence emission spectra of Bodipy [3] (dark). Delays
between pump and probe were indicated below in ps.
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Figure S21 : Transient absorption spectra of Bodipy [3] in DCM (red), of NP-5% (blue),
of NP-25% (grey), of NP-50% (green). Pump at 680 nm and Ous delay between pump
and probe. Normalized Absorption spectra of NP-50% (pink). Normalized fluorescence
emission spectra of NP-50% (light dark), excitation at 670nm. For all sample the
maximum absorption value was around 0.4.
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4 CHAPITRE 4 : DES NANOPARTICULES BIOCOMPATIBLES SENSIBLES AU
PH

La sensibilité au pH dans la nature

Les anthocyanes, présents dans le chou rouge, les mares, les raisins, les myrtilles... sont
des colorants biocompatibles sensibles au pH. lls possedent une couleur rouge en
milieu acide et une couleur bleue en milieu neutre et une couleur jaune en milieu
basique.

Dans l'industrie alimentaire, les laboratoires sont tres intéressés par des colorants
bleus, non-synthétiques, pour remplacer le bleu de patenté V suspecté de provoquer
hyperactivité et allergies chez les enfants.

Les anthocyanes ne peuvent étre utilisés comme colorants alimentaires a cause de leur
sensibilité au pH, qui ne permet donc pas de fournir une couleur bleue stable aux
aliments.
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4.1 INTRODUCTION

L'objectif de ce chapitre est de synthétiser des NP biocompatibles,
biodégradables et sensibles au pH. Les fluorophores de type Aza-boradiazaindacenes
(Aza-Bodipy), ont récemment démontré une fluorescence sensible au pH (Figure 4.1)
et une bonne biocompatibilité in vivo (Grossi et al. 2016). Un Aza-Bodipy sera greffé
de maniéere covalente a la surface de NP proches de celles décrites dans les chapitres
2 et 3 et le changement des propriétés spectrales (absorption, émission et
photoacoustique) des NP avec le pH pourra permettre de suivre la cinétique
d'internalisation des NP dans les cellules. Le pKa des Aza-Bodipy devra étre proche de
4, afin de permettre un changement de propriétés spectrales entre le passage du milieu
extracellulaire (pH proche de 7) aux endosomes puis aux lysosomes (pH = 4). A terme,
nous souhaiterions développer un double marquage des NP avec un Bodipy actif en
photoacoustique dans le cceur des NP et un Aza-Bodipy sensible au pH en surface des
NP.

Dans un premier temps, nous allons vérifier que le Bodipy [3] étudié dans les
chapitres 2 et 3 ainsi que les NP associées ne sont pas sensibles au pH dans les
domaines d'acidité étudiées. L'objectif est de conserver les bonnes propriétés
spectrales du Bodipy [3] pour la photoacoustique et d'éviter tout recouvrement
spectral avec le signal de |I'’Aza-Bodipy. Les pKa du Bodipy et des NP de Bodipy seront
déterminés. La stabilité dans le temps des NP de PLA-Bodipy sera également étudiée
dans des tampons acides.

Enfin, la synthese de I'’Aza-Bodipy sera présentée ainsi que son greffage en
surface de NP de polylactide-b-polyéthylene glycol par cycloaddition (chimie click).

4.2 Les AzA-BODIPY SENSIBLES AU PH

Les chromophores de la famille des azaboradiazaindacénes (Aza-Bodipy) ont
une structure tres proche de celle des Bodipy. La différence notable avec les Bodipy
vient du remplacement d'un atome de carbone en position méso dans le coeur
dipyrrométhene par un atome d'azote (figure 4.1). Tout comme les Bodipy, les Aza-
Bodipy sont réputés pour leur facilité a étre synthétisés, pour la facilité de moduler leur
structure par ajout de substituants, pour leur grande photostabilité et pour leurs
absorption et émission dans le proche infra-rouge. L'atome d'azote, a la position méso,
permet grace a un effet électroattracteur de décaler le maximum d’absorption et
d’'émission dans la réegion du proche infra-rouge : Amax, abs > 650 nm (Shi et al. 2020).
Les Aza-Bodipy sont généralement un peu moins émissifs que les Bodipy, avec des
rendements quantiques de I'ordre de 0,3 - 0,4 (Pliquett et al. 2019; Shi et al. 2020).
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Figure 4.1: (Gauche) Structure d'un Aza-Bodipy. (Droite) Structure de I'’Aza-Bodipy
sensible au pH synthétisé par O'Shea et son équipe (Grossi et al. 2016).

En 2016, I'équipe du professeur O'Shea a démontré que la fluorescence d'un
composé de la famille des Aza-Bodipy pouvait étre modulée grace a I'introduction d'un
groupement phénolate en position 5 (figure 4.1 droite) (Grossi et al. 2016). Sous forme
phénolate, I'Aza-Bodipy possede un transfert de charge intramoléculaire important.
Comme vu dans le chapitre introductif (paragraphe 1.3.4.3), les transferts de charge
intramoléculaires sont néfastes pour la fluorescence et provoquent donc son
extinction. La protonation de la fonction phénolate permet de récupérer la
fluorescence de I'’Aza-Bodipy en supprimant le transfert de charge intramoléculaire.
Leur objectif était alors de créer une sonde sensible au pH pour suivre la cinétique
d’internalisation in vivo de |'Aza-Bodipy dans les cellules. Dans le corps, les
biomolécules sont internalisées dans les cellules par endocytose ou phagocytose
(Hillaireau et Couvreur 2009). Au cours de I'endocytose, le pH va diminuer de 7,2 dans
le milieu extracellulaire, a 5,5 dans les endosomes puis 4,5, dans les lysosomes (Casey,
Grinstein, et Orlowski 2010). Afin d'adapter la modulation de la fluorescence
(allumée/éteinte) au suivi de l'internalisation dans les cellules, I'équipe de O’'Shea a
proposé d'introduire un groupement nitro électroattracteur en position ortho du
phénol. La base conjuguée du phénol est alors stabilisée par effets inductif et
mésomere attracteurs provoquant ainsi la diminution du pKa pour atteindre la valeur
de 4. L'équipe d'O’Shea a alors démontré une augmentation de la fluorescence d'un
facteur 21 entre le pH du milieu extracellulaire et le pH des lysosomes. L'Aza-Bodipy
sous forme phénol possede un maximum d'absorption a 685 nm (CHCl3), un coefficient
d'absorption molaire de 97 000 L.mol"".cm™ (CHCl3), un maximum d'émission & 707 nm
(CHCI3) et un rendement quantique de fluorescence de 0,18 (CHClI5).
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Figure 4.2 : Structure de I'Aza-Bodipy possédant deux groupements électro-donneurs
de type p-diméthylamino en position 3 et 5 développé par I'équipe de professeur
O’'Shea (Daly et al. 2017).

Par ailleurs, les Aza-Bodipy sont généralement émissifs dans la région comprise
entre 675 nm et 730 nm (Wu et al. 2016; Ge et O'Shea 2016; Pliquett et al. 2019). Dans
I'objectif d’employer I'’Aza-Bodipy pour faire de I'imagerie in vivo, la fenétre d'émission
autour de 780-820 nm est préférable. Cette fenétre permet de sonder plus en
profondeur les tissus et correspond aux domaines d'excitations utilisés sur les appareils
d'imagerie clinique (calibrés pour I'lCG) (Rurack et Spieles 2011). A cette fin, I'équipe
du professeur O'Shea a proposé d'introduire des groupements électro-donneurs de
type N,N-diméthylaniline aux positions 3 et 5 de I'Aza-Bodipy (Daly et al. 2017, 2)
(figure 4.2). L'Aza-Bodipy obtenu posséde une absorption a 786 nm (DMSO), une
émission a 826 nm (DMSO) et un rendement quantique de fluorescence de 0,03
(tampon pH = 7 en présence de 1% de Kolliphor EL (Kolliphor EL cf 1.4.2.2 les micelles)).
Le pKa des fonctions diméthylaniline est estimé proche de 1,3 ce qui est tres éloigné
des valeurs de pH des milieux biologiques. In vivo, le Bodipy ne sera donc pas protoné,
ce qui permet d'éviter le décalage de son maximum d'émission et d'absorption en
dehors de la fenétre du proche infrarouge.

Dans notre cas, pour pouvoir étre sensible aux variations de pH I'Aza-Bodipy
doit étre greffé en surface des NP afin que les fonctions basiques soient facilement
accessibles aux protons en solution. Le greffage de maniére covalente en surface de
nanoparticules de type polylactide-b-polyéthylene glycol a été décrit par I'équipe de
Couvreur en 2014 (Mackiewicz et al. 2014). Un copolymere dibloc de PLA-PEG-Nj3 a été
obtenu par polymérisation par ouverture de cycle du PEG-N3 sur un DL-lactide. La
formulation en nanoparticule de ce polymere permet d'obtenir des fonctions azotures
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en surface des NP. Le greffage covalent d'un fluorophore en surface des NP est alors
possible par réaction de chimie click, cycloaddition 1,3-dipolaire, entre la fonction
azoture et une fonction alcyne présente sur le fluorophore. La réaction de chimie click
et le greffage du fluorophore peuvent se faire soit avant la formulation en
nanoparticule, directement sur le polymere, soit apres formulation, directement sur les
nanoparticules. Les deux stratégies de syntheses sont notamment évoquées par
Klymchenko et son équipe dans leur article de 2021 (Melnychuk et al. 2021).

Dans ce chapitre 4, nous souhaitons donc combiner les trois innovations

présentées dans les articles précédemment cités :

1)

Un Aza-Bodipy possédant en positions 3 et 5 des fonctions diméthylaniline
(figure 4.3 en vert). L'objectif est de décaler I'absorption et I'émission dans des
gammes ou |'on pourra spectralement différencier le Bodipy [3] et I'Aza-Bodipy.
Pour I'AZA Bodipy, les maxima d'absorption et d'émission sont attendus vers
respectivement 786 nm et 826 nm. Pour le Bodipy [3] le maximum d'absorption est
situé vers 757 nm et I'émission vers 820 nm.

Un Aza-Bodipy possédant une fonction phénol en position 7 (figure 4.3 en rouge)
et en position ortho du phénol un groupement électroattracteur nitro. Le pKa
attendu pour le couple phénol/phénolate sera proche de 4 et conviendra donc pour
une fluorescence modulable entre le milieu extracellulaire et les lysosomes. La
modulation de la fluorescence des Aza-Bodipy avec le pH pourra également
conduire a une modulation du signal photoacoustique (introduction paragraphe
1.3.3). Une imagerie multi-ondes photoacoustique et fluorescence des Aza-Bodipy
sera alors envisageable.

La troisieme innovation consiste a insérer une fonction alcyne (figure 4.3 en bleu)
sur I'Aza-Bodipy. Cette fonction sera attachée par O-alkylation de la fonction
phénol en position 1 de I'Aza-Bodipy, sur un halogénure propargylique. La présence
de PEG-azoture en surface de NP pourra alors permettre de greffer de maniére
covalente I'Aza-Bodipy en surface des NP par une réaction de chimie click:
cycloaddition 1,3-dipolaire catalysée par le cuivre.
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Figure 4.3 : Représentation schématique de la stratégie adoptée pour obtenir des NP
sensibles au pH. En vert I'ajout des fonctions diméthylaniline. En rouge la fonction
phénol sensible au pH. En bleu I'ajout d'un alcyne attaché au phénol en position 1 de
I’Aza-Bodipy. CuAAC : « Copper Azide-Alkyne Huisgen Cycloaddition » en anglais,
cycloaddition de Huisgen Azoture-alcyne catalysée par le cuivre.
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4.3 SENSIBILITE AU PH DES NP DE PLA-BobpIpy

L'objectif de cette partie est de vérifier que les NP de Bodipy [3] dans les
chapitres 2 et 3 ne sont pas sensibles au pH dans les domaines d'acidité étudiés pour
I’Aza-Bodipy. Nous souhaitons conserver ainsi : les trés bonnes propriétés spectrales
du Bodipy [3] pour la photoacoustique et éviter tout recouvrement spectral avec le
signal de I'Aza-Bodipy. Dans un premier temps, nous étudierons les changements
spectraux du Bodipy [3] en milieu acide (4.3.1.1), et nous déterminerons les valeurs des
pKa du Bodipy [3] (4.3.1.2). Dans un second temps, la stabilité des NP de PLA-Bodipy
[3] dans les milieux acides sera étudiée, et nous déterminerons les pKa des NP de
Bodipy [3] (4.3.2). Enfin, grace a un dosage par étalonnage, et une mesure du signal de
fluorescence en milieu trés acide (pH = 0,07), nous estimerons la quantité de Bodipy
[3] en surface des NP (4.3.3).

4.3.1 Sensibilité au pH du Bodipy
4.3.1.1 Expériences préliminaires

Des expériences préliminaires dans du dichlorométhane (DCM) ont été réalisées
afin d'avoir un premier apercu de I'effet d'un milieu acide sur les propriétés spectrales
du Bodipy [3]. Des solutions a 1,3x10°® mol.L"" de Bodipy [3] ont été introduites dans
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des cuvettes en quartz (figure 4.4). Dans l'une, nous avons ajouté 100 pL
supplémentaires d'acide TriFluoroAcétique (TFA) (cuvette de droite figure 4.4). En
milieu acide, on observe un changement de couleur de la solution passant du violet a
verdatre. Le Bodipy [3] semble posséder des propriétés spectrales qui varient avec le
pH.

] 140

Figure 4.4 : Photographie de cuvettes en quartz contenant le Bodipy [3] dans du DCM
a C = 1,3x10® mol.L™". (Gauche) pas d'ajout d'acide. (Droite) Ajout de 100 pL d'acide
trifluoroacétique.

Nous avons ensuite observé les spectres d'absorption (figure 4.5) de trois
solutions de Bodipy dans du DCM (1,3x10°® mol.L™") dans différentes conditions acides.
Une solution sans ajout d'acide (en noir), une solution avec un ajout de 100 pL d'acide
acétique a 99% (en vert), une solution avec ajout de 100 pyL de TFA (en jaune). Puis,
cette derniére solution sera observée a nouveau trente minutes plus tard (rouge). Les
propriétés spectrales sont résumées tableau 4.1. Apres l'ajout de 100 uL d'acide
acétique, on observe un léger décalage hypsochrome de la bande. Le maximum de la
bande passe de 751 nm a 743 nm. On peut également remarquer une forte
augmentation de I'absorbance au niveau de I'épaulement a 670 nm. Pour la solution
contenant 100 pL de TFA (jaune), on observe un fort décalage hypsochrome du
maximum d’absorption pour atteindre 658 nm. La bande principale est alors plus
étroite passant de 1760 cm™" (97 nm) dans du DCM seul a 1000 cm™' (43 nm) avec ajout
de TFA. L'affinement de la bande avec la protonation des fonction diméthylaniline est
reporté dans la littérature pour des di-styryl Bodipy (Alexandra Sutter, Elhabiri, et Ulrich
2018; Galangau et al. 2010). Toujours sur le méme spectre (en jaune), une deuxieme
bande est également notable aux alentours de 555 nm dont |'absorbance est plus
faible. Enfin, apres trente minutes de repos, le spectre d'absorption de la méme
solution contenant le TFA est a nouveau tracé (en rouge). On observe la disparition
compléte de la bande d'absorption a 658 nm au profit de la bande a 555 nm. Pour les
spectres d'absorption contenant du TFA (courbes jaune et rouge) une petite bande
d’'absorption est également décelable dans le proche IR, vers 850 nm.
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Figure 4.5 : Spectres d'absorption normalisés du Bodipy [3] dans du DCM, C = 1,3x10"
®mol.L"", avec ou sans ajout de 100uL d'acide organique. (Noir) pas d'acide. (Vert) ajout
d'acide acétique a 99%. (Jaune) ajout d'acide trifluoroacétique. (Rouge) méme solution
que pour le spectre jaune trente minutes plus tard.

Aabs,max (NM) LMH (cm™) LMH (nm) Espéce
751 1760 + 15cm™ 97 + 1 A
658 1000 + 15 cm’! 43 + 1 AH*
555 2750 £ 15cm™ 78 £ 1 AH2*

Tableau 4.1: Caractéristiques spectrales des bandes d'absorption du Bodipy [3]
observées dans différentes conditions acides. LHM : Largeur a mi-hauteur de la bande.

Trois bandes d'absorption sont alors notables pour le Bodipy [3] (tableau 4.1) :
une premiere bande large a 751 nm, la seule présente en l'absence d'acide, une
deuxieme bande étroite vers 658 nm majoritaire en milieu acide, une troisieme bande
plus large vers 555 nm qui devient majoritaire en milieu acide aux temps plus longs.
Pour cette troisieme bande, on suppose qu'il faut plus de temps aux réactions acido-
basiques pour atteindre I'équilibre. Ces trois bandes peuvent correspondre a trois
especes acido-basiques différentes du Bodipy que I'on dénommera par la suite : A, AH*
et AH>?*. Il semble que les espéces les plus acides soient celles possédant les spectres
les plus décalés vers le bleu. Les caractéristiques spectrales de ces bandes d'absorption
sont résumées dans le tableau 4.1. Dans la littérature, trois bandes d'absorption pour
un Bodipy possédant deux fonctions N,N-diméthylaniline ont également été mises en
évidence, les especes les plus acides étant celles associées aux bandes les plus décalées
vers le bleu (Alexandra Sutter, Elhabiri, et Ulrich 2018; Deniz et al. 2008).
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La faible bande vers 850 nm peut correspondre a du Bodipy résiduel sous forme
basique. Si en milieu non-acide cette bande d’'absorption semble se situer ver 751 nm,
il semble qu'avec ajout de TFA elle soit décalée vers le rouge (vers 850 nm). L'ajout de
100uL de TFA peut modifier les propriétés du solvant (polarité et proticité), le décalage
de la bande peut alors venir du caractere solvatochrome du Bodipy [3] (mis en
évidence au chapitre 3). Une autre explication serait que cette bande d'absorption vers
850 nm corresponde a des agrégats des especes acides du Bodipy, qui sont
probablement moins solubles dans les solvants organiques, a cause de la présence de
charge positive (AH* et AH.?*). Comme nous l'avons vu dans lintroduction, la
formation d'agrégats J peut décaler le spectre d'absorption vers le rouge (théorie de
I'exciton, introduction 1.4.2.2).

Les spectres d'émission des trois solutions précédentes ont ensuite été étudiés
(figure 4.6 : gauche avec normalisation, droite sans normalisation). Dans du DCM seul,
on retrouve le spectre d’émission du Bodipy [3] (noir) (comme aux chapitres 2 et 3):
un maximum d’'émission vers 818 nm et une largeur a mi-hauteur de 923 cm™ (61 nm).
L'ajout de 100 pL d'acide acétique (courbe verte) ne change pas la position de la bande
d'émission, mais un signal de fluorescence plus important est détecté entre 700 et 750
nm.
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3 1.0 _
N w
2 0.8- g 1x10¢+
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S 0.6+ B
= c
S 0.4 ) £ 5x10%7
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Figure 4.6 : (Gauche) spectres d'émission normalisés du Bodipy [3] dans du DCM, C =
1,3x10® mol.L'", avec ou sans ajout de 100 uL d'acide organique. (Noir) pas d'acide,
excitation a 540 nm, largeur fente 9,5 nm. (Vert) ajout d'acide acétique a 99% excitation
a 540 nm, largeur fente 9,5 nm. (Jaune) ajout d'acide trifluoroacétique excitation a 540
nm, largeur fente 6 nm. (Orange) ajout d'acide trifluoroacétique, excitation a 610 nm,
largeur fente 3,5 nm. (Rouge) méme spectre et méme solution que pour le spectre
orange observation trente minutes plus tard. (Droite) Les mémes spectres d'émission
sans normalisation.

