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RRééssuumméé  
 

A l’heure de la protéomique, la spectrométrie de masse s’est révélée un outil puissant 

pour la recherche et l’identification des biomolécules à partir d’échantillons purifiés. Une 

nouvelle ère s’ouvre, avec l’imagerie MALDI, permettant en plus la localisation de 

biomolécules telles que les peptides, les protéines ou les lipides au sein des tissus. Des 

développements cruciaux restent encore à réaliser pour améliorer les performances de cette 

technologie. Dans ce contexte, nous nous sommes tout d’abord intéressés à la mise au point 

de nouveaux protocoles adaptés à l’analyse directe et l’imagerie par spectromètrie de masse 

de petits organismes en particulier la sangsue Hirudo medicinalis. Ce modèle est 

particulièrement intéressant du point de vue des phénomènes de régénération nerveuse et nous 

avons débuté des études sur les lipides pouvant y être impliqués. Le deuxième point abordé 

est l’étude des apports de la métallisation pour la spectromètrie de masse. Tout d’abord un 

dépôt métallique sur des lames histologiques permet à la fois une corrélation des informations 

morphologiques obtenues en microscopie optique avec les images moléculaires d’IMS. La 

métallisation de l’échantillon quand à elle, a permis de supprimer les décalages de pics vers 

les plus hauts rapports m/z, d’obtenir des spectres MALDI de meilleures qualités et grâce à 

une reproductibilité plus importante entre 2 spectres, de produire des images MALDI de plus 

grandes qualités. Enfin, une partie des développements a été dédiée à la possibilité 

d’améliorer la résolution de l’image grâce à l’utilisation d’un système permettant de diminuer 

la zone accessible au laser. 

 
At the proteomics’ time, the mass spectrometry appears to be a powerful tool to find 

and identify peptides and proteins from purified sample. A new era is now beginning, with the 

MALDI imaging, allowing both research, identification while conserving the localization of 

biomolecules like peptides, proteins and lipids in tissues. Crucial developments at the level of 

the sample preparations are in progress to improve the performances of this technology. In 

this context, we were interested first of all in the settling of new protocols adapted to direct 

analysis and Imaging mass spectrometry of small organisms in particular the leech Hirudo 

medicinalis. This model is particularly interesting for the study of nervous regeneration and 

we perfomed studies on lipids which can be implied in this physiological process. The second 

point is the study of the contributions of metal coating for mass spectrometry. First of all a 

metal evaporated on histological glass allows at the same time a correlation of the 

morphological information with the molecular images of IMS. The coating of the sample, 
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allowed preventing the mass shifts towards the highest m/z, to obtain best MALDI spectrum 

and according to a more important reproducibility between 2 spectra, to produce MALDI 

images with better qualities. Finally, a last part of the developments was dedicated to the 

possibility of improving the image resolution by using a system allowing decreasing the 

irradiated area by the laser. 
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CChhaappiittrree  11  
Introduction 

1.1 Les défis pour une nouvelle technique d’imagerie de 
biomolécules. 

Des premières peintures rupestres jusqu’aux images peuplant les journaux télévisés ou 

papier en passant par les parchemins égyptiens, l’image a toujours été un support de 

l’information. Tout naturellement ce support a largement été utilisé en sciences, en médecine 

et en biologie. Au Moyen-âge, les premières planches anatomiques font leur apparition, mais 

rapidement les observations macroscopiques ne suffisent plus. Pour pallier à cela et aller plus 

loin dans l’observation de l’infiniment petit, Antoine van Leeuwenhoek développe en 1664 un 

procédé d’observation utilisant un système de lentille qui permet de grossir l'image et d’avoir 

accès aux petits détails. 

Les techniques d’imagerie du vivant ont depuis accompagné le scientifique dans la 

plupart de ses investigations. De la microscopie optique à la microscopie électronique, les 

techniques d’imagerie n’ont cessées d’évoluer, poussant toujours plus loin les limites de 

l’observation. Certaines permettent la visualisation d’organes entiers (IRM) ou fournissent 

des données topographiques de surfaces jusqu’à une échelle atomique (microscopie à force 

atomique, électronique…). D’autres se sont élargies jusqu’à permettre de suivre des 

molécules au sein des tissus. Cependant, pour permettre cela, la plupart requiert une 

présélection des molécules avec des marqueurs fluorescents ou des anticorps, ce qui implique 

de connaître à l’avance la molécule d’intérêt à suivre. Mais bien que riches en information, 

ces approches peuvent manquer de sensibilité et de spécificité. La technique d’imagerie idéale 

doit simultanément détecter et identifier de multiples composés connus et inconnus présents 

dans les tissus biologiques avec une résolution spatiale approchant de la taille d’une cellule et 

doit tenir compte du fait que les composés d’intérêt varient grandement en taille, en propriété 

physicochimique, en concentration ou en structure. 

Parallèlement à cela la spectrométrie de masse a connu aux fils des ans de nombreux 

développements. Les progrès technologiques et l’apparition progressive des nouveaux 

analyseurs et de nouvelles sources de production d’ions, ont nettement contribué à cet essor. 

Issue des recherches en physique, la spectrométrie de masse s’est progressivement orientée, 

dans la seconde moitié du 20P

ème
P siècle, vers la chimie au travers de l’analyse des composés 

organiques. Dès les années 1970, cet instrument devient une technique phare pour l’analyse 
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des biomolécules. L’apparition de nouvelles sources de production d’ions dans les années 

1985, les sources électrospray [1] et de Désorption/Ionisation Laser Assistée par Matrice 

(MALDI) [2, 3], a définitivement ouvert cette méthode d’analyse à la biologie. Ces sources 

permettent la production d’ions en phase gazeuse à partir de composés polaires et pour des 

masses pouvant atteindre jusqu’à 1 000 000u. Ces deux modes de production des ions sont 

particulièrement bien adaptés pour l’analyse et l’étude de différentes familles de molécules 

biologiques et notamment les peptides et les protéines sous leur forme intacte. Les 

améliorations de la spectrométrie de masse dans le domaine de l’analyse structurale (études 

des fragmentations) par MS/MS en font un élément important pour la caractérisation de ces 

composés et accroissent sa potentialité.  

La spectrométrie de masse est devenue, à l’heure actuelle, un outil incontournable, en 

particulier dans le domaine de la protéomique comme en témoigne les nombreuses recherches 

menées et publiées [4-9]. De nombreuses protéines provenant de différents organismes, voire 

de différents organes ou cellules dans des états physiologiques distincts, ont ainsi pu être 

caractérisées. De plus, plusieurs études différentielles ont permis de mettre en évidence les 

protéines sous ou sur-modulées entre différents états physiologiques. Toutefois, cette stratégie 

présente un inconvénient majeur puisqu’elle nécessite l’homogénéisation de l’échantillon 

avant extraction puis séparation et caractérisation par spectrométrie de masse. Toutes ces 

étapes peuvent occasionner la perte irrémédiable de composés et aboutissent souvent à la mise 

en évidence de protéines majeures telle que les protéines du cytosquelette ou du métabolisme. 

De plus, ces techniques entrainent la perte d’informations concernant la localisation de celles-

ci au sein du tissu d’origine. 

L’imagerie par spectrométrie de masse (ISM) peut pallier à ces problèmes. Elle peut 

également répondre à beaucoup des exigences, listées précédemment, concernant la technique 

d’imagerie idéale. En effet la spécificité chimique dépend d’un seul paramètre universel qui 

est la composition atomique de la molécule : sa masse. Cette technique ne nécessite donc pas 

de marquage préalable. De plus elle est capable d’enregistrer simultanément la localisation 

spatiale de plusieurs centaines de composés dans un échantillon complexe tel qu’une coupe de 

tissu. 
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1.2 Sujets abordés dans cette Thèse. 

Dans ce mémoire nous exposerons divers améliorations développées pour l’imagerie 

MALDI. 

Dans le chapitre 2, le principe de l’imagerie par spectrométrie de masse sera décrit et 

nous ferons le point sur différentes sources d’ionisations pouvant être utilisées. 

Le chapitre 3 regroupe les méthodologies utilisées, avec des descriptions et les 

conditions d’utilisations des spectromètres de masses ainsi que les modes opératoires utilisés 

pour mener à bien les développements proposés. 

Une partie des développements ont portés sur l’application de l’analyse directe par 

MALDI et l’ISM sur le modèle d’étude du laboratoire, la sangsue Hirudo medicinalis et sont 

regroupés dans le chapitre 4. Ce dernier regroupe les principales mises aux points 

développées pour l’analyse de petits échantillons biologique i.e. la recherche de nouveaux 

milieux d’enrobement pour la réalisation de coupes congelées, les protocoles de rinçages des 

coupes en vue d’éliminer les polymères constitutif du milieu classique, l’extraction directe sur 

coupe et les études préliminaires concernant les lipides impliqués dans la régénération 

nerveuse de la sangsue par ISM SIMS. 

Dans le chapitre 5, nous avons étudié les possibilités qu’offre le dépôt d’un métal 

pour l’ISM MALDI. Grâce à la métallisation de lames de verre, couramment utilisées dans les 

services hospitaliers, de nouveaux supports conducteurs transparents ont pu être développés. 

Ces supports, tout en offrant une transparence nécessaire pour une observation par 

microscopie optique, permettent grâce à leur conductivité, des analyses par spectrométrie de 

masse ainsi que la réalisation d’images moléculaires par ISM MALDI. La seconde partie des 

travaux a permis de mettre en évidence les effets que des charges peuvent avoir en 

s’accumulant en surface de l’échantillon, mais également de montrer qu’un simple dépôt 

métallique sur sa surface pouvait éliminer ces effets. De plus l’ajout d’un métal en surface à 

montré des effets bénéfiques pour l’analyse comme une augmentation d’intensité du signal 

par exemple. 

Le chapitre 6 décrit le développement d’un nouveau procédé pour réduire la taille de 

la zone irradiée par le laser. Ce système de masque (ou cache) permet de diminuer 

grandement l’aire de la zone irradiée et certaines configurations améliorent même la qualité 

des spectres obtenus.  

Enfin le chapitre 7 offre les conclusions et les perspectives vers d’autres 

développements tels que l’ISM spécifique par l’utilisation d’un rapporteur de la présence de 
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molécules difficilement analysable ainsi que l’utilisation de nouveaux supports pour une 

analyse sans matrice. 
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CChhaappiittrree  22  
De l’imagerie par spectrométrie de masse à 
l’imagerie MALDI 

2.1 L’imagerie par spectrométrie de masse : principe 

Le principal but de l’ISM est d’utiliser le pouvoir analytique de la spectrométrie de 

masse pour créer des images moléculaires représentant la distribution de toutes les 

biomolécules connues ou inconnues contenues dans un échantillon. Pour les analyses par SM, 

l’analyte doit être transféré en phase gazeuse et ionisé, puis les ions séparés sous vide et 

détectés. Pour cela, l’ISM diffère des autres méthodes d’imagerie considérées comme non 

destructrices mais ne donnant pas d’informations moléculaires. Il existe plusieurs modes 

d’acquisition d’images utilisés en ISM. 

Dans une première approche, la surface de l’échantillon sera scannée par un faisceau 

(laser ou ionique), typiquement de quelques centaines à quelques microns, en déplaçant d’une 

distance définie par avance l’échantillon sous le faisceau ou le faisceau par lui même. Dans 

cette méthode, aussi appelée imagerie point par point, un spectre de masse est enregistré et 

stocké pour chaque point d’analyse effectué. Des logiciels spécialement développés 

permettent de sélectionner le signal d’une molécule à partir du tableau de spectre de masse et 

de récupérer l’intensité du signal pour chaque point dans un tableau 2 dimensions ( XFigure 2. 

1Xa). L’intensité du signal sera représentée par une échelle de couleur permettant de recréer 

une image de la répartition de l’analyte dans l’échantillon. 

Dans le cas du mode « microscope ionique » (e.g. mode caméra), les images 

moléculaires sont créées de manière similaire à l’imagerie optique. Dans ce cas, la position 

relative, par rapport au plan de la surface de l’échantillon, des ions formés est conservée par 

l’utilisation d’optiques ioniques particulières ((XFigure 2. 1Xb) 

Chacune de ces deux approches d’ISM produit différents types de données et sera 

décrite plus en détails dans les paragraphes suivants. 
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Figure 2. 1 : Principe de l'ISM en mode (a) point par point et (b) microscope ionique. 
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2.2 L’imagerie MALDI 

2.2.1 Le MALDI 
Introduites dans la seconde moitié des années 1980 par Hillenkamp et Karas [3], les 

sources MALDI ont constitué l’une des révolutions de la spectrométrie de masse. Cette 

technique découle directement des méthodes de Désorption Laser (LDI) [10]. En LDI, des 

impulsions laser sont utilisées pour produire des ions à partir d'échantillons solides. Malgré 

tout cette technique ne permet d’obtenir des spectres de masse que de composés de faible 

masse (<1000 u) et dépend des propriétés physiques spécifiques du composé (spectres de 

photoabsorption, volatilité, polarité, etc.). 

Deux groupes, l’un en Allemagne, l'autre au Japon, se sont attaqués à la recherche 

d’une matrice comme médiateur pour les expériences de désorption/ionisation laser. Tanaka 

et collaborateurs [11] ont développé une méthode utilisant une poudre de métal en suspension 

dans du glycérol bombardé par des photons laser UV. Cette matrice a permis d'obtenir des 

spectres de masse pour des molécules variées avec une bonne sensibilité et un bon rapport 

signal/bruit. De leur côté Hillenkamp et Karas [12] ont observé que l’utilisation d’un composé 

avec un groupement aromatique permet d’obtenir un signal de meilleur qualité. La matrice 

permet un transfert d’énergie efficace par absorption des photons laser tout en préservant 

l’analyte. La sensibilité de la méthode utilisant une matrice organique est 500 à 1000 fois 

supérieure à celle utilisant le glycérol, et produit un signal de meilleure qualité. Pour ces 

raisons, la méthode employant une matrice solide présentée par Hillenkamp et Karas a 

rapidement éclipsée celle de Tanaka et constitue à l’heure actuelle celle couramment utilisée.  

 
Figure 2.2 : Schéma de principe du MALDI 
 

Le MALDI repose donc sur 

l’utilisation d’un composé organique nommé 

matrice dont la propriété principale est 

d’absorber à la longueur d’onde du laser 

utilisé [2, 13, 14]. La grande majorité des 

lasers utilisés en MALDI sont des lasers 

émettant dans l’UV. La matrice et 

l’échantillon sont mélangés en solution, la 

matrice étant ajoutée en large excès par rapport à l’analyte. Ainsi, le dépôt d’une faible 

quantité de ce mélange conduit, après évaporation du solvant, à la formation d’une solution 
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solide constituée de micro cristaux de matrice formant un réseau cristallin dans lequel est, à 

priori, incorporé l’analyte (XFigure 2.2Xa). Lors de l’irradiation de ce dépôt par le faisceau 

laser, les photons émis sont absorbés par les molécules de matrice, et induisent des transitions 

électroniques vers des états excités. Ainsi, lors de la relaxation de l’énergie au sein du solide, 

l’une des voies de relaxation conduira à l’éjection de matière sous forme d’un plasma qui va 

s’étendre rapidement en phase gazeuse sous vide. Le processus de désorption/ionisation 

conduit à l’obtention d’ions en phase gazeuse ( XFigure 2.2Xb) mais il faut cependant noter 

qu’une grande partie des molécules éjectées reste neutre. Parmi les ions formés, seront 

retrouvés des ions d’analyte mais également pour une grande partie, des ions de matrice. Les 

espèces ionisées sont principalement formées par transfert de protons et sont majoritairement 

sous la forme de molécules protonées [M+H]P

+
P mêmes si une petite partie des espèces se 

retrouvera sous la forme d’espèces cationisées par des sels i.e. des ions cationisés par le 

sodium ([M+Na]P

+
P) ou par le potassium ([M+K]P

+
P) et cela d’autant plus que l’analyte présente 

une affinité pour ces cations. 
 Le processus de désorption/ionisation en MALDI conduit à la formation d’ions en 

phase gazeuse possédant des énergies internes suffisamment faibles pour que ces derniers 

soient, dans la grande majorité des cas, stables sur la durée de l’analyse. Ainsi, le MALDI est 

une méthode de production d’ions dite douce. Cette caractéristique permet l’analyse de 

nombreuses familles de molécules sous leur forme intacte et jusqu’à des hauts poids 

moléculaires comme les protéines. Il est donc bien adapté à l’analyse des différentes 

biomolécules composant les cellules tels que les peptides, les protéines, les sucres et les 

lipides et dans une certaine mesure les oligonucléotides. De plus, par rapport à l’electrospray 

il présente le net avantage d’être beaucoup plus tolérant aux sels et contaminants divers 

souvent présents dans les échantillons biologiques. Les ions formés sont principalement 

monochargés, même si des ions multichargés sont observables pour des masses m/z>4000, ce 

qui simplifie grandement l’analyse des données. Les sources MALDI sont souvent associées à 

des analyseurs Temps-de-vol [15] de part la facilité de couplage. Les analyseurs TOF sont 

basés sur la séparation dans un champ électrique puis sur la mesure du temps d’arrivée des 

ions au détecteur. Ils sont très sensibles avec une grande transmission des ions, possèdent des 

cycles d’analyses rapides et présentent une gamme de masse théoriquement illimitée. Les 

instruments MALDI-TOF sont très performants et notamment dans le cadre d’applications 

pour des analyses protéomiques. Avec les progrès technologiques, sont apparus ces dernières 

années d’autres couplages avec le MALDI et notamment avec des analyseurs présentant de 
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hautes performances et une grande rapidité pour les études structurales (MS/MS). A titre 

d’exemples peuvent être cités les couplages avec des trappes ioniques (MALDI-IT), avec des 

instruments de Résonance d’Ion Cyclotronique à transformé de Fourier (FT-ICR) ou encore 

les instruments hybrides quadripôles (Q) et TOF (MALDI-Q-TOF). La grande diversité des 

instruments disponibles avec les sources MALDI augmente très nettement le champ 

d’investigation de cette technologie même si les instruments de type MALDI-TOF restent les 

instruments phares pour les couplages avec ces sources. 

2.2.2 L’imagerie MALDI 
Les sources de désorption laser ont été utilisées comme outil d’analyse de tissus au 

travers des techniques LMMS (Laser Microprobe Mass Spectrometry) et LAMMA (Laser 

Activated Microprobe Mass Spectrometry) [16-22]. Ces techniques présentent de grandes 

performances pour l’analyse d’éléments atomiques ou de composés de faible masse. 

La facilité d’introduction d’échantillons solides dans la source MALDI a conduit dès 

le début des années 1990, à différentes analyses directes sur des tissus (organes ou organelles) 

de vertébrés ou d’invertébrés. L’analyse directe par MALDI s’est également révélé un outil 

très efficace pour l’analyse sur cellule unique. Dans ce cadre, les premiers travaux sur cellules 

uniques utilisant la spectrométrie de masse de type MALDI ont été effectués en 1993 par 

l’équipe du Pr. van der Greef et ont porté sur l’analyse de neurones de Lymnaea stagnalis 

[23]. Par la suite de nombreuses études ont permis l’analyse de tissus d’origine variée ainsi 

que des études différentielles [24-31]. 

Dans le cadre de l’imagerie MALDI, les premiers travaux restent à l’initiative du 

groupe du PR. R. Caprioli [32]. Depuis les premières études en 1997, l’imagerie a 

constamment progressé, notamment au travers du développement de programmes 

informatiques spécifiques permettant l’acquisition automatique et la réalisation d’images [33]. 

D’un point de vue pratique, la méthodologie repose en grande partie sur la préparation 

de l’échantillon. Une coupe de tissu de 5 à 20 µm d’épaisseur est transférée sur un support 

compatible avec les sources MALDI utilisées. Dans une grande majorité des cas, ce support 

doit être conducteur pour ne pas altérer les champs électriques en source. Idéalement, le porte 

échantillon pourra être remplacé par un support de verre recouvert d’un matériau conducteur 

transparent permettant ainsi des observations en microscopie optique avant l’analyse 

moléculaire. La seconde étape est critique : il s’agit du choix de la matrice et de son 

application sur la coupe. Dans le cas d’une analyse directe de tissus, des spots discrets de 

matrice pourront être réalisés soit par l’intermédiaire d’une micropipette soit par l’utilisation 
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d’un appareil de micro-dépôt de matrice. Dans le cadre de la réalisation d’une image entière 

d’une coupe de tissu, celle-ci doit entièrement être recouverte de matrice. Pour cela, plusieurs 

techniques peuvent être employées. La coupe peut être recouverte par dépôt classique à l’aide 

d’une micropipette ou par l’utilisation de technique de vaporisation comme le spray 

pneumatique ou l’electrospray [32]. Pour minimiser la délocalisation des molécules pouvant 

être entrainée par les solvants, la méthode de micro-dépôt est de plus en plus utilisée [34].Le 

XTableau 2.1 X regroupe un panel non exhaustif des solutions commercialisées pour l’imagerie 

MALDI. Le choix de la matrice est également important afin d’optimiser l’analyse des 

composés en terme de nombre de molécules détectées, de la résolution des pics, de l’intensité 

du signal et de la gamme de masse accessible [34].Notre groupe a travaillé sur cette question 

et a développé de nouvelles matrices adaptés à l’analyse directe et l’ISM MALDI [35]. Après 

dépôt de la matrice, le porte échantillon sera introduit dans le spectromètre et l’image réalisée 

suivant le mode point par point décrit dans la partie 2.1. 

 
Nom Constructeur Méthode de dépôt Taille de dépôt Référence 

Chemical inkjet 
printing (CHIP 

1000) 
Shimadzu Biotech Piézo-électrique 200 µm [36] 

TMiD LEAP Technologies Ejection par Nano-
Pompe 200 µm [37] 

MALDI-spotter 
Suncollect SunChrom Dépôt par un 

Capillaire 150 µm [38] 

Portrait™ 630 
Reagent Multi-

Spotter 
Labcyte Inc Ejection acoustique 200 µm [39] 

NC Siliflow Piézo-électrique 300-600µm NC 
 

Tableau 2.1: Instruments pour l’application de matrice pour l’ISM MALDI 
 

Deux parties importantes se distinguent dans la réalisation d’images, l’acquisition des 

données et leur traitement. Du point de vue de l’acquisition, un facteur limitant reste le temps 

d’analyse. Ce temps est tributaire de la fréquence de répétition des tirs laser, de la rapidité de 

déplacement du support pendant l’analyse et du temps d’acquisition de l’électronique. Pour 

les lasers, l’utilisation de lasers pouvant atteindre de grandes fréquences de répétition est 

particulièrement souhaitable. Par exemple, à quelques Hz l’acquisition peut durer plus d’une 

journée alors qu’à 200 Hz le temps d’acquisition sera réduit à quelques heures. Ce point 

permet également de prévenir toute dégradation de l’échantillon (évaporation de la matrice 

progressive sous vide par exemple) pouvant intervenir avec une durée d’analyse trop 

importante. En revanche, d’un point de vue plus fondamental l’influence de l’utilisation d’une 

grande fréquence de répétition des tirs est encore mal connue, et peut soulever certaines 
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questions comme l’effet sur le processus de désorption/ionisation ou encore la possibilité que 

l’émission laser rencontre la plume en expansion du tir précédent non encore sortie des zones 

d’accélération. Pour la vitesse de déplacement de l’échantillon, il existe sur le marché des 

systèmes permettant des déplacements très rapides avec une grande précision. De la même 

façon les progrès dans le domaine de l’électronique permettent d’améliorer sans cesse la 

capacité des instruments. La reproductibilité du déplacement est également un paramètre 

important pour la qualité des images. L’aire analysée en chaque point est également 

primordiale. Le nombre de points pouvant être faits, va définir la résolution spatiale de 

l’image reconstruite. La distance entre 2 points sera, dans la plupart des cas, au minimum 

égale au diamètre du faisceau laser. Différentes méthodes peuvent être envisagées pour 

réduire l’aire analysée et seront plus largement développées dans la partie 6.1. 

