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PREAMBULE 

 

L’utilisation de nanoparticules métalliques, polymériques, lipidiques ou encore de type graphène 

constitue une tendance émergente en raison de leurs propriétés physico-chimiques très intéressantes 

comme leurs propriétés conductrices et thermiques ainsi que leur haute résistance à la dégradation 

biologique. D’abord employés en laboratoire, ces nanomatériaux sont de plus en plus industrialisés et sont 

dorénavant impliqués dans la fabrication de composants dans les domaines de l’énergie, de l’électronique, 

de l’aéronautique ou encore pour des applications biomédicales. 

Dans le domaine biomédical, certaines de ces nanoparticules sont très employées dans les études 

d’exploration biologique et constituent une plateforme idéale pour la vectorisation de molécules 

médicamenteuses qui leur sont associées par fixation covalente ou par physisorption. Leur taille 

nanoscopique et leur compatibilité biologique en font des candidats potentiels pour les systèmes de 

vectorisation de biomolécules ou dans la bioingénierie. Toutefois, la pharmacocinétique et la 

pharmacodynamique de systèmes nanoparticulaires sont encore peu connues [1]. Ces approches souvent 

appelées ADME, étudient l’Absorption, la Distribution, le Métabolisme et l’Excrétion de molécules et 

permettent notamment de déterminer leur concentration dans l’organisme ainsi que la genèse, la durée et 

l’intensité de leurs effets. Leur utilisation dans de nombreux domaines et leur taille nanoscopique amènent 

des questions quant à leur capacité à traverser des barrières biologiques. L’optimisation de techniques 

analytiques afin de mieux appréhender le mode d’action de ces nanoparticules dans les systèmes biologiques 

est donc actuellement en pleine expansion. 
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Dans ce contexte, de nombreuses techniques d’imagerie sont actuellement employées. Depuis la 

première autoradiographie en 1865 par Wilhelm Röntgen [2] ou encore l’utilisation des ultrasons pour la 

réalisation d’échographie en 1952 par Wild [3], les découvertes en physique ou en chimie nucléaire ont 

ouverts la voie au développement des techniques d’imagerie. Si certaines techniques comme l’IRM (Imagerie 

par Résonance Magnétique), la radiologie (rayon X), ou les échographies (ultrasons), permettent la 

réalisation d’images macroscopiques, les techniques comme la microscopie optique ou plus récemment 

l’imagerie par spectrométrie de masse donnent accès à l’observation des molécules endogènes ou exogènes 

voire d’organismes cellulaires dans le cas d’études de médicaments ou de nanoparticules. 

Actuellement, il est possible de suivre un panel de molécules, naturelles ou de synthèse, avec des 

techniques comme l’immunofluorescence (grâce à sa grande spécificité de reconnaissance vis-à-vis d’une 

molécule cible amenée par les anticorps), la radioimagerie (pour sa capacité de quantification absolue) ou la 

spectrométrie de masse (pour ces aptitudes particulières de caractérisation structurale). Cependant, 

l’utilisation de l’immunofluorescence est restreinte à l’étude des macromolécules contre lesquelles il est 

possible de produire des anticorps. Quant à la radioimagerie, elle implique l’emploi de molécules 

radiomarquées ce qui en restreint le champ d’application. L’imagerie par spectrométrie de masse (MSI) 

permet, quant à elle, d’analyser des molécules d’origines endogènes, exogènes, naturelles ou synthétiques 

avec une certaine spécificité d’analyse en raison de sa capacité à obtenir des informations structurales fines. 

Néanmoins, il est nécessaire que les molécules soient ionisables in situ et que leur détection soit 

suffisamment sensible. De manière plus récente, les développements effectués en MSI donnent accès aux 

études quantitatives, relatives ou absolues, pour l’étude de molécules biologiques, comme les xénobiotiques 

ou les nanoparticules. 

L’un des enjeux principaux de ce travail de thèse a donc été de positionner la MSI dans ce contexte 

d’évolution de l’imagerie moléculaire par rapport à une des techniques de référence comme la radioimagerie 

et ceci dans le cadre de l’étude de nanoparticules. La spectrométrie de masse est employée depuis 1997 

suite aux travaux de R. Caprioli et al. [4] comme technique d’imagerie pour la visualisation de différentes 

espèces moléculaires endogènes ou médicamenteuses détectées à la surface d’une coupe tissulaire. 

Néanmoins, elle est largement moins utilisée pour l’analyse structurale de molécules de type 

nanoparticulaire. C’est pourquoi, l’objectif de cette thèse a porté sur l’analyse par imagerie de nouveaux 

systèmes de vectorisation que sont les nanoparticules de graphène ou les systèmes micellaires 

polymériques. Dans le contexte d’un nombre limité d'études sur les effets de la taille de ces nanoparticules 

et de leur effet de charge de surface sur leur biodistribution et leur pharmacocinétique [5], la mise en œuvre 

d’une technique d’imagerie performante peut en effet contribuer à appréhender leur efficacité de 

vectorisation et leur devenir au sein d’un organisme vivant.   

Afin d’aborder cet objectif, les études détaillées dans ce manuscrit sont divisées en deux parties. La 

première partie de cette thèse est une analyse bibliographique qui comporte deux chapitres. Le premier 
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chapitre présentera l’utilisation des systèmes nanoparticulaires dans des domaines tels que la biologie ou la 

recherche biomédicale. Un intérêt plus particulier sera porté aux systèmes nanoparticulaires à visée 

thérapeutique tels que les nanoparticules de type graphène et les systèmes micellaires. Ensuite, les 

différentes méthodes d’imagerie utilisées pour la détection de ces molécules au sein d’organismes 

biologiques seront abordées 

Le second chapitre introduira la technique d’imagerie par spectrométrie de masse et exposera en 

détails les avantages et inconvénients de cette méthode : de la préparation d’échantillons au traitement des 

données. Ce chapitre permettra également de positionner la MSI par rapport à la radioimagerie, technique 

de référence pour des études de biodistribution quantitative. 

La seconde partie de cette thèse illustre les travaux de recherche effectués pendant ce travail de 

thèse et est divisée en deux chapitres. Le premier chapitre exposera la mise au point d’une méthode 

d’imagerie combinant MSI et imagerie β pour l’étude de la biodistribution et la quantification de 

nanoparticules de type graphène. Le second chapitre exposera la mise au point d’une méthode d’analyse en 

spectrométrie de masse et de protocoles de traitement tissulaire pour la détection de vecteurs micellaires 

polymériques encapsulant un principe actif. 
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CVD : Chemical Vapor Deposition 

DESI : Desorption electrospray ionization 

DHAP : 2.6-Dihydroxyacetophenone 

DHB : acide 2.5-Dyhydroxybenzoique 

DMIS : 1,2-dimethylimidazole-5-sulfonyl chloride 

DNPH : 2,4-dinitrophenylhydrazine 

DPP : 2,4-diphenyl-pyranylium 

DPP-TFB : 2,3-diphenyl-pyranylium 

tetrafluoroborate 

DRIFTS : Diffuse Reflectance Infrared Fourier 

Transform Spectroscopy 

EC : Effective Concentration 

FDA : Foods and Drugs Administration 

FFPE : Formalin – fixed, Paraffin – embedded 

FRET  : Fluorescence Resonance Energy Transfer 

GO : graphene oxide 

H&E : Hématoxyline & Eosine 

HCCA : acide α-cyano-4-hydroxycinnamique 

hGO : hydrated GO 

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique 

ITO : Indium Tin Oxide 

IUPAC : Union Internationale de Chimie Pure et 

Appliquée 

LDI-MS : Laser Desoprtion Ionisation Mass 

Spectrometry 

LESA : Liquid Extraction Surface Analysis 

LOD : Limit Of Detection 

LOQ : Limit Of Quantitation 

m/z : rapport masse sur charge 

MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionisation 

MET : Microscopie Electronique à Transmission 

MSI : Mass Spectrometry Imaging 

OCT : Optimal Cutting Temperature 

PBDPP : 1,4- phenylene-4,4'-bis (2,6-diphenyl-4-

pyrylium) 

PBS : Phosphate Buffer Saline 

PDANTA : PolyDiAcétylène NitriloTriacetic Acids 

PDA-NTA : PolyDiAcétylène-NitriloTriacetic Acids 

PDAPEG : PolyDiAcétylène PEG 

PDA-PEG : PolyDiAcétylène-PEG 

PEG : PolyEthylène Glycol 
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PEI : PolyEthleneIeImine 

PET : Positron Emission Tomography 

PLC : PhosphoLipase C 

QD : Quantum Dot 

rGO : reduced graphene oxide 

RMS : Root Mean Square 

ROS : Reactive Species Oxygen 

S/N : rapport signal sur bruit (Signal to Noise) 

SA : Acide sinapinique 

SALDI : Surface Assisted Laser Desorption 

Ionisation 

SCBM : Service de Chimie Bioorganique et de 

Marquage 

SDBS : Sodium DodecylBenzène Sulfonate 

SERS : Surface Enhanced Raman Spectroscopy 

SIMOPRO : Service d’Ingénierie Moléculaire des 

Protéines 

SIMS : Secondary Ion Mass Spectrometry 

siRNA : small interfering RNA 

SPECT : Single photon emission computed 

tomography  

TAHS : p-N,N,Ntrimethylammonioanilyl N-

hydroxysuccinimidyl carbamate iodide 

TCDI : 1,1’-thiocarbonyldiimidazole 

TEC : Tissue Extinction Coefficient  

THAP : 4.6-trihydroxyacetophenone 

TIC : Total Ion Current 

TMP : 2,4,6-trimethylpyrylium 

TMPP : N-succinimidyloxycarbonylmethyl)- 

tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphonium 

bromide 

TSPC : N-(p-toluenesulfonyl)-L-phenylalanyl 

chloride 

UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography 
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PRODUCTION SCIENTIFIQUE 

 

POSTER 

 

 Development of a dual imaging strategy combining radio- and mass spectrometry -imaging to study the 

biodistribution of 14C-graphene oxide – Journées des Doctorants JOLIOT (JDD 2017), Saclay, France (5 au 

7 juillet)  

 

PRESENTATIONS ORALES 

 

 Development of a dual imaging strategy combining radio- and mass spectrometry-imaging to study the 

biodistribution of 14C-graphene oxide – 1er congrès commun entre la Société Française de Spectrométrie 

de Masse (SFSM), le Réseau Francophone de Métabolomique et Fluxomique (RFMF) et de la Société 

Française d’Electrophorèse et Analyse Protéomique (SFEAP) (SMAAP 2017), Marne-la-vallée, France 

(3 au 5 Octobre) 

 Development of a dual imaging strategy combining radio- and mass spectrometry -imaging to study the 

biodistribution of 14C-graphene oxide – 3ème Journée de l’Ecole Doctorale 2MIB, Paris, France 

(17/10/2017) 

 Development of a dual imaging strategy combining radio- and mass spectrometry -imaging to study the 

biodistribution of nanoparticles - Séminaire du Service de Pharmacologie et d’Immunologie, Saclay, Paris 

(17/02/2018) 

 Development of a dual imaging strategy combining radio- and mass spectrometry-imaging to study the 

biodistribution of 14C-graphene oxide – 66ème conference of the American Society of Mass Spectrometry 

(ASMS 2018), San Diego, USA (3 au 7 Juin) 

 

PUBLICATION 

 

 H. Cazier, C. Malgorn, D. Georgin, C. Chollet, F. Taran, V. Dive, C. Junot, F. Fenaille, B. Colsch: Mass 

spectrometry imaging of Graphene based-nanomaterials: optimization for imaging and quantification – 

En cours d’écriture. 
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A. LES NANOPARTICULES : GENERALITES 

Les nanoparticules ou particules ultrafines sont des molécules dont la taille est inférieure à 100 nm 

pour au moins une des trois dimensions (longueur, hauteur et profondeur). Elles sont plus petites qu’une 

cellule mais plus grande qu’un atome (Figure 1.1). Parmi ces molécules, trois catégories sont distinguées : 

- Les nano-objets, dont les trois dimensions sont inférieures à 100 nm, tels que le dioxyde de titane ou le 

carbonate de calcium, 

- Les nanotubes, nanofilaments ou nanofibres, dont deux dimensions sont inférieures à 100 nm comme 

les nanotubes de carbone ou les fibres de polyester, 

- Et les nanofeuillets ou nano-plaquettes, qui possèdent une seule dimension en dessous de 100 nm, 

comme les nanofeuillets d’argile.  

 

 

Figure 1.1 : Comparaison des tailles des nanoparticules avec des éléments du domaine biologique. 

Modifiée de Buzea et al., 2007 [6] 

Schéma comparant la taille de nanomatériaux comme le fullerène ou les particules fines de combustion aux composants 
biologiques. Cette représentation illustre la notion de taille "nanométrique" ou "micrométrique". 
 

Ces nanoparticules sont catégorisées en deux groupes selon leurs procédés de fabrication : les 

nanoparticules dites élaborées ou synthétisées, et les nanoparticules provenant d’émissions secondaires 

comme des réactions de combustion. Chacune d’entre elles possède des propriétés physico-chimiques 

différentes et sont utilisées selon leur nature dans des domaines distincts tels que l’électronique, 

l’automobile, la chimie, le textile, la cosmétique, l’agroalimentaire ou encore la santé (Figure 1.2).  
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Figure 1.2 : Util isation des nanoparticules pour des applications allant de la recherche au monde de 

l ’ industrie . Modifiée de V. Kumar et al. , 2017 [7] 

 

Dans ces différents axes de recherche, l’emploi grandissant de nanoparticules depuis les années 

1990 pose question quant à leur potentiel impact sur l’environnement et la santé humaine car leurs effets 

sont encore mal connus. De par leur taille nanoscopique, elles peuvent traverser les barrières biologiques 

puis se propager dans le système physiologique de l’hôte ou s’accumuler le long des membranes biologiques. 

Les portes d’entrée les plus classiques pour ces nanoparticules sont la peau, par passage transcutané, les 

poumons, par inhalation [8] et le système digestif, par absorption [6]. Cependant, avec le développement 

des systèmes de bioingénierie, il est maintenant envisagé d’injecter à l’Homme ces nanoparticules à des fins 

thérapeutiques, notamment en nanomédecine [9]. Cette pratique se définit comme l’utilisation de 

nanotechnologies pour faciliter le diagnostic de maladie, leur traitement et leur suivi [10].  

A l’intérieur de l’organisme, ces nanoparticules peuvent donc transloquer dans le système 

circulatoire ou lymphatique, mais aussi potentiellement s’accumuler dans les organes et causer des 

dommages irréversibles notamment au niveau cellulaire [11]. La toxicité de ces nanoparticules dépendrait 

de leur taille, de leur système d’agrégation, de leur composition et des fonctionnalisations qu’elles 

possèdent, car elles vont ainsi pouvoir traverser ou non les barrières biologiques. Selon le mode d’exposition, 

plusieurs maladies ont déjà été corrélées avec la présence de nanoparticules, comme dans le cas de l’asthme, 

des maladies neurodégénératives comme les maladies de Parkinson ou d’Alzheimer et dans plusieurs cancers 

ou maladies auto-immunes [6]. Par conséquent, le nombre de publications ayant trait aux nanoparticules, 

aussi bien sur leur fabrication que sur leur toxicité éventuelle a significativement augmenté lors des deux 

dernières décennies, avec un nombre maximal d’études atteintes en 2013 (Figure 1.3).  
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Figure 1.3 : Evolution des publications concernant  les nanoparticules aux cours des années. 

Evolution des publications pour la recherche du mot « nanoparticles » dans le moteur de recherche Google Scholar des 
années 1990 à nos jours (Mai 2019). Les publications concernent aussi bien la fabrication, l’analyse ou les effets 
biologiques de ces nanoparticules. 
 

Ces nouvelles utilisations des nanoparticules nécessitent un intérêt tout particulier quant à l’étude 

de leur biodistribution. C’est la raison pour laquelle nous aborderons les notions d’ADME dans cette thèse. 

Dans la suite de ce chapitre, les nanoparticules dites élaborées car développées à des fins d’analyses 

biologiques ou avec un intérêt thérapeutique seront plus particulièrement évoquées. Les nanoparticules les 

plus usuelles dans ce domaine de recherche sont celles présentées dans la Figure 1.4, comportant des 

fonctionnalisations variées selon les finalités d’utilisation de chaque objet. Ces nanoparticules peuvent être 

de type polymérique, lipidique, métallique ou de type graphène. Présentes selon un large choix tant sur le 

modèle de la nanoparticule que sur la façon de la fonctionnaliser, elles sont donc très largement employées. 

Leur fonctionnalisation a pour objectif d’éviter une élimination trop rapide, de permettre un adressage 

particulier vers un type de cellule, ou encore de faciliter leur détection dès qu’elles ont atteint leurs cibles 

biologiques. Cette reconnaissance peut se faire par fluorescence moléculaire avec la fixation d’un 

fluorochrome, par affinité immunologique via la fixation d’anticorps, par radioimagerie avec l’incorporation 

d’un radioélément sur la nanoparticule, ou encore par détection directe grâce à la spectrométrie de masse. 

Dans le cadre de ce chapitre, une importance plus particulière sera portée à la radioimagerie et l’imagerie 

par spectrométrie de masse pour la détection de nanoparticules. 
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Figure 1.4 : Les différents types de nanoparticules à visée thérapeutique. Modifiée de 

M. Massserini,  2013 [12] 

Représentation schématique des nanoparticules modifiées en surface par des médicaments, des anticorps, peptides, 
aptamères ou molécules cationiques pour le ciblage moléculaire après administration in vivo.  
 

Ces travaux se déroulant dans le cadre d’une collaboration entre les trois services du Département 

« Médicaments et Technologies pour la Santé (avec le SCBM : Service de Chimie Bioorganique et de 

Marquage et le SIMOPRO : Service d’Ingénierie Moléculaire des Protéines) du site du CEA de Saclay ; une 

attention particulière a été portée à la description des nanoparticules de type graphène et de type micellaire. 

En effet, la synthèse et l’étude de ces nanoparticules marquées ou non est devenue l’une des thématiques 

phares de ces laboratoires avec l’élaboration de systèmes micellaires de type polymérique [13] [14] et de 

nanoparticules carbonées [15]. Les paragraphes suivants décriront dans un premier temps, les propriétés 

physico-chimiques particulières des nanoparticules de graphène ainsi que leurs utilisations à des fins 

biologiques ou thérapeutiques. Dans un second temps, les systèmes nanoparticulaires de type micellaire 

seront plus amplement détaillés dans un contexte de délivrance de médicament. Enfin, un intérêt particulier 

sera porté envers les systèmes de détection de ces nanoparticules dans des milieux complexes comme des 

systèmes biologiques.  
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I. LES NANOPARTICULES DE TYPE GRAPHENE 

L’appellation « graphène » selon la nomenclature de l’Union Internationale de Chimie Pure et 

Appliquée (IUPAC) est utilisée pour désigner une structure carbonée possédant deux dimensions et étant 

composée uniquement de couches individuelles [16]. Etudiée depuis 1940 [17], les travaux relatifs à sa 

découverte ont fait l’objet d’un prix Nobel de physique en 2010 [18] et sa structure est maintenant déclinée 

en plusieurs catégories de nano-objets comportant des propriétés physico-chimiques distinctes. Le graphène 

correspond à une molécule plane comportant des atomes de carbones hybridés sp2 dont les électrons 

participent à la formation de cycles aromatiques. Ses propriétés physico-chimiques et électroniques 

contribuent à son utilisation importante dans divers domaines tels que l’électronique, l’aéronautique et les 

applications biomédicales [19]. Dans cette partie, l’utilisation du graphène pour des applications 

biomédicales sera plus largement étudiée. Un accent particulier sera mis sur la biodistribution de cette 

nanoparticule à l’issue du passage des barrières physiologiques et les effets toxiques qu’elle pourrait induire.  

II. CLASSIFICATION ET PROPRIETES DES MATERIAUX DE TYPE GRAPHENE 

Le terme « graphène » regroupe une famille de nanoparticules réparties selon plusieurs classes qui 

dépendent du nombre de couches composant la nanoparticule ou les modifications chimiques présentes 

autour de celle-ci. Parmi la large famille des nanomatériaux de type graphène il existe donc (Figure 1.5) : les 

nanotubes de carbone, les nanorubans, le graphène dit simple couche, bicouches ou multicouches ainsi que 

le graphène oxyde ou le graphène oxyde réduit. Chacune de ces nanoparticules possède des tailles 

différentes. Les CNTs ( de l’anglais Carbone NanoTubes) ont des dimensions supérieures au micromètre, les 

nanorubans font entre 500 et 1000 nm et les feuillets font en moyenne 100 nm [20]. Ces nanoparticules 

possèdent des caractéristiques variées en termes de conductivité, de propriétés d’absorption dans l’UV ou 

d’adsorption par interactions électrostatiques, π-π ou hydrophobes. Grâce à ces caractéristiques variées, les 

nanoparticules de graphène sont utilisées dans des domaines très diversifiés. 
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Figure 1.5 : Les nanoparticules de type graphène. Traduit e de H.P Bei et al., 2019 [21] 

Vue d'ensemble des différentes structures des nanomatériaux à base de graphène et illustration de la fonctionnalisation 
covalente/non-covalente de ces nanomatériaux. 
 

Parmi toutes les applications citées dans le Tableau 1.1, le sujet principal de cette thèse pose la 

problématique de l’utilisation du graphène dont les propriétés le rendent potentiellement prometteurs en 

biologie : 

- Son innocuité chimique, sa large surface et la délocalisation des électrons permettent de solubiliser et 

d’y adsorber des molécules médicamenteuses.  

- Ses propriétés de conductivité en font un support idéal pour l'imagerie de biomolécules en microscopie 

électronique à transmission [22].  

- Enfin, ses propriétés mécaniques uniques suggèrent des applications en génie tissulaire et en médecine 

régénérative [23]. 
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Tableau 1.1 : Util isation des nanoparticules de type graphène selon leurs caractérist iques. 
Traduit de K. S. Novoselov, 2012 [18] 

Méthode 
Taille des 

cristaux (µm) 
Taille de 

l’échantillon (mm) 
Applications 

Exfoliation 
mécanique 

> 1 000 > 1 Recherche 

Exfoliation 
chimique 

≤ 0.1 
Superposition à 

l’infini 

Revêtements, peinture/encres, composites, couches 
conductrices transparentes, stockage d'énergie, 

Bioapplications 100 

CVD  1000 1000 
Photonique, nanoélectronique, couches conductrices 

transparentes, capteurs, Bioapplications 

Croissance sur 
SiC 

50 100 
Transistors à haute fréquence et autres dispositifs 

électroniques 

CVD = Chemical vapor deposition 
 

 Ces propriétés dépendent de la synthèse dont est issu le graphène mais également des traitements 

qui leur sont appliqués. Pour les synthétiser, il existe deux approches distinctes. La première méthode est 

une approche dite « top-down ». Elle permet la formation de graphène à partir de matériaux macroscopiques 

mais ne permet pas de contrôler de façon précise la synthèse de la nanoparticule. Cette méthode s’oppose 

aux approches « Bottom-up » qui permettent une meilleure maitrise de la structure de la nanoparticule [24]. 

Ces approches utilisent une source de carbone pour obtenir des nanotubes ou des feuillets de graphène. Les 

méthodes utilisées dans cette thèse pour la synthèse des nanoparticules de graphène sont décrites en 

Partie C annexe A.  

Selon les modes de synthèse utilisés 

(Tableau 1.2), une grande hétérogénéité en 

taille ou en degré d’oxydation peut être 

obtenue et ainsi mener à des nanoparticules de 

graphène avec des propriétés variées. Ces 

dissimilitudes peuvent engendrer des 

différences quant à leur utilisation mais aussi 

quant à leur toxicité potentielle. 

III. UTILISATIONS ET TOXICITE DES NANOPARTICULES DE GRAPHENE 

Depuis sa découverte en 2010 et avec la création d’un Flagship Graphène en 2013 (programme de 

recherche financé par l’UE), les scientifiques travaillent aujourd’hui au transfert de ces matériaux du 

laboratoire vers l’industrie. Ainsi, avec une possible industrialisation de la production du graphène [25], les 

effets d’une exposition du grand public à ces nanoparticules devient un sujet d’étude important vis-à-vis de 

son devenir in vivo [26] [27]. De ce fait, les applications du graphène à des fins de bioanalyses ou médicales 

seront plus particulièrement détaillées dans la suite de ce paragraphe.  

Tableau 1.2 : Synthèses des nanoparticules.  

« Bottom up » « Top down » 

Chemical Vapor Deposition Décharge électrique 

Méthode Hummer’s Ablation laser 

Croissance sur SiC 
Ouverture unzipping des 

nanotubes 

Carbonisation 
Exfoliation chimique ou 

mécanique 

 

https://graphene-flagship.eu/
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1. LES UTILISATIONS DES ESPECES DERIVEES DU GRAPHENE  

a. Utilisation du graphène en chimie analytique 

L'oxyde de graphène (GO de l’anglais « graphene oxide ») est un matériau très utilisé pour le 

développement de nouvelles méthodes d’analyses physico-chimiques en bioanalyse et notamment comme 

plateforme capable d’adsorber des molécules. En raison de la présence de groupements hydrophiles, le GO 

présente une bonne dispersibilité dans l'eau, biocompatibilité et résistance à l'oxydation. De ce fait, le 

graphène est aussi bien utilisé en laboratoire (Figure 1.6) que dans le milieu médical pour le développement 

de techniques analytiques pour la détection de molécules telles que le FRET (Fluorescence Resonance Energy 

Transfer) [28], la LDI - MS (Laser Desorption Ionisation Mass Spectrometry) [29] [30] ou le SERS (Surface 

Enhanced Raman Spectroscopy) [31]. Ces méthodes utilisent ainsi les propriétés du graphène comme son 

influence sur la fluorescence (quenching), sa forte absorbance aux longueurs d’onde du laser à 337 et 355 

nm ou encore sa capacité d’interaction π- π ou de transfert d’électrons. 

 

 

Figure 1.6 : Utilisation du graphène oxyde pour la chimie analytique. Issu e de J. Lee et al ., 2016 [31] 

 

Plus spécialement pour les techniques d’analyse impliquant l’ionisation MALDI (Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionisation), des matériaux de type graphène tels que des fullerènes, des nanotubes de carbone, 

du graphène et leurs formes dérivées sont utilisés comme matrice ou comme support. Ces nanoparticules 

peuvent être utilisées comme matrices ou co-matrices (Tableau 1.3) pour l’analyses de molécules tels que 

les métabolites [32] [33], les lipides [34] , les xénobiotiques [35] ou encore des composés environnementaux 

[36]. Ils possèdent en effet des avantages supplémentaires par rapport aux matrices organiques, comme la 

possibilité de réaliser des analyses en ionisation positive ou négative [37], une efficacité élevée dans la 

désorption/ionisation de l'analyte [38], une bonne reproductibilité des intensités de pics pour les analytes et 

une haute tolérance aux sels [39].  
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Tableau 1.3 : Etudes utilisant les nanoparticules de  type graphène comme matrice MALDI.  

Auteurs 
Molécules 
analysées 

Nanoparticules 
Tailles 
(µm) 

Provenances Méthodes 

Z. jing, 2005 [40] Acides aminés CNT / Sun nanotech / 

S. Ren, 2005 [41] Biomolécules MWCNT  0.6 Sun nanotech / 

X. Dong, 2010 [32] 
Petites 

molécules 
Graphène 1 Synthétisées  Méthode de Hummer's [42] 

X. Zhou, 2010 [43] 
Octachlorodibe
nzo-p-dioxine 

rGO 3 à 8 Synthétisées 
GO sur substrat de SiO2 puis 
réduction avec de la vapeur 

d'hydrazine [44] 

J. Lee, 2010 [45] Phospholipases 
GO et 

CNT(NH2) 
5 Synthétisées  Méthode de Hummer’s [46] 

M. Lu, 2011 [47] 
Petites 

molécules 
Graphène 3 - 5 

Graphene 
Laboratories 

/ 

J. Zhang, 2011 [36] 

Contaminants 
environnement

aux non 
polaires 

Graphène 1 Synthétisées  Méthode de Hummer's [42] 

Y. Liu, 2011 [48] 

Herbes 
médicinales 

traditionnelles 
chinoises 

Graphène et 
GO 

/ 
Shanghai 

Boson 
Technology  

/ 

C. W. Liu, 2012 [49] Flavonoïdes 
GO, rGO et 
Graphène 

10 Synthétisées  Méthode de Hummer’s [50]  

S. Chen, 2013 [37] 
Petites 

molécules 
CD < 10  Synthétisées  Voir la publication 

Q. Min, 2014 [38] 
Petites 

molécules 
N-Graphène et 

GtO 
0.2 Synthétisées  

GtO par la méthode de 
Hummer's. NGt par recuit 
thermique en présence de 

mélamine [51] 

H. Wei, 2016 [33] 
Petites 

molécules 
HBCCs / Synthétisées  

Synthèse selon Zhang et al, 
2014 [52] 

Z. Wang, 2017 [34] Phospholipides GO / 

Nanjing 
XFNANO 
Materials 

Tech  

/ 

Cette liste correspond à un bref exemple de publications utilisant les nanoparticules de graphène comme matrice dans 
la littérature. CNT : Carbone NanoTube, MWCNT : Multiple Wall Carbone NanoTube, rGO, reduced Graphene Oxide, 
GO : Graphène Oxide, CD : Carbon Dot, GtO : Graphite oxide, HBCC : hexaperi-hexabenzocircumcoronene 
 

Selon les études, les auteurs ont fait appel à différentes nanoparticules de graphène comme matrice 

MALDI. Certaines équipes utilisent du graphène commercial alors que d’autres le synthétisent avant 

utilisation. Ces différentes façons de procéder peuvent engendrer des changements dans les résultats 

obtenus. En effet, selon la taille de la nanoparticule, l’efficacité d’absorption pourrait varier et induire des 

processus de désorption/ionisation plus ou moins efficaces. Pour tester cette hypothèse, C.W Liu et al., 2012 

[49], ont fait varier le temps de sonication des feuillets de GO dans le but de modifier leur taille. Ils ont donc 

obtenu deux types de GO de tailles différentes après 1 heure (feuillets très larges, 10 µm) ou 6 heures 

(feuillets de petite largeur, de 1-2 µm) de sonication. Ils ainsi montré que la taille des feuillets a bien une 

incidence sur l’efficacité de la désorption et de l’ionisation en comparant les intensités obtenues sur 5 

molécules de flavonoïdes différentes. Parmi celles-ci, trois possèdent une intensité plus importante avec les 

feuillets de très large dimension latérale. La taille des feuillets des nanoparticules de graphène semble donc 
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être un facteur important à prendre en compte pour son efficacité en tant que matrice [53]. En effet, on 

remarque dans le Tableau 1.3 ci-dessus que la majorité des nanoparticules ont une taille de l’ordre du micron. 

D’autre part, des équipes utilisent également ces mêmes nanoparticules combinées à des matrices 

organiques dans le but d’augmenter l’efficacité de désorption/ionisation. Par exemple, H. N. Abdelhamid et 

H-F. Wuou ont utilisé la matrice acide sinapinique (SA) combinée au GO en 2015 pour des analyses SALDI 

(Surface Assisted Laser Desorption Ionisation) [54]. Cette combinaison leur a permis d’améliorer de deux à 

cinq fois l’intensité de leurs signaux pour l’analyse de colonies bactériennes. Sur le même principe, Y. Chen 

et al., 2016 ont utilisé les CDs (Carbon Dots) combinés à la matrice 9- aminoacridine pour l’analyse de petites 

molécules [55]. Ils ont ainsi augmenté la sensibilité de leurs analyses pour la détection de l’histidine. 

Etonnement, malgré une synthèse qui peut entrainer une distribution hétérogène de ces nanoparticules, la 

reproductibilité des analyses est également améliorée grâce à l’obtention de dépôts plus homogènes avec 

ajout de ces CDs à la matrice 9-AA. (Figure 1.7).  

 

 

Figure 1.7 : Amélioration de la reproductibilité de détection de l'histidine grâce au couplage 9 -AA/CDs. 

Issue de Y. Chen et al ., 2016 [55] . 

Images optiques de dépôts 9-AA/CDs et leur co-cristallisation avec l’histidine préparés dans (a.) H2O-EtOH (30:70, v/v), 
(b.) H2O-MeOH (30:70, v/v), et (c.) H2O-EtOH (50:50, v/v). (d.) Cristallisation de la 9AA et de l’histidine préparés dans 
H2O-EtOH (50:50, v/v). La distribution du signal de l’histidine est obtenue à partir de (e.) 9-AA/CDs et (f.) 9-AA seule. La 
résolution spatiale est fixée à 100 μm. 
 

Au cours des dernières années, le graphène a fait l’objet d’un vif intérêt dans différents domaines et 

notamment en chimie analytique. Sa large surface spécifique de 100 nm et ses propriétés d’absorption en 

font une matrice MALDI très efficace pour l’analyse de composés biologiques suite à sa longueur d’onde 

d’absorption similaire à celle du laser. Par ailleurs employés en recherche biomédicale, ce domaine fait 

largement appel au graphène ainsi qu’à ses dérivés pour les applications décrites dans le paragraphe suivant. 



PARTIE A : CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET TECHNOLOGIQUE, CHAPITRE 1 : L’ETUDE DES NANOPARTICULES 
 
 

- 41 - 

b. Utilisation du graphène en recherche biomédicale 

La surface du graphène d’une centaine de nanomètre lui permet de servir de plateforme de 

chargement pour de nombreuses molécules et offre donc un système de délivrance médicamenteuse aux 

multiples possibilités. De plus, selon sa fonctionnalisation, le graphène peut permettre d’atteindre 

différentes cibles cellulaires. Certaines modifications telles que l’ajout de PEG (PolyEthylène Glycol) induisent 

une plus grande stabilité de la plateforme. Cette stabilité permet de garder une quantité supérieure du 

complexe en circulation et induit une meilleure distribution du médicament chargé. En effet, l’ajout de PEG 

rend les nanoparticules moins hydrophobes et entraine la diminution du phénomène d’opsonisation qui est 

le système de « marquage » des molécules ou cellules à éliminer [6] [56]. Ensuite, sur ce système d’oxyde de 

graphène PEGylé, peuvent venir s’adsorber différents médicaments par interactions π – π telle que la 

Doxorubicine : anticancéreux en chimiothérapie [57]. L’adsorption de cette molécule sur cette plateforme 

de graphène peut ainsi permettre une délivrance plus précise de la molécule soit grâce à une 

fonctionnalisation ciblée du GO pour les récepteurs des cellules cancéreuses de type acide folique [58], soit 

grâce à un système de relargage contrôlé déclenché par le glutathion par exemple [59]. 

Pour la délivrance d’acides nucléiques : ADN (Acide DésoxyriboNucléique) ou ARN (Acide 

Ribonucléique), l’oxyde de graphène est préférentiellement fonctionnalisé avec de PEI (PolyEthylène Imine) 

[60] [61] [62]. Il a été démontré dans l’étude de Zhang et al., 2011 [63] que le siRNA ciblant Bcl-2 (B-cell 

lymphoma 2, protéine anti-apoptotique) chargé sur la GO-PEI pourrait efficacement annihiler l'expression de 

la protéine Bcl-2. Cette technique couple les avantages suivants : les interactions électrostatiques favorables 

du GO qui permettent le chargement du siRNA et une meilleure internalisation du complexe via la 

fonctionnalisation PEI. 

Le graphène, qui est également un agent absorbant, peut être employé en thérapie photothermique 

pour générer de la chaleur sous irradiation. L’utilisation de photosensibilisateurs entraine la formation 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS, de l’anglais Reactive Species Oxygen) ce qui engendre l’apoptose chez 

la cellule cancéreuse [64]. Le rGO (de l’anglais : reduced graphene oxide) est cependant préféré pour cette 

technique car il est plus absorbant et nécessite donc des irradiations plus faibles que le GO ou d’autres 

nanoparticules comme les nanoparticules d’or. 

Suite à ces utilisations en biologie, les risques d’accumulation et de toxicité de ces nanoparticules de 

type graphène sont potentiellement importants et leurs effets dans les systèmes biologiques nécessitent une 

attention particulière. Pour cela, la toxicité et la biodistribution du graphène seront donc évaluées dans le 

paragraphe suivant au travers d’une description du comportement du graphène et de ses dérivés au sein de 

modèles biologiques. 
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2. LES EFFETS BIOLOGIQUES OBSERVES 

Afin de mieux comprendre les objectifs de cette thèse, les effets biologiques des nanoparticules à 

base de graphène seront plus amplement détaillés [65]. En effet, des études sont actuellement menées sur 

la toxicologie [66] de ces nanoparticules in vitro et in vivo au sein de différents modèles biologiques comme 

des organismes cellulaires ou des modèles animaux. 

Premièrement, des études réalisées sur des bactéries Escherichia coli (Gram -) par S. Kang et al., 

2007 [67] et 2008 [68] ont montré une dégradation de leur membrane cellulaire suite à l’adsorption des 

nanotubes de carbone. L’équipe de S. Liu et al., 2011 [69] a également prouvé une baisse de la viabilité 

cellulaire de bactéries E. coli en comparant les effets du graphite, de l’oxyde de graphite, du GO et du rGO 

(Figure 1.8). La toxicité plus importante induite par le GO serait due à une plus grande interaction de la 

membrane avec les nanoparticules en raison de la présence de groupements hydrophiles. Ces résultats ont 

été reproduits par les équipes de W. Hu et al., 2010 [70], O. Akhavan et E. Ghaderi, 2010 [71] et M. U. Farid 

et al., 2018 [72] sur des souches de Staphylococcus aureus (Gram +). Ils ont démontré une plus grande 

résistance des souches E. coli en raison de la composition de leur membrane externe de type Gram -. Il 

avance l’hypothèse que les interactions par contact direct de la bactérie avec le bord très tranchant des 

nanoparticules causeraient plus de dommages à la membrane cellulaire de la bactérie Gram +, dépourvue 

de la membrane externe, qu’à celle de la bactérie Gram -, qui possède la membrane externe.  

 

 

Figure 1.8 : Effets des différentes formes de graphène sur la souche E. coli.  Traduite et modifiée à 

partir de S. Liu et al., 2011 [69] 

A. Mesure de la viabilité cellulaire de la souche bactérienne E. coli après une incubation de 2 heures avec 80 µg/mL de 
graphite (Gt), d’oxyde de graphite (GtO), de GO ou de rGO. La perte de viabilité cellulaire a été analysée par la méthode 
de comptage des colonies. Les barres d'erreur représentent l'écart-type. Une solution saline isotonique à base de 
graphène a été utilisée comme témoin. B. Activités antibactériennes de GO et de rGO en fonction du temps avec les 
mêmes concentrations. La perte de viabilité a été mesurée à 0, 1, 2, 3 et 4h, respectivement. C. Activités 
antibactériennes dépendant de la concentration de GO et rGO. 
 

D’autre part, M. Mortimer et al., 2018 [73] ont étudié la souche Pseudomonas aeruginosa par 

analyse transcriptomique après exposition à des nanotubes de carbone (15 µm x 20 nm) et feuillets de 

graphène (2 µm). Ils ont montré que les nanotubes induisent une dérégulation de l’expression de plus de 

111 gènes contre 44 pour le graphène. Ces gènes sont majoritairement impliqués dans la réponse à un stress, 
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dans la production des protéines membranaires et dans la résistance aux antibiotiques. Toutes ces données 

tendent à prouver que les nanoparticules de type graphène comme les nanotubes ou les feuillets de 

graphène entrainent un effet cytotoxique chez la bactérie. Pour cette raison, certains groupes reportent 

l’utilisation des nanoparticules de la famille du graphène comme agent antibactérien [74] [75]. 

Par ailleurs, des études effectuées sur des modèles de cellules cancéreuses pulmonaires humaines 

(GLC-82) [76] ont également souligné cette même dérégulation de l’expression des gènes suite à des 

expositions au GO ou rGO. T. Zhou et al., 2014 [77] ont montré plus particulièrement une diminution de 

l’expression des protéines mitochondriales au sein de cellules cancéreuses du sein (MDA-MB-231, MDA-MB-

436, et SK-BR-3) après exposition à du PEG-GO. Le GO aurait ici un rôle dans la diminution du phénotype 

métastatique en régulant le métabolisme énergétique. Par conséquent, certains groupes œuvrent au 

développement de ces nanoparticules pour l’élimination de cellules cancéreuses [78]. Les effets cytotoxiques 

des nanoparticules de graphène pourraient ainsi être exploités en nanomédecine. Cependant les études de 

toxicité in vitro et in vivo relatées dans la littérature ne convergent pas toutes vers les mêmes conclusions. 

Par exemple, Y. Chang et al., 2010 [79] ou H. Ali-Boucetta et al., 2013 [80] n’ont pas attribué d’effets toxiques 

ni même de réaction inflammatoire particulière après l’exposition des cellules A549 (cellules alvéolaires de 

l’épithélium bronchique) à des concentrations de GO pouvant aller respectivement jusqu’à 120 µg/mL ou 

200 µg/mL. B. Drasler et al., 2018 [81] ont apporté les mêmes conclusions après l’exposition d’un modèle 3D 

de cellules pulmonaires à trois formes de graphène : le GO, les nanoplaquettes de graphène et le carbone 

noir. Cette divergence trouvée dans la littérature pourrait provenir du type de nanoparticule utilisée. En 

effet, selon les dimensions de celle-ci, elle pourrait avoir des effets biologiques qui varient considérablement 

comme ont pu le démontrer P-P Jia et al., 2019 [82] en comparant l’effet de la taille du graphène ou de 

l’oxyde de graphène sur la viabilité cellulaire. De plus, N. Chatterjee et al., 2014 [83], ou R. Li et al., 2018 [84] 

ont montré que selon l’état d’oxydation du graphène, les effets sur la toxicité cellulaire peuvent être 

différents. Par exemple, l’étude de cellules HepG2 (lignée cellulaire de cancer du foie humain) a indiqué une 

internalisation du GO alors que le rGO reste à la surface des membranes cellulaires (Figure 1.9, A.). Là encore, 

les propriétés hydrophobes des feuillets de rGO peuvent expliquer que la nanoparticule ne soit pas 

internalisée par la cellule HepG2. Cependant, cet effet s’est retrouvé inversé pour la lignée cellulaire 

monocytaire humaine THP-1 (Figure 1.9, B.) pour laquelle seul le GO a été accumulé au niveau de la 

membrane cellulaire. 
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Figure 1.9 :  Accumulations de nanoparticules de type graphène au sein de différentes lignées 

cellulaires. Issue et modifiée de N. Chatterjee et al., 2014 [83]  et R. Li et al., 2018 [84]. 

A. Microscopie à contraste interférentiel montrant l'absorption et l'accumulation de GO (supérieur) et du rGO (inférieur) 
dans les cellules HepG2 à leurs doses respectives EC20 et EC50 (Effective Concentration). B. Imagerie confocale de 
cellules THP-1 après exposition au rGO, GO ou hGO (hydrated GO) pendant 16 h à 25 μg/mL. 
 

Des expérimentations ont aussi été effectuées sur des modèles animaux (Tableau 1.4) tels que la 

souris, le rat ou le poisson zèbre [85] [86] pour évaluer la toxicité selon le mode d’administration des 

nanoparticules de graphène. L’équipe de X. Zhang et al., 2011 [87] a montré une accumulation majoritaire 

du GO dans les poumons puis dans les organes liés au système réticulo-endothélial (RES) après injection par 

voie intraveineuse. Les organes de ce système RES sont impliqués dans l’élimination de corps étrangers et 

dans les phénomènes d’immunité. Les auteurs ont noté une atteinte des poumons avec inflammation et 

formation de granulome. En 2012, P. A. Stapleton et al., [88] et en 2016, L. Mao et al., [89], ont montré le 

passage de la barrière air - sang par des nanoparticules de MWCNT et FLG respectivement après inhalation 

ou gavage avec des nanoparticules retrouvées dans les organes lié au RES et dans le système digestif. Ainsi, 

40 % de la dose a été éliminée dans les fèces et 40 % reste dans les poumons 28 jours après instillation de 5 

µg de 14C-FLG chez la souris, (Figure 1.10, A.). Les 20 % restant des 14C-FLG se sont retrouvés, quant à eux, 

dans le foie, la rate, l’estomac, et l’intestin. Après gavage, toute la dose s’est retrouvée dans les organes du 

système digestif (Figure 1.10, B.). 
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Figure 1.10 : Biodistribution du 14C-FLG chez la souris. Modifiée de L. Mao et al., 2016 [89]. 

Détection par scintillation liquide de la radioactivité retrouvée dans les différents organes après injection de 5 µg de 14C-
FLG chez la souris soit par instillation (A.) ou par gavage (B.). Les organes non décris possèdent une radioactivité en 
dessous de la limite de détection. * indique des différences significatives avec le groupe contrôle (P ≤ 0.05). 
 

Ces études ont indiqué que quel que soit le mode d’administration, l’ensemble des organes peut 

être exposé. Malgré une réaction toxique ou inflammatoire non systématique selon les études, il reste 

important de diminuer le taux d’exposition à ces nanoparticules. Pour cela, des études parallèles 

expérimentent la fonctionnalisation du GO pour améliorer sa clairance après injection sur un modèle murin. 

En effet, S. Zhang et al., 2011 [90] ont injecté un GO fonctionnalisé avec du dextran qui augmente la stabilité 

de cette nanoparticule en milieu physiologique. Grâce au dextran, le GO est premièrement accumulé dans 

les organes du RES mais contrairement aux études précédentes, la nanoparticule est éliminée après 

seulement une semaine. 

 

Tableau 1.4 : Etude de la biodistribution des nanoparticules de type graphène chez l'animal 
selon le mode d’exposition. Issu de N. Kurantowicz et al . , 2015 [88].  

Classes Nom de la nanoparticule Expositions Animaux  Organes 

Graphène 
Feuilles de nanographène 

PEGylées avec du Cy7 
Intraveineuse 

Souris BALB/c 

Rein et excrété dans 
l'urine 

Oxyde de 
graphène 

125I-nGO-PEG 

Intrapéritonéal Foie, rate 125I-RGO-PEG 
125I-nRGO-PEG 
125I-nGO-PEG 

Intragastrique Estomac, intestin 125I-RGO-PEG 
125I-nRGO-PEG 
125I-nGO-PEG 

Intraveineuse 

Foie, rate 125I-RGO-PEG 
125I-nRGO-PEG 

Oxyde de graphène Poumons, Foie 

Oxyde de graphène et  
Tween 80 

Foie 
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Oxyde de graphène Intravitréen Lapin blanc japonais Globe oculaire 

I-NGS-PEG 

Intraveineuse 

Souris BALB/c 
Foie, rate et 

excréments dans 
l'urine 

Nanoparticules 
de graphite 

Nanocristaux de 60Co-Co 
Souris blanches à tête 

grise 
Foie, poumons, rate 

Nanoparticules de graphite Intragastrique 
Caenorhabditis 

elegans 
Le long du corps du 

nématode 

Nanodiamants 

188Re-NDs 
Intratrachéale 

Souris Kunming 
Os, cœur, foie, 
poumons, rate 

NDs-4 

Souris ICR 

Poumons 

NDs-50 

Intraveineuse 

Foie, poumons, rate 
125I-NDs 

18F-DNPs 

Rats Sprague-Dawley 
Foie, poumons, rate 
et excréments dans 

l'urine 

Souris CD1 suisses 
Foie, poumons, rate 
et excréments dans 

l'urine 

NDX (nanodiamant + DOX) Rats Sprague-Dawley 
et souris BALB/c 

Foie 

NDX (nanodiamant + DOX) Poumons 

RUDDM (Vrai-Dzerzhinsk 
diamant ultra-dispersé 

modifié) 
Lapins Chinchilla 

Pas d'agrégats mais 
des effets sur les 

paramètres 
biochimiques du sang 

RUDDM (Vrai-Dzerzhinsk 
diamant ultra-dispersé 

modifié) 
Sous-cutanée Souris ICR 

Région d'injection 
sous-cutanée, peau 

 
Nanodiamant fluorescent 

Gonade 

Caenorhabditis 
elegans 

Gonade, ovocytes, 
embryons précoces 

Intragastrique 

L'intestin (voie 
digestive, après 20 
min les FND ont été 
excrétés) - agrégats 

Nanodiamants fluorescents 
recouvert de Dextran et 
FND recouvert de BSA 

Intragastrique Cellules intestinales 

Nanotubes de 
carbone à 

simple paroi 

SWCNTs 

Intraveineuse 

Souris CD-ICR Foie, poumon, rate 

SWNT–PEG2000 marqué au 
64Cu Souris nues 

Foie, rein, rate, 
intestin, poumon 

SWNT–PEG5400 

Nanotubes de 
carbone à 

parois multiples 

MWCNT Intrapéritonéal Souris Swiss-Webster Foie 

125I-tau-MWNTs 

Intraveineuse Souris Kunming 

Foie, poumons et 
rate 

125I-Tween-MWNTs 

Foie, poumons, rate, 
estomac, reins, gros 
intestin et intestin 

grêle 

PEG = PolyEthylène Glycol, NDs = NanoDiamants, NDX = NanoDiamant, DOX = DOXorubicine, RUDDM = Real-Dzerzhinsk 
ultra-disperse diamond modified), SWNT = Single Wall NanoTube, MWCNT = MultiWall Carbon NanoTube, FND = 
Fluorescente NanoDiamonds. 
 

De nombreux sujets sont donc à l’étude concernant les nanoparticules de type graphène. De la 

bactérie à l’animal, dans un cadre environnemental ou de santé humaine, ces nanoparticules posent 
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questions quant à leurs effets nocifs. Même si cette toxicité peut être associée à des propriétés 

antibactériennes ou anticancéreuses, de nombreux résultats contradictoires restent encore à expliquer. En 

effet, selon la taille de la nanoparticule, son degré d’oxydation, sa fonctionnalisation et son mode 

d’administration, ces nanoparticules possèdent des biodistributions différentes (Tableau 1.4). De plus, dans 

les études concernant le graphène, la littérature évoque des doses d’exposition allant de 0,01 à 400 µg/mL 

sur des modèles cellulaires et des doses s’étendant de 5 à 250 µg/mL ou de 0,250 à 20 mg/kg selon les unités 

utilisées chez l’animal [91]. Cette variabilité dans les doses d’exposition souligne une certaine 

méconnaissance des conditions réelles d’exposition et prouve encore la nécessité de compléter et préciser 

ces études. C’est pourquoi, il est important d’avoir des outils analytiques performants qui permettent de les 

caractériser et de les analyser avec une plus grande précision.  

Enfin, ces nanoparticules, avec ou sans fonctionnalisation, pourraient être utilisées comme 

nanovecteurs pour le transport de molécules médicamenteuses Parallèlement, d’autres types de systèmes 

nanoparticulaires existent dans la littérature et leur pharmacocinétique est également très largement 

étudiée afin de pouvoir les employer en nanomédecine. La partie C qui suit sera donc consacrée à la 

description de ces autres nanovecteurs tels que les liposomes ou les micelles polymériques. 
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B. LES AUTRES NANOVECTEURS 

Les nanoparticules de type graphène ne sont pas les seuls nano-objets à se révéler utiles pour la 

bioingénierie et la médecine. D’autres nanoparticules également appelées nanovecteurs nécessitent qu’on 

leur porte une certaine attention car ils sont souvent davantage compatibles avec les milieux biologiques de 

par leur constitution plus hydrophile. 

I. GENERALITES 

L’intérêt d’un nanovecteur est d’améliorer les propriétés physico-chimiques des principes actifs. En 

effet, ces molécules sont souvent hydrophobes et donc peu stables en conditions physiologiques. Les 

nanovecteurs facilitent la distribution des composés en améliorant leur solubilité, en les protégeant de la 

dégradation, en augmentant leur capacité à cibler un tissu ou une cellule et en réduisant leur toxicité. 

Pour cela, un nanovecteur doit donc répondre à certaines caractéristiques [92] :  

- Il doit être biocompatible et/ou biodégradable, il ne doit pas induire d’effets secondaires liés à son 

administration, 

- Il doit présenter des propriétés de furtivité afin d’échapper au système immunitaire et ainsi éviter 

sa capture par des cellules du système réticulo-endothélial comme les macrophages, 

- Il doit faciliter le transport de la molécule thérapeutique jusqu’à sa cible et la protéger dans les 

conditions physiologiques, 

- Et il doit spécifiquement libérer la molécule au niveau de sa cible de manière efficace. 

De plus, un nanovecteur peut être conçu différemment selon la cible à atteindre et les barrières 

physiologiques à franchir. Pour cela, différentes catégories existent et ont déjà été brièvement évoquées 

dans le début de ce chapitre sur les nanoparticules. Ces catégories sont détaillées dans la Figure 1.11 ci-

après avec les dendrimères qui possèdent une organisation macromoléculaire hyperbranchée, les liposomes 

constitués d’une ou plusieurs bicouches lipidiques formant ainsi un environnement lipophile et les micelles 

de polymères capables d’enrober une molécule. Ces nanovecteurs sont généralement synthétisés de façon 

à se dégrader ou se dissocier facilement une fois présents dans un organisme. 
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Figure 1.11 : Différents types de nanovecteurs.  Issues de A. P.  Singh et al ., 2019 [93] de la thèse 

d’Annaëlle Doerflinger [92]  

A. Dendrimères : Organisation moléculaire hyperbranchée favorable aux molécules hydrophiles ou lipophiles. B. 
Liposome : bicouche lipidique qui forme un environnement favorable aux molécules hydrophiles. C. Micelles de 
polymères : polymères assemblés spontanément en milieu aqueux qui forment environnement favorable aux molécules 
lipophiles 
 

Les nanovecteurs qui seront plus amplement détaillés dans la suite de cette partie sont les liposomes 

et les micelles polymériques. En effet, les liposomes sont les nanovecteurs les plus connus et les plus 

référencés dans la littérature. Les micelles polymériques font quant à elles l’objet d’études poussées au sein 

des laboratoires en collaborant dans le cadre de cette thèse et correspondent donc à la thématique de 

recherche du chapitre 3 de la partie B : Etudes expérimentales. 

II. LES LIPOSOMES 

Les liposomes, vésicules sphériques constituées d'une ou plusieurs bicouches phospholipidiques 

sont les premières générations de nanoparticules utilisées comme système de délivrance de médicament 

[94]. Ce sont notamment les plus utilisées pour cibler le système nerveux central [95] [96] ou les tumeurs 

cancéreuses [97]. En raison de leurs caractéristiques physico-chimiques uniques, les liposomes ont fait l'objet 

d'études approfondies (de façon indirecte) pour le traitement et/ou le diagnostic de maladies neurologiques, 

comme la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, les accidents vasculaires cérébraux et les gliomes.  

Selon leur utilisation, les liposomes peuvent être fonctionnalisés de façon spécifique. Les liposomes 

cationiques permettent par exemple une interaction entre leurs charges positives et les polyanions présents 

au niveau de la barrière hématoencéphalique, entraînant une endocytose après adsorption. Ainsi, S. Joshi et 

al., 2015 [98] ont utilisé des liposomes cationiques (Figure 1.12, A.) injectés par voie intra-artérielle pendant 

une hypoperfusion cérébrale pour vérifier cette hypothèse de délivrance dans des tissus cérébraux normaux 

et porteurs de gliomes. Une forte absorption de liposomes cationiques par rapport aux liposomes anioniques 

et neutres a été prouvée par spectroscopie par réflectance diffuse (DRIFTS) et par imagerie par fluorescence. 
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 Les liposomes peuvent également être fonctionnalisés par des ligands ciblés sur les récepteurs 

endothéliaux du cerveau et peuvent être utilisés afin de permettre la transcytose de la nanoparticule. En 

effet, H. Ding et al., 2014 [99] utilisent la transferrine, protéine transportant le fer dans le sang, dans le but 

d’améliorer le passage de la barrière hématoencéphalique de magnétoliposomes fluorescents (Figure 

1.12, C.). Ces magnétoliposomes sont 

utilisés pour la mise au point de 

stratégies déclenchant leur libération 

en réponse à des stimuli externes 

spécifiques telles que des variations 

de champs magnétiques. Par 

exemple, H. Guo et al., 2015 [100] 

montrent que des 

magnétoliposomes enrobés de 

dextran sont capables de délivrer la 

doxorubicine, un médicament 

anticancéreux, après application d’un 

champ magnétique alternatif basse 

fréquence. D’autres systèmes 

existent pour répondre à un 

changement de température, 

d'intensité des ultrasons, 

d’impulsions lumineuses ou 

électriques. 

De plus, ces liposomes sont 

aussi très utilisés pour des applications de bioimagerie in vivo avec des techniques utilisant le radiomarquage 

[101] ou la fluorescence [102]. S. Li et al., 2012 [103] ont conçu un système théranostique liposomale 

multifonctionnel (Figure 1.12, D.). Leurs nanoparticules permettent l’utilisation de la résonance magnétique 

multimodale (RM), l'imagerie fluorescente dans le proche infrarouge (NIR) et l'imagerie nucléaire via 

tomographie par émission monophotonique de photons (SPECT) ou via tomographie par émission de 

positrons (PET). Cette approche a comme objectif la surveillance et la prédiction de distribution des 

médicaments administrés par des liposomes. M. Silindir-Gunay et al., 2019 [104] ont développé également 

des liposomes d’acide folique connus pour cibler spécifiquement les tumeurs possédant des récepteurs 

spécifiques à cette classe de molécules. L’acide folique est en effet impliqué dans la réplication de l’ADN, la 

division cellulaire, la croissance et la survie des cellules en division rapide [105] [104] . Ils sont ensuite 

marqués au technétium 99 pour permettre l’imagerie de ces tumeurs en SPECT. Ils ont également 

Figure 1.12 : Différents l iposomes classés selon leurs 

fonctionnalisations. Issue de M. K. Riaz et al ., 2018 [97].  

A. Les liposomes conventionnels sont constitués de phospholipides B. Les 
liposomes PEGylés ou furtifs contiennent une couche de polyéthylène 
glycol (PEG) à la surface des liposomes C. Les liposomes ciblés contiennent 
un ligand spécifique pour cibler un récepteur D. Les liposomes 
multifonctionnels, comme les liposomes théranostiques peuvent servir au 
diagnostic et au traitement des tumeurs solides. 
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fonctionnalisé leurs liposomes avec du PEG (Figure 1.12, B.) pour accroitre le temps de circulation et donc 

permettre une plus grande absorption de ces liposomes par les tumeurs cancéreuses. 

 

Malgré tous ces avantages, les liposomes possèdent une faible solubilité, peuvent manquer de 

stabilité dans les milieux biologiques et peuvent subir des réactions d’oxydation ou d’hydrolyse. Pour pallier 

cela, il existe d’autres systèmes de délivrance de molécules comme les micelles polymériques. C’est ce type 

de molécules qui ont été utilisées lors de cette thèse et qui feront l’objet d’expérimentation dans le chapitre 

3 de la partie B de ce manuscrit. 

III. LES MICELLES DE POLYMERES 

Les micelles de polymères sont constituées de polymères qui s’assemblent spontanément en 

micelles dans un milieu aqueux. Elles possèdent l’avantage d’avoir une plus petite taille modulable que les 

liposomes et une surface qui peut être modifiée via différentes fonctions selon le polymère utilisé. Les 

micelles de polymères sont composées d’unités monomériques qui possèdent à la fois une partie hydrophile 

et une partie hydrophobe. Une fois en solution aqueuse, ces unités s’assemblent d’elles-mêmes et les parties 

hydrophobes forment un cœur lipophile (Figure 1.13). Il existe donc un équilibre entre les micelles 

assemblées et les unités monomériques libres qui dépend de la concentration micellaire critique (CMC). Les 

micelles utilisées à des fins biomédicales possèdent majoritairement une taille allant de 10 à 80 nm, une CMC 

de l’ordre du millimolaire et un taux de chargement de 5 à 25 % de sa masse selon leur taille [106]. 

 

Figure 1.13 : Formation des micelles de polymères. Issue de la thèse d ’Annaëlle Doerflinger [92] 

 

La partie amphiphile est le plus souvent formée de PEG car non toxique. La partie hydrophobe peut 

être polymérisée grâce à la présence de fonctions polydiacétyleniques. L’optimisation et la combinaison des 

deux parties de l’unité monomérique peuvent donner lieu à de meilleures biodistributions des micelles et du 

médicament qu’elles délivrent. N. Mackiewicz et al., [107] ont réalisé en 2011 une étude avec 3 types de 

micelles de polymère : le PDAPEG2000 (PolyDiAcétylènePEG), le PDAPEG350 et le PDANTA  

(PolyDiAcétylèneNitriloTriacetic Acids) encapsulant tous les trois la même sonde fluorescente (FP730). Les 
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résultats ont montré une fluorescence plus intense chez la souris traitée au PDAPEG2000 comparativement 

à celles traitées avec le PDAPEG350 et le PDANTA (Figure 1.14). Ces données semblent indiquer une plus 

grande absorption de la micelle PDAPEG2000 par la tumeur et une plus grande persistance dans le système 

sanguin. 

 

 

Figure 1.14 : Biodistribution de micelles polydiacétyleniques obtenues par imagerie planaire NIR . Issue 

de N. Mackiewicz et al. ,  2011 [107] 

Après l’injection des micelles par intraveineuse chez la souris portant des xénogreffes, les images NIR ont été réalisées 
pour obtenir la biodistribution de a. FP730 seul, b. micelles PDANTA-FP730, c. micelles PDAPEG350-FP730, d. micelles 
PDAPEG2000-FP730. Comparaison du côté dorsal avec des flèches indiquant les tumeurs 96 h après l'injection. 