Pour la solution avec ajout de 100 uL de TFA et observation immédiate, deux
spectres d'émission ont été tracés : 1) un spectre avec une excitation a 610 nm (courbe
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orange) et 2) un spectre avec excitation a 540 nm (courbe jaune). Sur la courbe orange,
on observe la disparition de la bande d'émission a 818 nm au profit d'une nouvelle
bande a 674 nm, plus étroite, de largeur a mi-hauteur 811 cm™' (38 nm). Cependant, la
totalité du spectre d'émission n'est pas visible et le deuxieme spectre d'émission
permet d'avoir acces a une plus grande gamme spectrale (courbe jaune). Sur la courbe
jaune, on observe toujours la présence de la bande a 674 nm, mais une nouvelle bande
d'émission est également visible a 618 nm, plus large, de largeur a mi-hauteur 1231
cm™' (48 nm). Dans la solution contenant 100 pL de TFA et observation immédiate, deux
bandes d'émission sont donc détectables a 674 nm et a 618 nm. Trois bandes
d’'émission sont donc notables pour le Bodipy [3], avec un maximum a 818 nm, 674
nm et 618 nm (tableau 4.2). Comme pour I'émission, on suppose que ces trois bandes
peuvent correspondent a trois especes acido-basiques différentes du Bodipy [3] : A,
AH* et AH%*. Il semble, comme pour l'absorption, que les espéces les plus acides
soient associées aux spectres les plus décalés vers le bleu. Dans la littérature, les
spectres d'émission les plus décalés vers le bleu sont également associés aux especes
les plus acides du Bodipy avec deux fonctions N,N-diméthylaniline (Alexandra Sutter,
Elhabiri, et Ulrich 2018; Deniz et al. 2008).

La bande d'émission a 674 nm possede un signal de fluorescence plus faible
lorsqu’on excite a (3,4x10° cps, jaune) plutdt qu'a 610 nm (1,4x10° cps, orange)
(figure 4.6 droite). On suppose que cette bande (674 nm) correspond a une seule et
méme espece (AH") et que la concentration de cette espece n'a pas évolué entre les
deux spectres d'émission. De plus la largeur de fente du spectrofluorimetre est plus
faible pour la courbe orange (3,5 nm) que pour la courbe jaune ( ), pourtant le
signal de fluorescence a 674 nm est plus important pour la courbe orange. On peut
donc supposer qu’'a 610 nm (courbe orange) on excite plus I'espece AH* qu’'a
C'est donc que I'espece AH* absorbe plus a 610 nm qu’a 540 nm. A 610 nm, on excite
dans la bande d'absorption dont le maximum est a 658 nm (associé a AH*, tableau 4.1
et figure 4.5). On peut donc en déduire que la bande d'absorption a 658 nm et la bande
d'émission a 674 nm correspondent bien a la méme espece : AH*.

Finalement, le spectre d’émission de la solution contenant 100 uL de TFA est
observé apres trente minutes de repos (courbe en rouge). Ce spectre est a comparer
avec la courbe orange : méme longueur d'onde d'excitation (610 nm), méme largeur
de fente (3,5 nm), observation 30 minutes plus tard. On observe entre la courbe orange
et la courbe rouge une diminution de la bande a 674 nm au profit de la bande a 618
nm. De plus, le signal de fluorescence chute drastiquement entre la courbe orange et
la courbe rouge (figure 4.6 droite) attestant que la nouvelle espece formée absorbe
beaucoup moins a 610 nm ou est beaucoup moins fluorescente. Un temps plus long
semble favorable pour former l'espéce AH,?* et le signal de fluorescence chute
drastiquement car 'espéce AH,%* est trés peu excitée a 610 nm (figure 4.5, tableau 4.1).
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Aem,max (Nm) LMH (cm™) LMH (nm) Espece

818 923 £ 15cm’’ 61+ 1 A
674 811+ 15cm’’ 38 + 1 AH?
618 1231 £ 15cm™ 48 + 1 AH?*

Tableau 4.2 : Caractéristiques spectrales des bandes d'émission du Bodipy [3] dans du
DCM observées dans différentes conditions acides. LHM : Largeur a mi-hauteur de la
bande.

L'observation de la structure du Bodipy [3] (figure 4.7) nous renseigne
sur les fonctions susceptibles d'étre protonées. L'étude des spectres d'absorption et
d'émission laisse entrevoir la présence de deux formes acides du Bodipy, que l'on a
appelées AH* et AH.?*. De plus, la protonation semble provoquer un décalage
hypsochrome des spectres d'absorption et d'émission. Ce décalage vers le bleu avec
I'acidité peut étre provoqué par une conjugaison moins grande ou bien une moins
grande planéité ou un transfert de charge moins important pour les formes acides du
Bodipy [3] (Valeur et Berberan-Santos 2013; Delaire et al. 2017). Sur le Bodipy [3], deux
fonctions N,N-diméthylaniline sont susceptibles d'étre protonées en milieu acide
(figure 4.7). Deux especes acides peuvent alors étre obtenues: I'espece mono-
protonée AH"* et I'espéce di-protonée AH,?*. La protonation de chaque diméthylaniline
du Bodipy provoque une diminution du transfert de charge intramoléculaire et du
caractere D-m-A du Bodipy (cf introduction 1.3.2.2). L'écart en énergie entre les
orbitales HO-BV est alors plus grand et les maxima d'absorption et d'émission sont
décalés vers le bleu. Les bandes les plus décalées vers le bleu correspondent donc au
diacide AH2?* et les bandes les plus décalées vers le rouge sont associées a la base A
(tableau 4.1 et 4.2).
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A AH* AH,2+

Aabs, max = 751 nm Aabs, max = 658 nm Aabs, max = 555 nm
Aem. max = 818 nm Nem, max = 674 nm Aem max = 618 nm

Figure 4.7 : structures des espéces acido-basiques du Bodipy [3] et position des bandes
d'absorption et d'émission dans du DCM.

Les résultats obtenus sont proches de ceux mis en évidence sur un Bodipy de
structure similaire par Galangau et son équipe en 2010 (Galangau et al. 2010) (figure
4.8). Cependant seule la forme mono-protonée du bi-styryl Bodipy a été mise en
évidence : Aabsmax = 658 Nm et Aemmax = 671 nm. L'équipe de Galangau a déterminé un
rendement quantique de fluorescence de 0,34 pour la forme mono-protonée AH* et
un rendement quantique de fluorescence trop faible pour étre déterminé pour la forme
A. La fluorescence semble donc améliorée apres protonation d'au moins une fonction
N,N-diméthylaniline. Ce phénomene peut étre relié a la diminution de la force du
transfert de charge avec la protonation. Les transferts de charge intramoléculaires étant
néfastes pour la fluorescence (Valeur et Berberan-Santos 2013; Delaire et al. 2017)
(paragraphe 1.3.4.3 dans l'introduction). La forme AH>?* du Bodipy [3] serait alors
susceptible d'étre la plus fluorescente des trois especes acido-basiques. L'équipe de
Sutter a également mis en évidence la présence de trois formes acido-basiques d'un
bi-styryl Bodipy possédant deux fonctions N,N-diméthylaniline. Ils ont démontré que
le décalage vers le bleu des spectres d'absorption et d'émission du Bodipy avec la
protonation des fonctions N,N-diméthylaniline et une fluorescence plus grande pour
les formes les plus protonées (Alexandra Sutter, Elhabiri, et Ulrich 2018; Deniz et al.
2008; Galangau et al. 2010).

223



1.2+ 710° 4
+TFA

< 610° -

510° 4
0.8

410° 4

064
0

310" 4

0.4
210° - +TFA
0.2+ 110°

e ——

Normalized absorption
Fluorescence intensity (a.u)

0 T T T T T 1 0 ’ ’ ¥ !
300 400 500 600 700 800 900 650 700 750 800 850 900

wavelength (nm) wavelength (nm)

Figure 4.8 : (Gauche) spectres d'absorption du bi-styryl Bodipy de I'équipe de Galangau
avec ajout de 2 équivalents de TFA dans du DCM (vert) et sans ajout (rouge). (Droite)
spectres d'émission du bi-styryl Bodipy avec ajout de 2 équivalents de TFA (vert) et
sans ajout (rouge), excitation at 650 nm. Graphiques tirés de (Galangau et al. 2010)

Conclusion

Ces expériences mériteraient d'étre perfectionnées en conservant les mémes
gammes spectrales, mémes longueurs d'onde d'excitation, et méme largeur de fentes
pour tous les spectres d'émission. La lecture et I'analyse des courbes serait alors plus
aisée. Les conditions optimales seraient : une excitation a 540 nm, largeur de fente 3
ou 4 nm et une émission observée de 570 a 850 nm pour toutes les solutions. L'étude
des spectres d'excitation (émission a 818 nm, 674 nm et 618 nm) permettrait d'associer
a chaque espece les bandes d'émission et d'absorption qui lui sont associées. Pour
chacune des 3 especes, un calcul de rendement quantique de fluorescence serait
également envisageable. Une excitation sélective de chaque espéce est possible grace
aux maxima d'absorption suffisamment disjoints : excitation a 700 nm pour A, a 610
nm pour AH* et 555 nm pour AH»?*. Par manque de temps nous n'avons pas pu mener
cette étude et nous nous sommes concentrés sur I'étude des NP.

Cependant, nous avons mis en évidence une sensibilité aux conditions acides du
Bodipy [3] dans le DCM. Les propriétés spectrales du Bodipy sont modifiées en milieu
acide avec un décalage vers le bleu en absorption et en émission et une fluorescence
plus grande. Dés lors, le Bodipy n'absorbe plus dans la région du proche infra-rouge
et I'augmentation de son signal de fluorescence est susceptible de diminuer son
efficacité photoacoustique. Dans le cadre de NP doublement marquées par un Bodipy
et un Aza-Bodipy, il est alors important de vérifier que les propriétés du Bodipy ne
seront pas modifiées dans les domaines pH étudiés pour les Aza-Bodipy : 4 < pH < 7.
Il est alors nécessaire d'estimer les valeurs des pKa du Bodipy [3] pour s’assurer de la
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stabilité de sa forme basique A aux pH étudiés. L'objectif est donc de vérifier que la
forme A du Bodipy est tres majoritaire (4 >> pKaz2) pour 4 < pH < 7.

L L
pH=0 AH,2+ ¢ % A pH=7
. II —pH
L |
AH* 4<pH<7

Figure 4.9 : Diagramme de prédominance des especes acido-basiques du Bodipy [3].

4.3.1.2 Estimation des pKa du Bodipy [3]

Le Bodipy [3] étant sensible au pH, nous souhaitons déterminer les pKa associés
afin de déterminer les domaines de pH dans lequel la forme basique A du Bodipy, actif
en photoacoustique, est majoritaire.

En chimie organique, I'équilibre acido-basique entre une amine et un
ammonium R1R2R3N / R1R2R3NH* est caractérisé par son pKa: pKa = 10-11 a 25°C
(Rabasso 2020). Cependant, dans le cas d'une amine conjuguée a un systeme T, la
présence d'une des nombreuses formes mésomeres va permettre de délocaliser le
doublet non-liant de I'azote et donc de stabiliser la base associée. La base est alors
moins réactive et son pKa diminue (Clayden, Greeves, et Warren 2012). Ainsi dans le
cas d'une fonction N,N-diméthylaminostyryl, comme celles du Bodipy [3], on peut
s'attendre a des pKa beaucoup plus faibles. Dans la littérature, la N,N-diméthylaniline
possede un pKa de 5,07 a 25°C dans I'eau (Haynes 2016). Pour des Bodipy possédant
un seul groupement N,N-diméthylaminostyryl le pKa est estimé a 2,3 dans
I'acétonitrile, démontrant une stabilité accrue de la base comparée a la N,N-
diméthylaniline, grace aux formes mésomeres plus nombreuses (Baruah et al. 2006).
Sur des Bodipy solubles dans I'eau possédant deux fonctions N,N-diméthylamino-
styryl (figure 4.10), les pKa ont été estimés a 3,12 et 2,7 dans I'eau a 25°C (Alexandra
Sutter, Elhabiri, et Ulrich 2018).

225



COOEt

Ry R Ry Ry

e | NMe, H NMe, H

Figure 4.10 : Structure du Bodipy 7e possédant deux fonctions N,N-diméthylamino-
styryl. Image tirée de (Alexandra Sutter, Elhabiri, et Ulrich 2018).

Pour le Bodipy [3] les deux équilibres acido-basiques suivants sont étudiés :
AH2* + H,0 = H,0* + AH™
De constante d'équilibre* :

_ [H30%]¢q[AH ]¢q
! [AH22+]éq

AH* + H,0 = H;0" + A

De constante d'équilibre :

_ [H30+]éq[A]eq
, =
[AH+]éq
PG S
pH=0 AH2+ & ¢ A pH=7
- I I e -
 I—
AH*

Figure 4.11 : Diagramme de prédominance du Bodipy [3].
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*Activité et constantes d’équilibres

La constante d'équilibre est définie a partir des activités, a, des solutés. En solution diluée,
l'activité des solutés est définie par la relation suivante :

Avec ¢; la concentration en soluté (mol.L'7) et ¢® = T mol.L".

_ a(H30%)qa(AH)gq  [H30%4q[AH*]¢q
YT a(AHEY)ee  [AHEF]g C0

Dans les constantes d'équilibres, on omet souvent les grandeurs c°.

Pour étudier le pKa du Bodipy [3], ce dernier est dissout dans un mélange 95/5
(volumique) tampon de Mcllvaine (Mcllvaine 1921) (tampon citrate, phosphate) /
DMSO avec un pH variant de 0,08 & 7,9 et une concentration de 1,69 x 10~ mol.L™". Aux
pH>2,0 le Bodipy [3] précipite (plus de détail en annexe 1). Dans le cadre de cette
étude, nous allons donc nous restreindre aux solutions sans précipité a des pH
inférieurs ou égaux a 2,0. La photographie des solutions obtenues est visible figure
4.12. Sur I'image, un changement de couleur des solutions est visible avec un passage
du violet au vert. A I'ceil, la zone de virage semble se situer aux alentours de pH = 1,0.
A ces pH, une forme acide, d'une couleur violette, et sa base conjuguée, d'une teinte

verte, doivent étre proches en concentrations. D'apres la formule de Henderson-

Hasselbalch : pH = pK, + log(%) (Po et Senozan 2001), pour des concentrations

proches d'acide et de base conjuguée, le pH de la solution égal au pKa du couple. Un
des pKa ou bien les deux pKa du Bodipy [3] sont donc susceptibles d'étre proche(s) de
1.

Figure 4.12 : Photographie des solutions de Bodipy [3] a C = 1,69 x 10 mol.L"" dans
un meélange 5%/95% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine.
Solutions dont les pH sont compris entre 0 < pH < 2,1. Les valeurs de pH associé aux
cuvettes sont indiquées en noir.
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Figure 4.13: (Gauche) Spectres d'absorption des solutions de Bodipy [3] dans un
mélange 5%/95% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 1,69 x
10> mol.L™. (Droite) Spectres d'absorption normalisés des solutions de pH = 2,6 (noir) ;
pH = 1 (Jaune) et pH = 0,3 (rouge).

Les spectres d'absorption des solutions de Bodipy [3] sont obtenus figure 4.13.
On observe la présence d'un point isobestique a 600 nm. Un point isobestique
correspond a « une longueur d'onde pour laquelle l'absorbance totale de l’échantillon ne
varie pas au cours d'une réaction chimique ou d'un changement physique de
l'échantillon ». La présence d'un point isobestgiue atteste que la stoechiométrie de la
réaction (ou des réactions) ne change au cours de I'étude (Nic 2006). Pour les spectres
obtenus, deux bandes d'absorption sont remarquables : une bande avec un maximum
vers 795 nm et une autre bande vers 721 nm. Ces deux bandes rappellent les bandes
a 751 nm et 658 nm, obtenues dans du DCM, et que l'on avait attribuées
respectivement a A et AH" (tableau 4.1). Comme pour les spectres obtenus dans le
DCM, la position de la bande associée a l'espece AH* est située au niveau de
I'épaulement vibronique de la bande associée a A (figure 4.5 et figure 4.13). La bande
d'absorption associée a I'espéce AH.%* est difficilement décelable. Elle doit étre décalée
vers le bleu par rapport aux deux autres bandes et son signal doit étre maximal aux pH
les plus faibles (pH =0,08). Vers 630 nm, on observe la présence d'un léger épaulement
pour les solutions aux pH les plus bas. Cet épaulement est maximal pour un pH de 0,08.
On suppose donc que cette bande d'absorption est associée a I'espéce AH.%*. Les
attributions des bandes d'absorption sont délicates, probablement a cause de la
présence de nano-agrégats de Bodipy, une étude plus détaillée est présentée en
annexe 2. Les attributions des bandes sont résumeées figure 4.13 droite.

La présence de deux équilibres acido-basiques, de constantes d’'équilibre
potentiellement tres proches : ApKA < 4, rend difficile I'étude des deux acidités
successives du Bodipy [3] ((PIARD et al. 2019; A Sutter, Elhabiri, et Ulrich 2018). De plus,
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le fort recouvrement spectral entre les espéces A, AH* et AH>%* en absorption (figure
4.13 droite) et le potentiel tres faible domaine de pH ou I'espece AH* est prédominante
(figure 4.11) rendent difficile I'étude de AH*. Nous allons donc supposer que les deux
acidités seront dosées simultanément et nous essayerons de négliger le plus possible
le signal de I'espece AH* aux pH étudiés.

On étudie donc I'équilibre suivant :
AHZ* + 2H,0 = 2H;0% + A
De constante d'équilibre :
K = Kj1Kp,
pK = pKa1 + pKaz

Les diagrammes de distribution des espéces suivent les équations ci-dessous
(dont le détail est précisé en annexe 3).

%A ! < 100 = 2D = Aagr@)
0 = =
1+ 102(%—171‘1) AA (/1) - AAH22+(/1)
1 A) —A,(A)
%AH?* = x 100 = X 100
T L 1B Az ) — A D)

Avec A(A) I'absorbance a la longueur d'onde étudiée, Aa(A) I'absorbance du
Bodipy sous forme basique seule, A,yz+(A) I'absorbance du Bodipy sous forme diacide

seule.

