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La spectrométrie de masse (MS) est une technique d'analyse qui a connu un énorme
développement en particulier en raison de ses applications a une vaste gamme d'échantillons
biologiques, et de composés d'intérét, tels que sucres!, lipides?, peptides et protéines?,
nucléotides et nucléosides* pour ne citer que les groupes de biomolécules les plus importants.
C'est aussi une méthode essentielle pour l'analyse des métabolites secondaires qui peut,
lorsqu’elle est couplée a des techniques chromatographiques adaptées®, fournir des informations

qualitatives et quantitatives fiables.

Durant les dernieres décennies, la MS moderne a évolué rapidement en raison de nombreux
facteurs, mais surtout grace au développement de deux méthodes « douces » d'ionisation :
I'électrospray® d’une part et la désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI = Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization) d’autre part’ générant relativement peu de fragments.
Celles-ci ont eu un impact considérable dans de nombreux domaines et plus particulierement

dans celui de I'analyse des macromolécules, biologiques ou non.

Généralement regroupés sous la dénomination de « produit naturels », les métabolites
secondaires constituent un groupe de 270 000 composés® et ont a plus de 80 % d’origine
végétale®, Ils sont aussi issus d'algues et de champignons microscopiques, ou pour une part plus
minime d'animaux. Ils ont été étudiés pour leurs potentialités thérapeutiques, leur intérét dans
les domaines de la cosmétologie, de la parfumerie, de I'agrochimie ou bien encore de I'agro-
alimentaire. Ainsi plus de 60 % des médicaments anticancéreux sont des produits naturels ou
des dérivés hémisynthétiques obtenus a partir de ces derniers'®!!, La vinflunine (Javlor®) est par
exemple un agent anticancéreux fluoré obtenu & partir des alcaloides de la pervenche tropicale!?,
La recherche de nouveaux composés bioactifs est cependant complexe et lente. Elle inclut des
étapes d'isolement, de purification, et d'élucidation structurale qui précedent généralement les
évaluations biologiques®. La chromatographie couplée a la spectrométrie de masse est souvent
utilisée au cours de ces études. Les constituants d'un mélange complexe sont alors séparés et la
comparaison des temps de rétention, des profils UV et des valeurs m/z relevés permet
généralement d'identifier les composés déja présents dans les bases. Cette méthodologie, le plus
souvent associée a I'anglicisme d'« analyses déréplicatives » s'est considérablement développée

avec l'utilisation de la MS tandem (MS/MS). Cette derniére technique consiste a sélectionner un
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ion par une premiére MS, a le fragmenter, puis a effectuer une seconde MS sur les fragments
ainsi générés. Toutefois, la séparation par des méthodes chromatographiques implique une
préparation longue et éventuellement colteuse de I'échantillon. Elle nécessite de plus un temps
de développement d'une méthode spécifique.

Les chercheurs du domaine ont ainsi été conduits a développer des nouvelles techniques
permettant l'identification directe des produits naturels a partir des extraits bruts, en évitant
dans une trés large mesure I'isolement de composés déja connus'*®3, L'analyse des extraits des
plantes ou des milieux biologiques complexes (plasma ou méme coupe de tissus) par MALDI-
TOF-MS, (TOF pour time of flight) qui peut fournir des données comparables a celles de la LC-MS
avec une préparation des échantillons beaucoup plus simple, et plus courte, peut présenter un
intérét potentiel. Ainsi, ces mélanges peuvent aussi étre analysés a partir d'une quantité infime
d’échantillon, et sans séparation préalable.

L'analyse des métabolites secondaires par spectrométrie de masse nécessite leur ionisation qui,
dans la technique MALDI, est obtenue par le biais d’une irradiation laser. Une matrice ajoutée a
I'analyte protege de plus ce dernier, tout en favorisant a la fois sa vaporisation et son ionisation
par transferts de charge. Contrairement a |'électrospray, cette méthode d'ionisation produit
principalement des ions monochargés. Les lasers les plus couramment utilisés opérant dans I'UV,
les matrices qui doivent elles-mémes étre aisément volatilisables, sont de petites molécules
présentant un chromophore adapté a la longueur d’onde du faisceau employé. Parmi la gamme
étendue de dérivés répondant a ces critéres, le choix précis d'une matrice demeure toutefois

complexe et bien souvent empirique.

Dans le cadre de I'analyse MALDI de métabolites secondaires, un nouveau concept a été proposé
dans notre unité de recherche : l'utilisation de matrices spécifiques a certaines familles de
produits naturels. Ainsi, contrairement aux matrices usuelles, les matrices bithiophéniques
fonctionnalisées développées au laboratoire montrent une spécificité réelle pour les alcaloides™.
Ces derniers peuvent donc étre mis en évidence dans des mélanges complexes, sans aucun
traitement préalable. Le travail de thése présenté dans ce mémoire repose sur cette expertise du
laboratoire, plus particulierement développée lors de travaux collaboratifs menés avec I'UMR
CNRS MolTech Anjou'®. L'objectif de ce travail était donc d’étudier les mécanismes fondamentaux
mis en jeux lors de l'analyse par MALDI-MS des alcaloides en présence de matrices
bithiophéniques fonctionnalisées. A coté de cet aspect fondamental, il convenait également de
mettre en place et de valider une méthode de dosage spécifique de différents alcaloides d'intérét

dans différents échantillons complexes tels que des extraits bruts de plantes ou des fluides
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biologiques. Les alcaloides sont en effet des métabolites secondaires auxquels sont associées de
nombreuses activités pharmacologiques. A ce titre, ils peuvent également présenter des effets
biologiques particulierement néfastes qui nécessitent une prise en charge médicale rapide. Leur
détection dans les fluides biologiques, par une méthode simple et rapide présenterait donc un

intérét majeur en toxicologie d'urgence.
Ce manuscrit est divisé en cinq chapitres :

Le chapitre I présentera une étude bibliographique concernant la technique MALDI en général,
ses avantages, ses inconvénients et les principales méthodes alternatives connues a ce jour.
Nous présenterons également I'état de I'art des matrices et une généralité sur les alcaloides
avant de terminer avec les contributions des équipes angevines dans la technique MALDI.

Afin de réaliser toutes ces analyses par MALDI, il convenait tout d'abord d’optimiser et de valider
le protocole appliqué dans I'ensemble des études.

Le deuxieme chapitre décrira donc I'étude de la relation « méthode de préparation /résultats »
ayant conduit a valider un protocole efficace d'analyse, adapté a I'objectif de I'étude.

Le troisiéme chapitre de la these consistera a développer et étendre le champ des applications
possibles de cette nouvelle matrice. La mise au point d'une méthode de dosages des alcaloides
par MS dans des milieux complexes (extraits végétaux, fluides biologiques) et sans prétraitement
préalable a été étudiée dans un premier temps. L'utilisation de matrices bithiophéniques
fonctionnalisées pour réaliser des analyses en CCM-MALDI et en imagerie constitue un autre
champ d'étude.

Le quatrieme chapitre sera consacré a la synthése et a I'évaluation de nouveaux composés
bithiophéniques. Ces molécules seront synthétisées de maniére a évaluer les facteurs favorisant
I'interaction avec les alcaloides de facon a optimiser MT3P, la matrice bithiophénique mise au
point au laboratoire lors des études antérieures précédemment citées. Cing nouvelles matrices
retenues par un premier cribalge feront ainsi I'objet d'une étude plus détaillée.

Le dernier chapitre regroupera quant a lui les résultats obtenus dans I'étude de mécanismes
fondamentaux, notamment en termes de parameétres thermodynamiques de la matrice MT3P. Les
résultats de I'étude théorique et leur validation expérimentale seront présentés, ce qui permettra
de proposer des hypothéses expliquant la sélectivité de la matrice bithiophénique fonctionnalisée

pour les alcaloides.
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Chapitre I: Etudes bibliographiques

1. Spectrométrie de masse MALDI

1.1. Introduction

La MS est une technique basée sur I'analyse de formes ioniques en phase gazeuse. Un spectre
de masse, selon une échelle d'intensités relatives, présente ainsi une distribution de rapports
entre la masse moléculaire m des ions générés dans l'instrument et leur charge z, noté m/z, dont

on déduira les formules brutes et, éventuellement les structures.

Selon les propriétés de la molécule a ioniser et de son environnement, différents types
d’ionisation sont accessibles. Le choix du principe physique capable de volatiliser et d’ioniser le
composé étudié est alors fonction des caractéristiques intrinséques de ce dernier. Parmi les
principaux critéres de choix, on citera :

o la volatilité et la stabilité thermique du composé a analyser,

¢ sa labilité chimique,

* les fonctions chimiques présentes et leur aptitude a induire une ionisation,

¢ la masse molaire des molécules,

¢ le type d'introduction souhaitée (directe ou par couplage chromatographique).

Nous nous intéresserons plus particulierement a la technique d'ionisation MALDI, objet de ces

travaux de these.

1.2. Latechnique MALDI

Le MALDI-MS est une technique introduite simultanément en 1988 par Karas et Hillenkamp'’ en
Allemagne d'une part, et par Tanaka' (Prix Nobel de chimie en 2002) au Japon, d'autre part. Le
MALDI appartient aux techniques d’ionisations dites « douces » qui produisent des
fragmentations limitées. Dans son principe, le MALDI est basé sur la technique de
désorption/ionisation par laser (LDI) qui est plus ancienne. Grace a une large gamme
d'application « biologiques » allant de la protéomique a l'imagerie, en passant par la

reconnaissance de micro-organismes, cette technique est aujourd’hui trés largement répandue.
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1.2.1. Du LDI au MALDI

Avant tout, les techniques de désorption d‘ions, dont LDI et MALDI font partie, ont été
développées afin de pouvoir analyser des composés présentant de faibles tensions de vapeur ou
un caractére de thermolabilité marqué. Le principe” de la LDI ou laser désorption/ionisation
consiste @ bombarder I'échantillon d’une surface ou d’'une matrice solide ou liquide par un
faisceau incident de photons, ce qui conduit a I'éjection des molécules chargées destinées a étre
analysées, le plus souvent par un analyseur a temps-de-vol (TOF, pour time-of-flight) qui,
comme son nom l'indique, permet de mesurer pour un ion donné le temps du parcours entre la
source d'ionisation et le détecteur du spectromeétre de masse.

Parmi ces méthodes de désorption/ionisation (Tableau I-1), on peut citer en premier lieu la
désorption d‘ions utilisant une ionisation secondaire (SIMS, pour Secondary Ion Mass
Spectrometry)™ trés utile pour les études des surfaces. De fait, cette méthode est largement
utilisée en analyse des solides (cartographie des alliages, localisation des impuretés). Dans la
désorption de champ®, (FD pour Field Desorption) I'échantillon est tout d’abord déposé sur un
filament recouvert d'aiguilles de carbone. Ensuite sous l'effet de chauffage et de la mise sous
tension du filament, les ions générés migrent sur les aiguilles de carbone et ou ils sont désorbés.
Cette technique est relativement « douce » et permet d’obtenir des ions parents de molécules
thermolabiles. Toutefois, elle est relativement délicate a mettre en ceuvre et elle est
pratiquement abandonnée a ce jour®.

Dans la désorption de plasma (PDMS pour Plasma Desorption Mass Spectrometry), le solide
analysé est bombardé par des particules issues de la fission d'un élément radioactif. Cette source
est plus particulierement utilisée lors des analyses de molécules organiques ou biologiques de
masse moléculaire tres élevée.

La développement des sources FAB* (pour Fast Atom Bombardment) a apporté la premiére
technique de désorption/ionisation douce permettant d'accéder a I'analyse de molécules polaires
de masses s'élevant jusqu'a 2000 Da. L'ionisation réalisée au moyen d'un faisceau d'atomes
rapides conduit par (dé)protonation a la formation d’ions quasi-moléculaires monochargés, et/ou

par cationisation a celle d'adduits également monochargés.
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Année . Nature du faisceau incident (agent
. Technique .. Remarque
d’apparition ionisant)
Présence de pics de
1949 SIMS Ions de quelques keV )
fragmentation
1960 FD Electrodes a haut potentiel Field Desorption
Présence de pics de
1968 LDI Photons (UV/visible/IR) )
fragmentation
1976 PDMS Particules de fission d’un élément radioactif X
1981 FAB Atomes neutres de quelques keV X
1988 MALDI Photons (UV/visible/IR) X

Tableau I-1 : Les différentes techniques de désorption/ionisation.

En désorption/ionisation laser (LDI), la désorption et l'ionisation sont réalisées simultanément en
irradiant avec un faisceau de laser pulsé de type UV, visible ou IR un échantillon sous forme d’un
dépot solide placé sur une plaque conductrice. La forte puissance de laser nécessaire a la
désorption/ionisation des échantillons entraine cependant une importante probabilité de
fragmentation de la molécule rendant impossible la détection des ions quasi-moléculaires. La LDI
est donc limitée a I'analyse des molécules les moins fragiles. Différentes modifications des
conditions expérimentales, comme I'utilisation de glycérol ou d’oxyde de fer?® ont par la suite
tenté de pallier ces problémes de fragmentation et ont permis d’étudier des molécules de haut
poids moléculaires, ce qui aboutira finalement au développement de la technique MALDI.

L'apparition du MALDI apporte en effet une solution efficace et généralisable aux problémes de
fragmentation moléculaire. Alors qu’en FAB l'analyte est dilué dans une matrice organique, le
plus souvent représentée par du glycérol, il est en MALDI co-cristallisé avec une molécule de
faible PM absorbant fortement a la longueur d’onde du laser utilisé et le protégeant donc d’une
irradiation directe. Ces molécules particuliéres jouent le role de matrices, et leurs caractéristiques

seront abordées dans une autre partie de ce chapitre.

1.2.2. Principe général d'une source MALDI

Le principe du MALDI (Figure I-1) est semblable celui du FAB en ce sens qu’une solution de
matrice et d’analyte, typiquement dans un ratio analyte/matrice d'environ 1/10000, est déposée
sur un porte-échantillon. Ce support solide qui représentera la cible du laser est constitué d’'une
plagque métallique conductrice et résistante aux solvants, donc le plus souvent fabriquée en acier
inoxydable. L'application d'une différence de potentiel élevée permettra une accélération
adéquate des ions en sortie de source. L'évaporation du solvant fait apparaitre au niveau des

micro-puits de la plaque des dépdts solides formés de micro-cristaux de matrice au sein du
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réseau cristallin desquels sont, au moins en partie, inclus les analytes. L'irradiation de ce dépot
par le faisceau laser conduit a I'absorption des photons par les molécules de matrice, et a
I'excitation électronique de celles-ci. La relaxation de I'énergie au sein du solide se traduit par
une éjection de matiére (plume) qui se dilue progressivement sous vide (expansion). Plusieurs
types de particules sont éjectées : une grande quantité est constituée de particules neutres
accompagnées d'ions positivement ou négativement chargés qui, aprés accélération seront
séparés en fonction de leur rapport m/z par l'analyseur du spectromeétre. Les molécules de
matrices utilisées jouent dans ce cas un role primordial en initiant le processus de désorption
/ionisation laser, et en protégeant I'échantillon vis-a-vis d’une irradiation hautement énergétique.
Le laser utilisé (traditionnellement monochromatique UV) émet des photons a une longueur
d’'onde qui permet d'exciter la matrice. La technique MALDI est généralement couplée a un
analyseur en temps de vol ou TOF, parfaitement adapté a la séparation d'ions produits de fagon
impulsionnelle.

