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Résumé 

 

La spectrométrie de masse utilisant une source MALDI est une technique d’analyse qui a 

montré un énorme potentiel de développement et d’application dès son apparition, et notamment pour 

la biologie à travers sa capacité à analyser des molécules de très haut poids moléculaires sous leur 

forme intacte. Cependant, des limitations liées à la technique et aux fondamentaux de cette méthode 

limitent son évolution, notamment pour le développement de l’imagerie biologique. Ainsi, les 

principales limitations de cette technique se situent au niveau de sa sensibilité à cause de la trop faible 

proportion de composés chargés analysables, et de sa résolution spatiale en raison de la chute de 

sensibilité observée lorsque les dimensions de la zone irradiée sont réduites par focalisation du laser. 

Le but des travaux menés dans le cadre de cette thèse a donc été de développer des systèmes qui 

présentent la possibilité d’aller au-delà de ces limitations. 

Ainsi, l’utilisation d’un second laser pour briser les agrégats produits lors de la phase de 

désorption a permis d’observer que la matrice pouvait agir comme un tampon énergétique en phase 

gazeuse et que l’utilisation d’un laser continu ou impulsionnel n’avait pas le même effet sur l’analyse. 

En effet, l’utilisation du laser continu en tant que second laser montre une diminution de l’intensité des 

signaux de matrice et d’analyte à mesure que son énergie augmente, effet qui est plus important pour 

les signaux de matrice que pour ceux d’analyte. L’action du laser impulsionnel, selon l’énergie utilisée 

et le décalage temporel avec le premier laser, semble montrer une très légère augmentation de 

l’intensité des signaux. 

L’utilisation de masques de silicium pour réduire les dimensions de la zone irradiée a permis 

non seulement de remplir cet objectif initial, mais aussi de montrer un effet significatif sur l’intensité 

des signaux et leur résolution spectrale tout en permettant l’analyse d’une zone très réduite par rapport 

à une analyse sans masque. Une résolution spatiale d’analyse d’une dizaine de micromètres a pu être 

atteinte avec certains masques, sans agir sur la focalisation du faisceau laser initial. Certains masques 

ont aussi permis d’observer une augmentation significative de l’intensité des signaux par rapport aux 

analyses réalisées en leur absence et cela sur une zone réduite de l’échantillon, probablement en raison 

d’une interaction avec le silicium et d’un confinement de la plume à l’intérieur des ouvertures. Les 

spectres acquis avec les masques ont aussi permis de mettre en évidence qu’à mesure que les 

ouvertures étaient réduites, la largeur des signaux suivait cette tendance, ce qui a permis de rendre plus 

visibles certains signaux. Ce phénomène peut être dû au profil du faisceau laser résultant du passage 

d’une partie seulement de ce faisceau à travers une ouverture qui permet d’irradier l’échantillon de 
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façon plus homogène et donc de limiter la dispersion d’énergie cinétique des composés chargés 

désorbés. 
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SIMS ↔ secundary ion mass spectrometry 

TFA ↔ acide trifluoroacétique 

TMAH ↔ hydroxyde de tétraméthylammonium 

ToF ↔ time-of-flight 

UV ↔ ultra-violet 
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Introduction 

 

 

Depuis son introduction à la fin des années 80 suite aux travaux de M.Karas, 

F.Hillenkamp et K.Tanaka, le MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) est 

devenu l’une des principales sources de production d’ions pour l’analyse de composés de 

haut poids moléculaire et très polaires, ce qui en fait un outil très répandu en biologie. 

Son principe améliore la désorption/ionisation laser (LDI), technique qui consiste à 

provoquer le passage à la phase gaz d’un échantillon solide irradié par des impulsions laser. 

La plume de désorption ainsi formée est constituée de composés neutres et chargés, ces 

derniers étant séparés puis détectés dans un spectromètre de masse. La désorption 

s’accompagne généralement d’une importante fragmentation des espèces irradiées, ce qui 

limite cette technique à l’analyse de petits composés. La MALDI repose sur l’intégration à 

l’échantillon d’un composé organique particulier, la matrice, caractérisée notamment par la 

présence d’une bande d’absorption à la longueur d’onde du laser employé. La matrice absorbe 

alors l’essentiel du rayonnement et protège les composés à analyser d’une irradiation directe. 

Elle facilite aussi l’évaporation et l’ionisation des espèces les plus lourdes grâce à des 

processus physico-chimiques complexes. L’addition de cette matrice à l’échantillon a donc 

permis de faire évoluer la LDI vers l’analyse de composés de très hautes masses et très 

polaires, comme les composés biologiques. Le développement à la fin des années 90 de 

l’imagerie MALDI sous l’impulsion du groupe de R.M.Caprioli constitue une étape décisive 

vers  l’analyse de coupe de tissu. L’imagerie MALDI permet en effet d’établir des cartes 

moléculaires en deux dimensions de l’échantillon sans avoir de connaissance particulière de 

ses composants, en l’analysant point par point. Les spectres obtenus sont traités par 

informatique pour donner la localisation et, dans une certaine mesure, les proportions des 

constituants présents. 

L’imagerie MALDI, par comparaison à d’autres techniques d’imagerie par 

spectrométrie de masse, permet l’identification de nombreuses familles de composés 

endogènes (métabolites, lipides, peptides, protéines,…) ou exogènes (médicaments, 

xénobiotiques,...) au tissu sous leur forme intacte. Cependant, malgré ses atouts, la MALDI 

fait face à certaines limitations et en particulier en termes de résolution spatiale. En effet, si la 

spectrométrie de masse par ion secondaire (SIMS) en mode statique permet seulement un 
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accès aux composés de poids moléculaire inférieur à 1 000 m/z, les images sont acquises en 

routine avec une résolution de 1 µm alors que les images MALDI le sont habituellement à 

plus de 50 µm. Cette limitation est clairement reliée aux aspects de sensibilité. En effet, la 

trop faible proportion d’ions qui sont extraits/produits (rapport ions/neutres typiquement de 

1:10 000 dans la plume) limite la capacité d’analyse de cette technique et semble s’accentuer 

au fur et à mesure que la zone irradiée est réduite (résolution spatiale augmentée), ce qui la 

rend inutilisable pour analyser des échantillons au niveau cellulaire voir subcellulaire. 

Le but de ce travail de thèse est de développer des méthodes permettant de palier à 

ces limitations de sensibilité. Nous nous sommes concentrés sur deux méthodes, un montage 

à double laser et un système de masques. Le montage à double laser a été réalisé pour palier 

au problème de la faible sensibilité de la technique en se focalisant sur la désolvatation 

assistée par un second laser des agrégats produits lors de l’irradiation de l’échantillon afin de 

profiter de cette source d’analyte chargé. Le système des masques de silicium a été 

développé pour améliorer la résolution spatiale du MALDI en analyse par un autre moyen 

que la classique focalisation du faisceau laser On verra qu’en plus de remplir son rôle initial, 

ce système influe aussi sur d’autres paramètres de l’analyse telle que la sensibilité. 
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Chapitre I : 

État de l’art du MALDI et 

des mécanismes 

fondamentaux associés 
 

Depuis son invention dans les années 80 par F.Hillenkamp et M.Karas [M.Karas/1988], 

et par K.Tanaka et al. [K.Tanaka/1988], la source de Désorption/Ionisation Laser Assistée 

par Matrice (MALDI) est devenue une technique de production d’ions très répandue, tout 

particulièrement en biologie. La capacité de cette source à produire des ions monochargés de 

composés de très haute masse moléculaire et très polaires à travers un traitement simple et 

rapide de l’échantillon en fait une candidate privilégiée pour l’analyse de composés 

biologiques. 

 

 

I.1 Principe de la source MALDI 

 

I.1.a Du LDI au MALDI 

 

Le principe de fonctionnement du MALDI est basé sur une technique plus ancienne : la 

Désorption/Ionisation Laser (LDI) [F.J.Vastola/1970]. Les deux techniques conduisent à une 

production d’ions par irradiation laser des échantillons à analyser. La différence majeure 

entre LDI et MALDI se situe dans le traitement préalable de l’échantillon ; alors qu’en LDI 
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l’échantillon irradié est brut, il est préalablement co-cristallisé avec un composé appelé 

matrice en MALDI. 

 

La LDI est limitée à l’analyse des composés les moins fragiles. Dans le cas contraire, 

les espèces irradiées auront une probabilité importante de se fragmenter, ce qui réduira 

considérablement le rendement d'ions d'analytes et complexifiera l'analyse des spectres. C’est 

généralement le cas des composés de haut poids moléculaire (supérieur à quelques milliers 

de m/z) tels que les peptides ou les protéines dont la LDI ne permet que rarement l’analyse. 

La matrice utilisée en MALDI a précisément pour rôle d’absorber l’essentiel de l’énergie 

apportée par le faisceau laser, protégeant ainsi le ou les analytes de l'irradiation directe tout 

en contribuant à leur désorption et leur ionisation suivant le principe qui sera décrit au 

paragraphe I.1.b. 

Historiquement, le concept de matrice provient d’observations réalisées par 

F.Hillenkamp et M.Karas lors de l’analyse en LDI de mélanges d’acides aminés. Ces 

expériences ont montré une très forte augmentation des rendements d’ions pour certains 

mélanges correspondant à ceux présentant un acide aminé absorbant à la longueur d’onde du 

laser. Ces études ont par la suite conduit à volontairement ajouter un composé organique aux 

analytes étudiés créant ainsi les bases de la technique MALDI utilisée de nos jours. 

La matrice peut être de nature très diverse (métallique [K.Tanaka/1988], organique 

[M.Karas/1988], inorganique [K.Tanaka/1988],…), mais a toujours pour point commun de 

posséder une forte bande d’absorption à une longueur d’onde coïncidant avec celle du laser 

utilisé. Couramment ces lasers émettent dans l’UV et sont soit des lasers azote (337 nm), soit 

des Nd:YAG triplés (355 nm). Si les premiers ont connus un grand succès dans les années 

1990 et le début des années 2000, les Nd:YAG triplés reviennent en force ces dernières 

années, grâce à leur durée de vie supérieure et leur plus grande fréquence de répétition qui en 

font des éléments plus adaptés aux analyses haut débit dans les applications biologiques. Si 

l’UV-MALDI reste la technique analytique phare, l’IR-MALDI peut également être utilisée 

et présente des caractéristiques intéressantes pour certaines applications telles que l’analyse 

d’oligonucléotides de haut poids moléculaire [S.Berkenkamp/1996]. De nombreux composés 

ont été testés et étudiés comme matrices potentielles [M.Karas/1991 ; J.Krause/1996 ; 

S.Berkenkamp/1996], mais seuls quelques-uns sont encore utilisés couramment aujourd’hui 

(Voir § 1.1.d). En effet, l’existence d’une bande d’absorption de la matrice à la longueur 

d’onde du laser utilisé est une condition nécessaire mais non suffisante. Certains composés 

répondant à cet unique critère ne font pas de bonnes matrices MALDI et seules sont 
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sélectionnées les matrices permettant d’aboutir aux meilleures caractéristiques spectrales en 

terme de sensibilité, intensité des signaux, rapport signal/bruit et résolution spectrale (Voir § 

1.1.c). Par exemple, l’efficacité d’analyse peut être très variable pour les isomères d’un 

même composé [V.Horneffer/1999]. 