 

Ces nanoparticules ou nanovecteurs telles que les micelles polymériques et les nanoparticules de 

type graphène sont donc étudiés via de nombreuses techniques d’analyse et d’imagerie dans le but d’étudier 

leur biodistribution au sein d’organismes biologiques. Pour cela, un large panel de techniques analytiques 

est disponible. Elles possèdent chacune leur spécificité et sont souvent très complémentaires. Ces diverses 

techniques seront présentées dans la partie D suivante. 
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C. LES TECHNIQUES D’ANALYSE DES NANOPARTICULES 

Selon leurs formes et leurs tailles, les nanoparticules peuvent avoir des biodistributions ou des 

toxicités différentes. Il est donc important de savoir caractériser avec précision ces nanoparticules. Pour cela, 

différentes méthodes existent pour la caractérisation des nanoparticules ou pour l’imagerie in vivo de celles-

ci (Tableau 1.5). D’une part, la DLS qui est une technique d'analyse spectroscopique basée sur la diffusion 

dynamique de la lumière ou le SAXS qui se base sur la diffusion des photons au travers de l’échantillon 

fournissent des informations sur les propriétés structurales sur des nanomatériaux à une échelle allant de 

1 à 100 nm. Ces techniques permettent une caractérisation fine des nanoparticules. D’autre part, il existe 

des techniques d’imagerie permettant l’étude de leur devenir in vivo. Ces techniques correspondent 

notamment à la microscopie électronique a transmission ou à l’imagerie à rayons X et permettent une 

visualisation directe des nanoparticules. Il y a également, la fluorescence, la radioimagerie ou le PET qui 

nécessitent un marquage préalable des nanoparticules ou encore l’ICP-MS, qui est une méthode d’analyse 

sans marquage. Ces techniques possèdent chacune leurs avantages et inconvénients pour la mesure des 

propriétés physiques ou l’imagerie des nanoparticules. Cependant, pour l’étude de la biodistribution des 

nanoparticules, la suite du paragraphe s’intéressera uniquement aux techniques d’imagerie les plus 

fréquemment utilisées pour l’analyse de nanoparticules. 

 

Tableau 1.5 : Techniques d'analyses pour les nanoparticules.  

 Techniques Type de nanoparticules Avantages Inconvénients 

C
ar

ac
té

ri
sa

ti
o

n
s 

DLS (Dynamic Light Scattering) Suspensions 
Rapide, information 

structurale 
Pas de visualisation de 

la nanoparticule 

SAXS (Small Angle X-Ray) 
Solutions, solides et 

poudres 

Im
ag

er
ie

s 

TEM (Transmission Electron 
Microscopy) 

 
Résolution en 

angström [108] [109] 
 

Rayon X 
Substances cristallines 

de 1 à 100 nm 
  

ICP-MS (Inductively Coupled 
Plasma Mass Spectrometry) 

Métaux [110] 
Analyses de 

biomatériaux [111] 
 

Florescence Fonctionnalisées Spécificité 
Reconnaissance 

nécessaire 

PET (Positron Emission 
Tomography) 

   

Radioimagerie Radiomarquées Grande sensibilité 
Radiomarquage 

nécessaire 

Imagerie par spectrométrie de 
masse 

Marquées et non 
marquées 

Caractérisation 
structurale 

Sensibilité 

 

L’imagerie des nanoparticules a donc deux objectifs : le premier vise à les détecter afin d’étudier 

leur devenir dans des échantillons variés. Le second a pour but d’employer ces nanoparticules comme 
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vecteurs d’information et ainsi utiliser leurs propriétés intrinsèques pour l’imagerie d’autres molécules. Cette 

liste de techniques d’imagerie pour les nanoparticules n’est pas exhaustive mais fixe une représentation de 

la diversité des méthodes existantes pour l’étude de ces objets. Chacune possède ses avantages, comme la 

spécificité de détection ou la quantification absolue, et il peut être intéressant d’exploiter la 

complémentarité de ces techniques permettant une analyse structurale plus fine afin d’obtenir des outils 

analytiques puissants. Les techniques d’imagerie par spectrométrie de masse sont peu représentées pour 

l’analyse de nanoparticules alors que la caractérisation structurale est importante dans les notions de 

biodistribution. Cet aspect est donc détaillé dans la partie expérimentale de cette thèse. Pour cela, le chapitre 

suivant sera donc consacré à la présentation de l’imagerie par spectrométrie de masse. Une description 

détaillée des protocoles de MSI sera présentée allant de la préparation des échantillons jusqu’au traitement 

des données. Les étapes clés seront détaillées ainsi que les avantages et difficultés qu’elles présentent. Une 

réflexion sera également proposée sur la position de la MSI parmi les méthodes d’imagerie déjà existantes à 

la fois dans un contexte quantitatif et dans un contexte de biodistribution. 



Hélène Cazier 
 
 

DEVELOPPEMENT D’UNE NOUVELLE APPROCHE COMBINANT LA RADIOIMAGERIE ET L’IMAGERIE PAR 

SPECTROMETRIE DE MASSE POUR L’ANALYSE DE NANOPARTICULES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : L’IMAGERIE PAR 

SPECTROMETRIE DE MASSE 
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A. PRINCIPE GENERAL DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE 

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet de mesurer le rapport masse 

sur charge (m/z) de composés afin d’obtenir des masses ou des informations structurales précises. Ces 

analyses se font au moyen d’un spectromètre de masse qui est composé de quatre modules distincts : une 

source, un analyseur, un détecteur et un système de traitement des données (Figure 2.1). Les molécules 

sont premièrement ionisées dans une source puis les ions obtenus sont accélérés et focalisés pour ensuite 

être transmis vers un analyseur où ils sont séparés selon leur m/z. Le signal ionique est enfin détecté et 

amplifié afin de dénombrer l’abondance des ions. Il est ensuite retraité par un système informatique afin 

d’obtenir un résultat sous la forme d’un spectre de masse (Partie C., Annexe 3).  

 
 

 

Figure 2.1 : Organisation d’un spectromètre de masse.   

Un spectromètre de masse est composé d’une source, d’un analyseur, d’un détecteur et d’un système de 
traitement de données. La source permet une ionisation des composés sous vide ou à pression atmosphérique. 
Ces ions sont ensuite envoyés dans l’analyseur pour y être séparés et analysés à une résolution spectrale allant 
de la basse à la très haute résolution. Les ions sont ensuite détectés puis le signal est converti en spectre de 
masse exprimant l’intensité en fonction du rapport masse sur charge des molécules analysées. 
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B. L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

Ces étapes d’ionisation, séparation et détection sont également applicables à l’imagerie par 

spectrométrie de masse. Cependant, la MSI nécessite des sources d’ionisation particulière qui permettent 

l’analyse d’échantillons solides. Après une présentation générale de la MSI, ces sources seront décrites dans 

le paragraphe II suivant. Ensuite, les méthodes de préparation d’échantillons en MALDI - MSI seront plus 

particulièrement présentées car elles sont utilisées dans la partie expérimentale de cette thèse. 

I. PRINCIPES GENERAUX DE L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

La spectrométrie de masse est devenue une technique très largement utilisée pour l’analyse de 

molécules et notamment de biomolécules. Le développement croissant d’outils informatiques de traitement 

de données a permis de lui associer une composante supplémentaire qui est l’imagerie. Depuis sa première 

description en 1997 par le groupe de R. Caprioli [4], la MSI est devenue de plus en plus utilisée en biologie où 

la composition moléculaire au sein des matrices biologiques est de plus en plus nécessaire afin de relier 

biodistribution, fonctions biologiques et structures moléculaires [112]. De ce fait, la MSI est employée en 

pharmacologie avec l’étude de la pharmacodynamique ou encore de la pharmacocinétique pour l’analyse de 

molécules à visée thérapeutique [113]. De plus, les analyses en lipidomique [114] [115] [116], protéomique 

[117] [118] [119] ou métabolomique [120], [121] se développent également in situ grâce à la MSI et 

s’appliquent largement à la recherche de biomarqueurs dans un contexte clinique. 

La MSI, qui consiste donc à analyser et localiser des molécules au sein de tissus, a pour objectif 

principal de réaliser des cartographies moléculaires. A partir de régions d’intérêt au sein de tissus cibles, 

l’acquisition de spectres de masses à différentes coordonnées va permettre la représentation de plusieurs 

molécules avec une résolution spatiale moyenne de 20 µm et pouvant descendre en dessous du micron [122] 

[123]. Cette résolution spatiale correspond à la distance parcourue sur le tissu entre deux acquisitions. En 

MSI, on parle souvent de « raster », c’est à dire la taille des pixels représentés après acquisition (Figure 2.2). 

 

Figure 2.2 : La résolution spatiale en MSI  selon le « raster » utilisé. 

La forme bleue représente une coupe de tissu. Le quadrillage représente la résolution spatiale de l’image et le rond rouge 
représente le point d’impact de la source d’ionisation. 



PARTIE A : CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET TECHNOLOGIQUE, CHAPITRE 2 : L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 
 
 

- 59 - 

 

Figure 2.3 : Principe de l' imagerie par spectrométrie de masse  

Sur une région d’intérêt (1.), le laser parcourt avec des paramètres précis (2.) la coupe de tissus afin d’acquérir en chaque 
point un spectre de masse. Au sein de ces spectres de masses (3.), un rapport masse sur charge est sélectionné afin de 
représenter l’image moléculaire (4.) de la molécule ciblée. Il devient donc possible de représenter la biodistribution (5.) 
d’une molécule ou de mettre en évidence la co-localisation de plusieurs molécules. 
 

Un spectre de masses est ainsi acquis pour chaque position et au sein de ces spectres, un ion précis 

va être sélectionné afin d’obtenir sa biodistribution (Figure 2.3). Cette technique possède l’avantage de 

pouvoir recréer des images moléculaires sans avoir besoin d’étapes spécifiques de marquage (radioactivité, 

fluorescence, immunohistochimie) lors de la préparation des échantillons. Il est également possible de cibler 

une molécule d’intérêt pour procéder à sa quantification ainsi que celles de ses métabolites secondaires. 

Selon l’organe analysé, les coupes de tissus peuvent être homogènes tel que le foie ou hétérogènes 

tels que le cerveau ou la rate. Selon la composition moléculaire en différents points de la coupe, le rendement 

d’ionisation pour une molécule donnée peut varier. Ce phénomène est ainsi appelé l’effet matrice. Afin de le 

prendre en compte, différentes méthodes sont à mettre en place lors de la préparation des échantillons ou 

lors du retraitement des données et qui implique la normalisation du signal. Ces protocoles seront abordés 

dans la suite de ce chapitre 

La maitrise des différentes étapes de la préparation des échantillons en MSI est donc nécessaire pour 

obtenir des images à des résolutions spatiales pouvant descendre jusqu’au micron. Ces étapes seront donc 
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présentées dans le paragraphe IV. de cette partie. Cependant, il existe différentes sources pour la réalisation 

d’image par spectrométrie de masse et chacune nécessite des préparations d’échantillons différentes. Pour 

cela, il est important de connaitre qu’elle sera la source d’ionisation à utiliser. Ces sources sont donc détaillées 

dans l’Annexe 3. 

II. INSTRUMENTATIONS POUR L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

1. LES PRINCIPALES SOURCES D’IONISATION 

Les avancées technologiques qui ont permis l’amélioration de la MSI concernent en grande partie la 

conception de nouvelles sources d’ionisation (Figure 2.4). Afin de réaliser des images en spectrométrie de 

masse, des sources d’ionisation en phases solides sont utilisées et les trois principales sont l’ionisation par un 

faisceau d’ions primaires qui correspond à la source SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry), la désorption 

par électronébullisation nommée DESI (Desorption electrospray ionization) ou encore assistée d’une matrice 

MALDI [124] [125]. Ces sources, plus amplement détaillées dans la Partie C., Annexe 3 ont été developpées 

successivement entre 1960 et 2005 et possèdent chacune leur spécificité d’ionisation. 

 

 

Figure 2.4 : Chronologie de l' instrumentation pour l'imagerie  par spectrométrie de masse. Issue de 

R.M.A. Heeren, 2015 [126] 

La flèche bleue foncé correspond au développement général de la MSI, la flèche verte aux développements de la source 
SIMS et la flèche orange foncé à ceux associé au MALDI. La flèche orange pastel indique les avancées des sources a 
atmosphère ambiante alors que la flèche bleu clair introduit les développements en LDI - MSI. 
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Chacune de ses trois sources possèdent donc des avantages et des inconvénients correspondant aux 

mécanismes considérés d’ionisation (Tableau 2.1). La source SIMS permet de réaliser des images à des 

résolutions spatiales inférieures au micron mais le mode d’ionisation par faisceau d’ions peut engendrer une 

importante fragmentation des molécules. Cette source peut donc parfois rendre l’interprétation des données 

spectrales compliquée. Au contraire, la source DESI permet une extraction des molécules sous leur forme 

protonée ou déprotonée et facilite ainsi l’attribution et l’annotation des pics obtenus. Cependant, l’utilisation 

d’un aérosol pour la désorption des ions diminue grandement la résolution spatiale des images acquises. La 

source MALDI permet quant à elle une résolution spatiale intermédiaire qui varie de 10 à 150 µm selon les 

études référencées dans la littérature. Par ailleurs, cette source permet de réaliser une ionisation selon le 

type de molécules à détecter grâce à l’existence d’un large panel de matrices qui aide au processus de 

désorption/ionisation sur tissu. 

 

Tableau 2.1 : Comparaison des sources SIMS, DESI et MALDI.  Inspiré de D. Touboul et al ., 2011 
[127] 

Sources 
Résolution 

spatiale 
Détection 

Préparation des 
échantillons 

Les analyseurs associés 

SIMS < 1 µm 
Ions élémentaires ou 
fragmentés, lipides 

Parfois, un dépôt 
métallique 

Orbitrap, TOF, TOF/TOF 

MALDI 10 à 150 µm 
Dépend de la matrice 

utilisée 
Dépôt d’une matrice 

MALDI 
TOF/TOF, Q-TOF, FT-Orbitrap, 

FT-ICR, ion mobility-Q-TOF, QqQ 

DESI 200 µm 
Lipides, peptides, 

métabolites. Les molécules 
les plus abondantes 

Aucune Q-TOF, FT (Orbitrap) 

 

La source MALDI représente donc un bon compromis entre résolution spatiale et possibilité de 

détection des molécules présentes au sein de tissus biologiques. Cependant, cela implique l’ajout d’une étape 

lors de la préparation des échantillons pour la réalisation d’analyses MSI. 

2. LES ANALYSEURS POUR LA MSI 

L’obtention d’images biologiquement explorables passe par le couplage de ces sources à des 

analyseurs à haute résolution. De plus, les sources utilisant des moyens d’ionisation pulsée comme les lasers 

ou les faisceaux d’ions induisent une formation d’ions par paquets successifs et sont plutôt associées aux 

analyseurs quadripolaires, à temps de vol (TOF = Time Of Flight) ou à résonance cyclotronique.  

Récemment, un certain nombre de développements instrumentaux ont eu lieu pour la MSI dans le 

but d'augmenter le pouvoir résolutif, la précision de mesure ainsi que les capacités MS² des analyses [124] 

(Tableau 2.2). Ces paramètres sont plus amplement détaillés dans la Partie C., Annexe 3. L’analyseur à temps 

de vol, qui est un outil de choix pour la MSI MALDI et SIMS, possède une grande vitesse d’acquisition grâce à 

des lasers de 20 KHz, une résolution de détection de l’ordre du ppm et une gamme de masses (jusqu’à 

5000 m/z en reflectron) qui le rendent très attrayant pour l'imagerie. Le développement des sources MALDI 
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couplées à des analyseurs de masse à haute résolution tels que le FT-ICR et FT-Orbitrap (FT-MS) ont 

également favorisé la séparation des ions isobares issus de petites molécules tels que les lipides et a ainsi 

amélioré l'annotation des jeux de données grâce aux formules élémentaires. D’autre part, l’ajout d’un second 

TOF ou d’un quadripôle en amont de l’analyseur principal a été préconisé pour apporter un aspect de 

caractérisation structurale supplémentaire aux analyses MSI.  

 

Tableau 2.2 : Les analyseurs pour la MSI. Modifié et adapté de F. Fenaille et al ., 2017 [128], et 
de J. L. Noris et R. M. Capriol i, 2013 [129] 

Analyseurs Résolution (m/∆m) Gamme de masses (m/z) Précision (ppm) Débit (pixel/s) MS/MS 

TOF linéaire 103 0 – 1 000 000 200 2 − 5 / 

TOF reflectron 103 - 104 0 – 100 000 1 - 2  2 − 5 MS2 

TOF/TOF 103 - 104 0 – 10 000 1 - 2 2 − 5 MS2 

Q-TOF 103 - 104 100 – 6 000 1 - 5 < 1 MS2 

Piège à ion linéaire 102 - 103 50 – 3 000 50 - 500 < 1 MSn 

Triple quadripôle 102 - 103 50 – 5 000 5 - 500 > 100 MS2 

FT-orbitrap 104 - 105 50 − 10k < 1 < 1 MS2 

FT-ICR 104 - 106 100 − 10k < 1 1 − 3 MSn 

 

Actuellement, les méthodes de MSI doivent donc faire des compromis entre des critères de vitesse, 

spécificité, résolution spatiale et de sensibilité [113]. Les instruments FTMS de haute spécificité sont donc 

privilégié pour une précision de masse inférieure à 1 ppm et un pouvoir de résolution pouvant aller jusqu’à 

un million (m/z 400). Cependant, pour des analyses beaucoup plus rapides les instruments TOF sont favorisés 

(Annexe 3, B.).  

Malgré l’utilisation d’instrument à haute résolution spectrale comme les MALDI-FTICR, la 

caractérisation structurale de molécules sur tissu peut s’avérer compliquée de par l’analyse de milieu 

biologique complexe. Pour cela, différentes stratégies sont développées dans la littérature afin d’avoir des 

informations supplémentaires à la simple précision de masse.  

3. LA CARACTERISATION STRUCTURALE EN MSI 

La caractérisation structurale en imagerie par spectrométrie de masse est également un aspect 

important à considérer. L’utilisation d’analyseurs à haute résolution spectrale permet d’obtenir des précisions 

en masse de l’ordre du ppb mais parfois, la précision de masse peut ne pas être suffisante pour différencier 

certaines espèces moléculaires. Pour cela, différents recours peuvent être envisagés et afin de réaliser des 

analyses MSI avec une caractérisation structurale plus précise, certaines études ont proposé la réalisation 

d’images acquises en MS/MS. Par exemple, M. L. Manier et al., 2011 [130] ont réalisé des image MS² avec un 

MALDI - LTQ - XL (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) et après dérivation de l’isoniazid, médicament anti-
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tuberculose, avec le trans-cinnamaldehyde sur des tissus provenant d’animaux infectés. 

B. Flinders et al., 2017 [131], ont également utilisé une méthode MRM avec un MALDI-Q-TOF (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) afin d’obtenir des images spécifiques de la cocaïne en ciblant le produit de 

fragmentation majoritaire de cette molécule sur des échantillons de cheveux. Ces images acquises en MS² 

permettent d’obtenir une validation structurale de la molécule cible dans un environnement moléculaire très 

varié avec de possible interférence en masse. 

Certaines équipes proposent quant à elle des améliorations technologiques et méthodologiques afin 

d’améliorer la caractérisation moléculaire sur tissus. B. M. Prentice et al., [132] ont proposé en 2016 une 

méthodologie afin de pouvoir créer plusieurs évènement TOF/TOF après un seul tir laser en source MALDI 

afin d’accroitre la spécificité d’analyse. D’autre part, des avancées instrumentales tel que le couplage du 

temps de vol à mobilité ionique [133] avec l’imagerie par spectrométrie de masse a récemment permis de 

faciliter l'étude de matrices biologiques complexes sur tissus. L’ajout de cette étape de séparation en phase 

gazeuse avant l’analyse MS permet l’amélioration de la détection des ions de faible abondance ainsi que la 

séparation des ions isobares des espèces moléculaires. 

La caractérisation structurale grâce à la précision de masse et/ou l’utilisation d’analyses MS² permet 

de s’affranchir des interférences possibles au sein de la matrice complexe que représentent les coupes 

tissulaires analysées en MSI. Cette résolution spectrale et la spécificité des analyses MS² peuvent également 

permettre d’améliorer la qualité de la résolution spatiale en évitant ainsi les interférences en masse. 

Cependant, cette résolution spatiale est également fonction de toutes les étapes de préparation des 

échantillons réalisés en amont des analyses MSI. Le bon déroulement de ces étapes est donc décrit dans le 

paragraphe suivant. 

III. TECHNIQUES DE PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR LES ANALYSES MSI 

L’utilisation de la MSI, notamment dans les domaines de la recherche médicale et pharmaceutique, 

requiert une grande précision dans la préparation des échantillons ainsi que dans l’analyse. Cette précision 

impacte notamment la résolution spectrale des appareils de spectrométrie de masse mais également la 

résolution spatiale de l’image. Les différentes étapes du protocole de préparation des échantillons (Figure 

2.5) [125] doivent donc préserver l’intégrité des échantillons. Pour cela, un soin particulier doit être apporté 

à la préparation des échantillons et différents protocoles peuvent être utilisées afin d’optimiser les conditions 

d’analyses. 

 
 
 
 
 
 
 



PARTIE A : CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET TECHNOLOGIQUE, CHAPITRE 2 : L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 
 
 

- 64 - 

 
 

 

Figure 2.5 : Les étapes principales de la préparation des échantillons en analyses MSI.  

La première étape consiste en la conservation des organes après sacrifice de l’animal (1.). Ensuite les tissus sont coupés 
à une épaisseur donnée puis déposée sur une lame. La matrice est ensuite appliquée (2.) sur les tissus puis l’acquisition 
est réalisée pour l’obtention d’images moléculaires (3.). 
 

Selon l’étude réalisée, la collecte des échantillons peut être différente. En effet, en MSI de 

nombreuses thématiques de recherche peuvent être abordées et notamment l’étude des plantes [134], des 

insectes [135], des cellules [136] ou encore des tissus humains. Les étapes qui seront présentées par la suite 

concerneront en grande partie la préparation de tissus animaux car les travaux de cette thèse se basent sur 

ce modèle. 

L’étude peut porter sur l’analyse d’un corps entier ou seulement d’organes cibles qui vont alors être 

prélevés. Dans ce cas, les procédures classiques pour la préparation d’échantillon en imagerie par 

spectrométrie de masse sont donc les suivantes [125] [137] [138]. Premièrement, les tissus sont prélevés 

suite à une biopsie ou un prélèvement post-mortem. Ensuite, différents procédés de stabilisation de 

l’échantillon peuvent être mis en place avant de les conserver à – 80 °C. L’organe ou le corps entier sont 

ensuite découpés à l’aide d’un cryostat ou d’un microtome. Pour cela, ils peuvent être enrobés ou non dans 

un matériau facilitant leur découpe. Selon les tissus, l’épaisseur et la température de coupe sont optimisées 

[129] afin d’obtenir une coupe fine entre 5 et 20 µm. La taille de la coupe peut influencer l’ionisation des 

molécules lors de l’analyses MSI. La coupe est ensuite déposée sur une lame conductrice et préparée de 

façon spécifique selon les objectifs de l’étude ou la source d’ionisation utilisée. Enfin, les tissus sont analysés 

en spectrométrie de masse et un traitement des données adapté va permettre de générer les images 

moléculaires.  

La qualité de l’analyse MSI va donc dépendre de la conservation de l’échantillon, de la qualité de sa 

découpe, des différents traitements qui lui seront appliqués et de la façon dont sera déposée la matrice 

MALDI. 
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1. DU SACRIFICE DE L’ANIMAL A LA CONSERVATION DES ORGANES 

Selon le type d’étude réalisée, différents protocoles peuvent être appliqués aux échantillons [139] 

[140]. En effet, le conditionnement du tissu va grandement influencer l’analyse MSI en modifiant 

potentiellement la biodistribution des analytes, leur intégrité et donc leur sensibilité de détection. Après le 

prélèvement des tissus, différents protocoles de traitement post-mortem peuvent être utilisés dans le but de 

les conserver et bloquer toute activité enzymatique. Pour cela, deux méthodes principales sont généralement 

envisagées : la congélation instantanée ou la stabilisation thermique [141]. I. A. Mulder et al., 2016 ont 

comparé ces deux protocoles impliquant une congélation à l’azote liquide et une thermostabilisation à 95 °C. 

Ils ont ainsi prouvé en comparant ces deux techniques que pour l’analyse de métabolites dans des coupes de 

cerveau de souris sur une gamme de masse de 50 à 1000 m/z, le protocole de conservation avait une grande 

influence sur leur détectabilité. Ils ont montré, une perte dans la détection de métabolites tels que le 

fumarate, l’hydroxyproline, le malate, le glutamate, la glutamine et l’inosine après stabilisation thermique 

(Figure 2.6). Ces métabolites sont cependant détectés au sein de coupes de cerveaux de souris directement 

congelés. Malgré la désactivation des enzymes via la stabilisation thermique cette technique semble toutefois 

induire une dégradation des métabolites les plus labiles. La conservation des organes par congélation semble 

la plus prometteuse pour des organes issus de modèles animaux. 
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Figure 2.6 : Différence de détection selon le mode de conservation des échantil lons. Issue de I.A Mulder 

et al., 2016 [141] 

Images MSI de métabolites cérébraux analysés en ionisation négative avec la matrice MALDI 9-AA par MALDI - FT - ICR 
après congélation ou thermostabilisation.  
 

De ce fait, une majorité d’analyses MSI se pratique donc sur tissus congelés afin de faciliter et de ne 

pas biaiser la démarche analytique. Les organes sont soumis à une congélation rapide dans le but de 

conserver leur morphologie et leur intégrité moléculaire. Cette technique permet d’éviter la formation de 

caillots de sang et de dommages cellulaires. Il existe différentes techniques de congélation instantanée : 

l’utilisation d’azote liquide ou d’isopentane à – 45 °C avec de la carboglace ou de l’azote liquide. La seconde 

méthode est un procédé privilégié pour la congélation des tissus car l’azote liquide peut entrainer des fissures 



PARTIE A : CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET TECHNOLOGIQUE, CHAPITRE 2 : L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 
 
 

- 67 - 

ou la fragmentation des organes. La congélation de corps entiers peut se faire quant à elle sur la carboglace 

dans un bain d’hexane. Selon la taille de l’animal, la congélation peut prendre entre 5 et 15 minutes [138]. 

Une fois les tissus congelés, ils sont ensuite conservés à – 80 °C avant l’étape de découpe. Lors de cette étape, 

les échantillons doivent être traités avec la plus grande précaution. 

Parallèlement au protocole de congélation, un second protocole de conservation des échantillons 

existe tels que la fixation des tissus. En effet, certaines applications en recherche nécessitent la mise en œuvre 

de protocoles de fixation afin de conserver des tissus humains dits sensibles tels que des biopsies. A titre 

d’exemple, la recherche médicale utilise des protocoles cliniques qui induisent une fixation des tissus dans 

du formaldéhyde puis dans la paraffine [142] pour conserver les tissus après diagnostic. Ces tissus nommés 

tissus FFPE (Formalin – Fixed, Paraffin – Embedded), sont archivés et constituent donc une base de données 

conséquente pour la recherche clinique. Ces stratégies de fixation assurent la stabilité des composés tels que 

les peptides et les protéines pour plusieurs années mais représentent un obstacle aux analyses MSI à cause 

de la formation de liens covalents avec les protéines. En effet, la création de ponts moléculaires induits par 

l’enrobage FFPE peut entrainer une diminution de l’ionisation des molécules et nécessitent donc d’effectuer 

un prétraitement via des méthodes de déparaffinage et de réhydratation des tissus. Oetjen et al. [143] ont 

proposé en 2016 une méthode standardisée pour la mise au point de procédures opérationnelles de 

déparaffinage optimisées sur des coupes de cerveaux FFPE. A. Ly et al., ont comparé dans leurs travaux de 

2016 des images moléculaires obtenues en MALDI - FTICR à partir de coupes congelées ou FFPE (Figure 2.7). 

Ils ont ainsi montré qu’avec un protocole de déparaffinage optimisé et maitrisé, il est possible d’obtenir une 

localisation aussi précise des métabolites tout en ayant une intégrité morphologique supérieure à celle des 

tissus congelés. Là aussi, les étapes de préparation sont, selon le type d’échantillon choisi, d’une grande 

importance pour l’obtention d’images informatives. 
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Figure 2.7 : Tissus congelés versus tissus FFPE. Issue de A. Ly et al., 2016 [142] 

Comparaison de la localisation des ions : A. m/z 259,0140 correspondant au mucus (galactose-1-phosphate; vert), B. m/z 
259,0230 correspondant à la tumeur (hexose-6-phosphate; rouge) et C. m/z 300,0400 correspondant à la matrice 
extracellulaire (N-acétylglucosamine sulfate; jaune) entre les tissus congelé et les tissus FFPE – TMA (Tissue MicroArray). 
Résolution spatiale de 60 μm avec un MALDI - FTICR. 
 

2. LA DECOUPE DES TISSUS BIOLOGIQUES  

Pour la découpe des tissus, différents appareils peuvent être employés comme les microtomes, 

majoritairement utilisés pour une découpe à température ambiante d’échantillons fixés, ou une enceinte 

réfrigérée comme les cryotomes pour la découpe de tissus congelés. Lors de la découpe de tissus congelés, 

les échantillons peuvent être enrobés ou simplement collés au support de coupe à l’aide d’un matériau 

adéquat comme l’OCT (Optimal Cutting Temperature compound) [144] [145] ou de la CMC 
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(CarboxyMethylCellulose) [146] [147] [148] pour faciliter la manipulation et permettre une découpe plus 

précise. Cependant, les composants constituant ces enrobages sont très facilement ionisés en spectrométrie 

de masse et peuvent donc grandement interférer avec les analyses à réaliser. Ainsi, il peut être préférable 

d’utiliser de l’eau afin de fixer les tissus et ainsi permettre une découpe exempte de toute contamination. 

Les tissus sont ensuite déposés sur des lames conductrices comme les lames ITO (Indium Tin Oxide) 

recouvertes d’un film de 130 Å [125] afin de permettre l’accélération des ions en source. Ce film conducteur 

transparent n’empêche donc pas les observations au microscope optique permettant ainsi la comparaison 

de l’image MSI aux images obtenues après coloration histologique. Cette coloration peut être réalisée sur 

une coupe adjacente ou sur la même coupe après analyse MSI après le retrait de la matrice MALDI. Il existe 

également d’autres moyens de rendre la lame conductrice en utilisant par exemple des scotchs double face 

conducteurs [149] [150] ou des lames métalliques recouvertes de particules d’or [151]. En effet, 

D. Saigusa et al., 2019 ont comparé l’utilisation de rubans adhésifs double face conducteurs ou non 

constitués d'une feuille de cuivre, d'une feuille d'aluminium et d'un film adhésif de type conducteur (Cryofilm 

type MS1) avec l’utilisation de lames ITO pour la préparation de coupe de tissus. Après analyses MSI, aucune 

différence notoire sur l’ionisation des molécules n’est révélée lors de l’utilisation du film adhésif cryofilm 

MS1. L’efficacité de ces rubans adhésifs pour l’obtention de coupes de corps entiers semble donc confirmée. 

Après le montage des tissus sur lames conductrices, le passage de la coupe à température ambiante 

(même pour un court laps de temps) peut provoquer une variation significative de l’intensité de certains ions 

observables en spectrométrie de masse. En effet, R. J. A. Goodwin et al. [152] ont prouvé en 2008 l’effet du 

réchauffement des coupes sur la détection de marqueurs peptidiques. Après une incubation à température 

ambiante de 0 à 5,25 minutes des coupes déposées sur lame ITO, différents comportements sont observés 

concernant l’intensité des ions en MSI (Figure 2.8). L’incubation à température ambiante n’a pas semblé avoir 

d’impact sur l’ionisation du peptide m/z 2608 contrairement aux ions m/z 2479 et m/z 6724. En effet, l’ion 

m/z 2479 a montré une augmentation de son intensité contrairement à celle de l’ion m/z 6724 qui diminue 

avec l’augmentation du temps d’incubation. Ces changements, fonctions de la séquence peptidique 

considérée, peuvent être attribués à une lyse cellulaire, un clivage protéolytique, un effet dépendant du pH 

ou de l’oxydation induit par l'autodigestion de l'échantillon par protéolyse suite à la libération de protéases 

intracellulaires lors de la décongélation des tissus et de leur découpe.  
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Figure 2.8 : Effet du réchauffement des coupes sur la détection de marqueurs peptidique s. Issue de 

R.J.A. Goodwin et al. ,  2008 [152] 

A. Image optique des sections de cerveau transcoronales de 14 µm d'épaisseur montées sur lame ITO correspondant à 
B, C et D. B., C. et D. Incubations à température ambiante pendant 0 ; 0,5 ; 1 ; 1,75 ; 2,75 ; et 5,25 min. B. m/z 2608 C. 
m/z 2479,2 et D. m/z 6724,4. 
 

Pour des analyses en MSI, l’épaisseur moyenne des coupes est de 5 µm à 20 µm et varie selon le type 

d’échantillon étudié. Si la coupe est plus épaisse, la durée de temps de séchage peut rapidement augmenter 

et les coupes peuvent ne plus être suffisamment conductrices pour avoir un signal satisfaisant. Par 

conséquent, les étapes de lavages (décrites ultérieurement dans ce chapitre) effectuées sur des coupes plus 

épaisses peuvent être moins efficaces. Y. Sugiura et al., 2006 [153] ont donc choisi d’étudier le rôle de 

l'épaisseur des coupes sur la qualité du signal. Ils ont pour cela analysé l’effet que pourrait avoir l’épaisseur 

d’une coupe de cerveau de souris sur la capacité de détection de protéines analysées avec un 

MALDI - TOF/TOF Ultraflex™ (Bruker Daltonics, Allemagne). Parmi des coupes de 2 µm, 5 µm, 10 µm, 30 µm 

et à 40 µm, l’efficacité d’ionisation des protéines a été analysée en MALDI - MS et les études ont ainsi 

démontré que plus la coupe est fine, plus l’ionisation est efficace avec une détection de 49 signaux protéiques 

à 2 µm contre moitié moins à 5, 10 et 20 µm. Par ailleurs, en imagerie par spectrométrie de masse, l’influence 

de l’épaisseur de la coupe n’est pas la même selon la gamme de masses utilisée. En effet, plus la masse 

moléculaire est importante (m/z 6 717 à 17 870) plus la finesse de la coupe a un impact positif sur l’ionisation 

de la protéine et donc sur la visualisation de la biodistribution des protéines (Figure 2.9). Ce phénomène peut 

potentiellement être expliqué par une meilleure extraction des protéines de plus faible masse moléculaire 

du tissu par le solvant de la matrice sur des coupes plus fines. Sur les coupes plus épaisses, la formation des 

cristaux « analytes-matrice » entraineraient selon les auteurs une « isolation de la coupe » vis-à-vis de la 

conductivité de la lame. 
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Figure 2.9 : Effet de l'épaisseur de la coupe sur l' intensité des ions détectés. Issue de Y. Suguira et 

al. ,2006 [153] 

Comparaison des intensités relatives normalisées à 2 µm et du rapport signal/bruit pour les signaux majeurs obtenus à 
partir de protéines abondantes comme la thymosine (m/z 4964) ou l'ubiquitine (m/z 8565) sur des coupes de cerveau 
d’une épaisseur comprise entre 2 µm et 40 µm.  
  

En plus de l’épaisseur de la coupe, les températures maintenues dans l’enceinte du cryostat sont à 

optimiser selon l’organe cible qui est sectionné et sont généralement repartis entre -30 et -15°C. Des tissus 

contenant une majorité d’acides gras nécessitent une température plus basse alors que pour des tissus 

comme les poumons ou les viscères des températures plus élevée sont recommandées pour éviter toute 

coagulation [154]. 

Parfois, malgré le respect du protocole MSI, et les tentatives d’amélioration de celui-ci par les 

chercheurs, certains échantillons se révèlent encore difficiles à analyser. Ces difficultés peuvent provenir d’un 

problème d’interférences avec d’autres ions ou d’un manque de sensibilité. Dans ce cas, il existe des 

méthodes qui permettent d’optimiser le signal des molécules cibles en procédant à des étapes de 

prétraitements des coupes de tissus sur lame MSI. 

3.  LES TRAITEMENTS APPLIQUES AUX TISSUS. 

Après découpe des tissus, il peut donc être nécessaire de réaliser différents traitements du tissu 

comme des lavages, des traitements enzymatiques ou une dérivation in situ. Selon la thématique abordée, 

on peut avoir recours à un seul de ces traitements ou à leur intégralité. Cependant, les protocoles utilisés 

impliquent la présence de solvants et peuvent donc induire une délocalisation des molécules voire une perte 

de sensibilité pour certaines molécules. 
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a. Le lavage des tissus 

La détection de métabolites sur tissus reste un challenge en MSI car de nombreuses molécules sont 

affectées par l’effet de suppression des ions induit par des molécules plus abondamment présentes comme 

les lipides. Pour remédier à ce phénomène, des lavages peuvent être réalisés. Ces lavages peuvent servir 

divers objectifs comme enlever des molécules du tissu en utilisant des solvants pour diminuer les effets 

matrices, ou y ajouter des composés comme des sels pour favoriser l’ionisation de certaines classes de 

molécules. 

A titre d’exemple, des lavages au chloroforme ont été réalisés par l’équipe de H. Yang et al., 2018 

[155] sur coupes de cerveaux afin d’éliminer des classes de lipides comme les glycérophospholipides ou les 

glycérolipides afin de favoriser la visualisation de métabolites (Figure 2.10). Ainsi, ils favorisent la visualisation 

de molécules tels que les métabolites associés à l’ATP comme l’AMP ou les dérivés d’acides aminés. Plus 

précisément, l’utilisation du chloroforme permet d’obtenir la biodistribution de la spermine, de la 

phosphosérine et de certaines molécules dérivées du glucose qui ne sont pas détectés sans ce lavage. 

L’élimination d’une classe de molécules abondantes sur tissu peut donc permettre de détecter des molécules 

distinctes en diminuant l’effet matrice. 
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Figure 2.10 : Effet du lavage au chloroforme sur coupe de cerveau. Issue de H. Yang et al ., 2018 [176].  

Comparaison d'images moléculaires provenant de coupes de cerveau lavées avec du CHCl3 à - 20 °C et de coupes non lavées. Les images ont été acquises par MALDI - FT - ICR à une 
résolution spatiale de 250 μm. 
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 De plus, des lavages avec des solutions salines sont couramment effectués lors de la préparation des 

échantillons en MSI notamment pour chélater les sels ou induire la formation d’adduits avec des espèces 

moléculaires présentes dans le tissu. P. M. Angel et al., 2012 [156] ont examiné en particulier l’effet de lavages 

via une solution tampon de formiate d’ammonium 50 mM à différents pH (allant de 3 à 8.4) sur des coupes 

de cerveaux (Figure 2.11). Ces lavages ont eu pour but de favoriser la détection de lipides en mode négatif 

d’ionisation. Ainsi, le lavage a permis de mieux observer les PE38:4 (PhosphoEthanolamine), PI38:5 et PI38:4 

(PhosphoIositol) et a également permis d’observer des espèces non détectées sans lavage comme la PS34:0 

(PhosphoSérine), la STC20-OH (SulfaTide), la PI36:4 et PI40:6. 

 

Figure 2.11 : Effets du lavage avec solutions salines. Issue de P. M. Angel et al., 2012 [156]. 

Comparaison par imagerie MALDI - TOF du signal entre les sections sagittales et coronales du tissu cérébral de souris 
adultes lavés (haut) ou non (bas) au formiate d’ammonium. Les images ont été acquises avec une résolution spatiale de 
60 μm. PI : glycerophosphoinositol, PA : glycerophosphatidic acid, PS : glycerophosphoserine, PG : 
glycerophosphoglycerol, ST : sulfatide). 
 

Le lavage des coupes de tissus peut donc être envisagé lors d’un manque de sensibilité pour une 

molécule donnée dû à un effet matrice important. Cependant, ces lavages sont à employer avec précaution 
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car ils peuvent induire une délocalisation des molécules au sein des tissus ou un décollement de coupes de 

tissus de la lame d’imagerie.  

Une autre technique intéressante pour l’élimination de molécules interférentes sur tissus est 

l’utilisation de traitements enzymatiques.  

b. Les traitements enzymatiques sur tissus 

Sur tissu, il est fréquent de détecter plusieurs molécules sur une gamme de masses très faible. Pour 

cela, des réactions enzymatiques sur coupes tissulaires peuvent être utilisée afin d’éliminer les interférences. 

Cependant, les protocoles mis en place pour la réalisation de digestions enzymatiques sur tissus sont 

complexes et nécessitent beaucoup de précautions afin d’éviter d’abimer le tissu ou de délocaliser les 

molécules. 

Sachant que les 

peptides sont plus aisés à 

analyser que les protéines, la 

réalisation de digestions 

trypsiques sur tissus est devenue 

très courante. Pour cela, 

H. C. Diehl et al., 2015 [176] ont 

testé différentes approches sur 

coupe de cerveau congelés ou 

FFPE en expérimentant des 

trypsines d’origines différentes 

et des temps d’incubation de 

2 heures, 4 heures ou de 

12 heures (Figure 2.12). Les 

protocoles ont été comparés en 

se basant sur la détection des 

structures peptidiques issues de 

la protéine MBP (Myelin Basic 

Protein) qui est l’une des plus abondantes du système nerveux centrale. Une efficacité plus importante de la 

digestion a été observée après 12 heures d’incubation et avec la trypsine V5280 provenant de Promega 

Corporation (Etats Unis).  

 

Figure 2.12 : Effets du temps d'incubation et de l'enzyme utilisée 

pour l'analyse de peptides. Issue de H.C Diehl et al ., 2015 [176] 

Comparaison des temps de digestion (2 heures, 4 heures et une nuit (o.n.) puis 
de différentes trypsines sur coupes de cerveaux congelés en utilisant la matrice 
DHB (acide 2.5-Dyhydroxybenzoique). Les images sont obtenues sur la base des 
fragments peptidiques de la protéine MBP détectés. 
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Par ailleurs, d’autres 

enzymes peuvent être appliquées 

sur tissus. En effet, S. Vens-

Cappell et al., 2016 [158] ont 

utilisé la phospholipase C (PLC) 

qui permet d’hydrolyser la liaison 

ester entre le glycérol et le 

phosphate des phospholipides et 

sphingomyélines. Cette 

technique permet ainsi de mieux 

visualiser les mono-, di-, et 

oligohexosylcéramides sans 

diminuer la qualité de la 

résolution spatiale (Figure 2.13). 

En effet, comme décrit 

précédemment dans le 

paragraphe concernant le lavage 

des tissus (B.II.2.a.) de ce chapitre, la présence massive de lipides comme les phosphatidylcholines peut 

réduire l’ionisation d’autres espèces lipidiques moins concentrées. 

c. La dérivation des molécules sur tissus 

La méthode de dérivation des molécules pour l’amélioration de la sensibilité a précédemment été 

développée en chromatographie liquide ou gazeuse [159] [160], [161] et s’ouvre aux applications en MSI par 

introduction d’un fluorophore ou d’un chromophore. La dérivation consiste à insérer un groupement 

supplémentaire à une molécule d’intérêt afin de permettre sa détection optimale. Cet ajout favorise 

l’ionisation de la molécule grâce par exemple à l’addition d’une charge permanente ou d’un groupement 

aromatique permettant un meilleur transfert d’énergie par rapport à la molécule non dérivée. Pour exemple 

A. Chacon et al., 2011 [162] ont réussi à détecter la 3-methoxysalicylamine dans une étude de distribution de 

médicaments grâce à un procédé de dérivation sur tissu avec le 1,1’-thiocarbonyldiimidazole (TCDI). Cette 

technique permet ainsi d’augmenter la détectabilité de cette molécule qui se trouve en dessous des seuils de 

sensibilité sur coupes de rein. Par ailleurs, la dérivation a été appliquée à plusieurs reprises pour la détection 

de neurotransmetteurs en MSI dans des maladies telles que la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson. Pour 

cela, M.L Manier et al., 2011 [130], 2014 [163] ou encore C. Esteve et al., 2016 [164] ont démontré que 

l’usage du CA (4-hydroxy-3-methoxycinnamaldhéhyde), du TAHS (p-N,N,N-trimethylammonioanilyl N-

hydroxysuccinimidyl carbamate iodide) et du DPP-TFB (2,3-diphenyl-pyranylium tetrafluoroborate) pouvait 

améliorer leur détection et permettre ainsi la biolocalisation de ces composés aminés au sein des tissus 

Figure 2.13 : Effets de la phophoslipase C sur coupes de cerveaux. 

Issue de S. Vens-Cappell  et al . , 2016 [158]. 

Images de GalCer(d18:1/C24:1) ([M + Na]+, m/z 832.66) acquises à 22.5µm sur 
des coupes adjacentes (A.) sans PLC et (B.) avec traitement PLC. C. La 
coloration DAPI a été obtenue après rinçage de la matrice sur la section de 
tissu traitée avec la PLC. Elle permet de distinguer la substance grise de la 
substance blanche. Échelle : 500 μm. (D.) et (E.) Somme des spectres (pris sur 
1000 spectres aléatoires) des sections indiquées en (A.) et (B.) respectivement. 
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provenant de cerveaux. Ces neurotransmetteurs sont connus pour être particulièrement difficiles à analyser 

en MALDI - MSI à cause d’une faible sensibilité de détection et à des interférences avec des pics de matrice. 

Cependant, grâce à ces trois agents de dérivation, 23 de ces acides aminés ont été détectés sur coupes de 

cerveaux dont 18 sont illustrés dans la Figure 2.14. 

 

 

Figure 2.14 : Exemple de dérivation de neurotransmetteurs su r coupes de cerveaux. Issue de C. Esteve 

et al.,2016 [164] 

Visualisations MSI de dérivés de métabolites aminés après dérivation avec le TAHS, CA et DPP - TFB dans des coupes 
sagittales cérébrales de souris. L'ensemble des données sur les métabolites a été enregistré en mode ion positif avec une 
matrice DHB en MALDI - FT - ICR. 
 

Cependant, ces méthodes nécessitent une optimisation importante des protocoles afin d’aboutir à 

des résultats satisfaisants car le temps, la température ou le milieu de réaction peuvent influer sur le 

rendement de la dérivation. Les protocoles de dérivation doivent donc prendre en compte ces phénomènes 

en évitant d’ajouter trop d’étapes de lavages réalisées par exemple pour l’élimination de l’agent de dérivation 

qui n’a pas réagi. Sachant que la MSI est une technique récente pour la réalisation d’images moléculaires, les 

méthodes de dérivation se basent souvent sur des techniques puisées dans les protocoles de spectrométrie 

de masse classiques. Il est donc indispensable d’ajuster et d’optimiser ces techniques analytiques. 
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En spectrométrie de masse, un large panel de molécules de dérivation est utilisé afin de pouvoir 

fonctionnaliser plusieurs classes de biomolécules portant des fonctions différentes (Tableau 2.3). 

Majoritairement, les réactifs de dérivation visent les fonctions amines, alcools, cétones ou aldéhydes. Ces 

trois groupements permettent de cibler la quasi-totalité des biomolécules. En effet grâce à la dérivation des 

fonctions amines, il est possible d’augmenter la sensibilité de détection des acides aminés, de peptides ou de 

protéines. De plus, les réactions avec les cétones ou les alcools permettent l’analyse plus sensible d’hormones 

ou de stérols. Ces molécules de dérivation peuvent également être classées selon deux catégories : les 

réactifs ajoutant une charge (négative [165] ou positive [166]) et les réactifs ajoutant un groupement qui 

améliore la transmission de l’énergie du laser [167] dans les analyses MALDI - MS. Ces deux classes 

permettent un accroissement du rendement d’ionisation afin d’atteindre une sensibilité de détection plus 

importante. De plus, l’incrément en masse induit par l’ajout du groupement sur la molécule cible peut 

permettre de l’extraire du massif de pics interférents engendré par la matrice MALDI. Certains réactifs 

peuvent être plus particulièrement utilisés sans ajout de matrice comme le 2,4-diphenyl-pyranylium (DPP) 

[168] ou le 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) [169]. En effet, l’utilisation du DPP a permis aux auteurs de 

gagner en sensibilité et en résolution spatiale pour la réalisation d’images moléculaires de la dopamine. Le 

fait de ne pas déposer de matrice sur le tissu élimine ici une étape qui peut potentiellement entrainer une 

délocalisation. Cependant, contrairement au DPP, l’emploi de la DNPH seule induit une augmentation de la 

sensibilité plus faible à celle obtenue avec l’utilisation conjointe du DNPH et d’une matrice. L’ajout de HCCA 

(acide α-cyano-4-hydroxycinnamique) permettrait en effet un transfert d’énergie du laser plus homogène sur 

la totalité du tissu. 

 



PARTIE A : CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET TECHNOLOGIQUE, CHAPITRE 2 : L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 
 
 

- 79 - 

Tableau 2.3 : Réactifs de dérivation pour différentes classes de molécules retrouvées dans la littérature.  

Fonctions dérivables Molécules dérivées Réactifs de dérivation Auteurs Années MS 

Amines 

3-methoxysalicylamine TCDI A. Chacon et al. [162] 2011 MALDI - MSI 

Isoniazide 

CA 

M.L. Manier et al. [130] 2011 MALDI - MSI 

Acides aminés et 
neurotransmetteurs 

M.L. Manier et al. [24] 2014 MALDI - MSI 

C. Esteve et al. [164] 2016 
MALDI - FT – ICR - MSI 

TAHS 
MALDI - FT – ICR - MSI 

S., Toue et al. [170] 2013 MALDI - MSI/LC - ESI - MS - MS 

DPP, TMP, PBDPP M. Shariatgorji et al. [168] 2015 MALDI - MSI 

Peptides AQC, AAC P. D. Edirisinghe et al. [171] 2007 LDI - MSI 

Protéines 3-SBASE, 4-SPITC, TMPP J. Franck et al. [165] 2009 MALDI - MSI 

Ammonium quaternaire Sulfate d’ammonium E. Sugiyama et al. [172] 2015 MALDI - MS et MALDI - MSI 

Cétones 

Glycosphingolipides 

Girard T reagent 

Y. G. Kim et al. [173] 2009 MALDI -TOF - MS 

Corticostéroïdes F. Cobice et al. [174] 2013 MALDI - MSI/LESA - ESI - FT - ICR 

Prostaglandines J. D. Manna et al. [175] 2011 MALDI - MSI 

Plasmagènes 
DNPH 

A. Nimptsch et al. [167] 2013 MALDI - TOF - MS 

Glucocorticoïdes B. Flinders et al. [169] 2014 MALDI - MSI 

Alcools 

Stérols 

Complexe trioxyde de souffre et 
pyridine L. Hailat et al. [166] 2013 MALDI - TOF - MS 

Acide picolinique 

D- et L-2-hydroxyglutarate TSPC Q. Y. Cheng et al. [160] 2015 LC - ESI - MS 

Œstrogènes DMIS P. Keski-Rahkonen et al. [176] 2015 UPLC - APPI - MS/MS 

Hydrogènes labiles 
Nucléotides, œstradiol, 

bisphénol 
CAX-B P. Wang et al. [177] 2015 LC - MALDI - TOF/TOF - MS 

TCDI : 1,1’-thiocarbonyldiimidazole, CA : 4-hydroxy-3-methoxycinnamaldhéhyde, TAHS : N,N,N-trimethylammonioanilyl N-hydroxysuccinimidyl carbamate iodide, TMP : 2,4,6-
trimethylpyrylium, PBDPP : 1,4- phenylene-4,4'-bis (2,6-diphenyl-4-pyrylium), AQC : 6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl Carbamate, AAC : 2-Aminoanthracenyl-N-
hydroxysuccinimidyl 2-Aminoanthracenyl-N-hydroxysuccinimidyl Carbamate, 3-SBASE : 3-sulfobenzoic acid, 4-SPITC : 4-Sulphophenyl isothiocyanate, TMPP : N-
succinimidyloxycarbonylmethyl)- tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphonium bromide, DNPH : 2,4-dinitrophenylhydrazine , TSPC : N-(p-toluenesulfonyl)-L-phenylalanyl chloride, DMIS 
: 1,2-dimethylimidazole-5-sulfonyl chloride, CAX-B : cationic xylyl-bromide
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4. LES DEPOTS DE MATRICE MALDI  

Le dépôt de matrice présente deux types de difficultés. La première est liée à la matrice en elle-

même qui induit une ionisation différente selon sa composition, son solvant de reprise et le ratio 

matrice/analytes. La seconde concerne la formation des cristaux de matrice sur le tissu qui, selon son 

homogénéité, agit sur la résolution de l’image obtenue (pixels) et sur la reproductibilité des analyses.  

a. Les matrices MALDI 

En plus de la préparation des échantillons, le choix de la matrice est primordial afin d’obtenir une 

détection optimale car elle est impliquée dans les phénomènes de désorption/ionisation. En effet, les 

matrices doivent comprendre un groupement chromophore qui est généralement un noyau aromatique et 

qui permet l’absorption à la longueur d’onde du faisceau laser. La relaxation de l’énergie accumulée va 

permettre l’ablation d’agrégats composés de molécules de matrices et d’analytes. Les matrices doivent donc 

présenter des critères indispensables à la désorption et l’ionisation des molécules cibles comme : 

 Un coefficient d’absorption à la longueur d’onde du laser de l’instrument utilisé. Ce laser peut être 

un laser UV (Nd : YAG ou un laser à azote, 355 - 337 nm) ou un laser IR (> 1000 nm), 

 Former des cristaux homogènes avec les analytes tout en restant inerte chimiquement (hors 

matrices réactives), 

 Être donneur ou accepteur de protons ou source de cations, d’anions ou de radicaux, 

 Ne pas sublimer dans le vide poussé (1x10-6 ou 1x10-7 mbar) de la source du spectromètre de masse. 

De plus, les matrices MALDI sont souvent spécifiques d’un type de molécules et permettent d’obtenir 

une plus grande sensibilité pour un composé ciblé (Tableau 2.4). Par exemple, la matrice DHB est plus 

favorable à l’ionisation des lipides ou des oligonucléotides alors que la matrice HCCA est plus souvent utilisée 

pour l’ionisation des peptides et protéines. Les métabolites possèdent, quant à eux, une meilleure ionisation 

avec la matrice 9-AA. La qualité de l’ionisation dépend également du ratio matrice/analyte présent dans 

l’échantillon. 

 

Tableau 2.4 : Les matrices les plus courantes (l iste non exhaustive).  

Matrices Applications 

DHB : acide 2.5-Dyhydroxybenzoique [178] Lipides, carbohydrates, peptides, nucléotides 

HCCA : acide α-cyano-4-hydroxycinnamique [179] Peptides, glycopeptides, oligonucléotides 

SA : Acide sinapinique [180] Protéines, glycoprotéines 

DHAP : 2.6-Dihydroxyacetophenone [181] Phospholipides 

THAP : 4.6-trihydroxyacetophenone [182] Oligonucléotides, carbohydrates et glycoprotéines 

9-AA : 9-aminoacridine [183] Métabolites 
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b. Les différents types de dépôts de la matrice MALDI 

La résolution et la sensibilité d’analyse dépendent également de la méthode de dépôt de la matrice. 

Différentes techniques ont donc été développées impliquant des dépôts par spray [184], des dépôts au 

goutte-à-goutte [185] [186] ou encore par sublimation [187]. Les techniques de dépôt ont particulièrement 

été améliorées afin d’augmenter la résolution des images obtenues et le rendement d’ionisation. Même si la 

sublimation permet d’obtenir une résolution bien supérieure de l’ordre de 2 µm, le dépôt par vaporisation 

représente un meilleur compromis entre le contrôle du volume déposé et la résolution spatiale (20 µm). En 

effet, le contrôle du dépôt peut améliorer l’homogénéité de la matrice et donc favoriser la sensibilité de 

détection. Par ailleurs, la qualité du dépôt de matrice va dépendre des mélanges de solvants choisis, du temps 

de séchage entre les passages de dépôts de matrice et les débits appliqués. 

 

Tableau 2.5 : Comparaison des méthodes de dépôt de matrice. Modifié de B. K. Kaletas et al .,  
2009 [152]. 

Techniques Diamètres  Avantages Inconvénients 

Dépôt de 
gouttelettes à la 

main 

Variable et 
> 900 μm 

Rapide, simple, bon marché Faible reproductibilité 

Aérographe 
Variable, 

petit 
Couche rapide, simple, homogène, 

bon marché 

Contrôle de l’environnement limité, 
varie d'une personne à l'autre, 
gouttelettes non constantes. 

Sprayeur 
pneumatique 

Variable, 
petit 

Homogène, automatisée, 
environnement contrôlé, adaptée 

aux grandes surfaces 

Très grandes quantités de solution de 
matrice utilisées (50-150 mL), taille 

des gouttelettes non constante. 

Dépôt par 
électronébullisation 

Petit Homogène, cristaux de même taille 
Temps limité pour l'interaction 

analyte-matrice, varie d'une personne 
à l'autre. 

Revêtement à sec 20 μm 
Bon marché, très homogène, haute 

pureté de la matrice organique, 
reproductible 

Temps limité pour l'interaction 
analyte-matrice 

Sublimation Très petit 
Bon marché, très homogène, haute 

pureté de la matrice organique, 
reproductible, rapide 

Temps limité pour l'interaction 
analyte-matrice 

Imprimante à jet 
d'encre 

Très petit  
Uniformes, automatisé et simultané 

de différentes solutions, bon 
marché. 

Lent, non compatible avec tous les 
solvants, colmatage 

 

Dans le commerce, il existe plusieurs modèles proposant des options complémentaires (Tableau 2.5). 

Le sprayeur manuel (Figure 2.15, A.) qui permet un dépôt homogène de la matrice une fois le système maitrisé 

ne permet cependant pas de contrôler précisément la quantité de matrice déposée. En effet, les sprays et 

dépôts manuels entraînent une faible reproductibilité inter-analyses en raison des changements de 

manipulateur mais également à cause de la grande diffusion de la matrice qui engendre la délocalisation des 

molécules. Pour cela, des systèmes automatisés sont proposés notamment par SunChrom® et 

HTX technologies™ afin de déposer la matrice MALDI avec une maitrise de la quantité de matière déposée et 

du débit. Le système Suncollect de chez SunChrom® (Figure 2.15, B.) possède l’avantage de pouvoir déposer 
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la matrice selon deux façons : le dépôt de matrice goutte à goutte et le spray. Le système TM - sprayer de 

chez HTX™ (Figure 2.15, C.) permet quant à lui une maitrise plus précise du dépôt de la matrice via la présence 

d’une tête chauffante au niveau de la sortie du sprayeur. Outre les systèmes commerciaux, de nombreux 

laboratoires se lancent dans la confection de leur propre sprayeur comme les équipes de D. L. Baluya et al., 

2007 [188] à partir d’une imprimante à jet d’encre ou plus récemment Tucker et al., 2018 [189] qui utilise 

une imprimante 3D. Enfin, Markus Stoeckli et Dieter Staab, 2015 [190] propose un système de sprayeur 

accessible sur le site de l’iMatrixSpray.  

Il existe également un troisième système de dépôt de la matrice qui est la sublimation (Figure 

2.15, D.). Cette méthode est celle qui permet d’obtenir la meilleure résolution spatiale due à une 

cristallisation très fine de la matrice et une absence de solvants. Ce procédé est souvent réalisé à partir d’une 

construction maison [187] qui permet de chauffer la matrice à très haute température sous vide. La matrice 

sublime et finit par se déposer sur la lame ITO qui est refroidie. 

 

 

Figure 2.15 : Différents procédés de dépôt de  matrices MALDI et leurs caractéristiques associées.  

  

Malgré un gain certain en résolution spatiale avec la sublimation, une étude de E. Gemperline et al., 

2014 [191] ont montré que la méthode de spray automatisée permet une augmentation de la visualisation 

de métabolites au sein de racines de Medicago truncatula comparée aux deux autres techniques citées 

précédemment (Figure 2.16). Le manque de contrôle sur la quantité de solvant déposé avec le spray manuel 

peut induire une délocalisation plus importante des molécules. La sublimation permet quant à elle une 

meilleure résolution mais induit une diminution du nombre de molécules détectées au sein du tissu car elle 

ne permet pas d’extraire les molécules aussi bien qu’avec un spray. De ce fait, le spray automatisé semble 

être plus le adéquats selon cette étude. 

http://imatrixspray.com/
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Figure 2.16 : Effet des différents types de dépôt de matrice sur l’ionisation des molécules .  Issue de E. 

Gemperline et al., 2014 [192]. 

Images générées à partir des ions m/z 104,1 (choline), m/z 132,1, (leucine), 156,1 (histidine), m/z 217,1 (inconnu), et 
m/z 504,3 inconnu), en appliquant de la DHB à l’aérographe (en haut), une méthode de spray automatisée (milieu) et 
une méthode de sublimation optimale. Ces techniques ont été appliquées sur des coupes de nodule radiculaire de 
Medicago truncatula de 16 µm puis analysées à une résolution spatiale de 20 µm. 
 

Le dépôt de la matrice est donc la dernière étape de la préparation des échantillons. Selon les 

conditions d’analyses, certains types de dépôts de matrice sont donc à privilégier. En effet, pour une 

extraction optimale des molécules du tissu [193], il est préférable d’opter pour un spray manuel ou 

automatisé qui va permettre d’appliquer une grande quantité de solvant et induire une plus grande extraction 

de molécule vers la surface. Le sprayeur automatisé va offrir une maitrise du dépôt de matrice et du volume 

de solvant contrairement au spray manuel qui peut engendrer plus de délocalisation des molécules. Pour 

favoriser la résolution spatiale, il est préférable de choisir la sublimation qui va former des cristaux de matrice 

très fins mais qui ne permettra pas d’extraire les molécules vers la surface du tissu. Le choix de la technique 

de dépôt de matrice correspond donc à un équilibre voulu entre une extraction des molécules et résolution 

spatiale optimale tout en ayant une délocalisation minimale des molécules. 

Chacune des étapes détaillées précédemment a donc une importance sur la qualité des acquisitions 

en imagerie par spectrométrie de masse. Elles peuvent influencer la résolution spatiale et la sensibilité de 

détection. Cependant, en plus des étapes de préparation, le retraitement des données obtenues peut 

influencer les cartographies moléculaires au sein des tissus. En effet, selon le logiciel utilisé, différentes 

analyses peuvent être réalisées comme des études quantitatives ou statistiques dans le but d’interpréter au 

mieux les résultats. 
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C. LE TRAITEMENT DES DONNEES EN IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

En imagerie par spectrométrie de masse, un échantillon est scanné dans le but de recréer une image 

pixélisée correspondant au signal ionique obtenu pour un ion considéré. Les données brutes générées par 

cette technique analytique fournissent pour chaque position de l’image un profil d’intensité en fonction de 

la gamme de masses sur charge sélectionnée et des coordonnées des points d’acquisition. Les instruments 

les plus récents sont maintenant capables de générer des données à très haute résolution spectrale induisant 

des jeux de données très riches. Ces données conséquentes nécessitent donc la mise à disposition d’outils 

puissants pour le retraitement des informations. Les outils commerciaux sont donc listés ci-dessous (Tableau 

2.6).  