Le phénoméne de désorption/ionisation demeure toujours un processus complexe et mal

compris. De plus amples détails le concernant seront abordés ultérieurement dans le chapitre

suivant.
lons d'analyte
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-

Mélange matriE/e échantillon
Figure I-1 : Principe d'une source MALDI.
La puissance de cette méthode réside dans la possibilité d'analyser une large variété
d’échantillons ayant des natures, gammes de masses et polarités différentes. La source MALDI
permet d'analyser aussi bien des solides inorganiques que des molécules organiques ou

biologiques.
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1.3. Les matrices

1.3.1. Etat de I'art

Les mécanismes régissant les processus de désorption-ionisation intervenant au cours du
phénomene MALDI restent pour une large part mal connus. Ainsi, la sélection de « la premiere
génération » de matrices a été principalement fondée sur des méthodes empiriques, les
propriétés thermochimiques de ces molécules apparaissant expérimentalement difficiles a
obtenir. Aujourd’hui, si plusieurs centaines de petites molécules, caractérisées par des faibles
masses molaires et une absorption élevée a la longueur d’onde du laser utilisé®* ont été testées,
seules quelques-unes sont d'usage courant. Pour « la deuxieme génération » de matrices, les
structures des matrices préalablement retenues ont été systématiquement modifiées, en faisant
varier - a l'image de la pharmacomodulation moléculaire développée en chimie thérapeutique - la
nature, le nombre et la position de leurs groupes fonctionnels®. L'objectif était d'obtenir une
meilleure compréhension de la facon dont les processus physico-chimiques indispensables pour la
matrice et l'ionisation de I'analyte sont affectés par la structure moléculaire de la matrice. Ces
études ont marqué une grande étape dans le développement des matrices et la création de
composés optimisés. La « troisieme génération » est celle sur laquelle porte nos travaux, c'est a
dire celle de matrices permettant I'ionisation sélective de différentes familles de composés?®%°,

ou de familles différentes mais présentant des propriétés chimiques semblables™’.

1.3.2. Principe, role et criteres de choix des matrices

En se basant sur le principe plus ancien du LDI, le MALDI s'est développé pour répondre au
probleme le plus important de la désorption/ionisation par laser : la fragilité importante de
nombreux composés, conduisant a une fragmentation excessive et donc a la « perte » des ions
(quasi)moléculaires ou des adduits correspondants.

L'utilisation d’une matrice co-cristallisée avec I'analyte permet d'éviter les problemes rencontrés
en LDI. Cela nécessite d'utiliser une matrice qui a pour role :

a- d'étre un centre de transfert d'énergie : elle absorbe suffisamment I'énergie du laser aprés
irradiation, en protégeant I'analyte de la fragmentation photochimique ou thermique.
b- de favoriser I'ionisation : elle doit étre susceptible de participer a la désorption et a l'ionisation
de I'échantillon.

c- d’étre un agent de co-cristallisation homogéne : idéalement la matrice doit jouer le role d'un
agent dispersant, pour obtenir une couche cristalline homogene dont les cristaux ne doivent pas

se dégrader, et doivent résister a I"évaporation sous vide.
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De multiples critéres seront ainsi pris en compte lors du choix d’'une matrice convenable. Cette
derniére devrait répondre a certains critéres :3!

1- L'absorption photonique : il n’existe pas une valeur précise de ce critere, définissant une

« bonne » matrice, puisque I'absorption photonique dépend a la fois du coefficient d'extinction

molaire (€) et de la structure du film cristallisé de la matrice. Des études spécifiques ont montré

que 'absorption des matrices varie suivant leur état physique (Figure I-2)*2. Généralement les
bonnes matrices présentent un € d’extinction molaire élevé mais cela n'est pas toujours vérifié.

La matrice doit par ailleurs étre relativement stable vis a vis de l'irradiation laser.

0.8=

absorbance
g

wavalength (nm)

Figure I-2 : Spectres® UV de I'acide sinapique en solution
et & I'état solide (solution 32 uM, film 27 nm.cm™).

2- La compatibilité physico-chimique : les analytes et la matrice doivent étre solubles dans les

mémes solvants ou systemes de solvants utilisés. Ceci est nécessaire a I'obtention d'une bonne
dispersion des composés et pour former un spot homogéne. Dans le cas ou les solubilités sont
assez différentes, certaines variantes de la méthode de préparation du dépot permettent de
trouver un compromis. Ces méthodes de préparation de dépots seront abordées dans le chapitre
suivant. Notons également qu'aucune réactivité ne doit intervenir entre la matrice et les
molécules analysées.

3- La volatilité : afin de permettre la co-désorption des molécules, une vitesse d'ablation
importante sera nécessaire.

4- La faible masse moléculaire : pour favoriser la volatilisation, il faut que la masse soit la plus

faible possible.
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5- Favorise l'ionisation : la matrice doit également étre capable de capter ou de libérer des

protons pour favoriser l'ionisation positive ou négative des analytes.

Considérant toutes ces caractéristiques, il apparait évident que la conception d’'une matrice

universelle n'est pas envisageable. Dans la littérature, différentes matrices sont ainsi utilisées

suivant les familles moléculaires que I'on cherche a détecter, identifier ou quantifier. En fonction

des analytes ciblés, une liste d'exemples de matrices utilisables est répertoriée dans le

Tableau I-2. Les structures de ces matrices sont regroupées dans la Figure I-3.

Composé Abréviation Utilisation
9-nitoanthraceéne 9-NA Fullerenes
Acide alpha-cyano-4- CHCA Peptides de moins de 10 kDa
hydroxycinnamique Hydrates de carbone
Protéines de plus de 10 kDa
Acide sinapique SA .
Fullerenes
Acide 2-(4- )
) HABA Proteines de plus de 10 kDa
hydroxyphenylazo)benzoique
) Oligonucléotides de moins de
2,4,6-Trihydroxyacetophenone THAP
3,5 kDa Hydrates de carbone acide
Acide 3-hydroxypicolinique HPA Oligonucléotides de plus de 3,5 kDa
Acide anthranilique Oligonucléotides de plus de 3,5 kDa
Acide nicotinique Oligonucléotides de plus de 3,5 kDa
Acide trans-3-indoleacrylique IAA Polymeres synthétiques non polaires
Polymeéres synthétiques non polaires,
Dithranol DIT y y ] P
Lipides
Polymeres synthétiques polaires,
Acide 2,5-dihydroxybenzoique DHB molécules organiques, hydrates de
carbone.
1-isoquinolinol Oligosaccharides
Acide picolinique Oligonucléotides
2,5- dihydroxyacétophénone DHAP Protéines de plus de 10 kDa

Tableau I-2 : Liste de quelques matrices commerciales®>.
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Figure I-3 : Structures des matrices courantes (citées dans le tableau précedent).

1.4. Limitations de la méthode MALDI et améliorations envisagées

1.4.1. Limitations de la méthode

Bien que les spectrometres de masse de type MALDI soient aujourd’hui trés répandus grace a
leur facilité de mise en ceuvre, douceur d'ionisation, sensibilité, robustesse et la diversité de

)* analysés, la méthode MALDI souffre d’inconvénients qui

composés (polymeéres, biomolécules..
peuvent géner ou méme limiter son utilisation dans certains cas. Ces principaux obstacles sont :
- au niveau du dépot de I'échantillon, un probleme dinhomogénéité va causer un
appauvrissement des informations données par le spectre final. Cette non-homogénéité peut étre
due a un mauvais systéme de solvants utilisés, si par exemple I'analyte et la matrice sont
solubilisés dans des solvants non miscibles. Le choix du mode de déposition peut étre une autre
source de non homogénéité.

- une grande limitation du MALDI concerne les composés de bas poids moléculaire.
Paradoxalement, la matrice utilisée pour protéger les analytes et faciliter leur ionisation est la
cause de cette limitation. En effet, elle absorbe I'énergie du laser et est utilisée en large exces ce
qui conduit a la formation d‘ions matriciels abondants, pouvant masquant ceux issus de I'analyte.
- un facteur important qui peut affecter la performance du MALDI est associé au phénomeéne de
I°*°,

suppression d'ions® également observé en ES Suite a des effets de compétitions pour
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I'ionisation, ce phénoméne conduit a une disparition complete des ions de matrice au profit de
ceux de l'analyte, ou bien de l'inverse. Observé dans toutes les techniques de désorption laser, la
suppression d'ion est particulierement marquée dans une source MALDI. L'effet de suppression
d'ions réduit la sensibilité, la précision et la reproductibilité de I'analyse MALDI TOF-MS pour les
composés organiques cibles, ce qui limite son intérét dans le cadre d’analyses quantitatives®’.
Il apparait donc intéressant de proposer des solutions qui pourraient a la fois conserver les
avantages du MALDI tout en s'affranchissant des inconvénients induits par les matrices. C'est
dans cette logique que de nouveaux protocoles de préparation et de déposition d'échantillons ont

été mis au point®®. De plus, des tentatives de développement de techniques de (MA)LDI-MS sur

39,40 41-43

surface modifiée ou recourant a une matrice inorganique sont apparues. En paralléle, la

recherche constante de nouvelles matrices organiques est toujours d’actualité®’ 44+,

1.4.2. Les différents stratégies élaborées

Dés lors, afin de remédier aux inconvénients inhérents a la technique MALDI, plusieurs groupes
de chercheurs ont travaillé selon quatre grands axes qui seront détaillés dans la suite du
chapitre :

- Le premier axe inclut tous les efforts visant a améliorer le mode de préparation des
échantillons, sans que I'on n'introduise aucune variation dans la technique MALDI elle-méme.
Toutefois, ces essais n‘ont pas a ce jour, permis d'obtenir des résultats permettant d'élargir la
gamme d'application de la méthode, probablement en raison du nombre trop limité de
parameétres pouvant étre modifiés (nature du solvant et mode de dépot, essentiellement).

- Un deuxiéme axe englobe le développement de la technique dite SALDI-MS, qui utilise des
matrices, le plus souvent inorganiques, innovantes (nanoparticules métalliques ou oxydes de
métaux) et alternatives aux matrices organiques traditionnelles.

- Le troisieme axe comprend les techniques LDI, c'est a dire sans matrice, utilisant des
surfaces modifiées par des gels, des films, des couches minces ou des monocouches de
molécules organiques ou inorganiques, qui « jouent » le role de matrices.

- Enfin un quatrieme axe d’expérimentation concerne le développement de nouvelles molécules
organiques ou candidats-matrices.

Généralement, le deuxieme et le troisieme axe peuvent étre regroupés sous le terme de

techniques dites « alternatives au MALDI » ou « post-MALDI ».
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Hormis le premier axe, qui concerne la mise au point de la préparation des échantillons et sera
étudié dans le chapitre II, les développements réalisés selon les autres axes sont présentés ci-

dessous.

I. Les techniques de désorption/ionisation post-MALDI

Ces méthodes de désorption/ionisation laser nommées aussi « sans matrices organiques » ont
émergé postérieurement au MALDI**’ et ont connu des progrés remarquables ces derniéres
décennies.

Les surfaces sont modifiées par des gels, des films, des couches minces ou des monocouches de
molécules organiques ou inorganiques. Ces surfaces qui doivent étre photosensibles afin de
transférer I'énergie du laser a I'analyte incluent des nanostructures telles que des nanopores, des
nanotubes, des nanofils ou des nanoparticules®®. Nous aborderons les techniques les plus

importantes, de maniere non-exhaustive.

i.l. Les techniques utilisant des surfaces modifiées

a. Le TGFA-LDI (Thin Gold Film-Assisted Laser Desorption/Ionization)

Cette technique développée par Markus et al. est apparue en 1993*. Ici I'échantillon est déposé
sur une surface recouverte par un film d’or qui va absorber I'énergie du laser en entrainant la
désorption et I'ionisation des molécules. Des nanoparticules d‘or fonctionnalisées ou non par des
molécules spécifiques ont été étudiées (voir paragraphe La technique SALDI-MS (Surface-

Assisted Laser Desorption/Ionization)).

b. DIOS (Desorption/Ionization On Silicon)

L'emploi d’une surface poreuse de silicium est associé a la technique DIOS®. Cette surface est
caractérisée par des propriétés physiques particulieres : grande surface spécifique, absorption
optique trés élevée (coefficient d’extinction molaire € de 10° L.mol.cm™ & la longueur d’onde de
337 nm)*?, inertie chimique. Cette technique permet I'étude d'une large gamme de composés,
des peptides aux petites molécules organiques (stéroides, acides aminés, etc.) comme le montre

la Figure I-4.
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Figure I-4 : Exemples de spectres de masse obtenus en DIOS pour I'analyse de stéroides et d’acides aminés.*

¢c. GPLDI (Laser Desorption/Ionisation on Graphite Plate)

La technique dite GPLDI utilise quant a elle une surface recouverte d’une couche de graphite.
Différents matériaux a base de carbone (naturels ou synthétiques) ont trouvé des applications
dans cette méthode. Ainsi, des particules® ou des plaques® de graphite, des suspensions de
graphite dans différents solvants, du graphite emprisonné dans un polymére de silicone®, des

> ont été

poudres de charbon actif, des nanotubes de carbone®, les fullerénes Cg et Cyo°
suggérés comme « matrices alternatives ». Cette méthode est caractérisée par sa grande
sensibilité, de faibles bruits de fond en raison de I'absence d'artefacts et la possibilité d'étudier
des composés de faible poids moléculaire. Ces matériaux sont employés parfois seuls, parfois en
combinaison avec des matrices liquides®®.

Le graphéne qui correspond a un empilement de feuillets de graphite, (Figure I-5)°* et présente
des atomes de carbones hybridés sp? disposés en nid-d'abeilles (disposition hexagonale)®® a été
utilisé pour la premiere fois en 2010 dans I'analyse de composés de faible poids moléculaire.
Toutefois, la sensibilité de la mesure n'apparait pas encore trés élevée®®. En 2013, des tentatives
d'utilisation de graphéne magnétique, c'est a dire un graphéne associé a des particules de Fe;04
sont apparues. Le graphéne magnétique aurait en effet la capacité de piéger les analytes en
agissant comme un récepteur d'énergie pour le rayonnement laser. En outre, les interférences
causées par les matrices organiques classiques sont ici absentes, ce qui facilite I'analyse de
petites molécules. Ainsi, la détection de crotonaldéhyde (H;C-CH=CH-CHO) peut étre réalisée
dans des échantillons de salive de fumeurs et a partir d'autres « sources » telles que l'air, les

aliments ou le tabac®.
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Figure I-5 : Couche de graphéne.

d. SGALDI (Sol-Gel-Assisted Laser Desorption/Ionization)

La technique SGALDI utilisant des structures de type sol-gel encapsulant une matrice organique®:
a été présentée par I'équipe de Chen en 2002. Un polymere de silice dopé par une matrice
organique de DHB, est formé par la technique sol-gel (Figure I-6). Ce film sol-gel incorpore donc
par des liaisons covalentes le DHB, une matrice classique utilisée en MALDI. Ce matériau
conserve en fait les avantages de la matrice MALDI (absorption de I'énergie du laser), tout en
limitant la quantité d'ions matriciels interférant avec ceux de I'échantillon. La limite de détection
observée pour des petites molécules et des protéines apparait trés basse, avec un minimum

mesuré & 81 fmol (dans le cas du cytochrome c)®.
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Figure I-6 : Structure du polymére de silice dopé DHB dans la couche sol-gel®..

e. SEND (Surface-Enhanced Neat Desorption) et SELDI (Surface-Enhanced
Laser Desorption/Ionization)

En 1993, Hutchens et Yip® ont présenté deux nouvelles stratégies de désorption pour I'analyse
par spectrométrie de masse des macromolécules. Ces dernieres sont basées sur I'utilisation de
surfaces modifiées d'ou les acronymes SEND pour Surface-Enhanced Neat Desorption et SEAC
pour Surface-Enhanced Affinity-Capture. La premiére technique est concue pour améliorer la
désorption des macromolécules intactes et présentées seules (« neat ») a la surface. La seconde

technique vise a améliorer la désorption des macromolécules spécifiques capturées directement a
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partir de fluides biologiques ou d’extraits non fractionnés. Différentes molécules organiques ont
été accrochées a la surface par des liaisons covalente. Ces molécules présentent les propriétés
des matrices organiques utilisées en MALDI et jouent donc le role de « matrice fixes ».

On regroupe aujourd’hui les techniques recourant a une surface modifiée ou non sous I'acronyme
générique de SELDI (Surface-Enhanced Laser Desorption/Ionization). Il convient de noter que le
SELDI combine ainsi I'utilisation de surfaces inertes et leur éventuelle fonctionnalisation
biochimiques pour la sélectivité, comme dans le cas des surfaces utilisées en protéomique pour la
séparation des protéines selon leurs propriétés chimiques et/ou biologiques®. Ainsi est-il possible
de réaliser des purifications directement sur la surface®.