Au-delà du simple aspect de transfert d’énergie de la matrice à l’analyte, celle-ci joue 

un rôle dans le processus qui conduit à l’ionisation des analytes en servant de source de 

protons, si elle en est dotée (ce qui n’est pas le cas pour les matrices métalliques). Notons que 

les protons transférés ne sont pas nécessairement les protons mobiles (tels que ceux des 

fonctions hydroxyles et carboxyles) [G.Grigorean/1996 ; C.K.L.Wong/1998]. Nous 

reviendrons plus en détail sur ces mécanismes au paragraphe I.2. 

 

 

I.1.b Principe général du MALDI 

 

Le MALDI est une source de production d’ions versatile dans son utilisation 

permettant d’analyser des échantillons initialement en solution ou solide (échantillons 

biologiques bruts par exemple). La force de cette technique repose sur la possibilité 

d’accéder à l’analyse d’une grande variété de composés de nature différente sur une grande 

gamme de masse, et ce, quelque soit la polarité de l’analyte. De plus c’est une technique 

particulièrement sensible permettant en routine l’analyse de composés jusqu’à des 

concentrations très faibles de l’ordre de 10-9 mol/L [A.N.Krutchinsky/2002 ; 

E.Nordhoff/2007]. Conventionnellement, les échantillons sont préparés par co-cristallisation 

des analytes avec la matrice dans un ratio où la matrice est présente en large excès (Voir § 

I.1.e). Idéalement après mélange de(s) solution(s) d’analytes et de matrice, dans un rapport 

connu, un faible volume (généralement 1 µL) du mélange est déposé sur un porte-échantillon. 

L’évaporation du solvant à pression atmosphérique et température ambiante conduit à 

l’obtention d’un dépôt solide de quelques millimètres de diamètre constitué de micro-cristaux 

de matrice. L’échantillon, après transfert dans la source (classiquement sous vide poussé, 

c’est-à-dire environ 10-5 Pa), est irradié par le faisceau laser pulsé généralement nanoseconde. 

Brièvement, l’absorption par les molécules de matrice des photons conduit à les exciter. 

Rapidement, la relaxation de l’énergie au sein du système suivant différentes voies conduit à 

l’éjection de matière (plume) et son expansion sous vide. Dans ce processus, les analytes sont 
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entraînés par les molécules de matrice. Pendant et après le tir laser (dans un délai inférieur à 

quelques nanosecondes) des ions sont observés dans la plume en expansion même si ceux-ci 

restent très minoritaires par rapport à la quantité globale de matière éjectée. Ce phénomène, 

dit de désorption/ionisation, est un processus complexe qui reste encore mal contrôlé, bien 

qu’étudié depuis l’introduction du LDI. Nous reviendrons plus en détail sur les connaissances 

acquises sur ces mécanismes dans la suite de ce chapitre (Voir § I.2). 

 

I.1.c Caractéristiques Spectrales 

 

Les mécanismes de désorption/ionisation conduisent à la création (ou la libération) 

d’ions positifs et négatifs, de matrice (m) et d’analyte (M), principalement monochargés bien 

que l’état de charge augmente avec la taille de l’analyte considéré. Ainsi, les spectres en 

MALDI sont caractérisés par la présence d’ions principalement monochargés et de signaux 

intenses dans les bas m/z (inférieur à 500) du spectre correspondants aux signaux de la 

matrice. Le processus de désorption/ionisation aboutit à la présence d’ions positifs et négatifs 

en quantité équivalente lorsque l’échantillon est déposé sur un substrat non  conducteur, mais 

favorise la production d’ions positifs dans les conditions d’analyses conventionnelles 

MALDI-ToF [M.Dashtiev/2007]. En mode positif, les ions majoritairement observés 

correspondent à des ions protonés de type [M+H]+ (ou [m+H]+ pour la matrice). Cependant, 

les analytes étudiés présentant souvent une bonne affinité pour les ions alcalins (Na+, K+), 

des ions cationisés de type [m+Na]+, [m+K]+ sont fréquemment observés dans les spectres. 

Pour les composés de poids moléculaire plus élevé, soit M>2000 u. (et suivant les conditions 

d’analyse) des ions multichargés peuvent être observés ([M+2H]2+, [M+3H]3+,…), avec une 

augmentation du nombre de charge avec la masse de l’analyte avec un maximum vers n=5-6 

charges pour les plus hautes masses et une nette prépondérance des ions les moins chargés. 

D’autres types d’ions sont observables dans certains cas tels que les ions dimères (voir 

multimères) d’analytes de type [2M+H]+, ou encore des adduits de matrice (généralement 

M>10 000) de type [M+m+H]+. Il faut noter que la proportion d’ions multimères et d’adduits 

a tendance à augmenter avec la masse des analytes étudiés. Pour la matrice, sont observés 

avec une abondance prépondérante, les signaux de type [m+H]+, [m+Na]+, [m+K]+, [2m+H]+, 

ainsi que des multimères d’ordre supérieur, les adduits cationisés des multimères ainsi que de 

nombreux fragments provenant de ces espèces tels que la perte d’H2O ou de CO2. La matrice 

absorbant à la longueur d’onde du laser, ses signaux sont habituellement d’intensité 
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importante et nettement supérieure à ceux des analytes. Ainsi, l’analyse de composés de 

m/z<500 dont les pics coïncideront avec la région de signaux liés à la matrice peut s’avérer 

difficile, en particulier si le composé recherché est isobarique à un ion de matrice. En mode 

négatif, le nombre de signaux est réduit et les spectres plus faciles à interpréter mais en 

général avec une sensibilité plus faible. Dans ce mode, les analytes sont principalement 

observés sous forme d’ions déprotonés [M-H]- et sans adduits. Il faut cependant bien garder 

en mémoire que le nombre de signaux, leur nature, leur intensité relative, la sensibilité et la 

résolution spectrale sont très fortement dépendants des conditions d’expérience : type de 

matrice utilisée, ratio analyte/matrice, paramètres de co-cristallisation entre la matrice et 

l’analyte (homogénéité, morphologie de l’échantillon), fluence laser, nombre de tirs,... Par 

exemple, une proportion d’ions multichargés plus importante est observée pour certaines 

matrices. Il est également possible d’observer des phénomènes de suppression des ions de 

matrice pour certains ratios analyte/matrice particuliers [R.Knochenmuss/1996] (Voir § 

I.2.b.β.4) 

 

I.1.d Les matrices MALDI 

 

 La matrice constitue l’un des paramètres essentiels d’une analyse MALDI. En effet, 

selon la matrice utilisée, les performances de l’analyse (gamme de masse accessible, nature 

des composés analysables,…) pourront être grandement affectées. Cependant, il n’est pas 

facile de savoir a priori si un composé constituera une bonne matrice. Ainsi, nombres de 

matrices encore utilisées ont été proposées sur la base d’approches empiriques 

[R.C.Beavis/1989 ; U.Pieles/1993]. La propriété première que doit avoir un composé pour 

être utilisé en tant que matrice est de présenter une forte bande d’absorption à la longueur 

d’onde du laser, afin d’assurer le transfert énergétique tout en jouant le rôle de tampon vis-à-

vis des analytes lors de l’irradiation. Selon ce critère, on distinguera généralement les 

matrices dites "ultraviolet" (UV) et celles dites "infrarouge" (IR), selon la longueur d’onde de 

la bande d’absorption prise en compte. Cependant, cette condition n’est pas suffisante. 

Comme le montre différents travaux, d’autres paramètres comme l’incorporation des analytes 

dans le réseau cristallin de la matrice lors de la co-cristallisation ou encore l’affinité 

protonique (AP) de la matrice [T.W.Jaskolla/2008] sont des paramètres déterminants bien 

que non encore parfaitement maîtrisés. 
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 Dans le cadre de l’analyse de biomolécules par UV-MALDI, les composés 

couramment utilisés aujourd’hui en tant que matrice sont généralement de petites molécules 

organiques possédant un noyau aromatique auquel sont reliées des fonctions chimiques 

susceptibles de pouvoir fournir des ions H+ (acide carboxylique, hydroxyle, amine). 

Cependant, plusieurs études [G.Grigorean/1996 ; C.K.L.Wong/1998] ont montré que ces 

groupements avec un proton échangeable s’ils ont un rôle important dans l’obtention d’ions 

d’analytes protonés ne sont pas absolument nécessaires et peuvent être compensés 

notamment par l’incorporation au sein des cristaux de molécules de solvant présentant des 

hydrogènes labiles [R.Cramer/1997]. 

Les matrices les plus utilisées aujourd’hui sont l’acide 2,5-dihydroxybenzoique (2,5-

DHB) [K.Strupat/1991], l’acide sinapinique [R.C.Beavis/1989] et l’acide α-cyano-4-

hydroxycinnamique (HCCA) [R.C.Beavis/1992a] (Voir figure I.1). Ces matrices sont 

particulièrement utilisées pour l’analyse des composés type peptides/protéines ; d’autres 

matrices étant plus spécifiquement adaptées pour d’autres familles de composés parmi 

lesquels nous pouvons citer à titre d’exemple le dithranol pour les polymères synthétiques 

peu polaires ou encore l’acide 3-hydorxypicolinique (3-HPA) pour les oligonucléotides. Des 

matrices plus complexes, telles que les matrices ioniques [D.W.Armstrong/2001], faisant 

appel à une combinaison de composés (matrice conventionnelle et base organique dans le cas 

des matrices ioniques) peuvent également être employées. 

 

Figure I.1 : Structure des matrices HCCA, DHB et acide sinapinique. 
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I.1.e Préparation des échantillons en MALDI 

 

La préparation des échantillons est une étape cruciale dans l’analyse MALDI et peut 

considérablement influencer les caractéristiques spectrales. Ainsi, cet aspect a été étudié dans 

de nombreuses études expérimentales, le plus souvent empiriques, et fréquemment 

déconnectées de la compréhension des mécanismes physico-chimiques de 

désorption/ionisation associés. 

 

L’étude d’analytes en solution nécessite l’utilisation d’un solvant permettant une 

solubilisation efficace du ou des analytes. Ceux-ci étant classiquement des composés 

biologiques, l’eau est généralement privilégiée. L’obtention de signaux exploitables est 

également conditionnée par des rapports de concentration plus ou moins efficaces entre la 

matrice et les analytes, paramètre qu’il est parfois difficile de contrôler dans les applications 

biologiques ou la quantité des analytes est généralement faible et indéterminée. Cet aspect est 

notamment une difficulté rencontrée dans l’analyse d’échantillons biologiques bruts (tissus 

ou cellules) [R.M.Caprioli/1997 ; P.A. Van Veelen/1993] où la concentration et la nature des 

composés à étudier n’est pas connue au préalable.  