 

Tableau 2.6 : Logiciels commerciaux disponibles pour le traitement des images acquises par 
spectrométrie de masse.  

Fournisseurs Noms Objectifs Formats acceptés 

Bruker 

FlexImaging 
Acquisition / Reconstruction de l'image / 

Analyses statistiques 
Acquisition Bruker 

SciLs Lab 
Reconstruction de l'image / Analyses 

statistiques 
Format FlexImaging 

Waters 
High Definition 

Imaging 
Reconstruction de l'image/ Analyses statistiques Acquisition Waters 

Thermo ImageQuest Acquisition / Reconstruction de l'image Acquisition Thermo Scientific 

Shimadzu IMAGEREVEAL 
Acquisition / Reconstruction de l'image / 

Quantification 
Acquisition Shimadzu 

PREMIER 
Biosoft 

MALDIVision Reconstruction de l'image imzML, analyze 7.5 

ImaBiotech 

Multimaging Reconstruction de l'image  

Quantinetix Reconstruction de l'image / quantification 
Format FlexImaging, Thermo 

et Waters, imzML, analyze 7.5 

AB Sciex TissueView 
Acquisition / Reconstruction de l'image / 

Analyses statistiques 
Analyze 7.5 

 

Cependant, l’intérêt grandissant de la communauté scientifique pour l’imagerie par spectrométrie 

de masse a également conduit au développement de nombreux logiciels en libre accès (Tableau 2.7) qui ont 

pour objectif de faciliter le retraitement de ces données. Ces logiciels sont disponibles sur le site MS Imaging 

(https://ms-imaging.org/wp/). En effet, de nouveaux outils bio-informatiques sont actuellement nécessaires 

pour reconstruire ces cartes moléculaires très fournies dues au pouvoir résolutif croissant des spectromètres 

de masse. De plus, pour sonder les processus pathologiques au sein de tissus à l’aide d’outils statistiques 

notamment pour des études cliniques, il est intéressant de posséder des outils informatiques prenant en 

compte les données issues de la MSI.  

La création de plateformes comme OpenMSI [194], METASPACE [195] ou pyBASIS [196] permet de 

standardiser plus spécifiquement ces traitements des données. La première propose un outil de partage des 

données, la seconde un outil d’annotation des spectres automatisés et la troisième un outil de corrélation 

https://ms-imaging.org/wp/
https://ms-imaging.org/wp/
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des données MSI avec les images optiques des colorations histologiques. Des logiciels proposent également 

des outils d’analyses statistiques comme SciLs, massPix [197] ou spectralanalysis [198] pour la réalisation 

entre autre de PCA (principal component analysis), PLSA ou du clustering selon la ressemblance des spectres 

acquis. Masspix [197] est cependant plus spécialisé pour le traitement de données lipidiques. Enfin, certaines 

équipes ont développé des outils de quantification pour la MSI avec par exemple msIQuant [199] ou 

MSIReader [200]. 

Depuis, l’apparition de la MSI, les optimisations des protocoles de préparation des échantillons ainsi 

que le développement de logiciels pour le retraitement des données a permis à la MSI de passer des études 

qualitatives à des études quantitatives. Cependant de nombreux paramètres sont à prendre en compte 

comme la variation au sein des dépôts, la préparation des gammes de calibration, la normalisation des 

données ainsi que la répétabilité et reproductibilité des analyses. Tous ces aspects de l’imagerie par 

spectrométrie de masse quantitative seront donc repris dans la partie suivante.  
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Tableau 2.7 : Logiciels d'imagerie par spectrométrie de masse disponibles dans la littérature.  

Publications Années Noms Types d'outils Disponibilités Objectifs Formats acceptés 

Clerens et al. [201] 2006 
Create target and 

Analyze this! 
Logiciel Open source Acquisition/ Conversion des données Bruker data 

Gibb et al. [202] 2012 MALDIquant R package Open source Quantification imzML et BrukerFlexData 

Rübel et al. [194] 2013 OpenMSI Plateforme Web Partage des données MSI imzML 

Parry et al. [203] 2013 Omnispect Logiciel sous MATLAB Open source 
Reconstruction de l'image/ Analyses 

statistiques 

imzML, analyze 7.5 
format, netCDF et 

mzXML 

Klinkert et al. [204] 2014 DataCube Explorer Logiciel Open source 
Reconstruction de l'image/ Analyses 

statistiques 
imzML et analyze 7.5  

Robbe et al. [205] 2014 SpectViewer Logiciel Open source Reconstruction de l'image imzML 

Bemis et al. [206] 2015 Cardinal R package Open source Analyses statistiques imzML et analyze 7.5  

Palmer et al. [195] 2016 METASPACE Plateforme Web Annotations imzML 

Källback et al. [199] 2016 msIQuant Logiciel Open source Reconstruction de l'image/ Quantification FlexImaging et imzML 

Race et al. [198] 2016 spectralanalysis Logiciel Open source 
Reconstruction de l'image/ Analyses 

statistiques 
imzML 

Bokhart et al. [200] 2017 MSiReader Logiciel sous MATLAB Open source Reconstruction de l'image/ Quantification 
imzML, Analyze 7.5, ASCII 

et mzXML 

Bond et al. [197] 2017 massPix R package Open source Analyses statistiques imzML 

Veselkov et al. 
[196] 

2018 pyBASIS Plateforme Open source Processing de base de données MSI imzML 
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D. LA QUANTIFICATION EN IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

I. INTRODUCTION A LA QUANTIFICATION PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

Deux types de stratégies peuvent actuellement être envisagées pour réaliser une quantification par 

spectrométrie de masse : la quantification relative qui permet d’observer des différences d’abondances de 

signaux entre différents groupes d’échantillons et qui permet de corriger des biais expérimentaux et la 

quantification absolue, qui permet une mesure réelle des concentrations de molécules cibles dans un 

échantillon. 

Dans le cas d’études quantitatives, différents paramètres sont à considérer comme les valeurs limites [207]: 

- la limite de détection (LOD) qui peut être déterminée comme étant la plus petite concentration d’un 

composé détectée dans une matrice réelle,  

- et la limite de quantification (LOQ) considérée comme la plus petite concentration d’un composé 

déterminé avec une fidélité et une exactitude acceptable (80%).  

 

Un second paramètre important à considérer est l’amplitude qui représente l’intervalle de 

concentration où la méthode allie à la fois linéarité, justesse et précision. La justesse correspond ici à la 

variation entre la valeur théorique et la valeur expérimentale alors que la fidélité correspond à la variation 

entre plusieurs valeurs expérimentales. Afin d’assurer la proportionnalité de la réponse de quantification, un 

coefficient de détermination (R²) de 0,99 est souhaité dans le cas d’une régression linéaire. La gamme de 

calibration doit être composée d’au moins 6 points incluant une limite de détection basse avec une erreur 

sur la justesse de mesure inférieure à 20 % [208].  

Ces méthodes de calculs de LOD, LOQ et de linéarité sont majoritairement mise en place pour des 

quantifications réalisées par des techniques telles que la GC-MC ou la LC-MS. Etonnamment, dans la 

littérature, très peu d’explications sont données sur la façon dont sont calculées ces valeurs en MSI et la 

majorité des auteurs se basent sur une estimation du bruit de fond. Cette estimation n’est donc pas aussi 

stricte qu’en spectrométrie de masse dite classique. Cependant, les analyses MSI peuvent engendrer un bruit 

de fond plus important car il n’y a pas de méthode séparative en amont du module de spectrométrie de 

masse. De ce fait, les effets matrice peuvent être plus élevés et la variabilité d’analyse plus importante en 

raison des caractéristiques d’acquisition de la source MALDI. Cet aspect fera donc l’objet d’étude dans le 

chapitre 2 de la partie expérimentale de cette thèse. 
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II. LA QMSI (MSI QUANTITATIVE) 

Les techniques d’imagerie par spectrométrie de masse ont dans un premier temps été utilisées dans 

le but de réaliser des études qualitatives. Les différentes étapes de la préparation des échantillons entrainant 

une variabilité certaine, la quantification de la molécule cible va grandement dépendre du dépôt de matrice 

et de la composition du tissu environnant. Cependant, la MSI est une des seules techniques d’imagerie à 

pouvoir apporter des données de biodistribution structurale pour des molécules non marquées à une très 

haute résolution spatiale, ce qui la rend donc très intéressante pour la réalisation d’études quantitatives. 

Néanmoins, suivant la position de la molécule dans le tissu, l’ionisation peut varier selon l’effet de 

suppression des ions et l’effet matrice. Ces effets entrainent une variation de la sensibilité de détection et 

constituent une des principales limites pour la quantification en imagerie par spectrométrie de masse.  

Cependant, avec le développement des techniques MSI actuelles, les capacités quantitatives de 

l’imagerie en spectrométrie de masse se sont améliorées. Premièrement, le développement des appareils 

de dépôts automatisés et standardisés a permis de perfectionner la reproductibilité des analyses. Cette 

approche automatisée est devenue indispensable aux études qMSI car elle permet à la fois d’obtenir un 

dépôt de matrice homogène et une meilleure extraction des molécules sur la totalité de la surface analysée. 

Ces dépôts automatisés ont également permis le développement d’approches de quantification absolue 

grâce à l’application homogène de standards internes sur tissus. Cette méthode permet ainsi de normaliser 

le signal en spectrométrie de masse et de pallier les changements d’environnement inhérent à la molécule 

ciblée. 

1. LA NORMALISATION DES DONNEES SPECTRALES 

Pour réaliser des études de quantification par MSI, la normalisation du signal joue un rôle important 

[209] [210] [211]. Ce procédé de transformation des intensités de chaque pixel afin de les obtenir à une 

échelle commune est une étape qui permet d’éliminer certaines variabilités dues aux principes d’imagerie 

par spectrométrie de masse. Pour cela, il existe plusieurs approches mathématiques telles que la 

normalisation par le courant ionique total (TIC : Total Ion Current), le rapport signal sur bruit (S/N), la racine 

carrée de la moyenne (RMS : Root Mean Square) ou la médiane des signaux. 

La normalisation par le TIC implique une variation égale sur la totalité du tissu et peut permettre 

d’éliminer les variations induites par un dépôt inhomogène de la matrice. Pour cette même raison, cette 

normalisation doit être appliquée uniquement sur des tissus homogènes pour ne pas lisser le signal qui peut 

être dû à une hétérogénéité de zone. Une autre normalisation tel que le ratio S/N peut être appliqué sur 

tissu homogène. Cela consiste à remplacer les intensités des pics par le ratio S/N ce qui implique que la 

concentration des analytes doit être proportionnelle au S/N.  
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Il existe également une normalisation plus expérimentale via le coefficient d’extinction tissulaire ou 

grâce au dépôt d’un standard interne. Ces normalisations sont plus efficaces car elles permettent de pallier 

l’effet matrice et sont donc très utilisées lors d’études de qMSI. P. Kâllback et al., 2012 [213] ont démontré 

(Figure 2.17) dans leur étude que seule la normalisation par un standard interne comparativement aux 

normalisations par la médiane, le TIC et le RMS a été en mesure de compenser totalement les zones sans 

tissus.  

 

 

Figure 2.17 : Images MS obtenues avant et après normalisation. Modifiée de P. Kâllback et al. , 2012 

[213] 

Images de la distribution spatiale du Tiotropium sur des coupes centrales de tissus pulmonaires de rats. A. Scan otique 
indiquant par une flèche l’absence de tissus. B. Images MS sans normalisation, C. normalisée par la médiane, D. 
normalisée par le TIC, E. normalisée par le RMS, F. et normalisée via la molécule deutérée du Tiotropium. 
 

La normalisation des intensités joue donc un rôle important sur la visualisation du signal en MSI mais 

peut aussi influencer la justesse des quantifications. La Figure 2.18, montre une amélioration de la linéarité 

d’une gamme de calibration après normalisation par le TIC, la médiane, le RMS ou par un standard interne 

marqué. Le R² obtenue croit de 0,617 à 0,747 ou 0,797 après une normalisation par la médiane ou le RMS, à 

0,841 avec une normalisation par le TIC et à 0,985 avec la normalisation par le standard interne. 
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Figure 2.18 : Amélioration de la gamme de calibration avec standard interne. Modifiée de P. Kâllback 

et al. , 2012 [213] 

Courbes d'étalonnages d'imipramine utilisant différentes méthodes de normalisation. A. Scan optique d'un poumon de 
rat avec différentes quantités d'imipramine déposées. Coefficients de corrélation calculés à l'aide des différentes 
méthodes de normalisation : B. sans normalisation, C. normalisation par la médiane, D. normalisation par le TIC, E. 
normalisation par le RMS, et F. normalisation avec le standard marqué.  
 

Le standard interne permet donc d’éliminer les variations d’ionisation observées pour une molécule 

donnée au sein d’un tissu. Cependant, selon le type de molécule analysée, il n’est pas toujours possible de 

disposer d’un standard interne pour normaliser le signal, qu’il soit marqué ou non. Pour cela, il existe d’autres 

méthodes de normalisation comme le coefficient d’extinction tissulaire. 

2. LE COEFFICIENT D’EXTINCTION TISSULAIRE 

Malgré l’utilisation de standard interne pour normaliser le signal, l’analyse de tissus reste complexe 

en MSI. En effet, il n’est pas toujours possible de disposer de molécules marquées aux isotopes stables qui 

répondent de façon similaire à la molécule cible sur tissus. Pour cela, le coefficient d’extinction tissulaire 

(TEC : Tissue Extinction Coefficient) a été introduit par Hamm et al. en 2012 [214] et correspond au ratio de 

la molécule détectée sur tissu par rapport à la molécule détectée hors tissu. Pour illustrer leur concept, les 
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auteurs ont donc déposé sur trois coupes 

de corps entier de rat, trois 

concentrations de propanolol : 0,5, 5 et 

10 pmol/µL mélangées à la matrice DHB. 

A partir de ces trois dépôts réalisés par 

spray, le TEC calculé est resté constant 

quelle que soit la concentration, excepté 

l’estomac (Figure 2.19). Ainsi, en 

normalisant le signal d’une gamme de 

calibration déposée sur lame ITO par les 

TEC obtenues, ils ont pu quantifier le 

propanolol dans les reins, poumons et 

cerveaux de rats exposés. Cette 

approche est donc une alternative au 

spray de standard interne pour des 

études plutôt dirigées vers l’analyse de 

corps entiers ou de tissus hétérogènes.  

 

Cette même méthode a été 

reprise par A. Taylor et al. en 2018 [215] 

pour l’analyse de coupes de cerveaux de 

souris de 10 μm recouvertes de façon homogène d’olanzapine déposée par sublimation. Ces coupes ont 

ensuite été analysées en MALDI et DESI MSI. Ils ont premièrement procédé à la segmentation des régions 

anatomiques du cerveau à l'aide de regroupements par région de segmentation. Pour une même 

concentration d’olanzapine, les intensités retrouvées sont plus importantes dans la substance blanche que 

dans la couche granulaire ou moléculaire du cerebellum ou l’hippocampe. Cette différence d’effet matrice 

est plus particulièrement observée avec la source d’ionisation MALDI (Figure 2.20, C.). Après avoir appliqué 

le TEC calculé pour chacun de ces clusters, les différences de rendement d’ionisation de l’olanzapine sont 

normalisées selon les régions du cerveau (Figure 2.20, E. et F.) et ainsi une même intensité de détection est 

mesurée quelle que soit la région du cerveau analysée et quelle que soit la technique.  

Figure 2.19 : Le TEC selon la concentration du standard 

déposé par spray. Issue de Hamm et al. en 2012 [213]. 

A. Valeurs du TEC, moyenne et écart-type par organe selon la 
concentration de l'étalon mélangé et déposé avec la matrice. 
B. Histogramme des valeurs TEC calculées pour chaque organe selon la  
concentration de propranolol. Les barres d'erreur ont été calculées en 
comparant trois valeurs TEC par tissu pour chaque concentration. 
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Figure 2.20 : Application du TEC en DESI et MALDI - MSI. Issue de A. Taylor et al. en 2018 [215]  

A. Images DESI et MALDI - MSI de l’olanzapine. B. Sélection de clusters appariés à partir des regroupements de région 
par segmentation (k=15) obtenus avec les données DESI et MALDI correspondant aux zones moléculaires (Mo) et 
granulaires (Gr) du cervelet, à l'hippocampe (Hipp) et à la substance blanche (WM). C. Box plot montrant l’intensité de 
l’olanzapine dans chaque cluster sélectionné. D. Coefficients d'extinction tissulaire calculés pour les groupes 
sélectionnés. E. Box plots de l’intensité de l'olanzapine normalisée par le TEC de chaque groupe. F. Images DESI - MSI et 
MALDI - MSI après normalisation de l’olanzapine. 
 

Cette méthode de standardisation permettrait donc de normaliser les différences d’ionisation pour 

une même molécule au sein de tissus hétérogènes. Ce tissu peut aussi bien être composé de différentes 

zones issues d’un même organe ou de différents organes si l’on procède à l’analyse de corps entier. 

3. LES GAMMES DE CALIBRATION EN QMSI 

Outre l’aspect hétérogène du tissu et l‘effet de suppression d’ionisation, la façon dont la gamme de 

calibration est réalisée joue un rôle majeur sur la qualité de la quantification. Différentes approches sont 

proposées dans la littérature [212] [216] (Figure 2.21). 

A. L’utilisation du coefficient d’extinction tissulaire qui permet donc de prendre en compte l’effet 

matrice dans le calcul de quantification, 

B. L’utilisation d’une gamme déposée hors tissu ou sur tissu, 
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C. L’utilisation d’homogénat de matrice biologique (tissus biomimétiques) afin de mimer l’analyte au 

sein du tissu cible. 

 

a. Les gammes par dépôts sur coupes tissulaires. 

La technique la plus utilisée correspond aux dépôts des différents points de la gamme sur tissus afin 

de prendre en compte les effets matrices (Figure 2.21, B.). La gamme se doit donc d’être déposée sur le 

même tissu que le tissu cible afin de reproduire les mêmes effets de matrice. Ce type de gamme est plus 

largement utilisé pour quantifier des molécules exogènes. Dans les publications de A. Buck et al., 2015 [217] 

et de N. Sun et al., 2016 [218], des médicaments tels que le pirfénidone et l’irinotécan (Figure 2.22) ont été 

quantifiés via cette approche chez la souris. Cette méthode permet d’obtenir des coefficients de 

détermination de R² = 0,99 pour la pirfénidone et la CPT 11 et de R² = 0,95 pour la SN-38. Plus 

particulièrement, l’étude de A. Buck et al., 2015 [217] permet de quantifier le médicament CPT 11 et sa 

forme active le SN-38 sur des coupes de tubes digestifs de souris. Les résultats ont indiqué que le CPT 11 

était majoritairement présent dans la lumière intestinale à 15 pmol/mm² au sein des coupes II et III et à 

5 pmol/mm² au sein de la coupe. IV. Sa forme active n’est que peu retrouvée au sein des trois coupes 

analysées. Cette étude montre l’utilité de la qMSI dans une étude de pharmacocinétique dans le cadre 

d’analyse de médicament. Cependant, si la molécule à doser est présente dans le tissu, la gamme de 

calibration peut être réalisée avec cette même molécule marquée aux isotopes stables tels que le deutérium 

ou le carbone 13. Les points de gamme peuvent alors être déposés sur tissu afin de mimer la réaction du 

Figure 2.21 : Les différentes méthodes pour la qMSI  
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composé endogène sans réaliser d’ajouts dosés. J. G. Swales et al., 2018 [219] ont utilisé cette méthode sur 

des coupes de tumeurs de souris afin de réaliser une gamme de calibration et quantifier le lactate en se 

basant sur la molécule marquée trois fois au carbone 13. 

 

 

Figure 2.22 : Quantification par dépôts de gamme sur tissus  avec standard interne. Images modifiées 

de A. Buck et al., 2015 [217]. 

A. Gamme de dilution observée sur des cryosections du tube digestif pour le CPT-11 (Irinotécan hydrochloride, 
m/z 587,286 ± 0,002 Da) et le SN-38 (7-ethyl-10hydroxycamptothecin, m/z 393,144 ± 0,002 Da). La courbe d'étalonnage 
est tracée en utilisant le rapport d'intensité de la molécule et du standard interne m/z 597,349± 0,002 Da. Barre d'échelle 
5 mm. B.II. à B.IV : Images montrant les colorations H&E (Hématoxyline & Eosine) des sections I, II, III et IV du tissu 
intestinal et leurs images MALDI FT-ICR MS dans la tumeur contrôle la muqueuse intestinale, la tumeur et la lumière 
gastro-intestinale. C. Concentrations retrouvées au sein des différentes coupes. 
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De plus, différentes façons de réaliser des gammes de calibration en dépôts existent. Pour évaluer 

ces différentes méthodes de quantification en imagerie par spectrométrie de masse, C. W. Chumbley et al., 

2016 [220] ont comparé ces différentes approches quantitatives en réalisant des dépôts de standard sur le 

tissu, sous le tissu, en sandwich et en pré-mélange sur le tissu (Figure 2.23, A.). Les dépôts en sandwich 

correspondent à un dépôt sous le tissu puis sur le tissu et le dépôt en pré-mélange correspond à l’ajout du 

standard et de la matrice simultanément sur le tissu. Cette étude a été réalisée avec un appareil de dépôts 

automatisés pour l’analyse de la rifampicine déposée en huit réplicatas pour cinq points de concentrations. 

Les équations des courbes associées à chacune de ces gammes de calibration semblent similaires (Figure 

2.23, B.), mais la quantité de rifampicine retrouvée dans les tissus dosés in vitro par les auteurs diffère selon 

le mode de dépôt. Elle est dosée à 10 µg/g à partir de la gamme en dépôt sous tissus, à 6,5 µg/g avec la 

gamme en dépôts en sandwich, 2,5 µg/g avec la gamme en dépôts sur tissus et enfin à 1 µg/g avec la gamme 

réalisée en pré-mélange (Figure 2.23, C.).  

 

 

Figure 2.23 : Comparaison de méthodes de quantif ication en MSI.  Modifiées de C. W. Chumbley et al. ,  

2016 [220]. 

B. Courbes d'étalonnage obtenues à l’aide de 4 méthodes différentes représentées en A. C. Graphique comparant les 
données MALDI - MS/MS (n = 3) aux données LC - MS/MS (n = 5). Après analyse des variances avec un test de Tukey, 
des différences significatives ont été trouvées entre les résultats obtenus par LC - MS/MS et ceux obtenues par dépôts 
sur tissus et sous tissus ainsi qu’en pré-mélange de matrice et standard.  
 

Dans le but de déterminer quelle méthode est la plus juste, les concentrations dosées via ces 

différentes techniques ont ensuite été comparées à la méthode de quantification par LC - MS/MS. Il s’avère 

ici que la gamme de rifampicine effectuée en dépôt sur tissu est la méthode qui permet d’obtenir une 

quantification la plus proche de la méthode LC - MS/MS avec 2,54 µg/g contre 2,29 µg/g, respectivement. La 

méthode qui utilise le pré-mélange de l'étalon induit une sous-estimation des quantités de rifampicine 

expliquée par une co-cristallisation qui se déroule avant d'atteindre le tissu et qui conduit donc à une plus 
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grande intensité détectée pour le standard marqué. Etonnamment, la méthode qui surestime le plus les 

quantités de rifampicine est la méthode où le dépôt a été réalisé sous le tissu. Ceci est probablement causé 

par la pénétration incomplète de l'étalon à travers le tissu et qui réduit le rendement d'extraction de la 

matrice pour l’analyse. 

Cette dernière étude montre que les dépôts de standard interne sur coupe de tissus donnent des 

résultats proches de la LC - MS. D’autres équipes ont donc cherché à corréler leurs résultats avec des données 

issues de la LC-MS et de la GC - MS quantitative. En effet, S. L. Koeniger et al., 2011 [221], N. Takai et al., 

2012 [222] et E. Takeo et S. Shimma en 2019 [223] ont réalisé parallèlement différentes gammes de 

calibration de médicaments au sein de tissus avec les techniques LC - MS et MSI. La technique de dépôt sur 

tissus a été utilisée en MSI. Ils ont ensuite corrélé les résultats obtenus via ces deux méthodes dans le but de 

quantifier les données obtenues en MSI. Par exemple, S. L. Koeniger et al., 2011 [221] ont quantifié 

l’olanzapine dans du foie de souris après injection de différentes doses. En utilisant des coupes adjacentes, 

ils ont ainsi corrélé les intensités obtenues par dose injectée en fonction du signal MSI (R² = 0,9) et la 

quantification effectuée en LC - MS (R² = 0.89) (Figure 2.24, A.) et ont obtenu ainsi un coefficient de 

détermination R² de 0,9792. L’équation de la courbe est ensuite utilisée afin de remonter aux quantités 

analysées par MSI. Cette expérience est réalisée sur un organe homogène comme le foie et laisse supposer 

que la formation d’homogénats pour la quantification LC - MS ne va pas entraver la bonne corrélation des 

signaux obtenue par chaque méthode. Cependant, N. Takai et al., 2012 [222] ont utilisé le même procédé 

pour différents organes comme le cerveau ou la rate, c’est à dire des tissus hétérogènes et ont obtenu eux 

aussi une corrélation satisfaisante de R² = 0,95 (Figure 2.24, B.). 

 

 

Figure 2.24 : Corrélation des données LC - MS et MSI. Issus de S. L. Koeniger et al., 2011 [221], N. Takai 

et al., 2012 [222] 

A. Relation linéaire entre la quantité d’olanzapine mesurée par LC - MS et la réponse MSI. B. Corrélation entre les 
concentrations tissulaires du raclopride déterminées par LC - MS et les intensités obtenues par MSI normalisée ou non 
avec la DHB (n = 3). 
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Quel que soit l’organe utilisé, les auteurs obtiennent des corrélations élevées entre les intensités 

MSI et les quantifications effectuées en LC - MS. Malgré tout, la capacité quantitative de la MSI n’est pas 

rigoureusement étayée dans la mesure où la corrélation des données est réalisée entre les intensités 

obtenues par chaque technique et non pas entre les quantités retrouvées. Dans cette optique, M. Lagarrigue 

et al., 2014 [224] ont comparé les quantifications réalisées par MSI et GC-MS pour la chlordécone dans du 

foie de souris. Ces travaux effectuent de façon indépendante le dosage de ce médicament à la fois par GC - 

MS et par qMSI et montrent une corrélation de R² = 0.995 (Figure 2.25, D.), prouvant ainsi les possibilités 

quantitatives de la MSI. Même si cette étude indique une forte corrélation entre les données quantifiées, la 

chlordécone est retrouvée quatre fois moindre par la méthode de qMSI que par la méthode de GC - MS. 

Différentes hypothèses ont été proposées par les auteurs pour expliquer ce résultat : la conversion du 

chlordécone en hydrate de chlordécone pourrait être plus importante dans les solutions d'étalonnage qu'in 

vivo et entraînerait une sous-estimation de la quantité de chlordécone dans la section hépatique exposée ; 

l’extraction de le chlordécone pendant la cristallisation de la matrice pourrait être moins efficace dans la 

section hépatique exposée que dans les solutions d'étalonnage ou alors la chlordécone pourrait être 

séquestrée in vivo par d'autres espèces moléculaires telles que l'albumine et les lipoprotéines de haute 

densité (HDL) pour lesquelles le chlordécone a une forte affinité. Etonnamment, pour pallier cette différence 

de quantité calculée, les auteurs ont donc utilisé l’équation obtenue sur ce graphique de corrélation afin de 

corriger les quantités quantifiées en MSI et obtiennent ainsi des valeurs similaires en GC - MS et MALDI - MSI 

pour les différents temps d’expositions (Figure 2.25, E.). 

 

 

Figure 2.25 : Corrélation des données quantitative en MSI et en GC-MS. Issues de M. Lagarrigue et al.,  

2014 [224]. 

A. Courbe d’étalonnage obtenue par normalisation de l'intensité de l'hydrate de chlordécone à l'intensité de l'hydrate 
de 13C10-chlordécone. B. Profils d'accumulation du chlordécone par MALDI - MSI et (C.) par analyse GC-MS. (D.) La 
quantité de chlordécone mesurée par imagerie MALDI est corrélée à la quantité absolue de chlordécone mesurée par 
GC-MS. Les barres d'erreur représentent l'écart-type des valeurs moyennes. (E.) Quantités calculées en MSI à partir de 
l’équation en D. 
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Cependant, le dépôt de molécules sur tissus pour la quantification pose encore certaines 

interrogations quant à la pénétration du standard dans le tissu ou quant à l’effet matrice que subit la 

molécule étalon. Pour cela, d’autres approches sont proposées dans la littérature comme l’utilisation 

d’homogénats. 

b. Les gammes en homogénats de tissus 

Pour réaliser des quantifications en mimant de façon globale l’effet matrice d’une molécule au sein 

d’un tissu, certaines équipes proposent l’utilisation d’homogénats ou de tissus mimétiques. M. Groseclose 

et S. Castelino [225] [226] ont été les premiers à introduire en 2013 les modèles de tissus « mimétiques » 

pour la quantification de médicaments par imagerie MALDI. Le but de ces modèles de tissus mimétiques est 

de représenter au plus proche les effets d‘extraction et de suppression des ions que pourraient subir la ou 

les molécules cibles au sein de tissus réels. Cette approche consiste donc à créer des homogénats (Figure 

2.21, A.) de tissus issus d’organes pour ensuite venir y ajouter des concentrations connues et croissantes de 

la molécule à analyser. Ces homogénats sont ensuite moulés et congelés afin d’obtenir des tissus mimétiques 

d’organes contenant la molécule cible répartie de façon la plus homogène. Ces tissus congelés sont 

ultérieurement découpés et montés sur une même lame d’imagerie afin d’avoir des analyses reproductives 

et palier l’hétérogénéité du dépôt de matrice.  

Suite à cette première étude MSI sur homogénats menée par M. Groseclose et S. Castelino où ils ont 

inséré des homogénats de tissus dans un bloc d’OCT et coupé l’ensemble au cryotome, d’autres équipes ont 

proposé des approches alternatives. Par exemple, L. Jadoul et al., 2015 [227] et H. Hansen et C. Janfelt, 2016 

[228] ont respectivement publié leurs méthodes pour des homogénats de cerveaux et de foies. Le premier 

groupe a proposé de mouler les homogénats dans des tubes type Eppendorf alors que le second propose de 

créer un bloc d’homogénat de cerveau pour ensuite venir y insérer des homogénats dosés avec une 

concentration croissante de la molécule à doser. Chacun de ces travaux a abouti à des coefficients de 

détermination de R² = 0.9 pour les gammes de calibration réalisées et H. Hansen et C. Janfelt ont montré en 

plus une superposition des gammes obtenues par la méthode des homogénats avec celle des dépôts sur 

tissus pour une même concentration analysée par tissu. M. Groseclose et S. Castelino ont montré quant à 

eux que leur méthode permet de quantifier la nevirapine dans du foie de rat à des valeurs proches de la 

LC - MS/MS : 42,3 ng/g contre 46,5 ng/g respectivement. Ils ont reproduit l’expérience avec la lapatinib dans 

des xénogreffes de tumeurs de souris (2500 ng/g et 2850 ng/g, respectivement) et des foies de chien (110 

ng/g et 122 ng/g, respectivement).  
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Parallèlement, L. Jadoul et al., 2015 [227] 

ont évalué après coloration H&E, l’allure de leurs 

homogénats de cerveaux obtenus à partir de 

quatre appareils différents, Potter, sonde à 

ultrason, mixeur et lyseur, et deux méthodes de 

congélation, immergé dans l’isopentane ou dans 

un congélateur. Ces coupes d’homogénats ont 

donc été comparées à une coupe de cerveau 

intacte (Figure 2.26). Cette étude révèle que 

l’utilisation d’un Potter ou d’un lyseur pour la 

réalisation des homogénats suivie d’une 

congélation dans un bain d’isopentane à – 50 °C 

est favorable à la réalisation d’homogénats proche 

du tissu d’origine (Figure 2.26, E.). En effet, une 

congélation trop longue peut entrainer la 

formation de cristaux et donc des irrégularités lors 

de la découpe du tissu. De plus, un mauvais broyat 

du tissu peut engendrer des homogénats moins 

denses avec moins de matière biologique qui ne 

représente pas l’effet matrice d’un réel tissu. La 

densité du tissu va également influencer la 

distribution du standard dans l’homogénat ainsi 

que son extraction après cristallisation de la 

matrice et donc le signal détecté pour la molécule à quantifier. 

Chacune de ses équipes a évalué avec succès la capacité à réaliser des études de qMSI à partir de 

courbes de calibration réalisées en homogénats. Cependant, comparativement à la technique en dépôt, 

cette méthode peut être plus difficile à maitriser car elle demande beaucoup de tissus biologiques et 

nécessite plus de temps et d’étapes de réalisation. Néanmoins, la MSI montre au travers de ces études un 

fort potentiel pour la réalisation d’études quantitatives. 

Actuellement, la quantification en MSI pose donc encore question et de nombreux paramètres 

doivent être pris en compte pour obtenir des données fiables. Premièrement, selon la molécule à analyser, 

il faut veiller à être au plus proche des conditions d’ionisation de celle-ci au sein du tissu. Pour cela, la gamme 

peut être réalisée par dépôt, en homogénat ou en prenant compte du coefficient d’extinction tissulaire avec 

ou sans standard interne pour la normalisation. Malgré ces précautions, il est parfois nécessaire de 

confronter les résultats de qMSI à d’autres techniques de quantification. Pour compléter cet état de l’art qui 

Figure 2.26 : Comparaison de différentes 

méthodes d’homogénéisation des tissus pour la 

création de modèle mimétiques. L. Jadoul et al.,  

2015 [227] 

Coloration H&E de section provenant (A) d’une coupe de 
cerveau intacte comparée à (B-F) des homogénats de 
cerveaux obtenus selon différentes conditions. Quatre 
outils pour l’homogénéisation de tissus : (B) Potter-
Elvejhem, (C) une sonde à ultrason, (D) un mixeur, et (E) un 
lyseur MagNA. Deux méthodes de congélation pour des 
homogénats réalisés avec le lyseur : (E) tube immergé dans 
l’isopentane à – 50 °C, (F) Tubes placés dans un congélateur 
à – 80 °C. 
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illustre les difficultés d’obtention de gammes d’étalonnage pertinentes, les aspects de répétabilité et de 

reproductibilité de ces analyses quantitatives sur tissus vont maintenant être abordés. 

4. FIDELITE DES ETUDES QMSI 

Comme décrit précédemment, le protocole MSI se décompose en 5 étapes qui sont : la découpe du 

tissu et sa préparation, le dépôt de matrice sur ce tissu, le choix de la source, l’acquisition des données et le 

traitement des données pour la génération de l’image. Toutes ces étapes peuvent être sources de variabilité.  

Dans le domaine de la chimie analytique, la FDA (Foods and Drugs Administration) propose que le 

coefficient de variation (CV) de la reproductibilité ne dépasse pas les 20 % [229]. Cependant peu d’études 

démontrent les capacités de reproductibilité de la MSI. Néanmoins, des améliorations ont été apportées 

notamment sur les dépôts de matrices avec la création de protocoles de dépôts automatisés [230] [231] ou 

grâce à la mise en place d’études MSI inter laboratoires en DESI - MSI [232] [233] et en MALDI - MSI. 

Récemment, J. A. Barry et al., 2019 [234] ont effectué une étude visant à évaluer les variabilités dans le 

protocole de qMSI pour des études inter-laboratoires. Trois sites ont donc reçu des échantillons de foies de 

rats perfusés avec de la clozapine et ceux-ci ont été analysés à l'aide d'une méthode précédemment 

standardisée. Les quantifications effectuées à partir de gammes en dépôts et en homogénats ont été 

réalisées en 6 réplicatas par un expérimentateur présent sur chaque site et comparées avec une méthode 

de quantification LC - MS/MS. Les comparaisons ont été faites sans normalisation des données avec une 

normalisation par un standard deutérée. 

Premièrement, les données normalisées ou non ont montré une quantification de la clozapine et de 

la norclozapine similaire à la fois en homogénats et en dépôts sur tissus. De plus, les quantités obtenues en 

qMSI sont similaires à celles obtenues en LC-MS, avec respectivement 9 µg/g et 11,7 µg/g de clozapine et 

150 µg/g et 190 µg/g de norclozapine. Deuxièmement, les expériences ont montré la capacité de la qMSI à 

fournir des données quantitatives répétables (CV ≤ 16 %) sur deux molécules au sein d’un même laboratoire 

et avec une justesse de mesure par rapport à la LC - MS allant de 52 % à 110 % (Figure 2.27). De plus, les 

données sont reproductibles entre les laboratoires avec un CV variant de 13 à 29 % selon les quantifications. 
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Figure 2.27 : Quantif ication de la clazopine  et de la norclozapine sur 3 sites différents. Issue de J. A. 

Barry et al. , 2019 [234] . 

Comparaison de la quantification en LC - MS et en qMSI de la clazopine et de son métabolite majeur : la norclazopine. 
La quantification a été réalisée dans un foie de rat à partir de trois méthodes de quantification : la LC-MS, la qMSI à 
partir de gamme en dépôt et de gamme en homogénat. La répétabilité a été mesurée pour chaque expérimentateur 
puis la reproductibilité a été évaluée entre les laboratoires. Enfin, la justesse de mesure a été estimée. 
 

Cette étude montre que la réalisation d’analyses quantitatives répétables et reproductibles est 

concevable en MSI mais nécessite néanmoins d’exécuter un protocole de préparation d’échantillons 

fastidieux. Par ailleurs, il apparait que la majorité des études quantitatives référencées dans la littérature 

s’oriente vers une quantification de métabolites ou de molécules médicamenteuses et non pas vers celle des 

nanoparticules qui font l’objet de cette thèse. 

L’étude de la distribution des nanoparticules en MSI est un domaine émergent qui pourrait 

certainement bénéficier de l’apport de techniques complémentaires d’imagerie. La partie suivante sera donc 

dédiée aux travaux impliquant une combinaison de la MSI à d’autres techniques d’imagerie pour l’étude de 

molécules d’intérêt, qu’elles soient non nanoparticulaires ou nanoparticulaires. 
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E. LA MSI COMBINEE AUX AUTRES TECHNIQUES D’IMAGERIE. 

L’intérêt de l’imagerie par spectrométrie de masse pour l’étude de la distribution de molécules au 

sein de tissus biologiques ayant été démontré, l’intérêt de la coupler à d’autres techniques d’imagerie va 

maintenant être illustré. En effet, chaque technique d’imagerie apporte une spécificité bien particulière et il 

peut donc être judicieux d’associer deux approches d’imagerie afin d’en combiner les avantages et ainsi 

obtenir des outils analytiques plus puissants. La MSI peut être associée avec des techniques d’imagerie telles 

que la fluorescence ou la radioimagerie dans le but d’obtenir par exemple des informations de spécificité de 

liaison, de caractérisation structurale ou des données quantitatives. 

I. LE COUPLAGE DES DIFFERENTES SOURCES MSI 

L’imagerie par spectrométrie de masse peut être réalisée avec différentes source comme la source 

MALDI, la source SIMS et la source DESI. Ces trois techniques, décrites dans le chapitre en Annexe 3 sont 

complémentaires et peuvent donc être utilisées de façon successive pour l’analyse d’un même échantillon.  

Pour exemple, D. Touboul et al., 2007 [235] et N. Desbenoit et al., 2018 [236] ont combiné deux 

techniques d’imagerie par spectrométrie masse pour la recherche de biomarqueurs dans la maladie de Fabry 

ou pour l’analyse de lipides au sein d’une même coupe de tissu cancéreux du colon. Les seconds ont donc 

utilisé successivement un TOF - SIMS afin d’obtenir des images à une très haute résolution spatiale de 1 µm 

et un AP - MALDI - orbitrap pour réaliser une 

caractérisation moléculaire plus précise grâce à 

une résolution spectrale de 140 000 et des 

analyses MS/MS. Plus particulièrement l’étude 

de Desbenoit et al., 2018 ont montré pour la 

première fois une analyse de la même coupe par 

deux techniques d’imagerie. Dans le même 

esprit, Chughtai et al., 2012 [237] ont choisi de 

coupler ces deux sources MSI pour tirer profit de 

leur complémentarité de détection. Le SIMS a 

permis la détection de petites molécules et de 

lipides alors que le MALDI a permis d’étudier les 

phospholipides et les peptides et protéines du 

tissu musculosquelettique d’une souris (Figure 

2.28).  

Figure 2.28 : Combinaison de l' imagerie SIMS et 

MALDI. Issue de Chughtai et al., 2012 [237]. 

Imagerie multimodale d'un membre chez une souris. A. Image 
optique du tissu indiquant les différentes régions d'une jambe 
de souris : articulation du genou (I), muscle (II), péroné et tibia 
(III), ligaments (IV) et fémur sous le muscle (V). B. Coloration 
H&E. C. Image SIMS à haute résolution spatiale du cholestérol à 
m/z 369. D. Image MALDI de phosphatidylcholine PC 34:1 à m/z 
760,5. 
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Enfin, S. Van Nuffel et al., 2018 [193] ont analysé à l’aide d’analyses TOF - SIMS 3D la délocalisation 

des lipides au sein de coupes de foie de souris après application de la matrice MALDI (Figure 2.29). Cette 

étude a montré une délocalisation des molécules telles que le cholestérol vers les couches de matrices alors 

que les phospholipides restent au niveau du tissu.  

 

 

Figure 2.29 : Apport de la source SIMS à l’ imagerie MALDI.  Issu de S. Van Nuffel et al., 2018 [193] 

A. Image des scores 3D pour la sixième composante principale (PC6) des données d'image ToF-SIMS 3D issus d'une 
section de tissu hépatique recouverte d'une matrice sur une lame de microscope recouverte d'ITO. Le cholestérol est 
présent dans les scores supérieurs à zéro alors que les DAG et MAG sont présents dans les scores inférieurs à zéro. B. 
Profils de profondeur de la DHB avec l'ion [M+H]+ à m/z 155,0, des groupe des têtes phosphatidylcholine avec l'ion 
C5H15NPO4 à m/z 184,1, du cholestérol avec le fragment [M+H-H2O]+ à m/z 369,3, des monoacylglycérols avec l’ion 
MAG(18:1) [M+H-OH]+ à m/z 339,3 et les diacylglycérols avec le DAG(34:1) [M+H-OH]+ à m/z 577,5. Ces profils sont 
obtenus à partir de l'image ToF-SIMS illustrées en A. Echelles de la matrice (z > 0 μm) et de la couche tissulaire (z < 0 
μm). 
 

Grâce à la combinaison de ces deux sources et à la réalisation d’images 3D, il est maintenant possible 

de savoir quelles molécules sont les mieux extraites du tissu vers la couche matricielle et cela explique parfois 

les différences de sensibilité pour une même classe de molécule au sein d’un même tissu. 

Ce couplage entre les sources permet de tirer avantages des caractéristiques propres à chaque 

source, telles que la résolution spatiale ou encore une caractérisation structurale complémentaire selon les 

sources. Cette complémentarité d’analyse peut aussi être complétée à l’aide d’autres techniques d’imageries 

telles que la fluorescence ou la radioimagerie. 

II. LA MSI COUPLEE A D’AUTRES TECHNIQUES D’IMAGERIE 

Par exemple, Liu et al., 2018 [238] ont conjointement utilisé des méthodes de MSI et de 

fluorescence. Souhaitant visualiser le cetuximab, un anticorps monoclonal (150 kDa), sur des organoïdes de 

colon en culture cellulaire 3D, ils ont choisi une approche de réduction et alkylation sur tissus afin de faciliter 

la visualisation de cet anticorps en MALDI - MSI et former deux chaines lourdes de 50 kDa et deux chaines 

légères de 25 kDa. Après obtention d’images des chaines légères par MALDI - MSI, cette méthode a été 

validée par immunofluorescence grâce à la spécificité de reconnaissance de cette technique. Ils ont ainsi pu 
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superposer les images obtenues via ces deux techniques d’imagerie et ainsi valider leur protocole 

expérimental. K. Fuchs et al., 2018 [238] ont employé la MSI afin de mener leur recherche sur la 

biodistribution et la métabolisation du Sunitinib qui est un anticancéreux. Après avoir réalisé la 

biodistribution spécifique du Sunitinib sur des coupes de tumeurs, les auteurs ont souhaité visualiser les 

métabolites induits dans des coupes adjacentes (Figure 2.30). Ils ont ainsi observé une colocalisation du 

sunitinib avec ses métabolites sur les coupes de tumeurs analysées. 
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Figure 2.30 : Couplage de la MSI avec la fluorescence.  Issue de K. Fuchs et al., 2018 [238]. 

Coupes de tissus tumorales adjacentes du 7ème au 13ème jour après l’exposition aux billes éluant le sunitinib. A. Coloration H&E (1ère colonne), images représentatives de la fluorescence 
du sunitinib (2ème colonne) et de l'intensité du signal du sunitinib par MSI (3ème et 4ème colonne). La zone affichée dans la 3ème colonne est délimitée par un carré sur l’image de la 4ème 
colonne. Les images MSI sont normalisées pixel par pixel en fonction du signal de l'étalon interne. Chaque pointe de flèche converge vers une bille. B. Diffusion des métabolites N-
déséthyl sunitinib (SU12662, 5ème colonne), N,N-déséthyl-sunitinib (6ème colonne), N-oxyde de sunitinib (7ème colonne) et N-sunitinib (8ème colonne) obtenue par MSI. La position de ces 
ions correspond à la position du sunitinib. Dans la colonne 8, la surface de la section de tissu est délimitée par une ligne blanche. 
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Cependant, le défaut majeur de la combinaison de deux techniques d’imagerie réside dans le fait 

que les images sont souvent réalisées sur des coupes adjacentes qui ne sont pas exactement identiques, 

pouvant ainsi compliquer la comparaison des images. Pour cela, N. H. Patterson et al., 2018 [193] [194] ont 

proposé d’utiliser de nouveau l’autofluorescence (AF) pour simplifier cette superposition d’images et ainsi 

faciliter les interprétations de biodistributions moléculaires sur tissu (Figure 2.31). 

 

 

Figure 2.31 : Util isation de la f luorescence couplée à la MSI. Issue de N. H. Patterson et al., 2018 [194]. 

Processus de co-enregistrement d'une section de tissu prise en microscopie avec celle acquise en MSI sur une coupe de 
cerveau de rat. A. Vue à faible grossissement des images H&E, AF et MSI des tissus avec de bas en haut la coloration 
H&E, l’image AF avant puis après acquisition MS, la représentation des pixels sur les coupes puis le co-enregistrement. 
B. Grossissement des images correspondantes. Barre d'échelle 150 μm. Pré-acq : pré-acquisition. Post-acq : post-
acquisition. 
 

Ils ont donc fait appel dans leur étude à l’autofluorescence émise par les tissus déposés sur lame et 

à un système de reconnaissance informatique pour superposer parfaitement les images obtenues en MSI et 

après coloration H&E. Cette méthode pourrait être étendue à d’autres techniques d’imagerie.  

La fluorescence et la MSI allient donc spécificité d’analyse et caractérisation structurale. Pour un 

aspect plus quantitatif, la MSI peut être couplée à la radioimagerie. L’autoradiographie [241] et les analyses 

MALDI - MSI sont des techniques d’imagerie permettant l’étude de la biodistribution moléculaire sur tissus 

de molécules marquées ou non. Ces techniques peuvent fournir des informations complémentaires avec une 

quantification absolue en radioimagerie et la caractérisation structurale MALDI - MSI [146]. C’est donc cette 

complémentarité d’information que D. M. Drexler et al., 2011 [242] et R. J. A. Goodwin et al., 2016 [243] ont 

présenté dans leurs travaux. D. M. Drexler et al., 2011 [242] ont proposé l’analyse d’un médicament et de 
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son homologue marqué au tritium dans des coupes d’yeux de rats exposés à ces molécules. Bien que 

l’autoradiographie ait fourni la localisation quantitative de l'espèce radiomarquée liée au médicament dans 

les échantillons de tissus, l'utilisation de la MSI a confirmé la localisation du médicament et a permis 

l'identification de l'analyte (Figure 2.32). Les images obtenues avec ces deux techniques ne sont pas 

parfaitement superposables car réalisées sur des coupes adjacentes. 

 

 

Figure 2.32 : Radioimagerie et MALDI - MSI pour la bioditribution d’un  médicament. Issues de D. M. 

Drexler et al., 2011 [242]. 

A. Autoradiogramme avec une accumulation de 35 jours. Image d'une section occulaire indiquant la distribution 
préférentielle de l'analyte ou des analytes radiomarqués à l'arrière de l'œil (rétine et/ou voie uvéale). B. Cartographie 
du médicament obtenu par analyses MALDI - MSI où les concentrations les plus élevées sont présentes à l'arrière de 
l'œil (rétine et/ou voie uvéale). 
 

D’autre part, R. J. A. Goodwin et al., 2016 [243] ont étudié la biodistribution d’un cyclopeptide 

thérapeutique nommé AZD2820 marqué ou non au carbone 14 sur coupes de reins de souris et obtiennent 

une biodistribution similaire selon la MSI et la radioimagerie (Figure 2.33). Ils illustrent dans leurs travaux les 

avantages des analyses MSI par rapport à la radioimagerie. La biodistribution de l’AZD2820 et de ces deux 

métabolites est rendu possible grâce à la MSI là où la radioimagerie ne parvient pas à faire la différence. De 

plus, dans cette étude, les analyses ont été réalisées sur des coupes adjacentes d’épaisseur différentes ne 

permettant pas une superposition des images acquises via la MSI et la radioimagerie. 
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La combinaison de différentes techniques d’imagerie est donc essentielle pour obtenir une meilleure 

compréhension des données biologiques lors d’études scientifiques. C’est pourquoi, une approche 

d’imagerie combinée alliant radioimagerie et MALDI - MSI pour l’analyse successive d’une seule et même 

coupe par ces deux méthodes d’imagerie est proposée dans le développement de cette thèse. Cette 

approche étant déployée dans le cadre de l’analyse de nanoparticules, l’utilisation de la MSI pour l’étude des 

nanoparticules sera détaillée dans la partie suivant 

 

Figure 2.33 : MSI vs radioimagerie. Issue de R. J. A. Goodwin et al ., 2016 [244] 

Images obtenues dans la section rénale sagittale de souris 30 min et 1 h après une administration sous-cutanée. A. 
Autoradiogramme montrant la distribution de la radioactivité issue du 14C-AZD820 (zones sombres) B. Abondance 
relative de l'AZD2820 ([M+H]+, m/z 1045,7) et d’un métabolite ([M+H]+, m/z 878,6). Images MSI acquises à 50 μm. 
Barre d'échelle 2 mm. 
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F. L’IMAGERIE DES NANOPARTICULES 

Selon les propriétés physico-chimiques des nanoparticules ciblées, différentes techniques 

analytiques peuvent être employées pour les étudier. Par exemple, certaines nanoparticules sont des 

fluorophores et peuvent donc absorber de l’énergie lumineuse (lumière d’excitation) et la restituer sous 

forme de lumière fluorescente (lumière d’émission). Pour cela, S. Ghaderi et al., 2011 [244] ont reporté dans 

leur revue différentes études exploitant notamment les propriétés fluorescentes des QDs (Quantum Dots) 

pour leur détection. Ces nanoparticules possèdent un noyau cristallin métalloïde qui, en fonction de sa 

composition et de sa taille, émettra un type de fluorescence particulier à une longueur d’onde donnée. 

D’autre part, L. Ceppi et al., 2018 [245] ont prouvé l’utilité des MWCNT pour réaliser de l'imagerie par 

fluorescence en temps réel lors d’interventions chirurgicales. Ceci contribue grandement à l’amélioration du 

taux de survie de patients lors de la réduction de tumeurs ovariennes. Ainsi, les auteurs ont observé un taux 

de survie de 65 jours comparativement à la méthode classique pour laquelle le taux de survie n’est que de 

35 jours. Par ailleurs, H. Jin et al., 2019 [246] ont utilisé ces QDs pour la création d’une nanosonde 

fluorescente à double émission pour l'imagerie spécifique de l'avidine présente à la surface de cellules 

hépatiques et pulmonaire cancéreuses. Selon la liaison de la sonde sur la biotine, la couleur issue de la 

fluorescence émise varie. Ces applications fournissent de nouvelles opportunités pour la visualisation des 

biomarqueurs de surface cellulaire avec une résolution d'imagerie remarquable (200 nm) grâce à l’imagerie 

confocale à fluorescence.  

D’autres groupes de recherche ont utilisé les propriétés radioactives de nanoparticules dans le but 

de réaliser de l’imagerie médicale. Pour cela, certaines équipes comme celle de H. Y. Kim et al., 2018 [247] 

ont utilisé des nanoparticules de polyglucose marquées au cuivre 64 pour la tomographie quantitative par 

émission de positons (PET de l’anglais Positron Emission Tomography). Cette technique est ici utilisée pour 

l’imagerie de macrophages dans les cancers car ces cellules sont largement impliquées dans la progression 

tumorale et la réponse immunitaire. Les auteurs ont montré que ces nanoparticules de polyglucose 

marquées au cuivre 64 étaient absorbées par les macrophages avec une sélectivité supérieure à 90 %. Ainsi, 

ces nanoparticules analysées par PET offrent un moyen d’imagerie sélectif pour les macrophages associés 

aux tumeurs et permet alors de fournir une aide au suivi thérapeutiques lors de traitements médicamenteux. 

D’autres équipes, comme B. Czarny et al., 2014 [248] ont utilisé la radioactivité pour marquer des 

nanoparticules et ainsi pourvoir obtenir leur biodistribution in situ. Ils ont ainsi présenté une méthode qui 

utilise la radioimagerie de type β pour étudier la biodistribution des 14C-MWCNTs chez la souris après 

injection d’une dose unique de 20 µg. Grâce à cette expérience, ils ont montré une translocation des 

nanotubes de carbone du poumon vers d’autres organes comme le foie (0,2 % de la dose), la rate (0,75 % de 

la dose) ou la moelle osseuse sur un an (Figure 2.34). Cependant, 10 % de la dose reste dans les poumons et 

le reste est éliminé par la voie gastro-intestinale après translocation. 
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Figure 2.34 : Radioactivité observée chez la souris après injection de MWCNTs. Issue de B. Czarny et 

al. , 2014 [248]. 

Après une exposition pulmonaire aux 14C-MWCNTs, des coupes de poumons ont été montées sur lame en verre (images 
optiques à gauche). Elles ont été analysées par radioimagerie β du jour 1 au jour 360 post-exposition. 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 2.35 : Analyse ICP-MSI de nanoparticules d’argent. Issues de D. Drescher et al., 2012 [249] 

Images optiques de cellules fibroblastes 3T3 fixes superposées à des images LA-ICP-MS. Distribution en intensité de 
107Ag+. Après incubation à une concentration de 0,2 (A.) ; 2 (B.) ou 20 pM (C.) pendant 24 h (D.) ou à 20 pM pendant 
24 heures (D.). Les barres d'échelle représentent 25 μm. Paramètres : taille du spot laser, 8 μm. E. Quantification des 
nanoparticules d'argent à l'intérieur de ces mêmes cellules de fibroblastes. 
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Par ailleurs, pour l’étude de molécules non fluorescentes ou radioactives, il est également aussi 

possible d’utiliser la technique LA-ICP-MSI (Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry 

Imaging). Par exemple, D. Drescher et al., 2012 [249] se sont servis de cette technique de spectrométrie de 

masse dans le cas d’analyses quantitatives de nanoparticules d’or et d’argent au sein de fibroblastes. La 

technique LA-ICP-MSI permet dans cette étude de quantifier le nombre de nanoparticules au niveau 

cellulaire grâce à une résolution spatiale élevée (Figure 2.35). O. B. Bauer et al., 2018 [250] ont aussi proposé 

l’utilisation de l’ICP-MSI pour la quantification du Platinum 194 dans des reins de rats.  

Comme précédemment développé dans le 

paragraphe III.1.a de la partie B du chapitre I, les 

nanoparticules sont également très utilisées en 

imagerie par spectrométrie de masse pour favoriser 

la détection de molécules endogènes. En plus des 

nanoparticules de type graphène, des nano-objets 

tels que les nanoparticules d’or (AuNPs) ou d’argent 

(AgNPs) sont aussi utilisés comme matrices MALDI 

[251]. En effet, ces nanoparticules d’or ou d’argent 

possèdent l’avantage d’engendrer moins de signaux 

interférents dans les basses masses (< 500 m/z). 

Pour cela, N. Goto-Inoue et al., 2010 [252] et 

A. Arendowski et T. Ruman, 2017 [253] ont fait appel 

dans leurs travaux aux nanoparticules d’or pour 

l’imagerie MS des lipides et métabolites. N. Goto-

Inoue et al., 2010 [252] ont utilisé les AuNPs comme 

matrice et ont comparé leurs résultats avec ceux 

obtenus à partir de la matrice MALDI DHB. Ils ont 

ainsi montré une sensibilité de détection pour les 

sphingolipides 20 fois supérieure avec les AuNPs 

(Figure 2.36) qu’avec la DHB. Cette augmentation est 

corrélée avec la diminution du S/N dans les spectres 

acquis avec ces nanoparticules. A. Arendowski et 

T. Ruman, 2017 [253] ont quant à eux , différemment 

utilisé ces AuNPs en déposant leurs tissus sur des 

lames recouvertes de nanoparticules d’or et en 

s’affranchissant de l’étape de dépôts de matrice pour 

des analyses SALDI - MSI de bois d’if (Taxus baccata). 

Par ailleurs, des nanoparticules d’argent peuvent 

Figure 2.36 : Utilisation des nanoparticules d'or 

comme matrice. Issue de N. Goto-Inoue et al .,  

2010 [253] 

Imagerie MALDI en mode négatif d’ionisation acquise à 
partir d’une coupe de tissu cérébral de souris et analysée 
avec la matrice DHB et avec des AuNPs. Les images 
ioniques représentent 10 types d'espèces moléculaires de 
sulfatides.  
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également être utilisées plus spécifiquement pour l’analyse de molécules lipidiques. En effet, T. Hayasaka et 

al., 2010 [254] prouvent l’utilité des AgNPs pour la détection d’acides gras comme les acides stéarique, 

oléique, linoléique, arachidonique, palmitique et eicosapentaénoïque qui ne sont pas détectés avec la 

matrice DHB. S. N. Jackson et al., 2014 [255] et L. Muller et al., 2015 [256] ont également utilisé les AgNPs 

pour la détection de lipides dans des cœurs et des reins de rats. Grâce à l’utilisation d’une source de 

pulvérisation magnétron pour former des ions AgNPs en phase gazeuse (sprayeur de nanoparticules), il est 

possible de réaliser un dépôt homogène de ces nanoparticules et d’obtenir des images avec une résolution 

spatiale importante (50 µm). 

Toutefois, d’autres classes de nanoparticules comme les liposomes ou les dendrimères sont par 

ailleurs étudiés en MSI pour leur fonction de nanovecteurs. Par exemple, A. Gunnarsson et al., 2010 [257] 

ont analysé la biodistribution de liposomes fonctionnalisés pour reconnaitre des séquences d’ADN 

particulières. Ainsi ces liposomes peuvent servir de code barre chimique pour obtenir des biodistribution 

spécifiques d’ADN par imagerie TOF-SIMS. C. Zandanel et al., 2018 [258] analysent également la 

biodistribution de nanoparticules de polycyanoacrylate encapsulant la doxorubicine dans des coupes de foie 

de souris. 

Cependant, pour toutes les études menées à l’aide de molécules fluorescente ou radiomarquées, 

des interrogations sur la spécificité d’analyse peuvent être posées. Par exemple, la radioactivité observée 

peut provenir du radioélément initial et/ou des produits potentiellement issus de sa métabolisation et/ou de 

son instabilité chimique. En effet, si ces études utilisant des radioéléments permettent de quantifier de façon 

absolue et de localiser ces molécules radiomarquées, d’autres approches complémentaires basées sur la 

spectrométrie de masse doivent être utilisées pour augmenter la spécificité de détection et obtenir des 

informations structurales complémentaires. Notamment, V. Mendonça et al., 2015 [259] et S. Chen et al., 

2015 [260] ont utilisé la MSI pour étudier le devenir des nanoparticules de graphène après injection par 

intraveineuse chez la souris. Les premiers ont observé les feuillets d’oxyde de graphène dans des coupes de 

cerveau et les seconds ont analysé la biodistributions des CNTs, GO et CD dans divers organes à des doses 

croissantes (Figure 2.37).  
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Figure 2.37 : Biodistribution des nanoparticules de type graphène chez la souris. Issue d e S. Chen et 

al. , 2015 [260] 

Images MSI montrant la distribution des CNT (Carbon NanoTube), GO (Graphène Oxyde) et CD (Carbon Dot) dans les 
reins, la rate, les poumons, le foie, le cerveau et le cœur. Barres d'échelle, 2 mm. La barre de couleur à droite de chaque 
rangée d’images indique l'augmentation de l'intensité de bas en haut. 
 