La longueur d'onde de travail est sélectionnée de maniére a ce qu'une des deux
espéces, AH.2* ou A, absorbe majoritairement et que I'absorbance de I'espéce AH* soit
négligeable. Nous travaillons donc a 623 nm ou l'absorbance de AH»?* est grande et
celle de A est trés faible. Les diagrammes de distribution des espéces AH»** et A sont
obtenus figure 4.14. Les courbes obtenues sont alors modélisées par une fonction
sigmoide (en trait continu sur la figure). Les modélisations mathématiques obtenues
sont de bonne qualité : R? = 0,997 et nous renseignent sur le nombre de protons ayant
effectivement réagi: n=2,0. Nous avons donc bien dosé simultanément les deux
acidités du Bodipy. La modélisation nous renseigne également sur la valeur de pK,
somme des deux pKa du Bodipy [3], pK =1,9. Il n'est cependant pas possible de
déterminer individuellement la valeur de chaque pKa.
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Figure 4.14 : Ratio des composés AH, 2* (rouge) et A (vert) du Bodipy [3] déterminés
grace au signal d'absorption a 623 nm. Les modélisations mathématiques des courbes
sont tracées en trait continu. Modéle mathématique de type sigmoide %AH:Z" =

— - (R*=0997,n=20; pK = 1,9) et %A = —— (R*=0997,n = 2,0;

~n 14+10"CPHA S

Emission

Les spectres d'émission du Bodipy [3] ont ensuite été étudiés dans différents
tampons pH (Figure 4.15) contenant 0,3% volumique de DMSO a une concentration C
= 9,94 x 10" mol.L™". Dans ces conditions, pour lesquels la concentration est plus faible
que pour |'étude de l'absorption, aucune précipitation n'a été observée dans les
solutions étudiées. Pour I'étude des spectres d'émission, on se limitera a des pH < 4.
Sur les spectres d'émission de fluorescence, on observe la présence d'une bande
d'émission intense a 614 nm. L'émission de cette bande est maximale dans les solutions
les plus acides (en rouge) et sa position est proche de celle observée a 618 nm dans le
DCM (tableau 4.2).
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Figure 4.15: (Gauche) Spectres d'émission des solutions de Bodipy [3] dans un
mélange 0,3%/99,7% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 9,94
x 1077 mol.L'". Pour toutes les solutions |'absorbance maximale est inférieure a 0,1.
Excitation 540 nm, largeur de fente 4,9 nm. (Droite) Mémes spectres d'émission, zoom
entre 660 et 700 nm.

Nous en déduisons que cette bande est associée au Bodipy sous sa forme
diacide AH,?*. Cette bande d'émission semble posséder un épaulement vibrationnel
vers 667 nm. L'observation de I'émission entre 650 et 700 nm (figure 4.15 droite) nous
laisse également apercevoir I'apparition d'une petite bande d'émission vers 665 nm,
dont I'émission semble maximale pour les solutions a pH = 0,8 et pH = 1,0 (courbes
jaune et orange). La position de cette bande d'émission correspond a celle observée
dans les solutions de DCM pour I'espece AH* a 674 nm (tableau 4.2). La difficulté de
détecter I'espece AH* est d'autant plus grande que la position de son maximum
d'émission se situe dans I'épaulement de la bande d'émission associée a AH2%*. Les
caractéristiques spectrales des bandes d'émission sont indiquées dans le tableau 4.3.
Aucune bande d'émission caractéristique de I'espece zwitterionique A n'a cependant
été détectée. La fluorescence de A étant potentiellement beaucoup plus faible que celle
de AH>°* et AH* (Nano et al. 2014; Alexandra Sutter, Elhabiri, et Ulrich 2018; Baruah et
al. 2006), et l'utilisation de largeurs de fente assez faibles pour les monochromateurs
du spectrofluorimetre, rendent difficile la détection de la bande d'émission de
fluorescence associée a A. Plus de détail sur l'attribution des bandes d'émission est
donné en annexe 2.
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Aem,max (NM) LMH (cm™) LMH (nm) espéce

- _ | A
665 - AH*
614 1000 + 15cm™ 38 + 1 AH2*

Tableau 4.3 : Propriétés spectrales des bandes d'émission du Bodipy [3] dans le
tampon 0,3%/99,7% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 9,94
x 107" mol.L™". LHM : Largeur a mi-hauteur de la bande.

Pour les spectres d'émission du Bodipy [3], nous n'avons pas trouvé de
longueurs d'onde de travail permettant de s'affranchir du signal de fluorescence de
AH*. Les diagrammes de distribution des espéces AH,?* et A que nous avons obtenus
n'ont pas pu étre modélisés correctement par les équations d'équilibres acido-basiques
d'une seule ou des deux acidités.
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\ &
g@cb 650
6x105+ 6%104-
M — pH16 — pH2
— — pH2 —_ — pH 1,6
w "
_& 4x105+4 — pHO0,08 _& 4x104+ — pH14
] — pH 1,4 ol pH 1,2
2 f pH 1,2 2 pH 1
8 2x10°4 2 2x1044
£ H ¥ pH 1 15 pH 0,8
N ~ hos
0 T T - pHO0,3 0y T T 1 -— pH 0,08
500 55 600 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 4.16 : Spectres d'excitation des solutions de Bodipy [3] dans un mélange
0,3%/99,7% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 9,94 x 10”7
mol.L!. (Gauche) Emission 668 nm, largeur de fente 6,5 nm. (Droite) Emission 830 nm,
largeur de fente 15 nm. Pour toutes les solutions I'absorbance maximale est inférieure
a 0,1. Les bandes colorées indiquent les longueurs d'onde a laquelle va étre observé le
signal de fluorescence en fonction du pH (figure 4.19) : a 630 nm (bande violette) et a
598 nm (bande verte).

Les spectres d'excitation des solutions de Bodipy [3] dans les tampons ont été
étudiés pour deux longueurs d’ondes d'émission : a 668 nm (figure 4.16 gauche) et a
830 nm (figure 4.16 droite). Sur les spectres d'excitation, on observe la présence de
deux bandes a 597 nm et a 647 nm. Ces bandes sont en bon accord avec les maxima
d'absorption obtenus pour les solutions de Bodipy [3] dans le DCM : une bande a 555
nm et une autre vers 658 nm. Les spectres d'excitation nous permettent alors de
beaucoup mieux estimer la position des bandes que sur les spectres d'absorption
(tableau 4.7 annexe 1).
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Aex,max (NM) LMH (cm™) LMH (nm) espéce

725 - A
647 1335 + 50 cm™ 55+3 AH"
597 1315+ 15 cm™ 46 = 1 AH**

Tableau 4.4 : Propriétés spectrales des bandes d’excitation du Bodipy [3] dans le
tampon 0,3%/99,7% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 9,94
x 107 mol.L™". LHM : Largeur a mi-hauteur de la bande.
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Figure 4.17 : (Gauche) Evolution du signal de fluorescence a 630 nm des spectres
d’excitation (émission 668 nm, largeur de fente 6,5 nm). (Droite) Evolution du signal de
fluorescence a 598 nm des spectres d'excitation (émission 668 nm, largeur de fente 6,5
nm).

Comme pour les spectres d'émission, nous n‘avons pas trouvé de longueur
d'onde qui permette de doser simultanément les deux acidités et de négliger la
présence de l'espece AH*. Cependant, I'observation de I'évolution des signaux de
fluorescence en fonction du pH peut nous fournir des indications sur les équilibres.
Dans le but d'observer spécifiquement I'évolution de la concentration de AH*, nous
étudions le signal de fluorescence a 630 nm du spectre d'excitation (émission a 668
nm) (figure 4.17 gauche). Le signal a 630 nm est proche du maximum d'absorption de
I'espece AH* (Amaxabs = 658 nm, tableau 4.1). C'est a cette longueur d’onde que le signal
de AH,%* est également le plus faible. Le signal de fluorescence, est maximal pour une
solution de pH = 1,0 (courbe jaune, figure 4.16). Entre le pH =3 et 2,1, le signal de
fluorescence est tres faible. L'espeéce AH* n'est pas présente. Puis, entre pH = 2,0 et pH
=1,0, le signal de fluorescence augmente, le Bodipy [3] sous forme basique A est
transformé en AH*. Aux pH inférieurs a 1,0, le signal de fluorescence a 630 nm diminue,
I'espéce AH* est transformée en AH.%*, qui absorbe beaucoup moins a la longueur
d'onde étudiée (630 nm). Comme observeé avec les spectres d'émission (figure 4.15 et
annexe 4), I'espece AH" est prédominante aux pH proches de 1,0. Nous en déduisons
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que le pKa1 est inférieur a 1 et que le pKaz est supérieur a 1 (figure 4.18). Des résultats
similaires ont été obtenus en observant le signal d'émission a 697 nm annexe 4.

pH=0 AH,2+ ¢ ¢ A pH=7
| —
AH *
pH=1

Figure 4.18 : Diagramme de prédominance du Bodipy [3].

Nous étudions également le signal de fluorescence a 598 nm (spectres
d’excitation, émission a 630 nm) en fonction du pH (Figure 4.17 droite). A 598 nm, le
signal détecté peut provenir a la fois de I'espéce AH* et de AH,**. Comme observé
précédemment, le signal de fluorescence est maximal a pH = 1,0, puis il diminue entre
pH = 1,0 et pH = 0,3. Cette diminution du signal est associée a la disparition de I'espéce
AH* au profit de AH,?*. Cependant, contrairement aux précédentes courbes, le signal
de fluorescence augmente a nouveau entre pH = 0,3 et pH = 0,08 attestant de la
transformation d’une importante quantité de AH* en AH.?*. A nouveau, on peut
remarquer que l'espece AH* prédomine aux pH proches de 1,0. Cela confirme les
résultats obtenus avec les spectres d'émission : pKar < 1,0 et pKa2 > 1,0. Le changement
d'évolution de la courbe aux alentours de pH = 0,3 est une bonne indication pour situer
le changement d'espéce prédominante, entre AH,?* et AH*, aux alentours de cette
valeur de pH. On estime donc que le pKa1 est proche de 0,3 + 0,3. Comme la somme
des deux pKa vaut 1,9, on en déduit que pKaz a une valeur proche de 1,6 + 0,3.

La premiere estimation des pKa du Bodipy [3] nous permet d’en déduire qu’'au
domaine de pH que I'on souhaite étudier avec I'Aza-Bodipy : 4 < pH < 7, le Bodipy [3]
sera seulement présent sous forme basique A car pH >> pKax. Cependant, les équilibres
acido-basiques du Bodipy [3] sont-ils les mémes dans les suspensions de NP ?

4.3.2 Sensibilité au pH des NP de Bodipy [3]

Dans cette partie nous étudierons dans un premier temps la stabilité des
suspensions de NP dans des tampons acides, puis dans un second temps les pKa des
NP seront estimés.
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4.3.2.1 Stabilité des NP dans un tampon pH acide
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Figure 4.19 : (Gauche) Diametre hydrodynamique des NP-25% de Bodipy en fonction
du pH. (Droite) PDI (PolyDispersity Index en anglais, indice de polydispersité) des NP
NP-25% de Bodipy en fonction du pH.

Les NP de Bodipy sont synthétisées comme nous l'avons vu dans le chapitre 2,
par formulation d'un mélange de polymere de PLA-Bodipy et d'un polymere de PLA-
PEGso00. Des NP-25% de Bodipy sont étudiées, ce qui signifie qu’elles contiennent 25%
massique de PLA-Bodipy et 75% de PLA-PEG. La stabilité des suspensions de NP est
alors évaluée en fonction du pH de la solution (figure 4.19). Les suspensions de NP sont
diluées 10 fois dans une solution tampon et I'on mesure leur taille et leur indice de
polydispersité en fonction du pH, 2-3h apres ajout du tampon. La taille des NP NP-
25% varie tres peu avec le pH de la solution. Elles possedent un diametre de 92 + 2
nm aux pH les plus basiques et une taille de 96 + 2 nm aux pH les plus acides. L'écart
relatif entre les tailles des NP en solution acide et basique est de 5-6%, ce qui est
négligeable. On n'observe donc pas de changement de la taille des NP deux a trois
heures aprés suspension dans des solutions tampons de pH < 8,0. On regarde
également I'évolution des indices de polydispersité (PDI) des NP en fonction du pH
(figure 4.19 droite). Aucune modification significative du PDI avec le pH n’est visible.
Les PDI des NP sont tous compris entre 0,17 et 0,10. Les suspensions de NP sont mono-
disperses quel que soit le pH. Nous n‘observons donc pas d'influence du pH ni sur la
taille ni sur la dispersité des NP sur des échelles de temps de deux a trois heures. Les
photographies des suspensions des NP-25% dans les différentes solutions tampons
sont visibles figure 4.20. Aucune détérioration du polymere nest visible a |'ceil nu dans
les suspensions.
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Figure 4.20 : Photographie des suspensions des NP-25% de Bodipy dans différentes
solutions tampons (2-3 heures apres suspension dans la solution tampon). Les valeurs
de pH sont indiquées en noir sur chaque solution.

€

£ 100+ ]

-qg,- w ........................... P ®

& ]

£ 0.2

g w 2 ]

$ o] |

> 0.1 oo 0o ’

2 e

‘D

5 ]

S ot 0.0 ; ' ' '
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

t (min) t (min)

Figure 4.21 : (Gauche) Diametre hydrodynamique des NP-25% de Bodipy en fonction
du temps dans une solution tampon pH = 0,08. (Droite) PDI (PolyDispersity Index en
anglais, indice de polydispersité) des NP-25% de Bodipy en fonction du temps dans
une solution tampon pH = 0,08.

Nous avons étudié ensuite la stabilité des NP dans une solution tampon tres
acide (pH = 0,08) en fonction du temps. Les NP-25% sont diluées dix fois dans la
solution tampon et on étudie la taille et le PDI en fonction du temps (figure 4.21). La
taille des NP diminue tres légerement avec le temps, en passant d'un diametre de 95
nm a t = 0 min, a un diametre de 86 nm apres environ 31 heures (1906 min). Cette
diminution de la taille au cours du temps correspond a un écart relatif de 9,5%. On
peut donc considérer que cette variation est significative. Le PDI des NP suspendues
dans un tampon trés acide ne semble pas changer avec le temps (figure 4.21 droite).
Les NP restent trées mono-disperses tout le long de I'étude. De méme, le diagramme
de distribution de la taille des NP (figure 4.22) indique bien la présence d'une seule
taille de NP centrée autour de 100 nm pour tous les temps étudiés. La solution tampon
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acide semble donc provoquer une faible réduction de la taille des NP, mais pas leur
destruction. Les NP sont stables pendant au moins 31 heures dans une solution tampon
acide. Dans la littérature, des films d'acide polylactique-co-glycolique-PEG (PLGA-PEG)
ont démontré une résistance accrue a I'hydrolyse dans du tampon phosphate a 37°C
grace a l'augmentation de I'hydrophobicité et de la température de transition vitreuse
des copolymeres. Dans les films les plus hydrophobes la diffusion de I'eau est plus lente
et la dégradation du polymere est alors moins rapide. Les copolymeéres possédant le
plus grand rapport molaire d'unité lactique par rapport aux unités glycoliques sont
alors les plus stables vis-a-vis de I'hydrolyse (Vey et al. 2011; Casalini et al. 2019). La
stabilité des NP de PLA-Bodipy peut donc s'expliquer par une diffusion lente de I'eau
dans la matrice hydrophobe du PLA. La légere diminution de la taille des NP dans un
tampon acide peut quant a elle s’expliquer par I'hydrolyse des PEG en surface des NP.
En effet, Vey et son équipe ont démontré que I'hydrolyse du PEG est 1,3 fois plus rapide
que celle du PLGA (Vey et al. 2011).
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Figure 4.22 : Diagramme de distribution de la taille des NP pour la suspension de NP-
25% de Bodipy pour tous les temps (de 0 min a 1906 min)

Trois suspensions de NP de Bodipy : NP-50% ; NP-25% et NP-5% ont été
diluées dans un tampon tres acide (pH = 0,08) et un tampon neutre (pH =7,3). Les
photographies des suspensions sont visibles figure 4.23. On observe un trés léger
changement de couleur lors du passage d'un tampon neutre a acide. La couleur passe
du violet clair au violet plus foncé. Ce changement de couleur n’est pas aussi marqué
que celui observé sur le Bodipy [3] dissout dans des mélanges tampon/DMSO (figure
4.12). De plus, on n‘observe pas non plus d'apparition de couleur verdatre ou vert clair
comme pour les expériences avec le Bodipy [3] en solution.
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~ NP50%

NP5%

Figure 4.23 : Photographie des suspensions des NP : NP-5%, NP-25%, NP-50% de
Bodipy dans différents tampons pH. Les valeurs de pH sont indiquées en noir sur
chaque solution. Les suspensions de NP-50% ont été dilués 252 fois, les NP-25% ne
sont pas diluées, les NP-5% sont diluées d'un facteur 12.

4.3.2.2 Détermination des pKa des NP de Bodipy [3]

Absorption
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Figure 4.24 : Spectres d'absorption des NP-25% de Bodipy dans différentes solutions
tampons 0,3 < pH < 3,6. C = 1,0 x 10°® mol.L"" en PLA-Bodipy [3]. Les points
isobestiques sont entourés en noir.

Les spectres d'absorption des NP-25% dans les différentes solutions tampons
ont été étudiés figure 4.24. On observe la présence de deux points isobestiques : a 682
nm et a 580 nm. Comme observé dans les précédents chapitres (chapitres 2 et 3) de
cette these, on observe pour les NP de Bodipy, la présence d'une bande principale vers
757 nm. La position de cette bande ne change pas avec la diminution du pH des
solutions. Aucune nouvelle bande n’est décelable pour tous les pH étudiés. Toutefois,
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on peut remarquer une augmentation de I'absorbance a 661 nm et une diminution de
I"absorbance a 750 nm avec la diminution du pH.

Comme pour les expériences avec le Bodipy [3] en solution, nous étudions le
dosage simultané de 2 protons des NP-25% en observant le signal d’absorbance a 610
nm. Le diagramme de distribution ainsi que la modélisation mathématique associée
sont indiqués figure 4.25. La qualité des modélisations est acceptable : R* = 0,973.
Cependant, la modélisation mathématique nous indique que I'équilibre observé est
associé au dosage d'une seule acidité : n =1,2. D'apres la modélisation, la valeur du pKa
associé a cet équilibre est de 1,1. Le pKa étant plus grand que 1,0, on suppose qu'il
s'agit de I'équilibre entre AH* et A (pKa2). On a donc une estimation de pKa2 = 1,1 £
0,3 pour les NP de Bodipy NP-25% a 20°C. On peut également en déduire que le signal
d’'absorption aux alentours de 610 nm doit étre associé a la formation de I'espece AH".

1.04
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v ofrey

o
(2}
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Figure 4.25 : Diagramme de distribution des espéces AH* (rouge) et A (vert) des NP-
25% de Bodipy [3] déterminé grace au signal d’absorption a 610 nm. Les modélisations
mathématiques des courbes sont tracées en trait continu. Modéele mathématique de
type sigmoide %AH™* = L (R = 0973, n =12 ; pK = 1,1) et %A =

_px
1+10"PH= )

P, (R*=0,973,n=12; pK=1,1).

n

1

1410 "PH*

Emission

Les spectres d'émission des NP-25% sont ensuite étudiés (figure 4.26). Deux
spectres sont obtenus : un premier, figure 4.26 gauche (excitation a 670 nm) et un
deuxieme, figure 4.26 droite (excitation a 540 nm). Pour chaque graphique, un point
iso-émissif est visible a 775 nm (4.27 gauche) et a 749 nm (4.27 droite). On observe les
mémes positions de bandes que pour les expériences avec le Bodipy [3] dissous dans
les solutions tampons (tableau 4.2). Une premiere bande avec un maximum a 615 nm,
associée a AH**, et une deuxieme bande a 665 nm, associée a AH*. Cependant,
contrairement aux expériences avec le Bodipy [3] en solution, on observe une bande
d'émission intense a 820 nm. C'est la bande d'émission caractéristique des NP
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suspendues dans I'eau, que nous avons déja observée dans les chapitres 2 et 3 de cette
these. L'intensité de la bande a 820 nm diminue avec le pH, témoignant de la
transformation de I'espéce A du Bodipy en ses formes acides AH* et AH»?*. De méme,
I'augmentation des intensités des bandes a 615 nm et 665 nm atteste de la formation
des espéces acides du Bodipy. La bande d'émission a 820 nm est la plus intense malgré
le fait que le Bodipy sous sa forme basique possede le rendement quantique de
fluorescence le plus faible (Galangau et al. 2010; Nano et al. 2014; Alexandra Sutter,
Elhabiri, et Ulrich 2018).
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Figure 4.26 : (Gauche) spectres d'émission des NP de Bodipy NP-25% dans des
solutions tampons et dilution d'un facteur 83. Excitation a 670 nm, largeur de fentes 12
nm. Le signal de fluorescence est corrigé de I'absorption a 670nm. (Droite) spectres
d'émission des NP de Bodipy NP-25% dans des solutions tampons et dilution d'un
facteur 83. Excitation a 540 nm, largeur de fentes 12 nm.