La surface modifiée est la clé du SELDI, elle doit satisfaire a deux exigences :

- Etre capable de capturer sélectivement et d'enrichir les composés cibles qui se trouvent dans
un milieu complexe.

- Faciliter le processus LDI dans la détection MS.

Le SELDI-MS s'est révélé d'une grande utilité dans le domaine de la protéomique. En 2016, une
revue publiée dans Oncology Letters présentait ainsi la technique SELDI comme I'un des plus
récents outils protéomiques (Figure I-7) développés dans l'optique de l'identification de nouveaux

biomarqueurs®.
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Figure I-7 : Analyse SELDI du profil protéomique salivaire d'un sujet sain (haut) et d’'un patient présentant un

carcinome épidermoide oral (bas).%

f. SAMDI (Self-Assembled Monolayers for Matrix assisted Laser
Desorption/Ionization) et DIAMS (Desorption/Ionization on self-Assembled
Monolayer Surface)

Par analogie avec la méthode SEND, l'objectif est ici de synthétiser une surface photosensible

« remplacant » la matrice. Pour ce faire, des surfaces de monocouches auto-assemblées ou
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SAMs (pour Self-Assembled Monolayers) sont élaborées en immobilisant sur une surface d'or des

thiols aromatiques absorbant a la longueur d’onde du laser. Les premiéres surfaces sont testées
en 1996 (Figure I-8) pour l'analyse de petites protéines et d’oligosaccharides®. Plus récemment,
la méthode SAMDI a été employée dans la recherche d'inhibiteurs de sirtuines SIRT 3 destinés au

traitement de cancers®®.
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Figure I-8 : a) représentation schématique d’'une matrice SAM utilisée en SAMDI

b) structure de quelques motifs de répétition utilisés®®.

En suivant une méme approche, la technique DIAMS (Desorption/Ionization on self-Assembled
Monolayer Surface) a été développée et appliquée avec succes a l'université d’Angers. Egalement
classée parmi les méthodes alternatives au MALDI, le DIAMS remplace les matrices classiques
par une monocouche auto-assemblées accrochée sur une surface d'or par des liaisons
covalentes.

Cette méthode sera plus particulierement détaillée dans le paragraphe intitulé « Les contributions

des équipes angevines dans le domaine» (en page 39).

i.2. La technique SALDI-MS (Surface-Assisted Laser Desorption/Ionization)

La technique SALDI-MS a été développée en utilisant comme matrices des nanomatériaux, plutot
que des composés organiques. De maniére identique au rdle joué par les matrices organiques,
ces particules absorbent en effet I'énergie du rayonnement laser et la transférent efficacement
aux analytes, induisant ainsi la désorption et I'ionisation. Le terme SALDI-MS a été introduit par
le groupe de Sunner® qui utilisait du graphite en tant que matrice. Ces travaux s'appuyaient sur
des études préliminaires, menées par Tanaka,'® qui avait utilisé des nanoparticules de cobalt en
suspension dans le glycérol pour analyser des protéines et des polymeéres. Les propriétés les plus
remarquables du SALDI-MS sont I'absence d’interférence de la matrice dans la région de faible
masse et la réalisation d’'un dépot d'échantillon homogene. Ainsi, le SALDI-MS étend la gamme

de masse de petites molécules détectable a moins de m/z = 500°’.
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Avec I'évolution rapide des travaux sur les nano-objets, les nanoparticules constituées d'oxydes
métalliques ont eu un grand succés en raison de leur absorption a la longueur d’onde du laser
utilisé, de leur grande stabilité au cours du processus d'irradiation et de leur grande surface de
contact. Parmi elles, les oxydes de zinc (Zn0O)*, de titane (Ti0,)®8, de fer (Fe,05)*, les
nanoparticules de platine (Pt)®°, d'or (Au)’%’!, d’argent (Ag)** et de zinc (Zn)’? sont le plus
fréquemment cités. Contrairement a la plupart des matrices organiques, les nanoparticules
produisent un faible nombre de signaux d‘interférence. Des exemples de résultats probants sont

ainsi exposés ci-apres.

En 2007, Edward et al.” synthétisent des nanoparticules d’or dopées par des aminothiophénols
(Figure I-9) pour analyser des peptides et des protéines. Ces nanoparticules d'or dopées
augmentent les rendements d'ions, diminuent la fragmentation, et accroissent la gamme de

masse d'analytes observables par rapport a d’autres systéemes.
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Figure I-9 : Illustration d'une nanoparticule dopée par un ligand de type 4-aminothiophénol”.

Relative Abundance

Remarquons que des nanoparticules d'or dopées au citrate (AuNPs) servent aussi de co-matrices
(utilisées avec DHB) en MALDI pour I'analyse des biomolécules dans une solution riche en sels’*.

Chiang et al.””

ont étudié l'intérét de six nanomatériaux pour les analyses de peptides et de
protéines en SALDI-MS. Les nanoparticules d'or étaient utiles pour les petits analytes (telles que
le glutathion, un antioxydant naturel); les nano-éponges de platine et les nanoparticules de
Fe;04 apparaissaient efficaces pour I'analyse de protéines.

Comme d'autres matériaux, les oxydes de titane (TiO,) ont été testés par différents groupes de
recherche. Ils sont utilisés seuls®® comme surface photosensible, ou en combinaison avec une
matrice liquide’®. Dans le domaine des analyses protéomiques, |'oxyde de titane est
particulierement indiqué pour détecter les phosphopeptides en raison de la grande affinité des

groupes phosphates pour les hydroxyles de surface de TiO,”’.
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Dans le prolongement de ces recherches menées sur les nano-objets de titane, Kim et al.”®
montrent en 2016 que les nanofils de TiO, constituent des matrices solides pour le SALDI. Ils

sont par exemple utilisés avec succes pour la détection d’antibiotiques dans le lait. (Figure I-10)
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Figure I-10 : Spectres de masse de |'aspargine obtenus

avec une matrice organique classique (CHCA) et des nanofils de Ti0,’2.

Chen et al.”’ ont développé un procédé rapide et sensible permettant la détection de
médicaments immunosuppresseurs par SALDI. Des particules colloidales de palladium ont été
utilisées en tant que co-matrice avec le CHCA. La longueur d'onde maximale d'absorption de
nanoparticules de Pd est de 320 nm®, ce qui est proche de la longueur d'onde d'émission du

laser a azote (337 nm) qui est le plus couramment utilisé en MALDI-MS.

ii. Développement de matrices organiques

Comme nous l'avons déja présenté, la matrice est I'élément primordial dans la méthode
d'ionisation MALDI. Elle a un role fondamental dans les processus de désorption/ionisation, ce qui
détermine ensuite la résolution, la sensibilité, le rapport signal/bruit des spectres ainsi que son
domaine d‘application, i. e. le type d'analytes détectables. Dans le but de remédier aux
inconvénients de la technique MALDI précédemment décrits, des recherches consistant a
rechercher de nouvelles matrices mieux adaptées a l'analyse de certains échantillons ont été
développées. Parmi elles, des matrices constituées de polymeéres organiques sont utilisées dans
la technique dénommée PALDI (Polymer-Assisted Laser Desorption/Ionization)®!. Les expériences
PALDI ont montrés la possibilité d'ioniser certains analytes (métallocénes, hydrocarbures
polycycliques, etc.) dans des conditions typiques de désorption laser et avec un faible taux de
fragmentation des polyméres matriciels et des analytes. Des matrices liquides ioniques ont aussi

182 possédent non seulement la

été étudiées. Ces matrices introduites par Armstrong et a
propriété de donner un spot homogene mais sont aussi tout a fait appropriées pour l'ionisation

des analytes®>. Des matrices de haut poids moléculaires ont aussi été utilisées. Ainsi, Ayorinde et
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al. ont rapporté I'emploi de méso-tétrakis(pentafluorophényl)porphyrine (F20TPP, de masse
974,57 Da) pour l'analyse par MALDI-TOF de certains éthoxylates de nonylphénol et d’acides
gras présents aprés saponification dans une huile végétale®*,

Nous aborderons a présent, de fagon non-exhaustive, plusieurs nouvelles matrices décrites au
cours de la derniére décennie. En 2009, Shu Zhang et al. ont développé une nouvelle matrice ou
métal-phtalocyanine (MPC) (Figure I-11), utilisable en MALDI-TOF MS dans l'analyse des petites
molécules. Avec un systeme n-conjugué conséquent, MPC présente une bande d'absorption entre

290 nm et 450 nm. Il permet aussi bien d’ioniser un peptide qu’un acide gras ou un phénol®.

Figure I-11 : Structure de la matrice MPC®,

En 2012, un nouveau composé a base de thiophene ou DHPT (2,3,4,5-tétrakis(3’,4'-
dihydroxyphényl)thiophéne, Figure I-12) a été synthétisé et utilisé comme matrice dans I'analyse
d'une large gamme d'amines de bas poids moléculaire. Ces expériences montrent dans ce cas
une supériorité du DHPT par rapport aux matrices commerciales les plus employées (CHCA et
DHB), aussi bien en termes de sensibilité (de l'ordre de picomole 10%/femtomole 10'%), de
sélectivité que d'interférence dans la gamme de masse étudiée. D'autres analyses révelent

I'intérét de cette matrice dans la quantification de la créatinine dans les urines®,

HO OH
@ O

DHPT
Figure I-12 : 2,3,4,5-Tétrakis(3’,4’-dihydroxyphényl)thiophéne (DHPT).

En 2012, un sel organique, le dinitrate de N-(1-naphtyl)éthylénediamine (NEDN, Figure I-13)%¢, a

été utilisé comme matrice pour l'analyse de petites molécules (m/z < 1000) telles que des

oligosaccharides et des peptides. NEDN présente un chromophore absorbant fortement dans I'UV
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a 324 nm, la possibilité de former des liaisons d'hydrogéne et de donneur d'anions nitrate.
Comparé aux matrices classiques, NEDN améliore la sensibilité de détection et génére tres peu

de fragments matriciels.

HNM\NHZ

OO 2HNO;

Figure I-13 : Structure de la matrice NEDN.

Deux autres nouvelles matrices,® I'acide 2-amino-4,5-diphénylfurane-3-carboxylique et I'acide
méfénamique (MA) (Figure I-14) ont également été utilisées pour I'analyse de petites molécules.
Elles présentent de nombreux avantages : un faible colt, donnent une cristallisation homogene,
réduisent les interférences, limitent la fragmentation et présentent une grande stabilité sous vide
poussé en MALDI-MS.

CHsy

b)

Figure I-14 : (a) l'acide 2-amino-4,5-diphénylfurane-3-carboxylique (b) et I'acide méfénamique.

Les coumarines sont des produits naturels rencontrés dans de nombreuses especes végétales.

1.8 comme nouvelles matrices pour

Ces composés (Figure I-15) sont utilisés par Wang et a
I'analyse d'une variété de composés hydrophobes tels que des stéroides, le coenzyme Q10, un
lipopeptide cyclique et l'oléate de cholestérol, qui présentent tous par une faible efficacité
d'ionisation avec les matrices classiques. L'acide 6,7-dihydroxycoumarin-3-carboxylique est ainsi
utilisé pour la détection de stérols par MALDI-MS, ce qui permet d'accélérer la recherche de

nouveaux antifongiques.
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HOmCOOH /©\/ICOOH
HO O~ 0 HO O 0
Acide 6,7-dihydroxy Acide 7-hydroxy
coumarine-3-carboxylique coumarine-3-carboxylique

HO O "0 Ho o~ o ©/\/j
Esculétine Ombelliférone Coumarine

Figure I-15 : Structures des coumarines testées comme matrice MALDI,

Parallelement a cette recherche de nouvelles matrices, certains travaux ont consisté a améliorer
les matrices usuelles par modifications de leurs groupes fonctionnels. Ainsi Fiilop?> développe des
dérivés de l'acide o-cyano-4-hydroxycinnamique CHCA pour lesquels le remplacement de
I'nydroxyle phénoliqgue de CHCA par un phényle et la formation d'un amide (4-phényl-a-
cyanocinnamide) permet l'analyse, en mode négatif et y compris par imagerie de différentes
classes de lipides. La sensibilité est bonne avec cette matrice, et la reproductibilité est
supérieure, comparée aux matrices couramment utilisées pour I'analyse des lipides (Figure I-16).
Ces travaux® confirment que le remplacement du groupement carboxyle de CHCA par un groupe

carboxamide améliore trés nettement les performances de la matrice lors de I'analyse de lipides.

O
AN R, R4 =HO-, ClI-, Ph-

CN
Ri R,= -OH, -NH,, -NHPh, -NHEtPh

Figure I-16 : Acide u-cyano-4-hydroxycinnamique CHCA et ses dérivés®.

Les peptides a caractéres hydrophobes sont généralement difficiles a détecter par MALDI car la
majorité des matrices MALDI sont hydrophiles et présentent donc une faible affinité pour ce type
de composés. L'acide 2,5-dihydroxybenzoique O-alkylé (ADHB) dérive directement de I'acide 2,5-
dihydroxybenzoique (DHB) (Figure I-17) en incorporant une chaine octyle hydrophobe sur un
groupe hydroxyle. L'addition d’ADHB a la matrice conventionnelle CHCA entraine alors un net
gain de sensibilité pour la détection de peptides hydrophobes (de 2 & 100 fois) par MALDI-MS®,
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o o
HO J\OH o) LOH
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Z  OH Ao
a) DHB b) ADHB

Figure I-17 : Les structures de DHB et ADHB¥,

Un autre groupe a quant a lui synthétisé un analogue boronique (Figure I-18) de CHCA
conduisant a une nouvelle «matrice réactive» qui possede des propriétés de reconnaissance
moléculaire. La matrice peut ainsi former des « liaisons caractéristiques » avec l'analyte

(Figure I-18) et reconnait sélectivement les diols vicinaux, les a-hydroxyacides et les aminols?’.

coé
[ [CeaHyaB:N,05]
a) b) 30{] 530.13 53016 "'C
COOH SHAL | s '
HO NH 5.2&.“:' | | [
e
= "CN 530.16
52947 | o4 16 529.17|
52847, | )| 53313 | o
526 528 530 532 534 ' N—BCH\
H
|
HO OH NC” “COOH

B(OH)Q 0 y miz
350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

Figure I-18 : a) structure de la matrice boronique analogue au CHCA, b) structure de la norépinéphrine,
c) spectre de masse montrant |'espéce ionique généré a partir de deux « matrices réactives » interagissant, au
niveau des atomes de bore, avec la norépinéphrine
pic & m/z = 530,16 Da.”’

Plus récemment, Wang** et al. ont utilisé I'ester propylique de CHCA comme matrice. Celui-ci
montre une grande tolérance en milieu hypersalé et une sensibilité élevée pour I'analyse des
protéines par spectrométrie de masse MALDI.

Une autre approche permet aussi d'améliorer les performances des « anciennes matrices » par
une utilisation combinée. En fait, ces mélanges apparaissent le plus souvent comme des

309091 | 'exemple le plus connu est le « super DHB »°2, 1| s'agit d'un mélange

systémes binaires
9/1 de l'acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) et de I'acide 2-hydroxy-5-méthoxybenzoique,
disponible commercialement. L'utilisation d'un mélange des deux matrices les plus couramment
utilisées, le DHB et CHCA®, améliore aussi la performance du MALDI pour la cartographie

peptidique et I'analyse des protéines.
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1.5. L'analyseur TOF pour la détection d’ions gazeux produits par
LDI

1.5.1. Introduction

L'analyseur a temps de vol ou TOF (Time Of Flight) est I'analyseur le plus adapté a la
discrimination des ions émis apres impulsions laser, ce qui explique son utilisation classique dans
les techniques LDI, MALDI et ses alternatives.

Ce type d’analyseur a été expérimenté par Cameron et Eggers dés 1948%, puis amélioré par
Wiley et McLaren en 1955%, Les travaux de ces derniers ont permis de corriger la dispersion
spatiale des ions en augmentant ainsi la puissance résolutive du TOF. C'est par la suite lors de
I'apparition de la source MALDI et son application a I'analyse protéomiques des macromolécules,

biologiques ou non®®, que les analyseurs TOF ont connu un essor considérable.