Un dépôt MALDI idéal doit permettre à la fois la conservation de l’échantillon dans les 

conditions de l’analyse (température, pression, position,…), l’obtention de spectres reflétant 

la présence des analytes de l’échantillon (ou tout du moins de celui ou ceux recherchés) et la 

reproductibilité des analyses. Certaines matrices MALDI (par exemple 2,4,6-THAP), 

présentent une sublimation forte dans les conditions de vide poussé de la source, et si elles 

ont des caractéristiques intéressantes pour l’analyse de certaines familles de composés, 

restent délicates d’utilisation car imposant de réaliser les analyses sur des temps courts. Une 

autre caractéristique importante d’un dépôt MALDI est son homogénéité, tant au niveau de la 

régularité de sa surface que de sa composition. Les dépôts présentant des points chauds 

(analytes concentrés dans certains cristaux) ou des cristaux de taille importante peuvent 

perturber la reproductibilité des analyses. De nombreuses méthodes de dépôts ont été 

développées depuis l’apparition du MALDI et dépendent fortement de la nature de 

l’échantillon et/ou de la matrice. Parmi ces différentes méthodes, on peut distinguer celles 

réalisées manuellement (par exemple avec des pipettes [M.Kussmann/1997]) de celles 
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réalisées à l’aide de dispositifs automatisés tels que les électronébuliseurs (électrosprays) 

[J.Axelsson/1997]. Ces deux techniques présentent chacune leurs avantages et inconvénients. 

Les dépôts pipettes sont simples et rapides à réaliser : ils se résument en l’obtention 

d’un mélange de très faibles volumes (de l’ordre du microlitre) de solutions de matrice et 

d’analyte(s). La méthode la plus simple consiste à déposer 1 µL de solution contenant le 

mélange analyte/matrice sur le porte-échantillon puis de laisser le dépôt cristalliser à pression 

atmosphérique et température ambiante. Pour des analyses où la concentration de l’analyte 

n’est pas connue et supposée faible, et afin de minimiser la dilution de l’analyte, 1 µL de 

solution de matrice est déposée puis 1µL de l’analyte est ajouté. C’est la méthode de 

préparation dite en goutte séchée (dried droplet) qui est la plus couramment utilisée en 

MALDI pour les analyses de routine. Afin d’améliorer l’homogénéité de la distribution des 

analytes dans le dépôts (soit la reproductibilité des expériences) tout en générant des dépôts 

présentant des cristaux de matrice de plus faible dimension et de distribution de taille plus 

homogène, d’autres méthodes peuvent être employées. Citons en particulier la méthode dite 

de la couche mince [O.Vorm/1994] (thin layer preparation) dans laquelle 1 µL de matrice en 

condition de saturation dans un solvant présentant une faible tension de surface (par exemple 

l’acétone) est pré-déposé sur la cible. Ceci permet de créer une couche très fine de 

microcristaux de matrice. Par la suite, 1 µL de la solution d’analyte est ajouté sur ce dépôt 

solide. Le dépôt de l’analyte conduit à une dissolution partielle de la couche de matrice avant 

recristallisation. Ces dépôts sont clairement plus homogènes mais ne sont pas compatibles 

avec toutes les matrices. Ils sont particulièrement employés pour la matrice HCCA ou l’acide 

sinapinique. D’autres méthodes peuvent être citées telles que le dépôt en sandwich 

[L.Li/1996] ou par broyage des cristaux d’un dépôt en goutte séchée [F.Xiang/1994]. 

Les méthodes de dépôts automatisées du type électronébuliseur sont longues et 

requièrent un appareillage spécifique, mais permettent d’obtenir des dépôts très homogènes, 

donnant lieu à des analyses très reproductibles [J.Axelsson/1997], avec la possibilité de 

contrôler l’épaisseur de la couche de matrice déposée. De plus, ce dépôt pourra être réalisé 

sur une surface beaucoup plus grande que les dépôts pipettes. Ces caractéristiques en font 

une méthode particulièrement adaptée à l’analyse de tissus dans des applications d’imagerie 

MALDI MS. Les dépôts pipette peuvent aussi être utilisés dans ce cas, mais l’application de 

la matrice (et donc de son solvant) entraîne un risque de délocalisation des analytes sur toute 

la surface de l’échantillon, alors que leur maintien à leur position d’origine est essentiel pour 

une analyse spatiale. Si les dépôts par électronébulisation présentent un grand intérêt aussi 

bien en préparation conventionnelle que pour des applications particulières telles que 
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l’imagerie MALDI MS, ils restent essentiellement limités à l’analyse des petits composés 

(métabolites, composés organiques, lipides, carbohydrates,…). La détection de composés de 

poids moléculaires plus élevés tels que les peptides et les protéines reste en effet très 

problématique. Le même phénomène de ségrégation est constaté pour les préparations sans 

solvant. Cette différence de comportement est attribuée à la nécessité d’une réelle 

incorporation des peptides et protéines dans le réseau cristallin de la matrice lors de l’étape 

de co-cristallisation, alors que cette incorporation ne semble pas nécessaire pour les 

composés de plus faible masse [V.Horneffer/1999]. 

La question de l’incorporation des analytes au sein des cristaux s’est posée très tôt dans 

le développement du MALDI. Par exemple, des analyses structurelles par diffraction à 

rayons X de cristaux de 2,5-DHB contenant des analytes dans des concentrations 

"classiques", ont démontrées que ces analytes pouvaient être considérés comme des 

"impuretés" ne perturbant pas la formation des cristaux [K.Strupat/1991 ; 

J.Kampmeier/1997]. La localisation des analytes en profondeur ou en surface des cristaux de 

matrice est très dépendante de la nature de celle-ci. Ainsi, des études menées sur des cristaux 

des différents isomères du DHB (2,4-, 2,5-, 2,6-, 3,4- et 3,5-DHB) ont montré que dans les 

deux premiers cas, l’analyte a tendance à être incorporé aux cristaux tandis que les autres 

isomères de cette matrice entraînent plutôt une adsorption de l’analyte sur la surface des 

cristaux [V.Horneffer/1999 ; G.Grigorean/1996 ; C.K.L.Wong/1998 ; M.Kussmann/1997 ; 

J.Axelsson/1997 ; K.Strupat/1991 ; J.Kampmeier/1997 ; V.Horneffer/2001]. Des études 

menées sur la détermination de la vitesse initiale d’un analyte entre plusieurs de ces isomères 

ont également montrées de fortes disparités [M.Glückmann/1999] qui peuvent être 

expliquées par la position des analytes dans les cristaux. 

Les mécanismes d’incorporation proposés sont principalement l’inclusion liquide 

[A.A.Chernoy/1989] et l’incorporation par solution solide [G.G.Z.Zhang/1999]. Dans le 

premier cas, l’intégration des analytes dans les cristaux serait due à des bulles de solutions 

emprisonnées dans les cristaux au moment de leur croissance. Dans le second cas, les 

molécules d’analyte seraient isolées les unes des autres et leur solvatation par les molécules 

de matrice réalisée au sein même des cristaux. Les molécules de solvant retrouvées dans des 

cristaux [R.Krüger/2001] confirment l’existence du premier scénario, mais ces processus 

semblent minoritaires par rapport au phénomène de solution solide [G.G.Z.Zhang/1999 ; 

R.Krüger/2001 ; V.Horneffer/2003]. 
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I.2 Mécanismes MALDI 

 

Les mécanismes qui sous-tendent le processus MALDI constituent une source de 

questionnements importante depuis son apparition. En effet, si le MALDI est une technique 

qui s’est largement démocratisée au cours de ces vingt dernières années et est devenue 

incontournable pour l’analyse des biomolécules, il reste encore difficile d’avoir un contrôle 

fin sur le processus de désorption/ionisation, c’est-à-dire de contrôler précisément les 

caractéristiques spectrales. Ainsi, de nombreuses études fondamentales ont été menées depuis 

la fin des années 90 afin d’appréhender ce processus. Les différents travaux réalisés ont 

suivis des approches soit expérimentales, soit théoriques au travers de modélisations, 

l’essentiel des mécanismes qui seront présentés dans les parties suivantes sont à prendre en 

compte dans les conditions classiques du MALDI, c'est-à-dire lorsque les analyses sont 

réalisées sous vides et en présence d’un champ électrique au niveau de l’échantillon. Comme 

l’indique le nom MALDI, les deux processus principaux mis en jeu sont la désorption et 

l’ionisation, processus sur lesquels nous reviendrons plus en détail dans les paragraphes qui 

suivent. 

 

 

I.2.a Processus de désorption 

 

Lors de l’irradiation laser de l’échantillon, l’énergie absorbée par la matrice est 

convertie principalement sous forme de chaleur. Si l’énergie apportée est suffisante, ceci 

entraîne le passage d’une partie de l’échantillon progressivement de la phase solide à la phase 

gazeuse. Suivant la fluence laser, le processus d’éjection de matière est caractérisé par 

différents régimes. Trois régimes se distinguent : la désorption, l’ablation ou la spallation 

[L.V.Zhigilei/1997b,2003]. 

 La désorption est un phénomène qui requiert peu d’énergie et qui libère en phase 

gazeuse des composés isolés neutres et ionisés à partir de la couche superficielle de 

l’échantillon, avec peu ou pas de particules, gouttes ou amas. Lorsque l’énergie d’irradiation 

est augmentée (à partir de quelques dizaines de J/m², assez dépendant de la matrice utilisée), 

le régime d’ablation apparaît. Dans celui-ci, la libération de composés à partir des couches 

superficielles de l’échantillon perdure, mais s’accompagne d’un phénomène dit d’explosion 
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de phase. En effet, la chaleur générée dans l’échantillon va entraîner la formation de poches 

de gaz sous la surface et provoquer l’éjection de plusieurs couches superficielles. Cette 

éjection de matière plus violente fait apparaître des amas de composés, résidus de la structure 

solide de l’échantillon (agrégats), qui se dilueront progressivement sous vide pendant 

l’expansion de la plume (voir figure I.2). 

 

 

Figure I.2 : Simulation des évènements de désorption (a) et d’ablation (b) 

[R.Knochenmuss/2005]. 

 

La spallation est un phénomène qui requiert un transfert d’énergie particulièrement 

rapide vers l’échantillon. Dans ces conditions, l’échantillon a tendance à libérer des blocs de 

matière plutôt que des composés isolés, ce qui rend inutile de rechercher à obtenir ce 

phénomène dans le cadre d’une analyse MALDI. 

L’apparition de l’un de ces trois phénomènes est donc conditionnée par la fluence mais 

également par la durée et de l’impulsion laser. En effet, si la structure de l’échantillon n’est 

pas en mesure de permettre une relaxation suffisante du stress généré par les ondes de 

pression retour au sein de l’échantillon suite à l’impulsion laser, un phénomène de spallation 

sera observé. Cependant, des impulsions de l’ordre de la nanoseconde, bien que 

généralement très courtes par rapport aux durées de relaxation énergétiques de la matrice, 

suffisent à celle-ci pour stocker l’énergie apportée. Les états excités agissent comme des 

tampons et permettent la redistribution de cette énergie sur des échelles de temps compatibles 
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avec une relaxation intra- et intermoléculaire (jusqu’à quelques dizaines de nanosecondes). 