Les diagrammes de distribution des espéces acido-basiques sont étudiés a 690
nm (figure 4.27 gauche) et a 615 m (figure 4.27 droite). Les modélisations
mathématiques obtenues pour les deux diagrammes indiquent le dosage simultané
des deux acidités: n = 2,5 et n = 1,9, pour respectivement 690 nm et 615 nm. La
modélisation de la courbe a 690 nm est trés bonne : R? = 0,991 et permet d’en déduire
une valeur pour la somme des deux pKA : pK = 1,8. D'apres les résultats obtenus en
absorption, on peut en déduire les deux valeurs des pKa des NP NP-25% : pKa1 = 0,7
+03etpKa2=11%£0,3.
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Figure 4.27 : (Gauche) Diagramme de distribution des espéces AH; %* (rouge) et A (vert)
des NP-25% de Bodipy [3] déterminé grace au signal d’émission a 690 nm (spectre
d'émission, excitation a 670 nm, 12 nm de largeur de fente). Les modélisations
mathématiques des courbes sont tracées en trait continu. Modéle mathématique de
type sigmoide %AHZt = L (R = 0991, n = 25 ; pK = 1,8) et %A =

1+10"PH-ED

5E) (R® = 0,991, n = 2,5; pK = 1,8). (Droite) Diagramme de distribution des

n

1

14107 "PH*

espéces AH 2* (rouge) et A (vert) des NP-25% de Bodipy [3] déterminé grace au signal
d'émission a 615 nm (spectre d'émission excitation a 540nm, 12 nm de largeur de

fente). Les modélisations mathématiques des courbes sont tracées en trait continu.

Modéle mathématique de type sigmoide %AH2* = —— (R = 0,954, n = 1,9 ;

1+10"PH=7D)

= (R?=0954,n=1,9; pK = 1,5).

n(-pH+5-)

pK = 1,5) et %A = !

1+10

Conclusion

Dans cette partie, nous avons étudié I'influence du pH sur des NP de Bodipy. Les
NP de Bodipy NP-25% sont stables pendant au moins 31 heures dans un tampon pH
tres acide (pH = 0,08). Elles sont également stables pendant au moins 2-3 heures pour
des solutions de pH < 8,0. Dans un milieu tres acide, pH < 2,0, on observe I'apparition
d'un signal de fluorescence des NP vers 615 nm et 665 nm. Cette fluorescence
augmente avec la diminution du pH au détriment de la bande principale d'émission a
820 nm. Cependant, la perte de fluorescence reste faible et les spectres d’absorption
des NP sont également peu modifiés. Nous avons pu estimer les valeurs des pKa des
deux acidités des NP de Bodipy NP-25% : pKa1 = 0,7 et pKa2 = 1,1. Les constantes
d'acidité obtenues pour les NP de Bodipy NP-25% ne sont pas tres différentes de celles
obtenues pour le Bodipy [3] en solution (pKa1 = 0,3; pKa2 = 1,6). Les valeurs
légerement différentes des constantes d'équilibre peuvent s'expliquer par l'influence
du solvant sur les équilibres acido-basiques. Dans le cas du Bodipy [3] solvaté, le
solvant est constitué d'un mélange tampon/DMSO. Dans les suspensions, la présence
des NP peut modifier les parametres du solvant : comme la constante diélectrique, la
force ionique, la mobilité des ions, et la viscosité.
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La présence d'un important signal de fluorescence a 820 nm associé a la forme
basique A du Bodipy est notable méme aux pH les plus acides pour lesquels le pH <
pKaz (figure 4.26). Cette bande de fluorescence a 820 nm n’était pas détectable pour
les expériences avec le Bodipy [3] dissous dans des solutions tampons acides (figure
4.15). Dans les suspensions de NP, cette bande de fluorescence a 820 nm reste la plus
intense quel que soit le pH (Figure 4.26). De plus, pour détecter la fluorescence des NP,
des largeurs de fentes beaucoup plus grandes pour les monochromateurs (12 nm,
excitation 540 nm) ont été nécessaires comparées aux expériences du Bodipy [3]
solvaté (4,9 nm, excitation 540 nm) malgré des valeurs d'absorbance similaires (A< 0,1
pour la fluorescence). Enfin, le changement de couleur est tres peu marqué dans les
suspensions de NP et ne correspond pas au net changement de couleur du violet au
vert observé avec le Bodipy [3].

Des lors, il semble que dans les suspensions de NP, une quantité importante de
Bodipy est présente sous sa forme basique A, malgré les faibles valeurs de pH (pH <
pKa2) pour lesquels les forme AH2%* et AH* sont censé étre prédominantes. De plus, les
valeurs de constantes d'équilibre déterminées ne permettent pas d'expliquer la
présence de d'une quantité importante de A aux pH les plus acides. On suppose alors,
que dans les NP, grande partie du Bodipy [3] n'a pas été protonée. La structure tres
hydrophobe du Bodipy [3] rend susceptible son agrégation au sein de la matrice
polymere polylactide des NP (Casalini et al. 2019). Seuls les Bodipy en surface des NP
sont accessibles pour réagir avec les protons. La matrice polylactide étant dense,
apolaire et vitreuse, |'eau et les protons diffusent tres lentement a I'intérieur (Vey et al.
2011; Tanase et Spiridon 2014; Luo, Wang, et Wang 2012, 2; Casalini et al. 2019). Ainsi,
a court terme (quelques heures) seuls les Bodipy [3] en surface des NP sont
susceptibles d'étre protonés.

Si seuls les Bodipy présents en surface des NP peuvent étre protonés, le signal
de fluorescence en milieu acide peut donc nous renseigner sur la quantité de Bodipy
[3] surface des NP. Nous allons donc essayer de doser le Bodipy en surface des NP.

4.3.3 Dosage du Bodipy [3] en surface des NP

Nous avons étudié le signal de fluorescence de trois lots de NP : NP-5%, NP-
25% et NP-50% dans un tampon acide pH = 0,07 et dans un tampon pH = 7. Les
spectres sont indiqués figure 4.28. Les NP ont toutes été diluées de maniere a ajuster
I'absorbance aux alentours de 0,1 au maximum de la bande. Pour chaque lot de NP,
lorsque I'on suspend les NP dans un tampon acide, on observe une diminution de la
fluorescence a 820 nm et une augmentation du signal de fluorescence a 615 nm et 665
nm. Des Bodipy sous forme basique A sont donc protonés pour former des Bodipy AH*
et AH»?*. Le quotient du signal de fluorescence en milieu acide sur celui en milieu
neutre nous donne les spectres figure 4.28 (d). Sur cette figure, on observe la présence
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de deux bandes a 670 nm et 617 nm, correspondant respectivement aux espéeces
Bodipy AH* et AH.%*. Le quotient de fluorescence acide/base au maximum de la bande
(670 nm) diminue avec le pourcentage de PLA-Bodipy dans les NP. Pour les NP-5%, le
rapport entre les deux spectres est de 5,7 au maximum. Pour les NP-25%, ce rapport
est de 4,6 et pour les NP-50% le rapport est de 2,2. La perte du signal de fluorescence
a 820 nm provient de la transformation de A accessible en surface des NP en AH™ et
AH?*. 1l semble alors que plus le taux de chargement des NP est important moins il y
ait de Bodipy basique (A) accessible en surface des NP comparé a la quantité totale de
Bodipy dans les suspensions.
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Figure 4.28 : Spectres d'émission des NP de Bodipy, excitation 540 nm, largeur de fente
9,5 nm. Courbe rouge NP suspendues dans un tampon acide pH = 0,07. Courbe bleu
NP suspendues dans tampon pH = 7. Le signal de fluorescence est corrigé de
I'absorption a 670nm. Le nom associé a chaque synthese de NP est indiqué en gras sur
chaque graphique : (a) NP-5% ; (b) NP-25% ; (c) NP-50%. (d) Quotient de l'intensité
de fluorescence en milieu acide par celle en milieu neutre pour chaque synthese de NP
(bleu, NP-5%) ; (gris, NP-25%) ; (vert, NP-50%).

Afin de vérifier ces hypotheses, nous désirons doser le Bodipy en surface des
NP. Pour cela, nous avons réalisé une droite d'étalonnage de la fluorescence du Bodipy
en milieu acide a pH = 0,07. Les solutions étalons sont construites par dilutions
successives dans des solutions tampons acides a partir d'une solution mere de Bodipy
[3]1 dans du DMSO (Co = 1,3 x 10 ™ mol.L™"). Les solutions étalons étudiées possédent
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alors des concentrations comprises entre 3,2 x 108 mol.L'" < C < 1,3 x 107 mol.L" et
des pourcentages volumiques de DMSO compris entre 0,3 % < %V < 1%. Les spectres
d'émission des solutions étalons et des NP en milieu acide sont superposés figure 4.29
et sont obtenus dans les mémes conditions. Afin de doser I'ensemble des Bodipy
protonés sous forme AH* et AH,2*( Ciacide), le signal de fluorescence est intégré entre
570 et 720 nm. La fluorescence intégrée est alors tracée en fonction de la concentration
des solutions étalons pour donner la droite d'étalonnage figure 4.29 droite. La courbe
est modélisée par une fonction affine, dont le coefficient de corrélation (0,9963), atteste
de la bonne qualité de la modélisation. L'ordonnée a |'origine obtenue n’est pas nulle :
-1,31 x 10° cps.nm, mais cette valeur est proche en ordre de grandeur du signal de
fluorescence mesuré sur un échantillon ne contenant que du tampon acide 9,3 x 10° +
2 x 10° cps.nm.
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Figure 4.29: (a) Spectres d'émission des solutions étalons de Bodipy [3] dans un
tampon pH = 0,07, (Rouge foncé, C = 1,3 x 10" mol.L™") ; (Rouge clair, C = 1,0 x 107/
mol.L™") ; (marron foncé, C = 6,9 x 108 mol.L'") ; (jaune, C = 6,5 x 10® mol.L™") ; (Orange,
C =3,2x 108 mol.L™"). Les spectres d'émission des NP de Bodipy sont indiqués en bleu
pour NP-50%, gris pour NP-25% et vert pour NP-50% (dilution des suspensions de
NP pour avoir Amax = 0,1). Excitation 540 nm, largeur de fente 9,5 nm. (b) Droite
d'étalonnage du signal de fluorescence intégré entre 570 nm et 720 nm des solutions
étalons de Bodipy [3] dans des tampons. Modélisation mathématique y = 7,57 X
103 Cpogipy — 1,31 x 10° (R* = 0,9963). (c) zoom du graphique (b) pour 0 mol.L™" <
Ceodipy < 1,5x107" mol.L”" et 0 < Ir <1x10” mol.L"".
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On utilise alors la droite d'étalonnage pour remonter a la concentration totale
en espéces acide du Bodipy AH** et AH* Ciacide dans les suspensions de NP. Les
résultats du dosage sont indiqués tableau 4.5 et les concentrations Cyacide Obtenues
pour chaque NP sont comparées a la concentration totale en Bodipy dans chaque
suspension Cigodipy.- Le quotient de la quantité de Bodipy sous forme acide par la
quantité totale de Bodipy dans la suspension nous renseigne sur le pourcentage de
Bodipy pouvant étre protoné en surface des NP. Pour NP-5% on obtient 9,2% des
Bodipy qui sont accessibles en surface, et 3,6% et 3,1% pour respectivement NP-25%
et NP-50%. Comme pour les spectres d'émission des NP (figure 4.28), plus le taux
d’'encapsulation est élevé plus le pourcentage de Bodipy en surface des NP diminue.
Le Bodipy est une molécule hydrophobe, plus le taux d'encapsulation est grand, plus
le Bodipy est susceptible de s'agréger par interaction hydrophobe au cceur de la NP.

NP Ctacid (mol.L'") Ct.Bodipy (mol.L'") %surface
NP-5% 1,1x 107 | 1,2 x 10 9,2
NP-25% 5,7 x 108 1,6 x 10 3,6
NP-50% 56 x 108 | 1,8 x 10 3,1

Tableau 4.5 : Résultats du dosage par étalonnage du Bodipy sous forme acide dans les
NP de Bodipy. Les calculs de concentration sont effectués sur les solutions de NP
diluées pour la spectroscopie. NP-5% dilution par 13,33. NP-25% dilution par 41,41.
NP-50% dilution par 76,96.

Controle de la validité des résultats

Afin de vérifier que les ordres de grandeurs obtenus de pourcentage de Bodipy,
en surface des NP, ne soient pas aberrants, nous avons essayé d'estimer la taille de la
coquille surfacique contenant le Bodipy. Nous supposons une répartition uniforme en
volume du Bodipy dans les NP. Ainsi, pour 9,2% des Bodipy accessibles en surface des
NP, on considere que la coquille surfacique occupe 9,2% du volume total de la NP. Les
résultats sont indiqués dans le tableau 4.6. La taille estimée de la coquille surfacique
contenant les Bodipy correspond a un rayon de 1,6 a 0,6 nm. Cette valeur ne parait pas
aberrante et correspond a I'ordre de grandeur de la taille d'une molécule de Bodipy
(Duan et al. 2019).
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NP % Bodipy cceur Rcoquille (NM) Rnp (nm)

NP-5% 90,8 | 1,6 47,5
NP-25% 96,4 06 46,8
NP-50% 96,9 | 07 57,8

Tableau 4.6 : Estimation de la taille du cceur et de la coquille des NP de PLA-Bodipy

pour chaque synthese. Le volume estimé du cceur des NP correspond au pourcentage

de Bodipy dans le coeur appliqué au volume totale de la NP. La taille des coquilles en
1

3VCO€'IJ.T‘)5

est déduite par soustraction. V yeur = V; X %Bodipycoeur €t Reoeur = ( y

Conclusion

A l'aide d'une droite d'étalonnage de la fluorescence du Bodipy [3] en milieu
acide, nous avons pu déterminer la quantité de Bodipy sous forme acide (Ctacide , AH2%*
et AH") pour chaque synthése de NP de Bodipy : NP-5%, NP-25% et NP-50%. Les
résultats obtenus démontrent que seul un tres faible pourcentage, < 10%, des Bodipy
sont accessibles en surface des NP et participent donc aux équilibres acido-basiques.
Dans les NP, la majorité du Bodipy est présente au coeur des NP et n'est donc pas
accessible aux protons en solution. Le pourcentage surfacique de Bodipy dans les NP
diminue avec le taux d’'encapsulation. Pour les NP-5%, NP-25% et NP50% il est
respectivement de 9,2%, 3,6% et 3,1%. Plus le taux d'encapsulation est grand, plus le
Bodipy est susceptible d'étre agrégé dans le coeur des NP par interaction hydrophobe.
Finalement, la validité du dosage est contrélée par une estimation de la taille de la
coquille des NP contenant le Bodipy en surface. Une répartition homogene en volume
du Bodipy permet d'estimer des taille coquille surfacique de 2 a 0,6 nm de rayon.

Nous avons donc démontré que les NP de Bodipy ne sont pas sensibles au pH
dans les domaines que nous souhaitons étudier pour I'Aza-Bodipy: 4 < pH < 7. Les
NP sont stables dans un tampon pH tres faible (pH = 0,08) pendant au moins 32 h. De
plus I'eau et les protons diffusent tres lentement dans la matrice PLA (Casalini et al.
2019), ainsi donc seul les Aza-Bodipy en surface devraient pouvoir étre affectés par les
variations de pH.

Nous allons donc maintenant nous intéresser a la synthese des NP d’Aza-Bodipy
sensibles au pH.

4.4 SYNTHESE DES AZA-BoODIPY

La synthese de I'Aza-Bodipy a été réalisée suivant les étapes indiquées figure 4.30
et exploite la stratégie de synthése d'Aza-Bodipy symétriques historiquement
développée par O'shea et son équipe en 2004 (Gorman et al. 2004). La premiere étape
consiste en une protection de la fonction phénol du para-hydroxybenzaldéhyde sous
forme d'acétal (Choi et al. 2001). Le phénol est mis a réagir avec le dihydropyrane en
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milieu acide pour former un éther de tétrahydropyranyle avec 90% de rendement.
L'éther formé est alors stable en milieu basique et va ainsi permettre d'améliorer le
rendement des étapes ultérieures dont trois sur les quatre suivantes sont réalisées sous
assistance basique. Les produits obtenus seront plus solubles que les phénols
correspondants ce qui facilitera les étapes de purification par chromatographie sur gel
de silice L'aldéhyde est ensuite mis a réagir avec du 4-diméthylaminoacétophénone
pour donner par aldolisation/crotonisation une chalcone avec un rendement de 91%
(Daly et al. 2017). Une réaction de Michael est ensuite réalisée sur la chalcone pour
permettre d'obtenir le composé nitré avec un rendement de 50%. La molécule de type
aza-dipyrrine est ensuite obtenue avec 71% de rendement par réaction de
condensation en présence d'un large exces d'acétate d'ammonium. Cette étape est
suivie par une complexation au bore, en présence de la diisopropyléthylamine, pour
permettre de rigidifier le squelette de la molécule et obtenir un Aza-Bodipy avec un
rendement de 43% (Daly et al. 2017). On procede ensuite a la dé-protection des
fonctions phénol par hydrolyse des acétals sous catalyse acide.

Pour permettre le greffage de I'Aza-Bodipy sur des nanoparticules par réaction
de chimie click, nous désirons introduire une fonction azoture sur I'Aza-Bodipy. Ainsi,
parallelement a la synthese de I'Aza-Bodipy, du bromure de propargyle a été mis a
réagir avec du 2-[2-(2-Chloroéthoxy)éthoxy]éthanol en présence d'hydrure de sodium
pour donner le chloroalcyne par réaction de Williamson (Piron et al. 2010). Une réaction
d'échange d'halogene est ensuite réalisée pour obtenir le dérivé iodé avec 88% de
rendement (Piron et al. 2010). La substitution d'un atome de chlore par un atome d'iode
permet d'affaiblir la liaison carbone-halogéne et va ainsi favoriser la réaction de
substitution nucléophile sur I'alcyne grace a l'introduction d'un meilleur groupe partant
(Clayden, Greeves, et Warren 2012). Enfin, la O-alkylation sur l'alcyne est réalisée par
réaction de Williamson en présence de la base fluorure de césium. Le temps de réaction
est court (20 min) afin de favoriser la O-alkylation par une seule des deux fonctions
phénol de I'Aza-Bodipy (Grossi et al. 2016). L'ion fluorure permet d'activer le phénol
par création d'une liaison hydrogene entre I'ion fluorure et I'atome d'hydrogene du
phénol (Clark 1980). L'Aza-Bodipy mono O-alkylé, obtenu avec un rendement de 46%,
possede alors une fonction alcyne qui permettra de greffer I'Aza-Bodipy facilement a
la surface des NP par réaction de chimie click avec un azoture.