1.5.2. Principe général de I'analyseur TOF

Brievement, les ions qui ont été expulsés de la source d'ionisation (MALDI) sous l|'action d’une
différence de potentiel élevée (V) présentent des énergies cinétiques (1/2 mv?) et potentielles
(qV) équivalentes, et évoluent dans le tube de vol, une longue zone libre de champ ou il régne
un vide poussé (de l'ordre de 107 mbar), avant qu'ils n'atteignent le détecteur. Plus la masse
d'un ion ou d’un fragment sera élevée et moins sa vitesse dans le tube sera grande (Figure I-19).
Les ions vont donc étre spatialement séparés pendant leur vol dans la zone libre de champ et
étre détectés par paquets d'espéces de méme rapport m/z au niveau du détecteur. C'est ainsi
quils arriveront séquentiellement au détecteur, des plus « petits » aux plus « gros». Les
analyseurs TOF mesurent donc le temps pris par un ion pour voyager d'un c6té a |'autre du tube
de vol et atteindre le détecteur. Une calibration avec des substances de PM précisément connus
dans la gamme de masse d'intérét permettra alors de relier temps de vols et valeurs m/z. Les

analyseurs TOF sont trés sensibles et présentent une gamme de masse illimitée.
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Figure I-19 : Représentation schématique d'un analyseur a temps de vol en mode linéaire.

1.5.3. Equations?’

D'une maniére simplifiée, on citera ici les équations les plus importantes qui gouvernent le
mouvement des ions dans un spectrometre a temps de vol. Ainsi, apres la grille d’extraction, les
ions de masse m et de charge ze (Coulomb) qui rentrent dans un vide poussé, conservent
I'énergie acquise durant |'accélération par une différence de potentiel V (volt). Leur énergie

cinétique Ec est donc (joules) :
1
E = Emvz = zeV

Leur vitesse est donc égale a :

1
(ZzeV>?
v=|—
m

Avec m : la masse exacte de I'ion
v: la vitesse de l'ion
z : état de charge de l'ion
e : la charge élémentaire (1,6:107* C)
V : potentiel d'extraction.
En exprimant la vitesse comme le rapport de la longueur du tube de vol L et de la durée du vol t,

on peut finalement relier le temps t mis par un ion pour le traverser au rapport m/z :

t =1L ’i—l(’(ﬂ) avec k =L L
B 2zeV z ~ 7 2eV

Cette équation établit donc le principe de I'analyseur TOF qui relie la mesure du temps de vol par

I'appareil au rapport m/z de l'ion considéré.
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La résolution en masse est définie par la capacité d'un MS a distinguer entre des ions de valeur
m/z voisines. Sans passer par la déduction mathématique, on peut résumer que pour un

analyseur a temps de vol la résolution est calculée par :

_omfz ¢t
R_A(m/z)_ﬁ

Ou At : largeur a mi-hauteur de la distribution de temps de vol de I'ion.

Certains facteurs, intervenant lors du processus d‘ionisation ou durant I'analyse, peuvent réduire
la résolution en masse. Parmi ces facteurs, on compte la durée de l'impulsion de laser, la
distribution en énergie cinétique initiale et la distribution dans I'espace des ions. Des ions de
méme rapport m/z arrivent alors au détecteur a des temps un peu différents, ce qui va limiter la
résolution de I'instrument. Cette limitation se traduit par un élargissement des pics du spectre de

Masse.

1.5.4. Perfectionnements de I'analyseur TOF

Le probleme majeur des premiers analyseurs a temps de vol était leur pietre résolution qui a été
améliorée en diminuant Iimpact des facteurs provoquant une dispersion temporelle, spatiale et
cinétique lors de d'ionisation.

Au niveau de la cible, les ions ne sont en effet pas créés en un point précis de I'espace mais dans
un volume donné. La dispersion temporelle observée est ainsi le résultat d'une diversité des
temps de formation des ions qui, elle-méme entraine, une variabilité des temps de départ et
donc des vitesses initiales. Ainsi des ions ou fragments de masses identiques ne parviendront
donc pas exactement dans le méme temps au détecteur, ce qui se traduira par un élargissement
des raies spectrales. De fagon pratique, une longueur de tube suffisante (longueur typique d’un
métre?®) permet au détecteur de « travailler » aux vitesses requises (en utilisant des tubes de
vol de 1 m de longueur, méme les ions les plus lourds prennent généralement moins de 50 ps
pour atteindre le détecteur®) tandis que I'on corrige principalement les défauts de résolution au

moyen de I'extraction retardée et des dispositifs de type miroir électrostatique ou « réflectron ».

i. L'extraction retardée

L'extraction retardée!®® (Delayed Extraction DE ou Pulsed Ion Extraction PIE) permet de corriger
partiellement les disparités préalablement citées. Les ions sont en effet retenus dans la source
(MA)LDI par un champ électrique de faible intensité puis, apres un délai prédeterming, extraits
de cette derniére par application d'une impulsion de haute tension. En pratique, une lentille
d’extraction est ajoutée, et sur celle-ci est appliquée pendant un délai de temps tres court (de
I'ordre de quelques nanosecondes) une tension supérieure a celle du champ électrique régnant

au sein de la source. Ce potentiel légerement supérieur ralentit ou stoppe la progression des ions
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dans la source ce qui conduit a un « alignement » de ces derniers a I'entrée du tube de vol. Ainsi,
I'extraction retardée sépare-t-elle temporellement les étapes de désorption et d'extraction des
ions. Aujourd’hui, tous les spectrometres MALDI-TOF incluent cette option avec différentes
valeurs de délais accessibles, soit 200, 400 ou 600 ns dans le cas du spectrométre Bruker Biflex

I1I utilisé au cours de nos études.

ii. Miroir électrostatique

Une autre alternative est représentée par le recours a un miroir électrostatique (réflectron). Mise
au point par le groupe de Mamyrin!®! dans les années 70, le réflectron permet de compenser les
dispersions en énergie cinétique initiale. Il permet de réaliser la refocalisassions des ions. En
effet, des électrodes soumises a des potentiels croissants et formant ainsi un champ
électrostatique uniforme sont placées a la sortie du tube de vol. Ce champ va s’opposer au
champ d'extraction, il va donc réfléchir le faisceau des ions et le refocaliser. Pour les ions de
méme rapport m/z et ayant des vitesses initiales légerement différentes, ceux qui possédent le
plus d'énergie cinétique (les plus rapides) vont pénétrer plus profondément dans le miroir
électrostatique. Comme ils pénetrent plus profondément dans le miroir électrostatique, cela
permet de corriger par « effet trampoline » I'avance acquise dans le tube de vol. Les ions de
méme valeur m/z seront ainsi regroupés pour parvenir en méme temps sur le détecteur
(Figure 1I-20). Par cette méthode, le temps de vol parcouru et la résolution sont augmentés mais
au détriment de la sensibilité. Il est donc courant d'utiliser consécutivement les modes linéaires
(sans miroir électrostatique), plus sensible, et réflectron (mieux résolu), les spectromeétres étant

souvent équipés des deux détecteurs distincts.
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Figure I-20 : Schéma de principe d’'un miroir électrostatique, ou réflectron,

deux ions ont les mémes rapports m/z, mais des vitesses initiales différentes.
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iii. Trajectoire spirale

En 2005, Satoh et al.!% ont proposé un spectrométre de masse IE-TOF (source d'ionisation par
impact électronique couplée a un TOF) dans lequel les ions suivaient une trajectoire en spirale.
En 2007, le méme groupe!® présenta le couplage de ce méme détecteur & une source MALDI. Le
systeme d'optique ionique (Figure I-21) utilisé a été congu sur la base de celui du MULTUM II
développé a l'université d'Osaka et de son principe de « focalisation parfaite » (perfect
focusing)'®. Un cycle de vol avec un trajet de 2,1 m est répété huit fois avant détection, soit une
trajectoire ionique d’environ 17 m. Avec ce systéme, la résolution est portée a 80000 (largeur a
mi-hauteur) pour un ion a m/z = 2564 (Corticotropin-Like Intermediate Peptide). De plus, une
précision de masse élevée (moins de 2 ppm) est obtenue en utilisant une méthode d'étalonnage
interne, et ce pour une gamme de m/z allant de 700 a 2800. La sensibilité élevée de ce type de
spectrométre a également permis d'identifier des protéines jusqu’a un niveau de dilution

atteignant 100 attomolaire (107*® mol.L™).

TES 1 :
{without outer ihpﬁudc] / G0em

B0cm

TES 4

lon Trajoctory

Figure I-21 : Schéma®® du systéme d’optique ionique avec une trajectoire d'ions en spirale.
(TES : Secteur Electrostatiques Toroidaux).

Ce systeme d'optique ionique plus récent et plus couteux n’est pas encore tres répandu.
Actuellement, la plupart des spectrometres de type MALDI-TOF sont construits selon les principes
précédemment décrits (mode linéaire/réflectron) avec des longueurs de tubes (TOF verticaux ou
horizontaux) compatibles avec une installation en laboratoire ne requérant pas d'aménagements
spécifiques, c'est a dire de I'ordre du métre.

La spectrométrie de masse MALDI avec analyseurs TOF corrigés s’est imposée comme la

méthode de choix pour I'analyse des métabolites secondaires, en raison de sa sensibilité élevée,
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et sa capacité d'élucidation structurale. Ainsi I'analyse d'alcaloides peut se faire avec ce type
d’appareil MALDI-TOF.

2. Les alcaloides

2.1. Généralités sur les métabolites secondaires

La croissance et le développement des végétaux sont associés a la production de métabolites
primaires et secondaires!®. Les métabolites primaires sont directement impliqués dans les
processus de développement, de fonctionnement de base et de la reproduction des cellules.
Chimiquement, ce groupe des métabolites primaires est constitué par les glucides, les acides
aminés, les protéines, les nucléotides...etc, qui sont des composés issus de la photosynthése. Les
métabolites secondaires (MII) ne sont pas produits directement lors de la photosynthése, mais
résultent de réactions chimiques ultérieures. Ils ne participent pas directement aux processus
vitaux des cellules, mais assurent néanmoins des fonctions écologiques importantes, souvent en

106

lien avec leur localisation in planta™. Ils jouent différents roles : phéromones, signaux

chimiques permettant & la plante de s'adapter a un changement de I'environnement?’

, moyens
de défense contre les herbivores, pathogénes (phytoalexines) ou compétiteurs®®. D'autres MII
protegent la plante des radiations solaires. Il existe trois grandes familles de MII chez les

109

plantes : les alcaloides, les terpénoides et les (poly)phénols Dans cette étude, nous nous

intéresserons plus particulierement aux alcaloides.

2.2. Géneéralités sur les alcaloides

2.2.1. Définitions et origine

Le terme « alcaloide » (de I'arabe « al kaly » la soude, et du grec « eidos » aspect) a été
introduit par W. Meissner au début du XIX®™ siécle pour désigner des substances naturelles
réagissant comme des bases. Cependant, il n‘existe pas de définition simple et précise des
alcaloides et il est parfois difficile de situer les frontieres qui séparent les alcaloides et les autres
métabolites azotés d’origine naturelle. Ainsi, Bruneton définit un alcaloide comme « un composé
organique hétérocyclique d'origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus ou moins
basique, de distribution restreinte et doué a faible dose de propriétés pharmacologiques
marquées »'° A ce jour, si l'origine végétale est prépondérante, plus de 27683 alcaloides
différents ont été isolés a partir de sources végétales, animales (Figure I-22) ainsi qu'a partir de

micro-organismes!'L,
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Figure I-22 : La solenopsine, alcaloide isolé

de la fourmi de feu (Solenopsis invicta).

2.2.2. Classification

On distingue généralement trois types d'alcaloides : les alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides et
les proto-alcaloides.

Alcaloides vrais : leur biosynthése implique a l'origine un ou plusieurs acides aminés. IlIs
comportent au moins un atome d‘azote hétérocyclique. Ils présentent une activité biologique
méme a faible dose. (nicotine du tabac, Figure I-23-a).

Pseudo-alcaloides : présentant les mémes caractéristiques que les alcaloides vrais, ils ne
dérivent toutefois pas des acides aminés. Ils dérivent plutot d'isoterpénoides ou de la voie des
acétates. (coniine de la cigué, Figure I-23-b).

Proto-alcaloides : ceux-la sont des amines simples, dont l'azote n’est pas inclus dans le
systéme hétérocyclique. De caractére basique, ils sont élaborés in-vivo a partir d'acides aminés.

(Ex : mescaline de peyotl, Figure I-23-c).

'I"’/// y /\ CH
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Figure I-23 : Structure de a) nicotine, b) (S)-coniine et ¢) mescaline.

2.3. Utiliteé et usages des alcaloides

Le patrimoine archéologique et historique montre qu'a travers I'Asie, I'Europe et I'Afrique les
hommes utilisaient des plantes contenant des alcaloides dés 2000 avant J.-C.!!? Actuellement,
les alcaloides présentent également des nombreuses applications en médecine moderne, en
raison de leurs propriétés pharmacologiques. Certaines substances peuvent ainsi étre

analgésiques (morphine), antipaludiques (quinine), anticancéreuses (vinblastine, vincristine) ;
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tandis que d'autres se révelent toxiques (strychnine, nicotine). Les alcaloides jouent aussi le role
d’antibiotique comme la clausenol et la squalamine.!?

Compte tenu de cet éventail de propriétés, les plantes a alcaloides (Figure 1-24) et les alcaloides
eux-mémes occupent une place de choix dans les pharmacopées tant traditionnelles que

modernes.

Figure I-24 : Structure de la morphine, isolée en 1804 a partir

du pavot a opium (Papaver somniferum)**,
(Source de la photo Wikipédia)'*®

2.4. Propriétés physico-chimiques

Généralement les alcaloides possedent de faibles masse molaires (rarement > 1000 Da). La
majorité sont des solides cristallisés, une minorité sont liquides a température ambiante
(nicotine, mescaline,...). En outre, en raison de la présence de carbones asymétriques, la plupart
d’entre eux sont souvent sous forme énantiomériquement pure et caractérisés par un pouvoir
rotatoire!®. Les alcaloides sont ordinairement insolubles dans l'eau mais solubles dans les
solvants organiques (alcools, chloroforme, acétone, etc.), alors que leurs sels ont des caractéres
de solubilité inverse.

La basicité des alcaloides est trés variable et dépend de la disponibilité des doublets libres des
atomes d'azote existants. Ainsi, elle est fortement influencée par la présence des groupements
liés a I'atome d'azote : les groupements électro-attracteurs adjacents a I'atome d'azote

diminuent la basicité, par contre ceux électro-donneurs la renforcent.

Le systeme hétérocyclique (Figure I-25) peut lui-méme étre de basicité variable. La basicité est
également influencée par des contraintes stériques (au moins dans les molécules polycycliques
complexes). La basicité peut étre également un facteur d'instabilité pour ces molécules qui, a

I'état de base et en solution, sont sensibles a la chaleur, a la lumiere et a I'oxygéne.
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2.5. Détection des alcaloides

Les premiéres extractions d'alcaloides ont été réalisées au début du XIX®™ siécle. Derosne!!” est
un pharmacien francais qui a extrait en 1803 un mélange de noscapine et de morphine de
I'opium appelé sel de Derosne. En 1806, la morphine était isolée comme le principe somnifere de
I'opium. Cela a conduit a une succession rapide d'isolements et de découvertes d'autres
composés par plusieurs scientifiques européens : la strychnine en 1817, I'émétine en 1817, la
brucine en 1819, la pipérine en 1819, etc. Ce phénomene scientifique a été décrit par Sneader en
2005, comme «la plus grande avancée dans le processus de découverte de médicaments »!18,

En 2014, 27 683 alcaloides étaient cités dans le dictionnaire des produits naturels (Dictionary of

Natural Products)!!,

L'importance de ces produits naturels dans les programmes de découverte de médicaments, ainsi
que dans d'autres domaines d'application, est bien établie. Par conséquent, leur synthése, leur
détection, I'élucidation de leur structure, de leur mode d’action constituent des thémes de

recherches pour de nombreux groupes, et en particulier pour le laboratoire SONAS.
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Figure I-25 : Quelques noyaux de bases des alcaloides®'®

La méthode classique pour détecter ou quantifier les alcaloides débute par une phase
d’extraction sélective des alcaloides de la matrice végétale en exploitant généralement ses
propriétés basiques, c’est a dire en réalisant une extraction liquide-liquide avec deux phases
organique et aqueuse acide non-miscibles. Ensuite, la quantification est réalisée par CLHP
couplée a une détection souvent UV.