Du point de vue de la reconstruction de l’image, un grand nombre de paramètres vont 

affecter le rendu de l’image. Par exemple les traitements des spectres doivent-ils être effectués 

ou non avant extraction des données (lissage, retrait de bruit, filtrage du bruit,…) et dans 

quelle mesure ces traitements affecteront-ils la qualité des images ? La question de savoir si 

l’intensité ou l’aire d’un pic décrit le mieux la réalité peut aussi se poser. De la même 

manière, sachant que plusieurs ions distincts peuvent correspondre à un même composé 

(MHP

+
P, MNa P

+
P, MKP

+
P, MHB2 PB

2+
P, [M+m]P

+
P,…) l’image de chaque ion doit-elle être reconstruite 

distinctement ou l’intensité des différents ions correspondant à ce même composé doit-elle 

être prise en compte simultanément ? Des critères de sélection peuvent être aussi ajoutés : 

utiliser un seuil d’intensité minimum au-dessous duquel le signal sera considéré comme nul 

ou un seuil d’intensité maximum au-delà duquel il sera estimé que les valeurs du signal sont 

automatiquement attribuées à 100%. L’utilisation d’échelles multi chromatiques peut 

également jouer sur le rendu visuel de l’image ainsi que la superposition avec des images de 

microscopie classique. Un travail de recherche important reste à faire sur les développements 

de logiciels adaptés à ce type d’imagerie.  

L’ISM devient un outil de recherche couramment utilisé que ce soit dans le domaine 

public ou privé mais est également courtisé par de nombreux prestataires de services et par 

une part de plus en plus importante de constructeurs. Le XTableau 2.2 X regroupe une partie des 

instruments pouvant être utilisés pour l’ISM MALDI. 

L’avantage de l’ISM réside dans le nombre de composés analysables en une seule 

étape d’acquisition même si cette dernière reste assez longue. En effet grâce à une seule 

acquisition sur un tissu, plusieurs centaines d’ions pourront être observés. Sur cette base (en 

supprimant les informations redondantes, i.e. différents ions d’un même composé) de 
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nombreuses images moléculaires pourront être reconstruites pour un même tissu. De plus 

l’imagerie MALDI, tout comme les autres techniques de spectrométrie de masse, ne nécessite 

aucune connaissance préalable de la nature de l’échantillon et aucune caractérisation avant 

l’analyse de ce dernier. 

 
Constructeur Instrument Logiciel Résolution Gamme de masse 

Applied Biosystems     

 Voyager-DE™ STR MMSIT 
Biomap 100 µm m/z 5-100 000 

 
QSTAR XL Hybrid 
LC/MS/MS system 

avec source oMALDI 

oMALDI Server 4.0 
MALDI 

Mass Spectrometry 
Imaging (MMI) 

100 µm m/z 5-40 000 

 4700 MALDI 
TOF/TOF 

4700 Img 
Biomap 50 µm m/z 5-75 000 

 4800 MALDI 
TOF/TOF 

4800 Img 
Biomap 50 µm m/z 5-75 000 

Bruker Daltonics     

 MALDI Molecular 
Imager ™ Fleximaging 10 µm m/z 5-100 000 

Shimadzu     
 AXIMA QIT NC 100 µm m/z 50-10 000 

Thermo Electron     

 TFinnigan LTQ XL 
avec source vMALDIT 

NC 150 µm m/z < 4 000 

Waters     

 MALDI Q-Tof 
Premier™ NC NC m/z 5-50 000 

 MALDI Micro MX™ Biomap NC m/z 5-75 000 
 

Tableau 2.2: Spectromètres de masse à source MALDI servant en ISM 
 

2.2.3 Les méthodes dérivées de l’imagerie MALDI.  
D’autres technique d’imagerie ont été développées prenant appuie sur l’imagerie 

MALDI. Il s’agit de l’imagerie SMALDI (Scanning Microprobe Matrix-Assisted Laser 

Desorption Ionization) et l’imagerie Stigmatic MALDI. 

Parmi les paramètres limitant la résolution des images les facteurs instrumentaux sont 

particulièrement importants, nous avons vu que la taille du faisceau laser incident était un 

facteur prépondérant. A ce titre, le groupe de B. Spengler a développé un concept 

instrumental particulier : le SMALDI [40]. Cet instrument est un hybride entre la technologie 

utilisée en LAMMA et le MALDI classique (XFigure 2.3X). Sur cet appareil, le laser peut-être 

focalisé en dessous d’un micromètre permettant une nette augmentation de la résolution 

spatiale jusqu’à un niveau subcellulaire. Tout comme en SIMS, des images d’une grande 

résolution spatiale sont obtenues. Ce concept instrumental est particulièrement prometteur et 

nous pouvons espérer des applications rapides sur des tissus. 
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Figure 2.3 : Principe du SMALDI d'après [40] 

 
Parmi les développements instrumentaux de l’imagerie MALDI, un autre concept 

d’imagerie est proposé par le groupe de R.M. Heeren [41]. Pour compenser les problèmes liés 

à la focalisation du faisceau laser incident et les temps d’analyse longs en imagerie MALDI 

classique, ce groupe a développé une imagerie MALDI en mode microscope (XFigure 2. 1Xb). 

Le laser est défocalisé permettant l’analyse de grandes quantités d’ions et l’image est réalisée 

par utilisation d’un détecteur de position. Le point d’impact de l’ion sur le détecteur est retenu 

comme une donnée spatiale liée à la position de départ de l’ion qui sera conservée tout au 

long de son trajet. Ces instruments présentent une configuration particulière avec des 

systèmes de guidance des ions bien particuliers et des détecteurs de position de haute 

performance permettant de relier la position d’arrivée à la position de départ. Les tests 

effectués sur des grilles recouvertes de différents composés démontrent la fonctionnalité de 

l’instrument et la résolution qui peut être alors obtenue avec une vitesse d’acquisition 

remarquable. Cette technologie présente également un avenir très prometteur pour l’imagerie 

MALDI.  

2.2.4 Applications 
En parallèle à ces développements méthodologiques, différentes applications de 

l’analyse directe des tissus et de l’imagerie MALDI ont été réalisées, démontrant l’intérêt de 

cette technologie pour les études biologiques et en particulier pour l’application à différentes 
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pathologies. Il est possible de citer notamment l’analyse de tissus pituitaires de xénope pour 

l’étude de la maturation des POMC [42]. De nombreuses études différentielles entre tissus 

cancéreux et tissus sains ont été menées et montrent l’utilité de la méthode dans la recherche 

de biomarqueurs en protéomique clinique. Dans ce cas, l’analyse directe des tissus permet de 

mettre en évidence les protéines différentiellement représentées entre les deux types de tissus. 

L’imagerie des ces molécules permet de localiser ces molécules et de discriminer par exemple 

à différents stades de cancer ou de différencier les régions saines des régions tumorales. Par la 

suite, le marqueur pourra être caractérisé par des méthodes plus classiques de protéomique, 

apportant de nouveaux éléments importants pour la compréhension des mécanismes de 

cancérisation et l’amélioration du diagnostic de ces pathologies. Les applications sont 

nombreuses et comprennent l’étude du cancer du colon sur des modèles souris développant la 

pathologie [43], l’étude d’adénocarninome de prostate sur des modèles PCA avec 

différentiation des cellules neuroendocriniennes [44], l’analyse de la répartition des peptides 

β-amyloïdes dans le cas de souris modèles de la maladie d’Alzheimer [45], des études sur des 

tissus d’épididyme de souris et des biopsies de cancer du sein [46], à l’étude des protéines 

impliquées dans la maladie de Parkinson [47], pour l’application par utilisation conjointe de 

méthodes de clustering à l’étude de modèles souris présentant des tumeurs du cerveau [48] et 

de tumeurs primaires du cerveau [49]. 

Quelques auteurs s’intéressent plus spécifiquement à l’imagerie d’autres classes de 

composés comme par exemple les composés pharmaceutiques ou les lipides. Dans le cas de 

composés pharmaceutiques, l’imagerie MALDI est un outil source d’importantes 

informations puisqu’elle permet de savoir si le principe actif se retrouve bien dans les tissus 

ciblés et quelles sont leurs voies de métabolisation. L’étude de composés pharmaceutiques 

met en exergue les problèmes liés, pour de petites molécules à l’interférence des ions du 

composé avec d’autres ions parasites (e.g. ions de matrice) d’où l’intérêt dans ce cadre 

d’utiliser d’autres types d’instruments permettant des études en mode MS/MS [50-52]. Il faut 

également noter quelques études récentes sur l’imagerie MALDI de lipides dans les tissus 

[53-55]. 

Enfin, plusieurs revues traitant de l’imagerie MALDI et de l’analyse directe de tissus 

ont été publiées, abordant les différentes stratégies proposées et les difficultés rencontrées 

dans cette technologie [24, 56-62]. 
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2.3 L’imagerie SIMS 

2.3.1 Le SIMS 
Cette technique repose sur le bombardement de l’échantillon par un faisceau d’ions 

mono/poly-atomique ou sous forme de cluster (agrégats) d’ions (XFigure 2.4Xa) ayant une 

énergie de l’ordre du KeV ou du MeV. Différents types de sources d’ions primaires peuvent 

être utilisés. Les plus classiques sont des sources de types LMI (Liquid Metal Ion) produisant 

un faisceau d’ions primaires GaP

+
P ou InP

+
P avec une énergie cinétique jusqu’à 25 keV et un 

faisceau primaire pouvant être focalisé jusqu’à ~1µm. Les sources d’ions primaires CsP

+
P 

(sources d’ions solides) sont également utilisées, avec un faisceau accéléré à 10 keV et une 

focalisation jusqu’à ~2-3µm. Une large variété d’autres types d’ions ou de clusters d’ions peut 

être utilisée comme les clusters AuP

n+
P ou Bi BnPB

m+
P. L’irradiation de la surface par ces ions 

primaires conduit à l’émission de particules secondaires de différents types parmi lesquels des 

ions (positifs ou négatifs) qui seront analysés par l’analyseur. 

2.3.2 L’imagerie SIMS 
La possibilité de visualiser la distribution des macromolécules par spectrométrie de 

masse d’ions secondaires (SIMS) directement à partir d’échantillons organiques a été 

démontrée au début des années 60[63]. 

Le SIMS peut fonctionner suivant différents modes. En mode classique (SIMS 

dynamique) ( XFigure 2.4Xb), la densité d’ions reçus par la surface, conduit à une érosion rapide 

permettant une analyse en profondeur du matériau. En diminuant la densité d’ions projetés sur 

la surface (mode SIMS statique) (XFigure 2.4Xc) [51, 64], les dommages générés à la surface du 

matériau seront pratiquement restreints à la première couche de matériau permettant une 

analyse de surface [65]. Le SIMS statique est bien adapté à la réalisation d’images [58, 66]. 

De plus, dans ce mode des masses plus élevées de composés organiques peuvent être 

détectées. L’avantage du SIMS provient de la possibilité de focaliser le faisceau primaire 

incident jusqu’à un diamètre de quelques microns, rendant possible la réalisation d’images à 

un niveau sub-cellulaire [67]. Lors de la réalisation d’images, si la zone à balayer est petite, le 

faisceau incident se déplace à la surface de l’échantillon en utilisant des jeux de lentilles 

d’extraction. Pour des surfaces plus grandes (e.g. coupe entière de cerveau de rat) c’est le 

support de l’échantillon qui se déplace sous le faisceau. 
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Figure 2.4 : a) Principe d'ionisation SIMS et fonctionnement en mode (b) dynamique et (c) statique 

 
En revanche, la gamme de masse accessible avec cette technique est très restreinte et 

limitée à des composés de masse M<1000 u. Elle permet facilement l’étude d’éléments 

monoatomiques, comme par exemple Na P

+
P et KP

+
P, qui sont particulièrement abondants dans les 

organismes ou encore de certains composés de faible masse comme la famille des lipides [58, 

68]. Depuis plusieurs années, des développements sont réalisés dans le but de rendre 

analysable des composés de plus haute masse tels que les peptides. Il faut en particulier noter 

les développements de SIMS avec une matrice (ME-SIMS : Matrix Enhanced-Secondary Ion 

Mass Spectrometry) [69], l’utilisation de source d’agrégats comme ions primaires incidents 

[70-73] ou la réalisation d’un dépôt métallique en surface de l’échantillon (MetA-SIMS : 

metal-assisted-Secondary Ion Mass Spectrometry)[74, 75]. Ces développements permettent 

d’augmenter le nombre et la masse des composés analysables en SIMS. Le SIMS est donc 

devenu une méthode d’imagerie moléculaire particulièrement performante et en particulier 

pour l’analyse de composés de faible masse (e.g. lipides) avec une grande résolution spatiale. 
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2.4 Les autres types d’imagerie par spectrométrie de masse 

Comme vu précédemment, le SIMS a été la première technique de spectrométrie de 

masse utilisée pour reconstituer des images. C’est seulement 30 ans plus tard, que l’ISM 

MALDI a vu le jour. En 10 ans, plus d’une dizaine autres techniques utilisant la spectrométrie 

de masse pour l’imagerie ont été développées (XTableau 2.3 X). Parmi toutes ces techniques, 

deux classes peuvent être distinguées : 

- Les techniques utilisant un faisceau laser. 

- Les techniques dont la désorption des molécules ne dépend pas d’un laser.  

 

2.4.1 Techniques utilisant un faisceau laser ou ionique 
Tout d’abord, en 1999, le groupe de Castell a démontré la possibilité d’utiliser l’ICP 

MS pour faire des images de la répartition de métaux dans des tissus [76]. Cette technique a 

été améliorée par la suite grâce au couplage avec un laser (Laser Abalation ICP MS (LA-ICP 

MS) [77]. Cette méthode permet d’obtenir la répartition d’ions monoatomiques. Elle peut par 

exemple être utilisée en parallèle de l’ISM MALDI pour localiser un médicament incluant un 

composé métallique. L’ISM MALDI va suivre la répartition du médicament dans le tissu 

tandis que l’approche LA-ICP MS va localiser 

et quantifier le composé métallique. 

 
Figure 2.5 : Schéma du SNOM 

 

En 2001, R. Zenobi utilise également 

l’ablation laser pour scanner des surfaces. Ce 

procédé, le scanning near-fiels optical 

microscopy mass spectrometry (SNOM-MS) 

[78, 79], utilise une pointe couplée à un laser 

UV. La pointe permet la réalisation d’images 

topographiques de la surface de l’échantillon 

( XFigure 2.5X). Le laser, lui, va être actionné en certains points pour ablater une partie de la 

surface. La plume contenant les molécules issues de l’ablation sera collectée par un capillaire 

puis transférée et ionisée vers une trappe ionique après ionisation. Cette technique est pour 

l’instant employée pour l’analyse de surface inorganique et donne des images d’une 

résolution latérale pouvant atteindre 200 nm. 
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Le SMALDI et le Stigmatic MALDI ou microscope MALDI, (dont les procédés sont 

exposés dans la partie 2.2.3) ont été développés respectivement en 2002 et en 2004. 

Dans les développements plus particuliers de l’ISM MALDI, sont également d’un 

intérêt tout particulier, les travaux réalisés par A. Woods et collaborateurs [80, 81]. Dans leurs 

études les auteurs proposent une méthode qui permet l’analyse directe de tissus sans addition 

d’une solution de matrice. La technique proposée ou MILDI (Matrix Implanted Laser 

Desorption Ionization) consiste à implanter des ions d’Au dans les tissus par irradiation du 

tissu avec le faisceau d’ions primaires d’une source Au. L’or implanté par cette voie 

n’entraîne pas de délocalisation des composés. Cette méthode permet d’obtenir des ions pour 

des protéines à partir de tissus. Dans le même esprit, la desorption/ionization mass 

spectrometry on porous silicon (DIOS) [82] permet l’analyse directe de cellule isolée 

directement sans matrice. Les cellules peuvent directement être cultivées sur un support qui 

sous une irradiation par un laser UV entraînera une désorption/ionisation des molécules. 

Cependant, à l’heure actuelle pour ces deux techniques, les rendements d’ions restent assez 

faibles tout comme le nombre et le type de composés analysables les mécanismes mis en jeux 

dans ces techniques restant à l’heure actuelle particulièrement mal connus. 

2.4.2 Techniques « laser free » 
A partir de 2004, de nouvelles techniques n’utilisant pas de laser sont développées. 

Ces techniques présentent l’avantage de pouvoir analyser des tissus sans préparation. Tout 

d’abord Ford et ses collaborateurs ont mis au point le surface sampling probe/electrospray ou 

ESI-IMS [83]. Cette méthode utilise un système de 2 capillaires imbriqués. Le premier va 

mouiller la surface avec des solvants qui vont extraire les analytes tandis que le second va 

aspirer le mélange. Au bout de ce capillaire une pointe ESI permet une ionisation des 

molécules et leur analyse par spectrométrie de masse.  
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Figure 2.6 : Principe du SMS d'après [84] 

 
S’inspirant de cette méthode, le Georgia Institute of Technology a annoncé à la fin du 

mois de Juillet 2006 le développement du Scanning Mass Spectrometry (SMS) probe [84]. Ce 

procédé permet d’étudier les molécules libérées par les cellules en réponse à des stimuli. Ce 

système peut être couplé à un microscope de force atomique (Atomic Force Microscope 

AFM) pour suivre les changements topologiques des tissus ou cellules durant l’expérience 

( XFigure 2.6X). 

En 2004, Graham Cooks présente une nouvelle source de production des ions : 

Desorption ElectroSpray Ionization (DESI) [85]. Dans cette source, un solvant va être 

propulsé à travers un capillaire sous haute tension vers la surface de l’échantillon (XFigure 

2.7X). Les gouttelettes 

chargées vont rebondir en 

emportant des molécules de 

la surface.  

 
Figure 2.7 : Principe du DESI 

 

Cette technique a 

dans un premier temps été 

employée pour étudier de 

nombreuses classes de 

composés présents sous forme de trace, incluant des médicaments, des explosifs mais aussi 



Chapitre 2 

22 

des peptides, des protéines, des nucléotides et bien d’autres [86].Par la suite, il a été démontré 

la possibilité de suivre des composés alcaloïdes au sein de tissus végétaux [87]. Grâce à 

l’automatisation du déplacement du support de l’échantillon, des plaques de chromatographie 

ont pu être analysées [88]. Il a également été démontré la possibilité de détecter directement 

des lipides à partir de tissus prélevés du pancréas de souris, du cerveau de rat ou dans du tissu 

cancéreux [89]. Cette technique ouvre la voie à une analyse directe voire une imagerie de 

surface de tissu in-vivo puisqu’elle n’est que peu destructrice et ne nécessite pas de 

préparation pour l’échantillon. Evolution directe de cette technique, le JEDI (Jet Desorption 

ionization) utilise un jet de solvant à autre pression et permet une analyse en profondeur de 

l’échantillon [90] ( XFigure 2.8Xa). 

 
Figure 2.8 : Principe des sources (a) JEDI et (b) DAPCI 

 
Une autre technique nommé Desorption Atmospheric Pressure Chemical Ionisation 

(DAPCI) [91] peut fonctionner dans le cas où le DESI ne donne pas de résultat. Le DAPCI 

utilise des ions projetés en phase gazeuse générés, sous pression atmosphérique par une 

décharge corona dans des vapeurs de toluène ou autre composé (XFigure 2.8Xb). Certains 

composés donnent des intensités ioniques insuffisantes en DESI alors qu’ils fournissent une 

sensibilité accrue en DAPCI. 

Une dernière méthode s’inspire de ces mécanismes de désorption. Il s’agit du Direct 

Analysis in Real Time (DART) [92]. Ce procédé utilise un gaz ayant un haut potentiel 

d’ionisation (généralement de l’hélium) sur lequel un potentiel électrique est appliqué ( XFigure 

2.9Xa). Un plasma va alors être formé, constitué d’atomes excités et d’ions. En percutant la 

surface, une désorption d’ions de faibles masses moléculaires va avoir lieu. Une étude 

comparant le DESI, le DART et le DAPCI a récemment été publiée [93]. 
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Figure 2.9 : Principe des sources (a) DART et (b) ELDI 

 
Enfin une technique a essayé de coupler l’ESI et la desorption laser: l’electrospray-

assisted laser desorption/ionisation [94] [94]-[95]. Un laser va entraîner l’ablation de matériel 

sur la surface de l’échantillon qui va rentrer en contact et fusionner avec les gouttelettes 

chargées, qui seront analysées par un spectromètre de masse (XFigure 2.9Xb). 

 
Source 

d’ionisations Gamme de masse Résolution spatiale référence 

SIMS m/z<2000 De 100nm à 10µm [63] 
IMS MALDI 0-1 000 000 25-200µm [32] 

ICP MS m/z<500 / [76] 
DIOS m/z<5000 Cellules isolées [82] 

SNOM-MS / 50 nm à 1µm [79] 
SMALDI m/z<2000 500nm à 10µm [40] 

LA-ICP-MS m/z<1000  40 à 100µm [77] 
Microscope 

MALDI 5- 100 000 <5 µm [41] 

ESI-MS m/z<1000 > 300µm [83] 
MILDI 5-10 000 100 µm [80] 
DESI m/z<2000 500µm [89] 
JEDI m/z<5000 1µm [90] 
ELDI 5-100 000 150µm [95] 
SMS NC NC [84] 

Tableau 2.3 : Récapitulatif des techniques d’ionisation utilisées en ISM. 
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Partie Expérimentale 

3.1 Spectromètres de masse utilisés 

3.1.1 MALDI-TOF Voyager-DE STR 
L’un des instruments MALDI-TOF-MS utilisé dans le cadre de ce travail est un 

appareil commercial, le Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framimgam, MA, USA) Cet 

instrument est équipé d’un système d’extraction retardée et fonctionne en mode linéaire ou 

réflecteur. La longueur de vol est de 2,0m en mode linéaire et de 3,0m en mode réflecteur. Les 

ions sont obtenus par irradiation grâce à un laser azote émettant dans l’UV à une longueur 

d’onde de 337nm, avec une durée de pulse de 3 ns et une fréquence de répétition de 3 Hz. 

Après un délai de l’ordre d’une centaine de nanosecondes, les ions sont accélérés vers le tube 

de vol par une tension de 20 kV (25 kV pour les analyses sur tissus) appliquée sur le porte 

échantillon. Les ions passent une première grille sur laquelle est appliqué un faible 

pourcentage de la tension totale. Ils passent ensuite par une seconde grille à l’entrée du tube 

de vol. La zone libre de champs possède un guide d’ions ainsi que des plaques déflectrices 

permettant la sélection des ions. En mode linéaire les ions sont directement transférés vers le 

détecteur, alors qu’en mode réflecteur ils passent à travers un miroir électrostatique avant 

d’arriver sur le détecteur. Le détecteur est de type galette de micro-canaux et permet la 

conversion du signal ionique en signal électrique. Ce signal sera transmit et enregistré par un 

enregistreur Tektronix TD5540C (Beaverton, Oregon, USA) disposant d’une bande passante 

de 500 Hz et un oscilloscope 2 GS/s. Tout ce process est contrôlé par un ordinateur pentium II 

fonctionnant sous Windows NT.  

Le XTableau 3.1 X regroupe les principaux paramètres utilisés lors des analyses. 

 

Type 
d’analyse Mode Voltage 

d’accélération
Voltage sur la 
première grille 

Voltage sur le 
guide d’ions 

Délais 
d’extraction

Analyse 
classique Linéaire 20 kV 94 % 0,05 % 100 ns 

 Réflecteur 20 kV 74 % 0,01 % 100 ns 
 PSD 25 kV 72 % / 100 ns 

Analyse 
directe 

sur tissus 
Linéaire 25 kV 94% 0,05 % 200 ns 

 Réflecteur 25 kV 75 % 0,01 % 150 ns 
Tableau 3.1 : Paramètres d’acquisition en MALDI-TOF 
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3.1.2 L’Ultraflex TOF-TOF 
Les images MALDI sont réalisés sur un Ultraflex II Lift-TOF (Bruker Daltonics, 

breme, DE) en mode linéaire ou réflecteur, utilisant un laser azote pulsé, émettant dans l’UV à 

une longueur d’onde de 337nm avec une fréquence de répétition de 50 Hz. Pour la 

reconstruction d’image, le logiciel flexImaging v1.0.6.0 est utilisé. En moyenne, 100 

accumulations sont réalisées pour enregistrer un spectre. 