Enfin, la derniere étape de la synthese consiste a réaliser une nitration en position
ortho du phénol. L'ajout d'un groupe attracteur en alpha du phénol permet de
stabiliser la base conjuguée et donc d'abaisser le pKa du couple phénol/phénolate de
9 a 4 (Grossi et al. 2016; Clayden, Greeves, et Warren 2012). La nitration est réalisée par
substitution électrophile aromatique et le produit est obtenu avec 25% de rendement.
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Le polymere polyéthylene glycol, possédant une fonction azoture et une fonction
alcool en bout de chaine : HO-PEG-N3, est utilisé comme amorceur pour réagir avec un
DL-lactide par polymérisation par ouverture de cycle catalysé par un complexe d'étain
(figure 4.31). Le polymere polylactide-polyéthylene glycol azoture PLA-PEG-Ns3, de
masse molaire Mn = 9800 g.mol ™, est alors obtenu avec un rendement de 25%.

Sn(Oct)z
Toluene
2h, reflux

Figure 4.31 : Schéma de synthese du polymere PLA-PEG-N3-
4.5 CONCLUSION

Nous avons donc démontré que si le Bodipy [3] est sensible au pH, les valeurs
de ses pKa sont si faibles, que dans le domaine 4 < pH < 7, seul le Bodipy sous forme
basique A, actif en photoacoustique, est présent. De plus, nous avons démonté la
bonne stabilité des NP de polylactide dans des solutions tampons acides pendant au
moins 32 heures. Nous avons également mis en évidence que la majorité du Bodipy
(plus de 90% molaire) est présente au cceur des NP et ne peut donc pas intervenir dans
les équilibres acido-basiques. Tous ces résultats tendent a montrer la conservation des
propriétés spectrales des NP de Bodipy [3] dans les domaines de pH que nous allons
étudier pour I'Aza-Bodipy: 4 < pH < 7. Cela est donc encourageant pour la
photoacoustique. Un double marquage Aza-Bodipy en surface et Bodipy au coeur des
NP de polylactide sera donc envisageable.

Nous avons ensuite réalisé la synthese de I'’Aza-Bodipy. Ce dernier possede deux
fonctions N,N-diméthylaniline en positions 3 et 5 de l'indacéne pour décaler les
propriétés spectrales dans la région du proche infra-rouge (absorption vers 786 nm et
émission vers 826 nm) et pour éviter tout recouvrement spectral avec le Bodipy [3]. La
présence d'une fonction phénol en position 7 de I'indacene, avec un groupement nitro
en position ortho, permettra d'obtenir un Aza-Bodipy sensible aux variations de pH
dans le domaine 4 < pH < 7. Enfin, I'ajout d'une fonction alcyne sur le phénol en
position 1, va permettre de greffer I'’Aza-Bodipy en surface des NP par réaction de
chimie click entre I'alcyne et une fonction azoture.

Par manque de temps, nous n‘avons pas pu mener I'étude des propriétés
spectrales de I'Aza-Bodipy synthétisé, ni son greffage en surface de NP de polylactide.
Dans nos prochains travaux, nous devrons donc greffer I'’Aza-Bodipy en surface de NP
de polylactide-b-polyéthyléne glycol par cycloaddition (chimie click). Les propriétés
photophysiques (fluorescence, temps de vie de fluorescence, absorption) et
photoacoustiques de ces NP d'Aza-Bodipy seront étudiées dans deux solutions
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tampons de pH pH = 4 et pH = 7. Enfin, le pKa des NP d'Aza-Bodipy sera déterminé
par des expériences de titration et un suivi spectrophotométrique (fluorescence et
absorption).

4.6 PARTIE EXPERIMENTALE

4.6.1 Matériel

Les réactifs employés proviennent en général de la société Sigma-Aldrich ou de
TCl. Le DL-lactide provient de Biovalley Polysciences Inc. (Etats-Unis). Le poly(éthylene
glycol) et le poly(éthyleneglycol) azoture ont été commandés chez la société Iris
Biotech GmbH (Allemagne) (OH-PEG-OCH3, Mn = 5000 g.mol™"), (OH-PEG-N3, Mn =
5000 g.mol™"). Les produits n‘ont pas été purifiés avant utilisation. Les solvants utilisés
pour les études spectroscopiques proviennent de la société Sigma-Aldrich et sont de
qualité spectroscopique. De I'eau milliQ est utilisée (Merck-Millipore, France, 18.2
MQ.cm a 20°C). Les solvants utilisés pour la synthése de I'’Aza-Bodipy ont été purifiés
par le purificateur de solvant de MBraun (MBraun, SPS-800). Les intermédiaires de
syntheses ont été purifiés, si nécessaire, par chromatographie flash (Reveleris® X2 flash
chromatographie) sur colonne de silice (Carbo Elba, 60 A, 70-200 um). Les produits
obtenus sont caractérisés par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) sur un appareil
JEOL ECS 400 MHz. Pour la RMN du proton, le tétraméthylsilane est utilisé comme
référence (0 ppm). Pour la RMN du carbone 13, le pic du solvant est utilisé comme
référence (Pour CDClz 77.16 ppm). Les déplacements chimiques sont par la suite
indiqués en ppm et les abréviations suivantes sont employées pour désigner les
multiplicités : s pour singulet, d pour doublet, t pour triplet et m pour multiplet.

Le diameétre hydrodynamique (diffusion dynamique de la lumiére (DLS)), l'indice
de polydispersité (PDI) et le potentiel zéta ont été mesurés a I'aide d'un Zetasizer Nano
ZS avec un angle de rétrodiffusion de 173°, un laser de 632,8 nm et a une température
de 25°C (Malvern, France). La moyenne sur trois mesures de taille est obtenue sur des
solutions avec une dilution par 10 fois des suspensions de NP.

4.6.2 Etude du pH

4.6.2.1 Solutions tampons

Les solutions tampons ont été préparées selon la méthode présentée par
Mcllvaine (Mcllvaine 1921). Ces solutions tampons consistent en un mélange d'une
solution d'acide citrique (CsHsO7) a 0,1 molL" et d'une solution
d’hydrogénophosphate de sodium (Na;HPO4) a 0,2 mol.L! Le mélange de différents
pourcentages volumiques de chaque solution permet d'obtenir des solutions tampons
dont le pH varie entre 7,9 et 2,0. Afin d'atteindre des valeurs de pH plus faibles,
quelques uL d'acide chlorhydrique fumant a 37% (entre 20 pL et 2 mL) ont été ajoutés

250



a la solution d'acide citrique a 0,1 mol.L"" pour obtenir des solutions dont les pH sont
compris entre 1,6 et 0,08. Le pH des solutions obtenues a été contr6lé a l'aide d'une
sonde pH-métrique (Mettler Toledo, Seven Multi™). Le pH-métre a été étalonné par la
méthode des segments a l'aide de trois solutions tampons pH = 10,01 ; pH = 7,01 et
pH = 4,01. La mesure du pH est effectuée a T = 24,7 °C et l'incertitude sur le pH est
estimé a = 0,02 pH.

4.6.2.2 Bodipy [3]

Une solution mere de Bodipy [3] dans du DMSO a été obtenue par dissolution
de 5,34 mg de Bodipy [3] dans 20 mL de DMSO (C = 3,38 x 10 mol.L™). Cette solution
mere a été diluée vingt fois dans 3 mL de solution tampon aqueux de Mcllvaine pour
obtenir des solutions & 5% volumique de DMSO de concentration C = 1,69 x 10™ mol.L"
! en Bodipy [3] avec des pH variant entre 7,0 et 0,08. Les spectres d'absorption ont été
mesurés sur ces solutions a 5% volumique de DMSO. Pour I'étude de |'émission de
fluorescence a différents pH, les solutions précédentes de Bodipy [3] ont été diluées
dix-sept fois pour obtenir des solutions a 0,29% volumique de DMSO et de
concentration C = 9,94 x 107 mol.L"".

4.6.2.3 NP de Bodipy [3] NP-25%

Pour les études des équilibres acido-basiques des suspensions de NP de Bodipy
[3], nous avons utilisé des NP-25% synthétisées comme vu dans les chapitres 2 et 3.
Afin d'éviter tout probléme de précipitation, le cholate de sodium, tensio-actif utilisé
pour la formulation en NP, a été retiré des suspensions de NP grace a une
ultracentrifugation (1h at 4°C 40 000 rotation per minute, Optima LE-80K
Ultracentrifuge Beckman Coulter). Les nanoparticules sont ensuite re-suspendues dans
exactement le méme volume d'eau. La taille des nanoparticules est controlée avant et
aprés dilution dans les solutions tampons. Pour les mesures de taille, les suspensions
de NP ont été diluées dix fois dans un tampon de Mcllvaine, la mesure de la taille est
effectuée apres agitation au vortex et repos 2-3h de la solution. La moyenne sur trois
mesures de taille est obtenue. Pour les études spectroscopiques, les suspensions de
NP sont diluées 10 fois puis 8,33 fois dans les tampons de Mcllvaine, afin d'obtenir des
absorbances < 0,1, nécessaires pour éviter les effets de filtre interne en émission.

4.6.2.4 Etude photophysique

Les mesures ont été effectuées dans des cuvettes 4 faces en PMMA de 10 mm
de long. Les spectres d'absorption ont été enregistrés a I'aide d'un spectrophotometre
UV-visible Shimadzu UV-2600 et une sphere d'intégration recouverte de sulfate de
baryum ISR-2600PLUS pour éliminer le signal de diffusion. Des mesures de
transmission ont été effectuées, avec une acquisition directe du signal d'absorbance.
Les spectres d'émission de fluorescence ont été enregistrés a l'aide d'un
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spectrofluorimetre Fluoromax-4 (Jobin-Yvon ; Horiba). Les signaux d'intensité corrigés
des fluctuations de la lampe et de la fonction de réponse de l'instrument (IRF) ont été
enregistrés. Les solutions sont diluées pour éviter les effets de filtre interne :
absorbance inférieure a 0,1 sur toute la gamme de longueurs d'onde.

Le pH des solutions a également été contrdlé directement dans les cuvettes en
quartz contenant les solutions de Bodipy [3] et les suspensions de NP. Cette mesure a
été effectuée a l'aide du pH-metre portable Orion Star™ A121 et de la micro-électrode
Orion™ 9863BN (Thermo Scientific) (étalonnage a 25°C avec trois solutions tampons
pH = 10,01; pH = 7,01 et pH = 4,01). Aucune différence significative n'a été observée
entre le pH des solutions tampons et le pH mesuré dans les cuvettes de spectroscopie.

4.6.2.5 Modélisation des diagrammes de distribution

Les modélisations mathématiques de type sigmoide ont été réalisées sur le
logiciel Origin (OriginLab), a I'aide de la fonction slogistic1 et de I'algorithme de
Levenberg-Marquardt.

4.6.2.6 Stabilité des NP

La stabilité des NP dans des solutions tampons a été évaluée par dilution dix
fois dans le tampon des suspensions de NP. La mesure de taille a été observée apres
agitation vigoureuse au vortex puis repos des suspensions pendant 2 a 3 heures.

La stabilité des NP dans un tampon acide pH = 0,08 a également été étudiée.
Les NP sont diluées dix fois dans ce tampon et on réalise une mesure de taille par DLS
toutes les douze minutes.

4.6.2.7 Dosage cceur-surface des NP

Des NP NP-5%, NP-25% et NP-50% ont été synthétisées selon le protocole
décrit dans les chapitres 2 et 3. Deux solutions tampons ont été utilisées pour cette
étude : un tampon acide pH = 0,08 obtenu grace a 2,5 mL d'acide chlorhydrique fumant
37% introduit dans 25 mL d'eau milliQ et un tampon neutre pH =7,03 (solution tampon
du pH-metre Mettler Toledo. Pour chaque synthése de NP, les suspensions ont été
diluées dans le tampon acide et dans le tampon neutre. Les facteurs de dilutions ont
été adaptés de maniere a avoir des absorbances du méme ordre de grandeur pour
toutes les solutions A = 0,1. NP-5% dilution par 13,33. NP-25% dilution par 41,41. NP-
50% dilution par 76,96. Les spectres d'absorption des NP ont été mesurés. Puis les
spectres d'émission des NP ont été obtenus en excitant a deux longueurs d’'onde
différentes : 670 nm (fentes 9 nm) et 540 nm (fente 12 nm).

La concentration totale en Bodipy [3] présente dans chaque suspension de NP
a été déterminée grace a la mesure de I'absorbance a 757 nm pour les NP suspendues
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dans le tampon pH = 7. L'utilisation de la droite d'étalonnage de la concentration de
PLA-Bodipy en fonction de l'absorbance a 757 nm permet d'en déduire la
concentration totale en PLA-Bodipy dans les NP.

La concentration en Bodipy [3] en surface des NP a été déterminée grace a une
droite d'étalonnage du signal de fluorescence du Bodipy [3] en milieu acide. Pour cela,
nous avons utilisé une solution mére de Bodipy [3]1 a4 C = 1,3 x 10™ mol.L™! dans 100%
volumique de DMSO. La solution mere est diluée dans un tampon acide pH =0,07. Les
solutions étalons étudiées possedent alors des concentrations comprises entre 3,2 x
108 mol.L"" < C < 1,3x 107 mol.L"! et des pourcentages volumiques de DMSO compris
entre 0,3 % < %V < 1%. Les spectres d'émission des solutions étalons sont obtenus
dans les mémes conditions que les NP : 670 nm (fentes 9 nm) et 540 nm (fente 12 nm).
La droite d'étalonnage est obtenue en tracant le signal de fluorescence intégré entre
570 nm et 720 nm en fonction de la concentration en Bodipy [3] dans les solutions
étalons. Les concentrations en Bodipy [3] étant faibles, et le signal de fluorescence
bruité, pour plus de précisions les mesures les signaux de fluorescence sont moyennés
sur 4 a 6 mesures de spectres pour chaque concentration en Bodipy [3].

Pour I'observation comparée des spectres d'émission entre solution acide et

solution neutre, les signaux d'émissions ont été corrigés du signal d'absorption a la
1 1 M H I 1 Ay !

longueur d’'onde d'excitation : I,y = To-a avec A I'absorbance a la longueur d'onde

d’excitation.
4.6.3 Synthese de |'Aza-Bodipy
4.6.3.1 Synthese moléculaire de I’Aza-Bodipy

4-((tétrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)benzaldéhyde (Choi et al. 2001)

L'aldéhyde 4-hydroxybenzaldéhyde (10 g, 0,0819 mol) est mis en solution dans
130 mL de DCM avec le p-toluéne sulfonate de pyridinium (1,646 g, 6,6 mmol). Le
mélange est agité vivement a température ambiante. A c6té est préparée une solution
de 3,4-dihydro-2H-pyrane (11,021 g, 0,1310 mol) dans 40 mL de DCM. Cette solution
est ajoutée goutte a goutte dans le ballon, puis on agite le mélange pendant une heure
et trente minutes a température ambiante. La phase organique est lavée avec une
solution aqueuse saturée en chlorure de sodium (3x100 mL) puis séchée avec du sulfate
de magnésium anhydre. On filtre et on évapore le solvant. Le produit 4-((tétrahydro-
2H-pyran-2-yl)oxy)benzaldéhyde est obtenu avec un rendement de 90% (15,20 g, M =
206,24 g.mol™") sans purification ultérieure.
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RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 9.87 (s, TH), 7.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.15 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 5.52 (s, 1H), 3.82 (m, 1H), 3.61 (m, 1H), 1.83-2.06 (m, 3H), 1.54-1.76 (m, 3H).

RMN '3C (CDCls, 100 MHz): § 190.9, 162.2, 131.8, 130.4, 116.5, 96.1, 62.0, 30.0, 25.0, 18.5
RMN "3C DEPT135 (CDCls, 100 MHz): § 190.9, 131.8, 116.5, 96.1, 62.0, 30.0, 25.0, 18.5.

(E)-1-(4-(diméthylamino)phényl)-3-(4-((tétrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)phényl)prop-2-en-1-one (Daly et al. 2017)

0
O
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Le 4-((tétrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)benzaldéhyde (5 g, 30,6 mmol) et le 4-
dimeéthylaminoacétophénone (6,32 g, 30,6 mmol) sont dissous dans 20 mL d'éthanol.
La potasse est ajoutée et on laisse réagir sous agitation pendant une heure. Le précipité
est récupéré par filtration, lavé et séché sous pression réduite. Le produit est obtenu
avec un rendement de 91% (9,822 g, M = 351,45 g.mol™) sans purification ultérieure.

RMN "H (CDCls, 400 MHz): 6 7.99 (d, ) = 8.7 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.57 (d, J
= 8.7 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.67 (d, J = 9.2 Hz, 2H),
546 (t, J = 3.2 Hz, 1H), 3.87 (m, TH), 3.60 (m, TH), 3.03 (s, 6H) 1.54-2.06 (m, 6H).

RMN ™3C (CDCl3, 100 MHz): & 187.8, 158.6, 153.3, 142.3, 130.7, 129.8, 128.9, 126.1,
120.1, 116.6, 110.8, 96.1, 62.1, 40.0, 30.2, 25.1, 18.7.

RMN ™C DEPT135 (CDCl3, 100 MHz): & 142.4, 130.8, 129.8, 120.2, 116.7, 110.9, 96.2,
62.1,40.2, 30.3, 25.2, 18.7.

HRMS (ESI) m/z [M+H]*calculé pour C22H25sNO3, 351.1834; found 352.1913.

1-(4-(diméthylamino)phényl)-4-nitro-3-(4-((tétrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)phényl)butan-1-one (Daly et al. 2017)

NO
0 2
LI L

On dissout la crotone (9,322 g, 26,5 mmol), le nitrométhane (16,19 g, 0,265 mol)
et la N,N-diethylamine (9,7 g, 0,1326 mol) dans 60 mL de méthanol. Le mélange est
porté a reflux pendant 10 heures, puis est ramené a température ambiante. Le solvant
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est évaporé. Le produit brut est analysé par cChromatographie sur Couche Mince
(CCM, éther de pétrole (EP)/Acétate d'éthyle (AE) 50/50 R =0,71). Le produit brut est
purifié par chromatographie flash sur silice (EP/AE 22% a 45%). Le produit pur est
obtenu avec un rendement de 50% (5,471 g, M = 412,49 g.mol™).

RMN "H (CDCls, 400 MHz): § 7.89 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.06 (d, J
= 8.7 Hz, 2H), 6.68 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.43 (m, 1H), 4.88 (m, 1H), 4.67 (m, 1H), 4.21 (m,
1H), 3.94 (m, 1H), 3.64 (m, 1H), 3.33 (m, 2H), 3.10 (s, 6H) 1.60-2.10 (m, 6H).

RMN ™3C (CDCl3, 100 MHz): § 194.9, 156.5 (d), 153.7, 132.6, 130.4, 128.5, 124.4, 116.8
(d), 110.7, 96.4 (d), 80.0, 62.2, 41.0, 40.1, 39.1, 30.4, 25.3, 18.9.

RMN '3C DEPT135 (CDCls, 100 MHz): 6 130.4, 128.5, 116.9, 116.8, 110.7, 96.4, 96.3, 80.0,
62.1,41.0, 40.1, 39.1, 30.4, 25.3, 18.9.

HRMS (ESI) m/z [M+H]*calculé pour C22H28N20s, 412.1998; trouvé 413.2076.