Au cours des derniéres années, |'électrophorése capillaire (CE) couplée a la spectrométrie de
masse a été développée comme un outil prometteur pour I'analyse d’une large gamme de classes
chimiques, dont les métabolites secondaires des plantes. Une étude a résumé les analyses par
CE de divers groupes d'alcaloides tels que les alcaloides de I'opium, du pilocarpe ou bien des

protoalcaloides de [I'éphédral?®. Plus récemment cette technique a permis la détection
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d’harmanes'?' dans des algues comestibles, ainsi que I'analyse des isoquinoléines de Rhizoma
coptidis (Ranunculaceae), une plante de la médecine traditionnelle chinoise!??.

Une sonde fluorescente!?® (Figure I-26) sensible aux alcaloides a été récemment développée
avec succés. Ce complexe amphiphile de zinc II-base de Schiff se lie a certains alcaloides et
devient alors fortement fluorescent. La coordination de I'alcaloide est influencée par sa basicité
de Lewis, ainsi que par ses caractéristiques stériques. Cette sonde utilisée en milieu apolaire
(dichlorométhane) s'avére particulierement efficace pour la détection d’alcaloides pyridiniques
(nicotine) et quinoléiques (cinchonine) pour lesquels la limite de quantifiquation (LOQ) est de
I'ordre du micromolaire (i.e. 0,40 uM pour la nicotine). Cette approche constitue un procédé utile

pour la détection d'alcaloides dans des solvants non polaires.

RO R=CyHy, OR

Figure I-26 : Structure du complexe de zinc II utilisé comme sonde fluorescente.

La méthode MALDI-TOF-MS utilisant CHCA et DHB comme matrices permet de détecter les
alcaloides dans des plantes de la médecine traditionnelle chinoise. En effet, CHCA et DHB étant
des acides faibles, ils peuvent méme étre utilisés pour mettre directement en évidence les
alcaloides sur une coupe de la plante sans provoquer de dommages aux structures
physiologiques de la plante.'®* Ainsi, aprés déposition d’'une solution de matrice sur une coupe
des racines d’Aconitum carmichaeli de 10 a 20 pm d'épaisseur placée sur une plaque cible,
I'analyse MALDI de la surface entiere de la coupe est convertie en une image (imagerie MALDI),
ce qui permet de directement détecter les alcaloides a partir de cette coupe de plante et
renseigne sur la localisation des alcaloides. Cette méthode permet donc de détecter de maniére

prospective des traces de composants ciblés directement a partir du matériel végétal.

3. Les contributions des équipes angevines dans le domaine

Des nombreux travaux de recherche visant I'amélioration de la technique MALDI ont été réalisés
a I'Université d’Angers. A l'origine, la méthode DIAMS a ainsi été proposée comme alternative au

MALDI®. En se basant sur la technique SAMDI (cf. page 21), le principe du DIAMS repose sur
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I'utilisation d’une monocouche auto-assemblée (Figure I-27) qui se comporte comme une matrice
MALDI immobilisée sur une surface d’or. Ceci permet de conserver les avantages d’'une matrice
organique comme médiateur dans le processus de désorption/ionisation laser en MALDI, sans
produire d'ions de matrice pouvant géner l'analyse des composés de bas poids moléculaires

(typiquement <700 Da)

Figure I-27 : SAM utilisée dans la technique DIAMS™.
Le précurseur de la monocouche choisi comporte une fonction thiol d’accroche a la surface d'or,
un bras espaceur et un chromophore (systéme bithiophénique) qui absorbe fortement (€ a
337 nm = 20000 L.mol.cm™) a la longueur d’onde du laser (Figure I-28!%). Les monocouches
ainsi élaborées ont été utilisées avec succés pour I'analyse de peptides, de glycérides, et d'acides
gras de bas poids moléculaires!?® mais aussi d'alcaloides tels que la quinine et la yohimbine®®.
L'un des avantages de cette technique est qu'elle peut étre appliquée a l'analyse de petites
molécules organiques dans des matrices biologiques complexes en s'affranchissant des méthodes
de séparations chromatographiques, ce qui n’est pas tres courant en MALDI en raison de
I'interférence des substances au sein duquel se trouvent les analytes. Toutefois des études
montrent que l'effet de la monocouche auto-assemblée utilisée en DIAMS pour favoriser
I'ionisation est assez limité!®. En effet, les surfaces dont le taux de recouvrement par le
précurseur bithiophénique est le plus faible produisent le rendement en ions le plus élevé.
L'ionisation est donc favorisée, non pas par un effet matrice, mais par un processus apparenté au
LDI sur surface d'or. Les données de la littérature montrent en effet qu’un ratio optimal
matrice/analyte en MALDI doit étre supérieur a 1000. Dans le cas du DIAMS, le ratio matrice
immobilisée/analyte est probablement plus proche de 200 pour les surfaces dont le taux de
recouvrement est le plus élevé, ce qui explique tres probablement les limites de cette technique.

Afin de contourner ce probleme et d'augmenter le ratio matrice bithiophénique/analyte, les
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composés bithiophéniques préparés pour élaborer les monocouches furent ensuite directement
utilisés comme matrice en MALDI, ce qui permettait d'améliorer les rendements d'ions durant les

analyses.

Goupement Fonction
de surface Chromophore Espaceur d'accroche

—5
5 ",

Figure I-28 : Précurseur de monocouche DIAMS de structure de triazolobithiophéne.

C'est dans ce cadre que fut étudié le potentiel du motif 2,2’-bithiophéne substitué par des
chaines courtes comme matrice en MALDI. Une petite chimiothéque de dérivés 2,2'-
bithiophéniques portant en position 5 et 5’ des atomes de soufre liés a des chaines carbonées de
longueurs variables a ainsi été préparée. Parmi ces composés, MT3P™ [ou (3-(5'-(méthylthio)-
2,2'-bithiophen-5-ylthio)propanenitrile) (Figure I-29)] apparut le plus intéressant pour I'analyse
des produits de type alcaloidique. En effet, cette matrice fournit des intensités relatives d'ions
élevées lors de l'analyse de ce type de composés, et des réponses faibles voire nulle, pour les
autres groupes de métabolites secondaires testés. Son intérét a aussi été démontré pour la
détection spécifique d'alcaloides dans des mélanges complexes®.

S s

| /ﬂS$CN

Figure I-29 : Structure du MT3P.

L'utilisation du MT3P comme matrice dédiée a la détection spécifique, l'identification et/ou la
quantification d'alcaloides par spectrométrie de masse MALDI-TOF a été brevetée®. C'est dans ce
cadre que mes travaux de these ont été réalisés avec pour objectif, aprés avoir optimiser les
performances de cette matrice notamment en termes de limites de détection (LOD) et de
quantification (LOQ), d'élaborer une méthode d'analyse quantitative des certains alcaloides
toxiques et d'étudier les parametres fondamentaux permettant d’expliquer la sélectivité du M3TP
pour les substances alcaloides.

Par le biais de collaborations, nous avons par ailleurs tenté d’étendre le champ des applications
de la matrice MT3P, tant en imagerie MALDI (Prof. Michael Spiteller, Institute of Environmental
Research (INFU), Technical University of Dortmund) qu’en analyses toxicologiques (Prof. Olivier

Laprévote, Université René Descartes - Paris 5).
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Chapitre II : Optimisation

1. Introduction

La préparation des échantillons a analyser est une étape cruciale du processus d'analyse et peut
influencer la réponse en MALDI. Ainsi, elle doit étre optimisée selon les caractéristiques de
I"échantillon (sa solubilité, sa stabilité) et le type d'informations attendues, selon la nature de la
matrice organique, le pH et la nature du solvant, la présence de tensioactifs, et finalement selon
les caractéristiques intrinseques des analytes. Préparer un échantillon, c’est choisir la matrice et
le solvant convenables, réaliser le dépot, parfois ajouter des agents de cationisation pour
promouvoir la formation des espéces ioniques (les composés dépourvus de sites suffisamment
acides ou basiques, tels que les glucides et les polymeres synthétiques, peuvent étre ionisés par
I'ajout de cations comme Na*, Ag®, K*, Cu®")¥128 et/ou de co-matrices. La préparation de
I"échantillon peut donc varier, et des conditions optimums ont empiriquement été déterminées
pour l'analyse de différents groupes d'analytes et selon la méthode de dépot!®® (cf

paragraphe 5). (Tableau II-1)*°,

Solvant de la _
Matrice . Additif Mode de dépot Analyse de
matrice
Eau/ACN (4/6) + Goutte séchée/
CHCA Peptides
0.1% TFA Sandwich
Acétone/Eau
CHCA Couche mince Peptides
(99/1)
Eau (+ 0.1 % o
DHB Goutte séchee Peptides
TFA)
Goutte séchée
DHB 10 % Ethanol Oligosaccharides
A-[—l- 7 7
Citrate Goutte sechee _ o
(6-aza-2- ACN Oligonucléotides
d’ammonium
thiothymine)
Goutte séchée polymeres
HABA THF NaCl )
synthetiques

Tableau II-1 : Différentes méthodes de préparation d'échantillons selon la nature des composés analysés.
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En ce qui concerne notre projet, nous avons pour objectif de mieux connaitre les caractéristiques
de MT3P, et cela nécessitera de réaliser un nombre important d’analyses MALDI. Avant de
réaliser toutes ces analyses, il nous est apparu nécessaire de bien maitriser et comprendre le
fonctionnement et la réponse de I'instrument lors de |'utilisation de la matrice MT3P. Des études
de répétabilité, de reproductibilité et des optimisations des différents parameétres expérimentaux
(solvant, méthode de dépot, parameétre du laser) ont été entreprises. Cette partie de
chimiométrie nous a permis de définir des protocoles expérimentaux capables de répondre aux
différents besoins lors de I'analyse d’échantillons variés. Cette étude préliminaire facilitera aussi
le développement de la méthode de dosage dans la deuxieme partie de ce manuscrit. Nous
étudierons donc différents parametres (solvant de la matrice, méthode d'acquisition, méthode de
déposition, I"énergie du laser) qui peuvent changer la qualité du spectre final de la technique
MALDI. La marche a suivre consiste a choisir tout d'abord un paramétre a examiner en essayant
de fixer les autres autant que possible. La méme analyse sera ensuite réitérée et la répétabilité
de la mesure, l'intensité du signal d'intérét, I'allure du spectre, les fragmentations, la résolution
seront évalués.

Les résultats des variations apportées dans le protocole d’expérience sont comparés aux
résultats obtenus avec le protocole décrit précédemment, utilisé pendant les anciens travaux du
laboratoire et pris comme référence. Les mémes séries de mesures sont donc réalisées avec les
différentes méthodes.

Pour une analyse statistique des différentes méthodes de réalisation des spectres, il faut une
grandeur mesurable qui reflete et représente les informations offertes par les spectres. Deux
possibilités se présentent : utiliser comme valeur l'intensité des pics d'intérét ou leurs aires. Le
calcul des aires par le logiciel d'acquisition étant approximatif (car I'intégration de I'aire par le
logiciel dépend de la résolution de I'instrument et peut conduire a l'intégration de deux pics se

chevauchant), le choix s'est porté sur l'intensité des pics.

2. Geénéralités sur l'ionisation des alcaloides en MALDI

Généralement, les produits naturels présentant des groupements acides tels qu’acide
carboxylique (e.g., les dérivés de I'acide cafféoylquinique (Figure 1I-1-a)) ou phénol (e.g., les
flavonoides (Figure 1I-1-b)) sont facilement déprotoné, ce qui permet en spectrométrie de masse
la détection de leurs ions en mode négatif. Par contre, pour les produits naturels avec des

groupements basiques comme les alcaloides, c’est le mode positif qui sera le plus adapté3!.
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Figure II-1 : Structures a) de I'acide caféoylquinique b) (+)-catéchine.
Toutefois, les alcaloides eux-mémes sont différemment ionisés selon leur caractéristique
structurale. Par exemple, les alcaloides ayant un systéme conjugué et une charge positive
permanente (les alcaloides isoquinoléiques quaternaires), tels que la berbérine et la palmatine
(Figure II-2), sont facilement ionisées en LDI, sans la nécessité d'une surface ou d'une matrice

aidant l'ionisation'. Bien évidemment, si une matrice est utilisée, I'ionisation est améliorée

(Figure II-3).
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Figure II-2, Structures de la berbérine et de la palmatine.
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Figure II-3. Spectres de masse de la berbérine obtenus en LDI (spectre du haut)

et en MALDI en utilisant MT3P comme matrice (celui du bas) ; puissance laser 35% (58,8 uJ).
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De plus, par analyse MALDI, les alcaloides donnent fréquemment des ions pseudomoléculaires
cationisés : [M+H]*, [M+Na]* et [M+K]*. Dans le cas d'alcaloides comme la colchicine, ces
adduits avec des cations sont méme tres importants avec certaines matrices, et le pic de l'ion
moléculaire protoné [M+H]* est méme absent. Toutefois, pour d'autres alcaloides comme la
brucine (de masse 394,47 Da), le spectre MALDI est complexifié dans la zone de lion
moléculaire (Figure II-4-A) avec les signaux a m/z 393,39, 394,42, 395,45 correspondant
respectivement aux ions [M-H,+H]*, M* et [M+H]".
Remarquons aussi que les dérivés d'alcaloides de types B-carboline (e.g., norharmane) ont été
utilisés avec succés comme matrices MALDI™™* pour I'analyse de protéines et de
polysaccharides. Cette caractéristique est due d’une part a la présence de |'azote basique de la
pyridine et I'autre acide de I'indole dans la structure B-carboline (Figure 1I-4-B) et d'autre part a

la forte absorption de ces molécules dans le domaine UV utilisé dans les instruments MALDI.
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Figure II-4 : A- spectre de masse MALDI de la brucine avec les ions [M-H,+H]*, M* et [M+H]* en utilisant

MT3P comme matrice ; puissance laser 35% (58,8 pJ); B- structure du norharmane utilisé comme matrice.

3. Pourquoi I'optimisation de la méthode de préparation ?

Avant de rentrer dans les détails, il convient de resituer les objectifs de cette these. Les travaux
réalisés viseront a développer les matrices bithiophéniques pour I'analyse MALDI des alcaloides,
ce qui passe par la synthése de nouveaux dérivés bithiophéniques et la comparaison de leur
efficacité (sélectivités, ionisation, etc...) par rapport a la matrice bithiophénique de référence

(MT3P) et aux matrices commerciales. De plus, un deuxieme axe de développement consistera a

JABER Ali | Matrices MALDI bithiophéniques spécifiques aux alcaloides : étude des mécanismes fondamentaux et applications @ 48



Chapitre II. Optimisation
évaluer l'intérét de MT3P pour le dosage d’alcaloides. En d'autres termes, les résultats doivent
étre utilisés pour une étude qualitative et une autre quantitative.

Il convient donc de valider que le protocole choisi pour réaliser les spectres permette réellement
une comparaison entre différents essais.