3.1.3 Le Tof SIMS 
Les images sont réalisées sur un instrument TOF-SIMS IV (Ion-Tof GmbH, Münster, 

Allemagne) avec une source d’ion primaire de cluster de Bismuth. L’énergie cinétique du 

faisceau primaire et de 25 keV, avec un angle d’incidence de 45°. Les ions secondaires sont 

accélérés avec une énergie cinétique de 2 keV et post-accélérés à 10keV avant d’atteindre le 

détecteur. En mode réflecteur, la résolution en masse est d’environ 10P

4
P à m/z 500. La 

calibration interne est initialement réalisée avec des ions de basses masses et redéfinie par la 

suite avec des ions de masses plus élevés. Toutes les images sont réalisées avec une dose 

d’ions primaires inférieure aux limites statiques (10P

13
P ions.cmP

-2
P). 

3.1.4 L’ESI Q-TOF 
L’instrument utilisé pour les expériences est un nano-ESI-QTOF (QStar, Sciex). La 

source nano-ESI est combinée avec un analyseur hybride quadripôle/temps-de-vol, permettant 

d’obtenir un instrument avec une grande sensibilité tout en se servant du quadripôle pour les 

études structurales en mode MS/MS (sélection des ions). 

 

3.2 Préparation des solutions et des tissus 

3.2.1 Solution de standards 
La solution de standards est composée d’un mélange de neuropeptides : l’angiotensine 

II (1,6µM), la substance P (1,6 µM), l’ACTH 18-39(1,6 µM), l’ACTH 7-38 (3,2 µM), 

l’insuline bovine (4,8µM) et l’ubiquitine bovine (4,8 µM) dans H20/0,1% TFA. 

Les tests de sensibilités ont été réalisés à partir de solution de Substance P à des 

concentrations de 10µM, 1µM, 0,1µM et 10nM, obtenues par dilutions successives d’une 

solution stock à 50µM. Dans certains cas, une solution de PepMix (bruker Daltonic) à été 

diluée pour obtenir des solutions à 4µM, 1µM, 0,4µM, 0,1µM, 4nM, 1nM, 0,4nM.  
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3.2.2 Coupes de cerveau de rats:  
Des males adultes Wistar, pesant 250-350g (accréditation du ministère de 

m’agriculture N° 04860) ont été utilisé durant cette thèse et maintenu sous conditions 

standards. Les animaux sont sacrifiés par décapitation et immédiatement disséqués pour isoler 

le cerveau. Les cerveaux sont immédiatement congelés par immersion lentes dans l’azote 

liquide pour éviter l’éclatement des cellules. Ils sont conservés à -80°C jusqu’à utilisation 

pour éviter les dégradations causées par la température et l’oxydation [96]. 

Des coupes de 12 µm d’épaisseur sont réalisées avec un cryostat Reichert- Jung 2800 

Frigocut (Reichert-Jung, Nussloch, Allemagne) à une température de -18°C. Les coupes sont 

ensuite transférées sur le support servant à l’analyse. 

3.2.3 Préparation des matrices : 
Pour la matrice ionique HCCA/ANI, un équivalent de la base (ANI) est ajouté à 10 

mg/ml d’HCCA en solution dans ACN/ H2O (2:1, v/v; 0,1% TFA). Le mélange est vortexé et 

soniqué pendant 10 minutes avant application sur le tissu. 

Pour l’HCCA une solution classique de 10 mg/ml ACN/H2O (2 :1, v/v, 0,1% 

TFA/H2O). 

3.2.4 Préparation de l’échantillon pour analyse MALDI. 
Pour les expériences d’analyses directes et d’imagerie sur coupe, 20µl d’une solution 

de matrice est appliqué sur la coupe en utilisant une micropipette. L’échantillon est alors 

séché à température ambiante. 

Pour les analyses classiques, 1 µl de la solution d’échantillon et 1µl de la solution de 

matrice sont mélangés sur le support MALDI conformément à la procédure de préparation en 

goutte sèche 

 

3.3 De l’analyse directe par spectrométrie de masse à l’imagerie 
des petits organismes. 

3.3.1 Analyse directe de chaines nerveuses de sangsue 
UPréparation de la chaîne nerveuse de la sangsue : 

Pour cette étude, il convient de retirer la chaîne nerveuse du sinus veineux qui 

l’entoure. Les sangsues sont anesthésiées dans une solution contenant 10 % d’éthanol. Elles 

sont ensuite épinglées sur la face ventrale et la chaine nerveuse est isolée. La dissection est 

effectuée dans une solution saline (solution de Ringer) afin de conserver des conditions 
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physiologiques. Le sinus ventral est alors ouvert à partir d’une des extrémités et tous les 

connectifs partant des ganglions sont coupés en prenant soin de garder la chaîne intacte. La 

chaine est ensuite rincée dans une solution de rouge neutre pour qu’elle soit plus facile à 

repérer lors de la coupe puis dans une solution de DHB (10 mg/ml H2O/ACN 4:1, v/v). La 

chaine est alors enrobée dans une solution d’OCT (Optimal Cutting Temperature polymere). 

 

URecherche des substituants : 
Différents composés ont été testé. Des solutions de gélatine dans l’eau ont été utilisées 

à des concentrations de 5 %, 10 %, 15 %, 17,5 % ou 20 %. Des solutions d’agar à 2 %, 4 % et 

5 % et d’agarose à 2 % ont été testées 

URinçage des coupes : 
Pour les protocoles de rinçages, les coupes sont immergées dans la solution de rinçage 

et faiblement agité ou la solution est dispensée à la surface de l’échantillon grâce à une pipette 

pasteur.  

UExtraction sur coupe : 
Pour les tests sur les extractions sur coupes, un microlitre de la solution d’extraction 

est déposé sur la coupe et laissé pendant 30s avant d’être repris et déposé sur le support 

MALDI mélangé avec la solution de matrice (sauf dans le cas ou la matrice sert de solution 

d’extraction.). 

Ont été testées des solutions de d’acétonitrile (ACN) à une concentration de 80 % dans 

l’eau, 60 % dans l’eau ou dans l’eau avec 10% de TFA, d’HCCA à 10 mg/ml H20/ACN (2:3, 

v/v ; 0,1 % TFA) et d’HCl 1N.  

 

3.3.2 Etudes préliminaires des lipides impliqués dans la régénération 
nerveuse de la sangsue  

Afin d’étudier les lipides impliqués dans la régénération nerveuse, des sangsues ont 

été endormies puis sectionnées au niveau de leur chaîne nerveuse. Une étude cinétique a 

ensuite été réalisée en sacrifiant les sangsues à des temps différents après les lésions 

(« témoin » t0, t 30min, t1H30, t3H, t6H, t18H, t24H, t48H et t7jrs). Comme pour l’étude in 

vitro, cinq sangsues ont été utilisées pour chacun des temps. Différentes techniques de 

spectrométrie de masse ont permis d’établir un profil des lipides au cours des différents temps 

de régénération (XFigure 3. 1X) 
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Chaîne nerveuse

Extraction des lipides
(méthode de Folch)

Lipides

Analyses par MALDI-TOF/MS et 
comparaison des lipides présents au 
cours des temps de régénération.

Caractérisation par ESI-Q-TOF MS/MS
des lipides variant au cours du temps.

Localisation des lipides par TOF-SIMS

Structure moléculaire et localisation associée

Chaîne nerveuse

Extraction des lipides
(méthode de Folch)

Lipides

Analyses par MALDI-TOF/MS et 
comparaison des lipides présents au 
cours des temps de régénération.

Caractérisation par ESI-Q-TOF MS/MS
des lipides variant au cours du temps.

Localisation des lipides par TOF-SIMS

Structure moléculaire et localisation associée  
Figure 3. 1: Stratégie d’analyse de la régénération nerveuse in vivo 

 

UExtraction des lipides contenus dans les chaînes nerveuses : 
L’extraction des lipides contenus dans les chaînes nerveuses a été réalisée suivant la 

méthode de Folch adaptée à notre modèle d’étude. Des chocs thermiques (cinq bains 

successifs et rapides tantôt dans l’azote liquide à -196°C, tantôt dans l’eau à 37°C), 

accompagnés d’un broyage manuel des chaînes ont été réalisés. Un volume d’1 mL de 

mélange chloroforme/méthanol (2/1 ; vol/vol) a ensuite été ajouté au broyat avant d’effectuer 

à nouveau cinq cycles de chocs thermiques séparés par des homogénéisations au vortex.  

Après sonication (3 cycles de 20 secondes dans la glace), la préparation ainsi obtenue 

est placée sous agitation pendant 2H et à 4°C, suivi d’une étape de centrifugation (30 minutes 

à 5000 rpm et 4°C). 200 µL d’une solution de NaCl 0.9% sont alors ajoutés à la préparation. 

Une homogénéisation au vortex et une nouvelle centrifugation (10 minutes à 2000rpm et 4°C) 

ont permis d’obtenir deux phases distinctes. 

La phase supérieure (phase méthanolique) contient les petits lipides polaires et les 

gangliosides solubles dans le méthanol, alors que la phase inférieure (phase 

méthanol/chloroforme) correspond aux lipides totaux, de nature hydrophobe et solubles dans 

le chloroforme. Les fragments cellulaires et les protéines de nature hydrophile se situent à 

l’interface de ces deux phases.  
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Les phases supérieure et inférieure sont collectées séparément, et la phase supérieure, 

à nouveau lavée avec 1mL de chloroforme/méthanol (2/1 ; vol/vol). La nouvelle phase 

inférieure obtenue a été ajoutée à la précédente et l’ensemble a été séché par centrifugation 

sous vide pendant toute une nuit Après évaporation totale du chloroforme, les lipides ont été 

repris dans 500µL du mélange chloroforme/méthanol (2/1 ; vol/vol). 

 

UDétection et caractérisation biochimique des lipides par spectrométrie de masse : 
Les lipides isolés des chaînes nerveuses selon la méthode de Folch ont été analysés par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF/MS et ESI-Q-TOF MS/MS. 

Dans le cas des lipides, la matrice acide 2,5-dihydroxybenzoïque (DHB) a été plus 

particulièrement retenue pour les analyses. Les solutions de matrice sont préparées à 50 

mg/mL dans un mélange méthanol/eau (1 :1, v/v). Les échantillons sont préparés en déposant 

1µL d’analyte sur une plaque conductrice en inox suivi par le dépôt d’1µL de matrice. Après 

évaporation du solvant, la plaque est introduite dans la source. 

L’ensemble des échantillons étudiés ont été préparés et analysés dans les mêmes 

conditions afin de réaliser une comparaison des lipides présents à chaque temps de 

régénération 

 

UImagerie Tof- SIMS : 
Des chaines nerveuses sont blessées et laissées en régénération pendant 6h ou 24h. 

Des coupes de 12 µm de chaines nerveuses de sangsue entourées de leur sinus ventraux sont 

déposées sur un support métallique adapté à l’imagerie Tof-SIMS. 

 
3.4 Apport de la métallisation pour l’ISM MALDI 

La métallisation se réalise par évaporation pour la métallisation des supports ou par 

pulvérisation dans le cadre du dépôt sur échantillon. Le dépôt par évaporation est un dépôt 

anisotrope (évaporation du métal dans la direction verticale) alors que le dépôt par 

pulvérisation est un dépôt plutôt isotrope (éjection d’atomes d’une cible). 

La métallisation des supports à été réalisée en partenariat avec le groupe 

Microsystèmes, Microfluidique, Microthermique du Pr. J.C. Camart (collaboration avec V. 

Thomy) de l’Institut d'Electronique et de Microélectronique et de Nanotechnologie de Lille 

(IEMN). 

La métallisation des échantillons par dépôt d’or à été réalisée en partenariat avec le 

Centre Commun de Mesures « Imagerie Cellulaire » (CCMIC) de l’Université des Sciences et 
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Technologies de Lille (USTL) sous la responsabilité scientifique du Dr. M. Bertout 

(collaboration avec L. Brunet). Les Dépôts de carbone et de chrome ont été effectués sur des 

appareils du Centre Commun de Microscopie Electronique de l’USTL (CCME) (collaboration 

avec A. Blanchenet.) 

3.4.1 Dépôt par évaporation 
Il s’agit de l’évaporation d’un métal chauffé de façon à exposer le substrat au flux de 

vapeurs métalliques. Cette technique consiste à provoquer l'évaporation d'un métal dans le 

vide en le chauffant jusqu'à sa température d'ébullition. Les atomes métalliques se propagent 

alors en ligne droite et se fixent sur la surface froide de l'objet à traiter. 

Plusieurs méthodes permettent de réchauffer le métal à évaporer :  

- le creuset : récipient contenant le métal et réchauffé par une résistance électrique. Le 

substrat à traiter est placé au-dessus de ce creuset. 

- le canon à électrons : un échantillon du métal à évaporer est soumis à un intense 

faisceau d'électrons qui le réchauffe jusqu'à l'évaporation. Le substrat à traiter est 

également placé au-dessus.  

- le filament de tungstène : déposition de quelques cavaliers constitués de métal à 

évaporer sur de robustes filaments en tungstène. Ceux-ci sont chauffés par un puissant 

courant électrique qui les traverse. Quand la température de fusion des cavaliers est 

atteinte, le métal "mouille" le filament et se répand sur sa surface avant de s'évaporer. 

Le tungstène est choisi pour constituer ces filaments, car ce corps a une haute 

température de fusion.  

Dans le cas des bâtis utilisés à l’IEMN, un canon à électrons est utilisé (XFigure 3.2X). Il 

s’agit de bâtis d’évaporation par canons à électrons 6 creusets. Ces bâtis sont équipés de 

canons (source Commonwealth et Iontech 3 cm) qui permettent, sous pression partielle 

d’argon et à très faible énergie, un ‘prénettoyage’ des substrats avant dépôt. 

 

 
Figure 3.2 : Schéma de principe de la métallisation par évaporation. 
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3.4.2 Dépôt par Pulvérisation cathodique : 
Le principe du dépôt par pulvérisation cathodique est le suivant. Un gaz, souvent de 

l’argon, est introduit dans l’enceinte. Une cible du matériau que l’on veut déposer est reliée à 

un potentiel négatif (cathode), tandis que le substrat est lui porte a un potentiel positif. Une 

décharge permet de créer un plasma entre les électrodes. Les ions d’argon vont venir 

bombarder la cible, et en extraire ainsi le matériau à déposer sur le substrat. 

Les dépôts de chrome ont été effectués en mode magnétron. Les magnétrons sont des 

aimants places a proximité des cibles, de façon a donner aux ions une trajectoire hélicoïdale, 

ce qui augmente leur taux de collision, et réduit donc leur libre parcours moyen. Une 

meilleure efficacité en terme de bombardement ionique de la cible est ainsi obtenue, ce qui 

peut permettre par exemple d’abaisser la pression de travail. 

 

3.5 Procédés de fabrication des masques 

La fabrication du prototype des masques, contenant des micro-ouvertures à flanc droit, 

est basée sur les principes classiques des micro-technologies. Des « wafers » de Silicium sont 

amincis par attaque humide afin d’obtenir une épaisseur de 100µm. Après un nettoyage du 

substrat de type "pyrana" (HB2 BSOB4 B + HB2 BOB2 B), une première couche de résine photosensible (SU-

8, Microchem) est déposée (10 µm de SU-8 2010) (XFigure 3.3Xa). L’ensemble est ensuite 

exposé aux UV au travers d’un masque en verre recouvert de chrome dans lequel des 

ouvertures fixes sont définies (XFigure 3.3Xb). Puis la couche de SU-8 est enlevée en utilisant 

une solution de développement ( XFigure 3.3Xc). Les zones de Silicium qui n’ont pas été 

protégée par la couche photosensible sont attaquées en ICP (Inductively Coupled Plasma) par 

procédé Bosch [Brevet Laermer & Schilp, DE4241045 US 55010893, Licence de la société 

SMS] ( XFigure 3.3Xd). Le prototype est ensuite nettoyé de nouveau par "pyrana". Des damiers 

de 1mm de coté et contenants des ouvertures de 10 à 100 µm de côté, sont ainsi obtenus 
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Figure 3.3 : Processus de fabrication des masques à ouvertures droites 

 
Dans le cadre des masques à ouverture en V, des wafer de silicium de 380µm 

d’épaisseur sont utilisés. Ils subissent une attaque HF (1%) pour enlever l’oxyde natif. Ensuite 

un dépôt de Nitrure (Si3N4) double face est réalisée : la première face pour venir définir les 

motifs circulaires du masque via la couche de résine (voir plus loin), la seconde pour protéger 

la face arrière lors de l’attaque plasma du Si ( XFigure 3.4X a). Une résine AZ 5214 est déposée 

(vit 3000, acc. 1000, tps 7s). L’ensemble est recuit à 120° pendant 60s. Une Insolation à 

travers le masque contenant des cercles de 200 et 400µm de diamètre est réalisée (XFigure 3.4X 

b) avant d’être recuit à 120° pendant 60s. Une insolation pleine plaque (sans masque) est 

réalisée pendant 60s car la résine est réversible (elle passe de positive à négative).La 

révélation se fait au MIF pur pendant 20s suivit d’un rinçage à l’eau (XFigure 3.4X c). Le nitrure 

est gravé par ICP (XFigure 3.4X d). Une attaque piranha est effectuée pour enlever la résine 

suivit d’une attaque humide au TMAH pour diminuer l’épaisseur de l’ensemble (XFigure 3.4X 



Chapitre 3 

34 

e). Enfin le Si3N4 est gravé (XFigure 3.4X f) par ICP et le masque est aminci par gravure ICP 

pour obtenir l’épaisseur désirée (XFigure 3.4X g).  

 
Figure 3.4 : Processus de fabrication des masques en V 
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De l’analyse directe par spectrométrie de masse à 
l’imagerie des petits organismes. 

4.1 Introduction 

La sangsue médicinale fait partie des représentants les mieux étudiés de 

l’embranchement des Annélides. Ce modèle a été étudié de façon intensive pour les analyses 

cellulaires des fonctions du système nerveux, allant des études du comportement à l’étude de 

la fonction des canaux ioniques et des connections synaptiques [97, 98]. Le choix de ce 

modèle repose en partie sur la simplicité de son système nerveux. Le segmental ganglion est 

constitué de 400 neurones [99], la plupart parfaitement caractérisés morphologiquement et 

embryologiquement [100]. Ces neurones présentent le rare avantage d’être facilement 

accessibles et surtout ils possèdent contrairement aux cellules nerveuses de mammifères la 

capacité de se régénérer suite a une blessure (Shen, 2002 #142; Burrell, 2003, Blackshaw et 

al.). 

L’embryon de sangsue est un excellent modèle pour l’étude, au niveau moléculaire et 

cellulaire, des mécanismes de développement neuronal du fait de la taille importante des 

neurones et de leur position inchangée au cours du développement du système nerveux. De 

nombreuses données ont de ce fait été cumulées en ce qui concerne les processus 

d’arborisation et les connections synaptiques des neurones de ganglion de sangsue [101-103]. 

Les embryons de sangsue présentant un temps de développement relativement lent (30 jours) 

il est possible de réaliser des expériences de délétion ce qui a permis l’étude de certaines 

interactions cellule-cellule au cours du développement [101, 104-107, 108 , 109]. 

Des approches en biologie moléculaire ont également été utilisées sur les neurones de 

sangsue identifiés. Des banques soustractives d’ADNc réalisées à partir de cellules de Retzius 

régénératives ont révélé un important enrichissement en transcrits impliqués dans les 

changements plastiques neuronaux [110, 111]. Des analyses par RT-PCR de neurones isolés 

ont récemment été utilisées pour caractériser l’expression de canaux sodiques spécifiques 

[97]. D’autres séries d’expériences ont démontré l’implication de gènes de la famille Hox 

dans le développement du système nerveux de la sangsue [15, 112, 113]. L’expression de ces 

gènes est corrélée avec les changements dans l’arborisation et les propriétés électriques des 

différents neurones d’Hirudo medicinalis [114]. Par ailleurs, par une approche en RNAi, le 

rôle dans le développement de certains gènes de sangsue a pu être appréhendé au niveau 
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d’une cellule unique grâce à des injections intracellulaires directement effectuées dans des 

neurones identifiés et au niveau de l’embryon entier grâce à un système plus général 

d’injection [115]. Finalement, l’expression de gènes ectopiques dans les cellules 

embryonnaires a récemment été rendue possible par l’utilisation du promoteur du gène de 

l’actine de sangsue. De nombreuses expériences réalisées in vivo et in vitro ont démontré qu’à 

l’inverse des neurones mammaliens, les neurones de sangsue possédaient la faculté suite à une 

lésion de régénérer des synapses et surtout de restaurer leur fonction [116]. Des données 

récentes montrent que les cellules de la microglie ainsi que les composants de la matrice 

extracellulaire tels que la laminine, joueraient un rôle important dans la croissance axonale et 

la formation des synapses lors de cette régénération [117, 118]. Les lésions du système 

nerveux provoqueraient également une augmentation de monoxyde d’azote (NO) et une 

accumulation de cellules microgliales phagocytaires sur le site de lésion [119, 120]. Ces 

expériences suggèrent que la production de NO pourrait servir de signal pour freiner la 

migration des cellules microgliales qui, de ce fait, s’accumuleraient au niveau de la blessure 

[120]. En fait, l’augmentation de NO pourrait être liée à une activation, suite à la lésion, d’une 

NO synthase présente au sein du système nerveux et serait liée à l’activation de la voie de 

synthèse des lipides pouvant conduire aux cannabinoïdes [121, 122]où d’autres lipides 

neuroprotecteurs de la familles des omegas. De manière intéressante, une activation du 

système cannabinoïde pourrait intervenir sur la migration des cellules microgliales de sangsue 

lors d’une infection du système nerveux ou d’une lésion. 

Le système nerveux de sangsue est un système qui semble être idéal pour effectuer 

l’analyse des caractéristiques spatio-temporelles du développement neuronal et de la 

régènération nerveuse chez l’adulte.  

Dans ce contexte, pour étudier les molécules mises en jeu dans ces processus, 

l’analyse directe par spectrométrie de masse semble être une des techniques à développer à 

côté des techniques de peptidomiques et de lipidomiques. Comme précédemment décrit dans 

la partie 2.2.2 les premiers travaux sur l’analyse directe de tissus ont été réalisés sur des 

mollusques (Lymnaea stagnalis) et datent de 1994 [123]. Par la suite, il faut citer différentes 

études sur les nerfs, les cellules neuroendocrines  puis sur des neurones uniques (neurones 

géants) de Lymnée et d’escargot [29, 30, 124]. Des études similaires ont également été 

conduites chez l’aplysie et l’écrevisse [26, 27]. Plus récemment des études ont été menées sur 

des vésicules à noyau dense à partir de l’aplysie [25]. Sur ces cellules ont été en particulier 

étudiées les peptides bioactifs et la maturation de certaines hormones pour conduire à la 

libération de ces peptides. Certains de ces travaux permettent de remonter à la voie de 
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maturation des hormones comme dans le cas de l’hormone procHH (hyperglycémiante) pour 

l’écrevisse [28] ou de l’hormone de ponte (Egg Laying Hormone) pour l’aplysie. 

L’analyse se fait classiquement par transfert de la cellule, des cellules ou du tissu sur 

le support métallique. Différents paramètres peuvent influer sur la pertinence des l’analyses, 

comme le milieu physiologique très riche en sels pouvant rendre ces analyses difficiles. Des 

études réalisées par le groupe de Sweedler [24] montrent l’influence du milieu qui peut être 

substitué au milieu physiologique sur la qualité des analyses, et par exemple l’utilité de 

certaines fixations ou de stabilisateurs comme le glycérol. Dans d’autres études sur cellules 

uniques la puissance de la méthode est démontrée au travers de la caractérisation in situ de 

certains peptides en utilisant les capacité d’élucidation structurale de la spectrométrie de 

masse soit par des études en mode PSD sur instrument de type MALDI-TOF [125] soit par 

des études en mode MS/MS CID sur des analyseurs magnétiques [29]. Pour toutes ces 

raisons, nous avons développé cette technologie sur  le système nerveux de notre modèle, la 

sangsue. 