(Z2)-4-(2-((5-(4-(diméthylamino)phényl)-3-(4-((tétrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)phényl)-1H-pyrrol-2-yl)imino)-3-(4-((tétrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)phényl)-2H-pyrrol-5-yl)-N,N-diméthylaniline (Daly et al. 2017)

1, WL
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Le composé nitré (5,418 g, 13,1 mmol) et I'acétate d'ammonium (50 g, 0,649
mol) sont mis en solution dans 100 mL d'éthanol. Le mélange est porté a reflux pendant
24 heures, puis ramené a température ambiante. Les trois-quarts du solvant sont
évaporés, puis le brut réactionnel est mis a refroidir dans un bain de glace. Le précipité
est filtré et lavé a I'eau froide puis séché sous pression réduite. Le produit est obtenu
avec un rendement de 71% (6,863 g, M = 735,93 g.mol") et utilisé dans I'étape suivante
sans purification supplémentaire.
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4,4'-(5,5-difluoro-1,9-bis(4-((tétrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)phényl)-5H-414,514-
dipyrrolo[1,2-c:2',1'-f][1,3,5,2]triazaborinine-3,7-diyl) bis(N,N-diméthylaniline)

(Daly et al. 2017)
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La molécule de type aza-dipyrrine (4,850 g, 6,59 mmol) et la N-éthyl-N,N-
diisopropylamine (8,517 g, 65,9 mmol) sont mises en solution dans du DCM et sous
atmosphere d'Argon. Le mélange est agité pendant 15 minutes. On porte la solution a
0°C puis le I'éthérate de trifluorure de bore est ajouté au goutte a goutte. La solution
est ramenée a température ambiante et I'agitation est poursuivie pendant une journée.
Le mélange réactionnel est ensuite dilué dans du DCM (10 mL) puis lavé a l'eau. La
phase organique est séchée et évaporée a sec. CCM EP/AE 50/50 Rs = 0,86. Le brut
réactionnel est purifié sur une courte colonne de chromatographie (éluant:
DCM/meéthanol 4/1 v/v). Le produit Aza-Bodipy purifié est obtenu avec un rendement
de 43% (2,234 g, M = 783,73 g.mol™).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz): 6 8.03 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.87 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.40
(s, 2H), 7.09 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 5.57 (s, 2H), 3.81 (m, 2H), 3.61
(m, 2H), 3.07 (s, 12H), 1.75-1.95 (m, 6H), 1.52-1.69 (m, 6H)

4,4'-(3,7-bis(4-(diméthylamino)phényl)-5,5-difluoro-5H-414,514-dipyrrolo[1,2-
c:2',1'-f][1,3,5,2]triazaborinine-1,9-diyl)diphénol
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L'Aza-Bodipy protégé (2,1 g, 2,68 mmol) est mis en solution dans 300 mL de
méthanol avec I'acide p-toluénesulfonique (231 mg, 1,34 mmol). Le mélange est agité
a température ambiante pendant 15 heures. Le solvant est ensuite évaporé puis le brut
est repris dans du DCM. La phase organique est séchée et évaporée a sec. Le produit
est purifié sur une courte colonne chromatographique (éluant EP/AE de 1% a 100%).
Le produit pur est obtenu avec un rendement de 26% (430 mg, 615,49 g.mol™"). La RMN
est conforme a celle de la littérature (Daly et al. 2017).

RMN "H (DMSO-de, 400 MHz): 6 7.97 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.87 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 7.32
(s, 2H), 6.94 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 3.07 (s, 12H).

3-(2-(2-(2-chloroéthoxy)éthoxy)éthoxy)prop-1-yne (Tokunaga et al. 2020)

A\

Une solution de 2-(2-(2-chloroéthoxy)éthoxy)éthan-1-ol (5 g, 29,7 mmol) est
préparée dans 50 mL de tétrahydrofurane sec. La solution est portée a 0°C sous
atmosphére d'argon. L'hydrure de sodium (0,97 g, 59,3 mmol) est ajouté lentement
puis on laisse sous agitation pendant 30 minutes. Le bromure de propargyle est ajouté
(2970 g, 2,7 mL, 29,7 mmol) au goutte-a-goutte puis le mélange est laissé sous
agitation pendant 2 heures a 0°C. Apres retour a température ambiante, I'agitation est
poursuivie pendant une nuit. Le mélange réactionnel est ensuite hydrolysé puis extrait
au DCM (trois fois). La phase organique est séchée, filtrée puis évaporée a sec. On
obtient une huile jaune. CCM EP/éther diéthylique 80/20, R = 0,44, révélation KMnOa.
Le produit est purifié par chromatographie flash. Le produit est obtenu avec 70 % de
rendement (4,26 g, M = 206,67 g.mol™"). La RMN du produit pur est identique a celle
de la littérature (Tokunaga et al. 2020).

Cl @) @) 0]
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RMN "H (CDCls, 400 MHz): § 4.21 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.77 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.72-3.67
(m, 8H), 3.64 (t, / = 6.0 Hz, 2H), 2.43 (t, J = 2.3 Hz, 1H).

RMN ™3C (CDCl3, 100 MHz): & 79.8, 74.7, 71.5, 70.8, 70.7, 70.6, 69.2, 58.5, 42.9.

3-(2-(2-(2-iodoéthoxy)éthoxy)éthoxy)prop-1-yne (Tokunaga et al. 2020)

A\

L'iodure de sodium a été mis a sécher a I'étuve la veille de la réaction. Le
chloroalcyne (4,260 g, 20,6 mmol) et I'iodure de sodium (12,358 g, 82,5 mmol) sont mis
en solution dans I'acétonitrile anhydre. Le mélange réactionnel est porté a reflux
pendant 6 heures. Apres retour a température ambiante, les sels sont filtrés et le solvant
est évaporé. Le brut réactionnel est repris dans 100 mL de DCM puis lavé a I'eau deux
fois. La phase organique est séchée et le solvant est évaporé. CCM EP/éther diéthylique
80/20 Rs = 0,46, révélation KMnOQas. Le produit est obtenu avec un rendement de 88%
(5393 g, M = 298,12 g.mol™). La RMN du produit pur est identique a celle de la
littérature (Tokunaga et al. 2020).

I O 0] O

RMN "H (CDCls, 400 MHz): § 4.22 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 3.76 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.66-3.72
(m, 8H), 3.27 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.44 (t, J = 2.3 Hz, 1H).

RMN ™3C (CDCls, 100 MHz): § 79.8, 74.7, 72.1, 70.6, 70.6, 70.3, 69.2, 58.6, 3.1.

4-(3,7-bis(4-(diméthylamino)phényl)-5,5-difluoro-9-(4-(2-(2-(2-(prop-2-yn-1-
yloxy)éthoxy)éthoxy)éthoxy)phényl)-5H-414,514-dipyrrolo[1,2-c:2',1'-
f1[1,3,5,2]triazaborinin-1-yl)phenol (Grossi et al. 2016)
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L'Aza-Bodipy déprotégé (122mg, 0,198 mmol) et le fluorure de césium (200 mg,
0,99 mmol) sont dissous dans 5 mL de DMSO. Le mélange est agité a 30°C sous
atmosphere de diazote pendant 10 min. L'iodoalcyne (223 mg, 0,34 mmol) est ensuite
ajouté a la seringue et la solution est agitée a 30°C pendant 20 minutes. La solution est
ensuite diluée dans 75 mL d'acétate d'éthyle et 75 mL de tampon phosphate salin (pH
= 7). La phase organique est séparée et lavée trois fois a I'eau puis une fois avec une
solution aqueuse saturée en chlorure de sodium (50 mL). La phase organique est
séchée, filtrée et évaporée a sec. CCM 7/3 AE/EP R¢ = 0,76 pour le produit mono-alkylé
et Rf = 0,88 pour le produit di-alkylé. Le produit brut est purifié par chromatographie
flash sur colonne de silice (éluant DCM/acétate d'éthyle 99/1 a 90/10 v/v). On obtient
I'’Aza-Bodipy mono O-alkylé avec un rendement de 48% (75 mg, M = 785,71 g.mol ™).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 8.05 (m, 4H), 7.85 (m, 4H), 7.03 (d, J=8.7 Hz, 2H), 6.97 (d,
J=7.8 Hz, 4H), 6.83 (d, J=8.7 Hz, 2H), 4.23-4,21 (m, 4H), 3.77 (t, J=4.9Hz, 2H), 3.75-3.66
(m, 8H), 3.09 (s, 12H), 2.43 (t, J=2.3 Hz, TH)

4-(3,7-bis(4-(dimethylamino)phenyl)-5,5-difluoro-9-(4-(2-(2-(2-(prop-2-yn-1-
yloxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)phenyl)-5H-414,514-dipyrrolo[1,2-c:2',1"-
f1[1,3,5,2]triazaborinin-1-yl)-2-nitrophenol (Grossi et al. 2016)
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L'Aza-Bodipy mono O-alkylé (75 mg, 0,095 mmol) est mis en solution dans
I"acétonitrile (5 mL) et chauffé a reflux pendant 5 minutes. On ajoute une solution (1
mL d’eau) contenant un mélange d'hydrogénosulfate de potassium KHSO4 (32mg, 0,24
mmol) et de nitrate de potassium (14,5 mg, 0,14 mmol) dans le mélange réactionnel.
On chauffe a reflux pendant 5 minutes puis on laisse revenir a température ambiante.
On ajoute 150 mL d'acétate d'éthyle et 75 mL d’'eau. La phase organique est séparée
et lavée a I'eau et avec une solution aqueuse saturée en chlorure de sodium. La phase
organique est ensuite séchée, filtrée et évaporée a sec. Le produit brut est purifié par
chromatographie flash sur gel de silice (EP/acétate d'éthyl de 0 a 100%). Le produit est
obtenu avec un rendement de 25% (20 mg, M= 830,70 g.mol™).
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RMN "H (CD3COCD3, 400 MHz): & 8.10 (m, 3H), 7.86-8.00 (m, 4H), 7.25 (m, 2H), 7.03 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 6.91 (d, J=7.8 Hz, 4H), 6.82 (d, J=8.7 Hz, 2H), 4.22 (t, J=4.8Hz, 2H), 4.17
(d, J=2.8Hz, 2H), 3.86 (t, J=4.9Hz, 2H), 3.57-3.70 (m, 8H), 3.09 (s, 12H), 2.92 (t, J=2.3 Hz,
TH)

4.6.3.2 Spectrométrie de masse

Les données de spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) ont été
obtenues aupres du laboratoire de spectrométrie de masse de I'lCSN-CNRS a Gif-sur-
Yvette (France).

4.6.4 Synthese du PLA-PEG-N3

Le polymeére de polylactide-poly(éthyleéne glycol) azoture a été synthétisé par
polymérisation par ouverture de cycle (ROP) sur un DL-lactide en utilisant le PEG
comme amorceur (Houvenagel et al. 2017). Nous avons introduit le OH-PEG-N3 (475
mg, 0,095 mmol, 5000 g.mol") dans un Schlenk ainsi que le DL-lactide racémique 945
mg, 6,6 mmol, 144 g.mol™). Dans un autre Schlenk, deux gouttes 2-éthylhexanoate
d'étain (Il) (Sn(Oct)) (0,070 g, 1,7x10 mol, 405 g.mol™) et 3 mL de toluéne anhydre
ont été ajoutés. 2 mL de la solution Sn(Oct), (C = 23,3 g.L”") a ensuite été introduite
dans le Schlenck contenant le PEG. Le Schlenk réactionnel a ensuite été chauffé dans
un bain d'huile a 130°C pendant 2 heures sous argon. La réaction est arrétée par un
bain de glace et le toluéne est évaporé pendant 30 min sur la rampe a vide. Le solide
obtenu a été dissous dans le strict minimum de chloroforme puis on fait précipiter le
soluté dans 80 mL d'éther diéthylique froid sous agitation vigoureuse. Le surnageant
est éliminé par centrifugation (5000 rotations par minute, 4°C) et le solide dissous dans
un minimum de tétrahydrofurane. Le soluté précipite dans 80 ml d'eau distillée sous
agitation vigoureuse. Le surnageant est éliminé par centrifugation (5000 rotations par
minute, 4°C), et le solide est lyophilisé (3 ou 4 jours) pour obtenir le polymere final PLA-
PEGs000-N3 (530 mg, 10 800 g.mol™", 52%).

Les indices de polymérisation ont été déterminés par intégration du signal RMN.
Pour le PLA-PEGso00-N3, l'intégration du signal a 3,64 ppm (proton de la chaine
principale CHz du PEG) a été comparée au signal a 5,15 ppm (CH de la partie lactyle).
Le poids moléculaire du polymere a été déduit du degré de polymérisation (Liu et al.
2018).

PLA-PEGs000-N3 : 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 5.16 (m, 1H, CH), 4.36 (q, 1H, CH), 3,64
(s, 2, 5,64H, CH2CHy), 1.56 (m, 2,8, CHj3).

La Chromatographie d’exclusion stérique a éte réalisée avec deux colonnes de
Polymer Laboratories (PL-gel MIXED-D 300 7,5 mm, diametre des billes 5 m ; partie
linéaire 200 a 4 000 000 g.mol-1). Les analyses ont été effectuées a 34 °C dans du
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chloroforme (qualité HPLC) a un débit de 1 mL.min™". Le toluéne a été utilisé comme
marqueur de débit. Les échantillons ont été filtrés avec un filtre PTFE de 0,2 um avant
I'analyse. Un détecteur d'indice de réfraction différentiel (Spectrasystem RI-150,
Thermo Electron Corp.). La courbe d'étalonnage utilise des étalons de
poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA) (plage 625-625 500 g.mol) de Polymer
Laboratories. Le logiciel Analysis a permis de déterminer la masse moléculaire moyenne
en nombre Mn, la masse moléculaire moyenne en poids Mw et la dispersité (B =
Mw/Mn).

4.7 ANNEXE

4.7.1 Annexe 1 : Précipitation du Bodipy [3] en milieu acide

Faible absorbance, du Bodipy a précipité ’ 2 < pH <0 la solubilité du Bodipy est meilleure ‘
A ces pH la solubilité du Bodipy est plus faible

Figure 4.32 : Photographie des solutions de Bodipy [3] a C = 1,69 x 10 mol.L"" dans
un meélange 5%/95% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine.
Solutions dont les pH sont compris entre 0 < pH < 7,9.

Figure 4.33 : Photographie des solutions de Bodipy [3] a C = 1,69 x 10 mol.L"" dans
un mélange 5%/95% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. 1,6 < pH
< 3.
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Sur I'image, on peut observer que le Bodipy précipite pour les solutions tampons
comprises entre pH = 7,9 et pH = 2. Pour ces solutions, on peut déceler la présence de
particules solides en solution qui flottent en surface. Pour les solutions a pH 2,0 et 1,6
(figure 4.33), les particules en suspension ne sont plus visibles et la couleur des
solutions est beaucoup plus sombre. Pour ces pH, la solubilité du Bodipy semble avoir
augmentée, il est plus soluble et il n'y a plus de précipitation : la solution absorbe donc
plus.

L'augmentation de la solubilité du Bodipy [3] avec le pH peut provenir de la
formation d’'espéces ioniques du Bodipy: AH.** et AH*, plus polaires et donc
potentiellement plus solubles en milieu aqueux que le Bodipy sous forme
zwitterionique A (figure 4.7).

0.6+
— pH16
— pH2
0.4+ — pH21
< pH 2,4
H2,6
0.2-\/\ p
0.0

600 700 800
Longueur d'onde (nm)

Figure 4.34: Spectres d'absorption des solutions de Bodipy [3] dans un mélange
5%/95% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 1,69 x 10 mol.L"
11,6 <pH < 26.

L'observation des spectres d'absorption du Bodipy [3] a des pH supérieurs a 2,0
nous renseigne, comme vu sur les photographies (figures 4.32 et 4.33), sur la présence
de précipitation. En effet, on observe une diminution importante de I'absorbance aux
pH supérieurs a 2 (figure 4.34). Il faut donc bien se restreinte aux solutions avec pH <
2.
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4.7.2 Annexe 2: Attribution des bandes d'absorption et d'émission du Bodipy [3]
dans le mélange tampon/DMSO

— pH2 AH,2* AH* A — pH28
1.09 — pH18 ‘ pH 1
— pH 14 ‘_E — pHO03
< pH 1,2 g
M-\/P_\ wos | %
% K pH 0.8 <
= - pH0,3
0.0 r r — — pH 0,08 0.0 r r T
600 700 800 600 700 800
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (hm)

Figure 4.13 : (Gauche) Spectres d'absorption des solutions de Bodipy [3] dans un
mélange 5%/95% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 1,69 x
10> mol.L™. (Droite) Spectres d'absorption normalisés des solutions de pH = 2,6 (noir) ;
pH = 1 (Jaune) et pH = 0,3 (rouge).

Pour les spectres obtenus, deux bandes d'absorption sont remarquables : une
bande avec un maximum vers 795 nm et une autre bande vers 721 nm. Ces deux
bandes rappellent les bandes a 751 nm et 658 nm, obtenues dans du DCM, que I'on
avait attribuées respectivement a A et AH" (tableau 4.1). Comme pour les spectres
obtenus dans le DCM, la position de la bande associée a I'espéce AH" est située au
niveau de |'épaulement vibronique de la bande associée a A (figure 4.5 et figure 4.13).
Les bandes d'absorption sont décalées vers le rouge par rapport aux bandes obtenues
dans du DCM. Cela peut s'expliquer par le solvatochromisme positif du Bodipy [3] (vu
au chapitre 3). Dans un solvant plus polaire, comme le mélange tampon /DMSQO, les
spectres d'absorption sont décalés vers le rouge. Les caractéristiques de ces deux
bandes sont indiquées dans le tableau 4.7. Comme pour les expériences dans le DCM,
la bande correspondant & AH* (721 nm) est plus étroite (890 cm™) que celle associée a
A (721 nm, 3360 cm™). De plus, la bande & 721 nm posséde une largeur spectrale, 890
cm™!, proche de celle obtenue dans du DCM (1000 cm™). Ce n’est cependant pas le cas
pour la bande d'absorption associée a A, qui est presque deux fois plus large que celle
obtenue dans du DCM. L'espece A étant potentiellement la moins soluble, des
déformations spectrales par agrégation peuvent expliquer cette différence (théorie de
I'exciton, (Kasha 1950; Vu et al. 2013)). De plus, aux pH étudiés, la coexistence de A et
AH™ et le fort recouvrement spectral des deux bandes d'absorption, peuvent modifier
la forme et la position des bandes associées a chaque espéece. Pour la bande associée
a A, I'absorbance maximale est obtenue pour la solution a pH =1. Pour la bande
associée AH"*, c'est la solution a pH = 0,3 qui absorbe le plus.

La bande d'absorption associée a I'espéce AH,** est difficilement décelable. Elle
doit étre décalée vers le bleu par rapport aux deux autres bandes et son signal doit
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étre maximal aux pH les plus acides (pH =0,08). Vers 630 nm, on observe la présence
d'un léger épaulement pour les solutions aux pH les plus acides. Cet épaulement est
maximal pour un pH de 0,08. On suppose donc que cette bande d'absorption est
associée a I'espéce AH?*. Les attributions des bandes sont résumées figure 4.13 et
tableau 4.7.