Le retour à l’équilibre conduit aussi à un phénomène d’éjection de matière qui peut durer 

pendant plusieurs microsecondes, habituellement appelé plume de désorption. Les 

observations expérimentales et les études fondamentales réalisées tendraient à montrer qu’en 

conditions MALDI conventionnelles, des particules isolées et des agrégats seraient observés 

simultanément. Cette description des mécanismes de désorption est largement étayée par les 

simulations moléculaires réalisées [L.V.Zhigilei/1997b,2003 ; 

R.Knochenmuss/2005,2010,2012] et fait l’objet d’un relatif consensus au sein de la 

communauté même si certaines observations expérimentales ne sont pas encore décrites par 

ces modèles. Ceci, tendrait plutôt à associer le MALDI à un régime d’ablation (ou tout du 

moins à un mélange de désorption et d’ablation) plutôt qu’à un régime de désorption pur 

(contrairement à ce que l’acronyme MALDI suggère). Bien que les fluences moyennes 

utilisées en conditions d’analyse soient typiquement situées dans une gamme de désorption, 

il faut remarquer que le profil d’énergie du faisceau laser n’est le plus souvent pas homogène 

et que certaines parties de l’échantillon reçoivent une fluence bien supérieure à la moyenne 

estimée, ce qui fait que cette mesure n’est pas forcément la plus adaptée à l’estimation de 

l’énergie laser reçue par l’échantillon. De plus, les dimensions très réduites des cristaux par 

rapport au spot laser vont entraîner l’apparition de micro-plumes à partir de chacun d’eux qui 

vont permettre, selon l’énergie reçue, des processus de désorption plus ou moins prononcés. 

Il existe ainsi en MALDI des effets de désorption localisés pouvant notamment expliquer la 

coexistence de différents régimes. 

 

 

I.2.b Mécanismes d’ionisation 

 

Si les différents travaux expérimentaux (imagerie de la dynamique de la plume, 

[D.B.Geohegan/1996 ; A.A.Puretzky/1998(a-b)-1999 ; A.Leisner/2005]) et les calculs 

théoriques ont permis au fil des ans d’acquérir une vision plus complète du processus de 

désorption, les mécanismes donnant naissance à la formation des ions en MALDI sont encore 

largement discutés et font l’objet de nombreux modèles étayés par différentes expériences et 

mesures de paramètres. Il est cependant établi que la production d’ion est un processus à 

deux étapes caractérisé par deux échelles de temps très différentes : l’ionisation primaire, 

correspondant à la formation ou à la libération d’ions pendant ou très rapidement après 
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l’impulsion laser (jusqu’à 20 ns après le déclenchement du laser), et l’ionisation secondaire 

correspondant à la production d’ions ultérieure par transfert de charges entre les espèces 

(neutres et ionisés) présentes dans la plume de désorption (jusqu’à quelques microsecondes 

après le déclenchement du laser). Dans la suite, nous nous proposons de passer en revue les 

modèles principaux d’ionisation primaire (I.2.b.α) et secondaire (I.2.b.β). 

 

 

I.2.b.α   Ionisation primaire 

 

I.2.b.α.1  Le modèle des agrégats 

 

Dans le modèle des agrégats ou « Lucky Survivor » proposé par l’équipe de M.Karas 

[M.Karas/2000], des ions préformés seraient entraînés en phase gazeuse lors de l’éjection 

d’agrégats créés par explosion de phase au sein desquels ils sont piégés. Ces agrégats se 

désolvatant progressivement libèreraient ces ions. Ce modèle se rapproche des mécanismes 

mis en jeu en Ionisation par Electronébulisation (ESI) où des gouttelettes fortement chargées 

sont émises puis progressivement désolvatées pour donner naissance à l’observation des ions 

d’analytes libres. Dans ce modèle les ions sont supposés préformés, et les charges conservées 

lors de la cristallisation des dépôts, comme dans le cas des sels. Des expériences réalisées par 

utilisation d’indicateurs colorés sensibles au pH [R.Krüger/2001] dans des solutions de 

matrice tendent à confirmer cette hypothèse. Cependant, une solution ou un solide étant 

globalement neutre, chaque composé chargé est associé à un contre-ion de charge opposée ou 

solvaté. Les mécanismes de photoionisation induits par l’absorption des photons et la perte 

d’électrons de l’échantillon engendreraient la séparation du contre-ion et entraîneraient 

l’apparition de nombreuses espèces chargées positivement dans les premiers nanomètres de 

l’échantillon, une capture de ces électrons se produisant plus profondément dans la matrice 

pour former des espèces chargées négativement [S.A.Pshenichnyuk/2003(a-b) ; 

R.Knochenmuss/2004]. La libération de ces électrons est limitée dans la mesure où 

l’accumulation de charges positives à la surface de l’échantillon crée un champ électrique qui 

empêche les électrons les moins énergétiques de s’en échapper [R.Knochenmuss/2004]. 

La désolvatation des agrégats produits suite à l’irradiation laser se ferait suivant deux 

types de mécanismes, une désolvatation douce et une désolvatation dure [S.Alves/2006]. La 

désolvatation douce conduit à la libération de molécules neutres de matrice. La charge 
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globale n’étant pas modifiée, la/les charge(s) se concentre(nt) sur l’espèce restante. Ce type 

de processus peut donc faire apparaître des composés multi-chargés, la migration des charges 

étant réalisée par transfert de protons, de cations ou d’électrons. La désolvatation dure 

conduit à la libération de  matrice chargée, ce qui contribue donc à obtenir une espèce finale 

"nue" avec peu de charges. Cette hypothèse fait largement référence aux deux mécanismes 

admis pour décrire la formation des ions en ESI. En effet, dans le modèle de Dole également 

appelé modèle de la charge résiduelle [M.Dole/1968] les gouttelettes se désolvatent 

progressivement de molécules de solvant jusqu’à l’obtention de l’ion d’analyte libre. Dans le 

second modèle de J.V.Iribarne et B.A.Thomson connu sous le nom de modèle d’évaporation 

des ions [J.V.Iribarne/1976] les ions d’analytes sont éjectés de la surface des gouttelettes 

multichargées. Le premier de ces modèles semble mieux décrire le comportement des 

composés de hautes masses lors de l’analyse ESI alors que le second modèle s’applique 

plutôt aux composés de faible poids moléculaire. 

Si l’existence d’agrégats en plus des ions libres est largement étayée de faits 

expérimentaux et théoriques [M.Karas/2000 ; A.N.Krutchinsky/2002], ceci ne permet 

cependant pas d’expliquer la formation d’ions pour des basses fluences où seuls des ions 

libres sont attendus. Ainsi, il faut faire appel à d’autres modèles d’ionisation pour expliquer 

la formation de tous les ions en MALDI. 

 

 

I.2.b.α.2  Le modèle de photoexcitation et de mise en commun ("energy pooling") 

 

I.2.b.α.2.a  Photoexcitation 

 

La voie d’ionisation la plus intuitive en UV MALDI est la photoionisation directe de 

la matrice. Cependant, le rendement d’ionisation lié à ce mécanisme est faible au vu des 

potentiels d’ionisation des molécules de matrice isolées et de l’énergie apportée par chaque 

photon. Par exemple, dans le cas du 2,5-DHB, dont le potentiel d’ionisation est de 8,054 eV 

[V.Karbach/1998], sachant qu’un laser azote ou Nd:YAG apportent respectivement 3,7 et 

3,5 eV par photon, 3 photons sont nécessaires pour induire une photoionisation de la matrice. 

Le même constat est fait pour d’autres matrices couramment utilisées (acide sinapinique : 

8,67 eV ; Acide α-cyano-4-hydorxycinnamique : 8,5 eV ;… [A.J.Hoteling/2006 ; 

S.Bourcier/2001-2002 ; F.H.Yassin/2003-2005]). Cependant, le caractère condensé de 

l’échantillon augmente les interactions entre molécules ce qui peut conduire à une réduction 
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de leur potentiel d’ionisation par rapport à des molécules isolées, rendant possible une 

ionisation à deux photons [Q.Lin/2001]. Des études [G.R.Kinsel/2002] montrent que cet effet 

reste néanmoins peu efficace pour un échantillon de matrice pure. Dans le cas des 

interactions entre la matrice et l’analyte, ces effets de réduction du potentiel d’ionisation 

peuvent être plus efficaces, les interactions entre ces deux composés pouvant être plus fortes 

qu’entre des molécules de matrice. Des études théoriques et expérimentales menées par 

G.R.Kinsel et al. ont pu mettre en évidence un tel effet [G.R.Kinsel/2002-2004 ; 

C.M.Land/1998-2001 ; F.H.Yassin/2006] sur les complexes DHB-proline dont le potentiel 

d’ionisation passe de 8,05 eV pour la matrice seule à environ 7 eV pour le complexe 

[G.R.Kinsel/2002], la fragmentation de certains complexes produisant alors des analytes 

protonés [C.M.Land/1998-2001]. Cependant, ce processus d’ionisation à deux photons n’est 

probablement pas transposable à tous les complexes analyte/matrice.  

 

I.2.b.α.2.b  Mise en commun ("energy pooling") 

 

La photoexcitation de l’échantillon, même si elle n’est pas suffisante pour provoquer 

une ionisation efficace des espèces présentes dans l’échantillon, peut permettre d’initier des 

mécanismes de transfert d’énergie entre ces espèces. Ce phénomène dit de pooling 

[V.Karbach/1998 ; P.Setz/2005 ; R.Knochenmuss/2002] se traduit par le transfert ou la mise 

en commun de quantum d’énergie (appelé "exciton") entre composés en interaction dont l’un 

au moins est dans un état excité (voir figure I.3). Ceci permet d’accumuler assez d’énergie 

pour que certains composés puissent atteindre le seuil d’ionisation. Par exemple, si on prend 

un système de deux composés en contact ayant atteint le premier état d’excitation (système 

S1:S1), l’un de ces deux composés peut revenir à son état fondamental en transférant son 

énergie à son voisin qui atteindra donc un état d’excitation supérieur (système S0:Sn). Ces 

excitons peuvent donc se déplacer dans l’échantillon du fait de son caractère solide 

[D.L.Dexter/1965]. Dans le DHB, le transfert de ce quantum d’énergie se fait en 50 ps, ce qui 

est minime par rapport à la durée de vie de l’état excité (0,5 à 1,5 ns) [D.L.Dexter/1965 ; 

H.C.Lüdemann/2002]. Ceci permet donc une diffusion relativement étendue dans 

l’échantillon et augmente donc les chances que les excitons se concentrent sur certaines 

molécules et augmentent le taux d’espèces ionisées au cours du temps (voir figure I.4). 
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Figure I.3 : Mise en évidence du phénomène de pooling [R.Knochenmuss/2006a]. 

 

 

  

Figure I.4 : Mise en évidence du phénomène de pooling et évolution de la population relative 

des différents états excités apparus lors de l’irradiation laser au cours du temps 

[R.Knochenmuss/2006a]. 