 

4.2 Le système nerveux d’Hirudo medicinalis 

La sangsue Hirudo medicinalis (XFigure 4.1X), est un invertébré hermaphrodite vivant 

en eau douce. Il s’agit d’un ectoparasite hématophage des vertébrés (poissons, reptiles et 

mammifères). Le système nerveux central d’Hirudo medicinalis est constitué de 21 ganglions 

réunis par des connectifs inter-ganglionnaires, un ganglion cerébroïde et un ganglion caudal, 

tout deux formés de la fusion de plusieurs ganglions (XFigure 4.2X). Cette chaîne innerve 

l’ensemble des 32 métamères ainsi que le prostomium de la sangsue. Chaque ganglion 

contient 400 neurones exception faite des ganglions 5 et 6, « les ganglions sexuels », qui en 

possèdent environ 700 dont 300 ganglions surnuméraires. 

 

 
Figure 4.1 : Hirudo medicinalis et sa classification phylogénétique 
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Figure 4.2 : a) coupe transversale d’Hirudo medicinalis, b) schéma d’ensemble de son systéme nerveux 

[R.T. Sawyer, Neurobiology of the Leech (1981)]et c) d’un ganglion (face ventrale)[ R.T. Sawyer, 
Neurobiology of the Leech (1981)] 

 

Chaque ganglion contient six paquets cellulaires contenant plusieurs types de 

neurones. Il existe des neurones N, P et T (respectivement nociceptive, pressure et touch) 

ainsi que des motoneurones commandant la mobilité de l’animal (XFigure 4.2Xc). Le centre des 

ganglions forme le neuropile, constitué par les prolongements axonaux des neurones. La 

chaîne nerveuse est également riche en cellules microgliales dont l’action est encore mal 

connu chez la sangsue mais qui sembleraient jouer le rôle de cellules immunitaires et 

participer à la régénération nerveuse. 

 

4.3 Analyses directes par spectrométrie de masse des peptides du 
système nerveux de sangsue 

Une des grandes difficultés de ce type d’analyses réside dans la taille et la composition 

de l’échantillon à analyser, ici la chaîne nerveuse. Pour réaliser des analyses directes par 

spectrométrie de masse, il faut que l’échantillon présente le moins d’artéfacts possible tels que 

des déformations ou des déchirements. Ainsi pour éviter de tels problèmes ainsi que pour 

palier aux difficultés de maniement du tissu, le plus souvent la pièce est enrobée dans une 

solution qui une fois durcie permettra de garder la structure du tissu durant la coupe. Ce 

milieu sert également pour orienter la pièce histologique avant la réalisation des sections. 
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Les milieux d’enrobage les plus utilisés appartiennent à la classe des OCT (Optimal 

Cutting Temperature polymere). Ils sont constitués d’un polymère liquide à température 

ambiante, qui va durcir à froid permettant de stabilise le tissu. Pour des pièces de tailles 

importantes (5 x 5 mm²) l’échantillon est suffisamment grand pour ne pas subir de 

déformations ni se déchirer lors de la coupe et du transfert vers le support MALDI. L’OCT 

sera utilisé dans ce cas comme un adhésif, la partie coupée n’entrant pas en contact avec le 

polymère. Pour des pièces de plus petites dimensions telles que la chaîne nerveuse de 

sangsue, le recourt à un milieu d’enrobage est obligatoire. Cependant, les polymères 

constituant l’OCT sont aisément analysables en MALDI. Il gène alors l’analyse par 

l’apparition de pics caractéristiques de la distribution de polymères dont un de type PEG 

particulièrement prépondérant dans la 

gamme de masse de m/z 1000 à m/z 2000 

( XFigure 4.3X) [34]. 

 
Figure 4.3 : Spectre de masse avec 
contamination du polymère de l’OCT. 
 

Pour éviter ce problème une autre 

solution a été choisie dans un premier 

temps pour étudier le système nerveux de sangsue. Il s’agit de couper la sangsue dans son 

entier et d’analyser les coupes où la chaîne nerveuse est présente. 

 

4.3.1 Analyses directes du système nerveux dans une sangsue entière 
Deux techniques différentes ont été testées :  

- Un morceau de sangsue est placé dans de l’OCT et congelé à -80°C durant une nuit. 

- Un bâton de verre est placé au travers de la sangsue. L’ensemble est congelé à -80°C 

durant une nuit. Un bloc peut ensuite être découpé dans cette sangsue puis le bloc collé grâce 

à du tissu tek sur le porte-objet du cryostat. 

Dans les deux cas, des coupes de 20µm d’épaisseur sont ensuite réalisées au cryostat. 

Au niveau histologique, en utilisant la première méthode, les structures sont bien conservées, 

le bloc est facile à couper et le système nerveux est bien visible. Mais le bloc est entièrement 

enduit d’OCT, ce qui provoque l’apparition d’une distribution de pics correspondant au 

polymère dans les spectres de masse pour une gamme de masse où ils se superposent à des 

pics d’intérêts (XFigure 4.4Xa). Lors de l’analyse les tirs laser sont focalisés sur le système 

nerveux dans son ensemble, une meilleure précision de localisation ne pouvant être obtenue 
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car les sous structures du système sont difficilement reconnaissables après le dépôt de 

matrice. En utilisant la deuxième technique, les coupes obtenues ne sont pas en contact avec 

l’OCT, mais les structures sont légèrement déformées à cause du bâton de verre, et le bloc est 

plus difficile à couper. 

La technique de préparation consistant à enrober un morceau de sangsue dans l’OCT 

donne de meilleurs résultats avec un nombre supérieur d’ions détectés et une intensité accrue 

( XFigure 4.4Xa), même si le massif de pics de polymère est présent. Les mêmes pics sont 

présents dans les deux techniques pour des rapports m/z allant de 2000 à 6000. Dans la 

seconde technique (XFigure 4.4Xb) peu de pics sont présent au-delà de m/z 6000 alors qu’ils 

sont nombreux pour la première technique. Des pics correspondant au polymère sont 

également présents avec la seconde technique alors que l’OCT n’est pas en contact avec la 

lame. Il semble donc qu’il y ait eu une contamination des expériences précédentes. Par la 

suite, la lame a donc été nettoyée entre chaque bloc différent de tissu. 

 
Figure 4.4 : Comparaison des 2 techniques de congélation de sangsue entière. 

 

Cette méthode, même si elle fonctionne, présente l’inconvénient principal de devoir 

travailler sur une coupe de sangsue entière alors que seul le système nerveux présente un réel 

intérêt pour nos études. Hors lors de la réalisation de coupe transversale dans l’animal il est 

très rare de passer dans un ganglion. Le plus souvent, seules des coupes de connectifs reliant 

les ganglions entre eux sont obtenues. De plus, la présence d’autres tissus et de sang (dont se 

nourrit la sangsue), pourrait apporter des contaminations. La réalisation de coupes 

longitudinales de l’animal a été testée mais aucunes coupes contenant la chaîne nerveuse n’a 

pu être obtenues. Le meilleur moyen d’étudier le système nerveux est donc de travailler à 
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partir d’une chaîne nerveuse isolée. La sangsue est disséquée comme décrit dans la partie 

3.3.1 Cette méthode est rapide et garde la chaîne intacte. 

4.3.2 Préparation des chaînes nerveuses isolées 
La chaîne nerveuse de sangsue est un organe extrêmement petit et élastique. Les 

ganglions ne faisant pas plus d’une centaine de microns, il est difficile d’obtenir plus d’une 

dizaine de coupes consécutives dans un même ganglion. Il faut par conséquent être très précis 

et éviter au maximum les déchets de coupes. Pour réaliser des coupes d’une bonne qualité 

préservant la morphologie, l’enrobage de la chaîne est indispensable. 

Pour l’inclure, il faut en premier lieu réaliser un bloc d’OCT avec une face la plus 

plane possible. Puis, la chaîne est délicatement posée sur la face plane et l’ensemble est 

disposé dans l’enceinte du cryostat. Au bout de quelques minutes, une couche d’OCT est 

appliquée sur la chaîne. Après solidification de l’ensemble, le bloc est monté et les coupes 

réalisées. Si la face où la chaîne a été disposée est suffisamment plane, il sera alors possible 

d’obtenir plusieurs ganglions sur une seule coupe et de réaliser leur analyse directe par 

MALDI.  

La solution de Ringer, utilisée lors de la dissection pour préserver les conditions 

physiologiques et maintenir les tissus en bon état, est riche en sels ce qui présente des 

inconvénients pour l’analyse par spectrométrie de masse et conduit à une qualité spectral 

diminuée. Une méthode pour retirer cet excédent de sel a été mise au point [126]. Il est 

possible de rincer la chaîne nerveuse avec de la matrice. Le rinçage avec la matrice 2,5-DHB 

puis le dépôt d’HCCA est la méthode qui donne les meilleurs résultats. Les spectres obtenus 

dans ces conditions présentent une intensité du signal plus forte et un meilleur rapport signal 

sur bruit. De plus le bruit chimique du spectre s’en trouve diminué (données non présentées). 

Le principal paramètre pour obtenir des coupes fraîches bien conservées 

morphologiquement est la qualité de la congélation de l’échantillon. Jusqu’ici le type de 

congélation utilisé est une congélation lente. Le tissu est mis à -80°C durant au maximum une 

nuit. Ce type de congélation présente l’inconvénient de former des cristaux de glace qui vont 

faire exploser les cellules. La congélation rapide, consistant à laisser le tissu congeler dans des 

vapeurs d’azote liquide, permet une très bonne conservation de l’intégrité des tissus de la 

chaîne nerveuse. De ce fait elle a été utilisée dans la suite des expériences réalisées. 

4.3.3 Recherche d’un substituant pour l’OCT 
Après avoir éliminés les problèmes de sels et de congélation de l’échantillon, reste 

toujours la question du polymère d’enrobage. Les coupes obtenues sont toujours entourées de 
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l’OCT lors du dépôt de matrice. Il existe donc un fort risque de délocalisation du polymère 

sur la coupe de chaîne nerveuse. De plus, la matrice a tendance à cristalliser dans l’OCT 

autour de la chaîne sans recouvrir cette dernière. La répartition de la matrice n’est pas 

uniforme et certaines parties de la coupe ont l’air dépourvu de cristaux. Ceci est confirmé par 

l’analyse MALDI puisque aucun signal ionique n’est obtenu dans ces zones. Nous avons 

essayé de découper le tissu tek tout autour de la chaîne mais il est difficile de ne pas déchirer 

la coupe en réalisant cette opération. De plus, l’analyse révèle toujours l’existence d’une 

contamination par le polymère.  

Des recherches ont été menées pour tester des substances pouvant se substituer à 

l’OCT. Le substituant doit répondre aux critères suivants : 

- être un liquide visqueux à température ambiante pour permettre de disposer la pièce 

histologique de manière à réaliser des coupes dans le plan de coupe souhaité, 

- se solidifier pour des températures inférieures à 0°C, 

-permettre de réaliser des coupes de faibles épaisseurs en évitant les déchirures et les 

déformations. 

Le premier substituant testé est la gélatine à différentes concentrations. A partir d’une 

concentration de 5% de gélatine, le liquide est suffisamment visqueux pour pouvoir inclure la 

pièce à couper. Mais une concentration de 20% est nécessaire pour pouvoir réaliser des 

coupes. En effet en dessous de cette concentration le bloc est constitué de gros cristaux de 

glace qui rendent difficile la réalisation de coupes inférieures à 40µm d’épaisseur. Les coupes 

obtenues avec 20% de gélatine sont de qualités légèrement moindres que celle réalisées avec 

l’OCT, mais restent analysables. Après dépôt de matrices sur la surface de la coupe, aucun 

spectre n’a pu être obtenu. L’examen de la coupe après le dépôt, montre peu de cristaux de 

matrice, répartis de manière extrêmement inhomogène. 

Des coupes incluses dans un bloc d’agar ont également été réalisées avec des 

concentrations en agar variant de 2 à 5%. Dans ce cas, les blocs obtenus après congélation 

sont constitués de cristaux de glace. Pour des concentrations plus élevées, les solutions ne 

sont liquides qu’à des températures supérieures à 50°C. Ces températures ne permettent pas 

l’inclusion des tissus sans entraîner de possibles dégradations. L’agar a également été testé en 

enrobage double [127]. Dans ce cas, la chaîne est positionnée et orientée dans une solution à 

4% d’agar. Une fois le gel formé, le bloc d’agar est entouré avec un OCT classique. La 

distance entre la chaîne et l’OCT devrait permettre de diminuer l’apparition de pics parasites 

dans les spectres de masse. Mais les coupes obtenues par cette méthode se déchirent très 

facilement.  
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Des tests ont également été réalisés avec des solutions d’agarose. La chaîne a été 

incluse dans une solution à 2% d’agarose puis congelé. Cette technique permet de réaliser des 

coupes de bonne qualité. Mais une fois encore l’analyse directe en MALDI révèle un signal 

quasi inexistant, là encore à cause d’une cristallisation difficile de la matrice. 

Peu de composés ont permis d’avoir des coupes de qualités comparables aux coupes 

réalisées avec les OCT et il n’a jamais été possible d’obtenir de signaux en spectrométrie de 

masse. Une autre solution a donc été envisagée pour prévenir l’apparition de pics de 

polymères dans les spectres MALDI issus de l’analyse directe de tissu enrobée d’OCT. 

4.3.4 Protocole de rinçage des coupes 
L’OCT est normalement soluble dans l’eau. Des tests de rinçage à l’eau des coupes 

ont donc été réalisés soit en pipetant-repipetant de l’eau sur la coupe, soit en plongeant 

directement le support avec les coupes dans l’eau durant 1 minute et en agitant très 

légèrement. Le fait de pipeter directement sur la coupe, produit des mouvements de liquide 

pouvant entraîner des délocalisations. Le fait de plonger la plaque dans l’eau peut aboutir à 

une dilution des molécules. Mais la chaîne de sangsue étant un petit organe, il est très difficile 

de se rendre compte si une délocalisation s’est produite. 

La comparaison des spectres obtenus par analyse directe de ganglions avec et sans 

rinçage à l’eau montre une nette différence (XFigure 4.5X). La distribution de pics, 

correspondant au polymère, n’est pas présente après un rinçage de la coupe alors qu’une 

distribution de forte intensité est observée sans rinçage. De plus, ce spectre présente un massif 

de pics vers m/z 2500 qui n’était pas observable avant. En revanche, pour les spectres de 

coupes rincées, peu de pics sont observés de manière générale et aucun pic n’est présent au-

delà de m/z 3000. Ceci laisse à penser qu’une dilution et une perte des peptides s’est produite 

lors de l’étape de rinçage dans l’eau. Un second solvant de rinçage a donc été testé. Les 

coupes ont été rincées à l’éthanol. L’éthanol est connu pour être un fixateur, et donc pourrait 

éviter une dispersion trop importante ou une dilution des protéines. Nous avons tout d’abord 

essayé de plonger le support avec les coupes dans un bain d’éthanol durant 3 minutes, puis 

dans un bain d’eau durant 1 minute. 
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Figure 4.5 : Spectres de masse d’une coupe de ganglion de sangsue (a) non rincé ou (b) rincé à l'eau 

 

La XFigure 4.6X présente les spectres obtenus par analyse directe de coupes de système 

nerveux de sangsue l’une rincée à l’eau et l’autre à l’éthanol. Le rinçage à l’éthanol conduit à 

l’obtention de spectres de masse présentant plus de pics que lors d’un rinçage à l’eau. Les pics 

présents sur les deux spectres ont une plus grande intensité avec le rinçage à l’éthanol. Enfin 

un nombre de pics plus important est observé au dessus de m/z 5000 avec un rinçage à 

l’alcool. Suivant ce protocole, une analyse directe d’une coupe de ganglion a permis d’obtenir 

un spectre de masse de bonne qualité en mode linéaire mais aussi de réaliser un spectre PSD 

de l’ion m/z 861,7 (XFigure 4.7X). Par la suite, des travaux du groupe de R. Caprioli ont 

également montré qu’un rinçage à l’éthanol 70% [34] suivit ou non d’un second bain avec 

une solution éthanol/acide acétique/H2O (90/9/1 v :v) [62] permet d’éliminer un certain 

nombre de sels et diminue l’excès d’hémoglobine à la surface de l’échantillon. 
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Figure 4.6 : Spectres de masse d’une coupe de ganglion de sangsue (a) rincé à l’eau ou (b) rincé à l’éthanol 

 
Figure 4.7 : Spectre de masse d’une coupe de ganglion de sangsue a) rincé à l’éthanol et b) spectre PSD de 

l’ion m/z 861,7 
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4.3.5 Extraction sur coupes 
En plus des expériences d’analyse directe sur coupes de chaîne nerveuse de sangsue, la 

possibilité de faire des micro-extractions liquides de peptides directement sur la coupe a été 

explorée. Cette méthode, en plus de fournir un profil peptidique précis du tissu, permet de 

réaliser une étude plus classique d’un échantillon complexe basée sur une extraction, une 

séparation et une caractérisation par spectrométrie de masse. En effet en analyse directe, il est 

difficile d’identifier sur la coupe les molécules étudiées sauf après dérivation N-terminale et 

digestion trypsique (travaux en cours). Le séquençage sur coupe est à l’heure actuelle encore 

rare. Pour tester la micro-extraction sur coupe, un certain volume de solvant est déposé sur le 

ganglion de sangsue pendant un temps donné, puis repris et déposé sur une plaque MALDI et 

mélangé avec la matrice. 
Figure 4.8 : Spectre de masse obtenu après 
une micro-extraction à l’ACN 60% sur 
une coupe de ganglion de sangsue 
 

Pour débuter les tests, 

l’acétonitrile (ACN) a été utilisé. 

L’ACN est connu pour être un 

solvant particulièrement efficace et 

couramment utilisé pour la séparation 

des peptides. La XFigure 4.8X 

représente un spectre obtenu par 

dépôt d’1µL d’une solution d’ACN 60% sur une coupe de ganglion de sangsue de 10µm 

d’épaisseur. Après 30s, le solvant est reprit puis déposé sur une plaque et mélangé avec un 

microlitre de matrice. Un certain nombre de pics peuvent être détectés mais l’intensité du 

signal est assez faible. 

 
Figure 4.9 : Spectre de masse obtenu 
après une micro-extraction à l’ACN 
60% avec 10% de TFA sur une coupe 
de ganglion de sangsue 
 

Si la composition du 

solvant est modifiée en ajoutant 

10% de TFA, le spectre présente 

des pics de plus forte intensité mais 
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avec une population de molécules détectées réduite (XFigure 4.9X). Le dépôt et la reprise d’une 

matrice MALDI comme solution solvant ont également été réalisés. En effet, lors de la 

réalisation d’études par spectrométrie de masse sur tissu, la matrice doit permettre une 

extraction verticale des molécules du tissu qui vont co-cristalliser avec elle en surface. Avec 

une solution d’HCCA, les spectres ont une gamme de masse plus étendue que précédemment 

avec des rapports m/z plus élevés (XFigure 4.10X). A partir de ces observations, des tests ont été 

réalisés avec d’autres matrices comme DHB, SA mais les spectres obtenus sont de mauvaises 

qualités (données non représentées).  

 
Figure 4.10 : Spectre de masse obtenu après une micro-extraction à l’HCCA sur une coupe de ganglion de 

sangsue 
 

Lors d’études sur les chaînes nerveuses de sangsue, l’extraction par l’acide 

chlorhydrique (HCL) a été utilisée avec succès [128]. Une micro-extraction sur coupe avec un 

microlitre d’HCl 1N n’a pas donnée de spectre interprétable directement en MALDI. Par 

contre l’analyse d’un pool de 10µl obtenu après 15 dépôts sur 15 coupes successives du même 

ganglion a été analysé en Q-Tof, Le spectre obtenu présente beaucoup de bruit de fond 

( XFigure 4.11X), mais certains pics ont pu être sélectionnés pour réaliser un séquençage par 

spectrométrie de masse tandem (MS/MS). Mais les séquences n’ont pas pu être résolues à 

cause de la faible intensité des pics obtenus et du manque de données disponibles en banques 

de données pour ce modèle. 
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Figure 4.11 : Spectre de masse obtenu après une micro-extraction à l’HCl 1N sur une coupe de ganglion 

de sangsue 
 

Enfin des travaux ont porté sur des coupes de cerveaux de rats pour étudier l’influence 

de l’épaisseur de la coupe sur la qualité de l’extraction. Les résultats obtenus avec une micro-

extraction d’ACN 80% sur des coupes de 20µm ou 40µm (respectivement XFigure 4.12Xa et 

XFigure 4.12Xb) montrent qu’une épaisseur plus importante permet d’obtenir des spectres de 

meilleures qualités avec plus de signaux au dessus du rapport m/z 5000. 

 
Figure 4.12 : Spectres de masse obtenu après une micro-extraction à l’ACN 80% sur une coupe de 

cerveau de rat de a) 20µm ou b) 40µm d’épaisseur 
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L’ensemble de ces résultats montre qu’il est possible de réaliser des micro-extractions 

localisées à partir de coupes congelées. Suivant les solvants utilisés, les molécules extraites 

vont varier, ce qui peut permettre d’orienter les études vers des classes de molécules d’intérêts 

en choisissant le solvant adapté. Cette technique doit être utilisée en complément de l’analyse 

directe de tissu. Le solvant sera alors déposé dans la zone d’intérêt sera soumis à des 

techniques séparatives puis d’analyse par spectrométrie de masse avec ou sans digestion 

préalable. Cette stratégie a d’ailleurs très récemment été utilisée par le groupe de A.Ducret 

[129] pour étudier les biomarqueurs de toxicité due à la prise de gentamicine. Enfin, la chaîne 

nerveuse de sangsue étant un organe particulièrement riche en lipides, et les lipides pouvant 

gêner à l’analyse des peptides/protéines à partir des tissus des rinçages des coupes par des 

solvants permettant l’extraction de cette classe de composés  (e.g. chloroforme, acétone, 

toluène,…) sont également envisagés. 
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4.4 Etudes préliminaires des lipides impliqués dans la 
régénération nerveuse de la sangsue  

Les travaux réalisés dans le contexte de la régénération du nerf sciatique chez le rat ou 

des études portant sur les anévrismes laissent envisager la présence de quelques classes de 

lipides dans les mécanismes de régénération [130]. Dans ce contexte, nous nous sommes 

tournés sur cette thématique chez notre modèle doué de régénération.  

Les lipides sont des molécules répartis en plusieurs classes biochimiques qui assurent 

de multiples fonctions biologiques. Il existe deux grandes catégories de lipides à l’origine de 

ces fonctions. D’une part, les lipides exprimés de manières constitutives dans les cellules et 

d’autre part, les lipides à expression induite. 

Les lipides qui sont constamment exprimés dans les cellules sont les lipides 

membranaires, les lipides énergétiques ou encore, ceux qui participent aux mécanismes de 

reconnaissance intercellulaire. Les lipides à expression induite sont des molécules capables de 

diffuser et d’agir à distance de leur lieu de synthèse (cas des hormones dérivées du 

cholestérol, des vitamines A, K et E ainsi que des neuromédiateurs lipidiques).  

Les neuromédiateurs lipidiques qui nous intéressent ici sont ceux dont la synthèse est 

provoquée par des stimuli (physique et/ou chimique) nocicépteurs voir neurotoxiques ; ces 

lipides vont ainsi lutter contre les mécanismes de destruction des cellules nerveuses. Parmi 

eux se distinguent chez les vertébrés, les acides gras des séries ω3, ω6, ω9 (et leurs dérivés), 

les phospholipides et les lipides portant des sucres (sulfatides et gangliosides).  

Un acide gras incontournable de la série ω9 est l’acide docosahéxaènoïque (acide gras 

à 22 atomes de carbones et 6 doubles liaisons C22:6). Cet acide gras est la cible d’une 

lipoxygénase, une enzyme cérébrale et libère alors des lipides à effet neuroprotecteur anti-

inflammatoire appelés neuroprotectines et resolvines [131, 132]. Dans la série ω6, l’acide 

arachidonique (C20:4) est produit par toutes les cellules sous l’action d’enzymes (lipases) 

[133]. Il est le précurseur de nombreux dérivés neuroprotecteurs tels que l’anandamide et le 2-

arachyidonoyl glycérol, synthétisés dans le cerveau et ayant des propriétés analgésiques et 

anti-inflamatoires [94]. Le lipide majeur de la série ω9 est l’acide oléique (C18 :1). Celui-ci 

protège également le système nerveux en limitant l’inflammation suite à sa stimulation 

excessive (exitotoxicité) [94]. Les sulfatides et les gangliosides constituent une autre classe de 

lipides préservant le système nerveux central. Des études ont démontrées qu’une diminution 

de leur taux cérébral est directement associée à l’apparition de maladies neurodégénératives 

telles que la maladie d’Alzheimer [134]. 