Cependant, peu d’études sont disponibles dans la littérature concernant l’analyse de ces 

nanoparticules de graphène en MSI de par l’existence de nombreux verrous expérimentaux tels que la 

difficulté d’obtenir des lots de synthèse homogènes et caractérisés entravant la possibilité d’obtenir des 

analyses MS reproductibles (Annexe 2). La structure particulière de ces nanoparticules rend donc leur 

détection variable selon les espèces analysées avec un spectre de clusters de carbones en mode positif 

d’ionisation [40] ou négatif [37] et avec ou sans matrice MALDI. De plus, les deux auteurs cités ci-dessus 

n’ont pas obtenu le même profil MS pour des nanoparticules de type GO. Le premier a utilisé une méthode 

MALDI - MSI avec la SA qui a permis de détecter des ions m/z 285, 421, 465 et 506, alors que le second a 

employé une méthode LDI - MSI et a observé des clusters de carbone. C’est pourquoi, un développement 

méthodologique en imagerie par spectrométrie de masse pour la détection de ce type de molécules au sein 

de tissus biologiques a été entrepris dans le cadre de cette thèse.
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La vectorisation de médicaments, qui permet de les acheminer sur les tissus cibles pour accroitre 

leur activité pharmacologique tout en limitant leur toxicité et effets indésirables, est un axe de recherche en 

forte expansion dans lequel les nanotechnologies sont un des facteurs clés. L’emploi grandissant de ces 

nouvelles stratégies de ciblage interpelle quant à au devenir in vivo et à la toxicité des nanoparticules utilisées 

[261] [262]. Cette toxicité est notamment engendrée par leur taille nanoscopique qui leur permet de franchir 

les barrières biologiques [96], de se distribuer dans le système physiologique de l’hôte, mais aussi de 

s’accumuler au niveau des membranes biologiques. Pour pallier cela, de nouvelles générations de 

nanoparticules ont été fonctionnalisées en surface [263] pour assurer le ciblage de récepteurs, ou encore 

encapsuler des drogues [106] afin de garantir l’effet thérapeutique. Cependant leurs propriétés 

pharmacocinétiques sont encore peu connues. Notre étude bibliographique a ainsi révélé la nécessité de 

développer de nouveaux outils analytiques afin d’étudier plus efficacement le comportement en milieu 

biologique des nanoparticules de type graphène ou les systèmes micellaires polymériques [264] de plus en 

plus employés dans la recherche biomédicale. 

Afin d’appréhender ces nouveaux systèmes de délivrance, l’utilisation de méthodes analytiques plus 

sensibles et plus performantes est indispensable pour assurer à la fois le suivi ainsi que la mesure des 

quantités de nanoparticules et de médicament délivrées conjointement au niveau du site pathologique ciblé. 

En conséquence, de nombreuses techniques d’imagerie des nanoparticules ont été développées et ont fait 

l’objet de publications scientifiques. Certaines de ces techniques permettent d’obtenir des informations sur 

leur taille, comme la DLS, la microscopie électronique à transmission ou les rayons X [265] [266]. Cependant, 

les analyses doivent être réalisées sur des échantillons solides, cristallins ou sous forme de poudre. D’autres 
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techniques, comme la fluorescence [245], la radioimagerie [248] ou encore la spectrométrie de masse [259], 

permettent quant à elles d’obtenir des informations de biodistribution tissulaire. Elles permettent 

respectivement une reconnaissance très affine mais qui nécessite une fonctionnalisation des nanoparticules 

pour la spécificité des anticorps, une quantification absolue à condition d’analyser des nanoparticules 

radiomarquées et une caractérisation structurale des nanoparticules. Plus particulièrement, l’analyse par 

ICP-MS est largement utilisée pour l’étude des nanoparticules d’or ou d’argent aussi bien pour la 

caractérisation de leur dispersion que pour leur analyse au sein de milieux biologiques complexes [110] [249]. 

Cependant certaines de ces approches sont émergentes et manquent de maturité ou de standardisation. 

Ainsi, les études in vitro et in vivo effectuées en microscopie [83], fluorescence [84] ou encore radioactivité 

[89] et référencées dans l’état de l’art de cette thèse ne convergent pas toutes vers les mêmes conclusions 

concernant la toxicité des nanoparticules de type graphène. Selon le type ou la taille de ces nanoparticules, 

certains résultats ont montré une internalisation de celles-ci, induisant une toxicité, alors que d’autres études 

ont indiqué une accumulation de ces nanoparticules de graphène à la surface des cellules. Ces résultats sont 

variables selon le modèle biologique utilisé et mettent en avant les difficultés rencontrées lors de l’étude de 

ces nanoparticules. En effet, selon la voie de synthèse de la nanoparticule, les distributions en taille peuvent 

varier et induire une hétérogénéité des résultats. Pour cela, un intérêt particulier doit être porté à la 

préparation des échantillons et à leur homogénéité. 

Concernant l’imagerie par spectrométrie de masse, notre analyse de la littérature a souligné les 

difficultés rencontrées lors de l’utilisation de cette technique pour étudier la biodistribution de 

nanoparticules au sein de tissus biologiques. L’analyse de l’état de l’art a en effet montré que chacune des 

étapes du processus de MSI (préparation des échantillons, conservation des échantillons, traitement des 

tissus, dépôt de la matrice et acquisition des données) nécessitait des optimisations. De nombreuses études 

en MSI ont donc pour objet de diminuer les variabilités engendrées par chacune des étapes de l’analyse par 

imagerie MS. Certaines études visent à améliorer le procédé de conservation des échantillons [143], de la 

découpe des organes ou du dépôt de matrice alors que d’autres visent à améliorer la normalisation des 

signaux par le TEC [214] [215], l’utilisation de standard interne [220] ou des calibrations virtuelles [267]. Un 

travail important a déjà été réalisé sur le développement de systèmes de dépôts automatisés [189] [268] 

permettant de réduire les variabilités induites par l’hétérogénéité de cristallisation de la matrice MALDI. De 

nombreuses équipes ont également cherché à faciliter et harmoniser le traitement des données via la mise 

en place de plateforme en libre accès comme OpenMSI [194] [269] ou BASIS [196], de suites logicielles en 

langage « R » pour l’annotation des jeux de données [197] [206] ou encore pour l’amélioration des analyses 

statistiques pour la MSI [211] [270]. Par ailleurs, en analyse quantitative par MSI et de manière plus globale 

en chimie analytique, la répétabilité et la reproductibilité des analyses sont cruciales pour obtenir des valeurs 

les plus proches de la réalité. Cependant, la question de la quantification en imagerie par spectrométrie de 

masse fait toujours débat. Les travaux de J. Barry et al [271], ont récemment exposé différentes hypothèses 

sur les différences de quantification réalisées en LC-MS et en qMSI à partir de tissus mimétiques. En dépit de 
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certaines études qui montrent une reproductibilité au sein des analyses MSI [234], des travaux divergents 

ont montré la difficulté de corréler leurs données avec des méthodes quantitatives distinctes comme la GC-

MS ou la LC-MS. De plus, certains travaux montrent que malgré une corrélation de ces données issues de 

techniques différentes, les quantifications obtenues ne sont pas toujours similaires aux techniques de 

quantification [224]. Enfin, nous avons illustré l’intérêt de combiner plusieurs techniques d’imagerie pour 

aborder les études de biodistribution de nanoobjets. La combinaison de ces techniques d’imagerie telle que 

la fluorescence, la radioimagerie ou la spectrométrie de masse permettrait d’obtenir des informations 

complémentaires alliant spécificité, caractérisation structurale et quantification absolue afin de créer une 

outil analytique puissant.  

 Dans ce contexte, l’objectif de ce travail doctoral a été de développer une nouvelle approche 

analytique combinant la radioimagerie et l’imagerie par spectrométrie de masse pour l’analyse de 

nanoparticules. Pour cela, l’un des axes majeurs proposé dans cette thèse a été de positionner la MSI par 

rapport à la radioimagerie au travers de deux projets. Le chapitre 1 de la partie expérimentale expose les 

développements méthodologiques nécessaires à l’obtention d’images de qualité en MSI pour l’étude du 

devenir des nanoparticules de graphène chez la souris. Ce projet a dans un premier temps porté sur la 

caractérisation d’une signature graphène par MALDI - MS, qui a ensuite permis de développer et d’optimiser 

une méthode MSI d’analyse de ces nanoparticules. Dans un second temps, des études de faisabilité 

d’analyses quantitatives en imagerie par spectrométrie de masse (qMSI) ont été réalisées. La méthode 

développée a ensuite été appliquée à une étude preuve de concept de biodistribution, en combinaison avec 

la radioimagerie.  

Le chapitre 2 de la partie expérimentale aborde un projet novateur de vectorisation d’un agent anti-

inflammatoire par des micelles dans la plaque d’athérome de souris dans la cadre d’un projet financé par le 

Laboratoire d’excellence Lermit. L’objectif visé est de déterminer par MSI les doses de nanoparticules et de 

principe actif délivrées au niveau du site d’activité afin de définir un protocole d’administration. Celui-ci sera 

alors appliqué afin de déterminer les effets thérapeutiques du traitement sur la croissance des plaques et 

leur stabilité. Pour cela, il est nécessaire de développer une méthode permettant de détecter à la fois la 

micelle et le médicament encapsulé. Ce projet a montré la difficulté d’obtenir une détection sensible sur 

tissu et a donc nécessité la mise en place de traitements tissulaires tels que des traitements enzymatiques 

et des dérivations, compatibles avec l’analyse MSI. Suite à cette étude, un nouveau projet de collaboration 

est donc né pour la mise en place d’une chimie click au service de la MSI.
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A. INTRODUCTION 

Dans la famille des nanoparticules de type graphène, le GO et rGO représentent les nanoparticules les 

plus utilisées et constituent une plateforme idéale pour la fonctionnalisation de molécules thérapeutiques 

réalisée par fixation covalente ou physisorption. Ces nanoparticules sont également très étudiées concernant 

leurs mécanismes d’action ou de toxicité éventuelle vis-à-vis de milieux biologiques complexes (notamment 

cellulaires in vitro). De plus, comme précisé dans le chapitre 1 de la partie A de cette thèse, leur comportement 

in vivo après administration reste encore mal connu, et le développement de nouveaux outils analytiques est 

actuellement nécessaire afin de comprendre ces différents aspects.  

Dans la littérature, des techniques telles que la fluorescence ou la radioimagerie sont utilisées pour la 

détection in vivo de nanoparticules de graphène mais elles nécessitent le marquage préalable de ces 

nanoparticules par des sondes fluorescentes ou par des radioéléments. Par exemple, Czarny et al., 2014 [248], 

ont observé par radioimagerie une accumulation majoritaire de nanotubes de carbone marqués au 14C dans 

les poumons de souris après exposition par aspiration pharyngée. Une translocation progressive de 80 % de 

ces nanotubes vers les organes du RES a ensuite été observée sur une période d’un an après l’’exposition 

initiale. Dans ces conditions, le signal radioactif détecté peut potentiellement ne pas provenir uniquement des 

nanotubes marqués « parents » mais également de potentiels produits de dégradation ou de métabolisation. 

Ce dernier aspect s’applique également à la détection de composés fluorescents. 

Afin de pallier cette limite inhérente à ces 2 techniques de détection, d’autres groupes ont proposé 

l’utilisation de l’imagerie par spectrométrie de masse. Deux publications de M. Mendonça et al., 2015 [259] et 

S. Chen et al., 2015 [260], pionnières dans ce domaine, ont présenté l’application de la technique MALDI - MSI 

ou LDI - MSI pour l’étude de la biodistribution de rGO ou de GO, CNT et CDs in situ. Plus particulièrement, S. 

Chen et al., 2015 [260] ont proposé une méthodologie détaillée pour la détection de trois nanoparticules 

carbonées par LDI - MSI permettant ainsi de cartographier et de quantifier ces nanomatériaux au sein de tissus 

provenant de souris exposées. Ainsi, suite à la caractérisation MET et AFM des CNTs (200 nm x 5 nm), GOs (de 

l’ordre de 3 µm) et CDs (4 nm), une signature constituée de clusters de carbones (a priori sous formes 

anioniques) allant de m/z 24 à 156 a été identifiée par LDI - MS (Figure 1.1). En LDI également mais dans le 

mode positif d’ionisation, Z. Jing et al., 2005 [40] détectent des clusters de carbones dans des plus hautes 

masses (m/z 180 à m/z 336). En MALDI - MS (mode négatif, avec la matrice acide sinapinique), M. Mendonça et 

al, 2015 [259] visualisent des ions provenant de leurs nanoparticules de rGO sous la forme de 3 pics centrés 

sur m/z 465 et distants les uns des autres de 44 unités de masse. Ainsi, il apparait clairement que les profils 

MS de nanoparticules ne sont pas toujours identiques selon les études publiées. Ces différences peuvent 

provenir des variations observées au niveau de la taille des nanoparticules (Tableau 1.3, partie A, chapitre 1) 

ou des conditions d’utilisation des spectromètres de masse.  
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Figure 1.1 : Comparaison des signatures graphène en MALDI ou LDI - MS 

A. S. Chen et al., 2013 [37] et 2015 [260], analyses LDI-TOF en mode négatif d’ionisation, (CNT, GO (3 µm) et CDs). B. Z. 
Jing et al., 2005 [40], analyses LDI-FT en mode positif d’ionisation. C. M. Mendonça et al., 2015 [259], analyses MALDI-FT 
en mode négatif d’ionisation (rGO : 342 nm),  
 

 

 

 

Figure 1.2 : Objectifs de l' imagerie combinée. Images issues de M. Stoeckli et al ., 2007 [146]. 

Couplage des avantages analytiques de la radioimagerie β et de la MSI soit respectivement la quantification absolue avec 
une grande sensibilité et la caractérisation structurale.  
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Quand ce travail de thèse a été initié (et encore actuellement), seuls les 3 articles mentionnés ci-

dessus s’intéressant à l’imagerie de nanoparticules carbonées ont été publiés. Etant donnée l’absence de 

consensus quant au choix de la méthode pour détecter ces nanoobjets, la première phase de ce travail de 

thèse a été consacrée à la mise en place et à l’optimisation d’une méthode de détection de nanoparticules de 

graphène par spectrométrie de masse MALDI ou LDI. Nous avons ensuite évalué les performances de 

l’approche mise en place notamment en termes de reproductibilité, linéarité et sensibilité avant d’envisager 

la réalisation d’expériences de MSI. Ainsi, une étude de biodistribution quantitative de nanoparticules de 14C-

graphène administrées à des souris a été réalisée en combinant MSI et radioimagerie et en exploitant leur 

complémentarité (Figure 1.2). Dans ces conditions, la possibilité de quantifier ces nanoparticules par MSI a 

également été évaluée en utilisant l’imagerie radioactive comme référence. 
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B. MATERIELS ET METHODES 

I. LES NANOPARTICULES DE GRAPHENE : MARQUEES OU NON MARQUEES 

1. SYNTHESES DES NANOPARTICULES 

La synthèse des nanotubes de carbone a été réalisée via la technique CVD soit « Chemical Vapor 

Deposition » sur mousse de nickel (Figure 1.3, A.). Les nanotubes de carbone marqués au carbone 14 ont été 

obtenus à partir d’une source de carbone correspondant au 14C-benzène et les nanotubes non marqués ont 

été réalisés à partir de 12C-toluène [15]. Les nanotubes de carbone dopés à l’azote ont été synthétisés à partir 

du 12C-dicyanopentane ou de son homologue doublement marqué au carbone 13.  

A partir de ces nanotubes de carbone marqués ou non, des nanorubans sont obtenus à l’issue de leur 

ouverture par la méthode « unzipping » qui consiste à ajouter une solution oxydante de KMnO4 et de H2SO4 

(Figure 1.3, B.). Les feuillets d’oxyde de graphène (GO) sont ensuite obtenus après une étape de sonication de 

12 heures dans une solution de SDBS (Sodium DodecylBenzène Sulfonate) à l’aide d’une sonde à ultrason 

(Ultrasonic convertor Misomix : puissance 18, 10-11 Watts RMS) (Figure 1.3, C.). Ces feuillets de graphène sont 

finalement réduits en oxyde de graphène réduit (rGO) avec de l’hydrazine monohydrate (Figure 1.3, D.).  

 

 

Figure 1.3 : Procédé de fabrication de l’oxyde de graphène et de l’oxyde graphène réduit à partir de 

nanotubes de carbone marqués. 

A. Synthèse CVD des nanotubes de carbone. B. Ouverture de ces nanotubes de carbones par réactions chimiques. 
C. Sonication et exfoliation des nanorubans en feuillets d’oxyde de graphène. D. Réduction de feuillets d’oxyde de 
graphène. La synthèse des nanotubes non marqués est identique, seule la source de carbone change. 
 

Les lots qui ont été utilisés au cours de cette étude sont les lots NF 52, 55, 65, 66, 67 et 68. Les initiales 

NF sont celles de Nathalie Freneau qui a optimisé et réalisé les synthèses au SCBM. Les lots NF 52, 65, 66 et 
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68 sont des lots de GO, les lots NF 55 et 67 sont des lots de rGO respectivement obtenus à partir des lots NF 

52 et 66. Les suspensions NF 52, 55, 66, 67 et 65/68 aux concentrations respectives de 0,4 ; 0,2 ; 1 ; 0,2 et 0,5 

mg/mL ont été fournies par Dominique Georgin travaillant également au SCBM. 

2. CARACTERISATION DES NANOPARTICULES 

Les nanoparticules synthétisées ont été caractérisées par microscopie électronique à transmission 

(MET, LVEM5 (Low-voltage Transmission Electron Microscope) CORDOUAN Technologies (Pessac, France)) à 

une tension d'accélération de 5 kV et un grossissement de 25 000 à 200 000 selon les échantillons. Ces 

expériences ont été réalisées au SCBM par Céline Chollet. 

II. EXPERIMENTATIONS SUR LE MODELE MURIN 

Trois expériences d’administration de nanoparticules de graphène ont été réalisées au SIMOPRO par 

Mylène Bernes, Jeanne Gourlay et Marion Doladilhe. De l’oxyde de graphène et de l’oxyde de graphène réduit 

ont été administrés selon deux voies d’injection chez la souris (Figure 1.4). 

 

 
 

Figure 1.4 : Expérimentations d’administration du GO et rGO chez le modèle murin.  

Les nanoparticules de GO et rGO marquées au carbone 14 ont été synthétisées au SCBM par CVD, unzipping puis par 
réaction de réduction. Ces nanoparticules ont été injectées chez la souris par injection intraveineuse ou par instillation. 
Les souris ont été sacrifiées 15 minutes après injection puis les organes ont été prélevés et coupés en tranches de 12 µm 
d’épaisseur avant d’être déposés sur lame ITO. 
 

Les deux premiers essais ont contribué à optimiser la méthode d’imagerie par spectrométrie de masse 

en lien avec la radioimagerie. La troisième a été utilisée pour une étude de biodistribution et une quantification 

du GO. Les souris ont été placées individuellement dans des cages en polycarbonate au sein d’une animalerie 

conventionnelle et ont eu accès ad libitum à la nourriture et aux boissons. Le comité d'éthique local pour 

l'expérimentation animale a approuvé le protocole expérimental. 
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1. PROTOCOLE D’ADMINISTRATION DES NANOPARTICULES CHEZ LA SOURIS 

La première expérience a été réalisée avec des souris balb/c femelles (Laboratoires Charles River, 

L'Arbresle, France) qui ont été exposées au GO ou rGO via deux protocoles d’injection distincts d’une solution 

de 4 µg de 14C-GO soit 197 nCi ou de 4 µg de 14C-rGO soit 56 nCi. La première solution a été administrée par 

injection intraveineuse dans la queue alors que la seconde a été administrée par instillation dans la trachée.  

Une seconde expérience a été réalisée sur une souris balb/c mâle via le mode d’exposition par 

injection intraveineuse dans la queue. Pour cela, 50 µg provenant d’une suspension à 0,5 mg/mL (0,25 mg/mL 

de 12C-GO et 0,25 mg/mL de 14C-GO, 43,5 µCi/mL dans du SDBS) ont été injectés en parallèle du véhicule seul 

(SDBS). 

Pour la troisième expérience, quatre souris mâles Balb/c de 1 an et pesant 30 g (Laboratoires Charles 

River, L'Arbresle, France) ont été exposées à quatre doses différentes de GO. Une suspension d'oxyde de 

graphène marquée au 14/12C à 0,5 mg/mL (0,25 mg/mL de 12C-GO et 0,25 mg/mL de 14C-GO, 43,5 µCi/mL) dans 

une solution de SDBS a été administrée a des souris par injection intraveineuse pour obtenir quatre 

concentrations différentes de GO (0 µg, 25 µg, 50 µg et 75 µg).  

2. SACRIFICE ET CONSERVATION DES ORGANES 

Toutes les souris ont été sacrifiées 15 minutes après l'exposition aux nanoparticules suite à une 

injection intrapéritonéale d’un barbiturique : l’Exagon® (Pentobarbital, laboratoire Richter Pharma, Autriche). 

Les organes ont été prélevés puis congelés dans un bain d’hexane refroidi par de l’acétone contenant de la 

carboglace puis placés à – 80 °C jusqu'à analyse. Le détail des pesées pour chaque souris et pour chaque organe 

de la troisième expérience est résumé dans le Tableau 1.1 ci-dessous. 
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Tableau 1.1 : Données issues des expériences d'administration du GO et rGO chez la souris.  

Expériences Expérience n°1 Expérience n°2 Expérience n°3  
Souris 1 Souris 2 Souris Souris 1 Souris 2 Souris 3 Souris 4 

Genre Femelle Femelle Femelle Mâle Mâle Mâle Mâle 

Age / / / 5 semaines le 07/06/2017 

Poids / / / 30,1 g 33 g 33,6 g 35 g 

Type d’injection IV Instillation IV (Queue) 
IV 

(Queue) 
IV (Queue) 

IV 
(Queue) 

IV 
(Queue) 

Quantité 
4µg de 
14C-GO 

4µg de 
14C-rGO 

50µg de GO 
(14C/12C) 

(SDBS) 
25µg de GO 

(14C/12C) 

50µg de 
GO 

(14C/12C) 

75µg de 
GO 

(14C/12C) 

Volume 
d’injection 

/ / 100 µL 100 µL 50 µL 100 µL 150 µL 

Heure 
d’injection 

/ / / 13h45 14h16 14h47 15h18 

Heure de 
sacrifice 

/ / / 14h00 14h31 15h02 15h33 

Poids du foie / / / 1,4048 g 1,6586 g 1,8126 g 2,1302 g 

Poids des reins / / / 0,8879 g 1,0794 g 0,9432 g 1,1118 g 

Poids de la rate / / / 0,1173 g 0,0930 g 0,1157 g 0,1299 g 

Poids des 
poumons 

/ / / 0,3014 g 0,3286 g  0,2436 g 0,2484 g 

 
 

III. PREPARATION DES TISSUS 

1. COUPES DE TISSUS UTILISEES POUR LA MISE AU POINT DES METHODES MS ET MSI 

Pour l’optimisation des méthodes de détection MS et MSI, des coupes de foie et de poumons issus de 

souris non exposées aux nanoparticules de graphène ont été utilisés. Pour cela, les organes congelés ont été 

placés dans le cryostat (LEICA Microsystems, France) environ 15 minutes avant découpe. Les organes ont été 

sectionnés à 12 µm d'épaisseur avec une température de la chambre à - 20 °C et une température de l’objet 

à - 18 °C. 

2. PREPARATION DES TISSUS POUR L’IMAGERIE DUALE 

Les tissus sont placés après découpe sur lame ITO afin d’être analysés de façon successive par imagerie 

β (car non destructive) puis par la MSI (Figure 1.5). Pour permettre la lecture de ces lames au β-imager, celles-

ci sont recouvertes d’une bande adhésive conductrice sur leur face non conductrice. Suite à cela, cette bande 

adhésive est retirée des lames ITO avant la réalisation des analyses par MALDI - TOF. 
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Figure 1.5 : Développement d’une expérience d’imagerie combinée. 

A. Découpe des tissus et dépôts sur lame ITO. B. Analyses des coupes au β-imager après ajout d’un scotch conducteur sur 
la face non conductrice des lames. C. Analyse de ces mêmes coupes en MALDI - MSI après retrait de ce scotch conducteur. 
 

Pour étudier la biodistribution du GO injecté à différentes doses à la souris, les reins, rates, foies et 

poumons ont été prélevés, congelés puis sectionnés à 12 µm d'épaisseur avec un cryostat à - 20 °C (LEICA 

Microsystems, France). Pour chaque quantité de GO injectée, des coupes adjacentes ont été également 

récupérées sur lame Superfrost plus® gold (Thermo Scientific) afin de réaliser des colorations à H&E. Les 

organes issus de la souris exposée à la solution de SDBS seule ont également été coupés à 12 µm d’épaisseur 

et déposés sur lame ITO afin de servir de support pour les dépôts de gamme de calibration pour la réalisation 

de quantification en MSI et de tissus contrôles.  

Les coupes de tissus exposées et montées sur une lame ITO ont été maintenues à température 

ambiante pendant une journée en présence de gel de silice afin d’assurer un séchage complet avant lecture 

au β-imager. Les lames sont ensuite placées dans un dessiccateur pendant 30 minutes avant l’analyse MSI. 

3. PREPARATION D’HOMOGENATS INCORPORANT DU GO 

Des homogénats de tissus ont été préparés dans le but de réaliser des courbes d’étalonnage et ont 

été obtenus à partir de foies et de poumons de souris non exposées. De façon générale, ces tissus sont 

premièrement broyés et homogénéisés afin de pouvoir ensuite ajouter la molécule cible (Figure 1.6). Après 

ajout de celle-ci à différentes concentrations, les homogénats sont placés dans des seringues de 1 mL puis 

congelés à - 80 °C. Ces homogénats congelés sont ensuite démoulés puis coupés pour les analyses 

MALDI - MSI. 
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Figure 1.6 : Préparation des gammes de calibration en homogénats.  

A. Les organes sont broyés et homogénéisés à l’aide du système Precellys. B. La molécule cible est ajoutée à ces 
homogénats à des concentrations connues. C. Les homogénats dosés sont transférés dans un moule, ici des seringues, 
puis placés au congélateur (D.). E. Les homogénats sont ensuite démoulés puis coupés à une épaisseur voulue dans un 
cryostat. 
 

Après la pesée des tissus dans des tubes Precellys préalablement tarés, différents volumes de solution 

de SDBS à 0,05 % ont été utilisés pour réaliser les homogénats. Ces tests préliminaires ont été effectués sur 

des échantillons de foie : (1) ajout de SDBS à hauteur de 20 % du poids des tissus, (2) ajout de 1 mL de SDBS 

pour 200 mg de tissus, (3) ajout de 2 µL de SDBS pour 1 mg de tissus. Ces conditions ont ensuite été optimisées 

pour les échantillons de poumon : (1) ajout de 2 µL de SDBS pour 1 mg de tissus, (2) ajout de 1 µL de SDBS 

pour 2 mg de tissus. 

Les échantillons résultants ont ensuite été homogénéisés à l'aide d'un Precellys Evolution (Bertin 

Instruments, France) préalablement réfrigéré à 0 °C avec de la carboglace. Pour le foie, deux cycles différents 

de broyage ont été expérimentés : 3 x 30 secondes et 3 x 60 secondes à 5800 rpm. Pour les poumons, le cycle 

à 3 x 30 secondes a été satisfaisant afin d’obtenir des homogénats. Ces cycles sont tous espacés d’un temps 

de refroidissement de 15 secondes. Les broyats tissulaires ont ensuite été scindés dans des tubes Eppendorf 

afin d’y ajouter du GO et obtenir un volume final de 200 µL. 

Les 200 µL obtenus après ajout de ces concentrations respectives dans les homogénats de foies et de 

poumons ont ensuite été transférés dans des seringues de 1 mL avec l'embout préalablement retiré. Ces 

seringues sont placées verticalement à - 80 °C pendant une nuit a minima. Les tissus ont été coupés à 30 µm 
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d’épaisseur avec un cryostat (Leica, CM3050 S, Biosystem, USA) aux températures suivantes : T°C = - 30 °C et 

T°O = - 25 °C. Les coupes obtenues sont ensuite montées sur lame ITO (Bruker). 

IV. COLORATION DES TISSUS 

Les colorations H&E ont été réalisées 

à l’aide de bains successifs dans des solutions 

dont les compositions sont décrites dans le 

Tableau 1.2. Premièrement, les tissus ont été 

plongés deux minutes dans un bain de formol 

à 10 % dans l’éthanol pour permettre leur 

fixation. Les tissus ont ensuite été réhydratés 

grâce à des bains successifs d’une minute dans 

de l’éthanol à 100 %, 90 % et 70 % et un 

dernier bain d’une minute dans de l’eau. La 

coloration hématoxyline a été effectuée suite 

à un bain de 30 secondes, suivi de deux 

rinçages d’une minute dans de l’eau. La 

coloration éosine à 0,5 % dans de l’eau a été 

réalisée avec un bain de 30 secondes suivis 

d’une déshydratation des tissus dans des bains successifs d’éthanol à 70 %, 90 % et 100 % pendant une minute. 

Enfin les tissus ont été clarifiés à l’aide d’un bain de xylène de deux minutes. Après coloration, les coupes ont 

été montées entre lames et lamelles avec un milieu de montage ProLong™ (Fischer Scientific) permettant la 

fixation des tissus. 

V. ANALYSES PAR RADIOIMAGERIE 

La quantification du GO et rGO dans les organes a été réalisée en radioimagerie au SIMOPRO avec 

l’aide de Carole Malgorn et de Fabrice Beau. Un imageur de haute performance (β-imager 2000, Biospace Lab, 

Paris, France) permettant un comptage en temps réel des particules β et une quantification absolue (avec un 

seuil de détection de 0,01 cpm/mm2 pour le carbone 14) a été utilisée. Les lames portant les tissus ont été 

rendues plus conductrices en fixant une feuille d'aluminium adhésive (3M, Diegem, Belgique). Les acquisitions 

ont été réalisées en « Low Resolution » sur des cassettes de 15 lames. Ce mode « basse résolution » est plus 

tolérant aux échantillons non parfaits (planéité, propreté) mais la résolution est plus faible (150µm) qu’en 

Tableau 1.2 : Protocole de coloration H&E.  

Bains 
Temps 

(secondes) 
Rôle 

Formol 10 % 
(EtOH) 

120 Fixation 

EtOH 100 % (H2O) 60 

Hydratation 
EtOH 90 % (H2O) 60 

EtOH 70 % (H2O) 60 

H2O, 100 % 60 

Hématoxyline 30 Coloration nucléaire 

H2O, 100 % x 2 60 Rinçage 

Eosine 0,5 % 
(H2O) 

30 
Coloration 

cytoplasmique 

EtOH 70 % (H2O) 60 

Déshydratation EtOH 90 % (H2O) 60 

EtOH 100 % (H2O) 60 

Xylène (100 %) 120 Clarification 
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« high resolution ». Les temps d’acquisition ainsi que les références ayant servi à la quantification des 

différents organes analysés sont exposés dans le Tableau 1.3.  

 

Tableau 1.3 : Protocoles d'acquisition au β -imager selon les expériences réalisées . 

 Injections Organes/support 
Temps 

d’accumulation 
Références 

Solutions 
stock 

Expérience n°1 

4 µg de GO (IV) 

Poumons et Foie 4 heures 
- 0,044 nCi 
- 0,087 nCi 

22 µg/mL  
=  

45 nCi/mL 
4 µg de rGO 
(instillation) 

Expérience n°2 
50 µg de 

50/50 12C/14C-GO (IV) 
Poumons et Foie 15 minutes - 0,12 nCi 

0,5 mg/mL  
=  

43,5 
µCi/mL 

Expérience n°3 

25 µg de 50/50 
12C/14C-GO 

Poumons, Foie, Rate 
et Reins 

22 heures 
- 0,0016 
nCi 
- 0,01 nCi 

50 µg de 50/50 
12C/14C-GO 

Poumons et Foie 30 minutes 

- 0,1 nCi  
- 0,483 nCi 

Rate et Reins 3 heures 

75 µg de50/50 
12C/14C-GO 

Poumons et Foie 30 minutes 

Rate et Reins 3 heures 

Gamme en 
homogénats 

De 2,5 à 100 µg/mL Poumons 1 heures 
- 0,1 nCi  
- 0,483 nCi 

Gamme en dépôt De 0,25 à 2,5 µg/mL Lame ITO 1 heures 
- 0,1 nCi  
- 0,483 nCi 

 

Les images d'autoradiographie ont été traitées avec le logiciel d'analyse M3Vision. Les sections ont 

été analysées afin de déterminer le nombre de coups par minute obtenu au sein de chaque section de tissus. 

Cette valeur a ensuite été convertie en nanogrammes par coupe de tissus à partir de la concentration de la 

solution mère. Les quantités ont ensuite été transposées aux grammes totaux correspondant au volume total 

de chaque organe. 

VI. ANALYSES EN SPECTROMETRIE DE MASSE DES NANOPARTICULES DE TYPE GRAPHENE 

Le développement de la méthode MSI a été réalisé à l’aide d’un spectromètre de masse MALDI-

TOF/TOF (Matrix assisted Laser Desorption Ionization - tandem Time Of Flight) de type Ultraflextreme™ (Bruker 

Daltonics, Allemagne). Les analyses ont été effectuées à un taux de répétition laser de 2 kHz avec un laser 

Smartbeam-II™ à faisceau top-hat à 355 nm (Bruker Daltonics, Allemagne) (Annexe 3, partie D). Les paramètres 

donnés dans cette partie « matériel et méthode » sont les paramètres obtenus après optimisations. Ces 

optimisations seront développées dans la partie résultats et discussion. 
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1. ANALYSES MALDI ET LDI 

a. Matrices MALDI utilisées. 

Les optimisations de détection des nanoparticules de type graphène ont été réalisées sur des lots de 

GO nommés NF 52 (0,1 mg/mL) et NF 66 (1,08 mg/mL) et des lots de rGO nommés NF 55 et NF 67 (0,2 mg/mL). 

Des analyses ont également été réalisées sur des nanotubes de graphène carbone 12 et carbone 13 dopés à 

l’azote. Pour les essais de détection, les nanoparticules ont été diluées dans une solution à 0,05 % de SDBS 

pour les feuillets ou 0,1 % pour les nanotubes pour obtenir une concentration finale de 0,1 mg/mL. Les 

analyses de ces différents lots ont été réalisées avec les matrices à disposition au laboratoire et présentées 

dans la Figure 1.7. Toutes ces matrices ont été reprises à une concentration finale de 10 mg/mL dans un 

mélange ACN/H2O (0,1 % de TFA) 50/50. 

 

 

Figure 1.7 : Matrices utilisées pour la détection des nanoparticules de type graphène.  

HCCA : α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, DHB : 2,5-Dihydroxybenzoic acid, DAN : 1,5-Diaminonaphthalene, 9AA : 9-
aminoacridine, SA : sinapinic acide, THAP : 2′,4′,6′-Trihydroxyacetophenone, 2′,6′-Dihydroxyacetophenone, TCNQ : 
7,7,8,8-Tetracyanoquinodimethane. 

b. Paramétrages du spectromètre de masse 

Le spectromètre de masse a été utilisé en mode réflectron et en ionisation négative. La pression de 

source du TOF était inférieure à 10-7 mbar et les tensions étaient réglées comme suit : IS1 = 20,02 kV, IS2 = 

18,02 kV, lentille = 6,99 kV, réflectron = 21,03 kV et réflectron 2 = 10,93 kV. Les mesures MALDI et LDI ont été 

effectuées avec la focalisation appelée « medium » du laser, une gamme de masses de 0 à 1000 m/z et une 

accumulation de 4000 tirs par spectre. Le délai d’extraction a été optimisé et fixé à 10 ns. Les traitements des 

données ont été effectués à l'aide de FlexAnalysis 3.4. Toutes les acquisitions réalisées pour la détection et 

l’optimisation de la signature graphène ont été effectuées avec les paramètres cités ci-dessus. 
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2. ANALYSES MSI DES NANOPARTICULES 

La méthode d'imagerie par spectrométrie de masse est basée sur les mêmes paramètres que la 

méthode MS à l'exception de la gamme de masses fixée de 0 à 200 m/z, le nombre de tirs accumulés est fixé 

à 1000 tandis que le faisceau du laser passé en « small » pour permettre une plus grande résolution spatiale. 

Les images ont été acquises avec un pas de 100 µm pour les études de répétabilité, de reproductibilité, de 

linéarité et de quantification et de 25 µm pour les études de biodistribution. Le traitement des données a été 

effectué avec FlexImaging 4.1 (Bruker, Allemagne) et msIQuant [199]. Les exports imzML nécessaires à la 

lecture des fichiers dans msIQuant [199] ont été obtenus à partir de FLexImaging 4.1 entre m/z 20 et m/z 150. 

L'image moléculaire de ces nanoparticules a été reconstituée sur la base des intensités moyennes des ions C6
-

. à m/z 72, ion le plus intense au sein de la « signature graphène ». 
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C. RESULTATS ET DISCUSSIONS 

Notre étude sur les nanoparticules de graphène a eu pour but de développer une méthode analytique 

combinant la radioimagerie et la MSI dans l’objectif d’allier quantification absolue, caractérisation structurale 

in situ, et résolution spatiale. Pour cela, il est essentiel d’avoir une connaissance approfondie des 

nanoparticules analysées. La première étape entreprise a donc été dédiée à la caractérisation des lots de 

nanoparticules d’oxyde de graphène marquées ou non marquées fournies par le SCBM. 

I. CARACTERISATION DES 

NANOPARTICULES 

La synthèse des nanoparticules de 

GO et rGO passe par une étape de sonication 

pouvant donner des nanoparticules de tailles 

différentes d’un lot à l’autre. Cette étape 

dure 12 heures pour les nanoparticules 

produites au SCBM. Pour l’étude du 

graphène, trois lots de ces nanoparticules 

synthétisées au SCBM ont été utilisés. Un 

premier lot comporte des nanoparticules NF 

52, 66 (GO), 55 et 67 (rGO) qui ont servi à 

l’identification de la signature du GO et rGO 

ainsi que pour l’étude de la répétabilité de 

celle-ci. Un second lot, composé des 

nanoparticules NF65 et NF 68 (GO) a été 

utilisé pour le développement analytique en 

MSI ainsi que pour les études de répétabilité, 

reproductibilité et de linéarité de ces 

analyses. Enfin, un troisième lot a été 

synthétisé avec une source de carbone 14 

pour les études d’imageries combinées.  

Afin d’évaluer les différences 

potentielles entre ces différents lots de 

nanoparticules, la microscopie électronique à transmission a été utilisée. Les images de la Figure 1.8, indiquent 

la taille des nanoparticules utilisées pour l’étude de la signature graphène. Pour ces lots, les feuillets semblent 

Figure 1.8 : Caractérisation par MET des lots de NF de GO.  

Microscopie électronique à transmission des lots de d’oxyde de 
graphène oxyde réduit ou non. La distribution en taille des 
nanoparticules a été réalisée sur 288 mesures. GO : NF 52 et NF 66, 
rGO : NF 55 et NF 67. 
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majoritairement inférieurs à 100 nm. Plus particulièrement, 81 % des nanoparticules de ces lots ont une taille 

inférieure à 100 nm tandis que 19 % des nanoparticules font entre 100 et 400 nm. 

L’homogénéité du lot ayant servi au développement de la méthode MSI a également été étudiée. Pour 

cela, la Figure 1.9 expose des images de microscopie électronique obtenues pour la solution de GO (NF 65 et 

68). Cette solution est composée de nanotubes de carbones de plusieurs dizaines de microns de longueur 

(Figure 1.9, A), de nanorubans de 200 nm de largeur sur 400 nm de longueur (Figure 1.9, B.) et de feuillets de 

GO avec un diamètre inférieur à 200 nm (Figure 1.9, C). Ce mélange hétérogène de nanoparticules est inhérent 

au procédé de synthèse des nanoparticules à partir de nanotubes de carbone (Matériel et Méthode et Annexe 

1). Les feuillets sont issus dans cette étude de l’ouverture de nanotubes de carbone et d’une sonication des 

nanorubans obtenus. Le protocole appliqué à ce lot d’oxyde de graphène NF 65/68 pourrait être amélioré afin 

d’obtenir une ouverture des nanotubes plus efficace suite au traitement KMnO4 et H2SO4 et ainsi obtenir un 

meilleur rendement d’obtention des nanorubans. Cette hétérogénéité peut également résulter d’une 

sonication insuffisamment efficace pour transformer tous les nanorubans en feuillets de GO.  

 
 

 

Figure 1.9 : Caractérisation par MET des nanoparticules présentes dans la solution de GO provenant des 

lots NF 65/68. 

Images obtenues en microscopie électronique à transmission à partir de la solution de GO NF 65/68. L’image A. montre la 
présence de nanotube de carbone. L’image B. indique la présence de nanorubans et l’image C. celle de feuillets d’oxyde 
de graphène. 
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Enfin, les images MET des nanoparticules de GO 

marquées au carbone 14 montrent une taille de feuillets de GO 

inférieure à 200 nm (Figure 1.10). La comparaison des images de 

GO marqué et non marqué permet de confirmer que l’utilisation 

de benzène marqué au carbone 14 comme source de carbone 

n’induit pas de changement sur la structure des feuillets de GO.  

Ces analyses effectuées au MET mettent en évidence la 

difficulté d’obtention de nanoparticules présentant des 

caractéristiques structurales et dimensions similaires (Tableau 

1.4). L’hétérogénéité des solutions et les différences observées 

entre lots de synthèse devront être prises en compte pour 

l’interprétation des données obtenues en spectrométrie de 

masse ou en imagerie. Il est également important de noter ici, 

qu’aucune étude de stabilité de ces nanoparticules n’a été 

effectuée.  

 

Tableau 1.4 : Bilan des différents lots de GO et rGO analysés par MET. 

Lots des nanoparticules de 
type graphène analysés 

Tailles  Caractérisation Utilisation dans cette étude 

GO (NF 52 et 66) <100 nm Feuillets 
Caractérisation et répétabilité de la 

signature 

rGO (NF 55 et 67) < 100 nm Feuillets 
Caractérisation et répétabilité de la 

signature 

GO NF65/68 
400, 200 et 100 nm 

respectivement 

Nanotubes, 
Nanorubans et 

Feuillets 

Reproductibilité des courbes de 
calibration, linéarité et limite de 

quantification 

GO marqués < 200 Feuillets 
Biodistribution et effet dose chez la 

souris 

 

Suite à cette caractérisation des nanoparticules présentes dans les différents lots de synthèses et 

l’étude de la distribution en taille des GO et rGO, ces premiers résultats obtenus en MET montrent qu’il est 

difficile d’obtenir des lots similaires. Ces différences peuvent engendrer des complications lors de la mise au 

point des méthodes de spectrométrie de masse. Ces analyses MALDI - MS ont cependant été réalisées afin 

d’obtenir une caractérisation structurale de ces nanoparticules. Le but de la première partie du 

développement analytique en spectrométrie de masse a donc consisté à obtenir une signature répétable des 

nanoparticules de type graphène malgré l’hétérogénéité des lots de synthèse. 

Figure 1.10 : Caractérisation par 

MET du lot de GO marquées.  

Image obtenue par microscopie 
électronique à transmission de la solution 
de GO avec 50 % de 12C-GO et 50 % de 14C-
GO. 
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II. DETECTION DES NANOPARTICULES DE TYPE GRAPHENE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

Dans un premier temps, le développement de la méthode a été effectué sur un MALDI - TOF/TOF 

Ultraflextreme™ en utilisant les nanoparticules de GO et rGO non marquées : NF 52 et NF 66, et NF 55 et NF 

67, présentant des distributions de tailles homogènes. Sachant qu’il est difficile d’obtenir des solutions 

homogènes en raison des propriétés hydrophobes des espèces dérivées du graphène, l'utilisation d’un agent 

tensioactif a été nécessaire pour la resuspension de ces nanoparticules. Ainsi, une suspension uniforme de 12C-

GO/12C-rGO a pu être obtenue après addition d’une solution de SDBS à 0,05 %, solution précédemment utilisée 

par M. Suttipong et al., 2011 [272] pour la monodispersion de SWCNT. Cependant les rGO restent moins 

dispersibles car possédant moins de groupements hydrophiles (hydroxyles, carbonyles ou époxydes) que les 

nanoparticules de GO. L’obtention de suspensions et non de solutions parfaitement homogènes engendre une 

seconde complication qui est la difficulté de réaliser des prélèvements représentatifs. Cet aspect, relatif à la 

difficulté de production et de manipulation des nanoparticules peut de plus constituer un obstacle aux 

développements de méthodes MS, notamment dans une optique de quantification.  

En analysant ces espèces dérivées du graphène, l’objectif premier a consisté à rechercher des ions 

représentatifs de ces nanoparticules. Pour cela, une comparaison des signaux obtenus pour les différents lots 

et types de nanoparticules produites a été réalisée. Ensuite les paramètres de spectrométrie de masse ont été 

optimisés afin d’améliorer la détection des ions constituant cette signature et d’en évaluer la répétabilité et 

ce, pour chaque nanoparticule. 

1. PROFILAGE DES NANOPARTICULES DE GO ET RGO 

Les nanoparticules de graphène sont des entités très particulières à analyser, pour lesquelles peu de 

protocoles sont disponibles dans la littérature. Par conséquent, de nombreuses conditions MALDI et LDI ont 

été testées et optimisées afin de détecter au mieux ces nano-objets. Ces nanoparticules reprises dans une 

solution de SDBS à 0,05 % ont donc été analysées à la fois en modes d’ionisation négatif et positif, dans les 

modes de détection réflectron ou linéaire et avec ou sans addition de matrice.  

Les premières analyses LDI effectuées en mode de détection linéaire ou réflectron n'ont pas révélé 

d'ions au-delà de m/z 1000, que cela soit en mode positif d’ionisation ou négatif, mais plutôt dans la gamme 

des bas rapports m/z (< m/z 500) (Figure 1.11). Le mode réflectron a été retenu afin d’obtenir des spectres 

plus résolus pour les ions de masses inférieures à m/z 400. Après comparaison et étude des spectres résultant, 

l'ionisation négative, contrairement à l’ionisation positive, a permis de mettre en évidence des ions possédant 

des différences de masse de 12 Da (12C) ou de 14 Da (12CH2) avec des distributions s’étalant respectivement 

de m/z 20 à 100 et de m/z 290 à 350. Ces différences de masses sont en adéquation avec la structure carbonée 

des nanoparticules GO et rGO et avec les données préalablement publiées. Z. Jing et al., 2005 [40] ont détecté 
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des clusters de carbone de m/z 180 à 336 en LDI (ionisation positive) pour des nanotubes de carbone, S. Cheng 

et al., 2013 [37] ont identifié des clusters de carbones de m/z 12 à 120 lors de l’analyse de carbon nanodots 

en LDI (ionisation négative) alors que M. Mendonça et al., 2015 [259] ont détecté 4 ions spécifiques de rGO 

aux m/z 421, 465 et 509 en ionisation négative avec la matrice acide sinapinique. Dans ces conditions, ce type 

de clusters n’a été observé que dans le mode négatif alors que W. Xie et al., 2017 [273] ont obtenu pour des 

nanoparticules de graphène par analyse TOF-SIMS des signatures carbonées dans les deux modes d'ionisation. 

 

 

Figure 1.11 : Spectres de masse LDI-TOF du GO dans les modes d’ionisation positif et négatif .  

A. Analyses LDI - MS sur plaque MTP ground steel en mode positif d’ionisation des nanoparticules d’oxyde de graphène à 
une concentration de 0,1 mg/mL. B. Mêmes analyses en mode négatif d’ionisation. Les données ont été acquises avec une 
accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 kHz, un délai d’extraction (DIE) de 80 ns et une fluence laser de 90%. 
 

Les nanoparticules GO et rGO ont également été analysées sans ou avec matrice MALDI telles que 

HCCA, DAN, SA, DHAP, THAP et la matrice 9-AA (Figure 1.12) afin de potentiellement améliorer leur sensibilité 

de détection. Cependant, aucune amélioration significative n'a été observée quant aux intensités des ions 

composant la signature carbonée pouvant être affiliée au GO ou rGO. Plus spécifiquement, étant donnée la 

nature radicalaire des ions observés, l’emploi d’une matrice radicalaire telle que le TCNQ a été jugé judicieux 

afin d’en favoriser la détection. Cette matrice a précédemment été utilisée par Przybilla et al, 2000 [274] pour 

l'analyse d’hydrocarbures aromatiques polycycliques sous formes intactes, non fragmentés. L'utilisation de la 

matrice TCNQ à radicaux libres, qui est un accepteur d'électrons, n'a cependant pas permis d’améliorer 

l'intensité des signaux observés. L’absence de détection des nanoparticules de GO/rGO avec cette matrice 
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radicalaire pourrait s'expliquer par la stabilisation des feuillets de graphène anionique et la « neutralisation » 

des ions résultants par le TCNQ. En effet, Hao et al., [275] ont rapporté en 2008 la dispersion du graphène 

dans une solution aqueuse grâce à la neutralisation des charges via l’ajout de TCNQ. A noter que les spectres 

du rGO analysé avec le TCNQ ou encore l’HCCA ont principalement permis d’observer les ions de matrices 

(Figure 1.12).  

Suite à ces premiers résultats, la détection du GO et du rGO a été fixée pour toutes nos études en LDI 

- MS avec un mode négatif d’ionisation et une analyse en mode d’acquisition réflectron, l’ajout de matrice ici 

n’ayant pas permis d’améliorer la détection du GO et du rGO. Ceci peut être consistant avec le fait que ces 

matériaux de type graphène sont souvent utilisés comme matrice ou co-matrice MALDI (voir la partie contexte, 

chapitre 1, Partie B, paragraphe III. 1. b.). Le GO et le rGO possèdent des cycles aromatiques qui facilitent leur 

désorption et leur ionisation et qui les rendent ainsi autosuffisants pour des analyses LDI. 
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Figure 1.12 : Spectres de masse MALDI - TOF du GO acquis avec un panel de matrices  différentes. 

Analyse de l’oxyde de graphène avec les matrices MALDI TCNQ, 9AA, THAP, DHAP, DAN, HCCA, DHB et SA à 10 mg/mL (ACN/H2O (0,1% de TFA), 50:50, v/v) en mode réflectron et en 
mode négatif d’ionisation avec un DIE de 80 ns, une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 KHz et une intensité laser de 90 % 
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Les ions détectés en mode négatif d’ionisation ont été étudiés plus en détails afin d’en préciser la 

nature et l’origine. Deux profils d'ions ont été observés de m/z 20 à m/z 110 et de m/z 290 à m/z 400 (Figure 

1.13). Sachant que les nanoparticules de GO et de rGO ont été reprises dans une solution contenant 0,05 % 

de SDBS, le GO et le SDBS seul ainsi qu’en mélange ont été analysés successivement afin de différencier leurs 

signaux respectifs en analyse LDI - MS. La comparaison de spectres résultants a permis d'attribuer 

spécifiquement la signature GO entre m/z 20 et m/z 110 et la signature du SDBS entre m/z 290 à m/z 400. 

 

 

Figure 1.13 : Spectres de mase LDI  - MS de la signature du GO et du SDBS.  

Analyses LDI - MS du GO et du SDBS seul et en mélange sur plaque MTP ground steel avec le mode d’acquisition 
réflectron et le mode négatif d’ionisation. Le DIE est de 80 ns avec une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 KHz et 
une intensité laser de 90 %. 
 

Certains des ions observés pour la suspension de GO en SDBS et ceux provenant du tensioactif (SDBS) 

seul possèdent des différences de masse successives de 14 Da correspondant à des longueurs de chaines 

carbonées différentes. Les ions à m/z 297,15 ; 311,16 ; 325,16 et 339,13 ont ainsi été détectés et peuvent 

être attribués à des longueurs de chaine allant de C10 à C15 (Figure 1.14). Ces ions issus du SDBS ont également 

été détectés par W. H. Zhong en 2013 [276] lors de l’étude de la dispersion et de l’encapsulation de 

nanotubes de carbone en milieu aqueux.  
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Figure 1.14 : Spectre de masse LDI - MS des ions analysés dans le massif correspondant au tensioactif. 

Analyses LDI du SDBS seul sur plaque MTP ground steel : Mode réflectron et mode négatif d’ionisation avec un DIE de 
80 ns, une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 KHz et une intensité laser de 90 %. Zoom sur les ions spécifiques 
du SDBS correspondant à des longueurs de chaine différentes. 
 

Les ions entre m/z 20 et 110 ont pu être affectés à une distribution de clusters de carbone 

radicalaires de type cumulènes. Ces anions radicalaires sont formés par capture d’électron résonante due à 

une intensité du laser importante utilisée. Pour les signatures GO et rGO, les clusters de carbones radicalaires 

varient C2
-. à m/z 23.95 au C9

-.à m/z 108,07 avec un pic de base à m/z 71,99 correspondant C6
-.. Ces ions ont 

été identifiés à la fois dans la signature des nanoparticules de GO et de rGO (Figure 1.15). De plus, deux ions 

spécifiques semblaient distinguer les ions rGO des nanoparticules GO à m/z 25,95 (Figure 1.15, A.) et m/z 

42,96 (Figure 1.15, B.) et pourraient être affectés respectivement à des fragments C2H2
-. et C2H3O-.. Sachant 

que la confirmation MS² de ces ions sur l’Ultraflextreme n’a pas été possible en raison de l’impossibilité 

d’effectuer ce type d’expériences pour des ions inférieurs à m/z 100. Des essais ont donc été entrepris sur 

un LTQ - Orbitrap équipé d’une source MALDI à pression atmosphérique, malheureusement sans succès en 

raison d’une mauvaise détectabilité des ions d’intérêt dans ces conditions. Une demande a également été 

réalisée auprès du laboratoire de Metz pour réaliser des analyses sur un MALDI - FTICR. Là encore, « nos 

ions » se sont révélés trop petits pour être efficacement transmis et détectés.  
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Figure 1.15 : Spectres de masse LDI  - TOF du GO et rGO. 

A. Signature des clusters de carbone de rGO observée par LDI - MS de C2
-. à C9

-.. B. Des signatures similaires ont été 
identifiées pour les nanoparticules de type GO. Analyses LDI - MS en mode reflectron et mode ionisation négative avec 
un DIE de 80 ns, une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 kHz et une intensité laser de 90 %. 
 

Cette signature carbonée indique une fragmentation en source des nanoparticules de type 

graphène. L’équipe de W. Xie et al., 2017 [273] a retrouvé cette même signature lors de l’étude du graphène 

en analyses TOF - SIMS. Trois voies de fragmentation typiques de ces nanoparticules et conduisant à des ions 

de type Cx, CxH et CxH2 et CxHX (dans les deux modes d'ionisation) ont été proposés par les auteurs. 

Contrairement à nos résultats, le pic majoritaire de leur signature graphène correspond au cluster C4
-. à m/z 

48. Cette différence peut être due à une énergie plus élevée du faisceau d'ions primaires de Bi3+ de la source 

SIMS utilisée par rapport au laser de la source MALDI de notre instrument. En analyse LDI - MS, S. Chen et 

al., 2015 [260] ont observé une signature correspondant également à des clusters de carbone et similaires 

aux nôtres en analysant des CNTs, des GOs et des CDs, également avec l’Ultraflextreme™ équipé d’un laser 

smartbeam™II. Lors des analyses du GO en LDI - MS, ils ont observé des clusters de carbone allant du C2
-. au 

C10
-. Correspondant aux rapports masse/charge m/z 24,0 ; 36,0 ; 48,0 ; 60,0 ; 72,0 ; 84,0 ; 96,0 ; 108,0 and 

120,0. Ils ont également détecté les ions m/z 26,0 et m/z 42,0 mais qu’ils ont attribué aux composés [CN]− et 

[CNO]−. Ces analyses ayant été réalisées à partir de coupes de tissus, leur origine peut également être 

endogène, ce qui serait consistant avec la présence d’atomes d’azote dont sont dépourvues les 

nanoparticules analysées. M. Mendonça et al., 2015 [259] ont quant à eux remarqué quatre autres ions 

caractéristiques pour la détection de rGO aux m/z 421, 465 et 509 en ionisation négative avec la matrice 

MALDI SA. Ces ions seraient des ions moins ou non fragmentés des nanoparticules de rGO obtenus à l’aide 

d’un MALDI – LTQ - XL (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA) équipé d’un laser Nd:YAG (355 nm). La 

fragmentation ou non des nanoparticules de graphène peut ici dépendre du laser utilisé en analyse MALDI 
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ou LDI ainsi que des conditions de source. De plus, l’usage de méthode LDI peut nécessiter une fluence du 

laser plus élevée induisant ainsi une fragmentation plus importante des GO ou rGO en source. 

Suite aux analyses réalisées en MALDI - MS ou en LDI - MS et à la comparaison de la signature GO et 

rGO avec et sans ajout de tensioactif, les paramètres instrumentaux ont été optimisés afin d’améliorer le 

signal de la signature obtenue.  

2. OPTIMISATION DES PARAMETRES MS 

Dans un premier temps des analyses ont été effectuées pour améliorer la qualité de la calibration 

de l’instrument dans les bas rapports m/z et la précision de mesure de masse des clusters de carbone 

détectés. Ensuite, le délai d’extraction des ions en source (Annexe 3, partie B) a été optimisé pour obtenir 

une résolution spectrale plus importante.  

a. Qualification des performances du MALDI-TOF/TOF 

Premièrement, pour s’assurer du bon fonctionnement de l’instrument, la mise en place d’une 

procédure de qualification des performances de l’appareil a été nécessaire. Cette procédure (Annexe 4) a 

permis le suivi de la sensibilité des détecteurs linéaire et réflectron, de la qualité de la résolution spectrale, 

de la fluence du laser et de la répétabilité et reproductibilité des analyses au cours de ces trois années de 

thèse. Cette procédure s’est avérée très utile par la suite notamment pour le suivi de la puissance laser.  

b. Optimisation de la calibration 

Une fois la signature GO et rGO caractérisée, la méthode LDI - MS a été optimisée afin d’obtenir une 

précision de mesure de masse satisfaisante pour les clusters de carbone. Afin de calibrer en externe les 

acquisitions LDI - TOF, différentes matrices 

MALDI ont été utilisées dans le but d’obtenir 

une calibration des faibles masses 

moléculaires inférieures à m/z 500. Pour cela, 

le référencement des ions formés par ces 

matrices MALDI à partir de la littérature et la 

génération de listes de novo en ionisation 

négative a été entrepris (Tableau 1.5). Ces 

informations ont également été générées en 

ionisation positive expérimentalement et par 

analogie avec la bibliographie. Cependant, les 

ions de matrices ne commençant qu’à partir de 

Tableau 1.5 : Caractérist iques des matrices 
MALDI dans les basses masses . 

 Pics de 
calibrations 

Gamme de 
masse  

Attributions 
des pics 

9AA 2 / 2 

DAN 8 156 – 473 7 

DHAP 5 150 - 325 4 

THAP 2 / 1 

DHB 4 152 -329 3 

HCCA 5 189 - 377 1 

SA 6 209 - 671 6 

DT 6 225 - 1349 6 

Export des pics avec un signal sur bruit ≥ 10 
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m/z 150 (DHAP), la calibration sur ces ions n’était pas satisfaisante. De ce fait, une calibration interne a été 

réalisée sur les clusters de carbone de C2
-. à C9

-. eux-mêmes. Malheureusement, la méthode d’acquisition est 

une méthode LDI et l’Ultraflextreme™ ne permet pas d’effectuer des calibrations en temps réel des spectres 

de masse. La calibration réalisée en MSI sera donc une calibration interne réalisée avant le lancement de 

l’image sur les clusters de carbone. 

c. Optimisation du délai d’extraction 

Dès lors que la signature GO et rGO a été caractérisée, la méthode LDI - MS a été optimisée afin 

d’obtenir les signaux les plus intenses et résolus. Pour cela, différents délais d’extraction ont été 

expérimentés entre 10 ns et 350 ns et les signaux et résolutions obtenus ont été comparés (Figure 1.16). Les 

comparaisons ont été réalisées sur 6 spectres acquis sur 3 dépôts MALDI différents. La signature la plus 

intense observée pour tous les clusters de carbone a été obtenue avec un délai d’extraction de 10 ns. En 

effet, plus le délai d’extraction augmente plus on observe une diminution du signal pour chacun des ions de 

la signature. Malgré des écarts-types plus faibles avec des délais d’extraction de 100 ns et 150 ns, le délai 

d’extraction de 10 ns a été préféré car l’intensité du signal y était deux fois supérieure pour la majorité des 

clusters de carbone. 

 

 

Figure 1.16 : Intensité de la s ignature du GO obtenue en fonction du délai d'extraction en source. 

Analyses LDI du GO plaque MTP ground steel : Mode réflectron et mode négatif d’ionisation, accumulation de 4000 tirs 
par spectre à 2 KHz et à une intensité laser de 90%. Variation du délai d’extraction de 10 à 350 nanosecondes. 
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Cette première étape d’optimisation a permis de déterminer la méthode de détection des feuillets 

d’oxyde de graphène en analyse LDI - MS avec un mode de détection réflectron, une ionisation négative et 

un délai d’extraction de 10 nanosecondes. Elle a également permis l’attribution d’une signature de type 

clusters de carbone allant de C2
-. et C9

-. avec un pic majoritaire en C6
-. pour la détection du GO et rGO. La 

spécificité de cette signature GO et rGO dans les conditions d’analyse précédemment définies a été étudiée 

dans la continuité de cette étude. Des essais concernant la variabilité de cette signature sont présentés dans 

le paragraphe suivant.  

3. SPECIFICITE DE LA SIGNATURE GRAPHENE 

Une fois la signature GO et rGO déterminée, la spécificité et répétabilité de cette signature ont été 

évaluées selon le type de nanoparticules et le support d’analyse soit la plaque MALDI ou ITO et des coupes 

de foie. Pour cela, des lots de feuillets de GO et rGO ont été comparés ainsi que d’autres nanoparticules de 

type graphène tel que des nanotubes de carbone incorporant notamment différents hétéroatomes. Enfin, la 

signature de GO non marqué a été comparée à celle du GO marqué au 14C. 

a. Spécificité des analyses MS selon le type de nanoparticules : GO et rGO 

La répétabilité de l'analyse a été estimée en analysant les quatre lots de GO/rGO synthétisés, i.e. 

NF 52, 66 (GO), et NF 55 et 67 (rGO). Tout d'abord, les analyses ont été comparées sur dix acquisitions 

réalisées sur deux dépôts via les intensités relatives obtenues pour les clusters de carbone de C2
-. et C9

-.. Les 

intensités relatives détectées pour le GO et le rGO se sont révélées similaires (Tableau 1.6).  

Plus particulièrement, la comparaison des moyennes des intensités relatives de l'ion m/z 72 n’a pas 

montré de différence significative entre les lots NF 52, NF 66 (GO), NF 55 et NF67 (rGO) avec des moyennes 

des intensités relatives respectives de 22,2 % et 24,5% pour l’ion m/z 72. De plus, la stabilité de cette 

signature a été établie pour le GO et le rGO avec un coefficient de variation inférieur à 30 % pour chaque 

nanoparticule (12 réplicatas acquis sur deux dépôts distincts). Ainsi, malgré des propriétés hydrophobes 

pouvant potentiellement induire la formation d'agrégats en solution aqueuse contenant 0,05 % de SDBS, la 

suspension de ces nanoparticules semble suffisamment homogène pour permettre des analyses LDI - MS 

répétables. 