Des essais initiaux, montrent que les intensités du pic moléculaire [M+H]* de la colchicine
enregistrés avec MT3P sont tres variable d'un spot a un autre lorsque I'analyse est réalisée le
méme jour (Intra-day) et aussi différents jours (Inter-day). Par exemple, la moyenne des
intensités du pic moléculaire de la colchicine varie presque d'un facteur 1 a 3 (Figure II-5)
lorsque I'analyse utilisant MT3P est réalisée trois jours différents non consécutifs et selon la

méthode initialement développée.
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Figure II-5 : Histogramme montrant les moyennes d'intensités des pics moléculaires de colchicine analysée

avec MT3P dans 3 jours différents. (Moyenne de 6 spectres, avec pour chacun d’entre eux 300 accumulations)

Par conséquent, la méthode utilisée montre une mauvaise répétabilité. Ce probléme est un des
défis les plus importants de la technique MALDI, les variations observées sont trop grandes pour
permettre la poursuite de notre travail comparatif qui ne serait pas objectif et fiable. De ce fait, il
est évident qu’une premiere étape va consister a optimiser la préparation de I'échantillon afin
d’améliorer la répétabilité de la mesure.

Pour mener cette étude, la plupart des spectres ont été obtenus sur un appareil Biflex III, qui est
le spectrometre de masse équipé d'une source MALDI utilisé par notre équipe, le cas échéant le
nouveau type d‘appareil sera indiqué. Ainsi, il convient de décrire I'appareil Biflex III et de

présenter ses caracteéristiques.
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4. Le MALDI-TOF Biflex III

4.1. La source d'ionisation et le systeme d'introduction

Les mesures de masses par MALDI-TOF ont été réalisées et traitées principalement avec un
instrument et logiciel de la société Bruker, flexAnalysis Version 2.0. Cet instrument est équipé
des deux améliorations présentées précédemment : extraction retardée et détecteur réflectron
(Figure 1I-6).

f D
37 Him
Détecteur
Linéaire
e J L — o —— . AN,
MALDI r i IM —I— I / \ i
' vy BN
e —
Deflecteur g:;lg:ifn
Leniilles
d'extraction systéme d'acquisition Réflectron
des données
“- y

Figure II-6 : Représentation schématique du spectrométre de masse MALDI-TOF Bruker Biflex III.

La source est la partie de I'instrument dans laquelle I'échantillon a I'état solide est introduit, pour
subir une désorption et I'ionisation par irradiation laser. Le Biflex III est muni d’un laser a azote
(model VSL-337i, Laser Sciences Inc, Boston, MA) qui émet dans I'UV a la longueur d'onde de
337 nm, et délivre des pulsations de 3 ns avec une fréquence de tirs ajustable par un filtre
atténuateur, jusqu'a 10 Hz. Un systeme optique focalise le faisceau laser, envoyé sous forme
d'impulsions, vers la cible MALDI. Cette derniére joue le role du systéme d'introduction, c'est le
porte-échantillon. C'est en fait une plaque d'acier inoxydable, qui est parfois polie (nos plaques
ne le sont pas). Elle permet de déposer a sa surface jusqu'a 384 échantillons. L'entrée et la
sortie de la plaque dans I'appareil ou régne un vide poussé, se fait par un systéeme de sas et de
bras articulé. L'échantillon cible et la position de tir du laser, peuvent étre réglés a I'aide d'un
logiciel pilotant la séquence. De plus, un microscope muni d’'une caméra CCD (charge-coupled
device, ou en frangais dispositif a transfert de charge) est dirigée vers la zone irradiée sur la
plague. L'image fournie est affichée en temps réel dans le logiciel d'acquisition. Elle peut aussi

étre enregistrée. Le logiciel pilote entre autres la position de tir du laser sur la plaque, il
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communique avec un plateau mobile dans les directions XY. Apres son introduction dans
I'appareil, la plaque est chargée sur ce plateau mobile. Le logiciel permet aussi de travailler des

séries d'analyses entierement automatisées (logiciel AutoXecute).

4.2. L'extraction et la déflexion des ions

L'extraction des ions est assurée par un jeu de différences de potentiel entre deux lentilles qui
constitue deux zones d'accélération. L'instrument permet d’introduire un délai d’extraction T de
200, 400 ou 600 ns entre l'ionisation et |'application du champ d’extraction. L'instrument est
aussi muni a la sortie de la source d'un déflecteur qui a pour role de minimiser I'inconvénient de
la fragmentation des matrices. En effet, ce systéme permet d'appliquer un champ électrique
perpendiculaire au trajet des ions qui dévie ceux appartenant a la fourchette d'élimination choisie
(zone de rapport m/z jugée non significative). Le déflecteur empéche donc les ions ciblés

d’arriver au détecteur.

4.3. L'analyseur de masse TOF et la détection des ions

Le Biflex III offre les deux modes de vol présentés précédemment, le mode linéaire et le mode
réflectron. L'utilisateur peut activer ou non la tension appliquée au miroir électrostatique et donc
détecter les ions selon un de deux modes.

Le spectrometre posséde deux détecteurs, un pour le mode linéaire et un pour le mode
réflectron. Le systéme de détection équipant le spectrométre de masse est composé d'une
galette de micro-canaux dont le principe est de convertir le nombre d'impacts d'ion qu'ils
recoivent en un courant électrique. Le Biflex III est armé d'un systéme de détection qui est
composé d’une galette de micro-canaux suivi d'un scintillateur et d’'un photomultiplicateur. La
galette de micro-canaux (Figure II-7) aussi appelé MCP'* (MicroChannel Plate) joue un double
role. Tout d'abord, elle convertit le flux d'ions en flux d'électrons. Plus précisément, elle convertit
le nombre d'impacts d'ions en un courant électrique. De plus, elle amplifie le signal de la méme

fagon qu'un photomultiplicateur.
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Flactran

Figure II-7 : Illustration de la galette de micro-canaux'*®.

Une galette de micro-canaux est un dispositif constitué d’'un disque en verre percé d'une
multitude de micro-canaux et recouvert d'un alliage de nickel capable d’émettre un électron lors
de limpact d'un ion. Les micro-canaux sont des tubes de verre de quelques dizaines de
micrométres de diametre dont la surface intérieure est recouverte d'un matériau semi-
conducteur (ex : du nickel) auquel est appliquée une haute tension de I'ordre du kilovolt. Chaque
ion venant percuter la surface intérieure d'un canal entraine I’émission d'un ou plusieurs
électrons secondaires. Apres qu'ils soient accélérés, les électrons résultants vont de nouveau
frapper la paroi et engendrent I'émission d'électrons secondaires provoquant un effet
d'avalanche. Les électrons sont au final collectés sur une anode qui produit un courant I dont
l'intensité est proportionnelle a la quantité d'ions incidents. La tension appliquée sur les micro-
canaux permet non-seulement de ré-accélérer les électrons secondaires, mais aussi de
réapprovisionner en permanence la surface en électrons, ce qui assure la continuité du
phénomeéne d'amplification par émission secondaire.

Le signal analogique a la sortie de détecteur est converti par un digitaliseur (numériseur) puis

envoyé vers la station de travail qui enregistre et affiche les spectres de masse.

5. Meéthodes de dépot

5.1. Méthodes de dépot classiques

Un dépot MALDI idéal doit étre représentatif de la composition de I'échantillon, ainsi il doit
permettre la conservation de I'échantillon dans les conditions de I'analyse. Un dépdt est donc
caractérisé par son homogénéité, que ce soit dans la composition ou la régularité de surface. Des
efforts substantiels sont consacrés a trouver une méthode de préparation des échantillons

optimale, ce qui passe par I'évaluation de différentes méthodes de dépot idéales. De nombreuses
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méthodes ont été élaborées depuis l'invention de MALDI pour répondre a la diversité des

applications, et pour s'adapter a la nature de I'échantillon et de la matrice. On peut répertorier :

1- l'application manuelle (hand spotting) utilisant une seringue de pointe fine ou une
micropipette. Trois modes existent :

- la méthode de préparation dite en goutte séchée (dried droplet) : une solution de matrice
(saturée ou de concentration connue) est mélangée a I'échantillon a analyser et une goutte de
cette préparation est déposée sur la surface métallique de la cible du spectrométre.

- la méthode de la couche mince (thin layer)’*® : la matrice qui est dissoute dans un solvant
trés volatil tel que I'acétone est déposée sur la plaque. Aprés évaporation, une solution de
I'échantillon est déposée sur cette préparation. Les cristaux de matrice formés lors de
I'évaporation du premier dépot servent de germe de nucléation pour le mélange échantillon-
matrice obtenu par les dépots successifs.

- la méthode sandwich : elle consiste a déposer en premier lieu une couche de la solution de
matrice, suivie d'une couche d'échantillon et sans laisser sécher la goutte précédente, puis a

déposer de nouveau une solution de matrice. Le dépot est alors séché a température ambiante.

2- L'application manuelle utilisant une micropipette, a initialement été utilisée dans le cas de
I'imagerie MALDI. Toutefois, la solution de matrice déposée peut provoquer avant évaporation
une délocalisation des analytes sur toute la surface de I'échantillon qui est préjudiciable a
I'analyse. La fixation des analytes a leur position sur la coupe est essentielle pour une bonne
analyse spatiale. L'application de la matrice est alors réalisée par des dispositifs automatisés qui

limitent le volume de matrice déposé et ainsi évitent la délocalisation des analytes.

138 139

L'électonébuliseur’®’, I'aérographe
particulierement adaptés dans I'imagerie MALDI-MSI et CCM-MALDI-MS.

et le dispositif de sublimation*>® (Figure II-8) sont donc
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Figure II-8 : Dispositif de sublimation adapté en imagerie MALDI'**,

5.2. Quelques développements du mode de préparation

Le MALDI est de plus en plus l'outil standard en MS. Comme mentionné dans la partie
bibliographique, les inconvénients principaux de cette technique sont une faible répétabilité,
I'interférence avec des ions de matrice particulierement dans la gamme des faibles
masses moléculaire, ainsi que la suppression des ions d'analytes. Le probleme de suppression
souvent rencontré en MALDI, se manifeste par I'absence des pics que I'on s’attend a détecter
normalement sur le spectre. Il existe deux phénomenes, l'effet de suppression des ions de
matrice par les analytes (Matrix Suppression Effect, MSE) et l'effet de suppression des ions
d’'analyte (Analyte Suppression Effect, ASE) par d'autres d’analytes qui sont plus facilement

10 | "insuffisance en répétabilité a plusieurs origines, elle est toutefois principalement

ionises.
causée par des facteurs liés & la préparation des échantillons!®. Différentes méthodes de
préparation d'échantillon ont donc été rapportées dans la littérature.

Par exemple, la préparation des échantillons assistée par une huile (oil-assisted sample
preparation OASP) consiste a mélanger la matrice solide et I'analyte solide dans une goutte

1 (Figure II-9). Cette méthode est applicable & une large

d’huile comme I'huile de paraffine
gamme d'analytes, y compris des composés organiques peu solubles dans les solvants des
matrices commerciales (eau, ACN et DCM), des polymeéres, des composés organométalliques, des

peptides membranaires, et des échantillons solides biologiques.
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Figure II-9 : Illustration'*! de la technique OASP.
Récemment, une évolution de la méthode de séchage de la solution de matrice et d’analyte est
proposée. En effet selon la technique classique, I"évaporation des solvants apres la déposition des
échantillons sur la plaque cible provoque un phénomeéne dit « coffee stain » causant

)}, le solvant

I'nétérogénéité du spot. Dans la technique dite électro-mouillage (electrowetting
contenant la matrice et I'analyte est déposé sur une surface conductrice (plaques spécifiques
dites plaques e-MALDI) se comportant comme une électrode. La plague e-MALDI est constituée
d’un réseau des bandes d'électrodes entrecroisées formées en oxyde d'indium dopé a I'étain (ITO
de I'appellation anglaise : Indium Tin Oxide) sur une lame de microscope classique en verre!®,
L'application d’une différence de potentiel permet de créer un flux au sein de la goutte favorisant

I'évaporation du solvant. La tache de dépot résultante est plus petite et homogene.

a) conv. dropdrying 5] e-MALDI

200 um 200 pym

2 a) procédé de séchage conventionnel illustrant le flux entrainant I'évaporation au

Figure II-10 : Illustration™
sein de la goutte (figure du haut, fléches vertes) et la tache resultante aprés séchage dite coffee stain (en bas,
a gauche) b) processus de séchage par e-MALDI avec flux interne (figure du haut a droite : fleches rouges)
conduisant a un précipité plus petit et plus homogéne (en bas, a droite). Image du bas: morphologie d'un spot

avec e-MALDI.
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La méthode de dépot dite couche mince a aussi été modifiée pour réduire considérablement
I'effet de suppression des ions des analytes!**, Dans ce procédé, la matrice et I'analyte ne sont
pas déposés simultanément sur le support métallique : une solution de matrice est tout d'abord
préchargée sur la plaque. Cette premiere couche est ensuite recouverte par une solution de
I'analyte (des peptides, des polymeéres synthétiques ou des lipides) en évitant de dissoudre la
matrice. Cette méthode suggere que l'incorporation d'analytes dans les cristaux de la matrice a
un effet contributif important en augmentant I'effet de suppression des analytes.
Ainsi, différentes approches!®® ont été développées pour trouver les conditions idéales de
préparation de I'échantillon. Il n'existe toutefois probablement pas de solution universelle, et il
convient donc de tester et d'optimiser les conditions d'analyse des alcaloides par MALDI avec des

matrices bithiophéniques.

5.3. Méthode adoptée dans ce chapitre

Une partie importante de nos travaux a pour objectif de développer de nouvelles matrices MALDI
bithiophéniques et de les utiliser pour I'analyse de produits naturels. Nous aurons donc a
comparer l'efficacité d'un grand nombre de matrices pour la détection d'un large panel
d'alcaloides. De plus, pour chaque alcaloide analysé, il conviendra de répéter I'enregistrement du
spectre de masse (vide infra paragraphe 6) pour obtenir des résultats significatifs de I'efficacité
de chaque matrice. Pour ce type d'analyse, les dispositifs automatisés de dépdt plus adaptés a
I'imagerie ne sont pas recommandés et sont donc écartés, la méthode manuelle est donc
appropriée. Des tests ont été menés afin de choisir la méthode manuelle la plus convenable. Un
mélange de trois alcaloides (harmine, cocaéthyléne et yohimbine) est déposé sur la plaque
suivant les trois méthodes de déposition goutte séchée, couche mince et sandwich (12
spots/chaque méthodes). La Figure II-11 montre les moyennes et les écart-types obtenues avec
chacune de ces méthodes. En termes de rendement d'ions d‘analyte formés, la méthode goutte
séchée semble avoir une Iégere préférence par rapport aux deux autres modes de dépots. Ceci
est dii @ des moyennes d'intensité allant de semblables dans certains cas (cocaéthyléne) et
arrivant a trois fois plus grandes dans d‘autres (harmine). En outre, on remarque la grande

dispersion des intensités dans chaque méthode en constatant les grands écart-types.
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Figure II-11 : Moyennes et ecarts-types sur les intensités des ions harmine, cocaéthyléne et yohimbine
obtenus en utilisant MT3P comme matrice et selon trois méthodes de déposition.

Intensités moyennes sur 12 spectres de masse ; 150 accumulations/spectre.

En se basant sur ces derniers résultats et dans le souci de facilitation des analyses, la méthode
de dépdt par goutte séchée est retenue. En effet, cette méthode nécessite moins de
manipulations que les méthodes sandwich ou couche mince passant par de multiples dépots, et
donc de fréquents changements de cones de micropipettes. La Figure II-12 illustre le protocole

de préparation suivi dans la totalité de ce chapitre.

Echantiliothéques 10 pL 20 pl
Solution stock MatH
0.858 mmal/L
N Solution
— de |la matrice
[ 10 pL 20 uL 10 mg/mL

Plague MALDI

Figure II-12 : Protocole de préparation et de dépot de I'échantillon.
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6. Vers un traitement de données plus robuste

De maniéere a comparer ultérieurement MT3P avec d'autres matrices, la méthode de traitement
des données est a considérer car plusieurs valeurs peuvent étre extraites d’un spectre de masse
MALDI. Jusqu’a présent dans notre laboratoire, c’est l'intensité de l'ion quasi-moléculaire de
I'analyte qui était utilisée pour comparer les spectres. Cependant, les rapports des intensités de
pic de I'analyte et de la matrice, ou de I'analyte et d'un étalon interne peuvent se présenter

comme alternative.