Aabs,max (Nnm) LMH (cm™) LMH (nm) Espece
795 3360 + 15 cm™’ 174 + 1 A
721 890 + 15 cm™ 45 + 1 AH*
~ 630 - | - AH2*

Tableau 4.7 : Caractéristiques spectrales des bandes d'absorption du Bodipy [3] dans
tampon pH/DMSO 5%/95% C = 1,69 x 10 mol.L”". LHM : Largeur a mi-hauteur de la
bande.

Aem,max (NM) LMH (cm™) LMH (nm) espéce
i, _ | _ A
665 - - AH*
614 1000 £ 15ecm™ 38 + 1 AH%*

Tableau 4.3 : Propriétés spectrales des bandes d'émission du Bodipy [3] dans le
tampon 0,3%/99,7% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 9,94
x 107 mol.L”". LHM : Largeur a mi-hauteur de la bande.

4%105+ 1.5%1054

— pH2 — pH2
:‘? 3%x1054 — pH 1,6 ; — pH 1,6
S — pH14 S 1x105- — pH14
2 2x1054 pH 1,2 e pH 1,2
2 H 1 A H 1
2 P 8 5x10%4 P
£ 1x1054 pH 0,8 IS > pH 0,8
— — pHO3 %\ — e
04 — pH 0,08 0 - — pH 0,08
600 700 800 600 650 700
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 4.15 : (Gauche) Spectres d'émission des solutions de Bodipy [3] dans un
mélange 0,3%/99,7% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 9,94
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x 1077 mol.L™". Pour toutes les solutions I'absorbance maximale est inférieure a 0,1.
Excitation 540 nm, largeur de fente 4,9 nm. (Droite) Mémes spectres d’émission, zoom
entre 660 et 700 nm.

Si les positions des bandes d'émission sont en assez bon accord avec les
spectres dans le DCM, ce n’est pas le cas pour les spectres d'absorption. De plus, les
positions des maxima d'absorption associés a chaque espéce, sont plus hautes en
longueur d’onde que les maxima d'émission (tableau 4.3 et 4.7). Pour AH*, on observe
une absorption a 721nm et une émission a 665 nm. Pour AH,?*, on observe une
absorption a 795nm et une émission a 614 nm. Ce phénomeéne est contraire a la loi de
Stokes : la longueur d'onde d'émission est toujours plus grande que celle d'absorption
(Valeur et Berberan-Santos 2013). Cependant, la tres faible solubilité du Bodipy [3], la
forte concentration utilisée pour les expériences d'absorption (C = 1,69 x 10> mol.L™)
et le faible pourcentage volumique de DMSO (5%) sont favorables aux déformations
spectrales par diffusion et a la formation de nano-agrégats de Bodipy [3]. C'est le
phénomene que nous avons mis en évidence dans le chapitre 3 pour les expériences
de reprécipitation du Bodipy [3] dans des mélanges eau/THF. La formation de nano-
agrégats de type J est susceptible de décaler les spectres des espéces vers le rouge et
peut expliquer que les spectres d'absorption soient décalés vers le rouge. La plus faible
fluorescence de ces agrégats et la plus forte fluorescence des especes protonées du
Bodipy limitent leur influence sur les spectres d'émission.

4.7.3 Annexe 3 : Equations acide base et dosage
4.7.3.1 Dosage simultanée des deux acidités
On étudie donc I'équilibre suivant :
AHZ* + 2H,0 = 2H;0%" + A
De constante d'équilibre :

[H30+]§q [A]éq

S VT

PK = pKy1 + pKys

[AH22+]éq

x 100
[AH22+]éq + [A]éq + [AH+]éq

%AHZt =
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On suppose que I'espece AH+ est une espece observable sur un domaine tres
restreint de pH et qu'aux pH étudiés sa concentration est négligeable devant celles de
A et AH>?*. On en déduit :

AHZT = - 100 = = !
N 7 K~ 1+ 10-vk+2pA
14— — e TN
[AH;*]¢q (3071,
On en déduit :
2+ 1
%AHZ = 7= X 100
1+ 10%®PH=3)

On obtient de la méme maniere :

1
%A = x 100
141025 P9

Par ailleurs en utilisant la loi de Beer-Lambert, I'absorbance de la solution a une
longueur d'onde donnée est :

AA) = SAl[A]éq =+ SAH22+Z[AH22+]éq

Si I'on travaille a un pH ou seulement la base est présente |'absorbance
s'exprime selon :

AA(/’{) = gAlCt

Avec C: la concentration totale en solution. De la méme maniére, s'il existe un
pH tel que seule la forme diacide est présente

Apyze () = g4y2+1C,
Sachant que:
Ce = [Aleq + [AHF g
On en déduit que :
AM) = exllAleq + eanz+L(Ce = [Alsq) = UAleq(ea — eang+) + Agz+ ()
De la méme maniére on obtient :

AQ) = e4u3+[AHS 1eq + eal(Ce — [AHF 1eq) = U[AHF*1aq(Eamz+ — €a) + Aa(D)
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On en déduit les deux relations suivantes :

LA = Az ()

éq — I
(£A - £AH22+)

aH2H, = AD =A@
l(&‘AH22+ - EA)

On peut alors avoir accés aux proportions avec :

100  [AH3]eg 100 X (AQD) — As(D)) _ AD) — As(D)

%AHZt = = x 100
? Ce Ctl(eAsz+ — eA) AAH22+ (D — 4,1
%A 100 x [A]éq 100 x (A(/l) - AAH22+(/1)) A(/D - AAH22+(/1) % 100
0 = = =
Ce Ctl(eA — eAH22+) A - AAHZZ"'(/D
1 A(A) — A,(2)
%AHZt = X 100 = x 100
v 1+ 102(1’1‘1—%) AAH22+(/1) —A,(D)
%A = ! %100 = 2D = Aag ) oo
’ 1+ 102(%—10@ A1) — AAHZZ"'(/D

La courbe de distribution des especes peut alors étre modélisée par deux
fonctions sigmoides d'équation :

1
%AH;* = -z % 100
H-ED)
1+ 10"PH "%

%A =
1+ 107CPHED

La valeur de n renseigne sur le nombre effectif de protons qui ont réagi. Si on
dose bien simultanément les deux acidités la valeur de n doit étre proche de 2. La valeur
de pK nous renseigne sur la somme des deux pKa du Bodipy.

Pour plus de détail le lecteur peut se référer a la référence suivante : (PIARD et
al. 2019).

267



4.7.4 Annexe 4 : suivi du signal de fluorescence du Bodipy [3] a 697 nm dissous dans
les solutions tampons.

5 5x10%-
6x10 AH22* S AH'

— pH?2 'g
_ — pH 16 £ 4x105 °
8 4x108 H14 £ . -
) 1 - P ~ 3x10° T L AHTSA
B pH 1,2 3 S
0 O - .
c H 1 2x1054 - .
8 2x1054 P e ‘ s
£ pH 0,8 2 1054
Q "
— pHO0,3 £ ..
0- — pHO0,08 0 +———T—
700 750 800 850 0 1 2 3 4
Longueur d'onde (hm) pH

Figure 4.35: (Gauche) Spectres d'émission des solutions de Bodipy [3] dans un
mélange 0,3%/99,7% volumique de DMSO/tampon aqueux de type Mcllvaine. C = 9,94
x 1077 mol.L"". Pour toutes les solutions |'absorbance maximale est inférieure a 0,1.
Excitation 670 nm, largeur de fente 12 nm. (Droite) Evolution du signal de fluorescence
a 697 nm en fonction du pH (excitation 670 nm, largeur de fente 12 nm).

Dans I'objectif d'observer spécifiquement |'évolution de la concentration de
AH?*, nous avons tracé le spectre d'émission du Bodipy [3] en excitant a 670 nm (figure
4.35 gauche). Le signal de fluorescence est maximal a 690 nm et pour une solution de
pH = 1,0 (courbe jaune). Cette longueur d’onde est proche du maximum d'émission de
I'espece AH* (tableau 4.3). On étudie I'évolution du signal de fluorescence a 697 nm,
ou I'émission de AH»?* peut étre le plus minimisé, en fonction du pH (figure 4.35 droite).
Entre le pH =3,7 et 2,1, le signal de fluorescence est tres faible. L'espece AH* n'est pas
présente. Puis, entre pH = 2,0 et pH =1,0, le signal de fluorescence augmente, le Bodipy
[3] sous forme basique A est transformé en AH*. Aux pH inférieurs a 1,0, la fluorescence
a 697 nm diminue, l'espéce AH* est transformée en AH,?* beaucoup moins
fluorescente a la longueur d'onde étudiée (697 nm). Comme observé avec les
précédents spectres d'émission (figure 4.35), I'espece AH* est prédominante aux pH
proches de 1,0. Nous en déduisons que le pKa1 est inférieur a 1 et que le pKa> est
supérieur a 1 (figure 4.18).
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5.1 CONCLUSIONS
Dans cette these, nous avions trois grands objectifs :

1. Observer le signal photoacoustique in vivo de NP biocompatibles, cliniquement
transposables ;

2. Comprendre comment favoriser les voies de désexcitation non-radiatives pour
augmenter |'efficacité photoacoustique ;

3. Synthétiser des NP sensibles au pH pour le suivi multi-ondes de leur internalisation
dans des cellules.

Dans le chapitre 2 de cette thése, nous avons tout d'abord synthétisé un
nouveau Bodipy avec deux innovations. 1) Le Bodipy posséde un transfert de charge
intramoléculaire grace a la présence de deux fonctions N,N-diméthylaminostyryle, qui
permettent de diminuer le rendement quantique de fluorescence et donc d'augmenter
le signal photoacoustique, ainsi que de décaler le maximum d’absorption dans la
fenétre biologique. 2) Le Bodipy possede une fonction alcool qui permet d’amorcer la
polymérisation par ouverture de cycle sur un monomere DL-lactide. On obtient alors
un polylactide-Bodipy PLA-Bodipy. Le polymere PLA-Bodipy a ensuite été formulé en
nanoparticules PEGylées avec différents taux d’encapsulation en PLA-Bodipy. La liaison
covalente avec le polymere permet d'éviter la libération rapide du Bodipy et
d'augmenter l'efficacité et les taux d'encapsulation. Nous obtenons des NP de 100 nm
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de diameétre qui possedent un fort coefficient d'absorption molaire situé entre celui
des petites molécules organiques et celui des NP d'or. Les NP de PLA-Bodipy absorbent
a 760 nm, dans la fenétre du proche infra-rouge et possedent une excellente
photostabilité comparées aux NP de PLA marquées avec une cyanine. Nous avons
également démontré I'innocuité des NP sur des macrophages en culture. Enfin, apres
injection intraveineuse dans des souris saines, nous avons réussi a détecter le signal
photoacoustique des NP in vivo a l'aide de séparation spectrale et d'un systeme
commercial d'imagerie photoacoustique.
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Figure 5.1 : Représentation schématique des objectifs du chapitre 2.

Dans le chapitre 3 de cette these, nous nous sommes intéressés a rationaliser le
lien entre I'extinction de fluorescence par agrégation et I'efficacité photoacoustique.
Pour cela, nous avons exploité un spectrophotometre photoacoustique calibré et nous
avons défini deux grandeurs : le rendement photoacoustique PAY et I'efficacité de
génération photoacoustique PGE. Par analogie avec le rendement quantique de
fluorescence, le rendement photoacoustique est défini comme le quotient du nombre
total de photons contribuant au signal photoacoustique sur le nombre de photons
absorbés. Le PGE, quant a lui, correspond au quotient de I'absorbance photoacoustique
sur l'absorbance pour une seule longueur d'onde donnée. L'étude des NP avec
différents taux de chargement en PLA-Bodipy nous a permis de mettre en évidence
deux régimes d'émission photoacoustique : un régime monomere et un régime
d'extinction causée par I'agrégation (noté ACQ). En dessous de 10% de PLA-Bodipy
dans les NP, dans le régime monomere, |'émission de fluorescence du monomere est
la voie de désexcitation majoritaire et limite I'efficacité de génération photoacoustique.
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Dans le régime d'extinction causée par I'agrégation, au-dessus de 10% de PLA-Bodipy,
les désexcitations par voies non-radiatives sont majoritaires et le rendement
photoacoustique atteint une valeur asymptotique élevée de 93%. Nous avons proposé
un modele mathématique pour permettre de prédire le taux de chargement minimal
pour étre dans le régime d'extinction causée par I'agrégation sur les NP de PLA-Bodipy
en exploitant seulement les spectres d'absorption et d'émission, le coefficient
d'absorption molaire et la relation de Strickler-Berg. Enfin, nous avons démontré qu'a
hautes fluences laser (3,5 mJ.cm™), au maximum de la bande d’'absorption, une perte
du signal photoacoustique est remarquable par dépopulation de I'état fondamental.
Cet effet non-linéaire peut étre limité avec des nanoparticules dans le régime
d'extinction causée par agrégation. L'utilisation de NP dans lesquelles les Bodipys sont
agrégés permet donc de travailler a de fortes puissances laser sans perte de signal
photoacoustique. Les NP possédant plus de 10% de PLA-Bodipy démontrent alors une
efficacité de génération photoacoustique élevée et une faible perte de signal par des
effets non-linéaires. Nous avons enfin développé une modélisation mathématique fine
des spectres d'absorption et photoacoustiques afin de calculer une efficacité
photoacoustique moyenne au maximum de la bande PGE,, 4, et dans I'épaulement
vibrationnel PGE},.,,.. La modélisation nous permet alors de différencier spectralement
I'efficacité photoacoustique dans la bande d'absorption et de s'affranchir des
problemes de décalage de bandes entre absorption et photoacoustique qui
empéchent tout calcul du PGE (A). Pour caractériser les bonnes performances des NP
en imagerie photoacoustique nous avons défini la brillance photoacoustique Bpa, par
analogie avec la brillance de fluorescence, comme le produit du rendement
photoacoustique PAY par le coefficient d'extinction molaire des NP. Nous avons
obtenu des NP tres brillantes grace au tres bon rendement photoacoustique des NP
agrégées (PAY = 0,9) et aux forts coefficients d’extinction molaires (1.5x107-2.4x108
L.moll.cm™).
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Figure 5.2 : Représentation schématique des objectifs du chapitre 3.

Dans le chapitre 4, notre objectif était de synthétiser des NP biocompatibles et
biodégradables sensibles au pH. Pour ce faire, un Aza-Bodipy dont la fluorescence est
modulable avec le pH sera greffé de maniere covalente a la surface de NP de
polylactide. Dans un premier temps, nous avons étudié la sensibilité au pH du Bodipy
[3] et des NP de Bodipy [3], afin de nous assurer de la stabilité de leurs excellentes
propriétés photoacoustiques en milieu acide et d'éviter tout recouvrement spectral
avec le signal de I'’Aza-Bodipy. Nous avons estimé deux valeurs de pKa pour le Bodipy
[3]: pKa1 = 0,3 ; pKa2 = 1,6 et deux valeurs de pKa pour les NP de Bodipy [3] : pKai =
0,7 et pKa2 = 1,1. Ces faibles valeurs de pKa permettent de s'assurer la prédominance
de la forme basique du Bodipy dans les domaines de pH que I'on souhaite étudier 4 <
pH < 7. De plus, nous avons également démontré qu'un tres faible pourcentage du
Bodipy [3] (< 10% molaire) est accessible par les protons en surface des NP. La majorité
du Bodipy est présent dans le cceur hydrophobe des NP et ne participe donc pas aux
équilibres acido-basiques. La stabilité des NP dans un tampon acide (pH = 0,08)
pendant au moins 32h a été démontrée. Enfin, nous avons réalisé la synthese de I'Aza-
Bodipy avec l'association de trois innovations. 1) Des fonctions diméthylaniline en
positions 3 et 5 du coeur indacéne pour décaler I'absorption et I'émission dans des
gammes de longueur d'onde ou I'on pourra différencier spectralement I'Aza-Bodipy
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du Bodipy [3]. 2) Une fonction phénol en position 7 et un groupement nitro en position
ortho du phénol, pour obtenir un pKa proche de 4, adapté pour une fluorescence
modulable entre le milieu extracellulaire et les lysosomes. 3) Une fonction alcyne pour
greffer de maniere covalente I'’Aza-Bodipy par réaction de chimie click sur la surface de
NP possédant des PEG-azoture en surface. L'Aza-Bodipy a été synthétisé avec succes.

NP50% NP25% NP5%
i =

Diamétre hydrodynamige (nm)

t(min)

Stabilité des NP en
milieu acide

Sensibilité au pH des
NP de Bodipy [3]
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[3]
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Figure 5.3 : Représentation schématique des objectifs du chapitre 4.

5.2 PERSPECTIVES
5.2.1 Regarder la cartographie de I'accumulation des NP sur des modeles de tumeurs

Dans le chapitre 2 nous avons démontré que le signal des NP de Bodipy pouvait
étre détecté in vivo sur des souris saines. Une perspective intéressante serait d'observer
I'accumulation des NP sur des modeles de tumeurs in vivo. Nous pourrions alors
regarder si les NP s'accumulent bien au site des tumeurs par effet EPR.

5.2.2 Favoriser la séparation spectrale avec I'hémoglobine

5.2.2.1 Bodipy julolidine

Dans le chapitre 2 de cette these, nous avons réussi a détecter le signal
photoacoustique des NP de PLA-Bodipy [3] in vivo dans une souris saine. Cependant,
sur les images obtenues, il est difficile de déceler le signal photoacoustique de
I'hnémoglobine de celui du Bodipy [3] (figure 5.4). Seule une séparation spectrale
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permet de spécifiquement identifier le signal du Bodipy [3] de celui de I'hémoglobine.
La qualité des images pourrait étre améliorée grace a une meilleure différenciation
spectrale entre le signal de I'hémoglobine et celui du Bodipy [3]. En effet, comme
visible sur la figure 5.4 (e) et (d), le maximum d’absorption du Bodipy [3] (en vert) a
750 nm se situe a I'endroit d'un maximum local de I'absorption de I'hémoglobine
désoxygénée (en bleu figure 5.4 (d)). Une meilleure différenciation des maxima pourrait
donc étre obtenue en décalant de 30-50 nanometres vers l'infra-rouge |'absorption des
agents de contraste.
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Figure 5.4 : Détection in vivo des NP marquées au Bodipy. Les NP ont été injectées par
voie intraveineuse dans la veine de la queue et les images photoacoustiques ont été
acquises dans la région du rein gauche, la souris étant en position couchée (a gauche).
Un bolus de 200 uL a été injecté. Les images PA acquises a 750 nm sont affichées avec
une échelle rouge et une plage dynamique de -45 dB par rapport aux images
échographiques en mode-B affichées avec une échelle de gris dans (a) et (c). Deux
régions d'intérét (ROI1 et ROI2) ont été identifiées. (a) Image avant I'injection, le signal
PA est lié a un chromophore endogéne : I'hémoglobine. (b) Amplitude moyenne de
I'image PA dans chaque ROI en fonction du temps pendant I'injection du bolus. (c)
Image apres I'injection du bolus. Acquisitions multispectrales avant et autour de 5 min
apres l'injection. L'amplitude moyenne dans une ROI en fonction de la longueur d'onde
est affichée pour respectivement la ROI1 (d) et la ROI2 (e). Les résultats du processus
de séparation spectrale sont présentés par la contribution individuelle de chaque
chromophore. Image tirée du chapitre 2.
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Figure 5.5: (Gauche) Structure du Bodipy substitué avec le groupement julolidine.
(Droite) Spectre d'absorption du Bodipy julolidine (bleu), du PLA-Bodipy julolidine
(orange) et des NP 10% de PLA-Bodipy julolidine (rouge). Image tirée du rapport de
stage de master 1 de Justine Cois.