 

Ce phénomène sera observé tant que l’échantillon sera assez dense pour permettre la 

transmission d’excitons entre les différents composés, ce qui le rend donc très dépendant de 

l’expansion de la plume. Cette dépendance permet d’expliquer la chute assez précoce de la 

population d’état excité Sn par rapport aux états excités S1 qui perdurent plus longtemps. 
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I.2.b.α.3  Le modèle du fluide polaire 

 

 Le modèle du fluide polaire [X.Chen/1998 ; S.Niu/1998] se concentre sur la phase de 

vaporisation de la matrice déclenchée par l’augmentation de température de l’échantillon qui 

fait suite à l’irradiation laser. Durant la phase de vaporisation, l’échantillon passerait par un 

état où le volume de matière désorbé se comporte comme une solution dont le solvant serait 

la matrice (analogue à un fluide en phase supercritique). Le caractère polaire de la plupart des 

composés utilisés en tant que matrice fournirait à cette solution la propriété de dissocier les 

composés ioniques tels que les sels. Les hydrogènes labiles présents sur les molécules de 

matrice fournissent un excellent agent de solvatation et une source pour une mobilité libre de 

protons dans le fluide jusqu’à l’analyte. Ce modèle permet d’expliquer les similarités 

observées entre des spectres obtenus en IR- et UV-MALDI. Cependant le principal contre-

argument de ce modèle est que le caractère polaire de composés similaires aux matrices 

MALDI diminue lorsqu’ils sont portés à haute température, comme c’est le cas suite à 

l’irradiation laser, ce qui pourrait limiter fortement leurs capacités à dissocier les composés 

ioniques. Néanmoins, même si ce modèle ne constitue pas un des mécanismes principaux de 

l’ionisation des composés en MALDI, il ne peut être totalement exclu. 

 

I.2.b.α.4  Transfert de proton à l’état excité 

 

 Comme précédemment décrit, le seuil d’ionisation de l’essentiel des composés de 

l’échantillon n’est probablement pas atteint par la simple absorption de photons. Cependant, 

l’absorption d’au moins un photon peut mener certains de ces composés jusqu’à un niveau 

d’énergie qui influe sur leur pKa et favorise le transfert de protons vers des composés 

accepteurs. Certaines matrices comme le DHB ont une structure similaire à celle de 

composés dans lesquels cet effet est connu, tel que l’acide salicylique, où le niveau 

électronique recherché peut être atteint par l’absorption d’un photon UV. Cette hypothèse a 

conduit à réaliser des études pour examiner la contribution de ce phénomène aux mécanismes 

MALDI [J.Krause/1996 ; J.Barthel/1994 ; M.Karas/1987 ; M.E.Gimon/1992 ; 

B.Spengler/1992 ; M.P.Chiarelli/1993 ; H.Yong/1998 ; H.C.Lüdemann/2000]. Cependant, les 

travaux montrent que ce transfert n’aurait pas une contribution prépondérante dans le cas des 

matrices les plus courantes, car nécessitant une certaine stabilisation de la « charge » créée à 

travers l’environnement, possible dans l’eau ou dans un environnement amine, conditions 



Laurent DIOLOGENT, Université Lille 1, Thèse, 2013 

non atteintes a priori dans la plume. Il faut cependant prendre ces résultats avec précaution, 

seule la matrice 2,5-DHB ayant été largement étudiée. [V.Karbach/1998]. L’addition de 

composés plus favorables à ce phénomène dans l’échantillon ne s’est pas montrée plus 

concluante [H.Ehring/1992]. L’ensemble de ces travaux tend à démontrer que ce phénomène, 

s’il existe en MALDI, serait probablement minoritaire et ne se produirait que pour des 

couples analyte/matrice bien spécifiques.  

 

I.2.b.α.5  Assistance pneumatique / modèle de la bulle en expansion 

 

 À l’instar du modèle des agrégats, le modèle de la bulle en expansion 

[M.A.Baldwin/2002 ; V.L.Talroze/2000-2001(a-b)-2003-2004] repose d’une part sur la pré-

formation des ions et d’autre part sur la température atteinte par l’échantillon grâce à l’apport 

d’énergie. En effet, l’augmentation de la température de l’échantillon va permettre la 

vaporisation de certains composés ou la libération de certaines espèces (CO2 dans le cas de 

matrice dotées d’une fonction acide carboxylique) de façon d’autant plus importante que 

l’énergie du laser est élevée [V.L.Talroze/2001a]). La formation de ces volumes de composés 

gazeux sous la surface permet l’apparition de "bulles" qui éclatent en libérant des gouttes ou 

des fragments de matières qui nécessitent une désolvatation pour fournir les ions "nus" 

recherchés. Les simulations réalisées pour ce modèle [V.L.Talroze/2001a-2003-2004] ont 

montrées que, selon les paramètres pris en compte, la pression à l’intérieur des bulles pourrait 

atteindre 10 à 100 atmosphères, ce qui entraînerait des processus plus proches de l’ablation 

que de la désorption. La quantité de composés gazeux produits serait en grande partie 

dépendante de la quantité d’énergie apportée par le laser sur la durée. S’il est difficile de 

conclure quant à la validité de ce modèle, certaines expériences pourraient l’étayer. Par 

exemple, la diminution progressive du signal d’analyte par irradiation de monocristaux de la 

matrice dopés par des analytes de type protéine, serait liée à une modification progressive de 

la morphologie de la surface avec une apparition de structures très particulières et une 

modification chimique des molécules de matrice [I.Fournier/2002b-2003]. Cependant, la 

sensibilité en MALDI n’est globalement pas dépendante de la durée du pulse laser 

[P.Demirev/1992 ; K.Dreisewerd/1996 ; M.R.Chevrier/1991 ; M.R.Papantonakis/2002 ; 

A.Meffert/2001], ce qui suggèrerait que ce phénomène n’est pas décisif pour la formation des 

ions en MALDI. 
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I.2.b.β  Ionisation secondaire 

 

Les processus d’ionisation secondaire désignent les mécanismes de production d’ions 

qui se déroulent à l’intérieur de la plume de désorption entre les composés neutres et ioniques 

produits ou libérés lors de l’irradiation laser. Seuls les ions primaires, quel que soit le 

mécanisme par lequel ils sont formés, contribuent aux mécanismes d’ionisation secondaires. 

Ces mécanismes sont généralement associés à des transferts de charges entre espèces lors de 

leur collision. Ils diminuent donc au fur et à mesure de l’expansion de la plume. 

 

I.2.b.β.1 Transfert de protons 

 

Le transfert de protons entre des acides aminés et la matrice est le facteur principal 

contribuant à la fixation de charges sur les peptides contenant des fonctions basiques. Sur des 

polypeptides, du fait de leur plus grande basicité, la charge est mieux stabilisée (stabilisation 

sur plusieurs sites basiques) [A.G.Harrison/1997 ; S.R.Carr/1996-1997 ; Z.Olumee/1998]. En 

phase gazeuse, l’efficacité du transfert de proton peut se mesurer au travers de la basicité en 

phase gazeuse des analytes [S.Baumgart/2004 ; H.Wenschuh/1998 ; T.Nishikaze/2006 ; 

W.I.Burkitt/2003 ; M.L.Valero/1999]. Dans le cas d’espèces faiblement basiques, tels que les 

oligonucléotides, il faudra alors tenir compte de la basicité en phase gazeuse des espèces 

[C.W.Chou/1999]. Cependant, quel que soit l’analyte, si l’AP de la matrice est inférieure à 

celle de l’analyte alors la réaction de transfert est exothermique et sera favorable.  

 

I.2.b.β.2  Transfert de cations 

 

Du fait des affinités des composés couramment analysés en MALDI, la forme protonée 

est généralement prépondérante. Cependant, les composés peuvent également présenter une 

affinité pour les métaux alcalins ou de transition. Les alcalins (en particulier Na+ et K+) sont 

souvent présents à l’état de trace sur les supports ou en quantité abondante dans les solutions 

(échantillons biologiques). Ainsi, il est courant de retrouver des ions cationisés au sodium ou 

au potassium dans les spectres, si les échantillons n’ont pas été préalablement dessalés. Dans 

certains cas, les alcalins (Na+, K+, Li+) ou les métaux de transition (Cu2+, Ag+, Zn2+) peuvent 

être volontairement ajoutés aux solutions. Ces préparations sont habituellement réalisées 

pour permettre une pré-ionisation de composés qui ne présentent pas d’hétéroatomes et pour 
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lesquels l’affinité protonique est faible. Par exemple, l’ajout de sels d’argent permet de 

stabiliser des polymères synthétiques de type polystyrènes, comme la cationisation au lithium 

pour certaines familles de lipides. Elles peuvent aussi permettre d’étudier l’affinité relative 

de certains composés vis-à-vis de certains métaux (l’affinité de protéines pour différents 

métaux de transition par exemple). 

Bien qu’il ne soit pas rare d’observer des adduits (sodium et potassium dans de 

nombreux cas) dans les spectres MALDI à cause des impuretés présentes dans les solutions 

mères de matrice et d’analyte, certaines matrices [P.C.Liao/1995 ; J.Zhang/2004], comme le 

dithranol, peuvent favoriser ce processus de cationisation. Il faut remarquer que si les 

processus de cationisation peuvent se produire en solution avant l’analyse, plusieurs études 

ont également montrées l’existence d’un processus de cationisation en phase gaz 

[A.M.Hoberg/1997 ; P.C.Burgers/1998 ; H.Rashidezadeh/1998 ; B.H.Wang/1993 ; 

W.J.Erb/2006]. 

Il est tout de même assez difficile de contrôler la cationisation des composés, et en 

particulier des analytes, lors d’une analyse MALDI. En effet, les échantillons de matrice et 

d’analyte commerciaux sont toujours contaminés par des sels, et seule une prépurification de 

la matrice permet de rendre ces signaux pratiquement inexistants. L’ajout de quantités 

connues de cations présente plusieurs inconvénients, au niveau de la cristallisation et de la 

compétition lors des processus d’ionisation. L’ajout d’un excès de sels lors de la préparation 

des solutions d’analyse peut entraîner une perturbation lors de la co-cristallisation du dépôt, 

les cristaux peuvent ainsi refléter la cristallisation du sel et non plus celle de la matrice en 

plus de saturer les spectres au-delà d’une certaine quantité [A.J.Hoteling/2005 ; 

S.D.Hanton/2004]. Il est clair que pour des concentrations trop élevées en sels, qui 

conduisent à une cristallisation suivant le réseau cristallin du sel et non plus celui de la 

matrice, il n’est plus possible d’observer le processus MALDI et d’observer des signaux. De 

manière générale, l’augmentation de la concentration en sels détériore la qualité spectrale et 

augmente le bruit de fond. Ainsi, si le MALDI est tolérant aux sels, il peut être clairement 

bénéfique pour la qualité spectrale de dessaler les échantillons avant analyse.  

Il est également difficile de contrôler précisément les sites de cationisation. L’ajout 

d’une quantité de sel équivalente à celle de l’analyte ne suffit pas, une compétition avec la 

matrice étant inévitable [A.J.Hoteling/2005], à plus forte raison si l’on considère la forme 

déprotonée de la matrice qui aura une affinité cationique forcément plus grande que les 

analytes neutres [P.Lecchi/2005]. 
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I.2.b.β.3  Transfert électronique 

 

Parmi les composés réactifs qui peuvent jouer un rôle dans les processus d’ionisation 

secondaires, on trouve également des espèces radicalaires (radicaux cations ou anions) 

[P.Juhasz/1993 ; T.Donovan/1998 ; S.F.Macha/1999 ; A.V.Streletskii/2005 ; R.Lidgard/1995 ; 

L.Ulmer/2000] qui peuvent être formées à partir des analytes ou de la matrice. Ces composés 

sont assez problématiques dans le cadre des processus MALDI car ils peuvent entraîner la 

neutralisation de composés ionisés qui ne sont donc plus à même de contribuer à l’analyse. 