Si la premiére valeur (intensité de I'ion quasi-moléculaire de I'analyte) est une donnée absolue
du spectre, la seconde (rapports des intensités de pic de I'analyte et de la matrice) nécessite un
traitement et son utilisation peut étre faussée par le phénoméne de suppression qui affecte les
ions des analytes et/ou celles de la matrice. Pour la troisieme option (rapports des intensités de
I'analyte et d'un étalon interne), il conviendrait de choisir un étalon interne qui doit posséder des
propriétés physiques et chimiques proches de I'analyte. Or, nos analyses seront réalisées avec
des classes tres différentes d'alcaloides et aussi avec des produits naturels non alcaloidiques.
Alors, il semble difficile de trouver un compromis pour la structure d'un étalon pour ces
différentes substances naturelles a analyser en MALDI avec différentes matrices. Remarquons
que par contre l'utilisation d’un étalon interne semble convenable pour le développement d'une
méthode de dosage qui sera développée pour un nombre limitée des molécules et généralement
de la méme famille.

De maniere a choisir la méthode de traitement la plus efficace, une étude sans étalonnage
interne compare les intensités des pics quasi-moléculaires de I'aconitine, la brucine, I'émétine, la
pilocarpine et la strychnine, avec le ratio entre ce pic de I'analyte et celui de la matrice MT3P.
L'analyse est réalisée trois jours différents et les résultats sont présentés en Figure II-13. Les
mémes alcaloides sont aussi analysés avec CHCA de maniére a confirmer que le traitement choisi
est applicable a la matrice commerciale.

La premiere étape d'amélioration consiste a évaluer différents traitements pour les résultats
donnés par les spectres. Dans cette partie, on se limitera aux deux premieres méthodes de
traitement. Ensuite ces méthodes peuvent étre exploitées pour évaluer les résultats:

1- Utiliser l'intensité absolue du pic moléculaire de I'analyte.

2- Utiliser le ratio des intensités des signaux de I'ion moléculaire de I'analyte et de la matrice.

R==  (IL1)

(R : ratio, I : intensité, a : analyte, m : matrice)

L'obstacle de ces deux choix dérive du phénomene de suppression (ASE et/ou MSE).
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Expérimentalement, cing alcaloides sont testés (aconitine, brucine, émétine, pilocarpine et
strychnine), chaque composé est déposé en 6 spots (sextuplicate), en utilisant la méthode de
déposition par goutte séchée. 600 tirs de laser sur chaque spot donnent un spectre. Le résultat
final est la moyenne de six spectres donc de six spots. Ce travail est répété trois jours non

consécutifs. Deux matrices ont été utilisées, MT3P, et une matrice classique CHCA.
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Figure II-13 : Moyennes pour six spectres des intensités absolues du pic moléculaire de I'analyte (A et C) et des ratios des intensités de I'ion

moléculaire de I'analyte et de la matrice Ia/Im (B et D) pour trois jours non consécutifs (jour 1 en bleu, jour 2 en rouge, jour 3 en vert). (A et

B :matrice CHCA) (C et D : matrice MT3P)
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La Figure II-13 présente des histogrammes des résultats de trois jours avec les deux matrices et
suivant les deux méthodes de traitement (selon l'intensité brute et selon le rapport d'intensité
analyte/intensité matrice).
Plusieurs informations peuvent étre tirées de ces histogrammes :
a- En premier lieu, une variation qui peut étre importante est notée selon les jours pour les deux
matrices CHCA et MT3P. Les moyennes des intensités ont diminué de moitié entre J1 et J2 avec
CHCA, c'est qui est observable en utilisant MT3P entre ]2 et J3. Cette variation n’est donc pas
inhérente a MT3P, mais caractérise la technique MALDI.
b- Deuxiemement, on peut noter que les rapports Ia/Im varient en moyenne entre 20-100 avec
CHCA, et entre 20-1400 avec MT3P, ce qui illustre la meilleure sensibilité de la matrice
bithiophénique et la grande intensité des pics des analytes par rapport a ceux de la matrice
MT3P.
c- Troisiemement, on peut clairement observer la différence d'efficacité d'ionisation pour
différents alcaloides, en utilisant MT3P comme matrice. Ainsi, le rendement d‘ionisation de la
pilocarpine est environ 40 fois plus petit que celui de I'émétine et de la brucine, et 10 fois que
celui de I'aconitine et de la strychnine. Cependant en utilisant CHCA la pilocarpine est I'alcaloide
ayant le plus haut rendement d’ionisation. Cette différence est potentiellement due a différentes
interactions entre la molécule de la matrice et les analytes.
d- Le Tableau II-2 ci-dessous récapitule pour chaque alcaloide analysé avec MT3P les rapports
des intensités des pics moléculaires d'analyte des jours 2 (1) et 3 (I;) sur celle du jour 1 (Ij)
ensuite jour 3 (Ij3) sur celle du jour 2 (I;). La comparaison entre J1, J2 et J3 entre eux est aussi

réalisée pour le ratio Ia/Im.

I52/15 I13/I5n I13/I5 Ry2/Ry1 Ry3/Ry1 Ri3/Ry2
Aconitine 1,3 0,8 0,7 2,8 1,5 0,5
Brucine 1,1 0,6 0,5 1,4 1,6 1,2
Emétine 1,0 0,6 0,6 1,4 0,9 0,7
Pilocarpine 1,4 0,6 0,5 0,7 2,6 4,0
Strychnine 1,8 1,2 0,7 1,9 2,5 1,3
Moyennes 1,3 0,8 0,6 1,6 1,8 1,5
% RSTD 20 40 20 50 40 90

Tableau II-2 : Les rapports des résultats entre les trois jours en utilisant la matrice MT3P.

-pour les intensités absolues : en prenant les rapports de « Ii3/I;, » pour tous les composés, on
1o/ %)

remarque que les intensités du jour 3 sont presque le deux tiers de celles du jour 2 avec une
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tendance acceptable avec un % RSTD = 20 % (de I'anglais relatif standard deviation; en francais
écart type relatif). Cette observation est constatée de nouveau en prenant les rapports de
« Ij3/Ij1», et hormis la strychnine, on remarque que les intensités du jour 3 sont presque le
deux tiers de celles du jour 1.

-pour le ratio Ia/Im : il n'y a pas une tendance de variation fixe (alors que le rapport est de 4
pour la pilocarpine, il est de 0,5 pour I'aconitine et devient presque de 1 pour les trois autres
alcaloides) (% RSTD= 90 %).

Cette grande variabilité peut-étre liée a I'effet de suppression des analytes (ASE), ainsi qu’a une
hétérogénéité du spot.

e- Cinquiemement, bien qu'il y a moins de variation avec les rapports que les intensités
(histogramme C et D dans la Figure II-13), la tendance de variation entre les différents
alcaloides d'un jour a un autre reste aléatoire (colonne 4, 5 et 6, Tableau II-2) avec des % RSTD
trés élevées (de 40 a 90 %).

Se basant sur ces résultats, il apparait alors plus pertinent de retenir I'intensité absolue lors de
I'évaluation des différentes BMs. De plus, ayant observé une relative homogénéité pour les
analyses réalisées un méme jour, il conviendra de tester sur la méme plaque (et le méme jour)
une matrice commerciale et les BMs a tester.

Cependant, la répétabilité d'un spot a une autre est le plus souvent un enjeu en relation avec la
préparation de I'échantillon jusqu’a son dépot. Une optimisation supplémentaire est nécessaire

pour trouver des résultats cohérents.

7. Méthode et conditions d’acquisition des données

L'analyse des alcaloides par MALDI peut étre envisagée comme test de « dépistage » permettant
la détection rapide d'un métabolite secondaire particulier (application en analyse toxicologique)
et dans ce cas, un bon mode d’acquisition des données est celui qui conduit a fournir un spectre
final représentatif de |'échantillon. Par contre, si une méthode quantitative d'analyse des
alcaloides par MALDI est développée, la répétabilité entre les spots sera un paramétre critique.
Dans certains cas, les tirs donnent soit des signaux surchargés ou trop faibles en raison de
I'nétérogénéité du spot. Ainsi le mode d'acquisition peut aider a faire face a cette hétérogénéité.

La méthode d'acquisition adoptée initialement dans notre laboratoire se déroule de la fagon
suivante : pour chaque échantillon, les données de 30 positions séparées et uniformément
dispersées sur la surface de dépot d'échantillon ont été acquises. Chaque point d'acquisition a été
irradié par 30 tirs laser, et les données ont été additionnées et stockées sous forme de spectres

individuels. Ce processus donne un spectre bilan de 900 acquisitions laser.
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1 spectre final Z 30 spectres 900 shots

Figure II-14 : Illustration représentative pour comprendre le mode d'acquisition.
Ce processus d’acquisition méme s'il est réalis€é en mode automatique nécessite un temps
d’expérience qui n’est toutefois pas assez court. L'instrument MALDI doit étre réservé pour de
longues durées chaque fois qu’une série d'essais doit étre réalisée avec de nombreux alcaloides.
Nous avons donc cherché a raccourcir la durée d'analyse par diminution du nombre de tirs, sans
dégrader la répétabilité. La méthode initiale avec 900 tirs par spectre (a) a donc été comparée a

des acquisitions avec 300 (b) et méme 150 tirs (c) par spectre :

a- 1 spectre final = 900 tirs € 30 positions €= 30 tirs/position.
b- 1 spectre final = 300 tirs € 30 positions €= 10 tirs/position.
C- 1 spectre final = 150 tirs € 30 positions €= 5 tirs/position.

L'étude portera sur, un mélange de trois alcaloides (pilocarpine, spartéine et strychnine), et
aprés mélange avec la solution de matrice, les mesures sont réalisées en mode automatique
selon les trois modes d'acquisition retenus. 12 spots sont donc déposés sur la plaque MALDI en

goutte séchée.

Pour comparer les différents modes, il n‘est pas pertinent de se baser sur l'intensité des ions
moléculaires [M+H]* des analytes dans la mesure ou cette intensité est directement corrélée,
entre autres, au nombre de tirs qui différera selon les acquisitions. Une méthode de
normalisation qui consiste a diviser chaque variable par une constante qui est la somme de

toutes les variables'*1*® permettra de comparer les différentes méthodes d’acquisition :

I;
In; = 57 (11.2)
In;= intensité normalisée du pic i.

I;= intensité absolue du pic i

2I= somme des intensités absolues de tous les pics d'intéréts dans le spectre.
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Les résultats des mesures, qui ont été effectuées sur 36 dépdts, (12 spots pour chaque mode)

normalisées sont présentés en Figure II-15 sous forme d'un diagramme.
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Figure II-15 : Moyenne des intensités normalisées (avec leurs écarts types) pour trois alcaloides selon trois
modes d‘acquisition (900, 300 et 150 tirs).

On constate que I'écart type est de méme niveau pour chaque alcaloide et pour chaque mode

d’acquisition. Une autre comparaison de la dispersion des valeurs autour de la moyenne est aussi

réalisée par une autre mesure, celle du coefficient de variation CV (également nommée écart

type relatif) qui est défini comme le rapport entre I'écart-type o et la moyenne y: CV=0/p.

Les résultats (Tableau II-3) montrent I'absence d'une vraie différence de CV d'une méthode a

I'autre. En dépit de la grande variation qui existe pour la pilocarpine, le CV reste proche durant

les différents modes d'acquisition.

Pilocarpine Spartéine Strychnine
900-30 0,312 0,053 0,067
300-10 0,241 0,054 0,077
150-5 0,240 0,065 0,074

Tableau II-3 : CV obtenus selon les trois modes d'acquisition.

En conséquence, le mode d'acquisition nécessitant seulement 150 tirs (150-5) 6 fois moins long

(temps nécessaire pour l'acquisition d'un spectre) que la méthode initiale est retenue lors de la

comparaison des nouvelles matrices. Pour le développement de la méthode quantitative,
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I'intensité du pic d'analyte sera un parametre important. Un compromis est donc trouvé en

prenant en compte la durée de I'analyse et le mode 300-10 sera retenu.

8. Effet de la puissance de laser

La puissance de laser et son atténuation sont des parametres qui n’affectent pas seulement la
désorption et I'ionisation des molécules, mais aussi la qualité du spectre obtenu. Il existe deux
régimes principaux d'éjection moléculaire, la désorption a faible fluence de laser et I'ablation a
des fluences plus élevées. Il faut noter que I'éjection peut aussi se réaliser selon un troisieme
régime dénommé « la spallation » (le matériau se fracture et quitte la surface sous forme des
blocs) qui conduit a des clusters froids et ne semble donc pas pertinents pour expliquer le
spectre de masse final'*’. En fonction de la quantité d’énergie, ainsi que de la profondeur de la
pénétration du faisceau laser dans le réseau de la matrice, la nature du nuage gazeux ou plume
va changer. A une forte irradiation (un terme qui quantifie la puissance d'un rayonnement
électromagnétique frappant par unité de surface perpendiculaire a sa direction elle s’exprime en
W.m™2) du laser, l'ablation des composés devient le mécanisme prépondérant au lieu de la
désorption. En effet, si I'énergie du laser est élevée, les molécules sont irradiées par une quantité
d'énergie équivalente ou proche de leur énergie de cohésion favorisant les possibilités
d'ionisation des espéces présentes, leurs fragmentations, ainsi que la formation d’adduits et de
clusters (des agrégats ioniques). Finalement, l'augmentation des ions pulsés et des
fragmentations peut entrainer une diminution de la résolution, une réduction parfois du signal de
la molécule étudiée et une complexification du spectre de masse. S'il existe un seuil d'irradiance
laser au-dessous duquel les tirs laser ne provoquent aucune ionisation au-dela de cette valeur, le
processus d'ablation, la fragmentation des ions et la formation des adduits commencent. Apres
une certaine valeur de I"énergie de laser, l'intensité des ions formés se stabilise a cause de la

saturation du détecteur.

Notre instrument MALDI est équipé d'un laser VSL-337i qui a une puissance théorique maximale,
fournie par le constructeur, de 175 puJ. Cette puissance n’est pas utilisée totalement, elle doit étre
modulée par l'atténuateur (Figure II-16). Toutefois, la puissance théorique diminue avec le
vieillissement du laser. Ainsi entre les premieres expériences au cours de ma thése et les
derniéres effectuées trois ans plus tard, pour obtenir un résultat identique, la puissance du laser
devait étre augmentée de 25 % a 35 %.

Afin d'étudier l'influence de la puissance du laser sur la qualité du spectre et ainsi de choisir la
bonne atténuation, les spectres de masse de la brucine ont été enregistrés en mode positif en

variant les valeurs d'atténuation.
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Au-dessous de 25 % (42 pl) de la gamme d‘atténuation, le spectre de masse est presque
dépourvu de pics (le massif a m/z = 278 est di a I'instrument), et il n'y a pas d'ions attribués a
la brucine. Avec une énergie plus importante, le signal a m/z = 395,6 correspondant a [M+H]*
apparait (Figure II-17, haut). 25 % d'énergie du laser correspond donc a I'atténuation seuil, qui
fournit la quantité d'énergie laser suffisante pour générer des ions par désorption/ionisation des
molécules de I'échantillon. En augmentant I'énergie laser utilisée a 30% (49 pl) (Figure 1I-17,
milieu), 'intensité des pics d'importance augmente sans perte de qualité du spectre. A 35 %
d'énergie (Figure II-17, bas), les intensités des pics de la fragmentation de la matrice

augmentent, la résolution est détériorée et le bruit de fond augmente.
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Figure 11-16 : Schéma explicatif de I'atténuation de la puissance de laser.
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Figure II-17 : Spectres de la brucine avec comme matrice MT3P, a différentes énergies du laser : atténuation a
25 % (haut), 30 % (milieu) et 35 % (bas) de puissance.

Ces différents essais permettent donc de retenir généralement une atténuation du laser a 30 %
de sa puissance pour la suite des travaux.

Il convient aussi de noter que :

1- cette étude est réalisée en utilisant la molécule MT3P comme matrice. Pour chacune des
nouvelles matrices synthétisées, la valeur seuil et celle retenue pourraient varier et devront donc
étre recherchées.

2- cette étude a été réalisée en début de ma thése, et des dérives sur la puissance du laser nous

ont conduits a varier la puissance utilisée pour atteindre une valeur de 35 %.