Lors de l'analyse de nanomatériaux à base de graphène en spectrométrie de masse, les mêmes 

nanoparticules issues de lots de synthèse différents semblent pouvoir être comparées qualitativement et ce, 

malgré une dégradation des nanorubans en GO potentiellement variable et à l’origine de nanoobjets de 

tailles potentiellement non homogènes. Les mises en place et optimisations des approches 

MALDI - MS/LDI - MS et MSI décrites ci-dessous ont été réalisées sur les nanoparticules de GO. 
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Tableau 1.6 : Répétabil ité des signatures de GO et de rGO selon les lots de synthèse. 

 GO rGO 

 NF 52 NF 66 NF 55 NF 67 

m/z Moyenne CV Moyenne CV Moyenne CV Moyenne CV 

24 2,7 19,7 3,7 26,4 2,4 24,1 3,2 9,6 

36 2,9 7,2 3,9 10,6 3,4 11,2 3,7 17,6 

48 16,0 7,3 21,5 12,6 15,0 11,1 17,4 27,8 

60 13,2 4,5 15,9 8,5 15,4 5,7 14,9 5,5 

72 21,6 5,6 22,7 26,8 22,4 3,6 26,5 5,5 

84 12,6 4,3 13,1 6,9 15,8 6,2 14,9 13,9 

96 12,4 6,2 12,9 6,7 15,1 6,9 13,7 8,4 

108 18,6 20,8 6,3 14,2 10,4 22,1 5,7 15,3 

Moyennes et CVs obtenus à partir des abondances relatives acquises sur 12 spectres et sur deux dépôts MALDI. 
Moyennes et CVs exprimés en pourcentage. 
 

b. Stabilité des profils MS hors et sur tissus 

Les lots de graphène ont été analysés sur coupe de foie et sur lame ITO avec et sans matrices pour 

observer la répétabilité de la signature selon le support d’analyse et confirmer l’intérêt des conditions LDI. 

On constate tout d’abord que même sur coupe de tissus, l’ajout de matrice ne favorise pas l’ionisation des 

feuillets d’oxyde graphène (Tableau 1.7).  

 

Tableau 1.7 : Détection des massifs caractéristiques des solutions de GO selon les matrices 
MALDI. 

 Intensités obtenues sur lame ITO (a.u.) Intensités obtenues sur coupe de tissu (a.u.) 

 GO SDBS GO SDBS 

Massif m/z 24 à 108 m/z 280 à 350 m/z 24 à 108 m/z 280 à 350 

9-AA 3000 2000 800 3000 

DAN - Interférences - Interférences 

DHB 600 - 1500 - 

HCCA - - - - 

SA 3000 1,25E4 1,5E4 - 

DHAP 3E4 6E4 2000 4000 

THAP 3000 8000 1,5E4 - 

TCNQ 400 - - - 

LDI 5E4 3E4 4E4 - 

GO (NF 52) déposé à 0,1 mg/mL avec ou sans matrice à 10 mg/mL (ACN/H2O (0,1 % de TFA), 50:50, v/v) sur une coupe 
de foie de 12 µm. Les intensités correspondent à l’ion le plus intense du massif et sont données en unité arbitraire, de 
l’anglais a.u., arbitrary unit. 
 

Ces données sont donc en adéquation avec celles exposées dans le paragraphe précédent. En effet, 

seule la matrice DHAP sur lame ITO ou les matrices SA et THAP sur des coupes de foie permettent d’obtenir 

une intensité proche de la méthode LDI - MS avec des intensités respectives de 3 x 104 a.u. (de l’anglais 

arbitrary unit) et 1,5 x 104 a.u.. Ces intensités restent cependant inférieures à celles obtenues en LDI - MS 

avec 5 x 104 a.u. sur des lames ITO et 4 x 104 a.u. sur des coupes de foie. D’autre part, en LDI - MS, le dépôt 

du GO sur coupe de foie s’accompagne de la disparition des ions correspondant au SDBS. Cette suppression 
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d’ions est également observée avec les matrices SA et THAP alors qu’avec la matrice DHAP, l’intensité des 

ions du SDBS n’est que peu diminuée. Cette diminution ou disparition du signal SDBS est probablement due 

à un effet d’extinction tissulaire, la nécessité d’une matrice plus adaptée ou d’une solubilisation du SDBS 

dans le tissu. 

Suite à l’étude des intensités des spectres GO acquis sur plaque ITO et sur tissu hépatique selon les 

matrices MALDI, la signature du GO et du rGO a été comparée après dépôts de solution à 0,1 mg/mL en 

LDI - MS afin de confirmer la répétabilité de la signature graphène. Aucune différence significative des 

intensités de la signature de clusters de carbone de C2
-. à C9

-. a été observée après analyse sur plaque MTP 

ground steel, plaque ITO et sur coupe de foie (Figure 1.17). Comme une importante concentration de GO ou 

rGO est déposée ici, l’effet d’extinction tissulaire n’est pas observé. De plus, connaissant les propriétés du 

GO/rGO et son utilisation comme matrice MALDI, la désorption de certaines molécules endogènes pourrait 

être observée sur des coupes de foie. Cependant, seuls deux ions semblent apparaitre à m/z 62,91 et m/z 

78,95 en présence de GO, ces ions pouvant correspondre à des ions phosphates de type PO3
- et PO2

- (Figure 

1.17, D.) potentiellement issus de la fragmentation de molécules endogènes. Aucun ion endogène ne semble 

créer d’interférences avec la signature GO ou rGO dans ces basses masses (0 à 150 m/z). Ces premières 

données d’analyse du GO et du rGO sur coupe de tissus en LDI - MS sont donc très encourageantes pour la 

mise au point d’une méthode de détection des nanoparticules de graphène et l’étude de leur biodistribution 

en MSI. 

 

 

Figure 1.17 : Spectres de masse LDI-TOF du GO et rGO sur coupe de foie et lame ITO.  

Analyses LDI - MS des nanoparticules de type graphène. Les résultats sont obtenus après une accumulation de 1000 
spectres à 2 kHz, un DIE de 10 ns et une fluence laser de 90%. Les spectres en A. et en B. représentent le rGO et le GO 
sur lame ITO. Les spectres en C. et D. représentent le rGO et le GO sur une coupe de foie de 12 µm d’épaisseur. 
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Suite aux analyses de la signature sur coupe de tissus et sur lame ITO pour les nanoparticules de GO 

et de rGO, le paragraphe suivant s’intéresse aux signatures obtenues à partir d’autres nanoparticules de type 

graphène tels que les nanotubes de carbone. 

c. Analyse de nanoparticules de type graphène azotées 

Des nanoparticules de type graphène distinctes tels que des nanotubes de carbone enrichis en azote 

ont été analysées afin d’évaluer l’impact de ces modifications chimiques sur les profils LDI - MS. Ces 

nanotubes azotés ont été synthétisés à partir de carbone 12 et de carbone 13. Les échantillons ont été 

déposés à 0,1 mg/mL sur plaque MTP ground steel puis analysés via la même méthode LDI - MS. Les 

signatures des CNTs ont ensuite été comparées à celles du GO (NF 66). 

Premièrement, les mêmes profils de clusters de carbone sont observés dans la gamme de masses 

m/z 20 à 200 pour le GO NF 66 et le 12C-CNT dopé à l’azote (Figure 1.18). On retrouve ainsi les ions radicalaires 

de C2
-.

 à C9
-. avec toujours le pic le plus intense à m/z 72,0. De plus, l’ion m/z  26,0est retrouvé plus intense 

dans la signature 12C-CNT dopé à l’azote que dans celle du GO. Ce pic précédemment attribué à un ion C2H2
-

· dans la signature du rGO (identique à celle du GO) correspondrait ici à un ion CN-. dans la signature du 12C-

CNT dopés à l’azote. La différence d’intensité concernant ce pic pourrait permettre de distinguer les 12C-CNT 

dopés à l’azote du GO. 

 



PARTIE B : ETUDES EXPERIMENTALES, CHAPITRE 1 : DEVELOPPEMENT D’UNE STRATEGIE D’IMAGERIE COMBINEE POUR L’ETUDE 

DE LA BIODISTRIBUTION DE L’OXYDE DE GRAPHENE CHEZ LA SOURIS 
 
 

- 152 -  

 
Figure 1.18 : Comparaison de la signature LDI - MS du GO avec celles des CNTs (carbone 12 et 13) 

enrichis en azote.  

Les résultats sont obtenus après une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 kHz, un DIE de 10 ns et une fluence laser 
de 90 %. Les spectres exposent les différences de signature entre les espèces 12C-GO, 12C-CNT et 13C-CNT dopés azote. 
 

Pour chaque massif isotopique de chaque ion de la signature des 12C-CNT dopés à l’azote, un ion à 

« M+2 » est également observé. Ces ions, systématiquement détectés à une intensité plus importante que 

dans la signature GO, semblent donc liés à la présence d’azote dans la composition de la nanoparticule et 

non à la présence d’isotopes. En effet, une différence de masse de 14 est observée entre un cluster de 

carbone et cet ion M+2 du cluster suivant (Figure 1.19). Ces ions correspondraient aux ions 12C3N-.,12C5N-. et 

12C7N-. spécifiques de ces nanotubes azotés. 
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Figure 1.19 : Attribution des pics de la signature LDI - MS du 12C-CNT. 

Les résultats sont obtenus après une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 kHz, un DIE de 10 ns et une fluence laser 
de 90 %. La même signature est observée pour la signature du 12C-CNT dopé azote avec l’apparition des ions 12C3N-

.,12C5N-. et 12C7N-. spécifiques à ces nanotubes. 
 

Ensuite, la signature des 13C-CNT dopés à l’azote a été comparée à celle du GO NF 66 (Figure 1.18). 

Avec un taux d’incorporation de deux carbones 13 pour cinq carbones 12 dans la nanoparticule, le profil 

observé est modifié. Ainsi, chaque ion de la signature se retrouve sous forme d’un massif reflétant la 

présence des 13C. Par exemple, l’ion C6
-. Initialement détecté à m/z 72,0 pour le GO, est visualisé sous la 

forme d’un massif dispersé autour de l’ion m/z 74,08 pour les 13C-CNT dopés à l’azote. L’ion m/z 72,01 est 

toujours présent mais observé en minorité par rapport aux ions 13C12C5
-., 13C2

12C4
-., 13C3

12C3
-., et 13C4

12C2
-.. Ces 

ions pourraient aussi être attribués au 12C5N-., 13C12C4N-. et 13C2
12C3N-. (Figure 1.20). 
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Figure 1.20 : Attribution des pics de la signature 13C-CNT. 

Les résultats sont obtenus après une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 kHz, un DIE de 10 ns et une fluence laser 
de 90 %. Pour la signature de 13C-CNT(N), l’ion m/z 72 est toujours présent mais observé en minorité par rapport aux 
ions 13C12C5

-., 13C2
12C4

-., 13C3
12C3

-., et 13C4
12C2

-.. Ces ions pourraient aussi être attribués au 12C5N-., 13C12C4N-. et 13C2
12C3N-.. 

 

Ces comparaisons indiquent donc que pour les différentes nanoparticules de type graphène 

étudiées, la signature de clusters de carbone semble conservée. De plus, si des hétéroatomes ou différents 

isotopes du carbone sont utilisés dans la synthèse de nanoparticules, des différences claires sont observées 

sur les profils LDI - MS permettant ainsi de les différencier sans ambiguïtés. Cette même étude a ensuite été 

réalisée avec des oxydes de graphène radiomarqués. 

d. Analyse de nanoparticules 14C-GO  

Une analyse comparative a été réalisée concernant les feuillets d’oxyde de graphène radiomarqués 

(14C-GO) ou non (12C-GO). Les spectres obtenus après analyses LDI - MS sont présentés sur la Figure 1.21. De 

nouveau, la signature des clusters de carbone est retrouvée de C2
-.

 à C9
-. avec le pic le plus intense à m/z 71,99 

pour le 14C-GO. Seule une légère augmentation de la proportion du 14C est observée en raison du faible taux 

d’incorporation du 14C qui n’est dans ce cas « que » d’un 14C pour 15 12C. Ce changement dans la composition 

de la nanoparticule n’engendre donc pas de modification de la signature des feuillets d’oxyde de graphène. 

Les profils LDI - MS des GO radiomarqué et non marqué sont donc très similaires. Ainsi, les analyses réalisées 

au β-imager pourront également être réalisées en MSI sans différence au niveau des ions détectés. 
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Figure 1.21 : Spectres de masse LDI - MS du GO marqué et non marqué au carbon 14. 

Les résultats sont obtenus après une accumulation de 4000 tirs par spectre à 2 kHz, un DIE de 10 ns et une fluence laser 
de 90 %. Aucune différence n’est observée entre la signature 12C-GO et 14C-GO. 
 

Les résultats obtenus dans ce paragraphe ont permis de souligner la grande stabilité des signatures 

LDI - MS pour différentes nanoparticules dérivées du graphène. Les feuillets de GO ou de rGO et les 

nanotubes composés uniquement de carbone possèdent le même profil MS avec des ions attribuables à des 

clusters de carbones allant de C2-. à C9-.. C’est donc sur la base de cette signature que les développements 

analytiques ont été effectués pour la réalisation d’images par spectrométrie de masse de nanoparticules de 

graphène marquées ou non.  

 

III. DEVELOPPEMENT DE LA METHODE D’IMAGERIE MS 

Dans un premier temps, certains paramètres instrumentaux du MALDI - TOF/TOF ont été évalués 

comme prérequis à l’obtention d’images de qualité. Ensuite, la méthode LDI - MS a été transposée à la MSI 

en tenant compte de ces paramètres pour finalement être appliquée aux études préliminaires de détection 

du GO chez la souris exposée. 

1. OPTIMISATION DES PARAMETRES INSTRUMENTAUX 

L’Ultraflextreme™ présenté en Annexe 3 et utilisé dans ce projet offre plusieurs possibilités quant à 

la focalisation du laser ainsi que les mouvements de celui-ci. Le premier élément permet d’optimiser la 

résolution latérale et la puissance du laser afin d’avoir une sensibilité optimale pour le composé cible. C’est 
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donc ce paramètre qui est évalué dans le paragraphe suivant. Pour cela, le diamètre ou la surface des impacts 

laser à trois focalisations différentes a été étudiée afin d’évaluer la taille des impacts laser et leurs effets sur 

la sensibilité de détection du GO et afin de pouvoir régler le pas du laser lors des expériences de MSI. 

a. Etude des paramètres du laser 

Premièrement, l’évaluation de la taille des impacts laser correspondant aux focalisations appelées 

« medium », « small » et « minimum » a été entreprise (Annexe 3). Ces focalisations sont celles conseillées 

par le fournisseur Bruker pour l’acquisition 

d’images en spectrométrie de masse. Pour faciliter 

la visualisation des impacts laser, la matrice HCCA 

a été déposée sur lame ITO à l’aide d’un 

aérographe. La fluence du laser a été fixée à 90 % 

avec une accumulation de 1000 tirs par spectre 

pour une vitesse d’acquisition fixée à 2 kHz afin de 

s’assurer d’une ablation suffisante de la matrice 

nécessaire à l’estimation de la largeur de l’impact 

laser. Ces paramètres sont également ceux 

appliqués pour la détection de nanoparticules de 

GO par LDI - MSI. Différentes conditions ont donc 

été expérimentées avec ces paramètres (Figure 

1.22) : 

- Quatre pas de laser de 25, 50, 75, et 100 µm 

pour la focalisation « medium », 

- Trois pas de laser de 10, 25 et 50 µm pour la 

focalisation « small »,  

- Et deux pas de laser de 10 et 25 µm pour la 

focalisation « minimum ». 

Grâce à ces expériences, la largeur du laser pour chaque focalisation a pu être estimée. Pour les 

focalisations « medium » et « small », un chevauchement des impacts est observé avec des pas respectifs 

supérieurs à 50 µm et 25 µm. Une résolution latérale du laser a donc été estimée à 70 µm pour la focalisation 

« medium » et à 40 µm pour la focalisation « small ». En effet, l’absence complète de matrice après impact 

avec des pas de 25 et 50 µm en « medium » et de 25 et 50 µm en « small » indique que la totalité de 

l’échantillon est désorbée dans ces cas, contrairement aux impacts réalisés à 75 et 100 µm en « medium » 

et à 50 µm en « small ». Ce facteur est important à prendre en compte pour le phénomène 

Figure 1.22 : Al lure des impacts laser pour 

l'Ultraflextreme™ à différentes focalisations.  

Evaluation de la taille des impacts laser avec les focalisations 
« medium », « small » et « minimum » dans la matrice HCCA 
déposé à l’aide d’un aérographe. 
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d’« oversampling », où un chevauchement trop grand des impacts peut engendrer une baisse de la sensibilité 

de détection pour molécule donnée malgré une résolution spatiale plus élevée. La largeur latérale de l’impact 

laser consécutivement à une focalisation minimum n’a pas pu être estimée avec suffisamment de précision 

par simple visualisation. L’effet du pas du laser sur la résolution de l’image a ensuite été évalué en analysant 

une coupe d’hémisphère de cerveau avec des pas de 35, 52 et 70 µm avec la focalisation laser « medium ». 

Ces pas correspondent soit à la totalité, au tiers ou à la moitié de la largeur estimée de l’impact laser avec 

une focalisation « medium ». La diminution du pas du laser a clairement montré une amélioration de la 

résolution spatiale de l’image moléculaire d’une phosphatidylcholine (Figure 1.23) et plus particulièrement 

au niveau du striatum sans engendrer une perte de sensibilité. 

 

 

Figure 1.23 : Exemple de l’apport de la résolution pour la biodistribution de molécules.  

Imagerie par spectrométrie de masse d’une coupe transversale de cerveau de souris analysée avec la matrice DHB 
(40 mg/mL dans EtOH/H2O (0,1 % de TFA), 70:30, v/v). L'acquisition a été réalisée avec une focalisation « medium » et 
un pas laser croissant. L'image moléculaire a été représentée à partir de l’ion m/z 746,59 correspondant à une 
phosphatidylcholine. 
 

Une fois ces paramètres caractérisés, les focalisations « medium », « small » et « minimum » ont été 

appliquées à l’analyse de tissus issus de souris exposées au GO ou au rGO via différentes voies 

d’administration. 

b. Application à l’analyse du GO 

Afin d’optimiser la méthode d’imagerie des GO et rGO, plusieurs paramètres laser ont été évalués 

sur coupes de poumons issus d’une souris exposée à 4 µg de 14C-rGO par instillation. Pour cela, trois 

résolutions spatiales ont été évaluées en utilisant les trois résolutions latérales décrites précédemment avec 

(« randomwalk ») ou sans mouvements aléatoire du laser au sein du « raster » (Figure 1.24). Premièrement, 

les résolutions spatiales 25, 50 et 75 µm ont été utilisées avec une focalisation laser « medium » sans 
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mouvements aléatoires. Suite à ces acquisitions, la comparaison des spectres moyens obtenus sur des 

régions d’intérêt similaires montre que la diminution du pas du laser n’a pas induit de diminution drastique 

de la sensibilité de détection. Ainsi, dans le but d’obtenir une biodistribution plus précise du GO au sein 

d’organes, le pas du laser a donc été fixé à 25 µm (Figure 1.24, A.). Ensuite, différentes focalisations du laser : 

« medium », « small » et « minimum » ont été utilisées avec cette résolution spatiale de 25 µm avec et sans 

mouvement laser. Cette fois-ci les résultats ont montré qu’une augmentation de la focalisation laser et donc 

une diminution de la résolution latérale du laser entraine une baisse du signal moyen par région d’intérêt. 

De plus, sans mouvement laser et avec la focalisation laser « minimum », le signal moyen se retrouve diminué 

de moitié comparativement aux signaux moyens obtenus en condition de focalisation du laser « small » et 

« medium ». En comparant ensuite ces deux dernières conditions, la focalisation du laser en « medium » a 

induit un rapport signal sur bruit plus élevé qu’avec la focalisation « small » (Figure 1.24, B.). Cependant, la 

résolution latérale du laser en « medium » étant de 70 µm, elle s’accompagne d’un phénomène 

d’ « oversampling ». Cette notion de chevauchement des impacts laser et son impact sur la résolution 

spatiale sont assez controversés dans la littérature. En effet, J. C. Jurchen et al., 2005 [277] ont proposé 

l’utilisation d’un pas de laser plus petit que la résolution du laser afin de gagner en résolution spatiale alors 

que A. D. Feenstra et al., 2017 [122] ont cherché quant à eux à diminuer la résolution latérale du faisceau 

laser afin d’éviter ces phénomènes d’oversampling et éviter une perte de sensibilité. Cette perte de 

sensibilité via l’application d’un pas plus petit que la largeur du laser a également été observée par M. Nazari 

et D. C. Muddiman en 2015 [278] avec une source IR-MALDESI où l’analyse du cholestérol dans des conditions 

d’ « oversampling » a diminué par deux le rapport signal sur bruit retrouvé. Ce phénomène peut être lié à un 

épuisement du signal ou du matériel inhérent à l’analyse répétée d’une même région. En ce qui concerne 

l’étude du GO, ce phénomène de chevauchement a été limité afin d’éviter une perte de sensibilité trop 

importante. De ce fait, les focalisations laser « small » et « minimum » ont été sélectionnées pour évaluer 

l’effet du mouvement laser en aléatoire (randomwalk). La « randomisation » du mouvement du laser a 

permis d’augmenter la sensibilité de détection avec ces focalisations « small » et « minimum ». Cependant, 

la focalisation « minimum » engendre un rapport signal sur bruit trop important pour détecter correctement 

la signature GO sur coupe de poumons provenant de souris exposées par intraveineuse (Figure 1.24, C).
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Figure 1.24 : Spectres de masse LDI - MS du rGO selon les conditions de paramétrage du laser. 

Spectres du rGO acquis sur des coupes de poumon d’une épaisseur de 12 µm avec les focalisations laser « medium », « small » et « minimum », à une résolution spatiale de 25, 50 ou 
75 µm avec et sans mouvements laser. A. Effet de la résolution spatiale sur la signature GO en focalisation « médium ». B. Effet de la focalisation laser sur la signature GO à 25 µm de 
résolution spatiale. C. Effet du mouvement du laser sur la détection du GO à une résolution de 25 µm avec les focalisations « small » et « minimum ». Les signaux sur bruit correspondent 
à ceux de l’ion m/z 72 et sont calculés manuellement sur le logiciel FlexImaging 4.1 à partir des spectres moyens obtenus sur la zone du poumon acquise. Les ROIs sont de tailles similaires. 
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À la suite de ces tests de résolution et de focalisation, le laser a été réglé en focalisation « small » 

avec un mouvement aléatoire et un pas de 100 µm pour la mise au point de la méthode MSI, pour la 

détection du GO et les études de quantification. Un pas de 25 µm a été sélectionné pour la détection du GO 

et rGO sur tissus afin d’obtenir une résolution spatiale supérieure. Cette méthode sera utilisée dans la suite 

de ce manuscrit pour l’étude de la biodistribution du GO au sein d’organes issus de souris exposés.  

2. DEVELOPPEMENTS DE LA METHODE LDI - MS POUR LA DETECTION DU GOI 

Après une meilleure définition des paramètres du laser, la transposition de la méthode LDI - MS vers 

des acquisitions en MSI a été réalisée de façon préliminaire grâce à un dépôt de GO à 0,1 mg/mL sur une 

coupe de foie à 12 µm. Ce dépôt a ensuite été acquis à une résolution spatiale de 100 µm, avec une 

focalisation latérale « medium » du laser et 1000 spectres accumulés par position. Grâce au logiciel 

FlexImaging 4.1, chaque ion de la signature carbonée du GO a été représenté (Figure 1.25) afin de déterminer 

la meilleure stratégie de visualisation du GO en MSI. L'ion C6
-. (m/z 72) dont l’image moléculaire est la plus 

intense sur tissu parmi les neuf clusters de carbones radicalaires, a été sélectionné pour représenter la 

biodistribution du GO en MSI. La somme des intensités des neuf ions de la signature a également été 

expérimentée et effectuée à l’aide d’un script R. Ce procédé a permis d’améliorer le rapport signal sur bruit 

de la signature GO globale mais l’addition des signaux aux différents masses pour un dépôt contrôle 

contenant uniquement le tensioactif entraine cependant une augmentation significative du bruit de fond. 

Cette façon de procéder n’a donc pas été poursuivie. 

 

 

Figure 1.25 : Représentation individuelle des ions appartenant à la signature GO.  

L'analyse LDI - MSI a été effectuée sur tissu hépatique après dépôt du GO à 0,1 mg/mL. Les images représentent tous 
les ions carbonés de la signature GO à une résolution spatiale de 100 µm. L’image a été acquise avec une accumulation 
à 2 kHz de 1000 tirs par spectre et donc par pixel avec un DIE de 10 ns, une focalisation du laser en « small » et une 
fluence laser à 90 %. 
 

Ensuite, cette même solution de GO à 0,1 mg/mL a été déposée en triplicatas sur une coupe de foie 

de 12 µm qui a été analysée entièrement et dans les mêmes conditions. En utilisant l'image moléculaire du 
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cluster de carbone radicalaire C6
-., le GO n'a été visualisé que dans les 3 zones de dépôts sur tissus et sur le 

dépôt réalisé sur la lame ITO, démontrant ainsi la spécificité de détection de l’approche LDI - MS (Figure 

1.26, B.). En comparant les intensités moyennes au sein des dépôts sur tissus et sur lame ITO, une baisse du 

signal est observée sur coupe de foie indiquant un effet d’extinction tissulaire d’un facteur deux à trois (Figure 

1.26, A.). Cependant, cette diminution n’entrave pas la bonne détection du GO avec une intensité de 

5000 a.u. pour l’ion à m/z 72 sur coupe hépatique. De plus, aucune interférence de molécules endogènes 

n'a été observée en dehors et au sein des dépôts de GO en analyse LDI - MS en dehors des deux ions 

précédemment évoqués à m/z 62,91 et m/z 78,95 provenant vraisemblablement de la fragmentation de 

molécules endogènes contenant un groupement phosphate (e.g. phospholipides membranaires). Là encore, 

la désorption d’ions endogènes aurait été attendue en raison des propriétés du GO qui en font une matrice 

MALDI efficace pour les molécules de faibles masses moléculaires [48]. Cependant, dans la littérature, les 

nanoparticules de graphène utilisées comme matrice sont caractérisées par des tailles de l'ordre du micron 

[49] [77] et possèdent donc une plus grande surface que les celles utilisées dans cette étude, qui sont de 

l'ordre de 100 nanomètre. Ainsi, la surface spécifique des nanoparticules synthétisées au SCBM pourrait être 

insuffisante pour une propagation efficace de l'énergie du laser qui permet le processus de 

désorption/ionisation. 

 

 

Figure 1.26 : Spectre de masse et image LDI  - MS de l'oxyde de graphène en dépôt. 

A. Comparaison de la signature de l'oxyde de graphène sur la lame ITO et sur coupe de tissu hépatique : des clusters de 
carbone ont été observés sur les deux supports de C2

-. à C9
-. avec un ion majoritaire à m/z 72 : C6

-.. B. Imagerie par 
spectrométrie de masse de l’ion m/z 72 GO sur coupe de foie. La signature GO n'a été trouvée que dans les zones de 
dépôts acquises à 100 µm. L’image a été acquise avec une accumulation de 1000 spectres par pixel à 2 kHz avec une DIE 
de 10 ns, une focalisation du laser en « small » et une fluence laser de 90 %. 
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Cette étape du développement analytique a permis de transposer la méthode LDI - MS vers une 

méthode LDI - MSI pour la détection de feuillets d’oxyde de graphène. Les optimisations présentées ont eu 

pour objectif d’améliorer la résolution spatiale des images sans perdre en sensibilité afin d’obtenir in fine des 

biodistributions du GO au sein de tissus provenant de souris exposées à ces nanoparticules. De plus, 

l’évaluation des performances quantitatives de l’approche LDI - MSI (e.g. linéarité, sensibilité) a également 

été réalisée en se basant à la fois sur des gammes effectuées en tissus mimétiques et sur des gammes en 

dépôts sur tissus. 

IV. ÉVALUATION DES PERFORMANCES QUANTITATIVES DE LA METHODE LDI - MSI 

Dans le but d’évaluer les capacités quantitatives de notre méthode LDI - MSI pour les nanoparticules 

de graphène, différents protocoles de quantification couramment utilisés en imagerie par spectrométrie de 

masse ont été expérimentés. Premièrement, des gammes de dilution en tissus mimétiques ont été réalisées 

à partir de la solution de GO NG65/68 et de la solution marquée précédemment caractérisée par MET. 

Ensuite, des gammes de dilution sériée ont été réalisées à partir de cette même solution non marquée et 

déposées sur tissus. Les coefficients de variation ont été déterminés afin d’estimer la répétabilité et la 

reproductibilité de ces gammes. 

1. EVALUATION DE GAMMES DE CONCENTRATION REALISEES EN HOMOGENATS OU EN DEPOTS 

Des homogénats de foie ont servi pour la réalisation de gammes en sept points à partir de GO non 

marqué avec des concentrations finales de 0,5 ; 1 ; 2,5 ; 5 ; 10 ; 25 et 50 µg/mL. Par ailleurs, les homogénats 

de poumons ont servi à réaliser des gammes avec la solution de GO marquée 50/50 12C/14C avec des 

concentrations finales de 2,5 ; 5 ; 10 ; 25 ; 50 et 100 µg/mL. Des échantillons blancs ont été obtenus avec 

une solution de SDBS à 0,05 %. 

Dans le but d’obtenir des tissus mimétiques homogènes, plusieurs protocoles ont été expérimentés. 

Ces optimisations ont tout d’abord été réalisées pour des homogénats de foie. Premièrement, 20 % de la 

masse du tissu a été ajoutée en solution aqueuse à 0,05 % de SDBS avant l’homogénéisation au Precellys 

Evolution® (Bertin Instruments, France) [228]. Cette quantité de tensioactif s’est avérée trop faible car 

l’homogénat obtenu était trop visqueux pour être prélevé à la pipette. De ce fait, la quantité de solvant 

aqueux à 0,05 % de SDBS a été augmentée à 1 mL pour 200 mg de tissus. Cette fois-ci, la proportion d’eau 

était beaucoup trop importante car engendrant la formation de cristaux lors de la congélation et entrainant 

également un démoulage difficile de l’homogénat. De plus, la découpe de ces cylindres à 12 µm a clairement 

montré une hétérogénéité et un manque de reproductibilité des homogénats (Figure 1.27). Finalement, la 

proportion d’eau contenant 0,05 % de SDBS a été fixée a à 2 µL pour 200 mg de tissu afin d’obtenir des tissus 
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mimétiques homogènes [260]. Cependant, la découpe a été réalisée à 30 µm en raison du très petit diamètre 

des cylindres obtenus. 

 

 

Figure 1.27 : Coupes des tissus mimétiques selon les conditions. 

Gammes de calibration en homogénats réalisées avec 1 mL (A.) ou 2 µL (B.) de SDBS à 0,05 % par tube Precellys 
contenant 200 mg de tissus. Les coupes ont été réalisées à 12 µm ou 30 µm respectivement. 
 

Après optimisation des conditions d’homogénéisation des tissus hépatiques, ce protocole a été 

transposé et modifié de nouveau pour la création d’homogénats de poumons. L’ajout de solution a été réduit 

à 1 µL de solution de SDBS à 0,05 % pour 200 mg de tissu pulmonaire. En effet selon la composition des tissus 

homogénéisés, les conditions du protocole ont dû être spécifiquement optimisées, ce qui souligne la 

difficulté de réalisation de cette approche basée sur des homogénats. 

Après homogénéisation des tissus pulmonaires et hépatiques, des suspensions de GO ont été 

incorporées à des concentrations respectives allant de 2,5 à 100 ng/µL et 1 à 50 ng/µL. La gamme en 

homogénats de foie a été réalisée à partir de la solution 12C-GO NF65/68 alors que celle en poumons a été 

réalisée à partir de la solution 50/50 14C/12C-GO. Les homogénats obtenus ont ensuite été coupés à 30 µm 

puis déposés sur lame ITO en triplicatas pour être analysés par LDI - MSI. Les images ont été obtenues en 

représentant l‘ion à m/z 72. Les différences d’intensité retrouvées entre les homogénats de poumons et de 



PARTIE B : ETUDES EXPERIMENTALES, CHAPITRE 1 : DEVELOPPEMENT D’UNE STRATEGIE D’IMAGERIE COMBINEE POUR L’ETUDE 

DE LA BIODISTRIBUTION DE L’OXYDE DE GRAPHENE CHEZ LA SOURIS 
 
 

- 164 -  

foies pourraient être expliquées par un effet matrice différent mais il est important de noter ici que les 

intensités retrouvées dans les homogénats de foies et de poumons ne sont néanmoins pas directement 

comparables car un changement de laser et de détecteur a eu lieu entre les deux acquisitions. Cependant, 

les coefficients de variation indiqués dans le Tableau 1.8 sont en majorité en dessous de 30 % sauf 

l’homogénat contrôle de poumons et l’homogénat de foie à 1 ng/µL. Des vérifications ont été entreprises 

pour le point contrôle à 0 ng/µL de GO dans les homogénats de poumons. Cette interférence n’a plus été 

observée dans les analyses suivantes. 

En comparaison, S. Chen et al., 2015 ont 

obtenu 4,2 % de variation lors de leur étude sur 7 

coupes successives d’homogénat de foie avec des 

CNTs. Nos résultats pourraient être liés à une plus 

grande hétérogénéité des suspensions utilisées ainsi 

qu’à une dispersion du GO non homogène au sein des 

homogénats (potentiellement en lien avec une 

certaine agrégation des nanoparticules). Ces différents 

aspects soulignent la difficulté de réaliser des mesures 

quantitatives dans ces conditions via des homogénats. 

La congélation des homogénats pendant une nuit à 

– 80°C a également pu entrainer une certaine 

hétérogénéité au niveau du tissu, comme semblent 

indiquer les cristaux visibles sur les scans optiques de 

la Figure 1.27.  

La linéarité des courbes obtenues à partir de la 

gamme de dilution a été étudiée en comparant les 

résultats obtenus à partir des sommes ou des 

moyennes au sein d’un dépôt. La moyenne de ces 

valeurs a ensuite été effectuée sur les triplicatas de chaque concentration. Les droites de régression linéaire 

ont montré de meilleurs résultats pour les homogénats de foie et de poumon lorsqu’elles sont réalisées à 

partir des moyennes et non des sommes des intensités de l’ion m/z 72 au sein d’une coupe. Si on prend pour 

exemple la Figure 1.28, A., le point D possède une surface d’analyse plus grande et la somme des intensités 

trouvées en chaque position de l’image est plus élevée que pour les autres points de la gamme. Via cette 

méthode, la courbe possède un R² de 0,773. Si la moyenne des intensités est réalisée, le R² passe à 0,999 et 

ainsi les différences surfaces des dépôts semblent efficacement pondérées. Cette amélioration est 

également observée à partir des homogénats de poumons mais de façon plus nuancée (Figure 1.28, B.).  

Tableau 1.8 : Variabilité de 
l’ intensité de l’ion m/z  72 retrouvée au sein 
des tissus mimétiques.  

 ng/µL Moyenne Ecart-type CV% 

P
o

u
m

o
n

 

Ctrl 0,549* 0,317 57,8 

2,5 0,223 0,027 12,1 

5 0,313 0,036 11,4 

10 0,461 0,140 30,4 

25 0,449 0,014 3,2 

50 1,013 0,055 5,5 

100 2,097 0,247 11,8 

Fo
ie

 

Ctrl 0,010 0,001 11,1 

1 0,014 0,006 44,0 

2,5 0,020 0,006 29,9 

5 0,041 0,004 9,2 

10 0,065 0,001 1,0 

25 0,148 0,024 16,4 

50 0,150 0,010 6,4 

Les moyennes et coefficients de variation (CV %) ont 
été réalisés pour une même concentration à partir 
de l’intensité moyenne obtenue par coupe 
d’homogénat pour l’ion m/z 72. (*) Des vérifications 
ont été entreprises pour le point contrôle à 0 ng/µL 
de GO dans les homogénats de poumons. Cette 
interférence n’a plus été observée dans les analyses 
suivantes. 
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Figure 1.28 : Courbe de calibration en homogénats de foies et de poumons. 

Images LDI - MSI des homogénats de foie (A.) ou de poumons (B.) d’une épaisseur de 30 µm acquis à une résolution 
spatiale de 100 µm. Les gammes de calibration sont calculées à partir de la somme ou des moyennes de l’intensités par 
pixel au sein d’un homogénat obtenu à partir de l’ion m/z 72. Cette intensité est ensuite moyennée par triplicata et 
représentée en fonction de ng/µL de GO ajouté. 
  

Cette technique de réalisation de courbes de calibration a également été comparée à celle réalisée 

en dépôts. Pour cela, les gammes de GO déposées directement sur coupes de poumons ou de GO incorporé 
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aux tissus mimétiques pulmonaires ont été analysées par LDI - MSI. Un fichier FlexImaging contenant des 

ROIs identiques a donc été chargé cinq fois de suite afin d’analyser exactement la même zone de 

l’échantillon. Après comparaison des intensités enregistrées au cours de 5 acquisitions successives, une 

diminution significative du signal, synonyme d’un épuisement progressif du matériel présent, est observée 

pour les trois concentrations de GO déposées sur coupes de poumons. En effet, plus de la moitié de 

l'intensité du GO est perdue après une seule acquisition pour les trois concentrations du GO en dépôts. Dans 

le tissu mimétique, la diminution du signal au cours des cinq analyses est inférieure à 40 % contrairement 

aux dépôts réalisés en surface directement sur coupes de poumons (Figure 1.29). Cette expérience semble 

souligner une très faible efficacité de pénétration du GO dans le tissu lorsqu’il est ajouté en surface sur le 

tissu pulmonaire et donc un épuisement rapide des quantités déposées. Parallèlement, une plus grande 

homogénéité des tissus mimétiques a été montrée ici, confirmant l’intérêt des tissus mimétiques plus 

proches des sections de tissus obtenues à partir des organes d’intérêt. 

 

 
Figure 1.29 : Evaluation de l ’épuisement des dépôts de GO et des homogénats.  

Images LDI - MSI de 3 concentrations de GO en dépôt ou en tissus mimétique (de droite à gauche). A. Représentation 
des images selon le nombre d’acquisition (1 à 5, de haut en bas) de la même région analysée. B. Représentation de 
l’intensité relative de l’ion m/z 72 par rapport à l’intensité de la première acquisition.  
 

Bien que les gammes réalisées en tissus mimétiques soient plus proches des coupes de tissus et 

qu’elles présentent une linéarité satisfaisante, elles impliquent cependant de nombreuses étapes de 

préparation et nécessitent des quantités importantes d’organes « contrôles » et de molécule cible pour leur 

préparation. Pour cette raison, la faisabilité de réalisation de gammes de dilution linéaire en dépôts sur coupe 

de tissus a été évaluée plus en détails dans le cadre de l’évaluation des capacités quantitatives de la MSI pour 

des nanoparticules d’oxyde de graphène. De plus, même si de récentes études ont montré l’efficacité de 

l’utilisation de gamme en homogénats pour la quantification en MSI [226] [234], les gammes en dépôts 

restent cependant les plus utilisées à ce jour dans la littérature.  
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2. GAMMES DE CONCENTRATIONS EN DEPOTS DIRECTS SUR COUPES TISSULAIRES 

Pour évaluer plus précisément la répétabilité et la reproductibilité des analyses, la solution à 

0,5 mg/mL de GO (NF 65 et NF 68) a été employée et trois gammes de dilution (A, B et C) ont été réalisées 

le même jour à partir de cette même solution stock. Les dilutions en série ont été réalisées pour obtenir onze 

concentrations allant de 0,025 µg/mL à 100 µg/mL. Les différentes gammes de dilution A, B et C ont été 

déposées sur des coupes de tissus pulmonaires montées sur des lames ITO. Un volume de 0,5 µL pour chaque 

concentration a été déposé en triples exemplaires. Cette première expérience a servi à estimer la répétabilité 

des acquisitions MSI. Ensuite, les différents points de concentrations de la courbe de calibration A ont été 

déposés de la même façon sur une même coupe de poumons puis analysées sur quatre jours consécutifs 

pour évaluer la reproductibilité de l’approche de quantification. 

Dans un premier temps, la modalité de sélection des ROIs a été estimée ainsi que la répétabilité 

d’analyses pour une même concentration. Ensuite, la reproductibilité de la méthode a été évaluée sur trois 

gammes de dilution sériées et réalisées en parallèle à partir de la même solution mère à 0,5 mg/mL. Enfin, 

des études de linéarité et de justesse des analyses ont également été réalisées sur ces mêmes gammes de 

dilutions. 

a. Modalité de création d’une région d’intérêt 

Pour évaluer l’efficacité de la sélection des ROIs, trois dépôts de 5 ng ont été réalisés sur une coupe 

de foie puis analysés avec la méthode LDI - MSI précédemment décrite. Après acquisition, les fichiers ont été 

exportés au format imzML grâce au logiciel FlexImaging 4.1 et traités avec le logiciel msIQuant [199] sans 

normalisation préalable du signal. Les normalisations par le TIC, le RMS ou la médiane ont engendré de plus 

grandes variations du signal pour l’ion m/z 72. Les régions d’intérêt de ces trois dépôts ont été sélectionnées 

cinq fois consécutives dans le but de comparer la répétabilité dans les mesures du nombre de pixels, de l’aire 

des dépôts, de la masse du tissu présent sous le dépôt et de la moyenne des intensités (Tableau 1.9). La 

moyenne correspond ici à la moyenne de l’intensité de l’ion m/z 72 en chaque pixel d’une goutte de GO 

imagée. 

 

Tableau 1.9 : Evaluation de différentes modalités de création des régions d’intérêts .  

 Dépôt 1 Dépôt 2 Dépôt 3 
 Moyenne Ecart-type CV % Moyenne Ecart-type CV % Moyenne Ecart-type CV % 

Pixels 350 22 6,4 387 10 2,5 321 33 10,2 

Aire (mm²) 3,495 0,228 6,5 3,877 0,099 2,6 3,224 0,319 9,9 

Masse (mg) 0,044 0,003 6,5 0,049 0,001 2,6 0,041 0,004 9,9 

Moyenne (au) 0,021 0,001 7,1 0,031 0,001 1,9 0,023 0,002 7,8 

Répétabilité du zonage de la zone d’intérêt pour un dépôt de 0,5 µL, soit à 5 ng, sur coupe de foie de 12 µm. La 
répétabilité a été évaluée sur cinq sélections consécutives réalisées pour trois dépôts. 
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Sur 3 dépôts, les coefficients de variation indiquent un faible écart entre les cinq ROIs créés pour 

chacun des dépôts. Le nombre de pixel varie uniquement de 30 sur un total moyen de 350. De ce fait, l’aire 

et la masse ne sont que faiblement modifiées selon les régions d’intérêt sélectionnées et n’impactent pas 

significativement la quantité de nanoparticules estimées dans ces régions. Pour les 5 ng déposés, les 

quantités estimées et rapportées à la surface ou à la quantité de tissus sont respectivement de 

1,42 +/- 0,13 ng/mm² et 112,89 +/- 10,37 ng/mg sur les 3 dépôts avec une variation pouvant aller jusqu’à 

10 %. La sélection manuelle des ROIs a également induit une faible variation sur les moyennes des intensités. 

Dans la suite des résultats, les données seront exprimées en ng par dépôt, en ng/µL ou en ng/mg selon les 

cas exposés. 

Après avoir déterminé la 

meilleure méthode de sélection des zones 

d’intérêt, la répétabilité d’acquisition pour 

trois concentrations a été étudiée. Trois 

gammes de dilutions sériées (A, B et C) ont 

donc été réalisées en parallèle à partir de 

la même solution mère de GO à 0,5 mg/mL 

Ensuite, 1,25 ; 5 et 25 ng provenant des 

concentrations de ces trois gammes de 

dilutions ont été déposées 10 fois sur des 

coupes de foies montées sur lame ITO. 

Après acquisition, les moyennes des 

intensités obtenues sur l’ensemble des 

pixels ont été moyennées pour 10 dépôts 

et par concentration. Les variations 

observées sont inférieures à 21 % (Figure 

1.30) quelle que soit la concentration analysée. Cependant, la mesure de l’intensité moyenne sur 10 dépôts 

semble varier selon la gamme de dilution utilisée. Aucune différence d’intensité n’est observée entre les 

gammes pour les quantités de 1,5 et 5 µg alors que pour la quantité de 25 µg déposée, les intensités de la 

gamme B semblent plus élevées que celles des gammes A et C.  

Des études présentes dans la littérature font état de ces variations et notamment Chen et al., 2015 

[260] qui ont mesuré un CV de 41,4 % après 7 acquisitions MSI de dépôts de CNTs sur tissus. 

Comparativement, notre méthode a montré un coefficient de variation inférieur à 30 % sur 10 réplicatas 

d’un même point de concentration de GO également déposé sur tissu. Ces informations montrent également 

la difficulté d'analyser les nanoparticules à base de graphène en raison des difficultés de resuspension des 

nanoparticules qui induisent des variations en fonction de chaque échantillonnage. Ainsi, compte tenu de 

Figure 1.30 : Variation des analyses LDI -MSI au sein d’une 

même concentration de GO.  

Analyse de 10 dépôts de 0,5 µL de trois concentrations différentes 
obtenues à partir de 3 gammes de dilution sériées parallèles et 
issues de la même solution mère. La moyenne est obtenue à partir 
de la moyenne des pixels au sein d’un dépôt puis cette intensité 
moyenne est de nouveau moyennée sur les 10 dépôts. Les valeurs 
indiquées en vert correspondent au CV en %. 
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nos résultats et des données de la littérature, la reproductibilité de notre méthode a été étudiée plus 

précisément. 

b. Evaluation de la reproductibilité des analyses  

Afin d'étudier la reproductibilité de notre méthode MSI et d’en évaluer les capacités de 

quantification pour les nanoparticules de GO, trois gammes de dilutions (A, B, et C) ont été employées. Onze 

points de concentrations allant de 0,1 ng/µL à 100 ng/µL ont ainsi été utilisés pour estimer la répétabilité, la 

reproductibilité, les limites de détection et de quantification, la linéarité et la justesse des analyses MSI pour 

le GO. Pour cela, 0,5 µL de chaque concentration a été déposé en triplicatas sur des coupes des tissus 

pulmonaires de 12 µm puis analysé par notre méthode LDI - MSI. Ainsi, la répétabilité a été évaluée pour 

chaque concentration sur ces triplicatas et la reproductibilité a été étudiée entre ces trois gammes de dilution 

sur un même jour. De plus, la reproductibilité inter-jours a été évaluée à partir de la gamme de dilution A 

analysée sur quatre jours. Les analyses ont été arbitrairement considérées comme suffisamment répétables 

et reproductibles si les variations inter-dépôts inférieures à 30 %, l’objectif n’étant pas ici de faire de la 

quantification absolue de nanoparticules. Cette valeur seuil pour le coefficient de variation est en adéquation 

avec les données issues de la littérature. J. A. Barry et al., 2019 [234] ont en effet évalué la répétabilité et la 

reproductibilité de l'analyse qMSI à partir de gammes d'étalonnage en dépôts et en homogénats pour la 

clozapine et la norclozapine et ont obtenu des CV variant 4 à 23 %.  

Tout d'abord, la répétabilité obtenue avec la méthode LDI - MSI entre les triplicatas de GO au sein 

d’une même concentration a été évaluée en utilisant l'intensité moyenne mesurée pour un dépôt de GO. Les 

moyennes de ces triplicatas ont ensuite été réalisées. Pour la gamme de dilution A, les coefficients de 

variation ont été mesurés avec un CV inférieur à 30 %. Toutefois, les gammes de dilutions B et C ont 

respectivement 2 et 4 concentrations avec un CV supérieur à 30 % (Tableau 1.10). Les coefficients de 

variations obtenus sont jugés assez satisfaisants pour la solution NF65/68 qui est constituée à la fois de 

nanotubes, de nanorubans et de feuillets d’oxyde de graphène (Figure 1.10, paragraphe C.I.). 

Ensuite, la reproductibilité de la méthode a été évaluée en comparant les trois gammes de dilution 

de GO obtenues à partir de la même solution mère. Ces gammes ont été déposées sur des coupes de 

poumons elles-mêmes déposées sur trois lames ITO différentes. Les CVs ont été calculés à partir des neuf 

dépôts de GO ainsi obtenus. Seuls les coefficients de variation de trois points de concentration sur onze sont 

inférieurs à 30 % (Tableau 1.10, Gamme A à C). L’hétérogénéité de la solution stock de GO NF 65/68 pourrait 

être à l’origine de la variation observée lors de la création de ces 3 gammes de dilution. La caractérisation 

des nanoparticules est donc essentielle avant de démarrer une expérience et d’autant plus pour des analyses 

quantitatives. 
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Tableau 1.10 : Reproductibil ité des analyses MSI sur 3 gammes de dilution obtenues en 
parallèle. 

 Gamme A Gamme B Gamme C Gamme A à C 

ng/µL Moyennes CV % Moyennes CV % Moyennes CV % CV % 

0 0,0125 14,5 0,0101 1,1 0,0214 47,6 49,8 

0,1 0,0133 12,4 0,0131 19,9 0,0179 13,3 20,6 

0,5 0,0358 28,3 0,0139 16,2 0,0708 48,4 52,7 

1 0,0756 15,7 0,068 26,6 0,162 18,1 48,3 

2,5 0,203 23,2 0,338 43,9 0,204 7,9 41,6 

5 0,777 24,5 0,318 1,1 0,217 105,5 70,9 

10 1,21 21,7 1,30 11,7 1,90 6,6 24,0 

25 3,19 20,1 4,48 13,3 5,09 33,9 35,1 

50 9,19 7,4 7,62 43,4 14,1 20,3 35,7 

100 24,4 16,9 26,3 26,9 18,9 19,5 24,1 

Les moyennes et coefficients de variation (CV%) des signaux moyens ont été réalisés à partir de l’intensité moyenne 
obtenue par dépôt pour l’ion m/z 72. Cette moyenne est obtenue à partir de la moyenne des pixels au sein d’un dépôt 
puis l’intensité moyenne est de nouveau moyennée sur les trois dépôts. 
 

Par la suite, la reproductibilité inter-jours a été évaluée à l'aide de la courbe d'étalonnage A. Cette 

gamme de GO NF 65/68 a montré les résultats les plus reproductibles et donc les suspensions de GO les plus 

homogènes pour les différentes dilutions obtenues. Les acquisitions LDI - MSI ont été effectuées sur quatre 

jours successifs et les coefficients de variation indiquent une bonne reproductibilité des résultats sur cette 

durée d’analyse avec des CVs majoritairement inférieurs à 30% (Tableau 1.11). 

 

Tableau 1.11 : Reproductibi lité inter-jour des analyses MSI sur la gamme A. 

 Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 

ng/µL Moyennes CV % Moyennes CV % Moyennes CV % Moyennes CV % 

0 0,010 6,8 0,020 29,2 0,020 56,3 0,013 14,5 

0,1 0,017 9,4 0,019 11,9 0,018 17,1 0,013 12,4 

0,5 0,060 24,8 0,142 30,1 0,087 22,4 0,036 28,3 

1 0,287 26,7 0,289 2,4 0,294 25,6 0,076 15,7 

2,5 0,311 12,6 0,296 19,2 0,471 30,2 0,203 23,2 

5 1,07 1,9 1,13 11,7 1,12 20,9 0,777 24,5 

10 1,74 17,7 1,56 9,6 1,90 33,3 1,21 21,7 

25 6,32 7,8 4,61 12,5 4,69 14,2 3,19 20,1 

50 15,9 14,0 14,2 6,9 10,3 14,9 9,19 7,4 

100 37,0 8,9 29,3 3,3 42,4 2,2 24,4 16,9 

Les moyennes et coefficients de variation (CV %) des signaux moyens ont été réalisés à partir de l’intensité moyenne 
obtenue par dépôt pour l’ion m/z 72. Cette moyenne est obtenue à partir de la moyenne des pixels au sein d’un dépôt 
puis l’intensité moyenne est de nouveau moyennée sur les trois dépôts. 
 

Ces résultats soulignent la difficulté de travailler avec des nanomatériaux à base de graphène dans 

une optique de quantification. En effet, l’hétérogénéité des solutions de GO et leur simple suspension dans 

le SDBS peuvent entrainer des disparités lors des prélèvements même en utilisant une solution mère 
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identique. Il est donc important de prendre toutes les précautions possibles afin d’obtenir des conditions en 

solution optimales en passant les échantillons au bain à ultrasons 30 secondes et en utilisant un mélangeur 

de type « vortex » entre chaque point de concentration. De plus, ces conditions de sonication, beaucoup 

moins drastiques que la sonication réalisée avec la sonde lors la production du GO, n’altère donc pas la taille 

des feuillets. Cette dernière étape doit également être réalisée avant chaque dépôt des solutions de la 

gamme de solution. Cependant, ces résultats restent tout de même très satisfaisants pour des analyses de 

nanoparticules de type graphène en LDI - MS avec des coefficients de variation inférieur à 30 % pour la 

majorité des gammes analysées. En effet, alors que la préparation des gammes de calibration semble être 

assez variable probablement en raison de la difficulté à réaliser des prélèvements homogènes et 

représentatifs à partir d’une même solution mère, l’analyse d’une seule et même gamme s’est avérée 

beaucoup plus robuste. Les résultats obtenus le quatrième jour d’acquisition étant caractérisés par des 

intensités plus faibles et des CVs de J1 à J4 supérieurs à 30 % contrairement à ceux réalisées sur les moyennes 

de J1 à J3, la suite de l’étude portera uniquement sur les résultats des jours 1 à 3. 

c. Evaluation préliminaire des limites de détection et de la linéarité 

La possibilité de réaliser des études quantitatives en MSI pour les nanomatériaux de type graphène 

a été considérée en comparant la linéarité, les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) à partir 

des courbes de calibration A, B et C. La LOD et la LOQ ont été estimées en multipliant respectivement l'écart 

type de l’échantillon contrôle par 3 ou par 10 pour ensuite l'ajouter au signal mesuré, ce qui est préconisé 

pour toute analyse quantitative [208]. Dans le Tableau 1.12, qui regroupe les LODs et LOQs de chaque gamme 

analysée, la démarcation entre ces deux valeurs n’est pas clairement établie et les deux valeurs sont souvent 

très proches. En effet, la LOD et la LOQ sont équivalentes pour la gamme A et B et pour le jour 1 et le jour 2 

et estimées à 0,5 ng/µL sauf pour la gamme B où elles sont estimées à 0,1 ng/µL. La gamme C et le jour 3 

possèdent quant à eux des LOD et LOQ différentes fixées à 0,5 ng/µL et 1 ng/µL. Ces divergences peuvent 

provenir d’un rapport signal sur bruit plus 

ou moins important obtenu dans les 

dépôts contrôles réalisés avec la solution à 

0,05 % de SDBS. Ce phénomène pourrait 

donc entrainer une surestimation de la 

LOD et de la LOQ. Dans ces conditions, la 

LOD a donc été évaluée à 0,5 ng/µL et la 

LOQ à 1 ng/µL. S. Chen et al., 2015 [260] 

ont trouvé quant à eux une LOD de 

0,05 ng/µL pour leurs nanoparticules de 

GO via la réalisation de courbes de 

Tableau 1.12 : Estimation des limites de détection 
et de quantification du GO. 

 LOD LOQ 

 ng/µL ng/mg ng/µL ng/mg 

Gamme A 0,5 5,2 0,5 5,2 

Gamme B 0,1 1,3 0,1 1,3 

Gamme C 0,5 8,2 1 14,6 

Jour 1 0,5 5,2 0,5 5,2 

Jour 2 0,5 5,7 0,5 5,7 

Jour 3 0,5 7,1 1 11,6 

Comparaison des LOD et LOQ calculés sur la base des moyennes du 
signal moyen obtenu pour l’ion 72 (n = 3) dans les contrôles à 0,05 % 
de SDBS de chacune des gammes déposées. 
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calibration en homogénats, soit une valeur dix fois inférieure à nos résultats. Ces différences de LOD peuvent 

provenir d’une disparité dans la taille et la nature des nanoparticules de GO étudiées. A noter que les 

nanoparticules présentaient une dimension de 2 µm dans l’étude de S. Chen et al., 2015 [260] contre 100 nm 

dans notre étude. 

Les courbes de calibration A (Figure 1.31, A.) et B possèdent un coefficient de détermination égal à 

0,99 et celui de la courbe de calibration C est égal à 0,93 (Figure 1.31, B.) soulignant la linéarité de l’approche 

LDI - MSI réalisée sur coupe de poumons. Ces trois gammes possèdent une pente similaire de 0,02 et peuvent 

donc conduire à des résultats de quantification similaires. Concernant les analyses inter-jours, les 3 pentes 

issues des régressions linéaires avec un coefficient de détermination de 0,98 pour le jour 1, 0,99 pour le jour 

2 et 0,93 pour le jour 3 (Figure 1.31, C.), avec des pentes également proches (respectivement 0,03 ; 0,03 et 

0,04). 

  
 

 
Figure 1.31 : Courbes de cal ibration réalisées sur coupes de poumons. 

A. Analyses LDI - MSI de l’ion m/z 72 pour l’étude de la courbe de calibration A réalisée en dépôts sur coupes de 
poumons. Une seule goutte par triplicatas est représentée ici. B. Représentation des courbes de calibration A, B et C la 
LOQ (1 ng/µL) à 100 ng/µL. C. Représentation de la courbe de calibration A acquise les jours 1, 2 et 3 de la LOQ (1 ng/µL) 
à 100 ng/µL. La moyenne est obtenue à partir de la moyenne des pixels au sein d’un dépôt d’une concentration donnée 
puis l’intensité moyenne est de nouveau moyennée sur les 3 dépôts de cette concentration. Ceci est répété pour chaque 
point de concentration évalué. 
 

Les 3 courbes de calibration acquises sur 3 jours restent très proches les unes des autres et 

pourraient donc conduire à des quantifications répétables et reproductibles du GO au sein de coupes de 
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tissu. Pour vérifier ces résultats, la justesse des gammes et la précision de la quantification au sein de tissus 

provenant de tissus exposés sont décrites dans les paragraphes suivants.  

d. Evaluation de la justesse des analyses quantitatives 

Suite à l’étude de la linéarité des gammes, la justesse des concentrations retrouvées à partir des 

courbes de calibration a été évaluée pour les gammes A, B, et C ainsi que pour la gamme A acquise sur 3 

jours successifs. L’exactitude de mesure a été calculée à partir de l’équation de régression linéaire obtenue 

avec les courbes de calibration réalisées à partir de la LOQ (0,5 ng/µL) jusqu’à 100 ng/µL. Pour chacune de 

ces gammes, l’erreur relative a donc été mesurée à partir des quantités de GO par milligramme de tissus 

(Tableau 1.13). Cette mesure est communément utilisée dans la littérature pour la quantification de 

molécules présentes au sein de tissus exposés. 

 

Tableau 1.13 : Evaluation de la justesse de quantification selon les courbes de calibration  
obtenues sur coupes pulmonaire . 

 Gamme A 
 

Gamme B 
 

Gamme C 

ng/µL 
ng/mg 
(exp) 

ng/mg 
(mesuré) 

er rel 
(%) 

 
ng/mg 
(exp) 

ng/mg 
(mesuré) 

er rel 
(%) 

 
ng/mg 
(exp) 

ng/mg 
(mesuré) 

er rel 
(%) 

0 0,0 36,9 - 
 

0,0 37,2 - 
 

0,0 48,6 - 

0,1 1,3 37,0 2669,4 
 

1,3 37,4 2820,6 
 

1,5 48,5 3215,2 

0,5 5,2 38,2 634,3 
 

5,1 37,4 638,2 
 

8,2 50,0 508,0 

1 13,0 40,4 210,5 
 

12,4 40,2 224,4 
 

14,6 52,5 259,1 

2,5 30,1 46,2 53,3 
 

24,8 54,0 118,0 
 

38,3 53,7 40,0 

5 62,5 73,7 18,1 
 

62,6 52,9 15,4 
 

78,5 53,7 31,5 

10 112,1 104,0 7,2 
 

114,2 103,2 9,6 
 

142,8 100,2 29,8 

25 269,4 214,6 20,3 
 

307,0 265,1 13,7 
 

308,8 189,5 38,6 

50 616,5 549,7 10,8 
 

484,8 425,3 12,3 
 

595,6 440,9 26,0 

100 1361,1 1398,5 2,7 
 

1348,6 1377,2 2,1 
 

1241,9 572,1 53,9 

 
           

 Gamme A, Jour 1 
 

Gamme A, Jour 2 
 

Gamme A, Jour 3 

ng/µL 
ng/mg 
(exp) 

ng/mg 
(mesuré) 

er rel 
(%) 

 
ng/mg 
(exp) 

ng/mg 
(mesuré) 

er rel 
(%) 

 
ng/mg 
(exp) 

ng/mg 
(mesuré) 

er rel 
(%) 

0 0 37,1 - 
 

0 30,0 - 
 

0,00 48,6 - 

0,1 1,1 37,3 3214,8 
 

1,2 29,9 2469,7 
 

1,30 48,5 3635,4 

0,5 5,7 38,6 580,1 
 

5,2 34,5 566,2 
 

7,10 50,4 609,8 

1 12,7 45,3 255,4 
 

10,6 40,0 277,1 
 

11,62 56,5 383,5 

2,5 25,4 46,0 81,3 
 

28,2 40,3 43,1 
 

31,74 63,4 99,7 

5 62,5 68,3 9,4 
 

58,9 71,5 21,3 
 

60,89 92,7 52,2 

10 113,4 88,2 22,2 
 

103,6 87,6 15,5 
 

121,15 91,5 24,5 

25 302,2 223,9 25,9 
 

252,9 201,3 20,4 
 

285,06 217,9 23,6 

50 529,5 507,9 4,1 
 

630,0 560,4 11,1 
 

557,21 419,1 24,8 

100 1097,3 1130,7 3,0 
 

1070,9 1122,6 4,8 
 

1142,54 1227,1 7,4 

Ces gammes ont été acquises sur coupes de tissus pulmonaires de 12 µm d’épaisseur avec la méthode LDI - MSI 
précédemment décrite. L’équation de la régression linéaire utilisée pour calculer la justesse de chacune des 
concentrations obtenues correspond à celle réalisée à partir de la courbe de calibration allant de la LOQ à 100 ng/µL.  
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Premièrement, les résultats ont montré une variabilité (parfois importante) dans la justesse des 

quantités de GO mesurées en ng/mg pour une même concentration au sein des six gammes analysées. Par 

exemple pour les dépôts correspondant à 10 ng/µL la moyenne expérimentale est de 117,9 +/- 19,6 ng/mg 

et la moyenne calculée est de 95,8 +/- 8,2 ng/mg. En effet, selon la taille des gouttes de GO déposées, la 

quantité de tissus présente sous cette goutte peut varier et donc entrainer une variation de cette mesure. 