Ces transferts électroniques peuvent être mis en évidence dans des études avec des 

cations métalliques divalents comme Ca2+ et Cu2+. En effet, les études montrent que ces 

espèces sont réduites au degré d’oxydation 1 dans les spectres. [E.Lehmann/1997 ; 

M.J.Deery/1997 ; R.Knochenmuss/1998a ; T.Yalcin/1997 ; J.Zhang/2003]. Dans le cas de 

radicaux moléculaires, des protons peuvent être libérés pour compenser la charge du radical 

[R.W.Nelson/1992 ; A.S.Woods/1995].  

 

I.2.b.β.4  Effets de suppression des ions 

 

Les collisions dans la plume peuvent également donner lieu à des phénomènes de 

suppression d’ions qui se traduisent par l’absence de signaux que l’on s’attendrait 

normalement à observer sur les spectres. Suivant les conditions d’analyse il est possible 

d’observer des effets de suppression des ions de matrice ou d’analyte [T.W.Dominic 

Chan/1991-1992 ; V.Bökelmann/1995]. Cet effet est étroitement lié au rapport en nombre des 

molécules de matrice et d’analyte. 

 

I.2.b.β.4.a  Effet de suppression de matrice 

 

L’effet de suppression des ions de matrice est observé pour des ratios analyte/matrice 

croissants et particuliers. Au-delà d’un ratio important d’analyte, tous les signaux de matrice 

(protonés, cationisés, dichargés,…) disparaissent [R.Knochenmuss/1996-1998b-2000] et le 

spectre ne fait plus apparaître que le signal des ions d’analyte [G.McCombie/2004]. Cette 

observation renforce le rôle d’un mécanisme d’ionisation secondaire où des analytes 

fortement basiques et en proportion suffisante vont pouvoir réduire la quantité d’ions 
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protonés primaires de la matrice. La suppression des ions des autres types pouvant 

s’expliquer par des processus de reconversion internes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.5 : Spectres MALDI-ToF d’échantillons contenant de la caféine réalisés avec une 

matrice HCCA pour différentes proportions de matrice et d’analyte (A, M/A=3 ; B, M/A=27 ; 

C, M/A=3 (avec une intensité laser plus élevée)) [G.McCombie/2004]. 

 

I.2.b.β.4.b  Effet de suppression d’analyte 

 

Ces effets de suppressions sont également observés pour des analytes en mélange, 

certains analytes pouvant supprimer le signal des autres. Dans ce schéma d’ionisation 

secondaire, suivant la matrice et les mélanges d’analyte utilisés, certaines réactions de 

transfert de charge sont favorisées au détriment des autres en fonction de l’exothermicité de 

la réaction. Les compétitions peuvent avoir lieu avec la matrice ou entre analytes, par 

exemple : 

m+ + A → m + A+ 

m+ + B → m + B+ 

A+ + B → A + B+ / A + B+ → A+ + B 



25 

 

Développement et caractérisation de techniques pour l’amélioration de la sensibilité et de la 

résolution spatiale des sources MALDI : Désolvatation laser et masques. 

  

Comme pour l’effet de suppression des signaux de matrice, l’apparition de ce 

phénomène pour les analytes est liée aux proportions des différents composés présents dans 

l’échantillon et à la quantité d’ions primaires produits [R.Knochenmuss/2000]: 

 

  

Figure I.6 : Mise en évidence du phénomène de suppression du signal d’analyte sur un 

mélange de plusieurs analytes (A, B, C, D et E) avec la matrice DCTB, les rapports molaires 

entre matrice et analytes sont indiqués sur les spectres (M/A) [A.J.Hoteling/2006]. 

 

Ceci demeure un problème majeur en MALDI pour l’analyse de mélanges complexes 

avec une importante gamme dynamique, certains analytes n’étant jamais observés. 

Cependant, la compréhension de ces phénomènes pourrait être particulièrement intéressante 

pour favoriser la fixation de charge sur une espèce particulière. 

 

I.2.b.β.4.c  Analytes multi-chargés 

 

Contrairement à d’autres sources de spectrométrie de masse comme l’ESI, les ions 

multichargés sont peu prépondérants en MALDI. 

L’apparition de multiples charges sur un même composé lui confère une plus grande 

énergie interne, ce qui le rend d’autant plus favorable à un transfert de charge vers un autre 

composé lors d’une collision. Symétriquement, le transfert de charge vers un ion multi-

chargé est de plus en plus défavorable à mesure que le nombre de charges qu’il porte est 
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important, ce qui induit une diminution de sa basicité en phase gazeuse. La probabilité qu’un 

composé devienne multi-chargé dépendra aussi de sa taille [S.R.Carr/1997 ; 

R.Knochenmuss/2000 ; X.Zhang/1996 ; G.A.Pallante/2002], et de sa capacité à conserver sa 

structure intacte car des charges de même nature peuvent entraîner une fragmentation par 

répulsion coulombienne, particulièrement dans le cas des agrégats [S.Alves/2006]. Dans un 

modèle d’ionisation secondaire par transfert de charges, les espèces multichargées sont donc 

clairement défavorisées du point de vue thermodynamique et cinétique. Dans son modèle 

d’agrégats [M.Karas/2000], M.Karas émet l’hypothèse que les ions sont initialement 

fortement multichargés dans les agrégats mais perdent progressivement leur charge par 

reneutralisation, notamment par capture des électrons libres émis au cours du processus de 

désorption/ionisation. Cette hypothèse est étayée par les résultats obtenus ces dernières 

années par S.Trimpin et al. qui démontrent la possibilité de générer des espèces 

multichargées, avec des distributions relativement proches de celles observées en ESI, pour 

des protéines, dans une source AP MALDI en activant la désolvatation des espèces dans un 

capillaire de transfert chauffé [C.N.McEwen/2010]. Cette technique permet également 

d’amplifier la production des ions multi-chargés à partir de coupe de tissu [E.D.Inutan/2011] 

grâce à l’utilisation de matrices particulières [S.Trimpin/2011]. Ceci confère à cette source de 

grande possibilité de développements et d’applications, car elle permettrait d’observer des 

composés de très haut poids moléculaire pour des rapports m/z bien moins élevés que s’ils 

étaient monochargés. En effet, l’irradiation d’un échantillon dans une source de type AP-

MALDI permet, grâce aux interactions entre les composés désorbés et le gaz ambiant présent 

dans la source, une réduction de l’énergie interne des composés désorbés et donc leur 

stabilisation en phase gazeuse. Très récemment, R.Cramer et al. [R.Cramer/2013] ont montré 

la possibilité d’obtenir des ions multichargés à partir de peptides de faible masse en UV 

MALDI dans une source AP MALDI et une transmission des ions via un capillaire de 

transfert chauffé et par utilisation de matrices liquides. Dans ces dernières expériences, les 

analytes sont détectés pour la première fois sous forme multichargée avec une bonne 

sensibilité. Les résultats démontrent une grande dépendance du nombre de charges avec la 

composition de la matrice liquide. Si ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives 

d’analyse, peu d’hypothèses sont avancées pour expliquer ces résultats. 
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I.3 Paramètres d’analyse 

 

Si les différentes études fondamentales, expérimentales et théoriques permettent 

d’affiner progressivement la compréhension des mécanismes de désorption/ionisation, il 

n’est pas toujours aisé de relier ces travaux à l’analyse au quotidien et aux paramètres 

accessibles à l’utilisateur pour influencer les caractéristiques spectrales. Si certains 

paramètres expérimentaux tels que la matrice, son mode de dépôt, l’énergie laser, ont été 

largement étudiés d’autres paramètres restent encore mal contrôlés et conduisent à des effets 

particuliers. 

 

 

I.3.1 Effets de surface 

 

Le support (ou porte échantillon) utilisé pour réaliser les dépôts peut avoir une 

influence soit directe, soit indirecte (via la cristallisation) sur le processus de 

désorption/ionisation MALDI. Par exemple, certaines cibles présentent un revêtement 

hydrophobe qui permet une concentration de l’échantillon. Ces cibles sont très utiles pour les 

applications biologiques où les quantités de matériel récoltées sont parfois très faibles. Ainsi, 

les supports habituellement en acier inoxydable sont remplacés par des supports en silicium, 

revêtus d’une couche d’or, ou encore de lames de verre recouvertes d’un film conducteur 

transparent pour des applications particulières telles que l’imagerie MALDI MS. Si la nature 

des supports est assez variée, peu d’études se sont intéressées aux effets liés au support.  

Des études ont par exemple montrées [G.McCombie/2006 ; R.Knochenmuss/2006b] 

que des variations d’intensité dans les signaux de matrice et d’analyte étaient observées par 

comparaison d’analyse sur des supports acier et or. (voir figure I.7). Les expériences 

montrent une variation d’intensité avec la nature du support et l’épaisseur du dépôt cristallin, 

les épaisseurs les plus faibles donnant des signaux plus intenses. En particulier, les régions 

d’interface avec le support, en bord de dépôt, de faible épaisseur conduisent à des signaux 

d’intensité plus élevée. 
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Figure I.7 : Comparaison des signaux de matrice et d’analyte obtenus à partir de dépôts 

réalisés par électrospray pour différentes épaisseurs (du plus fin à droite au plus épais à 

gauche (200 à 3000 nm)) sur des substrats en acier et en or [R.Knochenmuss/2006b]. 

 

Cet effet d’exaltation des signaux observé sur l’acier semble connecté aux relations que 

peuvent entretenir les niveaux d’énergie de la matrice et du substrat. Ainsi, pour l’acier 

(contrairement à l’or) le niveau de Fermi va permettre la conduction d’électrons vers un 

niveau excité de la matrice et ainsi réduire la quantité de photons nécessaire à l’ionisation 

(voir figure I.8). Bien évidemment, afin de considérer le rapport entre ces différents niveaux 

d’énergie et donc l’apparition de ce phénomène, il faut prendre en compte le fait que chaque 

matrice présente des propriétés différentes entraînant de facto une variation des niveaux 

d’énergie. Ce phénomène sera décrit plus amplement dans la partie IV.2.b.β.2. 

 

Figure I.8 : Comparaison des niveaux d’énergie HOMO et LUMO de différentes matrices 

avec le niveau de Fermi de l’or et de l’acier [R.Knochenmuss/2006b]. 
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I.3.2 Effets du laser 

 

Comme précédemment mentionné, les paramètres laser jouent un rôle prédominant 

dans le processus de désorption/ionisation. Ces paramètres laser revêtent un rôle 

particulièrement important dans la mesure où ils peuvent être le plus souvent modifiés par 

l’utilisateur. 