4.4 Etudes préliminaires des lipides impliqués dans la régénération nerveuse de la sangsue 

53 

Chez la sangsue, à l’heure actuelle, seuls les cannabinoides et leurs dérivés 

(anandamide, 2-arachidonoyl-glycerol, N-arachidonylphosphatidyl-ethanolamine, N-

palmitoylethanolamine, N-linolenoylethanolamine) ainsi que l’enzyme de dégradation la 

Fatty Acid Hydrolase et les récepteurs (CB1 et CB2) ont été retrouvés au sein du système 

nerveux [121, 122 , 135, 136, 137 , 138 ]. Le rôle de ces molécules dans la régénération 

nerveuse est suspecté au regard des récents résultats obtenus chez l’homme [139]. Il est donc 

fort probable que notre modèle d’étude Hirudo medicinalis utilise ces dérivés lipidiques afin 

de régénérer sa chaîne nerveuse après lésion. En effet des études précédentes ont montré que 

l’injection de lipolysaccharides à des sangsues au niveau périphérique provoque la formation 

d’anandamide 24H à 48H après injection suggérant un rôle dans les mécanismes de 

modulation de la réponse inflammatoire chez ce modèle [140]. La sangsue semble donc un 

modèle d’étude approprié pour entreprendre la recherche de biomarqueurs lipidiques associés 

à la régénération nerveuse. 

Grâce à différentes approches de spectrométrie de masse, nous avons cherché à 

détecter et caractériser les lipides dont l’expression varie au cours de la régénération nerveuse. 

Le but principal est de mettre en évidence des phénomènes d’« apparition » ou de 

« disparition » des lipides associés à un tel phénomène. 

• L’imagerie par analyse directe en TOF-SIMS sur des chaînes nerveuses 

Cette technique nous a permis d’avoir un aperçu global du contenu en lipides dans trois 

chaînes nerveuses en suivant une étude cinétique de la régénération (témoin au temps t0 et les 

temps t6H et t24H après lésions des chaînes). 

• Etudes des lipides issus des chaînes nerveuses par ESI-Q-TOF/MSMS et MALDI-

TOF/MS. 

4.4.1 Analyse des chaînes en cours de régénération par imagerie par TOF-
SIMS 

L’imagerie TOF-SIMS a permit de détecter un grand nombre de lipides. Des 

comparaisons ont été réalisées sur des images de la répartition de lipides au sein du ganglion 

de la chaîne nerveuse, positionné avant la zone de lésion. Des images ont été obtenues pour ce 

ganglion après différents temps de régénération (t0, t6h, t24h) La XFigure 4.13X présente la 

répartition de certains lipides dont la localisation varie au cours de la régénération. Ces lipides 

sont l’acide oléique, l’acide stéarique et un triglycéride, autant d’acteurs moléculaires connus 

pour leurs effets neuro-protecteurs du système nerveux central des vertébrés [133]. 
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A l’état basal, l’acide oléique et l’acide stéarique ne présentent pas la même 

localisation. Six heures après la lésion (t6h), ces acides gras sont faiblement détectés au sein 

des paquets cellulaires. Après 24H de régénération (t24h), l’acide stéarique est 

essentiellement présent dans les neurones et les connectifs inter-ganglionnaires, alors que 

l’acide oléique s’accumule dans les paquets cellulaires et peu dans les connectifs. 

Le triglycéride est légèrement présent dans le ganglion témoin. Il apparaît après 6h de 

régénération au niveau de certaines cellules proches du connectif qui relie le ganglion au 

ganglion antérieur à la zone de coupure. Il se localise exclusivement dans les cellules du 

paquet après 24h de régénération.  
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Figure 4.13 : a) images de la répartition de l’acide oléique, de l’acide stéarique et d’un triglycéride et b) 

images composites de la répartition des trois molécules au cours de la régénération. 
 

Cette étude a permit de montrer la possibilité de détecter des lipides au sein des 

ganglions de sangsue mais aussi d’observer des variations dans la composition lipidique des 

cellules au cours des processus de régénération.  
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Des optimisations restent encore à accomplir. En effet il n’est pas possible de 

déterminer si les plans de coupes sont exactement les mêmes entre chaque ganglion. Pour 

éviter ce problème il est prévu d’effectuer des analyses TOF-SIMS de toutes les coupes issues 

de chaque ganglion. Cette méthode pourra également permettre de réaliser des reconstructions 

3D de la répartition d’une molécule au sein du ganglion.  

4.4.2 Caractérisation des lipides par spectrométrie de masse 
Le TOF-SIMS, tel que, ne permet d’obtenir que des informations sur la masse 

moléculaire des composés analysés. Depuis peu une méthode « PSD-like » a été mise au point 

et donne la possibilité d’obtenir quelques informations structurales [141]. Cette technique 

reste pour l’heure difficile à mettre en place. Pour obtenir plus d’informations et identifier les 

lipides observés, il convient de revenir à des techniques d’analyses classiques de lipidomique.  

Les premières expériences ont été réalisées sur des chaînes nerveuses entourées de leur 

sinus ventral. Le sinus ventral de la sangsue est un tissu parenchymateux susceptible de 

contenir des cellules et des molécules jouant un rôle dans les mécanismes de régénération. 

Après extraction suivant le protocole de Folch [142], le passage en ESI-Q-TOF/MSMS a 

permis d’obtenir des données structurales de certains lipides contenus dans les chaînes avec 

leur sinus. La répartition de ces lipides a également été réalisée par imagerie TOF-SIMS. La 

XFigure 4.14X illustre les résultats obtenus pour trois d’entre eux. 
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Figure 4.14 : Caractérisation et localisation de trois lipides par ESI-Q-TOF et TOF-SIMS, pour les ions à 

a) m/z 789, b) m/z 456 et c) m/z 412 
 

Les lipides de rapport m/z 412.96, 456.15 et 789.56 illustrent quelques uns des lipides 

qui ont offert la meilleure sensibilité de détection après analyse par ESI-QTOF MS. Afin de 

les caractériser, nous les avons fragmentés. Les spectres obtenus par MS/MS pour chacun de 

ces lipides ont permis d’identifier les classes auxquelles ils appartiennent. A partir de ces 

données, leurs localisations par imagerie TOF-SIMS ont été reconstruites. Ces images ont 

montré qu’ils sont en grande majorité localisés dans le sinus ventral. La présence abondante 

de lipides dans le sinus nerveux pourrait entraîner une dilution du signal des lipides contenus 

dans les ganglions. Pour étudier les mécanismes de régénération nerveuse, les études 

suivantes seront réalisées sur des chaînes débarrassées de ce sinus.  
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4.4.3 Etude différentielle par spectrométrie de masse des profils de lipides 
impliqués dans la régénération  

Les lipides contenus dans la fraction méthanolique ont été analysés en MALDI-

TOF/MS ainsi qu'en ESI-QTOF/MS (tableau 4.1). Les lipides dont la présence variait au 

cours du temps ont été répertoriés et présentés sous forme d’un tableau. La couleur bleue 

indique la présence des lipides tandis que la couleur rouge désigne leur absence. 

De nombreux lipides ont été détectés sur les deux types d’instrument. Toutefois, par 

soucis de clarté, ne sont présentés que les lipides dont les signaux apparaissent ou 

disparaissent au cours de la régénération. Compte tenu des différences dans les processus de 

formation des ions entre l’ESI et le MALDI, certains lipides sont observés plus 

spécifiquement dans un cas ou dans l’autre, certains des lipides étant observés pour les deux 

sources. Les lipides communs aux deux analyses sont surlignés en jaune dans le tableau. 

Globalement, les variations sur les lipides communs au MALDI et à l’ESI sont concordantes. 

Néanmoins dans quelques fractions, les composés ne sont pas observés en MALDI, les pics 

liés à la matrice pouvant entraîner des suppressions de signal. 

Cette étude in vivo semble montrer qu'il existe quatre profils: 

- Une gamme de lipides présents en début de régénération nerveuse: il s'agit 

principalement des lipides de masse inférieure ou égale à 600 u disparaissant environ 1H30 à 

3H après la lésion. 

- Une gamme de lipides présents en phase tardive de régénération: il s'agit des lipides 

de très haute masse (>1000 u) et dont la présence débute 6H après la lésion. 

- Une gamme qui présente une distribution éparpillée dans le temps et en masses (606, 

725, 782, 958 u). 

- Les lipides de masses 616 et 625 u ont été détectés uniquement aux temps 6H et 3H 

de régénération 
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m/z T0 T30min T1h30 T3h T6h T18h T48h T7jrs 

172,55         

182,88         

236,54         

253,53         

397,56         

557, 21         

563,80         

617,24         

 

m/z T0 T30min T1h30 T3h T6h T18h T48h T7jrs 

173,09         

183,02         

236,11         

254,89         

606,40         

616,28         

625,51         

664,64         

725,65         

782,54         

824,81         

958,50         

1016,40         

1132,40         

1308,30         

Tableau 4.1 : Comparaison en fonction du temps de régénération des ions présents (bleu) ou absents 
(rouge) des spectres de masse obtenus par a) MALDI-TOF et b) ESI-Q-TOF. 



Chapitre 4 

60 

4.5 Conclusion 

En théorie l’ISM MALDI est une technique simple et facilement transposable d’un 

organisme modèle à un autre. En pratique, il en va autrement. Les protocoles se doivent d’être 

adaptés à chaque tissu. Pour la sangsue la majeure partie du travail a consisté à adapter les 

protocoles existants à la taille du système nerveux (500 µm de diamètre pour un ganglion). 

Plusieurs étapes sont nécessaires pour préparer ce type de tissu. Nous avons tout 

d’abord montré que l’analyse de chaines nerveuses isolées est préférable à une analyse de 

coupe de sangsue entière. De nombreux composés ont également été testés pour se substituer 

à la solution de polymère classiquement utilisée pour réaliser des coupes congelées. Mais 

aucun de ces composés n’a permis d’obtenir des coupes de qualités suffisantes. C’est 

pourquoi, la suite des travaux à été de rechercher un protocole de rinçage permettant 

l’élimination des polymères de l’OCT sans perte d’informations. Un rinçage à l’éthanol des 

coupes après cryosection a permis d’obtenir des spectres ne présentant pas la distribution 

caractéristique d’un polyethyleneglycol (PEG) lié à la présence du polymère tout en offrant un 

grand nombre de signaux sur une gamme de masse étendue. Enfin une série d’expériences à 

montré la possibilité de réaliser des micro-extractions de peptides /protéines à partir de coupe 

de tissus. En parallèle de ces travaux, la réalisation des EST du système nerveux de la sangsue 

et leur annotation offre désormais la possibilité de caractériser ces peptides. 

Enfin une étude a porté sur l’implication des lipides au cours de la régénération 

nerveuse chez Hirudo medicinalis. L’imagerie TOF-SIMS nous a permis dans un premier 

temps de voir que la présence du sinus ventral pouvait entrainer une perte d’information de 

part sa richesse en lipides. Ces lipides risquent de masquer ceux qui apparaissent au cours de 

la régénération dans les ganglions de la chaîne. Les images ont également permis d’observer 

une accumulation de trois lipides dans les ganglions et les connectifs au cours du temps. Ces 

lipides sont les deux acides gras (l’acide stéarique et l’acide oléique) ainsi qu’un triglycéride. 

Une accumulation de ces acides gras pourrait être associée à la régénération nerveuse. en 

accord avec les publications faisant état du rôle neuro-protecteur de l’acide oléique[143]. 

L’analyse des lipides après extraction, permet de mettre en évidence des variations au 

cours du temps de régénération. Certains lipides semblent disparaître et d’autres 

apparaîtraient. Ces résultats préliminaires sont particulièrement encourageants. Les lipides 

montrant une variation au cours du temps vont être caractérisés en réalisant des études en 

mode MS/MS et par la suite des images de la répartition de ces composés.. 
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Ces résultats préliminaires montrent une complémentarité des différentes approches 

utilisées. Après caractérisation des différents lipides dans les études in vivo, ceux-ci pourront 

être isolés et utilisés dans le cadre d’études in vitro afin d’évaluer leur effet sur les processus 

de régénération de la chaîne nerveuse d’Hirudo medicinalis. L’activité de ces molécules 

pourra par la suite être testée sur des modèles cellulaires et animaux afin de déterminer le 

potentiel thérapeutique de ceux-ci dans le cadre des maladies neurodégénératives. 
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CChhaappiittrree  55  
Apport de la métallisation pour l’ISM MALDI 

5.1 Introduction 

Les études de profilage tissulaire demande traditionnellement beaucoup de temps et de 

travail pour réussir à identifier les régions d’intérêts. De plus les observations histologiques 

après colorations en présence ou non de marqueurs, dépendent d’un outil faillible : l’œil 

humain. En plus des artefacts potentiellement créés par la manipulation et la préparation de 

l’échantillon, l’œil peut introduire d’autres biais comme la reconnaissance des couleurs ou la 

distinction entre deux teintes. L’ISM MALDI peut apporter une aide en ajoutant une 

dimension moléculaire à ces analyses se traduisant par une multitude d’images de la 

répartition de peptides et protéines par l’analyse d’une seule coupe sans utilisation de 

marqueurs. Mais une localisation précise des molécules ne peut se faire que grâce à une 

superposition avec une image optique de la coupe. Hors les supports couramment utilisés en 

ISM MALDI sont opaques et ne permettent pas l’utilisation de la microscopie optique pour 

obtenir des informations histologiques. L’observation histologique est réalisée sur une coupe 

adjacente à celle utilisée pour l’imagerie moléculaire [31, 144]. Mais entre deux coupes, les 

structures peuvent varier. La possibilité d’utiliser des supports transparents pour l’analyse 

MALDI a donc été expérimentée [145, 146]. L’utilisation de supports transparents, en plus de 

permettre l’analyse microscopique, peut servir à la sélection et l’étude par spectrométrie de 

masse de groupe de cellules, en utilisant la microdissection laser [147, 148]. Il faut également 

que l’ISM MALDI s’adapte aux outils utilisés dans les laboratoires de biologie et d’anatomie 

pathologique plus particulièrement. De plus l’utilisation de lame transparente peut permettre 

l’acquisition d’image optique de toutes les lames successives et la reconstruction en 3D du 

tissu étudié en incorporant les données moléculaire obtenus en ISM [149]. Les lames 

transparentes peuvent également servir lors d’utilisation de MALDI à géométrie en 

transmission [150] Les lames utilisées couramment en histologie ne sont pas, réellement 

appropriées pour l’analyse ISM MALDI. En effet, sauf pour quelques configurations, le 

support MALDI doit être conducteur pour pouvoir permettre la réalisation d’images 

moléculaires. Ce point est particulièrement important car l’utilisation de surfaces non 

conductrices ou isolantes peut amener des perturbations du champ électrique d’accélération 

entraînant des décalages des temps de vol mesurés pour tous les ions du spectre [145]. En 

effet le support doit permettre l’accélération des ions mais également la dissipation des 
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charges qui peuvent s’accumuler en surface de l’échantillon [151]. D’où l’utilité d’utiliser des 

lames transparentes et conductrices. Malgré tout, l’utilisation de ces supports ne va pas 

permettre de régler tous les problèmes liés à l’accumulation de charge lors d’analyse directe 

de tissus ou d’ISM. En effet en spectrométrie de masse ces problèmes sont limités aux sources 

d’ions utilisant un faisceau primaire (FAB, SIMS, PDMS, MALDI,…) mais restent minimes 

en conditions classiques d’analyse où les mélanges solution de matrice/solution d’échantillon 

forment un film poly-cristallin très fin et de faible surface déposé sur un support conducteur 

permettant la dissipation de ces charges. Mais l’accumulation de charges à la surface des 

échantillons est un problème souvent rencontré en microscopie électronique à balayage 

(MEB) lorsque l’échantillon d’intérêt est peu conducteur voire isolant. Cela se traduit par une 

distorsion des images obtenues. Ces effets sont d’autant plus marqués que la taille et 

l’épaisseur de l’échantillon sont importants et que la conductivité est faible. Des 

accumulations de charges peuvent être également observées dans des conditions particulières 

d’analyse comme l’analyse par MALDI de monocristaux de matrice dopés par des protéines 

[152, 153] 

En analyse directe, la coupe, d’une surface de quelques cm², possède une épaisseur 

variant entre 15 et 20µm. Cette surface et cette épaisseur peuvent être trop importantes pour 

que les charges soit acheminées jusqu’au support et dissipées grâce au support conducteur 

sans négliger également les inhomogénéités de champ électriques qu’entraînera la présence de 

l’échantillon. L’ensemble matrice/coupe va alors former un système isolant. Ainsi lors 

d’analyse directe de tissus, le tir laser va conduire à une accumulation de charges à la surface 

du tissu qui ne peuvent s’évacuer entraînant une altération du rapport m/z observé dans 

l’analyseur. C’est pourquoi nous avons étudié dans une seconde partie, la possibilité de rendre 

conducteur les coupes en recouvrant leur surface d’un métal, ainsi que les effets de cette 

métallisation pour l’ISM MALDI. 

 

5.2 Métallisation des supports 

Dans le cadre d’une volonté de pouvoir se placer dans les mêmes conditions que les 

anatomo-pathologistes, il est nécessaire de pouvoir déposer les coupes réalisées sur un 

support transparent. La lame de verre semble le meilleur support néanmoins il est nécessaire 

de la recouvrir d’un matériau conducteur pour une utilisation en spectrométrie de masse. Des 

lames recouvertes d’un film d’oxyde d’induim-étain (ITO) sont à l’heure actuelle utilisée par 
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le groupe du Pr. R. Caprioli [145]. Cependant, la recherche de nouveaux métaux conducteurs 

améliorant la sensibilité ont été recherchés. 

Notre choix s’est porté sur des lames recouvertes de couche de Nickel d’épaisseur 

5nm, 10nm et 15nm (respectivement Lames Ni 5, Ni 10, Ni 15) étant donné que ce métal 

possède une bonne conductivité, une très bonne adhérence sur le verre et s’oxyde très 

lentement. Ces lames ont été comparées soit à des lames recouvertes d’un film d’oxyde 

d’induim-étain (ITO), soit à des films plastiques de 100µm d’épaisseur recouverts d’un film 

d’oxyde d’induim-étain (ITO), soit des lames recouvertes d’une couche de 2nm de titane 

suivit de 5nm d’or (Lames Ti/Au). 

Comme nous l’avons vu précédemment le facteur important en MALDI est la 

conductivité. Le premier facteur testé a donc été la résistance de ces supports (XTableau 5.1 X). 

 
Type du support Résistance en ohm 

Lame Ni 15 40 
Lame Ti/Au 80 
Lame Ni 10 100 
Lame ITO 150 

Plastique ITO 300 
Lame Ni 5 400 

Tableau 5.1 : Résistance des différents supports. 
 
Figure 5.1 : Observation sous microscopie optique d’une 
coupe de ganglion de sangsue sur un lame Ni 10 (x10) 

 

Le plastique ITO et la lame Ni 5 qui a la plus 

petite épaisseur de nickel présentent tous les deux les 

résistances les plus élevées. Au niveau de la 

transparence des supports, les moins transparents sont 

les lames recouvertes de nickel tandis que les autres 

supports présentent des transparences équivalentes aux lames utilisées en histologie (XFigure 

5.1X). 

Pour évaluer l’efficacité de ces supports pour l’analyse en spectrométrie de masse 

MALDI-TOF, des dépôts de standards ont été préparés et déposés sur chaque support. Il est a 

noté que lors de la réalisation des dépôts sur les lames Ni, la solution contenant les standards 

forme des spots de diamètres inférieurs et sèche plus rapidement que sur le support classique 

et les autres supports transparents. Cette propriété peut permettre, lors d’un dépôt de matrice 
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sur tissus par méthode classique (i.e. par micropipette) d’éviter l’étalement de la matrice en 

dehors du tissu. 

 
Figure 5.2 : Analyse d’un dépôt d’une solution de calibrant sur (a) un support classique, (b) une lame 

ITO, (c) une lame recouverte de 10nm de nickel, (d) un film plastique ITO et (e) une lame Ti/Au. 
 

 
Figure 5.3 : Analyse d’un dépôt d’une solution de calibrant sur (a) support classique ou sur une lame 

recouverte de (b) 5 nm, (c) 10nm et (d) 15 nm de nickel 
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La qualité du signal MALDI-TOF obtenue en mode linéaire positif avec une énergie 

laser optimisée, a été comparée entre les différents supports. Les analyses réalisées sur 

différents standards sont regroupées dans la XFigure 5.2X. Au niveau de la résolution, les 

supports plastique ITO et lame Ti/Au donne des différences significatives par rapport aux 

autres supports avec des spectres moins résolus. Pour les lames Ni 10 et ITO, la résolution des 

pics obtenus est semblable à celle des signaux obtenus avec le support classique. Pour ces 

supports transparents, la résolution isotopique de l’angiotensine II est d’environ 3000. Pour 

les fragments d’ACTH et l’insuline bovine, une résolution aux alentours de 1000 est 

observable. 

En ce qui concerne la qualité des spectres obtenus, le plastique ITO donne des signaux 

de faible intensité tout comme la lame Ti/Au qui présentait pourtant une des résistances 

électrique les plus faibles. La lame ITO semble fournir des signaux d’intensités plus 

importantes pour les basses masses. Enfin la lame Ni 10 fournie le spectre de meilleure 

qualité avec des intensités élevées pour l’ensemble des molécules présentes dans la solution.  

La lame Ni 10 fournie l’ensemble des qualités requises pour servir de support en ISM 

MALDI à savoir une transparence correcte, une résistance faible et une très bonne qualité de 

spectres. D’autres tests ont donc été menés sur ce support pour évaluer notamment l’influence 

de différentes épaisseurs de nickel et la réponse de ce support lors d’une analyse directe de 

tissu et d’ISM MALDI. 

Les lames recouvertes de trois épaisseurs différentes de nickel ont également été 

testées avec la solution de standards utilisés lors des tests précédents (XFigure 5.3X). Aucuns 

pics d’adduits peptide/métal ou de cluster métallique ne sont observables. En ce qui concerne 

les spectres obtenus, la lame Ni 5, qui est la lame ayant la résistance la plus élevée, donne les 

résultats les moins bons (XFigure 5.3Xb). La lame Ni 15 recouverte de la plus grande épaisseur 

de nickel (XFigure 5.3Xd), fournie des signaux comparables voir supérieurs à ceux obtenus avec 

la lame Ni 10 ou le support MALDI classique (respectivement XFigure 5.3Xc et XFigure 5.3Xa). 

Ces analyses montrent qu’une épaisseur plus importante de métal sur la lame, permet 

d’obtenir les spectres de meilleures qualités.  
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Figure 5.4 : Analyse d’un dépôt 
d’une solution de Substance P 
sur (1) plaque ou sur lame (2) 
Ni 5, (3) Ni 10 et (4) Ni 15 à des 
concentrations de (a) 10µM, (b) 
1 µM, (c) 0,1 µM et (d) 10 nM. 
 
 

Pour vérifier ces 

observations, un test de 

sensibilité a été réalisé 

grâce à des dépôts d’une 

solution de Substance P à 

différentes concentrations. 

Les résultats sont présentés 

sur la XFigure 5.4X. Pour les 

deux premières 

concentrations (XFigure 5.4Xa 

et XFigure 5.4Xb) les spectres ont été acquis en mode réflecteur. Ils confirment que la résolution 

isotopique atteinte par la lame Ni 5 est inférieure à celle obtenue par les 3 autres (3000 contre 

4200). Les deux dernières concentrations ont été analysées en mode linéaire. La lame Ni 5 ne 

permet pas d’atteindre de faibles concentrations (< 0,1µM) tandis que les lames Ni 10 et Ni 

15 offre une sensibilité équivalente à celle du support MALDI classique. Il est également à 

noter que la lame Ni 15 fournie le plus souvent des signaux plus intenses que le support 

classique. 