Cependant, les coefficients de variation pour ces 6 mesures expérimentales et calculées obtenues à 10 µg/mL 

correspondent respectivement à 11,4 % et 7,9 % et restent donc satisfaisants pour une estimation correcte 

des concentrations au sein de tissus à partir de gammes différentes. De plus, le coefficient de variation 

mesuré pour les ng/mg calculées au sein des triplicatas déposés pour chaque concentration de chaque 

gamme est inférieur à 30 %, ce qui en souligne le caractère répétable. Les erreurs sur les concentrations 

augmentent à mesure que la quantité analysée diminue, ce qui tendrait à indiquer que la « vraie » LOQ serait 

plus de l’ordre de 5 que de 1 ng/µL.  

Ces résultats ont montré une erreur de mesure inférieure à 30 % pour les cinq points les plus 

concentrés des gammes A et B et pour les jours 1 et 2 d’acquisition soit de 5 ; 10 ; 25 ; 50 et 100 ng/µL. La 

gamme A acquise le troisième jour a uniquement permis d’obtenir quatre points justes de 10 à 100 ng/µL et 

la gamme C uniquement deux points correspondant à 10 ng/µL et 50 ng/µL. Des résultats identiques à ceux 

présentés dans le Tableau 1.13 sont observés en mesurant la justesse à partir des nanogrammes de GO 

déposés sur coupes de tissu pulmonaire (données non montrées). L’analyse de l’exactitude de mesure a donc 

montré une erreur relative inférieure à 30 % et variant de 3 % à 25,9 %, à partir de 60 ng de GO par 

milligramme de tissus pulmonaire. Cette même démarche doit être reproduite sur d’autres tissus comme le 

foie, les reins et la rate afin de comparer les résultats et évaluer l’effet matrice pour la quantification du GO 

au sein de différents tissus. 

À la suite des études de répétabilité de la signature graphène, à l’optimisation de la méthode 

LDI - MSI pour la détection du GO sur coupe de tissus et à l’évaluation de la reproductibilité des analyses, 

l’étape suivante a donc été d’utiliser toutes ces données pour la détection de GO au sein de tissus provenant 

de souris exposées au GO ou au rGO. 

3. APPLICATION A LA DETECTION DU GO ET DU RGO DANS LES TISSUS 

a. Détection par LDI - MSI du GO et rGO au sein de tissus issus de souris 

exposées 

La première étude de biodistribution de GO a été réalisée à partir du foie et des poumons 

respectivement prélevés chez des souris exposées à 4 µg de 14C-GO par injection intraveineuse ou à 4 µg de 

14C-rGO par instillation pharyngée. Des analyses LDI - MS ont été effectuées à 25 µm de résolution spatiale 
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sur des coupes de 12 µm d’épaisseur (Figure 1.32, A.). Ces premières analyses ont permis l’identification de 

la signature graphène dans les poumons mais pas dans le foie (Figure 1.32, B.), ce qui indique les plus grandes 

quantités de GO dans les poumons. De plus, la signature GO n’a pas été retrouvée dans les tissus contrôles. 

Ces résultats peuvent provenir d’un manque de sensibilité de notre méthode LDI - MS et/ou d’une différence 

de sensibilité selon les tissus. La quantification du GO présent dans ces tissus en β-imagerie indique 4 ng 

(n = 4) de GO par coupe de foie et 8 ng (n = 10) de rGO par coupe de poumons. La seconde hypothèse 

avancée ici correspond à une différence de biodistribution ou à une translocation des nanoparticules qui 

diffère selon le mode d’exposition des souris. En effet, les nanoparticules de rGO, administrées par 

instillation, sont accumulées directement dans les poumons alors que l’injection des GO par voie 

intraveineuse implique le transport des nanoparticules par les macrophages vers le système réticulo-

endothélial dont fait partie le foie. Cet organe est responsable de l’élimination des corps étrangers. La 

quantité de GO accumulée dans le foie est donc probablement inférieure à celle de rGO retrouvée dans les 

poumons pour cette raison.  
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Figure 1.32 : Détection du GO et rGO dans le foie et les poumons  de souris exposés à 4 µg de ces 

nanoparticules.  

Imagerie par spectrométrie de masse de l’ion m/z 72 GO sur coupe de foie et de poumons respectivement exposés à 
4 µg de GO par injection intraveineuse et par instillation. La signature GO n'a été retrouvée que dans les images acquises 
à 25 µm sur les poumons. Les images ont été acquises avec une accumulation de 1000 spectres par pixel à 2 kHz avec 
une DIE de 10 ns, une focalisation du laser en « small » et une fluence laser à 90 %. 
 

Afin de vérifier cette seconde hypothèse, une deuxième exposition au GO a été effectuée chez la 

souris en injectant par intraveineuse dans la queue 100 µL contenant cette fois-ci 50 µg de GO (50 µg/mL) 

resuspendus dans le SDBS. Cette quantité a également été administrée à la souris par l’équipe de S. Chen et 

al., 2015 en injectant par intraveineuse dans la queue, 200 µL d’une solution à 25 µg/mL. Cette quantité 

injectée correspond à une valeur plutôt en deçà de la valeur moyenne trouvée dans la littérature où les doses 

injectées à l’animal varient généralement de 5 à 250 µg/mL. 

Dans le but d’éviter un effet de saturation du détecteur du β-imager, la solution a été préparée à 

partir de 25 µg de GO non marqué et 25 µg de GO marqué. Cette stratégie permet ainsi d’augmenter les 

quantités d’administration pour être plus proche du seuil de détection MSI tout en évitant les seuils de 

saturation en radioimagerie. En analysant les poumons et le foie issus de cette seconde exposition, la 
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signature du GO a pu être identifiée au sein des deux organes (Figure 1.33, A.) mais avec une intensité plus 

élevée dans les poumons (Figure 1.33, B.). 

 

 
Figure 1.33 : Analyses MSI des coupes de poumons et de foies exposées à 50 µg de 50/50 12C/14C-GO. 

A. Analyses LDI - MSI à d’une coupe de poumon et de foie à 12 µm d’épaisseur issues d’une souris exposée à 50 µg d’une 
solution de composé de 50 % de 14C-GO et de 50 % de GO 12C-GO. Les images ont été acquises à une résolution spatiale 
de 25 µm. B. Spectres représentatifs de la signature GO retrouvée dans la coupe de poumon et dans la coupe de foie 
(C.). Les images ont été acquises avec une accumulation de 1000 tirs par spectre et par pixel à 2 kHz avec une DIE de 10 
ns, une focalisation du laser en « small » et une fluence laser à 90 %. 
 

Ces deux premières expériences démontrent donc les capacités de notre méthode LDI - MSI à 

réaliser une biodistribution de l’oxyde de graphène au sein de tissus biologiques provenant de souris 

exposées à ces nanoparticules d’oxyde de graphène. Les images obtenues en imagerie LDI - MS ont ensuite 

été comparées à celles réalisées en imagerie β. 

b. Imagerie combinée : MSI et β-imagerie 

À la suite de l’étude de la signature GO et à l’optimisation de la méthode LDI - MSI à 25 µm, la 

biodistribution obtenue en MSI a pu être comparée à celle obtenue au β-imager. En effet, l’un des objectifs 

de ce projet doctoral était d’apporter la preuve que la radioactivité observée provenait bien de la 

nanoparticule de GO, en MSI. Pour cela, une même coupe de poumon de 12 µm issue d’une souris exposée 

à 50 µg de 50/50 14C/12C-GO et montée sur lame ITO a été analysée successivement par radioimagerie puis 
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par MSI. Les études d’imagerie ont pu être effectuées sur une même lame car les lames ITO se sont révélées 

compatibles avec les analyses réalisées en imagerie β grâce à l’ajout d’un film adhésif conducteur sur la face 

non conductrice de la lame ITO. Ce ruban adhésif est ensuite enlevé pour l’analyse MSI. Les analyses de 

quantifications ont premièrement été réalisées en radioimagerie β puis en MSI. Cet ordre d’analyse a été 

préféré en raison des propriétés destructrices de la source laser. 

 

 
Figure 1.34 : Comparaison de la résolution spatiale en MSI et au β-imager. 

A. Coloration H&E de la coupe de poumon de 12 µm précédemment analysée en MSI et au β-imager. B. Analyse MSI 
d’une coupe de poumons issue d’une sourie exposée à 50 µg de 50/50 14C/12C-GO avec une résolution spatiale de 25 µm. 
L’image MS a été acquises avec une accumulation de 1000 tirs par spectre et par pixel à 2 kHz avec une DIE de 10 ns, 
une focalisation du laser en « small » et une fluence laser à 90 %. Cette coupe a été préalablement analysée au β-imager 
avec 15 minutes d’accumulation pour obtenir l’image C. 
  

Les 2 techniques d’imagerie confirment la présence de nanoparticules dans les poumons de souris 

exposées. Notre méthode d’imagerie par spectrométrie de masse permet donc l’analyse du GO à une 

résolution spatiale supérieure à celle du β-imager utilisé dans cette étude. En comparant l’image MS acquise 

à 25 µm et l’image issue de la radioactivité avec une résolution moyenne de 150 µm sur la Figure 1.34, la MSI 

apporte très nettement une information supplémentaire concernant la biodistribution de GO dans les tissus 

en mettant en évidence l’aspect alvéolé du tissu pulmonaire.  

Après avoir constaté l’amélioration apportée par la MSI pour la biodistribution du GO au sein de ces 

coupes pulmonaires, l’association des deux techniques a donc été poussée plus loin en comparant les 

quantifications obtenues en MSI à celles obtenues en radioimagerie. La comparaison avec cette dernière, 
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qui permet de réaliser des quantifications absolues, permettra donc de mieux évaluer les capacités 

quantitatives de la MSI pour l’analyse de nanoparticules de graphène. 

V. ESSAIS DE QUANTIFICATION DES NANOPARTICULES DE GO EN MSI 

Pour les expérimentations de quantification des organes issus des souris exposées aux trois doses 

de GO, une lame ITO a été préparée par condition, soit une lame pour chaque organe et par quantité injectée. 

La souris contrôle a servi pour le dépôt des gammes de calibration. Pour cela, la stratégie proposée ici pour 

la quantification de l’oxyde de graphène est d’analyser dans l’ordre suivant : une gamme de calibration, les 

lames exposées à 25, 50 et 75 µg, puis une seconde gamme de calibration (Figure 1.35).  

Les gammes déposées sur des coupes de poumons, foie, rate et rein ont premièrement été 

analysées afin d’évaluer les possibilités de quantification de ces tissus dosés en MSI. Ensuite, les gammes 

acquises en homogénats et en dépôts ont été comparées entre les techniques d’acquisitions afin de vérifier 

la corrélation des données. Pour finir, la quantification de ces tissus issus des souris exposées au 25, 50 et 

75 µg de GO a été réalisée au β-imager pour puis en MSI. 



PARTIE B : ETUDES EXPERIMENTALES, CHAPITRE 1 : DEVELOPPEMENT D’UNE STRATEGIE D’IMAGERIE COMBINEE POUR L’ETUDE 

DE LA BIODISTRIBUTION DE L’OXYDE DE GRAPHENE CHEZ LA SOURIS 
 
 

- 180 -  

 
Figure 1.35 : Plan de lames pour les expérimentations de quantification.  

A. Des coupes adjacentes pour chaque organe de chaque dose d’exposition ont été coupé puis déposés sur lame OTO 
et sur lame de coloration de façon successive. B. Pour les analyses de qMSI, la gamme A a été déposées sur les tissus 
issus de la souris contrôle. Ces gammes ont été analysées avant puis après les tissus dosés avec la méthode LDI - MSI 
précédemment développée. 

1. REALISATION DE COURBES DE CALIBRATION POUR CHAQUE TYPE DE TISSU 

Lors de la quantification des tissus exposés aux 25, 50 et 75 µg de GO, deux courbes de calibration 

ont été acquises à 100 µm à 2 jours d’intervalle soit avant et après l’analyse des tissus quantifiés (Figure 

1.35). Cette gamme correspond à la gamme A précédemment décrite dans ce manuscrit, réalisée à partir de 

la solution NG65/68 hétérogène mais montrant des CV% inférieurs à 30 % et une justesse de mesure d’au 

moins 70 %. Les tissus exposés ont été acquis à 100 µm, soit la résolution spatiale utilisée pour l’acquisition 

des courbes de calibration et avec 3 réplicatas par dose injectée. 

Selon les poumons, le foie, la rate ou les reins, l’étude de ces gammes a montré une linéarité avec 

un coefficient de détermination variant de R² = 0,94 à R² = 0,99 (Figure 1.36). Hormis une gamme sur la rate, 
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les linéarités observées sont comparables à celles obtenues sur le poumon et ayant servi aux études de 

répétabilité et de reproductibilité. Ces linéarités sur les trois autres organes sont donc également 

satisfaisantes. Cependant, après comparaison des intensités, les résultats ont montré que les droites ne se 

superposaient pas totalement. Concernant les gammes analysées sur les poumons et la rates, celles acquises 

avant les tissus exposés possèdent une intensité supérieure à celles acquises après. Sachant que les 

précédents résultats ont montré une reproductibilité des analyses sur 3 jours, ces résultats pourraient être 

expliqués par une diminution de la puissance du laser due à un grand nombre de tirs laser réalisés ou à un 

encrassement de la source et du détecteur au cours des 3 jours d’analyses. Ces trois jours sont néanmoins 

nécessaires à l’analyse des deux lames comportant les gammes et des 3 lames comportant les tissus à doser. 

Etonnement, ce phénomène est inversé pour les gammes acquises sur le foie. Cependant, cette hypothèse 

semble être confirmée par les gammes acquises sur les reins, seules gammes possédant des intensités 

similaires et qui ont été acquises après le changement du laser et du détecteur réflectron. Ces différences 

observées entre les deux gammes analysées avant et après les tissus exposés peuvent donc entrainer une 

variation lors de la quantification des tissus provenant des souris exposées aux différentes doses de GO. 

 

 
Figure 1.36 : Courbes de cal ibration obtenues sur différents tissus. 

En vert, la gamme acquise avant analyse des tissus exposés et en rouge, la gamme acquise après analyse des tissus 
exposés. A noter que les courbes de calibration sur les reins ont été acquises après changement du laser et du détecteur 
réflectron. Les gammes ont été acquises sur coupes de tissus de 12 µm d’épaisseur avec la méthode LDI - MSI suivante : 
DIE = 10 ns, Fluence = 90 %, accumulation de 1000 spectres, 2 kHz et une résolution spatiale de 100 µm. La moyenne 
est obtenue à partir de la moyenne des pixels au sein d’un dépôt d’une concentration donnée puis l’intensité moyenne 
est de nouveau moyennée sur les 3 dépôts de cette concentration. 
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Pour éviter les variations inhérentes au laser, il semble essentiel ici de disposer de protocole de 

qualification des performances de l’appareil afin d’assurer un suivi du bon fonctionnement du spectromètre. 

De plus, il parait important de déposer une gamme de calibration sur la même lame que le tissu à doser 

comme le préconise la littérature. Cependant, notre méthode nécessite le dépôt en triplicatas de chaque 

concentration et il donc difficile de déposer l’ensemble les points sur la même lame que le tissu à doser. Pour 

cela, une courbe de calibration par dose d’exposition aurait dû être utilisée au lieu d’une gamme avant et 

après. Toutefois, pour les quantifications réalisées dans cette étude, la gamme acquise en premier a servi à 

la quantification des tissus provenant des souris exposées à 25 µg alors que la gamme acquise après les 

analyses a servi pour la quantification des tissus provenant des souris exposées à 75 µg. Pour les tissus 

provenant de la souris exposée à 50 µg de GO, la quantification a été réalisée avec la gamme de calibration 

permettant de retrouver les quantités de GO déposés dans les QC les plus justes. 

2. COMPARAISON DES QUANTIFICATIONS REALISEES EN IMAGERIE Β ET MS 

L’évaluation de la répétabilité, de la reproductibilité, de la linéarité des courbes de calibration ainsi 

que de la justesse de mesure laisse entrevoir la possibilité de réaliser des études (semi)quantitatives pour 

l’analyse de ces nanoparticules. Pour approfondir les capacités quantitatives de notre méthode MSI pour 

l’oxyde de graphène, les résultats obtenus via les deux techniques d’imagerie pour les gammes en 

homogénats et en dépôts ont également été évalués comparativement. Les courbes de calibration ont été 

effectuées à partir de la solution de 50/50 14C/12C-GO afin de pouvoir être analysées en β-imager et en MSI. 

La Figure 1.37 indique une corrélation entre les données obtenues en MSI et au β-imager avec un 

coefficient de détermination égal à 0,945. Bien que corrélées, ces deux techniques restent difficiles à 

comparer strictement. En effet, la première difficulté résulte du mode d’acquisition : la source β nécessite 

un temps d’accumulation alors que la source LDI analyse un pixel donné en moins d’une seconde. 

Deuxièmement, le β-imager analyse les coupes sur toute leur épaisseur car le carbone 14 peut émettre sur 

100 µm alors qu’en MSI, l’analyse est réalisée en surface et sur moins d’un micron de profondeur. Enfin, les 

zones analysées ne sont pas relevées de la même manière : en MSI, les zones sont sélectionnées à partir des 

scans optiques avant l’acquisition alors qu’en radioimagerie, la zone est sélectionnée après acquisition sur la 

zone détectée comme radioactive. Ainsi, le zonage au β-imager est plus aléatoire et dépend de l’échelle 

d’intensité sélectionnée contrairement à la MSI qui permet de choisir très précisément la zone du tissu. Pour 

ces trois raisons, le choix des unités de mesure est essentiel pour la comparaison de ces deux techniques et 

plus particulièrement pour la réalisation de mesures quantitatives. Dans cette étude, les comparaisons ont 

donc été réalisées en ng/coupe de tissus puis les résultats ont été transposés en ng/mg de tissus à partir des 

ROIs sélectionnés en MSI. 
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Figure 1.37 : Corrélation des données obtenues en radioimagerie β  et en MSI. 

A. Analyses au β-imager et en MSI de la même gamme de dilution de GO en tissus mimétiques de poumons de 30 µm 
d’épaisseur ou en dépôts sur coupe pulmonaire de 12 µm d’épaisseur. La représentation des coups par minute en 
fonction des moyennes d’intensités de l’ion m/z 72 par coupe d’homogénat montre une corrélation des données 
obtenues à partir de ces deux techniques d’imagerie pour les homogénats (C.) et pour la gamme en dépôts (D.). Les 
gammes ont été acquises sur coupes de tissus de 12 µm d’épaisseur avec la méthode LDI - MSI suivante : DIE = 10 ns, 
Fluence = 90 %, accumulation de 1000 tirs par spectre, 2 kHz et une résolution spatiale de 100 µm et la méthode beta 
suivante : 1 heure d’accumulation en low resolution. La moyenne en MSI est obtenue à partir de la moyenne des pixels 
au sein d’un dépôt d’une concentration donnée puis l’intensité moyenne est de nouveau moyennée sur les 3 dépôts de 
cette concentration. Chaque concentration est représentée par une couleur.  
 

Les résultats obtenus via ces deux méthodes communément utilisées en MSI pour la quantification 

semblent donc montrer des intensités qui corrèlent entre les deux techniques d’imagerie.  

Malgré tous les obstacles rencontrés lors de l’optimisation de la méthode LDI - MSI à partir d’une 

suspension de GO hétérogène, les efforts consacrés aux développements expérimentaux et de paramétrages 

de l’Ultraflextreme™ ont permis de rendre la méthode répétable et reproductible avec une linéarité et une 

justesse de courbes de calibration satisfaisantes. De plus, la corrélation entre les données brutes des deux 
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techniques d’imagerie est en faveur de la qMSI. Pour cela, dans le chapitre suivant, les données de 

quantification en MSI ont été comparées aux quantifications réalisées avec le β-imager lors d’une étude de 

biodistribution chez la souris.  

3. APPLICATION DE L’IMAGERIE DUALE A L’ETUDE DE LA BIODISTRIBUTION DU GO 

a. Les analyses en radioimagerie 

L’effet de la dose administrée sur la biodistribution de l’oxyde de graphène a été évalué en 

administrant par injection intraveineuse trois quantités de la solution 50/50 14C/12C-GO à des souris. Après 

prélèvement des organes, découpes des poumons, du foie, de la rate et d’un rein et du dépôt des coupes 

adjacentes sur lame ITO et Superfrost®, les tissus ont été analysés en radioimagerie. Ceux-ci ont été placés 

en chambre d’accumulation (Annexe 2) du β-imageur entre 30 minutes et 22 heures selon la quantité de GO 

présente dans les coupes. Les quantités de GO retrouvées dans ces différents organes sont présentées dans 

la Figure 1.38 suivante : 

 

 
Figure 1.38 : Quantification du GO au β-imager au sein d’organes en fonction de la dose injectée 

Quantification au β-imager dans les organes exposés. A. Les poumons et foies exposés à 75 µg de GO ont été accumulés 
pendant 30 minutes contre 3 heures pour les poumons et foie exposés à 50 µg. Les quatre organes exposés à la dose de 
25 µg ont été accumulés pendant 22 heures dans la source. B. Représentation graphique des quantités de GO retrouvées 
dans chaque organe en fonctions des doses d’injection. 



PARTIE B : ETUDES EXPERIMENTALES, CHAPITRE 1 : DEVELOPPEMENT D’UNE STRATEGIE D’IMAGERIE COMBINEE POUR L’ETUDE 

DE LA BIODISTRIBUTION DE L’OXYDE DE GRAPHENE CHEZ LA SOURIS 
 
 

- 185 - 

Une fois les quantités rapportées au poids total des organes, 0,6 % ; 50,9 % et 56,8 % des 25, 50 et 

75 µg ont été retrouvés dans le foie contre 0,7 % ; 44,9 % et 39,1 % dans les poumons. Cependant, moins de 

1 % des doses injectées ont été detectées dans la rate et les reins (Tableau 1.14). Concernant les injections 

réalisées avec les doses de 50 et 75 µg de la solution 50/50 14C/12C-GO, 96,8 % et 97,1 % des doses sont 

respectivement retrouvées dans les quatre organes analysés et les ratios entre les doses d’injection et les 

quantités dosées sont conservés. Cependant, pour l’injection de 25 µg, seul 1,5 % de la dose injectée est 

quantifiée et les ratios ne sont pas maintenus. Ces résultats peuvent être dus soit un problème lors de 

l’injection de la solution par intraveineuse dans la queue soit à un temps d’accumulation trop faible en 

chambre de détection du β-imager. En effet, le signal du carbone 14 a été accumulé 30 minutes pour les 

poumons et les foies des doses 50 et 75 µg contre trois heures pour les rates et les reins issus de ces mêmes 

doses et 22 heures pour les organes issus de l’injection de 25 µg. L’hypothèse selon laquelle un problème 

serait survenu lors de l’injection semble cependant plus vraisemblable. 

 

Tableau 1.14 : Quantités retrouvées par organe  après injection de 25, 50 et 75 µg de GO au β-
imager. 

 Doses 
Moyennes 
(ng/coupe) 

Écart-type ng/mg µg/organes %/organes 

P
o

u
m

o
n

s 75 µg 142,6 8,0 151,8 29,3 39,1 

50 µg 52,9 14,7 26,8 22,4 44,9 

25 µg 0,5 0,4 0,5 0,2 0,72 

Fo
ie

 

75 µg 25,4 4,9 29,2 42,6 56,8 

50 µg 21,1 2,4 28,6 25,4 50,9 

25 µg 0,2 0,1 0,4 0,1 0,58 

R
at

e 

75 µg 2,2 0,4 1,3 0,5 0,60 

50 µg 1,0 0,08 0,5 0,2 0,36 

25 µg 0,02 0,02 0,01 0,003 0,01 

R
e

in
s 

75 µg 0,5 0,09 0,5 0,5 0,64 

50 µg 0,4 0,03 0,4 0,3 0,60 

25 µg 0,03 0,02 0,03 0,040 0,16 

Les cpm/coupe ont premièrement été convertis en nCi/coupe à partir des références puis en ng/coupe à partir de la 
solution mère (voir Tableau 1.3). Les moyennes ont été réalisées sur trois coupes pour chaque tissu et pour chaque dose 
injectée. Les ng/mg ont été calculés à partir de la densité de chaque tissu et de la taille des coupes. A partir de cette 
valeur, les µg/organes ainsi que les % de dose injectée retrouvés ont pu être calculés. 
 

S. Chen et al., 2015 [260] ont administré par injection intraveineuse 50 µg de GO et ont retrouvé 

après quantification en LDI - MSI 21,6 ; 1,1 ; 3,3 et 0,6 ng/mg de tissus après 24 heures après exposition soit 

respectivement 8 % ; 3 % et moins de 1 % de la dose dans les poumons, le foie, la rate et les reins. Leurs 

résultats comparés à ceux de notre étude indiquent une élimination du GO après 24 heures d’exposition. 

B. Czarny et al., 2014 [248], qui ont analysé la rate, le foie, les reins, et la moelle osseuse après une aspiration 
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pharyngée de 20 µg de 14C-MWCNT ont retrouvé quant à eux 100 % de la dose dans les poumons après un 

jour d’exposition puis cette dose a diminué à 20 % après un an après translocation et élimination par la voie 

gastro-intestinale. De plus, les doses retrouvées dans la rate et le foie sont respectivement inférieures à 0,2 % 

et 0,8 %. Leurs résultats ont montré la difficulté des nanotubes de carbone à passer la barrière air/sang même 

un an après une exposition par aspiration pharyngée. La comparaison de ces trois études montre de nouveau 

la difficulté de trouver un consensus concernant la biodistribution des nanoparticules de graphène car celle-

ci semble dépendante du mode d’exposition, du type de nanoparticules administrées et du temps auquel a 

lieu le sacrifice de l’animal après administration des nanoparticules. 

b. Les analyses en MSI 

Les expériences précédentes ont donc permis de prouver les capacités de la MSI à analyser des 

nanoparticules de graphène tels que l’oxyde de graphène. Les études de répétabilité, de reproductibilité et 

de linéarité de courbes de calibration ont indiqué un potentiel de la MSI pour évaluer la quantité de ces 

mêmes nanoparticules au sein de tissus. L’étape suivante a donc consisté à comparer les analyses de 

quantification absolues réalisées au β-imager pour l’étude de l’effet dose du GO avec les analyses de qMSI. 
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Figure 1.39 : Comparaison de l'analyse des poumons en MSI  et β-imageur après exposition à 50 et 75 

µg de GO 50/50 14C/12C-GO. 

Image du β-imager acquises après 30 minutes d’accumulation. Analyses LDI - MSI réalisées à 25 µm de résolution 
spatiale. Coloration H&E des coupes de poumons adjacentes à celles analysées. 
 

Premièrement, la comparaison des images obtenues avec les deux techniques a été effectuée sur 

les résultats obtenus pour les poumons issus des souris exposées à 50 µg et 75 µg de GO (Figure 1.39). Les 

autres organes ont montré des intensités proches de la limite de détection, donc trop faibles pour être 

mesurées avec suffisamment de précision. De nouveau, la détection du GO obtenue en LDI - MSI correspond 

aux zones de radioactivité observées lors des analyses de radioimagerie. Les zones indiquant l’absence de 

radioactivité sont également retrouvées en MSI avec une résolution plus fine, permettant une superposition 

fidèle entre l’image MSI et l’image H&E. Cependant, la superposition des images MSI et β-imager est plus 

difficile en raison de la diffusion du signal du carbone 14. 

Les quantités de GO retrouvées par LDI - MS au sein des tissus diffèrent de celles obtenues par le β-

imager (Tableau 1.15). Bien que les données brutes corrèlent entre les deux techniques d’imagerie, les 

quantifications du GO en ng/coupe et en ng/mg obtenues dans le foie sont systématiquement inferieures en 
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radioimagerie qu’en MSI alors que pour les poumons, les quantités dosées sont supérieures en 

radioimagerie, excepté pour les quantités de GO retrouvé après exposition à 50 µg et exprimées en ng/mg. 

Cependant, des études indiquent dans la littérature que malgré une corrélation des données brutes, les 

quantifications obtenues peuvent diverger entre les techniques analytiques. En effet, certaines équipes 

obtiennent les mêmes valeurs en comparant la LC - MS et la MSI [220] alors que d’autres n’arrivent pas aux 

mêmes valeurs quantifiées en comparant la GC - MS et la MSI [224]. Ces différences peuvent provenir d’une 

ionisation et/ou d’un effet matrice variable ou encore d’un mode de quantification intrinsèquement 

différentes selon les techniques. 

Ces variations de quantités de 

GO retrouvées dans les tissus peuvent 

provenir d’une différence dans les 

paramètres de quantification 

intrinsèques aux deux techniques, des 

différences de calibrants utilisés et/ou 

d’une sélection des ROIs différente selon 

la technique d’imagerie. En effet, en MSI 

la sélection des ROIs se fait avant 

acquisition et sur la base du scan optique 

alors que la sélection des ROIs en 

imagerie se fait après acquisition et sur le 

signal du carbone 14 obtenu. De plus, 

l’acquisition au β-imager se fait par 

accumulation du signal de désintégration 

du carbone 14. Selon la durée de 

l’analyse et le seuil des intensités 

sélectionné, la saturation de l’image 

peut donc varier et engendrer une surévaluation de la région d’intérêt et donc une mauvaise estimation des 

données. En MSI, la sélection des ROIs est plus fiable mais la quantification est plus variable avec des 

coefficients plus importants pour nos nanoparticules de GO comme indiqué par les études de d’évaluation 

de répétabilité et de reproductibilité. L’utilisation de ng/coupe semble donc plus judicieuse pour la 

comparaison des deux techniques mais les ng/mg doivent être utilisés pour la comparaison aux autres 

études. Malgré l’analyse des mêmes tissus déposés sur une même lame ITO compatible avec les deux 

techniques, des variations de quantification ont cependant été observées entre le MSI et l’imagerie β malgré 

des coefficients de variation inférieure à 30 % en ng/coupe et en ng/mg au sein des triplicatas analytiques. 

Par ailleurs, les calibrants de la méthode de radioimagerie n’ont pas pu être directement utilisés en MSI car 

Tableau 1.15 : Comparaison des quantifications 
obtenues au β-imager et en qMSI.  

  Poumons exposés Foies exposés 

  MSI β-imager MSI β-imager 

D
o

se
 in

je
ct

ée
 d

e 

5
0

 µ
g 

ng/coupe 34,3 52,9 47,61 21,1 

ng/mg 88,3 26,8 33,5 28,6 

Ecart - type 5,8 14,7 0,9 2,5 

CV % 16,9 27,7 1,8 11,6 

D
o

se
 in

je
ct

ée
 

d
e 

7
5

 µ
g 

ng/coupe 54,6 142,6 97,3 25,4 

ng/mg 47,9 151,8 73,7 29,2 

Ecart - type 3,8 8,0 2,3 4,9 

CV % 6,9 5,6 2,3 19,2 

Au β-imager : les cpm/coupe ont premièrement été convertis en 
nCi/coupe à partir des références puis en ng/coupe à partir de la 
concentration de la solution mère (voir Tableau 1.3). Les moyennes 
ont été réalisées sur trois coupes pour chaque tissu et pour chaque 
dose injectée. Les ng/mg ont été calculés à partir de la densité de 
chaque tissu et de la taille des coupes. En MSI : les ng/mg ont été 
calculés à partir des équations des courbes de calibration (moyennes 
des intensités en fonction des ng/mg de tissu). A partir de cette valeur 
les ng/coupe ont été obtenus en utilisant la densité de chaque tissu 
pour obtenir des mg/coupe. 
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la radioimagerie étant plus sensible, les concentrations se sont avérées trop faibles pour obtenir un signal 

détectable en MSI. De plus, l’utilisation de calibrants différents peut donc également expliquer les différences 

de quantification. 

La quantification des nanoparticules de graphène en MSI nécessite donc de réaliser des études 

complémentaires. En effet, l’analyse de suspensions de GO hétérogènes peut induire des biais analytiques 

et expérimentaux pouvant dans une certaine mesure expliquer les différences de quantification obtenues. 

Cependant, l’objectif premier de ce projet concernant la mise en place de l’imagerie duale est donc effectif 

grâce aux nombreux développements effectués en LDI - MSI. La méthode développée permet d’obtenir une 

signature répétable, des analyses reproductibles et des gammes linéaires. Les images peuvent être réalisées 

à partir des mêmes coupes de tissus en MSI et au β-imager grâce à l’utilisation des lames ITO recouverte de 

film adhésif conducteur. Ainsi, l’imagerie combinée proposée permet de fournir une quantification absolue, 

une caractérisation structurale et une biodistribution à 25 µm de résolution spatiale de nanoparticules de 

type graphène au sein de tissus biologiques.  
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D. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Suite à l’utilisation grandissante des nanoparticules, le besoin de développer de nouveaux outils 

analytiques ou de perfectionner ceux existant s’est accru. C’est donc dans ce contexte qu’est venu s’insérer 

l’un des projets de cette thèse portant sur l’analyse des nanoparticules de graphène en imagerie par 

spectrométrie de masse et en imagerie β. Afin de mieux connaitre leur biodistribution, l’objectif était donc 

de mettre en place une imagerie duale combinant quantification absolue et caractérisation structurale in situ 

pour l’analyse d’oxyde de graphène et d’oxyde de graphène réduit marquée ou non après administration à 

la souris.  

Dans cette optique, la caractérisation de ces nanoparticules a été effectuée dans un premier temps 

en microscopie électronique à transmission. Les résultats ont ainsi souligné la difficulté d’obtenir des 

nanoparticules de synthèse présentant des caractéristiques structurales similaires. Ainsi, les six différents 

lots de nanoparticules analysés au cours de ce travail de thèse ont présenté des nanostructures de 

dimensions assez variables allant de 100 à 500 nm au sein de solutions parfois composées de nanotubes, de 

nanorubans et de feuillets de graphène. C’est donc sur ces lots relativement hétérogènes, que les 

développements en spectrométrie de masse ont été entrepris avec la nécessité d’obtenir des suspensions 

de ces nanoparticules les plus homogènes possibles. Pour cela, les nanoparticules de GO et rGO ont donc été 

reprises dans une solution contenant un tensioactif : le SDBS. Quatre de ces lots (NF 52, 55, 66 et 67) mis en 

suspension dans le SDBS à 0,05 % dans de l’eau ont servi à l’analyse de ces nanoparticules de graphène par 

MS. Ces nanoparticules de GO et rGO se sont révélées détectables sans ajout de matrice MALDI, donc dans 

des conditions de LDI, grâce à leur structure aromatique favorisant les phénomènes de 

désorption/ionisation. Après analyses LDI - MS de ces lots, un profil de clusters carbonés et radicalaires a été 

détecté avec des structures de C2
-. à C9

-.. Cette signature s’est avérée spécifique des nanoparticules de 

carbone car elle a également été retrouvée en analysant des nanotubes de carbones azotés 12C et pour des 

nanoparticules d’oxyde de graphène marquées au 14C. Ce profil LDI - MS est donc caractéristique des 

nanoparticules et non du GO. Les nanoparticules de GO ont ensuite été utilisées pour la mise au point de la 

méthode LDI - MS car plus faciles à suspendre dans le milieu à 0,05 % de SDBS que les rGO. La présence d’un 

plus grand nombre de groupements hydrophiles semble favoriser leur mise en suspension dans cette 

solution aqueuse. Les paramètres MS ont ensuite été optimisés et fixés pour une meilleure détectabilité de 

ces structures, avec un délai d’extraction de 10 nanosecondes, une fluence de 90 % en acquisition réflectron 

et en mode négatif d’ionisation. Ces paramètres ont également permis la détection de la signature GO sur 

coupes de tissus avec succès. À la suite de ces nouvelles optimisations en LDI - MSI portant essentiellement 

sur les modalités d’utilisation du laser, les paramètres utilisés ont été fixés avec une focalisation 

« minimum », un mouvement aléatoire du laser au sein du « raster », une résolution spatiale de 100 µm pour 

les études de quantification et de 25 µm pour les études de biodistribution. Une calibration interne est 
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réalisée sur les clusters de carbones avant acquisition des images MS afin de garantir une précision de 

mesure de masse.  

Dans une seconde partie de ce travail, des études ont été entreprises dans le but d’évaluer les 

capacités quantitatives de notre méthode LDI - MSI envers ces nanoparticules. Malgré des lots de graphène 

assez hétérogènes, des études de répétabilité, linéarité et de justesse ont pu être menées avec succès. Pour 

cela, trois gammes de dilutions préparées à partir de la même solution mère de GO ont été analysées en 

LDI - MSI afin d’évaluer la répétabilité et la reproductibilité des analyses. Malgré les obstacles rencontrés, les 

coefficients de variation obtenus entre les triplicatas de chaque point de concentration se sont avérés 

inférieurs à 30 %. La LOD a tout d’abord été évaluée à 0,5 ng/µL et la LOQ à 1 ng/µL (quantités déposées sur 

des coupes de poumons). Les mesures des justesses ont montré une exactitude de mesure supérieure à 70 

% à partir de 60 ng de GO par milligramme de tissus sur coupe de poumons. Ces tests ont également permis 

d’affiner la LOQ comme étant plutôt de l’ordre de 5 ng/µL. 

Enfin, des études de biodistribution réalisées au β-imageur puis en MSI ont été réalisées chez la 

souris selon la dose de GO injectée à partir de la même coupe de tissu. Les quantifications réalisées au β-

imager ont montré des quantités de GO plus élevées dans le foie que dans les poumons, la rate et les reins. 

Cependant, la biodistribution au sein de chaque organe est obtenue avec une résolution spatiale plus 

importante en MSI (25 µm) qu’au β-imager (150 µm). La combinaison des deux techniques souligne donc ici 

l’apport de la MSI qui ajoute donc caractérisation structurale et surtout résolution spatiale aux données 

quantitatives obtenues par radioimagerie.  

 

Avec notre imagerie combinée, la difficulté d’analyses des nanoparticules de graphène a été 

démontrée et des divergences dans les données quantitatives ont été observées entre les deux techniques. 

De plus, des dissemblances ont également été pointées entre les données issues du β-imager et de la MSI 

malgré une bonne corrélation au niveau des données brutes. Suite aux injections de 25, 50 et 75 µg, la dose 

de 25 µg n’est pas retrouvée in vivo, indiquant une variation dans le mode de préparation ou plus 

vraisemblablement d’injection des suspensions de GO.  

Les données obtenues dans le cadre de ce travail de thèse ont soulevé quelques points à considérer 

lors d’études MSI (ou MS) de nanoparticules : 

- il est essentiel de caractériser avec précision ces nanoparticules avant de débuter toute étude de 

biodistribution ou de quantification.  

- il est nécessaire d’obtenir des suspensions les plus homogènes possibles dans le SDBS ou un autre 

tensioactif afin de pouvoir réaliser des solutions pour analyse ou injection à l’animal possédant des 

concentrations fiables et connues. 
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- un suivi précis et régulier des performances du spectromètre au cours du temps est apparu essentiel 

pour garantir le bon déroulement et la comparabilité des expériences de LDI - MSI. En effet, une fluence 

du laser élevée est nécessaire en analyse LDI, ce qui peut induire un épuisement des capacités du laser 

plus rapide. 

Cette étude a donc montré les limites analytiques de la quantification en MSI vis-à-vis des 

nanoparticules graphène. Dans le cadre d’une suite à ce projet, il conviendrait de réaliser une caractérisation 

des nanoparticules plus fine, des études de stabilité des suspensions obtenues seraient également à 

envisager pour une quantification la plus robuste possible. Les études de répétabilité et reproductibilité 

pourraient être réalisées sur d’autres matrices biologiques que le poumon et la programmation de nouvelles 

expérimentations chez l’animal serait souhaitable pour confirmer et préciser les résultats obtenus. Ces 

analyses futures devront prendre en compte les développements réalisés lors cette première étude avec un 

plan expérimental plus spécifiquement établi pour une comparaison plus objective des valeurs quantitatives 

obtenues en imagerie β et en LDI - MSI. Il est en effet nécessaire d’augmenter le nombre de réplicatas 

biologiques et analytiques. De plus, une évaluation de la reproductibilité des quantifications obtenues en 

imagerie β pourrait aussi être envisagée. Un plus grand nombre d’échantillons analysés devrait permettre 

de mieux appréhender l’origine des variations de biodistribution et de quantification. De plus, des analyses 

de dégradation ou d’agrégation forcées de ces nanoparticules ou l’étude des protéines adsorbées par ces 

nanoparticules in vivo seraient très complémentaires à cette étude et permettraient de mieux comprendre 

les mécanismes d’élimination de ces nanoparticules. 
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A. INTRODUCTION  

Un nanovecteur est un composé biodégradable, possédant des propriétés de furtivité pour 

échapper au système immunitaire dans le but de transporter une molécule et de la libérer une fois arrivé à 

sa cibler [92]. Deux types principaux de vecteurs micellaires sont utilisés : les liposomes et les micelles 

polymériques. Les liposomes, vésicules sphériques constituées d'une ou plusieurs bicouches 

phospholipidiques sont les plus connus et les plus référencés dans la littérature car ce sont les premières 

générations de nanoparticules utilisées [94]. Malgré tous ces avantages, les liposomes manquent parfois de 

stabilité dans les milieux biologiques et peuvent subir des réactions d’oxydation ou d’hydrolyse. Pour pallier 

cela, d’autres systèmes de délivrance de molécules peuvent être développés, comme les micelles 

polymériques qui possèdent l’avantage d’avoir une taille modulable et une surface modifiable. 

Selon la fonctionnalisation de surface de ces systèmes micellaires, ils peuvent à la fois être utilisés 

pour le transport de médicaments, ou en diagnostic médical par imagerie moléculaire via le transport de 

traceurs. Plus particulièrement, le développement de techniques de radiomarquage des liposomes permet 

de les utiliser en SPECT ou en PET [101] dans le cadre d’approches théranostiques (i.e. thérapie et diagnostic). 

Ces nanovecteurs sont également utilisés pour d’autres techniques d’imagerie comme la fluorescence [102] 

[103] pour l’étude de leur biodistribution ou celle des principes actifs qu’ils portent et délivrent. Cependant 

ces techniques nécessitent souvent plusieurs types de marquage pour suivre à la fois le nanovecteur et 

l’agent encapsulé. Dans ce contexte, l’imagerie par spectrométrie de masse peut être une technique de choix 

pour l’étude de la biolocalisation de ces systèmes. 

Par exemple, A. Fulop et al., 2016 [279] ont étudié la distribution de nanovecteurs au travers de 

l’analyse de deux marqueurs liposomaux et d’une molécule incorporée dans la micelle au travers de leur 

biodistribution dans les reins, le foie et le cerveau de souris. L’intégrité du vecteur a donc été étudié en 

MALDI - MSI via la visualisation ou non de la colocalisation des différentes molécules incorporées aux 

micelles. Les auteurs notent cependant un manque de sensibilité de la méthode MALDI - MSI pour obtenir 

une colocalisation avec une résolution spatiale inférieure à 50 µm. J. K. Lukowski et al., 2017 [280] ont 

également étudiée l’efficacité de délivrance de liposomes encapsulant la doxorubicine grâce à la MSI mais 

au sein de modèles de culture cellulaire tridimensionnelle grâce à la MSI. Enfin, C. Zandanel et al., 2018 [258] 

ont étudié par MALDI - MSI la biodistribution de micelles polymériques composées de polycyanoacrylate et 

encapsulant également la doxorubicine au sein de coupes de tumeur de souris. Ces derniers ont détecté à la 

fois la doxorubicine et un profil polymérique sur tissus mais n’ont pas montré d’images de colocalisation de 

ces deux composés car ces molécules ont été détectées avec deux méthodes MS différentes. 

Dans ce contexte d’analyse MSI de micelles polymériques, le second axe de cette thèse a donc été 

consacré à la mise au point d’une méthode de MSI permettant d’étudier simultanément la biodistribution 
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de molécules encapsulées et celles du système d’encapsulation dans le cadre d’un projet financé par le 

Laboratoire d’excellence LERMIT. Le but de ce projet a été d’étudier la délivrance d’un agent anti-

inflammatoire le GW3965, agoniste des récepteurs LRX (Liver X Receptor) [281] [282]. Ces récepteurs LRX 

sont des récepteurs nucléaires aux oxystérols qui activent des facteurs de transcription des gènes impliqués 

dans les voies de synthèse du cholestérol. Ce sont donc des récepteurs centraux dans l’homéostasie des 

lipides. Le GW3965 est donc à l’étude pour le traitement de l’athérosclérose, maladie artérielle chronique 

caractérisée par des dépôts de lipides dans les artères. Une étude réalisée par S. B. Joseph et al., 2002 [283] 

a préalablement montré l’efficacité du GW3965 pour inhiber le développement de l’athérosclérose dans un 

modèle murin : LDLR -/- et apoE -/-. D’autre part, l’optimisation des micelles polymériques a déjà été réalisée 

par N. Mackiewicz et al., en 2011 [107] dans une étude testant le PDAPEG2000 (PolyDiAcétylène-PEG), le 

PDAPEG350 et le PDANTA  (PolyDiAcétylène-NitriloTriacetic Acids), tous trois encapsulant la même sonde 

fluorescente (FP730). Les résultats ont ainsi montré une fluorescence plus intense au sein des tumeurs 

présentes chez la souris traitée au PDAPEG2000 comparativement à celles traitées avec le PDAPEG350 et le 

PDANTA. Cette étude a donc prouvé une plus grande efficacité de délivrance de ces micelles polymériques 

et ont donc été utilisée pour encapsuler le GW3965. C’est donc ce modèle de micelles polymériques 

PDAPEG2000 encapsulant le GW3965 qui sera utilisé dans notre étude. N. E. Manicke et al., 2019 [284] ont 

montré la faisabilité d’analyser des lipides dans des plaques d’athéromes humaines en DESI - MSI. 

Dans ce contexte, l’objectif de ce projet a donc été de réaliser des études MSI de ce principe actif 

encapsulé au sein de micelles PDAPEG au sein de plaque d’athérome en MALDI - MSI. Les développements 

ont eu pour but d’obtenir une détection simultanée de la micelle et du GW3965 en imagerie par 

spectrométrie de masse afin de déterminer a minima la co-localisation des deux entités administrées ainsi 

que les doses de nanoparticules et de principe actif délivrées au niveau des plaques d’athérome.  
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B. MATERIELS ET METHODES 

I. SYNTHESES DES MICELLES ET DES PRINCIPES ACTIFS 

1. LES MOLECULES CIBLES 

La synthèse des principes actifs a été effectuée au SCBM (CEA de Saclay) au sein de l’équipe d’Eric 

Doris. Toutes les solutions mères de GW3965-OC12 et GW3965-OC16 ont été fournies à une concentration 

de 1 mg/mL dans un mélange chloroforme/méthanol, 50:50, v/v. Les GW-OC12 et GW-OC16 ont été utilisés 

pour la mise au point de la méthode d’analyse par MALDI - MS et le GW-OCH3 n’a servi qu’aux protocoles de 

dérivation. 

 

 

Figure 2.1 : Structures de molécules cibles de cette étude . 

 

2. FORMATION DES MICELLES ET ENCAPSULATION DU PRINCIPE ACTIF 

Les micelles correspondent à des micelles polymériques constituées de monomères de 

PDAPEG 2000. Les unités PDAPEG 2000 mises en solution aqueuse se regroupent en micelles. Les unités 

monomériques de PDAPEG ont ensuite été polymérisées par irradiation à la lumière UV (254 nm) (Figure 

2.2). Cette étape de photopolymérisation permet de former des liaisons covalentes entre les unités 

amphiphiles dans le noyau des micelles individuelles. Des liaisons en 1-4 ont donc été formées au niveau des 

fonctions alcynes de la chaine polydiacétylène des monomères [13] [14]. Le GW-OC12 ou GW-OC16 ont 
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ensuite été incorporés par sonication à la micelle polymérisée. Ces réactions ont été effectuées au sein du 

SCBM (CEA de Saclay) [107] par Lucie Jamgotchian. 

 

 

Figure 2.2 : Méthode de préparation des micelles et encapsulation des molécules de GW. 

 

Les solutions mères ont été fournies à une concentration de 10 mg/mL de micelle avec ou sans de 

principe actif encapsulé à une concentration de 1 mg/mL. Les micelles ont été reprises dans l’eau ou le 

méthanol et le principe actif dans le chloroforme. Toutes les solutions mères de PDAPEG non polymérisées 

ont également été fournies à une concentration de 10 mg/mL. Les micelles ont été reprises dans l’eau afin 

d’obtenir une micelle dissociée en oligomère de 5 à 15 unités ou alors dans le méthanol pour être sous forme 

micellaire. 

II. MODES OPERATOIRES POUR LA DETECTION DES PRINCIPES ACTIFS SUR TISSUS 

1. PREPARATION DES COUPES DE TISSUS 

Pour la détection de la micelle encapsulant le GW, des expériences ont été réalisées sur coupes de 

foie et de cerveau de souris. Les coupes ont été réalisées à 12 µm grâce à un cryostat avec une température 

de la chambre réglée à - 18 °C et de l’objet réglée à - 20 °C. Celles-ci ont ensuite été montées sur lame ITO 

et conservées à - 80 °C jusqu’à utilisation. 

2. EXTRACTION LIPIDIQUE POUR LES ESSAIS DE DEGRADATION CHIMIQUE ET ENZYMATIQUE 

Des extraits lipidiques ont été réalisés à l’aide de la méthode d’extraction Folch [285]. Pour cela, 

4 x 60 mg de foie ont été pesés puis placés dans 4 tubes Eppendorf. Les échantillons de foie doivent être 
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finement coupés pour être correctement soniqués dans les étapes suivantes. Pour 1 mg de tissu, 20 µL d’un 

mélange chloroforme/méthanol (2:1, v/v) ont été ajoutés à chaque tube pour permettre l’extraction 

lipidique. Pour trois de ces tubes, du GW-OC12, du GW-OC16 ou les deux ont été ajoutés dans le volume 

d’extraction pour obtenir une concentration finale de 0,05 mg/mL. Les échantillons ont été mélangés à l’aide 

d’un vortex pendant une minute à puissance maximale avant d’être soniqués à la sonde à ultrasons (Vibracell, 

Bioblock scientific, illkirch, France) pendant 6 x 30 secondes, Il est important ici de ne pas « faire chauffer » 

les échantillons pour obtenir un broyat homogène. L’extraction est ensuite poursuivie pendant deux heures 

sous agitation puis 1 µL d’H2O pour 10 µL de mélange a été ajouté aux échantillons. Le tout a ensuite été 

centrifugé à 10 000 g et à 4 °C pendant 15 minutes pour obtenir un disque protéique séparant les deux 

phases soit la phase supérieure qui est la phase aqueuse, et la phase inférieure qui est la phase organique et 

qui contient les lipides totaux. Ces phases ont donc été séparées puis évaporées sous azote pour ensuite être 

reprises dans un mélange CH3Cl/MeOH (2:1, v/v) correspondant au volume d’extraction initial. La pureté de 

ces deux phases a été vérifiée par analyse MALDI - MS avec la matrice HCCA, 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, 

v/v) + 1 mg/mL d’acétate de sodium. 

Un autre protocole d’extraction a été appliqué sur un échantillon de foie dont la quantité de GW-

OC16 a précédemment été dosé par LC - MS à 10 µM. Ces dosages ont été effectués par Robert Thaï au 

SIMOPRO (CEA de Saclay). Des coupes d’une épaisseur de 12 µm ont été prélevées puis reprises dans 500 µL 

d’une solution de tampon phosphate (PBS : Phosphate Buffer Saline) pour 300 mg de tissus. 10 µL de cette 

solution ont ensuite été mélangés avec 40 µL d’acétone et placés 1 heure à – 20 °C. Le surnageant a été 

récupéré après centrifugation à 15 000 g pendant 15 minutes puis l’extraction a été effectuée une seconde 

fois dans les mêmes conditions. Le surnageant a cette fois-ci été évaporé avant traitement enzymatique. 

3. ESSAIS DE DEGRADATION CHIMIQUE SUR LES EXTRAITS LIPIDIQUES 

Les essais préliminaires de dégradation chimique ont été réalisés sur des extraits lipidiques (0,1 mg) 

contenant 3 µg de GW-OC12 et GW-OC16, séparément ou en mélange. Pour cela, 30 µL des quatre extraits 

lipidiques réalisés sur le foie ont été évaporés puis repris dans 500 µL d’un mélange MeOH/H2O (90:10, v/v) 

avec ou sans NaOH à 0,25 N. Les échantillons ont ensuite été incubés 1 heure à 60 °C et 1,5 mL de 

chloroforme a été ajouté. Après avoir été vortexées et centrifugéess à 3000 rpm pendant 15 minutes, les 

phases supérieures et inférieures des solutions ont été séparées et analysées par MALDI - MS avec la matrice 

HCCA à une concentration de 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v, + 1 mg/mL AcNa).  

4. ESSAIS DEGRADATION ENZYMATIQUE DES LIPIDES INTERFERENTS 

Deux phospholipases différentes ont été utilisées : (1) les phospholipase C de C. perfringens 

(36 unités catalytiques pour 1mg de protéine) et celle de B. cereus, toutes deux reprises à 38 U/mL dans un 
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tampon Tris à 50 mM et à pH = 7,3 (ajusté avec de l’acide chlorhydrique) et (2) la phospholipase D de 

chou reprise à 146 U/mL dans un tampon acétate de sodium à 1 M et à pH = 5,6 (ajusté avec de la soude) 

(Figure 2.3).  

 

 

Figure 2.3 : Dégradation des phospholipides avec la phospholipase C ou D. 

 

25 µL des quatre extraits lipidiques ont ensuite été évaporés puis repris dans 25 µL d’une solution 

contenant 0,95 U pour 6,3 µg de lipides de phospholipase C. La réaction a été placée sous incubation une 

nuit entière à 37 °C avant d’être analysée par MALDI - MS. 

Pour la phospholipase D, 250 µL d’extraits lipidiques ont été évaporés puis repris dans 9 µL de 

solution SDS à 50 mM, 18 µL de tampon acétate de sodium, 0,8 µL d’EtOH (17,9 % dans l’eau) et 64 µL d’H2O. 

Ensuite 24 µL de cette solution lipidique ont été mélangés à 3 µL de CaCl2, 2 µL d’H2O et 1 µL de 

phospholipase D à 20 U/mL soit 0,02 U pour 2 µg de lipides. L’ajout de CaCl2 est nécessaire au bon 

fonctionnement de l’enzyme. L’incubation a ensuite eu lieu à 30 °C pendant 10 minutes. Ce même protocole 

a également été utilisé sur les extraits de foies exposés au GW-OC16.  

Pour la réalisation de la dégradation enzymatique sur tissu, les proportions de phospholipase D ont 

été ajustées car la quantité de lipides sur coupe était inconnue. Pour cela, une première solution a été 

préparée avec 27 µL de tampon acétate de sodium à 1 M pH = 5,6 (ajusté avec NaOH), 0,8 µL d’EtOH et 64 µL 

d’H2O. Ensuite 20 µL de cette solution ont été mélangés avec 9 µL de CaCl2 et 3 µL de phospholipase D. 

L’incubation a eu lieu à 30 °C pendant 10 minutes avant que les échantillons soient analysés par MALDI - MS 

avec la matrice HCCA, 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa. 
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5. PROTOCOLE DE DERIVATION DU GW3965 

Des expériences de dérivation avec l’iodure de méthyl (CH3I) ont été réalisées pour améliorer sa 

détection en MSI. Celles-ci ont premièrement été réalisées dans l’EtOH avec une équivalence molaire entre 

le CH3I et le GW-OC16. Dans un deuxième temps, le CH3I a été placé en excès à 1 M par rapport au GW-OC16 

(Figure 2.4). Les solutions ont été agitées à 37 °C au Thermomixer® pendant 30 minutes, 1 heure, 2 heures 

ou une nuit d’incubation. Un second procédé a également été testé (Figure 2.5) pour la dérivation du GW. 

Pour ces essais, une solution de GW-OCH3 à 20 mg/mL a été utilisée. 30 équivalents de CH3I ont été ajoutés 

à 5 mg de GW-OCH3 et le mélange a été placé sous argon dans des tubes scellés pendant une nuit à 50°C. 

Parallèlement, une seconde réaction a été effectuée en conditions dites « neat » soit pures sous argon dans 

des tubes scellés avec ajout direct de 200 équivalents de CH3I sur 5 mg GW-OCH3 évaporé. Ce mélange 

réactionnel a été incubé une nuit à température ambiante.  

 

Figure 2.4 : Essais de méthylation de l’amine tertiaire du GW en conditions douces. 

 

 

Figure 2.5: Dérivation du GW en conditions drastiques. 
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C. RESULTATS ET DISCUSSIONS 

Afin d’analyser in situ par MSI les micelles et le principe actif encapsulé, la première étape a été de 

mettre au point une méthode de détection simultanée de ces 2 molécules par spectrométrie de masse. Pour 

cela, le principe actif et les micelles ont tout d’abord été analysés séparément pour permettre leur 

caractérisation précise. Pour chacune de ces molécules, un panel de matrices a été testé pour favoriser leur 

détection puis différents sels ont été utilisés pour favoriser l’ionisation de la micelle. Ensuite, les paramètres 

optimaux de détection de chacune de ces molécules ont été combinés afin de les détecter simultanément. 

Enfin, les molécules ont été analysées sur tissus. Tous les développements ont été effectués sur un MALDI-

TOF/TOF Ultraflextreme™ de chez Bruker. 

1. ANALYSE DU PRINCIPE ACTIF PAR MALDI – MS 

Dans cette étude, deux dérivés du GW3965 ont été utilisés. Le GW-OC12 et le GW-OC16 ont été 

modifiés par l’ajout d’une chaine de 12 ou 16 carbones afin de les rendre plus lipophiles et favoriser leur 

encapsulation. Les développements MALDI - MS ont été effectués sur ces deux molécules en parallèle.   

Les études sur le GW3965 ont débuté par la mise au point d’une méthode MALDI - MS pour la 

détection du GW-OC12 sur plaque MALDI MTP ground steel (Bruker, Allemagne). Les optimisations ont été 

réalisées à partir d’une solution à une concentration de 0,1 mg/mL dans un mélange CHCl3/MeOH, 50:50, 

v/v. Les matrices HCCA, THAP, DHB, 1,5-DAN, 9AA, SA et le dithranol à 10 mg/mL dans une solution ACN/H2O 

(0,1 % TFA) (50:50, v/v) ont été testées et comparées afin d’obtenir une ionisation optimale du GW-OC12. 

Les tests de détection ont été réalisés en mode positif et négatif d’ionisation en mode réflectron, une 

accumulation de 1000 tirs sommés par spectre et un délai d’extraction de 100 ns.  

La détection du GW-OC12 en mode négatif d’ionisation n’a pas permis d’observer des ions 

caractéristiques de cette molécule. Seul le mode positif d’ionisation a révélé la présence d’ions issus du GW-

OC12 avec les matrices HCCA, DHB, THAP, DHAP, DAN et dithranol (Figure 2.6). Plus particulièrement, le GW 

est principalement détecté sous une forme protonnée [M+H]+ avec les matrices DHB, dithranol, HCCA, DHAP 

et THAP. Cependant, une intensité plus faible est observée avec les matrices DHB et dithranol. De plus, le 

massif isotopique de l’ion m/z 750,3 reflète la présence d’un atome de chlore (35Cl et 37Cl). La matrice DAN a 

favorisé quant à elle la formation de l’ion [(M+H)-HCl]+ et n’a donc pas été retenue pour la suite de l’étude. 

La présence d’un ion [M+Na]+ a également été observée avec les matrices DHAP et HCCA (Figure 2.6).  
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Figure 2.6 : Spectres MALDI - MS du GW-OC12 selon les matrices MALDI.  

Analyse MALDI - MS du GW-OC12 avec les matrices DAN, Dithranol, DHB, HCCA, DHAP et THAP à 10 mg/mL (ACN/H2O 
(0,1 % de TFA), 50:50, v/v) sur plaque MTP ground steel. 
 

Suite à ces premiers tests de détections, les conditions de solvants ont donc été optimisées pour les 

matrices DHAP, THAP, DHB, HCCA et dithranol afin d’obtenir des dépôts plus homogènes et favoriser 

l’ionisation. Toutes ces matrices ont donc été reprises à 10 mg/mL selon différentes proportions de solvants 

soit 50:50, 70:30 et 90:10 (v/v) pour les conditions ACN/H2O et EtOH/H2O. Après l’acquisition de 10 spectres 

par condition, la variation des données obtenues pour chaque ion protoné [M+H]+ de chaque matrice a été 

comparée (Figure 2.7). Le choix de la condition optimale a été fait en se basant sur les intensités les plus 

élevées obtenues indiquant les capacités de dissolution de la matrice et l’aspect des dépôts. Ces paramètres, 

confrontés aux capacités d’ionisation de la matrice pour le GW3965 ont permis de sélectionner les matrices 

HCCA et THAP pour les analyses ultérieures. En effet, celles-ci permettent une ionisation supérieure du 

GW3965 comparée à l’utilisation de la matrice DHB ou dithranol. De plus, des analyses effectuées en parallèle 

ont montré que la matrice DHAP sublime [286] dans les conditions de vide de la source (1x10-7 mbar) du 

MALDI - TOF/TOF Ultraflextreme™, cette matrice n’a donc pas été retenue. Les conditions de solvants pour 

la matrice HCCA et THAP ont donc été sélectionnés avec les proportions de 70:30 en condition ACN/H2O et 

de 70:30 en conditions EtOH/H2O, respectivement, car ces conditions ont permis d’obtenir des dépôts plus 

homogènes.  
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Figure 2.7 : Optimisation des conditions de matrices.  