L'idéal serait donc d'obtenir un agent de contraste avec un maximum
d'absorption aux alentours de 800 nm. Avant le début de cette these, un travail
préliminaire avait été effectué par Justine Cois, en stage de M1, sur un Bodipy
possédant un groupement julolidine a la place de la N,N-diméthylaniline du Bodipy [3]
(figure 5.5). La cyclisation de I'amine permet d’augmenter la force du groupement
donneur d'électrons et donc de décaler d'autant plus vers le rouge le maximum
d'absorption. Lors de son stage, Justine Cois avait alors réussi a synthétiser le Bodipy
julolidine, le greffer sur un polylactide et le formuler en NP a 10% de PLA-Bodipy
julolidine. Sur la figure 5.5, on peut remarquer que le Bodipy obtenu possede un
maximum d'absorption vers 805 nm. Aucune étude du signal photoacoustique des NP
de PLA-Bodipy julolidine n'a cependant été effectuée durant le stage de Justine.

Ainsi, une premiere perspective prometteuse serait de reprendre et de continuer
la synthése de NP de PLA-Bodipy julolidine et d'observer leur signal photoacoustique
sur le spectrophotometre photoacoustique calibré de Jérome Gateau au Laboratoire
d'Imagerie Biomédicale (LIB, UMR 7371). Puis, dans un deuxieme temps, d'essayer
d’'observer le signal photoacoustique de ces NP in vivo sur des souris saines et de voir
si la séparation spectrale est plus aisée et si le contraste des images est meilleur. De
plus, la tres grande force du transfert de charge intramoléculaire est tres prometteuse
pour un signal de fluorescence faible et donc un signal photoacoustique fort. Il serait
alors également possible d'exploiter les méthodes que nous avons développées dans
le chapitre 3 pour regarder si I'extinction de fluorescence par agrégation permettrait
également d'augmenter l'efficacité de génération photoacoustique des NP de PLA-
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Bodipy julolidine. Comme dans le chapitre 3, nous pourrions estimer le taux de
chargement minimal pour rendre prédominantes les désexcitations par voies non-
radiatives. Enfin les performances photoacoustiques (efficacité de génération
photoacoustique (PGE), rendement photoacoustique (PAY) et coefficient d'extinction
molaire) pourraient étre déterminées et comparées aux valeurs des NP de PLA-Bodipy

3]

5.2.2.2 Agrégats Jde Bodipy [3]

Toujours dans l'objectif de décaler le maximum d'absorption des agents de
contrastes aux alentours de 800 nm, une autre perspective serait de favoriser encore
plus la formation d'agrégats J de Bodipy [3] au sein des NP. Comme nous l'avons vu
dans l'introduction, la formation d'agrégats J provoque un décalage vers le rouge du
maximum d'absorption (1.4.2.2). C'est par exemple la stratégie employée par Cayla A.
Wood et son équipe en encapsulant de tres grandes quantités d'ICG dans des
liposomes (1,5x10° molécules d'ICG par liposome) (Wood et al. 2021) (introduction
1.4.2.2). Dans le chapitre 2, nous avons démontré que les NP NP-50% de PLA-Bodipy
possédaient environ 3100 PLA-Bodipy par NP. Une perspective prometteuse serait
alors de tester des NP de PLA-Bodipy avec des taux de chargement au-dessus de 50%.
Nous pourrions essayer 75% et 90% de PLA-Bodipy par exemple. La stabilité de ces NP
tres chargées devra étre évaluée et les spectres d'absorption, d'émission et
photoacoustiques seront étudiés. Si, comme pour I'équipe de Wood, la forte
agrégation provoque l'apparition d'une nouvelle bande d'absorption décalée vers le
rouge, nous pourrions également observer le signal photoacoustique in vivo de ces NP
sur des souris saines et voir si la séparation spectrale et les images photoacoustiques
sont de bonne qualité. Les performances photoacoustiques seraient également
évaluées : PGE, PAY et coefficient d’extinction molaire, et comparées aux valeurs des
NP de PLA-Bodipy [3].

Enfin, dans le but d’augmenter encore plus les taux de chargement en PLA-
Bodipy et favoriser I'agrégation, une solution serait de diminuer la masse molaire du
PLA accrochée au Bodipy. On augmenterait alors la proportion massique de Bodipy
dans le polymere PLA-Bodipy et on pourrait donc accroitre plus facilement le taux de
chargement en Bodipy dans les NP.

5.2.3 Compréhension photophysique des mécanismes de génération de l|'onde
acoustique

Comme nous l'avons vu au chapitre 3, I'extinction de fluorescence causée par
I'agreégation favorise les désexcitations par voies non-radiatives et augmente donc
I'efficacité de génération de I'onde acoustique. Cependant, la dynamique de relaxation
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depuis les états excités est encore peu comprise. Une compréhension fine des
phénomenes de désexcitation depuis les états excités pour des NP trés agrégées
permettrait de mieux rationaliser la génération du signal photoacoustique. Pour cela,
une premiere possibilité serait d'effectuer des expériences d'absorption transitoire
femto-seconde sur les NP de PLA-Bodipy. Une premiere expérience serait de regarder
la dynamique de relaxation par absorption transitoire femto-seconde sur le Bodipy [3]
dans du DCM. Puis, on étudierait ensuite I'absorption transitoire femto-seconde des
NP de PLA-Bodipy avec différents taux d’encapsulation : 5%, 10% et 50% par exemple.
Pour ces expériences, nous pourrions nous inspirer des travaux réalisés par Hu et son
équipe sur des NP lipidiques de DSPE-PEG et de leurs expériences d'absorption
transitoires femto-seconde (W. Hu et al. 2019). Pour effectuer ce travail, une
collaboration est envisageable avec le Laboratoire de Spectrochimie Infrarouge et
Raman (LASIR) a I'Université de Lille (Michel Sliwa, spécialisé en absorption transitoire
femto- seconde).

Toujours dans I'objectif de comprendre la relation entre les désexcitations par
voies non-radiatives et |'efficacité de génération photoacoustique, une perspective tres
prometteuse serait d'étudier simultanément, sur un méme appareil, le signal
photoacoustique résolu en temps et le signal d'absorption dans les états excités a I'aide
d'une expérience pompe-sonde femto-seconde. Sur cet appareil, le signal
photoacoustique et le signal d'absorption transitoire pourraient étre mesurés
conjointement. Dans la littérature, des expériences pompe-sonde femto-secondes
pour la photoacoustiques sont développées (Mark et al. 2015; S. Hu 2016; Mark et al.
2017) mais tres peu s'intéressent a étudier la dynamique de relaxation depuis les états
excités. Dans sa revue de 2016, Song Hu reléve toutefois que la variation du délai entre
la pompe et la sonde pourrait permettre d'obtenir des informations sur la dynamique
de relaxation depuis les états excités.

Enfin, des calculs de chimie théorique pourraient étre effectués pour mieux
comprendre la formation des agrégats au sein des NP et leurs propriétés
photophysiques. Comme nous I'avons évoqué au chapitre 3, I'agrégation du Bodipy
[3] peut étre modélisée par deux modeles d ‘agrégats : les agrégats H et les agrégats
J (théorie de I'exciton, voir introduction et chapitre 3). Des calculs de chimie théorique
sur des dimeéres J et des dimeres H permettraient de mieux comprendre le role des
agrégats dans la dynamique de relaxation et I'extinction de fluorescence. On pourrait
ainsi étudier la répartition de la densité électronique dans I'espace sur les orbitales HO
et BV des dimeres J et H. |l serait alors possible de mettre en évidence les éventuels
transferts de charge intramoléculaire ou intermoléculaire des dimeres. Des études
d'optimisation de géométrie sur des dimeres de Bodipy [3] pourraient permettre
d'estimer les distances et les angles diedres entre les agrégats. Ces valeurs pourraient
étre comparées aux distances des rayons de Forster pour connaitre |'efficacité des
transferts d'énergie par FRET. Pour ces études, nous pourrions nous appuyer sur l'article
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de I'équipe de Wenbo Hu en 2019 qui a utilisé pour ses calculs la théorie de la
fonctionnelle de la densité (DFT), la fonctionnelle hybride B3LYP et la base 6-31G(d,p)
sur des dimeéres H et J de Bodipy a transfert de charge (W. Hu et al. 2019).

5.2.4 Lien photoacoustique et extinction de fluorescence par agrégation : étude sur
différents chromophores

Une perspective intéressante serait de tester le modele mathématique (régression
linéaire de knr) développé au chapitre 3 sur différents types de chromophores plus ou
moins fluorescents et possédant ou non un transfert de charge intramoléculaire. Une
premiére possibilité serait d'étudier une Rhodamine, une cyanine, une fluorescéine et
le bleu de méthylene. Les chromophores seraient greffés comme précédemment sur
un polylactide et formulés en NP. Différents taux de chargement pour chaque NP de
chromophore seraient étudiés. Les constantes de vie non-radiatives pourraient alors
étre estimées pour chaque synthése de NP a l'aide de la relation de Strickler-Berg et
du temps de vie de fluorescence moyen (chapitre 3). L'évolution de la constante de vie
non-radiative knr serait étudiée en fonction du pourcentage de PLA-Chromophore.
Nous pourrions alors voir si la constante de vitesse non-radiative augmente de fagon
linéaire avec le taux de chargement pour tout type de chromophore ou si cette relation
n'est valable que pour les Bodipy a transfert de charge. Dans le cas d'une relation
linéaire, nous pourrions alors estimer le taux de chargement minimal pour favoriser les
voies de désexcitations non-radiatives. Enfin, nous pourrions observer le signal
photoacoustique de ces NP de chromophores sur le spectrophotometre
photoacoustique calibré et vérifier si les résultats obtenus par la modélisation de knr
prédisent bien I'évolution de I'efficacité photoacoustique avec le taux de chargement.
Pour chaque NP de chromophore les performances photoacoustiques seraient
également évaluées : PGE, PAY et coefficient d'extinction molaire, et comparées aux
valeurs des NP de PLA-Bodipy [3]. Grace au spectrophotomeétre photoacoustique
calibré et a la détermination des parametres photoacoustiques, nous pourrions alors
développer une bibliotheque de chromophores pour la photoacoustique et une
caractérisation fine de leurs performances photoacoustiques.

5.2.5 Contre-ions volumineux et mobilité des rotors moléculaires

Comme nous l'avons évoqué dans lintroduction au paragraphe 1.3.4.5,
I'utilisation de contre-ions volumineux au cceur des nanoparticules peut permettre de
libérer des espaces entre les chromophores a I'état agrégé. Les contre-ions servent
alors d'espaceurs entre les chromophores, empéchant les liaisons T-Tt
intermoléculaires néfastes pour la fluorescence (Reisch et al. 2014; Andreiuk et al.
2019). Cette stratégie a été développée par Klymchenko et son équipe pour obtenir
des clignotements de la fluorescence des NP et des transferts d'énergie d'excitation
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sur de trés grands nombres de fluorochromes. Cette stratégie pourrait étre adaptée
aux NP de polymeres pour la photoacoustique.

Pour la photoacoustique I'utilisation de rotors moléculaires permet de favoriser
les désexcitations par voies non-radiatives et donc d'avoir de bonnes efficacités
photoacoustiques et de faibles signaux de fluorescence (Cai et al. 2017; Zhao et al.
2019). Cependant, a I'état agrégé, dans les NP, le rapprochement des chromophores
fait perdre la mobilité moléculaire et donc diminue I'efficacité photoacoustique. Pour
remédier a cela, de nombreux articles utilisent des espaceurs : de longues chaines
alkyles, qui vont libérer des espaces entre les molécules pour permettre aux rotors de
conserver de la mobilité (Liu et al. 2019; Qi et al. 2021; Diez-Cabanes, Monari, et Pastore
2021; Gao et al. 2021). Ces longs espaceurs volumineux complexifient les synthéses des
chromophores organiques et rajoutent des étapes coliteuses en rendement, en solvant
et en temps. L'utilisation de contre-ions volumineux au sein de la NP permettrait de
jouer le role d'espaceurs entre les chromophores sans rajouter de complexité aux
syntheses organiques. De plus, I'équipe de Klymchenko a également démontré que
dans des matrices hydrophobes, comme le PLGA, des transferts d'énergie d'excitation
sur de tres grands nombres de fluorochromes pouvaient avoir lieu et conduisaient a
I'extinction de fluorescence et au clignotement des NP. L'extinction de la fluorescence
et les transferts d'énergie seraient également prometteurs pour avoir de bonnes
efficacités photoacoustiques.

Off state

Figure 5.6 : Représentation schématique du mécanisme de clignotement et de transfert
d'énergie d'excitation sur de nombreux chromophores. En bleu les contre-ions
volumineux. En rouge le chromophore anionique. En gris des pieges énergétiques.
Image tirée de (Reisch et al. 2014).

Actuellement, aucune trace de I'utilisation de contre-ions pour la
photoacoustique des nanoparticules n'a été trouvée dans la littérature. Nous pourrions
envisager cette stratégie sur le Bodipy [3]. Des rotors moléculaires de type

283



triphénylamine pourraient étre ajoutés sur le Bodipy [3] a la place des fonctions N,N-
diméthylaniline. Une fonction ammonium serait également rajoutée sur le Bodipy pour
obtenir un chromophore cationique avec un contre ion anionique, de type halogénure
par exemple. L'ajout d'un contre-ion volumineux est ensuite réalisable par échange
d'ion en solution puis purification par chromatographie (Reisch et al. 2014; 2017). La
formulation en NP du Bodipy en présence des contre-ions volumineux serait alors
réalisée. La comparaison des performances photoacoustiques des NP avec et sans
contre-ions volumineux seraient évaluées sur le spectrophotometre photoacoustique
calibré.

Echange d'ions
DCM
Sonication 5 minutes

>

3-10 équivalents F5-TBP-

Figure 5.7 : Représentation schématique de la stratégie pour obtenir des NP de Bodipy
cationiques avec contre ion volumineux.

La synthese du Bodipy cationique possédant les rotors moléculaires de type
triphénylamine (introcudtion 1.3.4.4) peut étre réalisée selon la méme stratégie que
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pour le Bodipy [3] (figure 5.8). Lors de la réaction de type condensation de
Knoevenagel, le 4-(N,N-dimethylamino)benzaldéhyde est remplacé par le réactif
commercialement disponible 4-(diphenylamino)benzaldehyde (CAS 4181-05-9) pour
obtenir une fonction triphenylamine. Un Bodipy cationique peut ensuite étre synthétisé
en s'inspirant de la stratégie de I'équipe de Christine Goze sur les Aza-Bodipy (Flores
et al. 2020).

i) TFA
F O i Chloranil F;

; F I i) DIPEA, BF3-ELO
= Iy + - .
N
N F F
F

K,CO;

4-(Diphenylamino)benzaldehyde
CAS 4181-05-9

THF reflux, 1h30
-

ii) CH,I

THF, RT, NaHCO; 4h

Figure 5.8 : Schéma de la synthese envisagée pour obtenir le Bodipy cationique avec
des rotors moléculaires de type triphénylamine.
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“CINNAPHT” DYES: A NEW CINNOLINE/NAPHTHALIMIDE FUSED HYBRID
FLUOROPHORE. SYNTHESIS, PHOTO-PHYSICAL STUDY AND USE FOR BIO-IMAGING

RSC Advances, 2021,11, 30088-30092. https://doi.org/10.1039/D1RA05110E
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Abstract

“Six membered diaza ring of Cinnoline have been fused on Naphthalimide dye
to give donor—acceptor system called CinNapht. These red shifted fluorophore that can
be synthetised in gram scale exhibit as large Stoke Shift and quantum yield up to 0.33.
It is also caracterized by strong solvatochromic effect for green to red emission as well
and can be used for bio-imaging.”

Gram Scale Synthesis

e fluorescence

Cell Imaging

MNaphthalimide

BIOCOMPATIBLE AND PHOTOSTABLE PHOTOACOUSTIC CONTRAST AGENTS AS
NANOPARTICLES BASED ON BODIPY-SCAFFOLD AND POLYLACTIDE POLYMERS:
SYNTHESIS, FORMULATION AND IN VIVO EVALUATION

Submitted, ACS Applied Materials & Interfaces, major revision
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Abstract

We have designed a new Bodipy scaffold for efficient in vivo photoacoustic (PA)
imaging of nanoparticles commonly used as drug nanovectors. The new dye has an
optimized absorption band in the near-infrared window in biological tissue and a low
fluorescence quantum yield that leads to a good photoacoustic generation efficiency.
After Bodipy-initiated ring opening polymerization of lactide, the polylactide-Bodipy
was formulated into PEGylated nanoparticles (NPs) by mixing with PLA-PEG at different
concentrations. Formulated NPs around 100 nm exhibit excellent PA properties:
absorption band at 760 nm and molar absorption coefficient in between molecular PA
absorbers and gold NPs. Highly improved photostability -compared to cyanine-
labelled PLA NPs as well as innocuity in cultured macrophages were demonstrated.
After intravenous injection in healthy animals, NPs were easily detected using a
commercial PA imaging system and spectral unmixing, opening the way to their use as
theranostic agents.

=)

HOW AGGREGATION CAUSED QUENCHING AND EXCITATION ENERGY TRANSFER
ALLOW TO FINELY TUNE PHOTOACOUSTIC EFFICIENCY ?

To be submitted

Jean-Baptiste Bodin'?, Clément Linger®3, Jérdbme Gateau?, Théo Beguin', Théotim
Lucas®, Laurence Moine?, Ha Thi Minh Huong', Anam Fatima’, Gilles Clavier*, Nicolas

Tsapis®*, Rachel Méallet-Renault™
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Abstract

In this article we finely characterized the relation between fluorescence
quenching by Aggregation Caused Quenching (ACQ) and the photoacoustic efficiency
in polylactide-Bodipy nanoparticles. For this purpose, we exploited a calibrated
photoacoustic spectrophotometer and a robust synthetic pathway to create polymer
NP with different Bodipy loading amount (from 5% to 50% in weight of PLA-Bodipy).
We exploited the Photoacoustic Yield PAY, which represents energy conversion
between the absorbed light to the acoustic signal. The presence of two regime for
photoacoustic emission was demonstrated: a monomer regime and an Aggregation
Caused Quenching Regime. In the monomer regime, below 10% in weight of PLA-
Bodipy, the fluorescence emission from the Bodipy monomer limits the photoacoustic
yield. Above 10% of PLA-Bodipy, in the ACQ regime, non-radiative deactivations from
the aggregates, are predominant and the photoacoustic yield reaches a high value of
93%. We obtained ultrabright NPs (22 x 10" L. mol™.cm™) thanks to great PAY of the
aggregated NPs (PAY = 0.93 for NP-50%) and high NP molar extinction coefficients
(2.4x108 L.mol-1.cm™ for NP-50%). Finally, we highlighted that high laser fluences (1-
3.5 mlcm?), at the band maximum excitation, can significantly reduce the
photoacoustic signal by ground state depopulation (-20% for NP-2%). This non-linear
effect can be highly reduced with nanoparticles in the ACQ regime. The > 10% PLA-
Bodipy NPs exhibits great photoacoustic brightness and very poor signal loss by
nonlinear effects. We developed a fine mathematical fit of the absorption and
photoacoustic excitation spectra to spectrally differentiate the photoacoustic efficiency
at the band maximum PGE,..4 and in the vibrational shoulder PGE,,,,.
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