Suite aux expériences réalisées sur les solutions de standards, la possibilité de réaliser 

des analyses directes sur coupes de tissu a été testée. La XFigure 5.5X rassemble les spectres 

issus d’une analyse directe d’une coupe de tissu déposée sur les différents supports. Les 

profils présentent une gamme de masse allant de 500 à 10 000 sur des coupes de cerveau de 

rat de 12 µm. La matrice HCCA est déposée à des coordonnées similaires sur chaque coupe 

au niveau du caudate putamen. Aucune différence majeure n’est observée entre les spectres 

obtenus sur le support classique et ceux des lames Ni 10 et Ni 15. De plus un nombre plus 

important de signaux en haute masse sont obtenus sur le spectre de la coupe déposée sur la 

lame Ni 15. Seuls les spectres réalisés sur la lame Ni 5 présentent des signaux peu intenses. 
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Figure 5.5 : Analyse directe d’une coupe de cerveau de rat déposé sur a) un support MALDI classique, b) 

une lame Ni 5, c) une lame Ni 10 et d) une lame Ni 15. 
 

 
Figure 5.6 : Comparaison de la sensibilité entre lame Ni 10 (rouge) et lame ITO (bleu) pour des 

concentrations de 4µM, 1µM, 0,4µM, 0,1µM, 4nM, 1nM, 0,4nM (respectivement a), b), c), d), e), f) et g)) 
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Au niveau des observations histologiques, la lame Ni 5 a la plus grande transparence 

et logiquement la lame Ni 15 est la plus opaque et la plus réfléchissante. Cela peut produire 

certains artefacts lors de l’observation microscopique surtout pour de forts grossissements où 

la lumière transmise est faible. La lame Ni 10, présentant des caractéristiques équivalentes 

lors de l’analyse par spectrométrie de masse, tout en ayant une transparente n’affectant pas 

l’observation microscopique, a été retenue comme support pour la suite des expériences. 

Les tests suivants ont porté sur la comparaison entre la sensibilité des lames ITO couramment 

utilisées en ISM MALDI [145] et les lames Ni 10 lors d’analyses sur des appareils de type 

LIFT-TOF. Les deux supports donnent des spectres de caractéristiques équivalentes (XFigure 

5.6X) et ont permit d’analyser des solutions jusqu’à 4 fmol/µl sans atteindre la limite de 

détection. Au niveau de la résolution isotopique, elle est semblable entre les 2 supports pour 

des concentrations supérieures à 100 fmol/µl (environ 10 000) en dessous de cette 

concentration, les spectres obtenus sur la lame Ni 10 ont des résolutions isotopiques 

supérieures (environ 9000) à celles des spectres sur lame ITO (environ 7000).  

Les acquisitions d’images peuvent prendre un temps variant de quelques heures à 

quelques jours pour les instruments dotés de laser à faible fréquence de répétition. Ces temps 

d’analyses longs peuvent perturber la stabilité électrique du support. Pour évaluer ce 

paramètre, une image d’une coupe de cerveau de rat de 12µm d’épaisseur recouvert d’HCCA 

a été réalisée sur une lame Ni 10. Les acquisitions ont été obtenues avec des fréquences de 

répétition laser de 50 Hz en mode linéaire réflecteur. L’image obtenue (XFigure 5.7X) est de 

qualité comparable à celles réalisées sur des 

lames ITO. Aucunes dégradations du signal 

n’est à signalée entre le début et la fin des 

acquisitions. 

 
Figure 5.7 : Image MALDI en mode linéaire 
réflecteur de la répartition des ions m/z= 1756 
(bleu) et m/z= 1860 (rouge) dans une coupe de 
cerveau de rat déposée sur une lame Ni 10 
(résolution 200µm) 

 
Tous ces tests ont permit de montrer que les lames avec un revêtement de 10 nm 

d’épaisseur de nickel ont des qualités équivalentes au support MALDI classique. De plus leur 

transparence permet une analyse histologique en microscopie optique. Ces lames sont 

également comparables voir supérieures en certains points aux lames ITO et peuvent être de 

bonnes alternatives à ces lames lors d’expériences d’ISM MALDI. 
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5.3 Métallisation des échantillons 

5.3.1 Introduction 
Comme nous avons pu le voir, la conductivité du support est un point important pour 

réaliser des analyses de bonnes qualités. Mais, l’échantillon par lui-même peut également 

entraîner une perturbation des conditions analytiques [151]. Ceci est particulièrement 

important dans le cas d’un échantillon de grande dimension comme une coupe de tissu, 

d’épaisseur non négligeable et présentant une matrice complexe et isolante. Ainsi, comme il 

peut être observé expérimentalement lors de l’analyse directe de coupes de tissus en MALDI, 

les pics présentent des variations de m/z. Plus précisément, si un même point de la coupe de 

tissu est irradié par le laser, un décalage progressif des pics, avec le nombre de tirs, est 

observé vers les hauts rapports m/z. Dans l’ensemble, cet effet semble différer selon la 

matrice utilisée et s’accentue lorsque l’énergie laser ou la fréquence de répétition des tirs laser 

est augmentée [154]. Cet effet de déplacement des pics vers les grandes valeurs de m/z, lié à 

la nature de l’échantillon, pourrait provenir d’un problème d’accumulation de charges à la sa 

surface au cours de l’irradiation laser, accumulation induite par la non possibilité de 

dissipation des charges dans le matériau isolant. Ce phénomène dit « Effet de charge » va 

créer des variations dans le champ électrique dans la première région d’extraction et induire 

une augmentation du temps de vol progressivement avec la variation de potentiel. Ces « effets 

de charge » ont également été observés par d’autres auteurs dans différentes conditions 

d’analyses [155-158]. Ils sont malheureusement peu décrits et ne sont pas réellement 

explicités par des calculs. Bien que cette hypothèse soit séduisante, il est néanmoins possible 

de s’interroger sur la réelle possibilité d’accumuler suffisamment de charges à la surface du 

matériau compte tenu du nombre de charges mises en jeu dans le processus de 

désorption/ionisation. Ce phénomène pourrait peut être s’expliquer dans ce cas par des 

problèmes de capacité lié à la présence de l’échantillon non conducteur avec un effet de type 

condensateur. Dans tous les cas ces effets sont liés à la nature de l’échantillon et sont 

exclusivement observés sur des instruments MALDI-TOF de configuration axiale comme il a 

pu être constaté lors d’expériences réalisés sur un MALDI-oTOF où l’extraction est 

orthogonale et découplée de l’étape de séparation des ions. 

5.3.2 Effets de l’accumulation de charges en surface d’une coupe de tissu 
Comme nous venons de le voir, le phénomène d’effet de charge se traduit sur les 

spectres par un décalage progressif des pics vers les hauts rapports m/z au fur et à mesure de 

l’analyse. Ce phénomène conduit à un élargissement progressifs des pics lors de la moyenne 
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des spectres et donc à une perte de résolution mais peut aussi entraîner une perte de la 

précision des mesures, des chevauchements de pics pour des ions de m/z proches, ainsi que 

des difficultés éventuelles pour les études structurales pour la sélection de l’ion parent.  

 
Figure 5.8 : Spectres de masse d’analyses directes de coupe de cerveau de rat avec HCCA (a et b) ou 

HCCA/ANI (d et e) avant (a et d) et après (b et e) une augmentation de 10% de l’énergie laser. (c et f) 
superposition et agrandissement de la gamme de masse comprise en 2010 et 2050. 
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Afin d’étudier ce phénomène plus en détail, nous l’avons amplifié en réalisant des tirs 

à plus forte énergie laser. Pour cela nous avons effectué, sur une coordonnée précise d’une 

coupe, 100 tirs avec une énergie laser proche du seuil de production des ions, dans le cas 

d’analyse sur tissus, avant d’enregistrer un spectre. Sur ce même point, 10-15 tirs avec une 

énergie laser plus importante sont alors réalisés avant de revenir à l’énergie seuil et 

d’enregistrer une nouvelle accumulation de 100 tirs. Cette expérience a été réalisée 5 fois sur 

différentes positions de la coupe. La XFigure 5.8X présente la comparaison entre les spectres 

obtenus avant et après l’augmentation d’énergie sur la même position de la coupe pour deux 

matrices différentes. Dans tous les cas, les spectres de masses enregistrés après 

l’augmentation de l’énergie (XFigure 5.8Xb et e) se sont décalés vers des rapports m/z plus 

élevés comparés aux signaux obtenus en condition normale ( XFigure 5.8Xa et d). Par exemple 

pour l’ion m/z 2023 (XFigure 5.8Xc et f) le décalage de masse (Δm) est Δm=1,57 avec l’HCCA 

comme matrice et de Δm=4,37 avec HCCA/ANI. Les deux spectres ont été enregistrés dans 

les mêmes conditions, la seule différence étant la légère augmentation de l’énergie avant 

l’acquisition du second spectre. Cette augmentation d’énergie serait à l’origine de 

l’accumulation de charges positives à la surface de l’échantillon. Le temps entre 

l’augmentation de la fluence laser et la seconde acquisition, n’est pas suffisant pour permettre 

à l’ensemble tissu/matrice d’évacuer ces charges. Cet effet parait dépendant de la matrice 

utilisée et il semble que plus le rapport m/z est grand plus le décalage de masse est important.  

5.3.3 Suppression de l’effet de charge grâce à un dépôt de métal. 
En microscopie à balayage, les effets de charge peuvent être supprimés par un dépôt 

d’une fine couche de métal, le plus classiquement un film d’or, sur l’échantillon (de 1 à 10 

nm) permettant une évacuation des charges du faisceau incident primaire sans modifier sa 

topologie. Dans le cas de l’analyse MALDI, le dépôt d’une couche métallique devrait 

permettre de réduire ces effets, si toute fois sa présence ne consititue pas une difficulté pour 

les phénomènes de désorption/ionisation. 

Ainsi, nous avons choisi de déposer à la surface de nos échantillons après application 

de la solution de matrice, une couche d’or grâce à un dépôt par plasma (XFigure 5.9X). Les 

mêmes expériences que précédemment, en réalisant quelques tirs à haute énergie laser puis en 

enregistrant le spectre à énergie proche du seuil de production des ions en présence d’or. Les 

variations dans les rapports m/z ont été mesurées et comparées aux valeurs obtenues pour les 

échantillons non métallisés. 
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Figure 5.9 : Principe du dépôt d’or. 

 

 
Figure 5.10 : Δm mesurés en fonction de différentes masses après une augmentation de 20% (a et c) ou 
30% (b et d) en présence (ronds blancs) ou en absence (ronds noirs) d’or. La moyenne et la déviation 

standard de 5 expériences sont représentées. 
 

Dans la XFigure 5.10X, les décalages Δm en m/z ont été calculés comme précédemment 

sur des tissus recouverts ou non de 7nm d’or, pour différentes matrices et après une 

augmentation de l’intensité laser de 20% ou 30%. N’ayant pas à notre disposition de « sputter 

coater » avec une microbalance dotée d’un cristal de quartz, l’épaisseur d’or est obtenue en 

modifiant le courant et le temps d’exposition suivant des abaques. 

Les résultats pour la coupe sans métal montrent que lors d’une augmentation de 

l’énergie laser de 20% avant le début de l’acquisition, le décalage des signaux est d’environ 

2,1 u. pour HCCA et 1,7 pour HCCA/ANI pour un rapport m/z= 2483. Pour m/z= 4286, le 

Δm approche 3,3 ou 3,6 respectivement pour HCCA et HCCA/ANI. Comme suspecté 

précédemment, ces résultats montrent que les décalages en masse sont plus importants pour 
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des rapports m/z élevés. Ils différent faiblement suivant les matrices utilisées pour les rapports 

m/z inférieurs à 5000. Pour des gammes de masse supérieures, le Δm est plus importante pour 

la matrice HCCA/ANI que pour HCCA. Par exemple un décalage de 6,7 est observé pour 

l’ion à m/z 8572 avec HCCA alors qu’avec HCCA/ANI cet écart est de 9,23 pour ce même 

ion. Avec une élévation de 30% de l’énergie laser, les effets de l’accumulation de charge sont 

plus spectaculaires et la différence entre les matrices est plus marquée. En effet pour un signal 

à 2483, le Δm est de 2,14 pour HCCA et de 3,47 pour HCCA/ANI. Ce décalage est de 3,5 

pour HCCA et de 8,25 pour HCCA/ANI pour un rapport m/z de 4686. Il devient même 

supérieur à 10 pour des rapports m/z plus élevés. Les décalages sont d’autant plus importants 

que le m/z est élevé, ce qui est logiquement attendu de part les équations du temps-de-vol, 

même en considérant un modèle très simplifié, si le potentiel de surface se modifie un tant 

soit peu au cours des expériences. Il serait intéressant de calculer plus précisément, les 

variations de potentiels pouvant induire se déplacement en utilisant une équation moins 

simplifiée et plus réaliste pour décrire l’extraction des ions dans le temps de vol. 

Ces observations montrent que le décalage de masse en utilisant HCCA comme 

matrice est pratiquement identique que ce soit après une augmentation de 20% ou 30%. Pour 

la matrice ionique HCCA/ANI, il est plus important quand 10 tirs sont réalisés avant le début 

de l’acquisition avec une énergie laser supérieure de 30% à l’énergie seuil. Ces variations 

entre les matrices utilisées peuvent s’expliquer de par leurs propriétés physico-chimiques 

différentes et en particulier la résistivité ε du composé, donné qui n’est malheureusement pas 

disponible pour la matrice ionique. Sachant que la matrice ionique présente des cristaux de 

taille bien supérieure à ceux présentés par HCCA, ce paramètre contribue probablement en 

partie à expliquer les plus grands décalages observés 

Les mêmes expériences ont été réalisées dans les mêmes conditions sur des coupes de 

tissu recouvertes d’un fin film d’or. Dans ce cas, pour une augmentation de 20% ou 30% de 

l’intensité laser, le décalage des masses est inférieur à une unité. Pour m/z 4286, avec HCCA 

le Δm est de -0,1 après une augmentation de 20% et de -0,16 après 30%. De plus en utilisant 

HCCA/ANI comme matrice, le Δm est de 0,51 ou de 1,46 respectivement après une 

augmentation de 20% et 30%. Précédemment nous avons vu que le décalage était plus 

important pour les plus hauts rapports m/z. En présence d’or, il est pratiquement le même 

quelque soit la gamme de masse. Si l’on reprend l’exemple de l’ion à m/z 8572, le décalage 

est inférieur à 1 indépendamment de la matrice et de l’augmentation de l’énergie utilisée. Il 

est intéressant de noter que pour la matrice HCCA des décalages négatifs sont observés pour 
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les plus faibles rapports de m/z, laissant supposer qu’en sus des effets conducteurs l’or semble 

également influencer d’autres paramètres liés au processus de désorption/ionisation. 

Ces résultats montrent clairement l’impact d’une variation du potentiel en surface de 

l’échantillon, et les effets dramatiques qui peuvent survenir lors de l’analyse directe 

d’échantillons biologiques et en particulier pour l’analyse des composés de plus haut m/z. Les 

décalages de masse sont plus prononcés lors d’un apport plus important d’énergie. Suivant la 

matrice utilisée, les variations de potentiel sont plus ou moins importantes. Ces expériences 

mettent en évidence que la métallisation de l’échantillon permet de supprimer efficacement 

ces effets en assurant une bonne conductivité. De plus, une faible variation entre deux 

spectres est observée. 

 

 
Figure 5.11 : Δm moyen mesuré en fonction de différentes masses après une augmentation de 20% (a et c) 

ou 30% (b et d) en présence de chrome (ronds blancs), de carbone (ronds noirs), ou d’or (triangles 
inversés noirs). 

 

Afin de mieux comprendre les effets liés à la métallisation d’autres métaux ont été 

testés et notamment le chrome et le carbone. Les mêmes études ont donc été entreprises après 

métallisation avec ces composés de coupes et de préparations standards. La XFigure 5.11X 

regroupe sous forme de graphe les décalages de masse, obtenus en présence d’autres métaux 

tels que le chrome ou le carbone et comparés à ceux mesurés après un dépôt d’or. Des 

résultats similaires à ceux précédemment exposés sont obtenus. Pour tous les métaux testés, la 

Δm est inférieure à 2 et ce quelque soit la gamme de masse, l’énergie laser ou la matrice 
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utilisée. Il faut également observer que le carbone donne des décalages de masse 

généralement plus important que le chrome qui présente lui-même des augmentations de 

masse plus importantes que l’or. Ces résultats sont à mettre en corrélation avec une des 

propriétés de ces différents métaux. En effet le carbone possède une conductivité électrique de 

61.10P

3
P S/m alors que celle du chrome est de 7,74.10P

6
P S/m. Enfin l’or est le métal le plus 

conducteur testé avec 45.2.10P

6
P S/m.T Ainsi, logiquement, plus grande sera la conductivité et 

plus efficace sera la suppression des effets de décalage en m/z.T Ces résultats suggèrent qu’il 

est possible d’utiliser d’autres métaux ayant une conductivité plus importante comme le 

cuivre ou l’argent qui possède la plus grande conductivité.T 

5.3.4 Effets du dépôt métallique sur la qualité spectrale. 
Durant les analyses nous avons pu observer que la qualité des spectres est meilleure 

avec une matrice recouverte par un métal. Les spectres présentent une diminution de la ligne 

de base, une augmentation du rapport signal/bruit et de l’intensité du signal. La comparaison 

de cette intensité obtenue avec matrice seule et celle enregistrée avec une matrice recouverte 

d’or est montrée dans le XTableau 5.2 X. Les intensités des différents ions les plus abondants 

observés à partir de la coupe dont la matrice n’est pas recouverte de métal sont comparées à 

celles des mêmes signaux en présence d’or aux mêmes coordonnées sur la coupe sériée 

suivante. Cette expérience a été répétée 5 fois sur plusieurs coupes dans un souci de 

reproductibilité. 

Une augmentation du signal est mesurée en présence d’or indépendamment de la 

matrice utilisée. Avec HCCA comme matrice, les intensités des signaux sont augmentées d’un 

facteur 2 environ. Par exemple pour la molécule à m/z 1781, celle-ci est de 1185 pour HCCA 

et 3920 pour HCCA recouvert d’or. Il a déjà été montré que l’utilisation de la matrice ionique 

HCCA/ANI contribuait à une augmentation du signal [35]. Cependant cette augmentation est 

supérieure dans le cas d’une analyse en présence d’or. Un accroissement d’en moyenne 1,25 

est observé. Les mêmes résultats sont observables pour les tissus recouverts de carbone et de 

chrome (données non présentées). Enfin, en présence de ces métaux, les spectres présentent 

un nombre plus important de signaux (XTableau 5.3 X). Il est a noté que cette augmentation n’est 

pas due à la formation de clusters métal/métal ou peptide/métal, de tels signaux n’étant pas 

observés dans les spectres. De même aucun signal correspondant à des molécules dichargées 

n’est relevé. 
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m/z HCCA 

intensity (a.u) 
HCCA gold 

intensity (a.u) 
I(HCCA 

gold)/I(HCCA)
ANI intenisty 

(a.u) 
ANI gold 

intensity (a.u) 
I(ANI 

gold)/I(ANI) 
1390.3 2962 4281 1,45 7321 7683 1,05 
1751.5 2789 5498 1,97 6079 7645 1,26 
1781.2 1185 3940 3,33 12004 13446 1,12 
1852.2 1579 4103 2,60 16207 17974 1,11 
2023.9 5016 13222 2,64 22311 27102 1,21 
2261.4 429 1427 3,33 6841 5632 0,82 
2476.7 651 974 1,50 6762 10745 1,59 
2594.1 1463 3552 2,43 8168 9737 1,19 
2665.2 688 1661 2,41 3454 4086 1,18 
2820.6 1297 3246 2,50 6185 7356 1,19 
3014.1 285 676 2,38 1275 1463 1,15 
3535.8 689 1803 2,62 2563 2584 1,01 
3550.2 352 797 2,27 1148 1398 1,22 
4272.4 677 786 1,16 1452 2378 1,64 
4951.7 8632 7472 0,87 23983 30849 1,29 
4972.5 1002 1572 1,57 3119 3688 1,18 
4989.3 2820 2990 1,06 3586 4394 1,23 
6702.7 678 1094 1,61 1513 3098 2,05 
8545.7 745 833 1,12 2229 3275 1,47 

Tableau 5.2 : Comparaison de l’intensité du signal obtenu entre matrice et matrice/or 
 

 HCCA HCCA/ANI
Or 18% 42% 

Carbone 13% 25% 
Chrome 22% 13% 

Tableau 5.3 : Augmentation du nombre de composés détectés 
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Figure 5.12 : Images MALDI de la répartition des ions m/z 1125 (rouge), 1720 (bleu) et 1380 (jaune) sur 

une coupe de cerveau de rat recouverte d’HCCA/ANI avec dépôt d’or. Images des mêmes ions sur la 
coupe sériée suivante sans dépôt d’or (b) et en modifiant les paramètres de reconstruction (c et d). 

 

5.3.5 Métallisation et ISM MALDI 
Les observations réalisées précédemment peuvent permettre d’obtenir des images de 

meilleure qualité grâce à une meilleure reproductibilité point par point, une plus grande 

intensité de signal ainsi qu’une suppression des décalages de pics. La XFigure 5.12X présente 

une comparaison entre une image de coupe de cerveau obtenue en présence de métal (XFigure 

5.12 Xa) et des images de la coupe suivante sans dépôt métallique. 

Ces images démontrent clairement qu’il existe un décalage des masses vers les 

rapports m/z plus élevé. En effet, une reconstruction réalisée avec un faible intervalle d’erreur 

donne des images différentes entre la coupe avec or et la coupe sans. Pour obtenir une image 

de qualité comparable en absence d’or, il faut augmenter la fenêtre d’erreur pour la masse 

sélectionnée ( XFigure 5.12Xc). L’augmentation de cette erreur est gênante car elle peut entraîner 

la prise en compte d’un autre signal que celui dont ont veut reconstruire la répartition. La 

XFigure 5.12Xd montre qu’il est possible d’obtenir une image similaire à celle obtenue en 
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présence du métal si on recentre la masse d’intérêt vers une valeur plus importante. Cette 

expérience démontre que l’effet de charge existe bien même lorsque l’énergie du laser n’est 

pas augmentée artificiellement. L’analyse durant plusieurs heures, les variations du potentiel 

en surface seront visibles, entraînant un décalage des masses. Il en résulte une précision 

moindre pour la reconstruction générant une disparition de signaux présents mais dont la 

masse est décalée. 

5.3.6 L’apport de la métallisation dans les processus de 
désorption/ionisation  

Nous avons montré que la procédure de métallisation, permet une suppression des 

décalages de masse mais génère également une augmentation de l’intensité du signal et du 

nombre de composés détectés, réduit la variation pour un même rapport m/z entre deux 

spectres et permet une sélection de haute précision pour reconstruire des images moléculaires. 

Ces expériences soulèvent différentes questions et en particulier au niveau des mécanismes 

fondamentaux de désorption/ionisation et le rôle des métaux dans ces processus afin 

d’expliquer l’augmentation d’intensité. 

Il faut noter que la métallisation a déjà été utilisée dans d’autres techniques et 

notamment en SIMS, avec des résultats relativement similaires à ceux obtenus en MALDI en 

particulier du point de vue de l’augmentation de l’intensité du signal et du nombre de 

composés détectés. En effet, un traitement similaire par métallisation a été adopté en Metal-

assisted SIMS (MetA-SIMS) avec des métallisations à l’argent [159, 160] ou à l’or [74, 75, 

161, 162]. Dans ce cas le dépôt de métal réduit les charges en surfaces et augmente de façon 

significative la production d’ions secondaires. Dans notre cas, la couche d’or pourrait 

perturber l’absorption de l’énergie par la matrice et modifier les processus de 

désorption/ionisation sachant que, même pour les couches d’or déposées les plus minces, cette 

dernière représente plusieurs couches d’éléments. Cette hypothèse à été encouragé par de 

récents travaux [80, 81] décrivant la possibilité d’analyser des coupes sans matrice, juste en 

implantant des atomes d’or dans le tissu avec un canon SIMS. Les expériences montrent que 

l’implantation d’atomes Au dans les premières couches de l’échantillon permet d’obtenir des 

ions pour des peptides et protéines directement à partir des tissus sans ajout de matrice. De 

plus des expériences de désorption laser ont été réalisées en utilisant un fin film d’or [163] ou 

d’argent [164] pour étudier les biomolecules. Il faut d’ailleurs signaler que nous avons 

réalisés des expériences supplémentaires par curiosité. La première a consisté à recouvrir le 

tissu d’or sans ajouter de matrice. Dans le second cas, l’or a été déposé sur le tissu puis la 

matrice par-dessus. Pour les coupes avec dépôt d’or seul, aucun signal n’a pu être observé 
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pour les peptides/protéines. Ce qui démontre que l’or pour conduire à une 

désorption/ionisation efficace comme en MILDI doit être réellement implanté à l’intérieur du 

tissu. En revanche, lorsque l’or est déposé avant la matrice, des spectres peuvent être obtenus 

mais les signaux sont moins intenses et nombreux que dans le cas où l’or est déposé en 

dernier.  