Toutes les matrices ont été pesées à 10 mg/mL puis analysées selon les conditions ACN/H2O ou EtOH/H2O en proportion 
50:50 70:30 et 90:10. L’intensité représentées sur les graphique correspond aux ions [M+H]+ des matrices 
correspondantes. Les images associées aux matrices THAP et HCCA montre la cristallisation de la matrice selon les 
conditions de solvants utilisés. 
 

Suite à ces premiers tests réalisés avec le GW-OC12, la méthode a pu être transposée au GW-OC16 

en présence de la matrice HCCA. Les ions [M+H]+, [M+Na]+ ainsi que la perte d’acide chlorhydrique ont de 

nouveau été observés pour le GW-OC16 aux m/z respectifs de 806,4 ; 828,4 et 770,4. Un ion supplémentaire 

a cependant été observé à m/z 794,5 correspondant à l’ion [(M+H-HCl)+Na]+ (Figure 2.8, A.).  

Suite à ces premières analyses par MALDI - MS, des analyses MS2 ont ensuite été réalisées, avec la 

matrice HCCA (Figure 2.8, B.Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Les fragmentations du GW-OC12 et du 

GW-OC16 ont fait apparaitre deux ions fragments caractéristiques communs : le m/z 181,1 correspondant à 

l’ion 1,1-diphenylethan-1-ylium (pic de base) et le m/z 402,2 correspondant à la perte du 2-chloro-1-methyl-

3-(trifluoromethyl)benzène et de la chaine grasse. De plus, des ions fragments spécifiques ont également été 

détectés à m/z 570,3 et m/z 626,4 et correspondant à la perte du 2-chloro-1-methyl-3-

(trifluoromethyl)benzène donnant lieu à l’ion N-(2,2-diphenylethyl)-3-(3-(2-(dodecyloxy)-2-

oxoethyl)phenoxy)-N-methylenepropan-1-aminium. 

On observe également sur les spectres correspondant au GW-OC16 des ions similaires à ceux de 

GW-OC12 avec la présence des ions m/z 750,4 et 714,3. Des ions fils identiques sont obtenus après 

fragmentation de ces ions parents pour le GW-OC12 et le GW-OC16. 
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Figure 2.8 : Comparaison des spectres MALDI - MS et MALDI - MS/MS du GW-OC12 et du GW-OC16. 

A. Analyses MALDI - TOF - MS et B. Analyses MALDI - TOF - MS/MS du GW-OC12 et du GW-OC16 avec la matrice HCCA 
à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v). 
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2. ANALYSE DES MICELLES PAR MALDI – MS 

Après optimisation de la détection des principes actifs GW-OC12 et GW-OC16, des tests de détection 

concernant la micelle polymérique ont été réalisés. Comme précédemment, différentes matrices ont été 

testées afin de détecter au mieux les micelles puis les conditions de la préparation d’échantillon ont été 

optimisées afin de favoriser ce profil. La signature de la micelle a ensuite été validée par comparaison avec 

des PDAPEG libres et des micelles dialysées pour enfin optimiser les paramètres MS de la méthode de 

détection MALDI. 

a. Analyses MALDI-TOF des micelles PDAPEG 

Les analyses MALDI - MS de la micelle polymérisée composée de PDAPEG ont été effectuées en 

modes d’ionisation positif et négatif et en modes réflectron et linéaire. Les matrices identiques à celles de la 

détection des principes actifs GWO-C12 et GW-OC16 ont été utilisées, i.e. HCCA, THAP, DHB, DAN, 9AA, SA 

et dithranol (10 mg/mL dans une solution ACN/H2O (0,1 % de TFA), 50:50, v/v). Les micelles ont d’abord été 

analysées seules à une concentration de 0,1 mg/mL sur plaque MTP Ground Steel (Bruker, Allemagne) et ont 

pu être détectées en mode positif d’ionisation et en mode réflectron avec toutes ces matrices. Cependant, 

les matrices DHB, HCCA et THAP permettent d’obtenir des signaux supérieurs à 1x104 a.u. (arbitrary unit) 

contrairement aux matrices DAN, SA, 9AA, DHAP et dithranol (Figure 2.9). Après optimisation, la méthode 

d’acquisition a donc été fixée en mode réflectron avec une accumulation de 1000 tirs par spectre. 
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Figure 2.9 : Détection des micelles selon les matrices MALDI  

Analyse MALDI - MS de la micelle avec les matrices DAN, Dithranol, SA, DHB, 9AA, HCCA, DHAP et THAP à 10 mg/mL 
(ACN/H2O (0,1 % de TFA), 50:50, v/v) sur plaque MTP ground steel. 
 

Chacune de ces matrices a permis d’observer une signature PEG provenant des monomères de 

PDAPEG qui composent la micelle. Le PDAPEG utilisé ici a été synthétisé à partir d’un PEG 2000 constitué de 

45 unités monomériques et qui possède une masse de m/z 2341,5 après ajout du groupement 

polydiacétylène. Ce profil PDAPEG est donc détecté en MALDI - MS pour la micelle polymérique et est 

composé d’ions [M+Na]+ et [M+K]+ avec une intensité plus importante pour les adduits Na+. Les ions observés 

et provenant de cette signature possèdent une différence de masse de 15,95 Da soit la différence entre les 

deux adduits. De plus, les ions correspondant aux adduits [M+Na]+ ou [M+K]+ possèdent une différence de 

masse de 44 Da caractéristiques des unités C2H2O composant le PEG. Prenant uniquement en compte les 

adduits [M+Na]+, le spectre a également permis de remonter au monomère principal du PDAPEG qui a donc 

été détecté à m/z 2378,5 (Figure 2.10). Ces données permettent ainsi de valider que le profil observé 

correspond bien à la signature de la micelle de PDAPEG polymérisé. Ces mêmes adduits ont été observés en 

analyses MALDI-TOF par J. Kemptnera et al., 2010 [287] pour le développement de méthodes MALDI - MS 

afin d’analyser des monomères uniquement composés de PEGs réactifs dans des applications 
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pharmaceutiques. Szyszka et al., 2011 [288] ont retrouvé ces mêmes spectres dans une étude visant à 

quantifier des monomères de PEG dans des surfactants éthoxylés. 

 

 
Figure 2.10 : Spectre MALDI - MS de la signature correspondant à la micelle de PDAPEG. 

Analyse MALDI - MS sur plaque MTP ground steel de la micelle avec la matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O (0,1 % de 
TFA), 50:50, v/v) en ionisation positive et avec le mode d’acquisition reflectron. Accumulation de 1000 tirs par spectre 
avec un DIE de 250 ns et une fluence laser fixée à 70 %. 
 

Selon que les micelles polymériques sont reprises dans l’eau ou dans le méthanol, elles peuvent se 

présenter sous une forme associée ou dissociée. Malgré une potentielle dissociation pouvant être induite 

par l’impact laser, des études ont été réalisées concernant l’incidence de ces deux solvants de reprise sur le 

profil MS des micelles obtenu. En effet. Des analyses MALDI - MS ont donc été effectuées après reprise des 

micelles dans ces deux solvants et avec la matrice HCCA. Pour chaque matrice utilisée, le signal est 

systématiquement plus faible lorsque les micelles sont sous forme dissociée et donc reprises dans le 

méthanol. Les résultats sont exposés en Figure 2.11 avec uniquement les 3 matrices permettant d’obtenir 

les signaux les plus intenses du profil de la micelle à savoir les matrices DHAP, HCCA et DHB. Sachant que les 

micelles sont associées en milieu aqueux, une intensité plus faible suite à la difficulté de désorber de plus 

gros objets en MALDI pouvait être attendue. Cependant, il semblerait ici que la dissociation des micelles en 

plusieurs oligomères de 5 à 15 unités en solution 100 % MeOH rende la détection du profil PEG plus difficile. 
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En effet, le MeOH étant moins polaire que l’eau, ce solvant ne permet pas une ionisation aussi efficace que 

celle obtenue en solution aqueuse en analyse MALDI. 

 

 Figure 2.11 : Effet du solvant de reprise sur la signature de la micelle. 

Analyses MALDI - MS sur plaque MTP ground steel des micelles PDAPEG avec les matrices HCCA, THAP et DHB à 
10 mg/mL (ACN/H2O (0,1% de TFA), 50:50, v/v). La micelle PDAPEG a été reprise soit dans une solution 100 % MeOH ou 
100 % H2O à une concentration de 0,1 mg/mL. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation avec le 
mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser fixée à 
70 %. 
 
 

Ces tests de détection ont montré que la matrice HCCA permettait d’obtenir de meilleures 

performances d’ionisation de la micelle et des principes actifs. En effet, cette matrice induit ici une meilleure 

ionisation de la micelle polymérique que la THAP et elle permet également une détection optimale du GW. 

La matrice HCCA a donc été sélectionnée et la matrice DHB a été écartée car elle provoque une ionisation 
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plus faible du GW3965 que l’HCCA. Dès lors que la matrice et les conditions de solvants ont pu être 

sélectionnées, l’optimisation de la détection du profil de la micelle a été entreprise.  

b. Optimisation du profil d’adduits de la micelle 

Avec une signature claire des micelles polymériques et suite au choix pertinent de la matrice, une 

optimisation des sels ajoutés à la matrice HCCA a ensuite été réalisée afin d’obtenir un seul massif d’adduits. 

Différents sels ont donc été évalués tels que l’acétate de sodium, l’acétate de lithium [289], le chlorure de 

potassium, le sulfate de cuivre ou le nitrate d’argent. Ces sels ont premièrement été ajoutés à une 

concentration de 1 mg/mL au solvant de la matrice. Parmi ces sels, l’acétate de sodium, l’acétate de lithium 

et le chlorure de potassium ont semblé donner les meilleurs résultats. De plus, l’ajout d’acétate de sodium 

(Figure 2.12, A.1. et A.2.) ou de chlorure de potassium (Figure 2.12, A.4. et A.5.) a permis d’observer un seul 

massif d’adduits sur les spectres de masse contrairement à l’acétate de lithium (Figure 2.12, A.3. et A.2.) ou 

une faible proportion d’ions [M+Na]+ est encore observée. L’ajout d’acétate de sodium générant une 

intensité plus importante du signal, les expérimentations suivantes ont été réalisées dans ces conditions. 
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Figure 2.12 : Effet de l'ajout de sels sur la signature PEG . 

A. Analyses MALDI - MS des micelles PDAPEG à 0,1 mg/mL avec la matrice HCCA 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v) et 
1 mg/mL de AcNa (A.1. et A.2.), de AcLi (A.3. et A.4.) et de KCl (A.5. et A.6.). B. Formules du polymère PDAPEG avec les 
adduits Na+, K+ et Li+. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition reflectron, 
une accumulation de 1000 tirs par spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser fixée à 70 %. 
 

Les tests suivants ont consisté à évaluer les effets de la concentration de l’acétate de sodium sur le 

massif observé de la micelle. Pour cela, 3 concentrations ont été ajoutées à la matrice soit 0,1 ; 1 et 

10 mg/mL. La concentration en sel ne semble pas avoir un effet sur l’intensité du massif PEG représentant 

les micelles (Figure 2.13). La concentration en acétate de sodium a donc été fixée à 1 mg/mL, soit la 

concentration intermédiaire. 
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Figure 2.13 : Analyses MALDI - MS des micelles encapsulant un principe actif  selon la concentration 

d'acétate de sodium. 

Spectres MALDI - MS des micelles PDAPEG sur plaque MTP ground steel selon la concentration en acétate de sodium 
ajouté à 0,1 ; 1 ou 10 mg/mL à la matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v + 1 mg/mL de AcNa). Les acquisitions 
ont été réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition reflectron, une accumulation de 1000 tirs par 
spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser fixée à 70 %. 
 

La suite des expériences de validation et d’optimisation de la méthode de détection de la micelle 

ont donc été réalisées avec une concentration de 1 mg/mL d’acétate de sodium incorporée au solvant de la 

matrice HCCA (ACN/H2O, 70:30, v/v). 

c. Spécificité de la signature de la micelle et optimisation des paramètres MS 

Les protocoles de synthèse des micelles polymérisées de PDAPEG nécessitent des étapes de 

polymérisation et de sonication pour l’encapsulation du GW3965. Pour rappel, les monomères de PDAPEG 

sont d’abord placés en condition micellaire critique afin de former des micelles. Ces micelles sont ensuite 
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assemblées par irradiation à la lumière UV (254 nm). Cette étape de photopolymérisation conduit à la 

formation de liaisons covalentes en 1-4 entre les unités amphiphiles des chaines polydiacétylène des 

monomères. Enfin, le GW3965 est encapsulé au sein des micelles grâce à une étape de sonication. Les 

solutions obtenues après chacune de ces étapes ont donc été analysées pour s’assurer que la signature 

obtenue provient bien de la micelle et non de potentiels PDAPEG libres restant. De plus, une étape de dialyse 

a été réalisée pour filtrer les micelles polymérisées des PDAPEG restés libres et le dialysat a également été 

analysé par MALDI - MS.  

Ces analyses ont uniquement été effectuées avec la matrice HCCA à une concentration de 10 mg/mL 

(EtOH/H2O, 70:30, v/v, 1 mg/mL de AcNa). Les spectres du PDAPEG seul, du PDAPEG soniqué, de la micelle 

polymérisée et soniquée et de la micelle polymérisée, soniquée et dialysée ont été comparés (Figure 2.14). 

  

Figure 2.14 : Comparaison du profi l PEG selon les traitements de la micelle.  

Analyses MALDI - MS des micelles PDAPEG (A.), des PDAPEG non polymérisées sans (B.) et avec sonication (C.) ainsi que 
des micelles dialysées (D.) à 0,1 mg/mL avec la matrice HCCA 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v + 1 mg/mL de AcNa) et 
sur plaque MTP ground steel. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition 
reflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser fixée à 70 %. 
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Chaque spectre acquis correspond à la signature de la micelle polymérisée et soniquée. Si la 

signature des PDAPEG non polymérisés correspond à celle de la micelle polymérisée, soniquée et dialysée, 

cela confirme que la signature analysée provient effectivement de monomères de PDAPEG qui n’ont pas été 

polymérisés et qui sont incorporés à la micelle. Ce test permet donc de confirmer la présence caractéristique 

de micelles via l’observation de cette signature PDAPEG. De plus des analyses en ESI-QTOF ont été réalisées 

et ont également permis l’observation des massifs de monomère de PDAPEG non polymérisée mais pas de 

la micelle entière.  

Les paramètres d’acquisition MS ont ensuite été optimisés. Tout d’abord, le délai d’extraction a été 

modifié de 50 à 350 nanosecondes et des variations dans la distribution du profil ont été observées. En effet, 

un dédoublement du massif PDAPEG est observé avec des différences de masse de 44 entre m/z 1200 et 

1900 et fonction de la diminution du temps d’accumulation en source. (Figure 2.15). Ce massif pourrait 

provenir d’un effet de pyrolyse entrainé par la source laser ou d’une fragmentation du PDAPEG en source. 

Plus particulièrement à 50 ns, un troisième massif semble même apparaitre entre m/z 600 et 1100. De plus, 

l’intensité la plus importante a été observée à 1,25x104 à 150 ns. Cette intensité diminue de 150 ns à 50 ns 

et de 150 ns à 350 ns. La variation dans les délais d’extraction permet de mieux visualiser l’une ou l’autre des 

deux distributions mais ne contribue pas à leur formation. Ce type de spectre a également été observé par 

R. P. Lattimer, 2000 [290], les auteurs ont proposé un mécanisme de décomposition radicalaire suite à la 

pyrolyse de PEG 2000. A. Marie et al., 2000 [291] ont proposé cette même interprétation mais suite à une 

pyrolyse de PEG 6000 induite en source par la température du laser. Les auteurs ont proposé comme 

hypothèse que les oligomères PEG neutres de masses élevées désorbés se fragmentent pour donner des 

oligomères de masses inférieures qui sont ensuite ionisés par désolvatation des agrégats. 
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Figure 2.15 : Effet du délai d'extraction pour la signature de la micelle.  

Variation du délai d’extraction de 50 à 350 nanosecondes lors d’analyses MALDI - MS des micelles à 0,1 mg/mL avec la 
matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v) et 1 mg/mL de AcNa sur plaque MTP ground steel. Les acquisitions ont 
été réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition reflectron, une accumulation de 1000 spectres une 
fluence laser fixée à 70 %. 
 

En plus de la variation du délai d’extraction, l’effet de l’augmentation de la fluence a également été 

évalué. Après analyse, l’apparition des produits de dégradation du PEG en fragments de masses inférieures 

a également été observée à partir d’une fluence laser de 65 % (Figure 2.16). L’apparition de ce massif à des 

fluences plus élevées confirmerait la fragmentation du PDAPEG en source. S. J. Wetzela et al. [292] ont 

également observé en 2004 un phénomène de modification du massif suite à une étude de l’effet de l'énergie 

matricielle et laser sur quatre polymères synthétiques de faible polydispersité et de stabilité thermique 

variable, dont le PEG. Néanmoins, ils ont davantage observé un décalage du poids moléculaire moyen de la 

micelle qu’un dédoublement du massif. En effet, selon les polymères analysés les réactions observées face 

aux variations de laser et de matrices peuvent différer en raison d’une stabilité thermique variable du 
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polymère. Ce phénomène pourrait ici expliquer les différences observées entre la micelle et le PDAPEG non 

polymérisé qui semble donc plus stable vis-à-vis de l’énergie du laser (Figure 2.17). 

 
 

 
Figure 2.16 : Spectre MALDI - MS de la micelle en fonction de la fluence laser.  

Variation de la fluence de 50 % à 75 % lors des analyses MALDI - MS des micelles à une concentration de 0,1 mg/mL 
avec la matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v + 1 mg/mL de AcNa) et avec un délai d’extraction de 250 ns sur 
plaque MTP ground steel. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition 
reflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre et un DIE de 250 ns. 
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Figure 2.17 : Variation du signal PDAPEG selon la fluence laser.  

Variation de la fluence de 50 % à 75 % lors des analyses MALDI-TOF des monomères de PDAPEG non polymérisés à une 
concentration de 0,1 mg/mL avec la matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v + 1 mg/mL de AcNa) et avec un 
délai d’extraction de 250 ns sur plaque MTP ground steel. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation 
avec le mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre et un DIE de 250 ns. 
 

Ces analyses de la micelle polymérique et des monomères de PDAPEG ont permis de déterminer 

une signature PEG spécifique de la présence des micelles fabriquées à partir du polymère PDAPEG polymérisé 

par impulsion laser UV. La détection de la micelle est donc optimale en milieu aqueux avec la matrice HCCA 

et l’ajout de 1 mg/mL d’acétate de sodium. Cet ajout permet la formation d’un massif monodisperse du PEG. 
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Après étude du DIE et de la fluence laser, le délai d’extraction a été fixé à 250 nanosecondes avec une fluence 

inférieure à 65 % pour éviter l’apparition du massif de dégradation. 

3. ANALYSES DU PRINCIPE ACTIF ENCAPSULE DANS LA MICELLE 

Suite aux développement et optimisations des méthodes pour l’analyse du principe actif et de la 

micelle, les molécules cibles ont maintenant été analysées simultanément. L’utilisation de la matrice HCCA 

avec ajout d’acétate de sodium, condition optimale pour la détection de la micelle, permet une détection 

des deux composés (Figure 2.18) en MALDI - MS. Ces sels ont permis de garder un profil de micelles 

polymériques monodisperses et n’ont pas ou peu entrainé la formation d’un ion [M+Na]+ pour le principe 

actif GW-OC12. Cependant, l’analyse du GW3965 incorporé à la micelle a montré une diminution du signal 

de la micelle polymérique et non du GW-OC12. 

 
Figure 2.18 : Spectres MALDI - MS de la détection simultanée du GW-OC12 et de la micelle.  

Analyses MALDI - MS de la micelle PDAPEG seule à 0,1 mg/mL ou encapsulant le GWOC12 (0,01 mg/mL) et du GW-OC12 
seul à 0,1 mg/mL avec la matrice HCCA 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v, 1 mg/mL de AcNa) sur plaque MTP ground steel. 
Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition reflectron, une accumulation 
de 1000 tirs par spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser de 65 %. 
 

Les analyses MALDI - MS ont également été réalisées sur les solutions du principe actif encapsulé 

repris dans l’eau (micelles associées) ou le méthanol (micelles dissociées). Contrairement aux résultats 

précédents où les analyses de la micelle en condition aqueuse favorisaient sa détection, ici l’analyse de la 

micelle encapsulant le GW3965 donne des signaux plus ou moins similaires lorsque le solvant de reprise est 

le MeOH (Figure 2.19). Cependant, le spectre A. de la Figure 2.19 correspondant au GW3965 encapsulé a 
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montré une détection du GW-OC12 à 3x104 a.u. soit une intensité plus importante que sur le spectre B. où 

le GW3965 est libéré et possède un intensité de 2x104 a.u.. Ces résultats soulèvent la question de la réelle 

encapsulation du principe actif au sein de la micelle. Les hypothèses d’une simple adsorption de la molécule 

à la surface de la micelle polymérique ou de l’encapsulation d’une faible proportion du GW3965 peuvent 

être émises sur la base de ces résultats. 

 

 
Figure 2.19: Analyses MALDI - MS du GW-OC12 encapsulé selon les conditions de solvant. 

Analyses MALDI - MS de la micelle encapsulant le GW-OC12 (m/z 750,6) dans les solvants de reprise 100 % H2O (A.) ou 
100 % MeOH (B.) (spectres répétables sur n = 3) avec la matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O (0,1 % de TFA), 70:30, v/v 
+ 1 mg/mL de AcNa) sur plaque MTP ground steel. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation avec le 
mode d’acquisition reflectron, une accumulation de 1000 spectres et un DIE de 250 ns et une fluence laser de 65 %. 
 

Les méthodes MALDI - MS développées suite aux analyses du principe actif et de la micelle ont donc 

permis de les détecter simultanément. Les conditions optimales correspondent donc à l’utilisation de la 

matrice HCCA à une concentration de 10 mg/mL en conditions de solvant ACN/H2O (70:30 v/v) et avec 

l’incorporation de 1 mg/mL d’acétate de sodium. Les paramètres d’acquisition définitifs sont donc : mode 

positif d’ionisation et d’acquisition en réflectron avec 1000 tirs accumulés par spectre, un DIE de 250 

nanosecondes et fluence laser de 65 % 
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III. DEVELOPPEMENTS ANALYTIQUES POUR LA DETECTION DU PRINCIPE ACTIF SUR TISSU 

Pour la détection sur coupe tissulaire du principe actif encapsulé dans la micelle, les solvants de 

reprises ont tout d’abord été optimisés afin d’être compatibles avec des dépôts sur tissus. Des analyses sur 

coupes de foies et de cerveaux ou sur des extraits de foies ont ensuite été réalisées. Enfin, la détection du 

principe actif a été optimisée grâce à des lavages, des dégradations chimiques ou enzymatiques et des 

dérivations chimiques réalisées directement sur coupes de tissus. 

1. DETECTION DU PRINCIPE ACTIF ET DE LA MICELLE SUR COUPES DE TISSUS 

Le mélange chloroforme/méthanol préconisé par le SCBM pour la reprise du principe actif modifié 

par les chaines hydrophobes semble incompatible avec les développements analytiques sur tissu. En effet, 

un lavage au chloroforme peut entrainer une délipidation de la zone d’intérêt et une délocalisation des 

lipides [155]. Nous avons donc choisi de reprendre le GW3965 dans 100 % de méthanol ou dans un mélange 

MeOH/H2O, 90:10, v/v, évitant la délipidation mais pas forcément la délocalisation. Une faible proportion 

d’eau a été ajoutée ici pour améliorer la qualité des dépôts et éviter la propagation des gouttes sur plaque 

MALDI ou sur coupes de tissus. La reprise du GW-OC16 avec ces deux conditions de solvants n’a pas eu 

d’effet sur sa détection hors tissus même après diminution de la concentration de 100 à 10 ng/µL (Figure 

2.20). 
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Figure 2.20 : Effet de la dilution et du solvant de reprise sur le signal du GW-OC16. 

Analyses MALDI - MS du GW-OC16 (m/z 806,4) à 10 ; 25 ; 50 et 100 ng/mL. La molécule a été reprises soit dans le MeOH 
(A.) ou dans un mélange MeOH/H2O (90:10, v/v) (B.) puis analysées avec la matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, 
v/v) + 1 mg/mL de AcNa sur plaque MTP ground steel. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation 
avec le mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 spectres et un DIE de 250 ns et une fluence laser de 
65 %. 

Le GW-OC16 a ensuite été analysé à l’aide de la matrice HCCA (10 mg/mL, ACN/H2O, 70:30, v/v + 

1 mg/mL d’AcNa) sur coupes de foie à ces 4 mêmes concentrations et un effet d’extinction tissulaire a 

clairement été observé, même à la concentration de 100 ng/mL (Figure 2.21, A.). Les ions m/z 794,5 et 806,4 

caractéristiques du GW-OC16 ne sont plus détectés sur coupes de foie à cause de l’interférence d’ions 

endogènes provenant des lipides présents dans la gamme de masse m/z 720 à 900. Afin de vérifier cet effet 

matrice, le GW-OC16 à la concentration de 0,1 mg/mL a également été déposé sur coupe de cerveau (Figure 

2.21, B.). Après comparaison des spectres, le GW3965 a été détecté avec plus de facilité sur coupes de 

cerveaux que de foies. Cette expérience confirme donc un effet d’extinction du signal fonction de la matrice 

considérée. Pour éviter ces interférences, des protocoles de lavage, de dégradation chimique ou 

enzymatique ou de dérivation ont été testés et sont décrits la suite de ce chapitre. 
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Figure 2.21 : Analyse MALDI - MS du GWOC16 sur coupes de tissus.  

Analyses MALDI - MS du GW-OC16 à 0,1 mg/mL. La molécule a été reprises soit dans le MeOH ou dans un mélange 
MeOH/H2O (90:10, v/v) puis analysées avec la matrice HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa sur 
coupe de foie (A.) ou de cerveau (B.) à 12 µm d’épaisseur. Les acquisitions ont été réalisées en mode positif d’ionisation 
avec le mode d’acquisition reflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser 
de 65 %. 
 

Parallèlement, la détection de la micelle encapsulant le GW-OC12 a également été effectuée sur 

coupe de foie. Ces analyses ont uniquement permis d’observer le principe actif lorsque le solvant de reprise 

correspondait à l’eau et que la micelle était donc encore associée (Figure 2.22, A.). Etonnamment, en 

présence de méthanol où la micelle y est dissociée (Figure 2.22, B.) le GW-OC12 n’est pas observé. 

L’encapsulation du GW3965 semble donc avoir un effet bénéfique sur la détection du principe actif et 

diminuerait donc les effets matrices. De plus, l’ajout d’acétate de sodium dans le solvant de la matrice ne 

semble pas améliorer la monodispersion du signal PEG avec autant d’efficacité sur coupe de foie que sur 

plaque MALDI. En effet, la détection d’ions [M+Na] + et [M+K]+ a été observée ici. 
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Figure 2.22 : Analyses MALDI - MS de la micelle encapsulant le GW-OC12 sur coupes de foie. 

Analyses MALDI - MS des micelles encapsulant le GW-OC12 (indiqué en vert sur le spectre) à 0,1 et 0,01 mg/mL 
respectivement. Les molécules ont été reprises soit dans l’eau (A.) ou dans le MeOH (B.) puis analysées avec la matrice 
HCCA à 10 mg/mL (ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa sur coupe de foie à 12 µm d’épaisseur. Les acquisitions ont 
été réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 tirs par 
spectres, un DIE de 250 ns et une fluence laser de 65 %. 
 

L’analyse sur tissus du principe actif semble être entravée par les interférences générées par les 

espèces lipidiques en présence. Cependant la transposition de la méthode MALDI - MS pour la détection de 

la micelle est effective et le GW parait plus détectable sur tissus après encapsulation dans la micelle. Malgré 

cela, des développements ont été réalisés soit dans le but d’éliminer les lipides soit pour améliorer la 

sensibilité de détection du GW-OC16. 

2. TRAITEMENTS POUR L’ELIMINATION DES IONS ENDOGENES INTERFERENTS 

Pour pallier ces interférences issues des lipides endogènes, différents protocoles ont été 

expérimentés comme des lavages sur tissus, la dégradation chimique et la dégradation enzymatique. Pour 

cela, des tests ont premièrement été réalisés en solution sur des mélanges de lipides ou sur des extraits 

lipidiques issus de foies. 
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a. Lavage au chloroforme des coupes de tissu 

Afin d’éliminer ces interférences induites par la présence de lipides au sein du tissu, la première 

étape a été de réaliser un lavage au chloroforme pour tenter de les éliminer [155]. La coupe a donc été lavée 

dans un bain de chloroforme avant dépôt du GW-OC12 ou du GW-OC16 à une concentration de 0,1 mg/mL. 

Les spectres ont été comparés avec des dépôts réalisés sur des coupes sans lavage. Le GW-OC12, possédant 

une masse plus faible que les lipides endogènes observés ici a été détecté quelle que soit la condition 

d’analyse. Cependant, le GW-OC16 se trouve au milieu du massif interférent (Figure 2.23). La comparaison 

du spectre acquis sur tissu lavé ou non semble indiquer une amélioration de la détection grâce au lavage au 

chloroforme. Pourtant, H. Yang et al., [155] ont utilisé en 2018 ce lavage sur coupes de tissus pour 

l’amélioration de la détection de petites molécules tels que les métabolites en imagerie MALDI MS. 

 

 
Figure 2.23 : Spectre MALDI - MS obtenus après lavage au chloroforme du tissu.  

Analyses MALDI - MS des GW-OC12 et GW-OC16 à 0,1 mg/mL sur lame ITO et sur coupe de foie de 12 µm préalablement 
lavée au chloroforme ou non. Les acquisitions ont été réalisées avec la matrice HCCA à 10 mg/mL ((ACN/H2O, 70:30, v/v) 
+ 1 mg/mL AcNa) en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition reflectron, une accumulation de 1000 spectres 
et un DIE de 250 ns et une fluence laser de 65 %. 
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Les ions retrouvés sur le spectre MS² de l’ion m/z 750 acquis sur coupe de foie après lavage au 

chloroforme correspondent bien à la signature du GW-OC12. Les ions isobares au GW-OC12 qui proviennent 

majoritairement de diglycérides et triglycérides n’interfèrent pas avec ce dernier et ne sont pas observés sur 

les spectres. Cependant, en comparant les spectres MS² obtenus à partir de l’ion m/z 806, les ions retrouvés 

sont caractéristiques d’un lipide isobare et non du GW-OC16. (Figure 2.24). En effet, l’ion interférent au GW-

OC16 peut provenir ici d’un diglyceride, d’un triglyceride, d’un acide phosphatidique, d’une 

phosphatidylcholine (PC), d’un phosphatidylInositol, d’un hexosecéramide d’un dihexosecéramide ou d’une 

sphingomyéline possédant tous un m/z de 806. Cependant, l’ion m/z 183,93 obtenu en MS² provient de la 

fragmentation au niveau d’une tête phosphocholine validant ainsi la présence de la PC. De plus, la présence 

de deux ions m/z 183,93 et à m/z 146,84 indiquerait la présence de deux PC interférentes : la PC 38a:6 à 

[M+H]+ = 806,5694 et la PC 36a:3 à [M+Na]+ = 806,5670. Il est important de noter ici que le mode de 

fragmentation du MALDI-TOF/TOF Ultraflextreme™ élimine les ions parents du spectre MS² via la cellule 

PLMS, Post LIFT Metastable Supression (voir l’Annexe 3). 

 

Figure 2.24 : Analyses MS² après délipidation de la coupe de foie au chloroforme. 

Analyses MS² des ions m/z 750 et m/z 806 après lavage de la coupe de foie au chloroforme. La fragmentation de l’ion 
parent 750 induit la formation des ions spécifique au GW-OC12 à m/z 180 et m/z 570. La fragmentation de l’ion parent 
806 induit la formation d’ions caractéristiques aux phosphocholines. 
 

Le lavage au chloroforme semble donc efficace pour la détection du GW-OC12 mais pas pour celle 

du GW-OC16. Pour cela, des protocoles de dégradation chimique et enzymatique ont été entrepris à la fois 

sur extraits lipidiques totaux et sur coupes de tissus. 
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b. Dégradation chimique en extrait lipidique 

L’hydrolyse alcaline, ou saponification, a pour but d’hydrolyser les liaisons ester afin de diminuer la 

masse exacte des lipides par hydrolyse et permettre ainsi la détection des principes actifs entre 700 et 850 

m/z. Pour cela, les dégradations ont tout d’abord été réalisées sur des extraits lipidiques incorporant les 

principes actifs. La première étape a donc été de déterminer la phase d’extraction des GWs. Dans le but de 

simuler un protocole d’extraction de foies provenant de souris exposées au GW3965 encapsulé dans la 

micelle, ces molécules ont été ajoutées seules ou 

en mélanges à une concentration de 0,05 mg/mL 

via le solvant d’extraction chloroforme/méthanol. 

Suite au protocole d’extraction, les phases 

inférieures (phase organique, Chloroforme) et les 

phases supérieures (phase aqueuse, MeOH/H2O) 

ont été analysées en MALDI - MS. Lors de l’ajout 

de 0,05 mg/mL, les ions [M+H]+ des GW-OC12 et 

de GW-OC16 ont été détectés dans la phase 

inférieure soit la phase organique contenant le 

chloroforme (Figure 2.25). En effet, la structure 

hydrophobe des principes actifs semble entrainer 

une plus grande affinité de ces molécules pour la 

phase organique. De ce fait, les dégradations 

chimiques ont été réalisées sur la phase 

organique après extraction lipidique. 

Une fois la phase d’extraction identifiée 

pour les GW3965, les étapes de dégradation 

chimique des principes actifs ont pu être 

effectuées. Pour cela, une solution de 0,25 M de 

NaOH dans un mélange MeOH/H2O (90:10) a été 

ajoutée à la phase organique obtenue suite aux 

extractions lipidiques. L’ajout de NaOH va ainsi permettre l’hydrolyse des fonctions ester des lipides présents 

au sein du mélange. Sachant que les principes actifs modifiés par une chaine carbonée possèdent également 

cette fonction, la dégradation chimique va également les impacter. En effet, sur la Figure 2.26, l’ion 

m/z 582,1, commun aux deux GWs sans leur chaine grasse de 12 ou 16 carbones a été observé après analyse 

MALDI - MS. De plus, après analyses MS², les ions m/z 180,8 et 401,9 sont également retrouvés, preuve que 

l’ion m/z 582,1 provient des bien des GWs hydrolysés. 

Figure 2.25 : Répartition des GO dans les phases 

d’extraction lipidique.  

Analyses MALDI - MS avec la matrice HCCA à 10 mg/mL 
((ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa) de la phase 
aqueuse et de la phase organique après extraction 
lipidique de foies de souris. Les acquisitions ont été 
réalisées en mode positif d’ionisation avec le mode 
d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 tirs 
par spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser de 65 %. 
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Figure 2.26 : Spectre MALDI - MS après hydrolyse alcaline sur des extraits lipidiques de foie. 

A. Analyses MALDI - MS de l’hydrolyse alcaline sur les extraits lipidiques de foie réalisés selon la méthode d’extraction 
de Folch. Les acquisitions ont été réalisées avec la matrice HCCA à 10 mg/mL ((ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa) 
en mode positif d’ionisation avec le mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 spectres et un DIE de 250 
ns et une fluence laser de 65 %. B. Analyses MS² de l’ion m/z 582 correspondant à l’ion issu de la saponification de l’ester 
des GW-OC12 et GW-OC16. 
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Malgré le succès de l’hydrolyse alcaline sur les lipides et sur les deux principes actifs, les conditions 

utilisées pour cette dernière ont semblé trop drastiques pour être appliquées sur tissus sans altérer l’intégrité 

des coupes tissulaires. En effet, l’utilisation de soude à 0,25 N peut entrainer la dégradation des tissus. De 

plus, suite à cette hydrolyse, la distinction entre le GW-OC12 et le GW-OC16 n’est plus possible. Pour cela, 

l’utilisation d’un traitement enzymatique plus doux et dégradant uniquement les lipides a donc été 

investiguée comme alternative. 

c. Essais de dégradation enzymatique en extrait lipidique 

Dans le but de dégrader les espèces lipidiques à l’origine des ions interférents, qui sont notamment 

des phospholipides présents dans la même gamme de masses que le GW-OC16, une seconde stratégie de 

dégradation enzymatique a été expérimentée sur les extraits lipidiques et sur tissus. Le choix des enzymes 

s’est tourné vers des phospholipases telles que les phospholipases C (PLC) de C. perfringens et de B. cereus 

et la phospholipase D issu du chou. I. U. Kouzel et al., 2014 [293] ont également utilisé la PLC pour la 

caractérisation structurale des glycosphingolipides au sein d’extraits lipidiques grâce à la dégradation 

enzymatique des phospholipides préalablement aux analyses MALDI – MS. Plus particulièrement en MSI, S. 

Vens-Cappell et al., 2016 [158] ont également utilisé la PLC sur tissu pour une meilleure imagerie MALDI - MS 

de ces glycosphingolipides neutres grâce à l’élimination des PC. 

Lors des analyses MALDI - MS, la première difficulté rencontrée a été la présence de PEG interférents 

dans les solutions contenant uniquement les phospholipases C (Figure 2.27, A. et B.). Malgré l’utilisation de 

contenant en verre, un massif PEG 2000 a systématiquement été observé avec la méthode MALDI - MS 

destinée à l’analyse du principe actif et de la micelle. De plus, le massif de PEG analysé a été observé aux 

mêmes masses que celui du massif signature de la micelle polymérique. Ce PEG est présent dès le lyophilisat 

des enzymes car il est en fait utilisé lors des procédés de dialyse impliqués dans la production de ces enzymes. 

Pour cela, le choix s’est donc porté sur l’utilisation de la phospholipase D pour la dégradation des 

phosphocholines interférentes (Figure 2.27, C.). 
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Figure 2.27 : Analyses MALDI - MS des phospholipases C et D en solution tampon. 

Analyse MALDI - MS des enzymes PLC et PLD reprises chacune dans leur tampon optimal. Les acquisitions ont été 
réalisées avec la matrice HCCA à 10 mg/mL ((ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa) en mode positif d’ionisation avec 
le mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre et un DIE de 250 ns et une fluence laser de 
65 %. 
  

Dans un premier temps, la dégradation enzymatique a été effectuée sur les phases organiques des 

extraits lipidiques totaux contenant les GW-OC12 et GW-OC16. L’utilisation de la PLD a permis l’élimination 

des ions endogènes interférents (Figure 2.28, A.) pour une meilleure détection des GWs au sein des extraits 

lipidiques (Figure 2.28, B.). L’utilisation des PLC a également permis la détection des principes actifs dans ces 

mêmes extraits lipidiques mais ces enzymes ne peuvent pas être utilisées pour la détection des principes 

actifs encapsulés de par la présence de motifs PEG interférents.  
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Figure 2.28 : Analyses MALDI - MS des extraits de foie avec les principes actifs  et traités avec la PLD. 

Analyses MALDI - MS de la phase organique des extraits lipidiques avec incorporation du GW-OC12 (m/z 750,3) et GW-
OC16 (m/z 806,3) sans action de la PLD (B.) et après dégradation des lipides avec la PLD (A.) Les acquisitions ont été 
réalisées avec la matrice HCCA à 10 mg/mL ((ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa) en mode positif d’ionisation avec 
le mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre, un DIE de 250 ns et une fluence laser de 
65 %. 
 

Après le succès de la dégradation enzymatique des ions interférents pour la détection des principes 

actifs, cette dégradation a été expérimentée sur des extraits de foie provenant de souris ayant été exposées 

aux micelles encapsulant le GW-OC16. Les expériences in vivo, ont finalement été réalisées uniquement avec 

le GW-OC16 car il permet une plus grande stabilité au sein des micelles de PDAPEG polymérisés. Cette 

molécule a précédemment été dosée à 10 µM (8,06 ng/mL) dans ces mêmes extraits de foie par LC-MS. Les 

extractions ont donc été réalisées avec le même protocole que celui utilisé pour ces dosages. Ce protocole 

correspond à celui mis au point par Robert Thaï, qui a réalisé les expérimentations au SIMOPRO. Après 

analyses MALDI - MS des extraits lipidiques (Figure 2.29, A.) et des extraits lipidiques traités à la PLD (Figure 

2.29, B.), les résultats ont montré une dégradation efficace des lipides endogènes mais n’ont cependant pas 

permis d’améliorer la détection du GW-OC16. Il semblerait ici que les problèmes de détection des principes 

actifs au sein de la matrice foie ne soit pas seulement imputables à un problème d’interférences mais 

également à un manque de sensibilité dû à un effet de suppression d’ions trop important de par la présence 

des lipides. 
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Figure 2.29 : Analyses MALDI - MS des extraits de foie issu de souris traitées au GW -OC16 et traités 

avec la PLD. 

Analyses MALDI - MS de la phase organique des extraits lipidiques de foie de la souris exposée au GW-OC16 encapsulé 
dans la micelle sans action de la PLD (A.) et après dégradation des lipides avec la PLD (B.) Les acquisitions ont été réalisées 
avec la matrice HCCA à 10 mg/mL ((ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa) en mode positif d’ionisation avec le mode 
d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 spectres et un DIE de 250 ns et une fluence laser de 65 %. 
 

Des alternatives pour l’élimination des phosphatidylcholines ont été proposées par d’autres équipes 

comme celle de R. A. Johanson et al., [294]. Elles reposent sur l’utilisation d’une colonne échangeuse de 

cations sur gel de silice afin d’adsorber les lipides cationiques et ainsi éliminer les PC de leurs extraits 

lipidiques. Cependant ces techniques ne sont pas directement transposables aux protocoles d’imagerie par 

spectrométrie de masse. Pour l’analyse des principes actifs sur coupes de tissus, un protocole alternatif de 

dérivation des principes actifs a été expérimenté afin d’augmenter leur sensibilité de détection. 

3. ESSAIS DE DERIVATION DU PRINCIPE ACTIF 

Dans le but d’améliorer la détection des principes actifs en milieu biologique, une troisième option 

a été envisagée : la dérivation chimique. Un protocole de méthylation à base de CH3I [295] [296] [297] a été 

choisi étant donné la faible disponibilité de fonctions réactives sur les GW-OC12 et GW-OC16. La méthylation 

de l’amine tertiaire permettrait d’obtenir une charge permanente sur la molécule et ainsi diminuer l’effet 

d’extinction tissulaire que l’on observe en améliorant sa détectabilité. Sachant que le GW-OC16 a été dosé à 

10 µM dans des foies de souris exposée à cette molécule, les réactions de dérivation ont dans un premier 

temps été réalisées à cette concentration dans l’EtOH. Les solutions ont été agitées à 37 °C au Thermomixer® 

pendant 30 minutes, 1 heure, 2 heures ou une nuit d’incubation. Différents protocoles de dérivation ont été 

testés mais aucun n’a donné de résultat probant à température ambiante, et ce même dans des conditions 

extrêmes après une nuit d’incubation avec 1 M de CH3I. Malgré cette importante concentration de CH3I, la 
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formation de l’azote quaternaire n’est pas obtenue. De ce fait, des conditions plus drastiques ont été 

appliquées aux réactions avec une atmosphère sous argon, des températures de 50 °C et une agitation avec 

barreau aimanté. Seuls les protocoles de dérivation effectués en condition « neat », soit par ajout direct du 

CH3I sur la poudre de GW-OCH3 ont permis d’observer une méthylation partielle de l’amine tertiaire (Figure 

2.30). L’encombrement stérique de l’amine tertiaire limite sa fonctionnalisation et sa méthylation et 

nécessite donc des conditions drastiques. Celles-ci sont malheureusement difficilement transposables aux 

analyses MALDI - MS ou MSI. 

 

 
Figure 2.30 : Analyse MALDI - MS après dérivation du GW-OCH3.  

Analyse du GW-OCH3 après dérivation avec le CH3I en conditions drastiques (A.). Les acquisitions MALDI - MS ont été 
réalisées avec la matrice HCCA à 10 mg/mL ((ACN/H2O, 70:30, v/v) + 1 mg/mL AcNa) en mode positif d’ionisation avec 
le mode d’acquisition réflectron, une accumulation de 1000 tirs par spectre et un DIE de 250 ns et une fluence laser de 
65 %. B. Analyses MS² du GW-OCH3 après dérivation. C. Analyse du GW-OCH3 sans dérivation. 
 

Malgré toutes les procédures expérimentales entreprises dans le but d’éliminer les interférences 

engendrées par les lipides endogènes ou les essais de dérivation afin de gagner en sensibilité, la détection 

des principes actifs sur coupes de tissus n’a pas pu être observée. C’est pourquoi, il est primordial de 

continuer à développer des méthodes permettant d’améliorer la détection de molécules au sein de milieux 

biologiques complexes en imagerie par spectrométrie de masse. 
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D. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES  

Les micelles ont fait l’objet d’analyses dans le cadre d’une étude visant à développer des systèmes 

micellaires polymériques de PDAPEG ciblant des plaques d’athéromes et délivrant le GW3965 ou ses 

analogues, agonistes des récepteurs LRX. Souhaitant connaitre le devenir de ces deux composés au sein de 

tissus, des études ont donc été effectuées en MALDI - MS et MALDI - MSI dans le but d’obtenir une 

caractérisation structurale et une biodistribution simultanée de la micelle et du principe actif in situ. 

Des développements analytiques ont tout d’abord été entrepris afin de détecter séparément les 

principes actifs : GWOC12 et GW-OC16, et la micelle de PDAPEG polymérisés. Pour cela, un panel de matrice 

MALDI a été utilisé pour l’optimisation de la détection de ces composés. La matrice permettant la détection 

optimale du principe actif et de la micelle s’est révélée être la même soit la matrice HCCA à une concentration 

de 10 mg/mL (70:30, ACN/H2O, v/v). Cette matrice a donc permis la détection du GW-OC12 et du GW-OC16 

sous leur forme protonée [M+H]+ et du massif PDPEG sous forme d’adduits [M+Na]+ et [M+K]+. Afin d’obtenir 

un seul massif correspondant à la micelle, des sels d’acétate de sodium ont été ajoutés à la matrice à une 

concentration de 1 mg/mL. Le profil MS détecté pour la micelle polymérique PDAPEG a ensuite été comparé 

au monomère seul et non polymérisé et à la micelle polymérisée et dialysée afin de confirmer la signature 

observée. Suite à la mise au point de la détection des composés analysés séparément, les conditions 

optimales de chaque méthode ont été combinées dans le but d’obtenir une détection conjointe du principe 

actif et de la micelle en MALDI - MS. Les paramètres ont donc été fixés en utilisant le mode positif d’ionisation 

et d’acquisition réflectron avec 1000 tirs par spectre, un DIE de 250 nanosecondes et une fluence laser 

moyenne de 65 % avec la matrice HCCA (10 mg/mL (70:30, ACN/H2O, v/v) + 1 mg/mL d’AcNa). 

L’étape suivante a donc été de détecter ces molécules dans un milieu biologique complexe. 

Cependant, le GW-OC16 s’est révélé non détectable sur coupe tissulaire en raison de l’interférence d’ions 

provenant de phosphatidylcholines. Le GW-OC12, détectable sur coupe de foie et de cerveau, n’a cependant 

pas été utilisé pour les injections in vivo à cause d’une stabilité inferieure au sein des micelles polymériques 

PDAPEG. Par ailleurs, de futures études pourraient être réalisées sur des plaques d’athérome afin de vérifier 

le seuil de détectabilité des principes actif sur ces tissus.  

Afin de pallier le manque de sensibilité d’une détection sur tissus, plusieurs protocoles de 

prétraitement des échantillons ont été évalués, dont les lavages sur coupes, la dégradation chimique, la 

dégradation enzymatique et la dérivation. Seule la dégradation enzymatique utilisant la phospholipase D a 

permis la détection du GW-OC16 après ajout dans des extraits lipidiques. Cependant cette technique n’a pas 

permis de le détecter dans les extraits lipidiques issus de foies de souris exposées au GW-OC16 encapsulé 

dans la micelle PDAPEG. Cette absence de détection, potentiellement due à un manque de sensibilité de la 

technique MALDI - MS a donc nécessité le développement de protocoles de dérivation du GW-OC16. Pour 



PARTIE B : ETUDES EXPERIMENTALES, CHAPITRE 2 : DEVELOPPEMENT D’UNE STATEGIE ANALYTIQUE POUR L’ETUDE DE NANO-
OBJETS DE TYPE MICELLAIRE 

 
 

- 234 -  

cela, l’ajout d’un groupement méthyl sur l’azote tertiaire a été expérimenté afin d’introduire une charge 

permanente grâce à la formation d’une amine quaternaire et ainsi augmenter la sensibilité de détection de 

cette molécule. Il s’est avéré que les conditions nécessaires à cette méthylation ont été trop drastiques pour 

son application sur coupes tissulaires afin d’obtenir des données MALDI - MSI. 

C’est pourquoi, un projet en collaboration avec les équipes du SCBM a été débuté à la fin de cette 

thèse concernant la synthèse de nouvelles molécules pour la réalisation d’une chimie click in situ pour la MSI. 

Des premiers travaux très prometteurs ont déjà été initiés par Maxime Riberaud (stagiaire M2) sous la 

direction d’Antoine Sallustrau et de Frédéric Taran, pour la détection de la phénylbutine. Ils sont présentés 

dans la Figure 2.31.  

 

 

Figure 2.31 : Réactions de chimie cl ick pour la détection de la phénylbutyne en MALDI - MS. Issue du 

rapport de stage de M. Ribéraud (2019)  

A. Réactifs nécessaires pour la réalisation de chimie click avec la phénylbutyne avec les azotures chélatants (AC) TMPP 
(Triméthoxytriphénylphosphine) et QUI (quinolinium). B. Détection de la phénylbutyne après réaction avec les matrices 
MALDI DHAP, THAP, HCCA et DHB. La phénylbutyne n’est pas détectée sans réaction de click avec ces mêmes matrices. 
 

La phénylbutyne non détectée en MALDI - MS avec un large panel de matrices a été dérivée en 

solution à l’aide de deux agents chélateurs : le TMPP (Triméthoxytriphénylphosphine) et le quinolinium 
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possédant à la fois des noyaux aromatiques et une charge permanente favorisant ainsi leur détection en 

MALDI - MS. Cette dérivation a ainsi permis de la détecter efficacement avec les matrices DHAP, THAP, HCCA 

et DHB. Des résultats prometteurs ont également été obtenus après une chimie click réalisée directement 

sur coupes de tissus avec un alcyne cyclique : une conotoxine. 

Ce projet a donc été révélateur des difficultés inhérentes au développement de nouveaux outils 

analytiques en imagerie par spectrométrie de masse pour l’étude de la biodistribution de candidats 

médicaments ou plus généralement de composés pharmacologiquement actifs. Cependant, malgré le 

manque de sensibilité de la méthode MALDI - MS pour la détection des principes actifs sur tissus, nos travaux 

ont tout de même permis d’obtenir une unique méthode pour la détection simultanée du GW-OC12/16 et 

des micelles polymérique PDAPEG. Cette étude est donc prometteuse et ouvre donc les possibilités quant à 

l’analyse de nanovecteurs en MALDI - MSI dans le cadre de la délivrance de médicament.
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L’emploi grandissant de nouvelles stratégies de vectorisation de médicaments en nanomédecine 

interpelle quant au devenir in vivo des vecteurs [261] [262]. Les enjeux actuels visent donc à optimiser la 

réponse thérapeutique au travers d’une libération optimisée et contrôlée du médicament au niveau du site 

pathologique tout en minimisant les effets toxiques potentiels de ces nanoparticules. De ce fait, un besoin 

croissant d’outils analytique se fait ressentir pour le suivi de ces vecteurs et il peut être intéressant d’exploiter 

la complémentarité de ces techniques afin d’obtenir des outils analytiques puissants. L’un des objectifs de 

ce travail doctoral a donc été de développer une nouvelle approche analytique combinant la radioimagerie 

et l’imagerie par spectrométrie de masse pour l’analyse de nanoparticules de type graphène. L’originalité de 

cette approche d’imagerie duale repose sur la complémentarité des savoir-faire disponibles au sein du 

Département Médicaments et Technologies pour la Santé du CEA en matière de synthèse de nanoparticules 

marquées aux radio-isotopes, de radioimagerie et de spectrométrie de masse appliquée à l’étude des 

échantillons biologiques. Nous pourrions ainsi avoir accès à la sensibilité de détection, à la quantification 

absolue, à la caractérisation structurale des potentiels métabolites ou produits de dégradation ainsi qu’à la 

résolution spatiale grâce à la MSI. De plus, la publication des travaux de S. Chen et al., 2015 [260], pionnière 

dans l’analyse des nanoparticules de graphène en MSI et indiquant la possibilité d’obtenir des données MSI 

quantitatives a conforté ce projet d’imagerie combinée. 

Les développements méthodologiques et analytiques réalisés pour l’étude du GO et rGO en imagerie 

dual ont donc permis l’analyse de ces nanoparticules sur coupes de tissus déposées sur une même lame ITO 

compatible avec les deux techniques d’imagerie. Notre méthode permet donc bien une quantification 
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absolue grâce à la radioimagerie ainsi qu’une résolution spatiale fine et une caractérisation structurale de 

ces nanoparticules grâce à la MSI. Cependant, nos résultats ont soulevé certaines questions quant à la 

reproductibilité d’analyses des nanoparticules et la quantification de celles-ci. Les premiers points 

d’amélioration soulignés concernent un contrôle plus important de la variabilité de la synthèse des 

nanoparticules. En effet, la reproductibilité inter-lot est délicate à maitriser de par la variabilité au niveau de 

la taille des nanoparticules obtenues et la difficulté de peser ces objets à l’état de poudre. De plus, ces 

disparités peuvent également induire une suspension de ces nanoparticules hétérogènes avec une tendance 

à l’agrégation selon les tensioactifs utilisés. Toutes ces variations sont donc à ajouter aux difficultés 

inhérentes aux analyses de qMSI et peuvent donc influer sur le signal généré en spectrométrie de masse. De 

plus, l’obtention de solution correctement calibrées est indispensable à la validation de méthodes 

quantitatives afin de réaliser des dépôts reproductibles sur tissus, à la fois en termes de concentration et de 

répétabilité des analyses pixel à pixel. Pour cela, il semble important de développer de nouveau système de 

normalisation du signal en LDI ou MALDI - MS pour l’analyse de ces nanoparticules avec par exemple le calcul 

du coefficient d’extinction tissulaire [214] ou l’utilisation d’une calibration virtuelle [267]. D’autre part, la 

mise en place d’un suivi plus poussé des performances de l’appareil semble également nécessaire pour le 

bon déroulement d’analyse LDI - MS qui demande une fluence laser plus élevée. Pour cela, le développement 

de procédures de qualification des performances doit être réalisé afin de s’assurer du bon fonctionnement 

de l’instrument. Ces protocoles peuvent pallier aux problèmes dus à une usure prématurée du laser, et 

permettent aussi de s’assurer de la bonne calibration dans les basses masses. L’utilisation d’une seconde 

source d’imagerie tel que le SIMS pourrait également venir confirmer la signature des nanoparticules de 

graphène synthétisé au SCBM. Malgré toutes ces bonnes pratiques, la question d’une quantification précise 

des nanoparticules en imagerie par spectrométrie de masse reste en suspens et nécessite plus 

d’investigation à ce jour.  

Le second projet de cette thèse a eu pour objectif de développer une méthode analytique pour 

l’étude de micelles polymériques encapsulant un principe actif afin de démontrer la colocalisation du 

système micelles/principe actif et étudier leur métabolisation/dégradation. Les expérimentations réalisées 

dans cette optique ont donc permis la détection de la micelle et du principe actif avec une même méthode 

MALDI –MS. Toutefois des problèmes récurrents de sensibilité de détection en raison de phénomènes 

d’extinction du signal par des phospholipides endogènes ont été observés. Pour cela, plusieurs stratégies de 

traitements des échantillons ont été expérimentées in vitro et in situ avec notamment des tests de de lavage, 

de traitements enzymatiques et chimiques et des essais de dérivation chimique. Ces divers développements 

n’ont pas permis d’obtenir une sensibilité de détection suffisante pour ces principes actifs mais ont permis 

d’ouvrir une réflexion quant au besoin de développer de nouveaux protocoles spécifiquement dédiés à 

l’imagerie par spectrométrie de masse. En effet, les méthodes actuellement utilisées sont souvent conçues 

pour d’autres méthodes et adaptées et optimisées pour la MSI et peuvent donc engendrer des problèmes 
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de délocalisation, de résolution spatiale. Pour cela, un projet de « chimie click » a donc débuté en 

collaboration avec le SCBM pour la synthèse de TagMass clickable sur coupe tissulaire et donc en milieu 

biologique complexe. L’objectif ici est donc l’introduction d’une charge permanente sur la molécule d’intérêt 

mais également de fonctionnaliser l’agent de dérivation afin de pouvoir réaliser une imagerie combinée avec 

de la fluorescence et/ou de la radioimagerie. Les avantages de cette chimie click in situ sont d’éviter les 

modifications structurales du principe actif avant son administration à l’animal, de ne pas entrainer de 

modifications de ses propriétés physico-chimiques, et donc de ne pas modifier la biodistribution de la 

molécule cible comme cela peut se produire avec l’ajout de fluorophores. Par ailleurs, d’autres études 

portent également sur l’amélioration de la sensibilité de détection en MSI avec notamment les 

développements instrumentaux réalisés par F. Barré et al., 2019 [298] et M. Niehaus et al., 2019 [299] qui 

proposent l’utilisation d’une source MALDI-2 (deux processus d’ionisation successifs).  

  

D’un point de vue plus personnel, ces deux projets m’ont donc permis de couvrir tous les aspects de 

la MSI appliquée à la détection de nanoparticules et à l’analyses de petites molécules. Ces travaux ont donc 

été très formateurs notamment grâce à la mise en place des techniques d’imagerie au sein du Laboratoire 

d’Etude du Métabolisme des Médicament et de la qualification de performance de l’Ultraflextreme™. De 

plus, ma contribution au développement des techniques d’imagerie duale en collaboration avec trois 

laboratoires aux savoirs très complémentaires m’a permis d’étendre mes connaissances et compétences 

scientifiques.  
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A. LES APPROCHES DITES « TOP-DOWN » 

L’approche dite « top-down » concerne différentes méthodes de synthèse comme la méthode par 

décharge électrique, par ablation laser ou par « unzipping » [1] [2]. Chaque méthode de synthèse utilise une 

source d’énergie et une source de carbone différente. Selon ces sources, la synthèse va engendrer des tailles 

de nanotubes ou de feuillets de graphène à des niveaux d’oxydation différents.  

I. LA METHODE PAR DECHARGE ELECTRIQUE 

La méthode de synthèse du graphène par décharge électrique (Figure 1) est la plus simple et la plus 

utilisée depuis sa mise en place en 1991 par S, lijima [3] [4]. Elle est notamment utilisée pour la synthèse de 

fullerène [5]. La méthode implique l’utilisation de deux électrodes de graphite de très grande pureté et une 

décharge électrique aux alentours de 50 à 100 ampères. La décharge est appliquée dans le vide, dans une 

atmosphère contrôlée et en présence ou non de cobalt, de nickel ou de fer. Ces conditions permettent 

d’atteindre une température suffisante qui va induire la 

sublimation du graphite de la surface de l’électrode 

positive. La réaction peut être maintenue de 30 secondes à 

10 minutes et selon les zones du réacteur, différents 

produits vont être formés. Les dépôts de carbone se 

trouvent sur la cathode et contiennent les nanotubes de 

carbone. Si la réaction a eu lieu avec un catalyseur 

métallique, un mélange complexe de GNP (Graphite carbon 

NanoParticle), MWCNTs, SWCNTs  (Single Wall Carbon 

Nanotube) est obtenu. Cette méthode se caractérise par un 

faible niveau de pureté.  

La taille des nanotubes allant de 0,6 à 1,2 nm 

dépend de la sublimation du carbone, de la dispersion de ce 

carbone dans le gaz inerte, de la température dans le réacteur, de la concentration en composition du 

catalyseur et de la présence d'hydrogène. Ces facteurs affectent la nucléation et la croissance des nanotubes, 

leurs diamètres intérieurs et extérieurs et le type de nanotubes,  

II. LA METHODE PAR ABLATION LASER 

Pour ce type de synthèse (Figure 2), un laser est utilisé comme source d’énergie [6]. Des impulsions 

successives du laser sont appliquées sur l’électrode de carbone qui est placée dans un four à 1200°C. Après 

Figure 1 : Synthèse par décharges 

électriques. 
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l’impulsion laser, les nanotubes de carbones créés sont réduits par les impulsions ultérieures. La suie 

produite est aspirée par le flux de gaz et est collectée à la sortie du four. 

Cette méthode présente 

plusieurs avantages, tels que la haute 

qualité des SWCNTs, un contrôle du 

diamètre et de la croissance des 

nanoparticules. Les nanotubes sont 

généralement de taille uniforme avec un 

diamètre de 10 à 20 nm et une longueur 

de 100 µm et les produits obtenus via 

cette méthode sont souvent plus purs et 

mieux organisés que ceux obtenus via la 

méthode par décharge électrique. 

III. OUVERTURE DES NANOTUBES DE GRAPHENE 

La fabrication de nanorubans de graphène à partir de nanotubes de carbone (NTC) traités au 

permanganate de potassium dans une solution 

concentrée d'acide sulfurique a été rapportée par D. 

V. Kosynkin et al., 2009 [7]. Cette technique est 

appelée méthode unzipping car elle permet 

l’ouverture des nanotubes de carbone selon leur axe 

longitudinal. C’est une approche simple mais qui 

fournit des nanoparticules avec plus de défauts que 

l’approche bottom-up.  