9. Effet du solvant

Parmi plusieurs facteurs qui peuvent affecter les résultats obtenus dans I'analyse MALDI, la
nature et la qualité du solvant utilisé lors du dépot de l'analyte et de la matrice sur la plaque
MALDI semblent étre un paramétre important. De maniere usuelle, I'analyte est dilué dans une
grande quantité de matrice (ratio molaire matrice/analyte de 10° & 10°) afin que les interactions
entre les molécules d’analyte soient réduites, facilitant ainsi leur transfert en phase gazeuse!*,
Pour la préparation du dépot, la démarche générale consiste a utiliser un solvant qui solvate de
maniere similaire la matrice ainsi que le ou les analytes, ce qui permettra leur solubilisation et au

final conduira a une co-cristallisation homogéne et compléte. Remarquons aussi que le choix du
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solvant dépend aussi du support utilisé, dans la mesure ou ce dernier impacte la tension entre la
gouttelette et surface. Si le plus souvent un seul solvant est utilisé, I'utilisation de systemes
binaires de solvants miscibles s'est développée!®. Notons aussi que des méthodes de
préparation sans solvants ont aussi été rapportées>0:1!,

Outre le role dans la solubilisation et I'homogénéisation du dépdt, le solvant pourrait participer au
mécanismes d’ionisation comme source de protons'®?, ce qui influe donc la qualité générale de
I'analyse!®, Ainsi, le choix du solvant de la matrice conditionne le mode de dépét et également la

cristallisation de I'échantillon.

9.1. Solubilité

Si nous avons jusqu'a présent utilisé le dichlorométhane seul pour solubiliser MT3P et ensuite le
mélanger avec la solution méthanolique des alcaloides, ce solvant présente une volatilité élevée
qui pose des problémes au niveau du nébuliseur, lors du dépot de la matrice en modes
automatiques.

Afin d'optimiser la procédure de préparation des échantillons, la solubilité de la matrice MT3P a
été déterminée précisément dans différents solvants tels que le dichlorométhane (DCM), le
tétrahydrofurane (THF), le dioxane, I'acétone, I'acétonitrile (ACN), méthanol (MeOH), un mélange
eau/dioxane (1/1) et I'eau. La solubilité est déterminée en saturant 1 mL de chaque solvant avec
la matrice MT3P et en utilisant un bain d’ultrason pour la dissolution. Le Tableau II-4 résume les
valeurs obtenues durant cette expérience, en joignant aussi deux parametres importants des
solvants (lénergie d‘ionisation (EI) et I'affinité protonique (AP)) qui peuvent avoir un role lors de

Ilonisation®>*,
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Polarité Solvant S (en mg.mL?) EI (en ev) AP (en K3.mol") | Solubilité
Eau Insoluble - 690
Eau/dioxane 6 mg - -
(1/1)
MeOH 8 mg 10,84 754
ACN 10 mg 12,2 779
Acétone 20 mg 9,7 812
Dioxane 60 mg - 797,5
THF 190 mg 9,4 822
DCM 220 mg 11,33 628

Tableau II-4 : Solubilité de MT3P dans chaque solvant avec quelques caractéristiques importantes des solvants.

Suite aux essais réalisés, nous pouvons tirer plusieurs points :

1- Cette matrice est trés soluble dans les solvants apolaires, faiblement dans les solvants
polaires protiques et pratiquement insoluble dans l|'eau. Ceci est en accord avec les
caractéristiques structurales de MT3P qui présente des nombreux groupements hydrophobe
(cycle aromatique, plusieurs atomes de soufre lipophile) et un seul groupement nitrile polaire.

2- Dans un mélange d’eau et de dioxane (un bon et un mauvais), on observe au-dela d'une
concentration de 6 mg.mL? la formation d'un systéme biphasique type huile dans eau,
correspond probablement a la formation de gouttelettes de matrice. Ce seuil limite ne devra donc
dépasser lors des essais pour ne pas complexifier I'étude de ce systeme.

Nous avons aussi observé lors de ces essais de solubilité dans différents solvants que les
solutions du méme lot de MT3P présentaient des colorations variables (Figure II-18), ce qui nous

a amené a étudier le solvatochromisme dans une partie ultérieure.

Figure II-18 : Solution @ 10 mg.mL* de MT3P dans (de gauche a droite) un mélange ACN/eau
(7/3), acétone, MeOH, DCM et THF.
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9.2. Effet du solvant et de I'état physique sur I'absorption de la
matrice

Le chromisme, qui caractérise généralement les polymeres conducteurs, est la capacité de

molécules a changer de couleurs suite a différents stimuli physiques ou chimiques. Parmi les

différents processus, le solvatochromisme caractérise une substance dont la couleur change

selon la nature et donc la polarité du solvant dans lequel elle est dissoute!®®. D’autre part, des

propriétés de polychromisme ont été mises en évidence pour les polythiophénes!™’

ce qui
pourrait expliquer le comportement de MT3P et le changement de coloration en solution selon le
solvant. Ainsi, ce changement peut affecter la bande d'absorption de ces composés dans le
domaine UV-visible. Une étude de I'absorption de MT3P dans différents solvants doit donc étre
réalisée pour mettre en évidence ce phénomene.

En ce qui concerne les propriétés d'absorption des matrices MALDI, un autre point est a prendre
en considération. En effet, la technique MALDI est basée sur une co-cristallisation de la matrice
et de I'analyte, et ce sont donc les propriétés spectroscopiques de la matrice a I'état solide qui
importent. Or, le spectre d'absorption d'un composé et donc de la matrice peut varier selon qu'il
soit en solution ou & I'état solide'*®; les bandes d’absorption a I'état solide tendent & étre plus
larges, avec un décalage batho/hypsochromique!*.

Nous évaluerons donc si les absorptions de MT3P sont similaires en solution et a I'état solide, et

essaierons donc de mesurer |'absorption a I'état solide.

9.2.1. Mode opératoire

Les mesures de spectroscopie UV-Visible ont été enregistrées sur un spectrophotometre de type
Perkin-Elmer Lambda 950. Cet instrument est utilisé a la fois pour I'analyse des solutions, ainsi
que pour l'enregistrement des spectres d'absorbance a I'état solide. Les cellules de mesures
utilisées pour I'absorbance en solution sont des cuves de quartz standard. Le chloroforme, le
THF, le DCM, le MeOH, I'acétone et un mélange binaire ACN/eau (7/3) sont les solvants qui ont
été utilisés pour les mesures de spectroscopies UV. Les films étudiés ont été déposés sur lame de

verre, a partir d’'une solution de matrice 10 mol.mL™ dans le chloroforme.

9.2.2. Spectre UV des solutions

Les solutions des MT3P ont été préparées a une concentration voisine de 10 mol.L. Les
caractéristiques des maxima d’absorption sont récapitulées dans le Tableau II-5, et les spectres
présentés en Figure II-19 représentant la superposition des spectres d'absorption dans

différents solvants.
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A max €337

Acétone 340 17791
THF 342 17023
MeOH 340 19234
DCM 342 23484
CHCl, 342 19099
ACN/Eau 340 19147

Tableau II-5 : Maxima d’absorption (en nm) et coefficients d’extinction molaire

a4 337 nm (L.mol™t.cm™) pour MT3P dans différents solvants.
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Figure II-19 : Spectres d'absorption UV-visible de MT3P dans différents solvants.

Les spectres d’absorption de MT3P dans les différents solvants, sont caractérisés par une bande
intense (£ = 22100 L.mol™t.cm™) a 340-342 nm et une bande faible (¢ = 4100 L.mol™t.cm™)
vers 250-272 nm. Plus précisément, cette derniére bande d'absorption est globalement centrée a
272 nm avec les solvants DCM, MeOH et I’ACN/Eau, et subit un déplacement hypsochrome avec
le THF, I'acétone et le chloroforme. Cette derniére bande a été attribuée au thiophéne pour la
transition z-n*'€, La bande plus intense a 340 nm correspond quant a elle & la transition n-n* du
systéme n-conjugué plus étendu substituté par des soufres en 5 et 5. Remarquons que cette
bande d’absorption principale varie de quelques nanometres seulement (Amax de 340 @ 342 nm)
selon les solvants. Hormis le DCM qui présente un coefficient d’extinction molaire a 337 nm
nettement plus grand (€33, = 23384 L.mol™t.cm™), cette valeur est plus faible et varie peu (€337
de 17000 & 19200 22100 L.mol™.cm™) pour les autres solvants (Tableau II-5).
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9.2.3. Spectre a I'état solide
Dans la technique MALDI, l'irradiation de la matrice par le faisceau du laser est réalisée apres
évaporation du solvant. Les spectres UV de MT3P en solution dans différents solvants ne sont
donc que des approximations, et il convient donc d'apprécier I'absorption a I'état solide de la
matrice MT3P. Le dépot d'un échantillon de MT3P sur plaque de verre est réalisé par enduction
centrifuge (ou en anglais spin-coating). Brievement, cette technique consiste a déposer une
solution au centre d'un disque de verre en rotation a haute vitesse constante et sous vide a
température ambiante. La force centrifuge permet un étalement uniforme pour finalement

obtenir un dépot de quelques nanometres.

i i el
Figure II-20 : Schéma simplifié du procédé d'enduction centrifuge.
(source, https://fr.wikipedia.org/wiki/Enduction_centrifuge, consulté le 20/05/2017)

Dans la mesure ou nous nous intéressons seulement a I'allure du spectre de MT3P a I'état solide,
I'épaisseur de la couche n’est pas contrdlée, et I'utilisation d'une microbalance a quartz ne
s'avére pas nécessaire. Suite a I'évaporation de la solution de MT3P dans le dichlorométhane, on
peut observer |'apparition des fines particules sur la lame et non pas un film homogene, ce qui
indique I'absence de pouvoir filmogéne de ce composé bithiophénique. Cette observation est
probablement a mettre en relation avec le probléme rencontré par nos collegues en Allemagne
(Pr Michael Spiteller, Technical University of Dortmund) dans le cadre de I'étude d'imagerie
MALDI sur coupe de plantes (5.Application de MT3P dans Iimagerie MALDI-MS. Page : 119). En
effet, lors de la nébulisation de la solution de MT3P dans le DCM, les particules formées aprés
évaporation du solvant provoquaient une obstruction de I'aiguille.
Finalement, apres plusieurs tentatives d’enduction centrifuge, un mode opératoire simple permet
d’obtenir un dépdt solide sur surface de verre. Une solution dichlorométhanique de MT3P a
10° mol.L? a tout simplement été évaporée sur la lame de verre et le spectre d'absorption UV-

visible a été enregistré (Figure II-21).
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Figure 1I-21 : Spectre d'absorption UV-visible de MT3P a I'état solide.
Ce spectre d'absorption de MT3P a I'état solide présente des similitudes avec ceux en solution.
Un maxima d’absorption de moindre intensité est aussi positionné pour le solide aux longueurs
d’onde les plus faibles, et le maxima d'absorption est situé aux longueurs d’onde plus élevées.
Sur le spectre du solide, le maximum d’absorption est toutefois étalé sur une zone plus large, de
280 a 420 nm. Ce spectre montre qu‘a la longueur d'onde du laser (337 nm) correspond un

maximum d’absorption pour MT3P a I'état solide.

9.2.4. Discussion

Les études menées dans des solvants de polarité différente révelent que le solvant a tres peu
d'influence sur la longueur d'onde de la bande d’absorption la plus intense de MT3P. Nous
pouvons déduire aussi de ces essais qu’'a priori, la variation de couleur de la matrice selon le
solvant ne traduit pas un phénomeéne de solvatochromisme impactant |'absorption dans le
domaine de I'UV. Une explication possible nous ramene a la conformation de la molécule. En
effet, le chromisme est relié au changement de conformation de la molécule. Pour observer un
changement de couleur, la molécule de bithiophéne doit subir un changement de conformation
plan/non-plan suite & un stimulus physique, et qui est relié a la nature du solvant!®?,
Remarquons aussi qu'il ne faut pas exclure la participation d'impuretés non détectées dans ces
observations.

Finalement, ces expériences permettent de tirer deux conclusions :

JABER Ali | Matrices MALDI bithiophéniques spécifiques aux alcaloides : étude des mécanismes fondamentaux et applications @ 73



Chapitre II. Optimisation
- I'étude de I'absorption de MT3P montre que la longueur d’onde du maximum d‘absorption en
solution (340 nm) correspond aussi pour I'état solide a un maximum d‘absorption. Ceci valide
I'utilisation de ce composé comme matrice MALDI avec un appareil dont le laser émet a 337 nm.

- Le DCM est le solvant a utiliser pour avoir un maximum d’absorbance de plus forte intensité.

9.3. Effet du solvant sur la réponse et la répétabilité.

Une variation de l'intensité du signal en MALDI de I'analyte selon le solvant utilisé a déja été
notée comme dans le cas des peptides, la bradykinine et I'angiotensine 113, Il a été reporté que
la présence de I'eau dans le solvant de la préparation de I"échantillon, augmente le rendement

ionique pour les deux peptides testées (Figure I1-22).
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Figure II-22 : Relation entre solvant et |'aire du pic d'analyte (bradykinine)*®,

L'influence du solvant sera donc étudiée en utilisant MT3P pour l'analyse d’'un mélange
d'alcaloides, en mode positif. Les solvants retenus sont le DCM (la référence) et quatre autres
solvants ou mélange binaire plus polaires : le THF qui a une faible polarité proche de celle du
DCM, l'acétone qui est moyennement polaire, le MeOH qui est fortement polaire. Pour le choix du
quatriéme solvant, nous avons pris en considération le fait que la présence de I'eau, méme en
faible quantité, augmente la tenue de la goutte en augmentant la force de tension entre la
plaque cible et I'échantillon déposé ce qui évite I'étalement rapide de I'échantillon. Ainsi, I'analyse

des peptides'®, et la répétabilité!>

sont améliorés. Un mélange ACN/eau (7/3) est donc choisi
comme quatrieme systeme.
De plus, les solvants sélectionnés ont des énergies d'ionisation et affinités protoniques
différentes, (Tableau II-4).
Hormis celle dans le MeOH préparée jusqu’a saturation (S= 8 mg.mL™}), toutes les solutions de Ia
matrice MT3P sont & 10 mg.mL™ dans les solvants testés, et 20 spectres sont enregistrés. Les

intensités de chaque pic d'intérét sont relevées, puis normalisées de fagon a calculer I'intensité
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normalisée moyenne correspondant a chacune des espéces protonées des analytes et les écarts-

types associés.
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Figure II-23 : Spectres enregistrés pour un échantillon préparé avec le DCM. (*pics de matrice)

9.3.1. Test descriptif : relation solvant réponse

Les résultats obtenus seront ensuite traités selon  une méthode  d'analyse
exploratoire/qualitative/descriptive trés courante dite I'analyse en composantes principales (ACP
ou PCA en anglais). Sans rentrer dans les détails mathématiques qui sont basés sur le calcul
de « la matrice des covariances », cette méthode permet de distinguer si les échantillons forment
des groupes distincts. En outre, on peut constater les échantillons non pertinents qui sont
éloignés de la population. En d'autres termes, elle vise simplement a décrire les données
contenues dans un tableau de n lignes (individus) et p colonnes (variables)'®*. En se basant sur
cette méthode une classification par ACP de solvant comme étape préliminaire avant |'analyse
statistique élargie, semble judicieuse.

La variation qui existe entre les individus peut se résumer en une droite qui passe par le milieu
du nuage de points, cette droite s'appelle composante principale. On va étudier les résultats sur
un diagramme de deux composantes, la premiére composante correspond a un axe qui décrit la
plus grande quantité de la variance du jeu de données donc il contient la quasi-totalité des
informations, puis la seconde composante, par définition orthogonale a la premiere.

La Figure II-24 donne le diagramme des scores dans le plan engendré par les deux premieres
composantes principales (Ces opérations ont été réalisées a I'aide du Logiciel R). Ce diagramme
vient de la matrice (100,3) 100 individus (5 x 20 spots pour chaque solvant), et 3 variables qui

sont les intensités des trois alcaloides.
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