Les travaux d’Altelaar et col.[74] ont également montré, récemment, que des images 

de haute résolution de tissus biologiques pouvaient être obtenues en TOF-SIMS à partir d’une 

coupe recouverte d’or. Ils ont également montré la possibilité de réaliser des analyses de 

tissus avec un dépôt d’or ainsi que la réalisation d’images en MALDI "stigmatic imaging". 

Dans ce cas l’addition d’or permet la détection d’un ion correspondant à la vasopressine alors 

que cet ion n’était pas détecté sans métallisation. Enfin de récents travaux ont démontré que le 

dépôt d’or améliore de façon significative les analyses MALDI, aussi bien en ISM MALDI 

[165] qu’en analyse classique [166]. 

Bien que la métallisation ait déjà été utilisée, peu d’explications et de modèles ont été 

proposés pour expliquer ce phénomène, et ce en SIMS aussi bien qu’en MALDI. Cependant, 

les mécanismes de désorption et de production des ions sont encore mal connus et en 

particulier en MALDI avec de nombreux modèles proposés. Différentes hypothèses peuvent 

toutefois être avancées. Il est possible de se questionner quant au fait que l’augmentation de 

signal soit réellement liée à une augmentation dans le nombre d’ions formés et/ou moins 

d’ions reneutralisés. Ou encore de savoir s’il s’agit plutôt d’une meilleure collecte des ions 

formés au travers d’une éjection présentant une dispersion radiale plus faible. Pour essayer 

d’approcher un peu mieux ces mécanismes, des études préliminaires ont été entreprises pour 

estimer la vitesse initiale d’éjection des ions. L’estimation des vitesses est réalisée sur des 

dépôts standards dans les mêmes conditions, les uns étant recouverts d’or et les autres non. 

Les vitesses initiales sont obtenues suivant la méthode dite "d’extraction retardée" [167] en 

étudiant l’évolution du temps de vol en fonction du temps de retard à l’extraction. Comme 

précédemment publié, les évolutions du temps de vol en fonction du temps de retard sont 

linéaires et la pente de la droite permet de remonter à une estimation de la vitesse initiale. Sur 

cette base, les premiers résultats obtenus conduisent à obtenir une vitesse initiale en moyenne 

deux fois plus faible dans le cas des échantillons métallisés à l’or, et ce pour les différents 

peptides standards utilisés avec la matrice HCCA. La vitesse initiale étant calculée de 300 m/s 

pour le dépôt non recouvert d’or et de seulement environ 150 m/s pour le dépôt métallisé. Ces 

résultats sembleraient cohérents avec les valeurs de décalage en m/z négatifs observés pour 

les plus faibles masses avec HCCA dans le cas de l’or. En effet, si la vitesse initiale diminue 
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le temps de vol diminuera. Ainsi, si cet effet s’ajoute à l’effet lié à la conductivité de 

l’élément métallisant ceci pourrait expliquer les résultats observés. Néanmoins, des études 

plus systématiques de la mesure de la vitesse initiale devront être entreprises, pour la matrice 

ionique ainsi qu’avec les autres métaux utilisés. Il reste cependant difficile de conclure, tel 

quel, sur le rôle d’une plus faible vitesse initiale et dans quelle mesure elle pourrait affecter le 

nombre d’ions observés. 

Il est également important de noter que la quantité limite d’énergie délivrée par laser 

pour obtenir des ions n’est pas la même pour les analyses avec matrice seule comparées à 

celles avec matrice recouverte de métal. Toutes les expériences ont été réalisées avec une 

énergie seuil de production des ions. Lors d’un dépôt d’or ou de chrome, cette énergie est 

légèrement supérieure à celle nécessaire sans métal. Nous avons observé qu’en présence de 

chrome, elle est de 5% inférieure à celle nécessaire en présence d’or. Pour le carbone elle est 

différente. La XFigure 5.13X montre les spectres enregistrés avec différences fluences laser sur 

un dépôt de standards. Lorsque le spectre avec une couche de carbone est réalisé dans les 

mêmes conditions d’énergie laser qu’en présence d’or, aucun signal n’est détecté (XFigure 

5.13 Xb). Des pics commencent à apparaître en augmentant l’énergie de 15% et un spectre de 

bonne qualité est obtenu avec 20% supplémentaire par rapport à l’énergie seuil en analyse 

classique (XFigure 5.13Xc). Ces résultats sont indépendants de la matrice utilisée et ont été 

répétés plusieurs fois à différentes localisations et sur différentes coupes de tissu. 

 

 
Figure 5.13 : Spectres de masses obtenus avec une énergie laser de 1600  sans (a) ou avec dépôt de carbone 

(b) et  (c) avec une énergie laser de 2000 et un dépôt de carbone. 
 

 Carbone Or Chrome
1P

er
P
 1086.5 890.1 652.9 

2P

éme
P
 2352.6 1980 1590.6 

3P

éme
P
 4620.5 / 2987 

Tableau 5.4 : Potentiel d’ionisation des différents métaux. 
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Aux regards de ces observations, beaucoup de questions sont soulevées concernant les 

processus de désorption/ionisation. En effet, pour les mécanismes de production d’ion en 

phase gazeuse, beaucoup d’hypothèses sont basées sur l’absorption par les cristaux de 

matrices de photons émis par le faisceau laser [168-170]. Dans notre cas les cristaux de 

matrice sont recouvert d’une fine couche métallique et donc devraient avoir plus de mal à 

absorber directement l’énergie du laser. Cela laisserait supposer que le processus d’éjection 

est lié à une onde de choc ou que le métal absorbe l’énergie du faisceau laser et la restitue aux 

cristaux de matrice. Une chose, en faveur de ce dernier point sont les résultats précédents 

comparés au potentiel d’ionisation des différents métaux ( XTableau 5.4 : Potentiel d’ionisation 

des différents métaux.X) Les énergies laser seuils nécessaires à la production des ions sont en 

corrélation avec les potentiels d’ionisation. Le potentiel ou énergie d’ionisation d’une 

molécule est l’énergie nécessaire pour lui arracher un électron. Le chrome possède le potentiel 

le plus bas tandis que le carbone à celui qui demande le plus d’énergie or l’énergie seuil est la 

plus faible dans le cas du chrome et la plus élevée dans le cas du carbone. Il est possible 

d’ajouter à cela l’effet photoélectrique exposé par Einstein [171]. Dans les années 1830, 

Bequerel découvre que lorsqu’une lumière éclaire certains métaux des électrons sont éjectés 

de ce métal. Empruntant le concept théorique de « quanta » décrit par Plank, Einstein montre 

que cette propriété de l’effet photoélectrique est due aux composants de la lumière : les 

photons. C’est à partir de ce procédé que fonctionnent les cellules solaires modernes. 

A l’heure actuelle aucune preuve ne confirme ou n’infirme telle ou telle hypothèse, les 

questions soulevées à propos des mécanismes de désorption/ionisation en présence de métal 

mis en jeu restent donc ouvertes. 

Comme nous le voyons, beaucoup de questions restent donc ouvertes concernant les 

différentes observations issues de la présence d’un métal lors de l’analyse d’un tissu. 
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5.4 Conclusion 

En conclusion, il est possible de rendre conducteur des lames transparentes 

couramment utilisées en histologie grâce à un revêtement métallique. Ces lames, en plus 

d’offrir la possibilité d’une observation en microscopie optique, permettent de réaliser des 

images de la répartition de molécules d’intérêts par ISM MALDI. De plus ces lames 

présentent une bonne sensibilité et une qualité spectrale légèrement améliorée par rapport aux 

lames ITO. 

La réalisation d’un dépôt de métal après addition de matrice permet d’éviter les 

phénomènes de déplacement des pics vers les hauts rapports m/z au cours des tirs laser. De 

plus, les expériences montrent une nette augmentation de la qualité des spectres ce qui 

participe à l’obtention de meilleures images moléculaires. La métallisation de l’échantillon 

comme du support constitue donc un développement important pour l’imagerie MALDI. En 

revanche, l’explication de ces observations reste délicate. Différentes expériences restent 

encore à réaliser. Des études en mode négatif seraient également informatives. Il serait aussi 

intéressant de réaliser des études en PSD ou MS/MS pour déterminer si les ions formés à 

partir des dépôts métallisés sont plus stables ou moins stables que ceux obtenus dans les 

conditions classiques et ce afin de mieux appréhender les mécanismes impliqués. 
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CChhaappiittrree  66  
Imagerie MALDI et résolution spatiale 

6.1 Introduction 

Le paramètre de première importance pour la qualité des images réside dans le nombre 

de points maximum qui sera réalisé sur l’échantillon. Le processus de désorption/ionisation 

étant promu en MALDI par l’irradiation de l’échantillon par le faisceau laser, l’analyse se 

trouve donc restreinte à la surface irradiée par le faisceau laser. Or, pour que les résultats 

soient significatifs, il faut que les surfaces analysées soient juxtaposées et ne se recouvrent 

pas. En conditions habituelles, le pas minimum entre deux points ne pourra être inférieur au 

diamètre d’intersection du faisceau laser avec la surface. Celui ci peut légèrement varier 

suivant l’angle d’incidence du faisceau. Ainsi, le paramètre affectant le plus la résolution des 

images est le diamètre du faisceau laser. Les lasers émettant dans l’UV et notamment les 

lasers N2 émettant à 337nm commercialisés avec un système de focalisation classique 

possèdent généralement un diamètre entre 75x75µm² et 200×200μm² avec un profil en 

énergie relativement inhomogène. Dans ce contexte, la distance minimum entre deux points 

de l’image devra être aux meilleurs des cas de 75μm et la définition de l’image de 75μm. 

Sachant que le diamètre de petites cellules est d’environ 10µm, cette résolution correspond à 

l’irradiation de plusieurs cellules dans le tissu. Afin d’augmenter le nombre de points par 

image, plusieurs méthodes (XTableau 6. 1 X) ont été envisagées afin de diminuer l’aire balayée 

par le faisceau sur le tissu.  
Méthode  Avantages Inconvénients Références  

Focalisation par fibre 
optique 

Focalisation précise avec 
profil énergétique de type 

« Flap-top » 

Demande d’intervenir sur le trajet 
optique à l’intérieur de l’appareil [172] 

Focalisation par le 
principe du télescope 

galiléen 
Focalisation précise Difficile de mettre en place le banc 

optique. [172] 

Utilisation d’un 
obturateur Bonne focalisation Limite de focalisation à une 

cinquantaine de micron [32] 

Micro-dépôt de matrice 
par électrospray 

Possibilité d’avoir des 
dépôts d’une centaine de 

micron 
Réglage de l’électrospray difficile. [34] 

Micro dépôt de matrice 
par éjection acoustique 

Possibilité d’avoir des 
dépôts de quelques 

centaines de microns 

Demande d’investir dans un 
automate de dépôt par éjection 

acoustique 
[39] 

Superposition avec 
ablation complète de la 

matrice 

Pas de modification 
matérielle. 

Augmente le temps d’analyse. 
Demande de modifier le logiciel de 

reconstruction d’image 
[173] 

Tableau 6. 1 : Méthodes de diminution de la zone analysée par du faisceau laser 
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Les méthodes les plus classiques consistent à refocaliser au maximum le faisceau laser 

lui-même. Ceci peut-être réalisé soit par utilisation de lentilles optiques adaptées sur le 

principe du télescope galiléen (XFigure 6.1Xa) [172], soit par utilisation de fibres optiques 

( XFigure 6.1Xb) [172, 174]. Dans les deux cas, il est possible de focaliser le faisceau laser 

jusqu’à un diamètre d’environ 10 μm, les fibres optiques permettant en outre d’obtenir un 

profil d’énergie plat ("flat top"). 

 
Figure 6.1 : Focalisation du faisceau laser par (a) le principe du télescope Galiléen ou (b) par fibre 

optique. c) Profile énergétique obtenue par couplage avec fibre optique. d) Signaux observés en fonction 
du diamètre du faisceau laser d’après [172]. 

 

Au niveau des modifications instrumentales permettant de réduire la distance entre 2 

point, il faut également citer de nouveau le SMALDI [40] et le Stigmatic MALDI [41] déjà 

exposé dans la partie 2.2.3. Dans le premier cas, la résolution spatiale et de l’ordre ou 

inférieure au micron tandis que le second permet d’obtenir des résolutions de quelques 

microns, la limite dans ce cas étant la distance entre les micro-canaux du photomultiplicateur 

servant à la détection.  

Il est également possible d’ajouter un diaphragme sur le trajet du faisceau laser [32], 

mais si ce système est le plus simple à mettre en place, il conduit à une perte d’énergie 

délivrée par le laser non négligeable et nécessite le remplacement du laser N2 par un laser de 

puissance supérieure de type laser phase solide. 
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De nouveaux lasers font également leur apparition, dotés d’un système de focalisation 

réglable automatique. C’est le cas du laser solide à diode de Bruker Daltonics équipant les 

instruments de la série flex. Ce laser peut atteindre une focalisation d’une dizaine de 

micromètre environ. 

Alternativement, une autre méthode développée pour diminuer le diamètre de la zone 

analysée consiste à réaliser des dépôts de matrice d’un diamètre défini avec un pas 

reproductible. Ainsi, même si le faisceau laser irradie une aire relativement importante, seule 

la zone où la matrice a été déposée conduira à l’obtention d’ions en phase gazeuse [34, 39]. 

Cette méthode donne actuellement de bons résultats mais reste limitée soit par la précision des 

automates de micro-fluidiques, soit par le volume de solution déposé qui ne permet pas à 

l’heure actuelle d’obtenir des dépôts inférieurs à 100 μm de diamètre. De plus, le dépôt par 

automate est très long (quelques heures pour une coupe de cerveau de rat entière). Le 

problème soulevé par l’utilisation de cette technique réside dans les processus fondamentaux 

de désorption/ionisation conduisant à l’obtention des ions. Ainsi, si l’éjection de matière est 

promue par l’onde de choc du faisceau incident et non seulement par les propriétés 

d’absorption des molécules de matrice, alors la matière éjectée proviendra en réalité de 

l’intégralité de la zone irradiée par le faisceau laser et non seulement de la zone recouverte de 

matrice comme attendu. Dans ce cas, la validité de la méthode reste encore à démontrer. 

Dernièrement le groupe de J. Sweedler a proposé une technique permettant, à partir 

d’un laser commerciale d’un diamètre irrégulier de fournir une image d’une résolution de 25 

µm [173]. Elle est basée sur la superposition partielle des points avec une ablation totale de la 

matrice en chaque point. Cette méthode à l’avantage d’être applicable quelque soit le diamètre 

du faisceau laser, mais demande une modification logiciel et demande un temps d’acquisition 

plus important, augmentant d’autant plus le risque d’effets de charge (voir partie 5.3). 

Comme nous l’avons vue, la focalisation du faisceau laser, hormis sa difficulté de 

mise en œuvre et d’implantation sur un spectromètre de masse commercial, semble atteindre 

sa limite aux alentours d’un diamètre d’environs 25-30μm. En effet, des travaux 

fondamentaux [174] en MALDI ont permis de démontrer une très forte diminution de la 

quantité d’ions produits en phase gazeuse en dessous d’un certain diamètre du faisceau laser. 

Passé cette valeur, le faisceau peut être encore diminué mais le nombre d’ions détectés 

diminue drastiquement (XFigure 6.1Xd). 
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6.2 Présentation des systèmes de masques 

Face à ces difficultés, nous avons choisi de développer une nouvelle méthode 

alternative pour diminuer les dimensions de l’aire analysée. Nous nous proposons d’utiliser 

un système ne nécessitant pas de modification instrumentale majeure et pouvant être adapté à 

l’ensemble des spectromètres MALDI commerciaux développés. Ce système repose sur 

l’utilisation de caches (ou "masques") présentant des ouvertures espacées régulièrement et de 

dimension bien définie (XFigure 6.2Xa). Le masque peut être, dans un premier temps, appliqué 

directement en contact avec la coupe de tissu de manière à éviter au maximum la perte des 

ions formés (XFigure 6.2Xb). L’épaisseur du cache sera réduite au minimum, avec comme limite 

la fragilité du matériau le constituant. Il convient que celui-ci soit opaque ou tout au moins 

qu’il ne laisse pas passer les radiations UV. Ainsi, lorsque le laser vient irradier dans la zone 

présentant une ouverture, seule la partie évidée sera touchée réduisant l’aire irradiée sur le 

tissu à la dimension de l’ouverture (XFigure 6.3X). En théorie, ceci devrait éviter la diminution 

de la quantité d’ions produits puisque le profil en énergie du faisceau laser n’a pas été 

modifié. 

 
Figure 6.2 : Principe des masques (a) et application sur une coupe du tissu (b) 
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Figure 6.3 : Principe d’irradiation à travers le masque. 

 
La fabrication de ces masques nécessite l’utilisation de techniques d’électroniques et 

de microfluidiques, ils ont donc été réalisés en collaboration avec le groupe du Pr. J.C. 

Camart (collaboration avec V. Thomy) de l’Institut d'Electronique et de Microélectronique et 

de Nanotechnologie de Lille (IEMN). Les supports utilisés dans cette étude sont des "wafers" 

de silicium, matériau répondant aux critères de sélection et dont les procédés d’usinage sont 

bien maîtrisés même s’ils présentent une certaine fragilité. 

 

6.3 Les masques à ouvertures droites. 

6.3.1 Analyses de dépôts de standards à travers des masques 
Les masques ont tout d’abord été testés sur un mélange de peptides. Des caches de 

65µm d’épaisseur avec des ouvertures de 500µm et 240µm ainsi que des caches de 100µm 

d’épaisseur avec des ouvertures de 100µm ( XFigure 6.4Xa) ou 50µm ( XFigure 6.4Xb) ont été 

utilisés. 
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Figure 6.4 : Observation en microscopie électronique à balayage des masques de 100 µm d’épaisseur avec 

des ouvertures de (a) 100 µm et (b et c) 50 µm d’épaisseur. 
 

 
Figure 6.5 : Spectres de masse d’un mélange de standards avec la matrice HCCA à travers des ouvertures 

de (a) 500µm, (b) 240µm, (c) 100µm et (d) 50µm. 
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Les spectres obtenus montrent que l’ajout du masque ne perturbe que suffisamment 

faiblement le processus de désorption/ionisation et les rendements d’ions extraits pour ne pas 

entraîner l’observation de variations majeures sur les spectres et ce pour les 2 épaisseurs 

testées. Les résultats sont différents suivant la taille de l’ouverture. Le cache avec une 

ouverture de 50µm ( XFigure 6.5Xd) montre l’intensité de signal la plus faible comparé aux trois 

autres tailles testées. Une intensité équivalente est observée pour les caches de 100µm et 

500µm d’ouverture (respectivement XFigure 6.5Xc et a). Une augmentation du signal a été 

observée pour le cache avec ouvertures de 240 µm (XFigure 6.5Xb). Une analyse détaillée des 

spectres montre une augmentation de la détection des ions de plus hautes masses i.e. pour les 

ions à m/z 4271 (Ubiquitine bovine MHB2 PB

2+
P), à m/z 5716 (Insuline bovine MHP

+
P) et à m/z 8568 

(Ubiquitine bovine MHP

+
P) pour le cache avec ouvertures de 240µm et à m/z 5716 (Insuline 

bovine MHP

+
P) pour les caches d’ouverture 100µm et 50µm. Le cache avec des ouvertures de 

240µm et épaisseur de 100µm a donné les meilleurs résultats en intensité de signal et nombre 

d’ions détectés. 

6.3.2 Analyses de coupes de tissu 
Ces résultats ont été confirmés dans le cadre de l’analyse directe de tissus. Les 

spectres ont été enregistrés aux mêmes coordonnées de la coupe avant et après apposition de 

masques ( XFigure 6.6X). L’analyse, effectuée au travers des masques appliqués sur des coupes 

de cerveau de rat, montre une nette augmentation de l’intensité générale du signal sur les 

spectres obtenus avec les caches d’ouvertures 240µm (2.7×10P

4
P u.a.) (XFigure 6.6Xb) 

comparativement aux spectres obtenus par analyse classique sans cache (1.2×10 P

4
P u.a.) 

( XFigure 6.6Xa). De plus, comme précédemment observée sur les standards, l’intensité des 

signaux de m/z> 3000 est plus importante lorsque l’analyse est réalisée avec des caches (240 

et 500µm) avec même une apparition de signaux au dessus d’un rapport m/z de 5000.  

Les caches ont également été utilisés sur un instrument de type MALDI-TOF/TOF 

(Bruker Daltonics) et les résultats obtenus sont venus confirmés les résultats précédemment 

obtenus sur le MALDI-TOF classique (XFigure 6.7X). 
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Figure 6.6 : Spectres de masse d’une coupe de cerveau de rat recouverte de matrice HCCA en mode 
linéaire  (a) avant, et après apposition d’un masque avec des ouvertures de (b) 240µm et (c) 500µm. 
 

 
Figure 6.7 : Spectre de masse d’une coupe de cerveau de rat recouvert d’HCCA/ANI en mode réflecteur à 

travers un masque d’ouverture 100 µm 
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6.3.3 Augmentation de l’intensité et utilisation de caches 
Différentes hypothèses peuvent être avancées pour expliquer l’origine de ce phénomène 

observé avec les caches d’ouvertures 240µm. L’hypothèse la plus vraisemblable résiderait 

dans une plus grande quantité d’ions collectée, liée à la modification du champ électrique 

régnant dans la 1P

ère
P zone d’accélération de la source par ajout des caches. En effet, 

l’application d’un support conducteur ou semi-conducteur possédant des ouvertures conduit 

nécessairement à une modification des lignes de champ à proximité du cache. Afin d’étudier 

cette hypothèse, des premières simulations des lignes de champ électrique ainsi que de la 

trajectoire des ions ont été entreprises à l’aide du logiciel SIMION v6 ( XFigure 6.8X). En 

simulant une simple ouverture de dimension 240µm pratiquée entre deux électrodes 

d’épaisseur de 65µm sur lesquels est appliqué un potentiel de 20 kV (valeur classique sur les 

instruments MALDI-TOF) et en délimitant la zone d’accélération par une électrode plane, la 

simulation obtenue montre une nette courbure des lignes de champ électrique au niveau de 

l’ouverture. Par contre, les lignes de champ sont planes dans le reste de la zone comme 

attendu habituellement dans le cas d’un champ électrique obtenu par différence de potentiel 

entre deux électrodes planes. La simulation de la trajectoire des ions dans notre configuration 

montre que le faisceau d’ions est refocalisé par un tel champ électrique. 

 
Figure 6.8 : Simulation par SIMION de la trajectoire des ions en présence d’un masque de 240µm 

d’ouverture et 65µm d’épaisseur. 
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Une meilleure focalisation des ions pourrait être à l’origine de l’augmentation de 

sensibilité (×2) observée. La présence du masque pourrait également permettre un 

confinement de la plume d’expansion formée par la désorption, favorisant ainsi le transfert de 

charge et donc l’ionisation des molécules. Tout ceci viendrait s’ajouter aux différents 

événements accompagnant le phénomène de désorption/ionisation et expliquer peut-être 

l’augmentation particulièrement nette d’intensité sur les ions de plus haut m/z. Il serait 

intéressant de poursuivre de manière plus approfondie de telles simulations, et en particulier, 

afin de pouvoir sélectionner des configurations de caches particulièrement intéressantes au 

niveau des rendements d’ions extraits. 

6.3.4 Relation entre l’épaisseur du masque et zone irradiée 
Durant nos tests, il a été impossible d’obtenir du signal pour des masques avec des 

ouvertures de taille inférieure à 50µm. Le problème ne provient pas de la taille de l’ouverture 

mais de l’épaisseur. En effet, à cause de l’angle d’incidence du faisceau laser, si l’épaisseur 

du cache est trop importante rapport à la taille de l’ouverture, le laser ne pourra pas atteindre 

l’échantillon (XFigure 6.9X). 