 

I.3.2.α Fluence et irradiance 

 

Dans des conditions classiques d’utilisation, une analyse MALDI est dépendante de la 

fluence (quantité d’énergie par unité de surface),  mais pas de l’irradiance (puissance par 

unité de surface) [P.Demirev/1992 ; M.R.Papantonakis/2002 ; K.Riahi/1994 ; 

R.C.Beavis/1992b]. Cette fluence met en évidence un seuil de désorption et un seuil 

d’ionisation dépendant principalement de la matrice (et dans une certaine mesure de la 

morphologie de l’échantillon, par exemple tissus ou monocristaux par rapport à des 

préparations conventionnelles) et de l’ordre de quelques dizaines de J/m² 

[K.Dreisewerd/1996].  

 

I.3.2.β Taille du spot et résolution spatiale 

 

L’aire irradiée par le faisceau incident est un paramètre important pour l’analyse de 

surfaces et des applications dans l’imagerie MALDI MS. En effet, la résolution des images 

est conditionnée par le nombre et la taille des pixels enregistrés en mode microsonde. 

Certaines études ont ainsi montré l’existence d’effets particuliers pour des dimensions de 

spots laser réduites (mais à fluence égale), en particulier une diminution drastique de 

l’intensité des signaux observés sur les spectres en-dessous de 30-50 µm de diamètre voire 

une disparition du signal vers 10 µm [R.Knochenmuss/2002 ; K.Dreisewerd/1995]. Cette  

perte de sensibilité importante à haute résolution spatiale constitue une limitation majeure 

pour des applications de type imagerie MALDI MS. Différents systèmes ont été développés 

afin d’accéder à ces hautes résolutions spatiales (≤ µm) par focalisation du faisceau laser 

[B.Spengler/2002]. Cependant ces systèmes restent clairement inadaptés à l’analyse des 

macromolécules. D’autres méthodes permettent de compenser artificiellement cet effet 
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délétère tel que la technique dite « d’over sampling » présentée par J.C.Jurchen et al. 

[J.C.Jurchen/2005] pour l’analyse directe de tissus. Dans ce mode, le faisceau est conservé à 

une focalisation moyenne, cependant, chaque point de l’échantillon est soumis à irradiation 

jusqu’à ablation totale de l’échantillon. Les points d’analyse sont volontairement très 

rapprochés et le pas de déplacement inférieur au diamètre de la zone irradiée. L’ablation 

totale de chaque point conduit à réduire la zone analysée en ne conservant pour chaque 

analyse que la zone qui ne se recouvre pas entre les points d’analyse. Cette méthode permet 

de descendre aisément à des résolutions spatiales d’environ 30 µm sans modifications 

particulières et est couramment employée dans les laboratoires pour l’imagerie MS lorsque 

l’équipement ne permet pas de modification de la focalisation du faisceau. Elle présente 

également l’avantage de se dégager des problèmes de pertes de rendements de production 

d’ions qui pourraient être observés. Alternativement, ces difficultés peuvent être contournées 

en travaillant en mode microscope stigmatique [T.H.Mize/2004] plutôt que microsonde En 

mode microscope, le laser est défocalisé (irradiant ainsi une partie large de l’échantillon) et 

les ions émis sont guidés jusqu’au détecteur en conservant leur localisation initiale en 2 

dimensions. Le détecteur reproduit la localisation des ions qu’il reçoit. L’utilisation de cette 

méthode permet de réaliser des images de cellules isolées avec une résolution de l’ordre du 

micromètre [A.F.Maarten Altelaar/2007], cependant lors d’une acquisition un seul rapport 

m/z déterminé est analysé. En outre, ce système de microscope stigmatique n’est pas 

commercialisé et son développement est extrêmement long et coûteux. 

 

I.3.2.γ Profil du faisceau laser 

 

Les études fondamentales et les observations lors des analyses ont démontré l’existence 

d’un effet net du profil d’énergie du faisceau laser sur le processus de désorption/ionisation. 

Ces effets sont clairement mis en évidence lors de l’étude des zones d’irradiation sur des 

monocristaux de matrice (Acide sinapinique et 2,5-DHB) par microscopie électronique à 

balayage dans différentes conditions d’irradiation (énergie laser, nombre de tirs) avec un 

laser N2 dont le profil est hétérogène (profil non gaussien avec présence de plusieurs pointes 

d’énergie) [I.Fournier/2002b-2003] (voir figure I.9). 
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Figure I.9 : Photographie au microscope électronique à balayage d’un monocristal 

d’acide sinapinique (a) et d’un agrandissement d’une zone irradiée par un laser azote à 

l’intérieur d’une source MALDI [I.Fournier/2002b]. 

 

Ces expériences conduisent à l’apparition de zones de morphologie variable (cratères, 

zones présentant une morphologie particulière sans cratère) soulignant l’existence d’effets de 

désorption locaux. Plus récemment, des études menées par A.Holle et al. lors du 

développement de spectromètres MALDI-TOF/TOF tendent à confirmer ces observations 

[A.Holle/2006]. Ces instruments étant utilisés dans des applications «haut-débit » (LC-

MALDI pour la protéomique ou imagerie), les lasers N2 (de fréquence de répétition limitée et 

de durée de vie plus courte) ont été remplacés par des lasers de type Nd :YAG. Les spectres 

obtenus avec ce laser sont cependant caractérisés par une diminution de l’intensité des 

signaux liée à son profil naturellement homogène et gaussien. En structurant le profil du 

faisceau en plusieurs pointes d’énergie réparties de façon homogène (voir figure I.10), 

l’intensité des signaux augmente de nouveau. Ainsi, en créant un profil volontairement 

structuré (et non naturellement déstructuré comme pour le laser N2) il est possible d’obtenir 

une intensité des signaux supérieure aux analyses avec le laser N2 et pour des énergies 

d’irradiation moins grandes (voir figure I.11). Ainsi les effets locaux d’absorption d’énergie 

influencent directement le rendement de production d’ions. 
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Figure I.10 : Profil des lasers utilisés dans les expériences de A.Holle et al. [A.Holle/2006]. 

 

 

 

 

Figure I.11 : Évolution de l’intensité des signaux d’analyte en fonction du nombre de tirs 

laser pour différents profils du faisceau laser [A.Holle/2006]. 

 

 

 



33 

 

Développement et caractérisation de techniques pour l’amélioration de la sensibilité et de la 

résolution spatiale des sources MALDI : Désolvatation laser et masques. 

  

I.3.3 Métallisation des échantillons 

 

L’effet d’une métallisation des dépôts a été étudié sur dépôt conventionnel 

[G.McCombie/2006] et sur coupe de tissu [A.F.Maarten Altelaar/2006]. Des études réalisées 

avec dépôt d’une fine couche d’or (de quelques nanomètres à quelques dizaines de 

nanomètres) à la surface des échantillons montrent une augmentation des signaux d’analyte. 

Ces effets positifs sont observés à la fois sur les préparations conventionnelles et les tissus.  

 

 

Figure I.12 : Image optique d’un échantillon MALDI de DHB obtenu par électrospray 

couvert à moitié par une fine couche d’or et image MALDI du signal de matrice protonée 

([m+H]
+
) (plus sombre ≡ signal plus intense) [G.McCombie/2006]. 

 

Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer ce phénomène d’augmentation. 

D’une part, cet effet semble être lié à la diminution de la quantité de charges en surface de 

l’échantillon [A.Scherl/2005], mais ceci ne devrait affecter que le temps de vol des ions et 

non leur signal. D’autre part, il a pu être observé la formation d’îlots de métal lors de la 

métallisation de l’échantillon [A.Delcorte/2002], ces îlots pouvant ainsi agir comme des 

points chauds, comme dans le cas des particules de cobalt de K.Tanaka et al. 

[K.Tanaka/1988], ou des particules de graphites [J.Sunner/1995]. 

 

 

 

 



Laurent DIOLOGENT, Université Lille 1, Thèse, 2013 

I.4 Conclusion 

 

Les sources MALDI, sont devenues des outils aux performances indéniables et 

incontournables dans le domaine des biomolécules avec des applications multiples en 

biologie, clinique, environnement, agroalimentaire,…. Leur principe repose sur des processus 

de désorption/ionisation extrêmement complexes. Si les nombreuses études expérimentales et 

théoriques ont permis de préciser l’image de ces mécanismes, tous ses aspects ne sont pas 

encore parfaitement élucidés, et il reste difficile de pouvoir contrôler finement ces processus 

lors des analyses. Les échelles de temps et d’espace sur lesquels se produisent ces 

mécanismes rendent extrêmement difficiles les observations et mesures, et dans de nombreux 

cas, les informations sont obtenues à partir des spectres de masse sur des échelles de temps et 

d’espace considérables par rapport aux évènements étudiés. Différents modèles ont été 

proposés et les simulations permettent maintenant de confirmer certaines hypothèses. 

Cependant, il semble aujourd’hui difficile d’expliquer toutes les observations expérimentales 

par un modèle unique. Finalement, le processus de désorption/ionisation implique 

probablement différents mécanismes dont les effets se superposent avec une prépondérance 

de certains ou d’autres suivant les conditions d’analyses et les analytes considérés.  

Ainsi, la relative méconnaissance que nous avons de ces mécanismes freine 

aujourd’hui le développement du MALDI, et plus particulièrement dans certains domaines 

d’applications tels que l’imagerie MALDI MS, en faisant apparaître certaines limitations 

notamment en termes de rendement d’ions produits et de résolution spatiale. A partir de 

considérations pratiques liées à nos applications (imagerie MALDI en particulier), nous 

avons cherché à développer des systèmes qui permettaient, dans des conditions classiques 

d’analyse une augmentation de la sensibilité des analyses MALDI ou de contrebalancer les 

effets de perte de production d’ions pour des analyses de plus haute résolution spatiale. Nous 

avons ainsi développé et étudié un système de désolvatation laser pour répondre au problème 

de la sensibilité (voir §-III) et des masques pour la réduction des dimensions de la zone 

analysable (voir §-IV). Les résultats obtenus fourniront un excellent fond de discussion par 

les implications qu’ils pouvaient entraîner quant aux mécanismes MALDI présentés dans ce 

chapitre. 
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Chapitre II : 

Matériels et méthodes 
 

 

II.1 Le MALDI-TOF Voyager Elite 

 

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés sur un spectromètre de masse 

MALDI-TOF Voyager DE-STR Elite (PerSeptive Biosystems, aujourd’hui AB Sciex). 

Les différents éléments de ce spectromètre présentent l’avantage d’être aisément 

accessibles grâce aux panneaux et aux brides démontables dont il est équipé. Cette 

accessibilité en fait un outil qui permet de l’adapter au développement instrumental prévu 

pour mener à bien les études décrites aux chapitres III et IV. 

Comme tout spectromètre de masse, il est constitué de 4 parties principales : la source, 

l’analyseur, les détecteurs et le module de traitement de données (Voir figure II.1). Chacune 

de ces parties sera décrite dans les paragraphes suivants. 

 

Figure II.1 : Les différentes parties du spectromètre de masse MALDI-TOF Voyager Elite. 