Figure 2 : Synthèse par ablation laser.  

 

Figure 3 : Unzipping des nanotubes de carbone. 

Issue de D. V. Kosynkin et al ., 2009 [7] 
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B. LES APPROCHES DITES « BOTTOM-UP » 

I. LA METHODE « CHEMICAL VAPOR DEPOSITION » 

La méthode CVD (Figure 4) ou Chemical Vapor Deposition [8] est utilisée pour la production de 

grandes quantités de nanotubes de carbone. La source de carbone correspond ici à du méthane, du benzène 

ou autres molécules carbonées. Dans un four, les échantillons sont chauffés à 1200 °C afin d’induire une 

décomposition thermique et ainsi former les nanotubes. La présence de catalyseurs métalliques tels que le 

cobalt, le nickel ou la silice permet aux nanotubes de croitre sur ce support. Cette synthèse engendre 

principalement des SWCNTs. 

 

 

Figure 4 : Synthèse par « Chemical Vapor Deposition » 

 

Cette méthode est plus simple et plus économique que les deux méthodes précédentes et permet 

un meilleur contrôle des nanotubes obtenus que ceux générés via les deux précédentes méthodes. 

A l’issue de chacune de ses synthèses, des nanoparticules de structures différentes peuvent être 

obtenues, majoritairement composés de nanotubes de carbone mono ou multicouches. Afin d’obtenir des 

feuillets de graphène (nanoparticules d’intérêt dans cette thèse), il est nécessaire d’ajouter des étapes de 

traitements de ces nanotubes. 

II. OXYDATION DU GRAPHENE 

La méthode Hummers [9] permet d’obtenir du graphène oxyde à partir d’une source de graphène 

via l’addition de permanganate de potassium à un mélange de graphène, de nitrate de sodium et d’acide 

sulfurique. 
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Les techniques d’imagerie connaissent un succès grandissant ces dernières années suite à leur 

évolution technologique. Celles-ci sont plus spécifiquement développées pour des thématiques telles que 

l’imagerie médicale avec le PET, l’IRM ou une imagerie plutôt tournée vers la recherche comme la 

radioimagerie. La première méthode d’autohistoradiographie fut expérimentée par A. Lacassagne et J. Lattès 

Ferrier en 1924 [10] à l’aide d’un film d’autoradiographie. Cette technique est basée sur l’identification, la 

localisation et la quantification de molécules marquées avec un radio-isotope tel que le 14carbone, le 3tritium, 

le 35souffre ou encore le 18fluor au sein de tissus biologiques. Cette méthode implique l’utilisation d’un film 

et d’une émulsion photographique composée par exemple d’halogénures d’argent.  L’échantillon est ensuite 

mis en contact avec le film ou s’y imprime une image latente révélée de façon chimique sous forme d’une 

distribution de grain d’argent. Cette technique possède donc certains avantages comme : une résolution 

spatiale importante obtenue en 2D de l’ordre du micron et pouvant aller jusqu’à la visualisation de cellules 

ou d’organelles, la possibilité d’analyser de grandes surfaces pour l’analyses de corps entier de modèle 

animal et un stockage des données simple correspondant aux films d’autoradiographie. Cependant, elle 

possède certains inconvénients qui sont une longue latence d’image conditionnée par la sensibilité du 

radioélément et une variabilité de révélation de l’image qui peut rendre la quantification fastidieuse. Pour la 

quantification, cette méthode possède également une faible linéarité et, une gamme dynamique limitée [11]. 

C’est pourquoi, des radioimageurs ont été développés afin de pallier à ses défauts et permettre 

d’obtenir des images avec une homogénéité de réponse en tout point et un rendement constant pour un 

radioélément donné. Le but des radioimageurs est donc de pouvoir fournir des images en temps réel où les 

désintégrations sont converties en pixels. Dans cette thèse, la radioimagerie obtenue à partir des émissions 

β sera plus amplement exposé ; celle-ci correspond à un type de désintégration radioactive dans laquelle une 

particule bêta (un électron ou un positon) est émise. On parle de désintégration bêta moins (β-) lorsqu’un 

électron est émis ou bêta plus (β+) lorsqu’un positron est émis.  

La radioactivité β- affecte les nucléides présentant un excès de neutrons. Un neutron est donc 

converti en proton et ce phénomène s'accompagne de l'émission d'un électron (ou particule bêta moins) et 

d'un antineutrino : 

𝑛 → 𝑝 + 𝑒−  + 𝜐𝑒 

Inversement, la radioactivité β+ concerne les nucléides avec un excès de protons. Un proton est converti en 

neutron puis ce phénomène s'accompagne de l'émission d'un positron (ou particule bêta plus) et d’un 

neutrino :  

𝑝 → 𝑛 + 𝑒+  + 𝜐𝑒 

Pour des études en biologie ou pharmacologie, les émetteurs β utilisés peuvent être des molécules 

auxquelles on a substitué un atome ou encore des molécules liées à un ligand émetteur. Selon la molécule 

étudiée, les propriétés de fixation vont donc influencer le choix de l’isotope émetteur (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Radioéléments émetteurs β pour l’autoradiographie. Issu de la thèse de J. Donnard, 2008, 
[12]. 

Rayonnement Isotope Durée de vie Energie max (KeV) 

β- pur 
 

3H 12,8 ans 18 
14C 5700 ans 156 
35S 87,5 jours 167 
33P 25,3 jours 250 

45Ca 162,6 jours 257 
32P 14,3 jours 1710 

β--γ et γ-Auger 

125I 59,4 jours γ : 35,6 | électron : 3 et 22 
99mTc 6 heures γ: 140 et 2 | électron : 2,15 et 120 
111In 2,8 jours γ : 171 et 145 | électron : 1,9-4 et 18-27 
123I 13 heures γ : 159 | électron : 3,23, 22,7 et 127 
131I 8 jours γ : 365 | β − : 247 | électron : 45 

β+ 

11C 20 minutes 961 
13N 10 minutes 1119 
15O 2 minutes 1720 
18F 109 minutes 650 

 

Il existe différents types de détecteurs [12] utilisant des détecteurs de rayonnements ionisants 

comme des imageurs à écran photostimulable (phospho-imager), des imageurs à détecteurs gazeux (β-

imager) ou à film scintillant (µ-imager). Les particules β induisent sous la force d’un champ électrique des 

électrons d’ionisation qui permettent la localisation de la molécule émettrice. 

Le β-imager utilise un détecteur gazeux à scintillation (Figure 5, A.) impliquant une chambre de 

détection remplie d’un mélange d’argon et de triéthylamine (TEA). Ces gaz permettent l’amplification de la 

trainée d’ionisation dans la chambre. Ensuite, l’ionisation du gaz entraine l’émission de lumière qui va ensuite 

être détectée par la caméra CCD (Charge Coupled Device) (Figure 5, B.). Selon le temps d’accumulation de 

l’échantillon dans cette chambre, le signal obtenu peut être plus ou moins intense. 

Le β-imager permet l’analyse d’échantillons de 20 cm x 25 cm avec une résolution spatiale de 50 µm 

pour le tritium et de 120 µm pour le carbone 14 avec une sensibilité respective de 0,007 cpm/mm² et 

0,01 cpm/mm². Cette technique de radioimagerie possède une plus grande sensibilité que 

l’autoradiographie mais une résolution spatiale plus faible. 
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Figure 5 : Schéma du β-imager. Modifiée de N. Barthe et al.,  2007 [13]. 

L’échantillon est placé à l’intérieur de la chambre (A.) ou un rayonnement β interagit avec le gaz par ionisation. Les 
électrons d’ionisation sont accélérés dans le champ électrique entre les grilles et produisent des photons lumineux. La 
détection est effectuée par une caméra CCD intensifiée (B.). 
 

La technologie du β-imager permet donc une lecture en temps réel de la radioactivité présente au 

sein d’un échantillon et permet de réaliser une quantification absolue avec une sensibilité de détection 

encore inégalée.
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A. L’IONISATION : LES SOURCES EN SPECTROMETRIE DE MASSE  

I. LES SOURCE D’IONISATION POUR LA SPECTROMETRIE DE MASSE DITE CLASSIQUE 

Un large panel de sources d’ionisation existe et fait de la spectrométrie de masse une technique 

polyvalente permettant l’analyse d’une très grande gamme de composés. L’ionisation des molécules peut 

être réalisée sous vide avec par exemple, une source en ionisation par électron (IE) ou à ionisation chimique 

(IC), ou être réalisées à pression atmosphérique à l’aide de sources comme l’électronébullisation (ESI). De 

plus, le choix de la source dépend également du choix de la méthode séparative placée en amont de la source 

d’ionisation. Par exemple, les sources en ionisation par électron seront majoritairement couplées avec une 

chromatographie phase gazeuse alors que les échantillons liquides seront ionisés avec des sources ESI 

couplées à la chromatographie phase liquide. 

Le choix de la source va aussi grandement dépendre du type d’ions voulus, La source à IE (Figure 6 

A.) induit une fragmentation très reproductible et importante de la molécule due au fort potentiel (70 eV) 

appliqué dans la source. Les spectres de masse seront majoritairement constitués d’ions fragments avec un 

ion moléculaire parfois difficile à détecter. Contrairement à l’IE, la source à IC (Figure 6, B.) va quant à elle 

permettre la formation de molécules protonées ou déprotonées avec la présence de quelques fragments, 

Ces deux sources sont donc très souvent complémentaires. 

 

Figure 6 : Schématisation des sources à impact électronique et à ionisation chimique. 

A. La source à impact électronique est constituée d’un filament chauffé qui produit des électrons. Ces électrons sont accélérés 
vers une anode et rencontrent ainsi l’échantillon gazeux introduit dans la source pour former des ions majoritairement sous 
forme d’ions fragments des molécules analysées. B. La source à ionisation chimique favorise plutôt la formation de l’ion 
moléculaire grâce à l’ionisation induite par un gaz réactif (réaction ion-molécule), moins énergétique que les électrons.  
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La source ESI (Figure 7) est quant à elle une technique d’ionisation dite « douce » qui permet 

d’obtenir des molécules protonées [M+H]+ ou déprotonées [M-H]- selon la polarité d’ionisation. 

 

 

Figure 7 : Schématisation de la source electrospray.  

Développé par Fenn en 1984, l’electrospray est produit par application à pression atmosphérique d’un champ électrique 
sur un liquide traversant un capillaire. Via l’application d’une différence de potentiel entre le capillaire et l’électrode, 
une accumulation de charges se forme à la surface du liquide pour ensuite donner lieu à la formation d’une gouttelette 
comprenant, entre autres, les analytes à la sortie du capillaire. Suite à l’augmentation de la répulsion due aux charges 
accumulées, la gouttelette se transforme en cône de Taylor et le spray de gouttelettes chargées apparait. L’évaporation 
du solvant va ensuite entrainer le rétrécissement des gouttelettes et augmenter la densité de charge jusqu’au moment 
où les forces coulombiennes répulsives vont leur entrainer l’explosion. Les ions formés sont alors dirigés vers l’analyseur. 
 

Ces sources permettent donc l’ionisation de molécules selon différents procédés. Dès que ces ions 

sont formés, ceux-ci sont focalisés puis envoyés dans un analyseur pour y être séparés selon leur ratio masse 

sur charge. Chacun des analyseurs existants possède des caractéristiques particulières qui permettent une 

séparation plus ou moins fines des ions sur gamme de masse plus ou moins large. Ces paramètres sont donc 

explicités dans le paragraphe ci-dessous. 

II. LES SOURCES D’IONISATION POUR LA MSI 

La première des sources d’ionisation/désorption développée 

pour l’analyse de surface est la source SIMS en 1960 [14]. Elle consiste 

à ioniser les molécules cibles en dirigeant un faisceau d’ions primaires 

sur la surface d’intérêt (Figure 8) permettant l’éjection des ions vers 

l’analyseur. Deux instruments sont principalement utilisés pour cette 

technique : les systèmes NanoSIMS et TOF-SIMS. Le premier utilise un 

faisceau d’ions primaires atomiques de type Cs+ très énergétique avec 

une résolution latérale de 50 nm et qui induit entre autres une 

détection d’ions de type Na+, S- ou CN-. A titre d’exemple, 

A. M. Kleinfeld et J. P. Kampf [15], ont étudié en 2004 le transport du 

13C-oleate grâce au rapport 12C/13C dans des cellules adipocytaires avec 

un système nanoSIMS à une résolution spatiale de 60 µm x 60 µm, 256 

Figure 8 :  Principe d'ionisation en 

source SIMS. 

Ionisation des molécules au sein de tissus 
grâce à l’application d’un faisceau d’ions 
primaires qui induit la formation d’un 
faisceau d’ions secondaires. 
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x 256 pixels. Ces résolutions rendues possibles par l’utilisation d’un faisceau d’ions primaires permettent 

ainsi de réaliser des images au niveau cellulaire.  

Le second système utilise un faisceau d’ions primaires composé de clusters C60
+ ou Binq+ avec une 

résolution latérale moyenne de 400 nm. Selon le type de cluster choisi, il est possible de faire varier cette 

résolution latérale et donc obtenir des énergies différentes pour l’ionisation d’ions présents dans la gamme 

de masse 0 et 1000 m/z [16]. Cette source permet également d’obtenir une haute résolution spatiale de 1 à 

2 µm afin de réaliser des études au niveau cellulaire [17]. Par exemple, M. Brulet et al., 2010 [18] ont réussi 

grâce à la résolution spatiale élevée de la méthode TOF-SIMS à imager certains lipides dans la muqueuse du 

colon (Figure 9). 

 

 

Figure 9 : Analyses SIMS-MSI. Issues de M. Brulet et al . , 2010 [18]. 

Localisation des lipides dans la muqueuse du côlon de souris. Images optiques (barre d’échelle = 200 μm) et 
superposition tricolore des ions des acides gras C16 :1, C18 :0 et du sulfate de cholestéryl en MSI. 
 

En imagerie SIMS, l’ionisation/désorption à haute énergie engendre un taux important de 

fragmentation de la molécule et est donc préférentiellement utilisée pour l’analyse de molécules de faibles 

poids moléculaires. Cependant, il est possible de réaliser des images moléculaires à très haute résolution 

spatiale. Cette résolution n’est pas influencée par les étapes de préparation des échantillons car il n’est pas 

nécessaire de réaliser un dépôt de matrice pouvant entrainer des problèmes de reproductibilité comme pour 

la source d’ionisation MALDI.  
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Développée parallèlement par les équipes de M. Karas et F. Hillenkamp [19] et de K. Tanaka [20] 

dans les années 1980, la source à désorption laser assistée par matrice utilise un laser pulsé majoritairement 

ultraviolet (UV) pour désorber et ioniser des molécules cristallisées sur une surface conductrice. Se basant 

sur le principe de désorption laser, ces équipes ont cherché à ajouter une composante médiatrice à savoir 

une matrice composée de molécules organiques et 

aromatiques, afin d’accroitre les possibilités analytiques pour 

cette technique d’ionisation/désorption. Les premiers ont 

proposé d’utiliser une matrice liquide telle que le glycérol [20] 

alors que les seconds introduisent les matrices solides comme 

l’acide nicotinique absorbant dans l’UV [19]. Grâce à l’ajout de 

la matrice, les auteurs ont ainsi proposé de mettre au point 

une méthode applicable à une plus large gamme de molécules 

avec une sensibilité plus importante. Cette matrice permet 

l’obtention d’un mélange solide et homogène après 

évaporation du solvant suite à la co-cristallisation de la matrice 

avec la molécule à étudier. Lors de l’application du laser sur 

cet échantillon, il y a une excitation électronique de la matrice 

par absorption de l’énergie produite qui permet ensuite la 

désorption des analytes en phase gazeuse. (Figure 10).  

Différentes théories existent concernant les mécanismes d’ionisation ayant lieu au sein de cette 

source. Suite aux travaux sur la dynamique moléculaire de L.V. Zhigilei et de B.J. Garrison [21], sur la 

désorption par K. Dreisewerd [22], le développement du modèle de cluster par M. Karas and R. Krüger [23] 

et les mécanismes d’ionisation secondaire par R. Knochenmuss et R. Zenobi [24] en 2003, le modèle 

d’ionisation en MALDI converge vers une seule et même idée : un processus d’ionisation en deux étapes. La 

première étape d’ionisation résulterait d’une réaction dans le plumeau du laser entre les molécules et la 

matrice. Selon le modèle d’ionisation sous forme de cluster (Figure 11), la matrice serait chargée dès l’étape 

de cristallisation sur le support solide. Ainsi, lors de la désolvatation, un échange de protons se produit entre 

les molécules de la matrice et l’analyte. Cette étape permet donc la formation d’un ion secondaire qui va 

ensuite être envoyé vers l’analyseur et le détecteur. 

Figure 10 : Principe d’ionisation en  

source MALDI. 

Ionisation après co-cristallisation avec la 
matrice par un processus de désorption 
ionisation grâce à l’énergie du laser appliquée 
sur le tissu. 
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Figure 11 : Mécanisme d'ionisation sous forme de cluster. Modifiée de R. Knochenmuss, 2003 [24]. 

Le modèle des clusters propose que les molécules cristallisées sur le support solide soient sous forme ionisées avant 
que la désolvatation des agrégats ne se produisent. Les molécules de matrices sont ainsi déjà protonées dans les clusters 
formés sous phase gazeuse et permettraient alors les échanges de protons avec les analytes. A = analyte, m = matrice, 
R = contre ion. 
 

Grâce à l’utilisation d’une matrice MALDI permettant l’analyse de molécules de masses moléculaires 

variées, la source à désorption laser est pour l’imagerie par spectrométrie de masse une des sources les plus 

utilisées pour l’étude de la métabolomique, la lipidomique et la protéomique. Outre l’aspect de la large 

gamme de masse qui peut être analysée, cette source permet d’atteindre des résolutions spatiales très 

avantageuses (+/-20 µm) pour l’obtention d’une biodistribution moléculaire précise. 

 

Afin de pouvoir analyser des molécules sur 

tissus à pression ambiante, la technique DESI a été mise 

en place dans les années 2000 par l’équipe de R. G. 

Cooks [25] [26]. C’est donc une technique dite 

d’ionisation douce à faisceau d’ions primaires (Figure 

12). Le DESI utilise un électroaérosol qui contient un 

gaz (N2) ainsi qu’un solvant protonique tel que le 

méthanol, l’acétonitrile ou l’eau afin d’ioniser les 

molécules. Ce mode d’ionisation dépend de la 

composition du spray qui est utilisé et permet d’ioniser 

directement les molécules au sein du tissu sans dépôt 

de matrice. L. Lamont et al., 2018 [27] ont démontré 

l’avantage de pouvoir s’affranchir de cette étape pour 

la réalisation d’image de lipides et de métabolites en 

ionisation négative et positive successive sur des 

Figure 12 : Principe d’ionisation en source 

DESI 

Application d’un électroaérosol contenant un gaz 
ainsi qu’un solvant afin d’ioniser les molécules sur 
tissus. L’ionisation dépend de la composition du spray 
qui est utilisé et de la polarité. Ceci permet d’ioniser 
directement les molécules au sein du tissu. 
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coupes issues de rats et de chiens. Pour cela, ils ont utilisé un mode d’acquisition QqQ-MRM alternant une 

double polarité avec la source DESI lors d’une même analyse.  

Cette source pour la MSI est donc utilisée par de nombreuses équipes car elle ne nécessite que très 

peu de préparation d’échantillons. Cependant, elle  engendre uniquement l’ionisation des molécules 

abondantes au sein du tissu comme la classe des lipides [28] [29] ou des métabolites [27] et possède une 

résolution spatiale bien plus faible que le SIMS de l’ordre de 200 µm, dû à l’utilisation d’un aérosol comme 

faisceau d’ionisation. 
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B. LES ANALYSEURS EN SPECTROMETRIE DE MASSE 

I. GENERALITES 

La séparation des ions formés s’effectue selon leur ratio masse sur charge. Pour cela, différents 

analyseurs existent et se distinguent selon leur principe de mesure de ce rapport m/z. On retrouve les 

analyseurs à balayage qui permettent une détection successive des ions comme les quadripôles et les pièges 

à ions. Il existe également ceux qui permettent une détection simultanée de ces ions comme les analyseurs 

à temps de vol.  

 

Le choix entre ces analyseurs (Tableau 2 et 3) peut se faire selon les critères suivants : 

- Leur pouvoir résolutif qui correspond à la capacité à séparer deux ions de rapports m/z très proches. 

Il est calculé selon la formule, R = 
𝑚/𝑧

𝛥𝑚
 où Δm correspond à la largeur à mi-hauteur du pic m/z isolé 

d’un spectre masse (terme utilisé FWHM, «Full Width at Half Maximum»), Le Δm peut également 

correspondre à la distance minimale distinguable entre le sommet du pic considéré et son voisin le 

plus proche. 

- La gamme de masse disponible avec des valeurs limites hautes et basses déterminant les m/z 

possiblement détectés.  

- La précision en masse qui correspond à la justesse des rapports m/z mesurés et qui dépend de la 

résolution et de la stabilité des ions (pour un TOF). Elle s’exprime en ppm (partie par million). 

-  La transmission des ions soit le nombre d’ions arrivant jusqu’au détecteur par rapport au nombre 

d’ions formés. 

- Et la vitesse d’analyse ou balayage correspond à la gamme de masse analysée par unité de temps. 
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Tableau 2 : Les analyseurs les plus communs en spectrométrie de masse. Traduit du livre de J. H. Gross, 
2010 (3èm e  édition) [312].  

Types d’analyseurs Acronymes Principes 

Temps de vol TOF 
Dispersion temporelle d'un faisceau d'ions pulsé. 
Séparation via le temps de vol. 

Quadripôle Q 
Faisceau ionique continu dans un champ linéaire de radiofréquence 
quadripolaire.  
Séparation dû à l'instabilité des trajectoires ioniques. 

Résonnance 
cyclotronique des ions 

avec transformée de 
Fourier 

FT - ICR 
Piège des ions dans un champ magnétique (force de Lorentz). 
Séparation par fréquence cyclotronique avec transformation de Fourier 
du signal transitoire. 

Orbitrap Orbitrap 
Oscillation axiale dans un champ électrique non homogène. 
Détection de la fréquence après transformation de Fourier d'un signal 
transitoire. 

 
 
 
 

 

Tableau 3 : Comparaison des caractéristiques principales des différents analyseurs . Modifié de F. 
Fenaille et al ., 2017 [30] 
 

 
Quadripôle Ion trap TOF 

TOF 
réflectron 

FT - ICR Orbitrap 

Limite en masse 4 000 6 000 1 000000 10 000 30 000 6 000 

Résolution 4 000 10 000 10 000 50 000 1 000 000 500 000 

Exactitude en 
masse 

100 ppm 100 ppm 200 ppm 10 ppm < 1 ppm < 1 ppm 

Spectrométrie 
de masse en 

tandem 

Triple 
quadripôle 

  
PSD ou 

TOF/TOF 
  

MS/MS 
fragments 

précurseurs 
neutre 

MSn 
fragments 

 
MS/MS 

fragments 
MSn 

fragments 
MSn 

fragments 

Collision à 
basse énergie 

Collision à 
basse énergie 

 
Collision à 

haute 
énergie 

Collision à 
basse énergie 

Collision à 
basse 

énergie 
 



PARTIE C : ANNEXES, ANNEXE 3 : LA SPECTROMETRIE DE MASSE 
 
 

- 289 - 

II. L’ANALYSEUR A TEMPS DE VOL 

1. PRINCIPE DU TEMPS DE VOL 

Le principe du spectromètre à temps de vol consiste à mesurer la relation qui existe entre la vitesse 

de l‘ion et sa masse. L’analyseur mesure le temps que met un ion, créé par une source pulsée et accéléré par 

un champ électrique, à parcourir une distance correspondant au tube de vol (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Analyseur à temps de vol. Modifié du livre de E. De Hoffman et V. Stroobant, 2007 (3 ème  

édition) [31] 

Dans un temps de vol, les ions sont éjectés de la source vers l’analyseur via une différence de potentiels et sont séparés 
selon leur temps de parcours.  
 

Les ions sont éjectés de la source et accélérés via une différence de potentiel électrique (E) appliquée 

entre le support (Vs) et les grilles d’extractions placées à une distance donnée (ds). Ainsi, l’ion présent dans 

la source est accéléré par ce champ électrique selon sa masse (m) et sa charge (q = ze). Son énergie 

potentielle électrique (Eel) est donc convertie en énergie cinétique (Ec) et sa vitesse () peut être calculée 

selon les équations suivantes : 

𝐸𝑐 =
𝑚𝑣2

2
= 𝑞𝑉𝑠 = 𝑧𝑒𝑉𝑠 = 𝐸𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑖𝑡 𝑣 = √(

2𝑧𝑒𝑉𝑠

𝑚
) 

Connaissant la vélocité des ions, on peut connaitre le temps (t) que met l’ion à parcourir la distance 

(L) du tube de vol : 

𝑡 =
𝐿

𝑣
 𝑠𝑜𝑖𝑡 𝑡 =

𝐿

√(
2𝑧𝑒𝑉𝑠

𝑚 )
 

A partir de cette équation, il est possible de retrouver le rapport m/z de l’ion d’intérêt :  

𝑡2 =

𝐿2

2𝑧𝑒𝑉𝑠
𝑚

 𝑠𝑜𝑖𝑡 𝑡2 =
𝑚

𝑧
(

𝐿2

2𝑒𝑉𝑠
) 𝑒𝑡 𝑑𝑜𝑛𝑐

𝑚

𝑧
= (

2𝑒𝑉𝑠

𝐿2
) 𝑡² 
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Cet analyseur qui permet donc une séparation selon leur temps de vol permet d’atteindre des 

résolutions de l’ordre de 40 000. Cependant, la qualité de séparations des ions et donc de la résolution va 

dépendre du délai d’extraction et du mode de séparation utilisé : linéaire ou reflectron. 

2. L’EXTRACTION RETARDEE OU LE DELAI D’EXTRACTION 

La technique d’ionisation MALDI entraine une forte dispersion en temps de départ des ions et induit 

donc une diminution de la résolution en masse. Pour compenser ce phénomène, l’extraction retardée (Figure 

14) a donc été mise en place. De cette façon, l’extraction des ions de la source vers l’analyseur à temps de 

vol se fait avec un retard de quelques nanosecondes [32]. 

 

 

Figure 14 : Principe de l'extraction retardée. Image modifiée de A. Seyer, 2010 [33] 

L’extraction retardée consiste à accumuler les ions entre deux grilles réglées à une valeur pendant quelques 
nanosecondes. Une fois cette durée passée, une différence de potentiel est appliquée pour accélérer les ions lentement 
et ainsi réduire leur dispersion dans l’espace. Ensuite les ions sont accélérés vers l’analyseur. 
 

Lors du tir laser, une grille est placée à un même potentiel que celui du support de l’échantillon 

(Figure 14, A.). Les ions formés ne subissent donc pas de champ électrique et sont donc accumulés dans cette 

zone pour une période donnée allant de 10 ns à 300 ns en moyenne (Figure 14, B.). Selon la gamme de masse 

analysée, la durée d’extraction varie. Plus on augmente la masse moléculaire, plus le temps augmente. Après 

cette période, une différence de potentiel est appliquée entre le support et la grille d’extraction pour dans 

un premier temps accélérer lentement les ions et réduire la dispersion spatiale (Figure 14, C.). Une fois la 

grille d’extraction passée, les ions sont accélérés de façon plus rapide pour être envoyés vers l’analyseur. Ce 

dispositif permet donc d’améliorer grandement la précision de mesure en masse et la résolution spectrale. 

3. LE REFLECTRON 

Le reflectron [34] est un dispositif qui permet de remédier à la dispersion en énergie cinétique des 

ions envoyés dans le tube de vol. Ce système est constitué de miroirs électrostatiques réglés à des potentiels 

croissants permettant de focaliser les ions selon leur vitesse et donc leur parcours dans ces champs. Deux 

ions de même rapport m/z mais avec des vitesses différentes peuvent ainsi être réfléchis de façon à arriver 
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en même temps sur le détecteur (Figure 15). Le reflectron permet donc d’accroitre la résolution spatiale 

jusqu’à des masses aux alentours de 5000 Da. Au-delà, l’apport n’est plus suffisant et le mode linéaire sera 

préféré.  

 

 

Figure 15 : Principe de l’analyseur par reflectron  

Après désorption des ions, les ions sont accumulés à l’entrée du temps de vol.  Les ions de même rapport masse sur 
charge arrivant avec une vitesse différente sont refocalisé dans le temps de vol. En mode reflectron, la présence de 
miroirs électrostatiques réglés à des potentiels croissants permet d’ajuster la vitesse de ces ions selon leur énergie 
cinétique. 
 

4. LES ANALYSES MS² :  TOF/TOF 

Les analyses MS/MS, MS² ou dites en tandem consistent en la fragmentation d’ions précurseurs dans 

le but de réaliser des caractérisations structurales de molécules. Pour la fragmentation de cet ion précurseur, 

il est nécessaire de lui apporter une source d’énergie afin d’engendrer des ions fragments qui vont pourvoir 

être séparés de nouveau selon leur rapport masse sur charge.  

Des analyses MS² avec un analyseur en temps de vol nécessitent la présence de deux analyseurs à 

temps de vol (Figure 16). Avec une source d’ionisation MALDI, deux processus de fragmentions peuvent être 

utilisés afin d’obtenir les ions fragments. La fragmentation peut avoir lieu en source grâce à l’énergie induite 

par le laser (ISD = In Source Decay) ou alors grâce à une cellule de collision (CID = collision induced 

dissociation) remplie d’un gaz.  
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Figure 16 : Principe des analyses MS² en TOF/TOF.  

Les ions peuvent être fragmentés soit en ISD (In Source Decay) ou en CID (Collision Induced Dissociation). Les ions 
fragments obtenus en ISD et l’ion précurseur sont premièrement séparés dans le TOF 1 des autres ions formés. Les ions 
fragments sont ensuite séparés dans le TOF 2. En CID, l’ion précurseur sélectionné est séparé des autres ions dans le 
TOF 1, fragmenté en cellule de collision puis séparé des ions fragments obtenus dans le TOF 2.  
 

Dans le cas d’une fragmentation ISD, les ions précurseurs est les ions fragments sont formés 

simultanément, ils sont séparés des autres ions dans le premier temps de vol. Pour la fragmentation CID, les 

ions précurseurs sont fragmentés dans la cellule à collision. Une fois l’étape de fragmentation passée, ces 

ions précurseurs et fragments sont ensuite refocalisés puis séparés dans le second temps de vol reflectron 

selon leur rapport m/z. 
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C. LES DETECTEURS EN SPECTROMETRIE DE MASSE 

A l’issue de la séparation des ions dans l’analyseur, le faisceau d’ions obtenu doit être amplifié afin 

d’obtenir un signal mesurable. Le courant ionique va donc être transformé en courant électronique. Pour 

cela, plusieurs types de détecteurs existent et se différencient selon le mode de courant détecté : un courant 

ionique pour les plaques photographiques et cylindre de Faraday et un courant électronique pour les 

détecteurs multiplicateurs d’électrons. Actuellement, les détecteurs les plus utilisés sont donc les seconds, 

permettant la mesure d’un courant électronique. Parmi ceux-ci, on retrouve les multiplicateurs à dynode 

continu ou channeltron ou les détecteurs à microcanaux [35].  

 

Le channeltron (Figure 17, A.) est constitué de dynodes de conversions et d’un tube dopé de plomb 

avec de bonnes propriétés d’émission. De ce fait lorsqu’un ion incident avec une charge donnée frappe la 

dynode, des particules secondaires sont émises avec une charge inverse et sont accélérées via un courant 

appliqué entre les deux extrémités du tube. Les particules entrées dans le tube vont engendrer la formation 

d’électrons qui vont eux même induire d’autres électrons. La multiplication du signal qui peut être de 106 à 

107 dépend donc du nombre de particules formées qui vont à leur tour entrainer la formation d’électrons. 

Le temps de réponse de ce détecteur est très court et permet un balayage rapide des ions. 

Figure 17 : Représentation schématique de détecteurs courant en spectrométrie d e masse. Modifié du 

l ivre de E. De Hoffman, 3ème édition  [35] .  

L’amplification du signal en spectrométrie de masse se fait via la transformation d’un signal ionique en un signa l 
mesurable soit un courant électronique. A. Le channeltron ou multiplicateur à dynode continu. B. et C. Le détecteur à 
microcanaux simples en chevrons ou en Z.   
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D’autre part, les détecteurs à microcannaux sont des plaques percées, constituées de canaux 

simples parallèles. Au sein d’un canal, la surface est recouverte d’un matériel semi-conducteur permettant 

la formation d’ions secondaires (Figure 17, B.). Ces plaques peuvent être assemblées de façon à créer des 

motifs en chevrons en Z (Figure 17, C.) pour amplifier l’effet avalanche du courant électronique induit jusqu’à 

108. 
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D. L’ULTRAFLEXTREME™ DE CHEZ BRUKER. 

L’Ultraflextreme™ (Figure 18) de chez Bruker est un MALDI-TOF/TOF qui permet une acquisition des 

données MS et MS/MS. Il est équipé d’un laser smartbeam-II™ qui possède un taux de répétions de 2 kHz en 

mode reflectron et de 1 kHz en mode linéaire et en MS/MS. La résolution spectrale peut être optimisée en 

faisant varier le délai d’extraction des ions en source. Plus ce délai d’extraction est élevé, plus la résolution 

sera optimisée pour les molécules de haute masse moléculaire. 

Pourvu du FlashDetector™, il permet d’atteindre une résolution spectrale supérieure à 40 000 dans 

la gamme de masse des peptides avec une précision de l’ordre du ppm. Il est également doté de module 

PCIS (Precursor Ion Selector), LIFT et PLMS (Post LIFT Metastable Suppression) pour l’acquisition de spectre 

MS/MS. Ce dernier module provoque l’absence des ions parents sur les spectres MS². En effet, il les élimine 

afin d’éviter d’engendrer des ions supplémentaires sur les spectres de masse alors que ce sont les mêmes 

ions fils formés.  

 

 

Figure 18 : L'Ultraflextreme™ de chez Bruker. 

En rouge, le trajet des ions partant de la source vers le temps de vol en mode linéaire ou reflectron. Abbreviations: PCSI 
= Precursor Ion Selector, TOF = Time Of Flight, PLMS = Post LIFT Metastable Suppression.  
 

Le laser présent sur ce spectromètre de masse est un laser smartbeam-II™ avec un faisceau laser de 

type « top-hat like » [36], c’est-à-dire que la puissance laser appliquée en un pixel est égale en tout point 

contrairement au laser gaussien ou l’énergie est plus importante au centre de l’impact. Plus précisément, 

l’impact d’un faisceau laser gaussien est composé de plusieurs zones (Figure 19, A) : 

-  La zone centrale où la puissance du laser dépasse celle fixée (en rouge). 

- Une zone de désorption et d’ionisation laser où la matrice est ablatée et les molécules ionisées (en vert). 
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- Et une zone où la matrice est ablatée mais les molécules ne sont pas ionisées car la puissance du laser 

devient trop faible pour permettre le phénomène de désorption (en gris). 

C’est pourquoi le laser smartbeam-II™ propose ici un faisceau plus uniforme [37] avec une zone de 

désorption-ionisation plus large pour permettre l’analyse d’une plus grande quantité de molécules. 

 

 
 

Figure 19 : Paramètres du laser Smartbeam-II™, Issue de la note technique 97 de Bruker. 

A. Faisceau laser de type Gaussien avec en rouge la zone la plus impactée par le laser. Faisceau laser de type Top-Hat 
avec en vert la zone d’impact du laser plus homogène que le laser gaussien. B. Largeur des faisceaux laser proposés par 
l’Ultraflextreme™. 
 

Ce laser possède également différentes tailles de focalisation laser afin d’obtenir des résolutions 

spatiales allant de 10 µm à 100 µm ou plus. Parmi les focalisations proposées, il y a donc les focalisations 

« medium », « small » et « minimum » qui permettent donc d’optimiser la résolution latérale d’acquisition 

et la sensibilité de détection pour une molécule donnée.
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Dans le cadre de la norme ISO 9001, les appareils du laboratoire sont soumis à des qualifications de 

performance. Ce procédé a pour but de vérifier la conformité de l’appareil vis-à-vis des paramètres arrêtés 

à partir des conditions réelles d’utilisation et de maintenance établies par les spécifications utilisateur. Les 

documents de sortie sont constitués de fiches de résultats avec relevés et enregistrements des paramètres 

autorisant l’exploitation en routine. Ces tests incluent un ensemble de conditions regroupant les limites 

supérieures et inférieures d’exploitation. La mise en place de la qualification de l’Ultraflextreme™ a donc fait 

partie des premiers mois de cette thèse. Connaissant les utilisations du MALDI-TOF/TOF Ultraflextreme™ au 

sein du laboratoire du LEMM, des développements analytiques ont été effectués dans le but de mettre en 

place un test de calibration en mode d’ionisation positif et négatif, un test de performance et un test de 

sensibilité en MS et MS² ont donc été développés et mis en place.  

 

Les conditions utilisateur choisies pour la réalisation de la qualification de performance suite aux 

optimisations réalisées sont les suivants : 

- Detector check : Optimisation du gain du détecteur pour le mode d’acquisition linéaire et reflectron. 

Changement des voltages pour chaque méthode si Δ > 30V. 

- Test de calibration : Calibration à l’aide de tous les pics du Pepmix 2 puis évaluation de la calibration sur 

quatre pics en mode négatif et positif (Δ < 0,5Da).  

- Test de performance MS réalisé sur le Pepmix 2 : Reproductibilité sur 5 réplicas et sur 5 pics en mode 

d’ionisation négatif et positif (CV < 30%). Résolution évaluée selon la gamme de masses analysée.  

- Test de performance MS² réaliser sur la spermine : Reproductibilité de la MS² sur un 1 ion fragment et 

sur 5 réplicas (CV < 30%). 

- Test de sensibilité réaliser sur la spermine : S/N > 200 sur 3 réplicas. 

 

La procédure de cette qualification est présentée ci-après. Elle comporte : 

- le protocole expérimental et des explications concernant la réalisation de chaque test, 

- la procédure de retraitement des résultats à partir des logiciels FlexControl et FlexAnalysis, 

- les valeurs limites à obtenir, 

-  et le mode opératoire pour la créations des rapports de résultats dans Flexanalysis.
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Informations générales 

Nom de l’appareil  

Date de début des tests  
 
 

jj/mm/aaaa 
Date de fin des tests 

 
 

jj/mm/aaaa 

Conclusions 

Conformité  Conforme          Partiellement conforme         Non conforme 

Remarques / 
Restrictions 
d’utilisation 

 

 
 

Opérateur Responsable du système Responsable de pôle 

Date : ___ / ___ / ______ 
 
Nom : 

 
Visa : 

Date : ___ / ___ / ______ 
 
Nom : 

 
Visa : 

Date : ___ / ___ / ______ 
 
Nom : 

 
Visa : 

 
 

1. ACTIONS ANNEXES A LA QP 

 

 -Scan antivirus :         réalisé  non réalisé 

 

(Le mode opératoire et la clef USB sont localisés auprès d’Alain Pruvost) 

 

 -Nettoyage des filtres des aérations accessibles :   réalisé  non réalisé 

 
(Uniquement les filtres accessibles par les utilisateurs) 
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2. MATERIEL & REACTIFS (ou équivalent) 

 
Matériel : 
 

 1 plaque MALDI : MTP 384 target plate ground steel BC 

 

Matériel Référence interne Calibration valide jusqu’au : 

Pipette P2   

Pipette P20   

Pipette P100   

Pipette P200   

Pipette P1000   

 

Réactifs : 
 

 Acétone (AcO) 

 Ethanol (EtOH) 

 Eau ultrapure (18.2 M) 

 Matrice α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) : salle haute résolution, F25 

 Spermine et Pepmix 2 : Laboratoire A,Congélateur C16, tiroir SC, Boite calibrant 

peptide standard 2 

 

3. PREPARATION DES SOLUTIONS STOCKS (SS) 

 
 

Solution Stock Préparation 

 
SS A :  

Spermine 
(1mg/mL) 

- Peser environ exactement 5 mg de Spermine (réf. Interne : 
258) 

- Dissoudre dans 5mL d’eau 
 

Date de préparation : _____________ 
 

 
SS B : 

Pepmix 2 
 

- Reprendre la préparation Bruker du Pepmix 2 avec 125 µL 
d’H2O TFA à 0.1% 

 
Date de préparation : ______________________ 
 

 
Mettre les solutions quelques minutes aux ultrasons si nécessaire 
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4. PREPARATION DE LA MATRICE 

 

Solutions à préparer extemporanément 

 
Préparation de la matrice : 
 

 Peser 10mg de la matrice HCCA. 

 Dissoudre dans 1mL de solution EtOH/AcO, 70/30, v/v. 

 Vortexer afin d’obtenir une solution limpide et homogène. 
 

Mettre la solution quelques minutes aux ultrasons si nécessaire 
 

5. PREPARATION DES SOLUTIONS DE TRAVAIL 

 

Solutions à préparer extemporanément 

 
Préparation du Pepmix 2 
 
Reprendre la solution mère du Pepmix 2 (solution B) contenant 5µL en proportion 1/1 avec 
la matrice HCCA (EtOH/AcO, 70/30). On obtient la solution B1. 
 
 
Préparation des solutions de Spermine 
 
Reprendre la solution A (Spermine) selon le tableau ci-dessous (Dilution sériée) : 
 

 
 
Mélanger respectivement les solutions A1 et A2 avec la matrice HCCA (EtOH/AcO, 70/30) 
en proportion 1/1 sachant qu’il faudra déposer 5 dépôts de 0.5µL, soit 2.5µL minimum pour 
chacune des solutions. On obtient respectivement les solutions A’1 et A’2. 

  

N° Solution Volume à prélever (µL) Qsp (H20) (µL) 

A1 20 µg/mL 20 µL de la solution mère 980 

A2 1 µg/mL 50 µL de A1 950 
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6. PREPARATION DE LA PLAQUE MALDI 

 
Dépôt de la matrice 
 
Appliquer sur une ligne entière de la plaque MTP 384 target plate ground steel BC des 
dépôts de 0.5µL de la solution de matrice HCCA (EtOH/AcO, 70/30). Afin de remplir 
entièrement le dépôt de façon homogène, appliquer la matrice avec un mouvement 
circulaire.  
 
Remarques : Attention lors du dépôt car il est possible que la matrice déborde des cibles !  
   Le temps de séchage du dépôt doit être très court : 5 à 10 secondes. 

 Le dépôt de matrice seul sert à réaliser le detector check. 
 
Dépôt des molécules cibles 
 

1. Déposer au minimum 5 réplicas (0.5µL) la solution B1 pour le test de 
performance sur la gamme 700 – 3500 Da. 

2. Déposer au minimum 5 (0.5µL) réplicas la solution A’1 pour le test de 
performance en MS². 

3. Déposer au minimum 3 réplicas la solution A’2 pour le test de sensibilité. 
 

 
 
Remplir le plan de plaque MTP 384 target plate ground steel BC en y indiquant vos 

dépôts non conformes pour la QP. 
 

7. DETECTOR CHECK             A FAIRE EN PREMIER 

 
Utiliser l’option de vérification du détecteur afin d’avoir une détection optimale pour la 
réalisation de la qualification de performance. Cette vérification automatique prend environ 
20 minutes. 
 

- Aller dans l’onglet « Status » de Flexcontrol pour lancer l’analyse en utilisant le dépôt 
de matrice seule. 

 
Résultats attendus : Si les voltages diffèrent de plus de 30V par rapport à la vérification 
précédente, penser à modifier ces voltages pour chaque méthode nécessaire à la réalisation 
de cette QP. Cette modification s’effectue dans l’onglet « Detection » au niveau du 
« detector gain ». 
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Imprimer le rapport indiquant la différence de voltage avec la précédente 
vérification 

 

8. TEST DE CALIBRATION 

 

Les méthodes sont préenregistrées dans le fichier : 

(D:) Data\Methods\FlexControlMethods\Qualification de performance 

 

Tous les spectres sont à imprimer grâce à l’option « report » de FlexAnalysis 

 
 

a) ANALYSES MS 
 
Acquisitions dans FlexControl 

 

Utiliser un dépôt de Pepmix 2 (Solution B1) pour réaliser le test de calibration sur la gamme de 

masse 700 -3500 Da : 

 

1. Penser à modifier le gain du détecteur. 

2. A l’aide d’une première analyse du Pepmix 2, calibrer la méthode QP_RP_pepmix avec 

la liste de calibration PeptideCalibStandard mono 

3. Prendre un second spectre et relever les masses des peptides suivants présents dans le 

tableau ci-dessous.  

4. Enregistrer les spectres ayant servis à relever les masses. 

5. Répéter l’opération en mode négatif avec la méthode QP_RN_pepmix et la liste de 

calibration NegPeptideCalibStandard mono 
 

Résultats attendus : écart entre la masse monoisotopique théorique [M±H] du produit et la 

masse observée ≤ 0.5 m/z 
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Traitement dans FlexAnalysis 
 

1. Charger les spectres. 

2. Pour le premier spectre, cliquer sur « Edit method parameters  », choisir dans 
« Process » la méthode QP_pepmix_pos en mode positif et QP_pepmix_neg en 
mode négatif. 

3. Dans « Mass List layout », choisir uniquement : m/z, S/N et résolution.  

4. Cliquer sur « Find List  » afin d’obtenir les listes de pics pour chaque spectre. 
6. Sélectionner tous les fichiers et leur appliquer la couleur noire. 
7. Réaliser un clic droit sur le fichier d’intérêt et aller dans « Properties ». Veiller à 

donner un titre pour chaque réplica et à indiquer la « Processing method » utilisée 
dans le « comment 2 ». 

8. Cocher uniquement le spectre et l’imprimer avec l’option : Report\Preview 
report\layout\QP_RP_pepmix2_calibration.  

9. Sélectionner la mise en page « Landscape » 
 
  

 IONISATION POSITIVE 

 m/z théorique m/z mesuré  Da 

Bradykinine 757.399   

Substance P 1347.735   

ACTH clip 2093.086   

Somatostatine 3147.471   

Résultats  Conforme                       Non conforme 

Commentaires  
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9. TEST DE PERFORMANCES 

 
a) ANALYSES MS 

 
Acquisitions dans FlexControl 
 

Remarque : Calibrer chaque méthode avant d’acquérir les spectres. 

 

1. Charger la méthode « QP_RP_pepmix ». Penser à modifier le gain du détecteur. 

2. Acquérir les 5 dépôts réalisés avec le Pepmix 2 (Solution B1) en mode positif. 

3. Faire de même en mode négatif avec la méthode « QP_RN_pepmix ». Penser à 

modifier le gain du détecteur. 

 

Traitement dans FlexAnalysis 
 

4. Charger les spectres du test de performance. 

5. Pour le premier spectre, cliquer sur « Edit method parameters  », choisir dans 
« Process » la méthode QP_pepmix_pos en mode positif et QP_pepmix_neg en 
mode négatif. 

6. Dans « Mass List layout », choisir uniquement : m/z, S/N et résolution.  
7. Afin d’appliquer la méthode aux 4 autres spectres réaliser un copier/coller de la 

méthode. 

 Ionisation Négative 

 m/z théorique m/z mesuré  Da 

Angiotensine II 1044.527   

Substance P 1345.721   

ACTH clip 2091.072   

Somatostatine 3145.456   

Résultats  Conforme                       Non conforme 

Commentaires  
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8. Cliquer sur « Find List  » afin d’obtenir les listes de pics pour chaque spectre. 
 
Résultats attendus :  Le CV sur les S/N doit être ≤ 30% pour chacun des pics ciblés 
Les résolutions doivent être  > à 10 000 si la masse est < à 1000  

- > à 12 000 si la masse est comprise entre 1000 et 1500 
- > à 15 000 si la masse est comprise entre 1500 et 3000 
- > à 18 000 si la masse est > à 3000 

 
Une fois le traitement de données effectué, mettre en forme les données : 
 

9. Sélectionner tous les fichiers et leur appliquer la couleur noire. 
10. Réaliser un clic droit sur le fichier d’intérêt et aller dans « Properties ». Veiller à 

donner un titre pour chaque réplica et à indiquer la « Processing method » utilisée 
dans le « comment 2 ». 

11. Cocher uniquement le spectre à imprimer avec l’option : Report\Preview 
report\layout\QP_RP_pepmix2_performance.  

12. Sélectionner la mise en page « Landscape » 
 
Remarque : Penser à bien sélectionner le spectre ciblé pour l’impression afin d’afficher 
dans le rapport le tableau avec la valeur lui correspondant.  
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IONISATION POSITIVE 

Reproductibilité  

Molécules Masses S/N 1 S/N 2 S/N 3 S/N 4 S/N 5 CV % 

Bradykinine 757.399    
   

Angiotensine II 1046.542    
   

Substance P 1347.735    
   

ACTH clip 2094.121    
   

Somatostatine 3149.493    
   

Résolution 

Molécules Masses 1 2 3 4 5 Moyenne 

Bradykinine 757.399    
   

Angiotensine II 1046.542    
   

Substance P 1347.735    
   

ACTH clip 2094.121    
   

Somatostatine 3149.493    
   

Résultats  Conforme                       Non conforme 

Commentaires  
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IONISATION NEGATIVE 

Reproductibilité 

Molécules Masses 1 2 3 4 5 CV % 

HCCA 779.122    
   

Angiotensine II 1044.527    
   

Substance P 1345.731    
   

ACTH clip 2092.051    
   

Somatostatine 3147.461    
   

Résolution 

Molécules Masses 1 2 3 4 5 Moyenne 

HCCA 779.122    
   

Angiotensine II 1044.527    
   

Substance P 1346.731    
   

ACTH clip 2092.051    
   

Somatostatine 3147.461    
   

Résultats  Conforme                       Non conforme 

Commentaires  
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b) ANALYSES MS² 
 

La spermine s’ionise en positif 
 

Acquisitions dans FlexControl 
 
 

1. Charger la méthode QP_LIFT_LM_pos Penser à modifier le gain du détecteur. 

2. Acquérir les 5 dépôts réalisés pour la MS² de la spermine (solution A’1). 

3. Indiquer la masse de l’ion parent soit 203.224 et acquérir un spectre sur le dépôt 

cible. Sélectionner l’ion sur le spectre puis cliquer sur « Add » et « Fragmentation » 

pour que lors de l’acquisition suivante l’ion parent soit calibré. 

4. Une fois en en mode fragment, enregistrer le spectre MS². On attend la transition 

203.224 → 129.1. Afin de pouvoir enregistrer le spectre il faut obligatoirement avoir 

cliquer sur « Add ». 

5. Retourner en mode « parent » afin d’acquérir le spectre de l’ion parent calibré. 

 

Remarque : Si le spectre de l’ion fils est toujours dans la somme, le spectre de l’ion 

parent ne sera pas enregistré : Cliquer alors sur « Clear sum ». 

 

7. Acquérir le spectre puis afin de l’enregistrer, cliquer sur « Add ». 

6. Reproduire cette démarche sur les 4 autres dépôts. 

 
Traitement dans FlexAnalysis 
 

1. Charger les spectres MS et MS² et utiliser les processing methods ( )suivantes : 
QP_spermine_sensibilité en mode MS et QP_spermine_MS² en mode MS². 

2. Dans « Mass list layout », choisir uniquement : m/z, S/N et résolution.  
3. Afin d’appliquer la méthode aux 4 autres spectres réaliser un copier/coller de la 

méthode. 

4. Cliquer sur « Find List  » afin d’obtenir les listes de pics pour chaque spectre. 
 
Une fois le traitement de données effectué, mettre en forme les données : 
 

6. Sélectionner tous les fichiers et leur appliquer la couleur noire. 
7. Réaliser un clic droit sur le fichier d’intérêt et aller dans « Properties ». Veiller à 

donner un titre pour chaque réplica et à indiquer la « Processing method » utilisée 
dans le « comment 2 ». 

8. Afin d’imprimer les spectres, afficher les spectres en mode « List » avec uniquement 
le spectre MS et le spectre MS² correspondant coché.  

 
Remarque : Penser à bien sélectionner le spectre MS² avant la création du rapport afin que 
les valeurs affichées dans celui-ci correspondent à l’ion fils. 
 

9. Imprimer : Report\Previewreport\layout\QP_spermine_performance_MS².  
10. Sélectionner la mise en page « Landscape » 
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Résultat attendu : Le CV sur les S/N doit être ≤ 30%. 
 

 
 

10. TEST DE SENSIBILITE 
 

La spermine s’ionise en positif 
  

 

Acquisition dans FlexControl 

 

Charger la méthode QP_RP_LM_spermine afin d’acquérir les 3 dépôts réalisés avec la 

solution A’2 en mode positif. Penser à modifier le gain du détecteur. Si nécessaire, optimiser 

le signal en ajustant la puissance du laser. 

 

Remarques : Il existe une fonction dans FlexControl pour connaitre le S/N du pic d’intérêt 
à 203.224 m/z : 

- Cliquer sur « Max cursor left  » puis sur « Show peaks information ». 
- Une fois ces fonctions activées, un tableau apparait permettant la lecture du S/N. 

 
Traitement dans FlexAnalysis 
 

1. Charger les spectres MS et utiliser la « Processing méthod  ( ) » suivante : 
QP_spermine_sensibilité. 

2. Dans « Mass list layout », choisir uniquement : m/z, S/N et résolution.  
3. Afin d’appliquer la méthode aux 2 autres spectres, réaliser un copier/coller de la 

méthode. 

4. Cliquer sur « Find List  » afin d’obtenir les listes de pics pour chaque spectre. 
 

IONISATION POSITIVE 

Reproductibilité  

Molécules Masse S/N 1 S/N 2 S/N 3 S/N 4 S/N 5 CV % 

Spermine 129.1    
   

Résultats  Conforme                       Non conforme 

Commentaires  
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Résultat attendu : Le rapport S/N mesuré doit être ≥ à 200 
 
Une fois le traitement de données effectué, mettre en forme les données : 
 

6. Sélectionner tous les fichiers et leur appliquer la couleur noire. 
7. Réaliser un clic droit sur le fichier d’intérêt et aller dans « Properties ». Veiller à 

donner un titre pour chaque réplica et à indiquer la « Processing method » utilisée 
dans le « comment 2 ». 

 
Remarque : Penser à bien sélectionner le spectre ciblé pour l’impression afin d’afficher 
dans le rapport le tableau avec la valeur lui correspondant.  
 

8. Cocher uniquement le spectre à imprimer avec l’option : Report\Preview 
report\layout\QPspermine_sensibilité.  

9. Sélectionner la mise en page « Landscape » 
 
 
 

 
 

IONISATION POSITIVE 

Sensibilité 

Molécules Masse S/N 1 S/N 2 S/N 3 

Spermine 203.224    

Résultats  Conforme                       Non conforme 

Commentaires  
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DEVELOPPEMENT D’UNE NOUVELLE APPROCHE COMBINANT LA RADIOIMAGERIE ET L’IMAGERIE PAR 
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Development of a dual imaging strategy combining radio- and mass 

spectrometry-imaging to study the biodistribution of 14C-graphene oxide

To this end, our approach aims to provide

complementary analytical information on

biodistribution of 14C-radiolabeled graphene in

mouse tissue (CZARNY et al., ACS nano, 2014) by

combining radioimaging and mass spectrometry

imaging (MSI). Indeed, absolute quantification

provided by radioimaging needs to be

supplemented with structural analyzes to confirm

specificity of the graphene signature.

Hélène Cazier1, Dominique Georgin2, Carole Malgorn3, Frédéric Taran2, Vincent Dive3, Christophe Junot1, François Fenaille1, Benoit Colsch1

DRF/Institut Joliot/SPI 1 – SCBM 2 – SIMOPRO 3, Université Paris-Saclay, CEA-Saclay, Gif-sur-Yvette, France. 

Development of the MSI approach started by unlabeled (12C) and (14C)

labeled GO species profiling on an UltraFleXtreme™ MALDI-TOF/TOF (Matrix

Assisted Laser Desorption Ionization – tandem Time Of Flight) mass

spectrometer out and on tissue.

Specific signature was reproducibly observed for both GOs, with carbon

cluster distributions ranging from C2
-. (m/z 23.9) to C9

-. (m/z 108.0) and a

base peak at m/z 71.9 corresponding to C6
-. (CHEN et al., Nature nanotech,

2015).

MSI method was optimized on liver tissue with following parameters : laser

power set up at 90%, 1000 spectra accumulation, spatial resolution of 100

µm.
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Graphene success results from its versatile

physicochemical and biological properties making it

an attractive nanomaterial. Indeed, those

nanoparticles such as carbon-nanotubes, nanodots

or graphene oxide (GO) sheets can be used in

multiple areas including therapeutics using

bioengineering or drug delivery. Despite its great

potential, special attention has to be paid
concerning its bioactivity and safety.
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Graphene oxide was spotted on tissue to validate the MS analysis and

confirm the MS profile of GO materials. Because of to high concentration,

no matrix effect was observed with spiked GO droplet on liver tissue.
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Limit of detection of unlabeled CVD graphene oxide was determined at

0.83ng/mm² on tissue and at 0.33ng/mm² on ITO slide. So, only a two-fold

lower signal was induce due to matrix effect.

No difference 

were observed 

between on and 

out of tissue 

profile of GO.

Objectives : 

Then, sensitivity and matrix effect evaluation were performed by spotting

dilution series of 12C-GO suspension (0.05% SDBS (DodecylBenzeneSulfonate))

on liver tissue. LOD was evaluated by monitoring the intensity of the base

peak m/z 71.9 obtained with the previous MSI method. Analysis were

performed on liver tissue and on Indium Tin Oxide (ITO) slide.
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Liver cpm nCi /Slice

Slice 1 160 0,21   

Slice 2 160 0,21   

Slice 3 152 0,20   

Slice 4 134 0,18   

4x10

A 10 fold signal difference was estimate between β-imager 

and MALDI-TOF technics for on tissue GO analysis.

2. Mass Spectrometry Imaging of GO1. MS profiling of GO

SPI, LEMM : Nanoparticles' profiling and imaging

Acquisition of a graphene based material signature

using mass spectrometry and imaging mass

spectrometry (IMS) combining to radioimaging for

absolute quantification.

12C-Graphene 

material detection 

on MALDI plate

MSI of Slices coming 

from β-imager 

analysis0

Animals 

exposition to 

GO and rGO
nanoparticles

Slices analysis by radioimaging

with the  β - imager

Ultraflextreme™ 

MALDI-TOF/TOF

WorkflowContext and strategies

After confirmation of ITO slides compatibility with both imaging techniques, future objectives aim to 

successively analyze 14C-GO in an animal model by the implemented dual imaging approach. 

Knowing that on the basis of GO materials were dosed at 0.1ng/mm² in liver tissue with β-imager, MSI 

results will be further exploited to potentially performed on tissue structural analysis of to study carbon 

nanomaterials biodistribution .

The combination of these two imaging technics will be applied in the framework of drug delivery 

systems in order to localize and quantify simultaneously an active compound and its carrier

Perspectives

- Robust signature of GO

- Effective MSI analysis method

- LOD determination on tissue

- Linear standard curve

Conclusions
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DEVELOPMENT OF A DUAL IMAGING STRATEGY COMBINING RADIO- AND MASS SPECTROMETRY-IMAGING TO STUDY THE 

BIODISTRIBUTION OF NANOPARTICLES. 

MSI – Radioimaging – Nanoparticles – Graphene – Biodistribution - Quantification. 

The vectorization of drugs, which allows them to be transported to target tissues to increase their 

pharmacological activity while limiting their toxicity and adverse effects, is a rapidly expanding research 

area in which nanotechnologies are one of the key factors. One of the challenges in this thesis was 

therefore to develop a combined imaging method between MSI and imaging β for the study of the 

biodistribution of graphene-type nanoparticles. Despite the study of heterogeneous nanoparticles, the 

analyses determined a repeatable carbon signature of graphene oxide in LDI-MS analysis and reproducible 

MSI analyses with CVs below 30%. In addition, the combination of the two techniques made it possible to 

obtain the absolute quantification of GO in radioimaging after exposure of mice to three injection doses 

as well as the biodistribution at 25 µm of spatial resolution of these nanoparticles within tissues thanks to 

the contribution of MSI. In a second project to study polymeric micellar vectors encapsulating a drug, a 

MALDI-TOF method was also developed to detect these two molecules simultaneously. However, the 

experiments carried out have shown the need to develop tissue treatment protocols compatible with MSI 

and making it possible to improve the sensitivity threshold of this analytical technique. 

 

DEVELOPPEMENT D’UNE NOUVELLE APPROCHE COMBINANT LA RADIOIMAGERIE ET L’IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE 

DE MASSE POUR L’ANALYSE DE NANOPARTICULES. 

MSI – Radioimagerie – Nanoparticules – Graphène – Biodistribution - Quantification. 

La vectorisation de médicaments, qui permet de les acheminer sur les tissus cibles pour accroitre leur 

activité pharmacologique tout en limitant leur toxicité et effets indésirables, est un axe de recherche en 

forte expansion dans lequel les nanotechnologies sont un des facteurs clés. L’un des enjeux dans cette 

thèse a donc été de développer une méthode d’imagerie combinée entre la MSI et l’imagerie β pour 

l’étude de la biodistribution de nanoparticules de type graphène. Malgré l’étude de nanoparticules 

hétérogènes, les analyses ont permis de déterminer une signature carbonée répétable de l’oxyde de 

graphène en analyse LDI-MS et ainsi que des analyses reproductibles de MSI avec de CV inférieur à 30 

%. De plus, la combinaison des deux techniques a permis d’obtenir la quantification absolue du GO en 

radioimagerie après exposition de souris à trois doses d’injection ainsi que la biodistribution à 25 µm de 

résolution spatiale de ces nanoparticules au sein des tissus grâce à l’apport de la MSI. Lors d’un second 

projet concernant l’étude de vecteurs micellaires polymériques encapsulant un médicament, une 

méthode MALDI-TOF a également été développée afin de détecter ces deux molécules simultanément. 

Cependant, les expérimentations réalisées ont montré le besoin de développer des protocoles de 

traitements tissulaire compatibles avec la MSI et permettant d’améliorer le seuil de sensibilité de cette 

technique analytique. 

 
 