 
Figure 6.9 : Influence de l’épaisseur du masque sur la taille de la zone irradiée. 
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Figure 6.10 : (a) Mise en évidence de l’existence d’une zone d’ombre non atteinte par le faisceau laser et 
(b) calcul de la taille de la zone irradiée en fonction de l’épaisseur du cache et de l’angle d’incidence du 

faisceau laser. 
 

Selon les modèles de spectromètres utilisés, l’angle d’incidence du faisceau laser peut 

varier. Il est de 45° sur le MALDI-TOF Voyager DE-STR de la société Applied Biosystems et 

en revanche de 30° sur le MALDI-TOF/TOF commercialisé par la société Bruker Daltonics. 

L’angle d’incidence du faisceau génère une zone d’ombre sur l’échantillon (XFigure 6.10Xa). 

Ainsi, la zone réellement irradiée par le faisceau sera inférieure à la taille de l’ouverture. La 

zone d’ombre est d’autant plus importante que le support sera épais et l’ouverture pratiquée 

petite. Cette zone d’ombre peut être aisément calculée si, l’épaisseur des caches, la taille de 

l’ouverture et l’angle d’incidence du faisceau laser, sont connus avec précision (XFigure 

6.10Xb) L’angle d’incidence du laser θ, l’épaisseur du support et la largeur l de la zone 

d’ombre sont liés par la formule
l
E

=θtan . Si L représente la largueur de la zone irradié, 

l’aire d’ombre est égale à lx(L+l), alors que l’aire irradiée est égale à Lx(L+l). 
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 Largeur L de la zone irradiée par le laser (µm) 
Angle d’incidence du 

laser θ 
Epaisseur du masque 

E=65 µm 
Epaisseur du masque 

E=100 µm 
60° 67 46 
50° 45 17 
45° 35 0 
40° 13 0 

Tableau 6. 2 : Corrélation entre l’épaisseur du masque E, l’angle d’incidence du laser θ et la largeur L 
pour des ouvertures de 100µm 

 

Pour rappel, la XFigure 6.7X présente un spectre obtenu sur une coupe de cerveau à 

travers un cache d’ouverture 100µm et d’épaisseur 100µm. L’angle d’incidence de l’appareil 

utilisé était de 50°, il a été possible d’observer un signal d’intensité habituel sur une coupe de 

cerveau de rat, alors que l’aire irradiée n’est plus que de 17×100µm². Ces résultats confirment 

la potentialité d’utiliser des caches pour diminuer la taille de la zone analysée et sa possibilité 

d’adaptation sur différents types d’instruments. 

Pour éviter les phénomènes de zone d’ombre et permettre de définir plus précisément 

les zones irradiées, des caches avec des configurations différentes ont été fabriqués. 

 
6.4 Masques à ouvertures en « V » 

De part l’équation présenté en partie 6.3.5, il est possible de montrer que la zone 

irradiée correspondra à l’ouverture du cache si l’angle de cette ouverture est égal à l’angle 

d’incidence du laser. Dans un 

premier temps nous avons pensé 

réaliser des caches avec des 

ouvertures obliques ( XFigure 

6.11Xa) mais cette configuration 

gênerait grandement les processus 

de désorption ionisation.  

 
Figure 6.11 : a) masque à ouverture 
oblique et (b) masque à ouverture en V 
 

C’est pourquoi des caches 

avec des ouvertures en « V » ont été développés ( XFigure 6.11Xb). En utilisant un processus de 

fabrication par attaque humide du silicium, des ouvertures carrées avec des flancs possédant 

un angle de 55° sont obtenues. En connaissant la taille de l’ouverture externe (T) et 

l’épaisseur (E) du support il est possible de calculer la taille de l’ouverture interne (D) 
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( XFigure 6.12Xa). L’angle des flancs étant de 55°, il existe encore dans ce cas une zone 

d’ombre. Elle est facilement calculable en connaissant l’angle du laser θ et l’angle de 

l’ouverture α (55° dans le cas de l’attaque humide du silicium) ( XFigure 6.13X). 

 
Figure 6.12 : (a) Représentation des ouvertures en V en vue transversale. (b et c) Image en microscopie 

électronique à balayage d’un masque de 103 µm d’ouverture interne et 119 µm d’épaisseur. 
 

 
Figure 6.13 : Représentation de la zone d’ombre existant avec les masques à ouvertures en « V » avec des 

flancs de 55° de pente. 
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Les XFigure 6.12Xb et XFigure 6.12Xc montrent des images en microcopie électronique 

d’un cache avec ouverture en V. Par calcul ce masque permet l’analyse d’une zone d’une aire 

de 67x103µm². Un spectre obtenu après apposition de ce masque sur une coupe de tissus est 

visible dans la XFigure 6.14Xb. Cette figure regroupe également un spectre du même point sans 

masque ( XFigure 6.14Xa) ou avec un masque de 185µm d’ouverture interne et 180µm 

d’épaisseur soit une aire analysable de 131x185µm² ( XFigure 6.14Xc). 

 
Figure 6.14 : Spectres de masse obtenus à partir d’une analyse directe de cerveau de rat recouverte 
d’HCCA/ANI en mode linéaire (a) sans masque ou à travers un masque (b) de 100µm et (c) 185 µm 

d’ouverture interne. 
 

Ces résultats montrent que cette configuration ne gène pas le processus de 

désorption/ionisation. Néanmoins les signaux obtenus avec le cache de 103µm d’ouverture 

interne sont d’une intensité moins importante que pour les masques à ouverture droite alors 

que l’aire irradiée est plus importante. 

Pour chercher la cause de cette diminution d’intensité, nous avons réalisé un dépôt 

d’une solution d’HCCA à saturation dans l’acétone en vue d’obtenir une couche mince de 

matrice. Ensuite, 3000 tirs avec une énergie laser proche de celle de production des ions ont 
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été réalisée, et ce, dans le but de mesurer la taille de notre faisceau laser (XFigure 6.15Xa). La 

même expérience à été réalisé à travers le masque de 103µm d’ouverture interne (XFigure 

6.15 Xb). 

 
Figure 6.15 : Observation de la taille de la zone irradiée en présence ou en absence du masque. 

 
Ces observations nous ont appris que l’aire de la zone irradiée, en plaçant le laser au 

centre de l’ouverture externe, est inférieure à celle calculée. En effet le laser ne fait que 30µm 

de large et en positionnant le repère symbolisant le laser au centre de l’ouverture il est 

possible qu’une partie seulement de ce faisceau irradie la surface de l’échantillon. L’aire 

irradiée n’est plus que de 30 x 30µm² ce qui est de 2,5 fois inférieure à la zone irradiée 

normalement par notre laser et pratiquement 10 fois inférieure à la taille de la zone analysable 

par les laser commerciaux conventionnels. 

 

6.5 Conclusions et perspectives 

La taille de la zone irradiée par le faisceau laser est actuellement un point limitant pour 

l’analyse directe et l’ISM MALDI. En effet, une petite zone irradiée, permet l’analyse à 
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l’échelle de quelques cellules. Afin de diminuer les dimensions de cette zone, nous avons 

développé des caches présentant des orifices de dimension définie. 

Les études réalisées démontrent qu’il est possible d’utiliser ces masques pour diminuer 

la taille de la zone irradiée sans diminution de l’intensité des ions observés. Il est possible, à 

l’heure actuelle, d’analyser des zones de dimensions jusqu’à environ 30×30 µm² (soit 900 

µmP

2
P). Ce qui permet déjà d’obtenir une résolution supérieure aux limites imposées par le 

diamètre du faisceau laser (à l’heure actuelle environ 50×50 µm², soit 2500 µmP

2
P). De plus, 

pour certains caches (et en particulier ceux  avec une ouverture droite de 240 µm) une nette 

augmentation de l’intensité du signal a été observée, notamment pour les hauts rapports m/z. 

Une explication possible de ce phénomène résiderait dans une meilleure focalisation 

des ions liée à une modification des lignes de champ électrique de part la présence du cache. 

Au niveau de leur utilisation en ISM MALDI, l’un des paramètres à prendre en compte est la 

distance entre les ouvertures. En effet, elles doivent être suffisamment espacées pour éviter 

que le laser n’irradie deux de ces ouvertures en même temps. Cet espacement est calculable et 

est égal au rapport du diamètre du faisceau (d) sur le sinus de l’angle d’incidence du laser (θ). 

Le XTableau 6. 3 X regroupe quelques distances calculées suivant la formule
θsin

d . 

 

d \ θ 30° 40° 45° 50° 60° 70° 80° 90° 
75 µm 150 117 106 98 87 80 76 75 
100 µm 200 156 141 131 115 106 102 100 
125 µm 250 194 177 163 144 133 127 125 
150 µm 300 233 212 196 173 160 152 150 
175 µm 350 272 247 228 202 186 178 175 
200 µm 400 311 283 261 231 213 203 200 

Tableau 6. 3: Valeur VBminB (µm) pour laquelle le faisceau laser de diamètre d et d’angle d’incidence θ 
n’irradie qu’une seule ouverture. 

 

L’utilisation des masques permet l’étude plus précise d’une zone plus petite en chaque 

point, mais les points analysés sont nécessairement séparés par une certaine distance. 

Cependant, ce fait peut être facilement corrigé en utilisant les masques suivant la méthode 

décrite dans la XFigure 6.16X. Dans ce cas, l’échantillon est mobile et le masque est fixe ou 

inversement et il faudra autant de cycle que nécessaire pour analyser l’ensemble de la coupe.  
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Figure 6.16 : Méthode d’automatisation de l’utilisation du masque. 

 
D’autres développements sont également en cours de réalisation et comprennent : 

• Le dépôt de matériaux conducteurs (Or, Nickel,…) sur le cache afin d’optimiser le 

transfert des ions et la dissipation des charges s’accumulant à la surface de 

l’échantillon. 

• La réalisation de masques sur supports souples types polymère plastique, PDMS par 

exemple [175] pour lesquels les ouvertures sont obtenues par moulage. La 

métallisation du support permet ensuite le transfert des ions. 
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• Utilisation d’autres techniques de micro usinage de métaux tel que l’inox par laser, 

électrochimie,… 

L’avantage de l’utilisation des caches est sa facile adaptation sur tout types d’instruments 

notamment commerciaux, puisqu’elle ne nécessite aucune modification matérielle ou 

investissement dans du matériel annexe. Tous ces résultats montrent que grâce à l’utilisation 

du cache il est possible d’obtenir facilement des analyses moléculaires d’une résolution 

avoisinant la taille d’une cellule sur des appareils commerciaux. 
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CChhaappiittrree  77  
Conclusion 

L’analyse directe de tissus par spectrométrie de masse avec sources MALDI et 

l’imagerie MALDI constituent à l’heure actuelle des technologies prometteuses. Les 

différentes études réalisées par les différents groupes s’intéressant à ces développements 

montrent leurs potentialités et les nombreuses applications qui peuvent en découler dans le 

domaine de la biologie et en particulier pour l’étude de certaines pathologies. 

Néanmoins, de nombreux développements restent à réaliser pour permettre à ces 

technologies de devenir des outils de routine dans le domaine de la clinique et du médical. 

C’est sur certains de ces nouveaux développements que les travaux exposés dans ce mémoire 

ont portés. Les développements réalisés concernent plusieurs aspects différents de la 

technologie. 

Les aspects de la préparation de l’échantillon en vue d’analyse directe de tissu issu de 

petits organismes ont été particulièrement étudiés. Après avoir éprouvés différents protocoles 

de préparation du tissus nerveux, nous nous sommes attelés à travailler sur des chaines 

isolées. Ces chaines, pour être coupées, doivent impérativement être enrobé dans une solution 

permettant le maintient de l’intégrité morphologique du tissus. Des recherches ont étaient 

entreprises pour pouvoir s’affranchir du milieu employé habituellement dont l’utilisation 

s’accompagne de l’apparition de pics parasites dans le spectre. Elles n’ont pas abouti pour 

mais se poursuivent. 

Pour palier à ce problème, différents rinçages des coupes ont été étudiés dans le but 

d’éliminer le polymère constituant le milieu d’enrobage. Il a été montré qu’un rinçage à 

l’éthanol suivi d’une immersion dans un bain d’eau permettait de réduire les pics parasites 

sans nuire à la qualité du spectre obtenu. Par extension à ces travaux, une étude a porté sur 

l’influence des rinçages par d’autres solvants sur l’analyse de coupe de tissu. (Annexe I). Ces 

travaux ont portés sur des rinçages de coupes par des solvants organiques utilisés 

traditionnellement pour l’extraction des lipides à savoir le chloroforme, le xylène, l’acétone, 

l’hexane ou encore le toluène. Les résultats ont montré que ces rinçages permettent une 

amélioration de la détection des peptides/protéines de la coupe en les rendant plus accessible 

grâce à une élimination partielle des lipides constitutifs des membranes. Ces études ont 

également permis d’obtenir une amélioration très nette des résultats pour des tissus d’archives 

congelés depuis plus de six mois. De plus au cours de celles-ci, des lipides ont pu être 
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directement extraits des tissus et analysés. Ce résultat conforte la possibilité de micro-

extraction directe sur coupe que nous avons explorée. A cette occasion, différents solvants 

d’extraction peptidique ont été testé et il s’est avéré que la matrice HCCA permet une 

extraction efficace des peptides et ce sur une large gamme de masse. Ce basant sur ce 

protocole, des études plus poussées sur la possibilité d’obtenir des profils peptidiques 

différenciés sur des coupes de chaines nerveuses de sangsues en cours de régénération seront 

prochainement lancées. 

De même, des études sur l’implication des lipides au cours de la réparation du tissu 

nerveux de la sangsue sont en cours. Dans ce mémoire sont reportés les résultats préliminaires 

de cette étude. Ils ont permis de montrer la complémentarité des approches d’imagerie TOF-

SIMS et extraction en permettant notamment de définir certains paramètres de la préparation 

de l’échantillon à savoir le sinus ventral entourant la chaine, dont la présence peut diluer le 

signal de certains lipides d’intérêts. De nouvelles études sont en cours pour confirmer les 

résultats déjà obtenus et pousser plus avant la recherche de marqueur lipidique potentiel de la 

régénération. A terme, après isolement et caractérisation de ces lipides, ils feront l’objet de 

tests biologiques menés pour définir leur rôle à la fois sur des cultures de chaines isolées et 

sur des chaines in-vivo. Le potentiel de ces molécules dans le cadre de maladies neuro-

dégénératives sera par la suite étudié dans le cadre de modèles cellulaires et animaux.  

De Plus, en collaboration avec le Pr. A. Woods (NIDA, Blatimore) et le Pr. N. 

Baumann (Hôpital Salpétrière), des études sur les maladies neurodégènératives sont en cours. 

Nous avons déjà pu mettre en évidence dans le cas de la maladie de Parkinson sur des blocs 

de tissus conservés à la paraffine de plus de 9 ans, de nouveaux marqueurs potentiels tel que 

la Collapsin response mediator protein (CRMP), le trans elongation factor 1 et l’ubiquitin 

complex à coté de marqueurs déjà identifié e.g. l’Hexokinase (2-7-1-1), le Neurofilament M 

protein, le Peroxidoxin 6, la F1 ATPase et l’ α-Enolase. L’expression positive de CRMP et négative 

de l’eEF1 pourraient représenter de nouveaux marqueurs. La surexpression de CRMP pourrait 

impliquer dans la dégénérescence des neurites en agissant sur l’assemblage et la 

polymérisation des microtubules. Pour l’eEF1 sa régulation négative serait liée à la 

surexpression des HSP. Ces facteurs sont présents chez la sangsue. Le gène de l’eEF1 est 

surexprimé dans le cadre de la neurogènése [176], tandis que le CRMP agirait sur la polarité 

axonale lors des mécanismes de régénération nerveuse ou de neurogenése. Ces travaux sont 

en cours et feront l’objet d’études plus approfondies. 

En parallèle des études sur les processus de conservation des échantillons sont en 

cours qu’ils soient frais, congelés, fixés puis paraffinés ou formolés ( collaboration avec le Pr 
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J. Hauw (Hôpital Salpétrière)). Celles-ci seront réalisées à partir d’échantillons issus de la 

banque de cerveaux Charcot. 

Dans cette même optique, notre groupe poursuit actuellement une collaboration avec 

le groupe de Klaus Dreisewerd sur l’analyse de tissu par IR-MALDI. Les travaux réalisés 

dans ce domaine montrent l’intérêt de ce type de sources pour l’analyse de certains composés. 

L’irradiation de l’échantillon par un laser infrarouge présente le net avantage d’impliquer une 

excitation vibrationnelle des molécules qui permet l’utilisation comme matrice de composés 

plus compatibles avec les conditions biologiques. En particulier, l’utilisation en IR du 

glycérol comme matrice pourrait avoir des applications intéressantes par la faible 

délocalisation des composés qu’entraînerait à priori l’utilisation d’une telle matrice. Il n’est 

pas non plus exclu d’envisager de se servir de cristaux de glace comme matrice en vaporisant 

par exemple la coupe de tissu d’eau avant de la soumettre à une congélation permettant ainsi 

d’éviter la délocalisation et de rester proche des conditions physiologiques. Dans notre étude, 

nous nous sommes intéressés à la comparaison entre l’utilisation d’un appareil avec une 

configuration orthogonale- TOF et une source à pression intermédiaire (1 mbar) équipé d’un 

laser IR et d’un laser UV et notre MALDI-TOF axial cela dans le cadre de l’analyse directe 

d’une coupe de cerveau de rat. L’utilisation d’un appareil avec un temps de vol orthogonal 

permet notamment l’utilisation de lame classique non conductrice. L’emploi d’un laser IR et 

grâce à sa très grande précision  en masse (10 ppm) et son pouvoir résolutif important (10000) 

l’utilisation d’un instrument o-TOF permet l’identification putative de lipides et la 

différentiation des variations dans les résidus d’acide gras, directement à partir de leur masse 

moléculaire. De plus l’application d’une solution d’acétate de potassium sur la coupe permet 

de faciliter l’interprétation des résultats en mode positif, en supprimant les ions d’adduits 

sodium. L’utilisation du laser UV avec la configuration MALDI-O-TOF permet d’obtenir des 

profils de peptides et de petites protéines à partir de coupes recouvertes de matrices. Des 

protéines de plus hauts poids moléculaires peuvent également être partiellement démasquées 

par des digestions trypsique [177]. 

Une grande partie des travaux se sont portés sur l’influence de la présence d’un métal 

que ce soit pour rendre conducteur un support isolant ou l’échantillon lui-même. Tout d’abord 

la métallisation de support à permis de mettre au point des lames conductrices transparentes 

permettant un accès à la fois à l’information histologique et à l’information moléculaire. 

L’efficacité de lames recouvertes d’une fine couche de 10 nm de nickel à été prouvée. Elles 

offrent une conductivité suffisante pour ne pas influer négativement sur l’analyse par 
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spectrométrie de masse et une bonne transparence, nécessaire pour l’analyse en microscopie 

optique.  

La métallisation de l’échantillon permet de réduire de façon considérable le décalage 

de masse entrainé par l’accumulation de charge en surface du tissu. Elle conduit également à 

une augmentation de l’intensité des signaux et du nombre de composés détectés. Outre 

l’amélioration de la qualité spectrale, elle offre une meilleure reproductibilité intra 

expériences, ce qui est un atout majeur dans la réalisation d’images moléculaires de qualités. 

Les observations réalisées ont également soulevées beaucoup de questions, et un travail aussi 

important devra être mené pour leur trouver une réponse. 

Au niveau de la diminution de la taille de la zone irradiée, nous avons développé un 

système simple à mettre en place et ce sur tout type de machine. L’application de masques sur 

les coupes de tissus permet d’atteindre des dimensions de zone analysée faible sans conduire à 

une perte des rendements de production des ions. L’utilisation de certaines configurations 

permet également d’augmenter significativement le signal obtenue. Une nouvelle génération 

de masques, en cours de développement, fabriqué en moulant un support plastique flexible 

permettra de fournir à façon des masques de dimension précise avec des formes d’ouvertures 

variées. 

Pour se libérer de l’utilisation de la matrice des travaux ont été entrepris sur le 

développement de support DIOS (Desorption/ionization on porous silicon) avec des surfaces 

fonctionnalisées ou encore l’utilisation de nano-fils de silicium. Le but de ces développements 

est l’élaboration de système intégré de micro-fluidique. Ces systèmes intégreront le 

déplacement d’échantillon vers une zone constituée de nano-fils de silicium fonctionnalisés 

permettant une analyse sans ajout de matrice. Ils seront couplés à des réservoirs de culture 

pour l’étude des substances libérées par des cellules sous l’effet de certains composés [178] 

(Annexe II).  

J’ai également participé à l’élaboration d’un nouveau logiciel pour l’acquisition et la 

reconstruction d’image (travail de thèse d’O. Jardin-Mathé). La caractéristique de ce logiciel 

est qu’il permet le paramétrage de l’acquisition d’image et sa reconstruction de façon 

indépendante de l’instrument utilisée. Il est donc universel et n’est pas lié à un type particulier 

de fichiers. Au niveau de la reconstruction d’image, différentes possibilités seront données 

pour la sélection des signaux à considérer suivant l’intensité ou l’aire du pic mais également 

la prise en compte de signaux correspondant à des adduits. A terme il permettra une meilleure 

corrélation entre les images histologiques et moléculaires avec des possibilités de 

reconstruction non plus planes mais en 3 dimensions. 
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Enfin, dans l’optique de réaliser des études plus fondamentales en biologie ou pour la 

recherche d’un diagnostic plus précoce de pathologies, le développement de l’imagerie 

spécifique a été entreprit par notre groupe [179]. Cette forme d’ISM, utilise un système 

breveté [180] appelé « Tag-Mass », constitué d’une sonde (anticorps, ARN, ribosonde…) 

couplée par un lien photoactivable à un composé (peptides, polymère, matrice) qui sera libéré 

lors de l’irradiation par un laser. L’analyse ce fera alors par la reconstruction de la répartition 

de cette étiquette et donnera donc la localisation de la cible de la sonde. Ce type d’imagerie à 

été utilisée avec succès pour la localisation d’une protéine membranaire de 180 kDa, la 

carboxypeptidase D (CPD), à l’aide d’une immunocytochimie réalisée avec un anticorps anti-

CPD couplé à un peptide par un lien photoclivable. La localisation d’ARNm est également 

possible comme il a pu être montré par la détection de l’ARNm de la pro-enképhaline après 

hybridation in situ d’une sonde dirigée contre cet ARNm constituée de base uracile modifiée 

incluant un tag. Certains de mes travaux actuels portent sur l’ISM spécifique en explorant la 

possibilité de suivre la bio-distribution d’un ARN interférence (siRNA) marquée par une 

molécule de FITC. Les premières observations réalisées ont permis de montrer la possibilité 

d’obtenir des pics spécifiques de la présence de siRNA marqués en spectrométrie de masse 

MALDI (XFigure 7.1X). La suite de ce travail sera de réaliser des images de la distribution de 

ces sondes pour vérifier l’interaction avec leur cible dans un but thérapeutique. D’autres voies 

pour l’ISM spécifique sont explorées avec notamment le développement de marqueur 

spécifique à d’autre source d’ionisation comme le SIMS. Ce travail réalisé en partenariat avec 

le groupe d’O. Laprevote (collaboration avec A. brunelle) à pour but de tester des « Tag-

Mass » fournissant une réponse en SIMS. Ces « Tag-MASS » pourraient lever les limitations 

en gamme de masse de cette source d’ionisation en permettant l’analyse de façon indirecte de 

protéines et d’obtenir grâce à la haute résolution des images réalisées des localisation au 

niveau cellulaire voire subcellulaire. 
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Figure 7.1 : Spectres MALDI en mode réflecteur d’une solution de (a) siRNA sans FITC et (b) de siRNA 

couplé au FITC. 
 

En quelques années l’ISM est devenu un outil incontournable. Le nombre de 

laboratoire y ayant recourt pour la localisation de molécules et la recherche de biomarqueur a 

été multiplié par dix. Les développements actuels et les nombreuses perspectives qui en 

découlent permettent à cette technique de donner un élan nouveau à l’utilisation de la 

spectrométrie de masse appliquée à la biologie comparable à ce qu’à connu la RMN pour 

donner naissance à l’IRM. 
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