Source MALDI 
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II.1.a La source MALDI 

 

La production d’ions est assurée par une source de type MALDI dont le principe est 

détaillé au § I.1. La source peut être décomposée en 3 sous-parties (Voir figure II.2) : 

- la chambre d’introduction de la plaque d’échantillonnage ; 

- l’enceinte de la source de production d’ions ; 

- le laser d’irradiation et son chemin optique. 

 

 

Figure II.2 : Schéma  de la source du spectromètre. 

 

Lors de toute analyse, la plaque d’échantillonnage sur laquelle a été déposé un 

échantillon selon un des protocoles décrit au § II.2.b.β est insérée dans le sas d’introduction 

où est mis en place un vide primaire (environ 8 Pa). Le chargement de cette plaque dans le 

sas se fait par l’intermédiaire d’un bras motorisé sur lequel elle est fixée (Voir figure II.3).  
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Le passage par ce sas est nécessaire pour introduire via un clapet à commande 

électrique la plaque d’échantillonnage dans la partie de la source soumise au vide poussé 

(9.10-5 Pa environ) sans casser ce vide à chaque changement d’échantillon. L’acheminement 

de la plaque au centre de la source par le bras motorisé et l’ouverture/fermeture du clapet 

sont entièrement automatisés. 

 

 

 

1. Sortie du bras du sas

2. Fixation de la plaque dans 
une fente dédiée sur le bras

3. Entrée de l’ensemble 
bras+plaque dans le sas

4. Passage de la plaque 
dans la source quand 
vide primaire atteint
dans le sas

1. Sortie du bras du sas

2. Fixation de la plaque dans 
une fente dédiée sur le bras

3. Entrée de l’ensemble 
bras+plaque dans le sas

4. Passage de la plaque 
dans la source quand 
vide primaire atteint
dans le sas

 

Figure II.3 : Connexion du sas d’introduction avec l’enceinte de la source. 

 

Dans la partie centrale de la source (Voir figure II.4), la plaque d’échantillonnage est 

maintenue sur un support solidaire d’une platine motorisée. Ce système permet le 

déplacement de la plaque avec une précision d’environ 3 µm dans le plan vertical 

perpendiculaire à l’axe du tube de temps de vol.  
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Figure II.4 : Positionnement de la plaque dans la source. 

 

La dernière partie de la source est le laser de désorption et d’ionisation intégré au 

spectromètre. Il s’agit d’un laser azote qui génère des impulsions laser de 3 ns à une longueur 

d’onde de 337 nm (correspondant à une forte absorption de la matrice utilisée dans ces études) 

avec un profil gaussien, présentant de nombreux défauts. 

Le taux de répétition des impulsions peut être ajusté entre 1 et 20 Hz, mais 

l’électronique du spectromètre limite la vitesse d’acquisition des données. Par conséquent, la 

fréquence d’analyse (et donc des tirs lasers) sera toujours fixée à la valeur seuil (3Hz). 

L’énergie disponible en sortie du laser est de 200 µJ/pulse (soit ~65 kW de puissance crête). 

Avant de pénétrer dans l’enceinte de la source, le faisceau laser traverse plusieurs 

systèmes optiques (Voir figure II.5). Le premier est une lame semi-réfléchissante qui prélève 

une infime partie du faisceau laser et l’envoie vers une photodiode afin de synchroniser toute 

l’électronique du spectromètre lors de la séquence d’acquisition des spectres. L’élément 

suivant, une densité neutre (un disque rotatif motorisé dont l’opacité varie en fonction de son 

orientation), permet d’ajuster l’énergie du faisceau. L’orientation de la densité neutre est 

contrôlée par le logiciel d’analyse du spectromètre. 

Le faisceau laser est finalement envoyé dans la source via un prisme à réflexion totale, 

une lentille convergente fixée à l’enceinte de la source destinée à focaliser le faisceau sur 

l’échantillon et une fenêtre d’entrée en quartz. Le faisceau laser attaque l’échantillon avec un 

angle d’incidence de 45°. Le diamètre du spot sur l’échantillon (typiquement 200 µm) peut 
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être modifié grâce à une vis qui permet de régler légèrement la distance entre la lentille et 

l’échantillon. 

L’énergie avec laquelle le faisceau laser irradie l’échantillon n’est pas directement 

accessible (elle est contrôlée à partir du logiciel d’acquisition à travers une échelle 

d’intensités graduée arbitrairement de 0 à 4600) mais elle a pu être mesurée puis calibrée 

expérimentalement grâce à un mesureur de puissance placé entre le prisme et la lentille 

d’entrée de la source lors de ces mesures (Voir figure II.5). 

 

 

Laser
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photodiode et 
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Emplacement 
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de puissance Lentille Enceinte de la source

Trajet du faisceau laser

Laser
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Trajet du faisceau laser  

Figure II.5 : Trajet optique du faisceau laser. 

 

Ces mesures reproduites régulièrement pendant la thèse ont permis de mettre en 

évidence une diminution progressive de l’énergie laser disponible (Voir figure II.6). Ce 

phénomène n’a que très peu affecté les analyses car les valeurs d’intensité du laser 

accessibles sur le logiciel ont pu être ajustées en fonction des variations observées par les 

mesures réalisées avec le puissance-mètre. 

Finalement, la source est équipée d’une caméra fixée à 45° de l’axe du tube du temps 

de vol qui permet de contrôler la position d’irradiation du laser sur l’échantillon en temps 

réel sur un moniteur. 
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Figure II.6 : Évolution de l’énergie moyenne fournie par le laser du spectromètre en fonction 

de l’intensité donnée par le logiciel à différentes dates. 

Figure II.6 : Évolution de l’énergie moyenne fournie par le laser du spectromètre en fonction 

de l’intensité donnée par le logiciel à différentes dates. 

 

 

II.1.b L’analyseur temps-de-vol  

 

II.1.b.α Principe 

 

L’analyseur de type temps-de-vol (time-of-flight, TOF) permet en principe l’analyse 

de composés sans limitation de masse. Il est donc particulièrement adapté à l’étude des 

composés (principalement monochargés) de haute masse produits en MALDI. Son principe 

de fonctionnement repose sur les mesures de temps que mettent des ions préalablement 

accélérés par une différence de potentiel U (typiquement 25 kV lors de nos analyses) à 

parcourir une distance donnée dans une zone libre de champs (le tube de vol) 

[W.E.Stephens/1946]. Plus précisément, les ions acquièrent dans la région dite d’accélération 

une vitesse (relative) inversement proportionnelle à leur rapport m/z. Ils entrent alors dans la 

région libre de champ où ils continuent à évoluer à vitesse constante. Les ions se séparent 

donc progressivement et atteignent le détecteur dans l’ordre des m/z croissants.  

Le temps de vol total de l’ion correspond à l'addition des temps passés dans la région 

d’accélération (tacc) et dans la région libre de champ (tlc). Connaissant les tensions appliquées 

et les paramètres géométriques de l’instrument, la mesure du temps de vol permet de 

remonter à la valeur de m/z. Ainsi, le spectre brut enregistré en temps est reconvertit en 

échelle m/z. 
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Figure II.7 : Trajet des ions à l’intérieur du TOF. 

 

Sur le Voyager Elite, l’accélération des ions se fait au niveau de la source grâce à 

trois éléments (Voir figure II.7) : la plaque d’échantillonnage elle-même et deux grilles qui 

lui font face, la première est placée à 2,8 mm de la plaque et à 17,4 mm de la seconde 

(données constructeur), toutes centrées sur l’axe du tube de vol. Ces trois éléments forment 

deux zones d’accélération successives. La région libre de champ correspond à la distance 

délimitée par la 2ème grille d’accélération et l’entrée du détecteur. La dimension de la zone 

libre de champ est d’environ 1,3 m sur notre instrument.  

 

 

II.1.b.β Extraction continue et retardée 

 

L’accélération des composés chargés à travers les deux zones peut se faire selon deux 

modes : l’extraction continue ou l’extraction retardée. Dans le premier cas, des champs 

électriques constants sont appliqués sur la plaque et la première grille pendant toute la durée 

de l’analyse, la dernière grille étant maintenue à la masse afin de garantir l'absence de champ 

électrique dans le tube de vol. Dans le second cas (utilisé dans toutes nos expériences) la 

mise en place du champ électrique est postérieure à la production de la plume de désorption. 

Ce mode permet d’améliorer la résolution spectrale qui constituait initialement la limitation 

majeure des analyseurs TOF linéaires (et qui contrebalançait des performances inégalées en 

terme de gamme de m/z accessibles (illimitée), sensibilité et de rapidité (100 µs environ pour 

les plus hauts m/z)). En effet, le temps-de-vol est directement affecté par la position et la 

vitesse de l’ion au moment où l’accélération est appliquée. Ainsi, des ions présentant une 
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vitesse initiale différente au moment de l’accélération contribuent à l’élargissement des 

signaux observés sur les spectres et à la dégradation de la résolution. Ce problème est 

particulièrement critique dans le cas des sources MALDI où les ions formés sont caractérisés 

par une distribution importante en vitesse initiale. Dès 1955, W.C.Wiley et I.H.McLaren 

[W.C.Wiley/1955,1956] proposent un dispositif permettant de compenser partiellement cette 

dispersion. C'est sur la base de ce système qu’ont été proposés les systèmes d’extraction 

retardée modernes pour le MALDI [M.L.Vestal/1995] caractérisés par l'introduction d'un 

temps de retard td fixé par l’utilisateur avant lequel les tensions électriques de la plaque et de 

la première grille sont maintenues à la même tension G.U (par exemple G=0). Les ions 

évoluent alors librement sous l’effet de leur vitesse initiale. Les ions les plus rapides 

parcourent une distance plus grande dans cette région libre de champ. À t=td, on augmente le 

champ électrique de la plaque. Le gradient de champs accélère alors davantage les ions les 

plus proches de la plaque, c'est-à-dire les plus lents. Ces derniers rattrapent donc dans la zone 

libre de champs ceux qui étaient les plus proches de la première grille. En sélectionnant les 

bons jeux de paramètres (G, U et td) il devient possible de focaliser tous les ions sur le 

détecteur situé après le tube de vol et ainsi améliorer la résolution spectrale (Voir figure II.8).  
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paramètres U et td permettent de faire coïncider ce plan de focalisation à la surface du détecteur.
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Figure II.8 : Schéma reprenant le principe de l’extraction retardée. 
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Notons que les paramètres doivent être optimisés pour une gamme de m/z donné. 

Ainsi, il n’est pas possible d’atteindre une résolution spectrale maximum sur l’ensemble d'un 

même spectre. Par exemple, un temps de retard de quelques centaines de nanosecondes 

optimisera la résolution des signaux correspondant à quelques milliers de m/z. Le temps de 

mise en place des champs électriques (environ 180 ns dans notre instrument) fixe la valeur 

minimum du temps de retard td accessible et donc la gamme de masse optimisée. 

 

 

II.1.b.γ Focalisation 

 

Dans le tube de vol, un système de focalisation des ions est souvent nécessaire pour 

éviter que le faisceau d’ions ne diverge trop et dégrade la sensibilité des mesures par perte 

des ions. Sur de nombreux spectromètres de masse à temps-de-vol, ce rôle est assuré par des 

lentilles électrostatiques (lentilles de Einzel) situées après la dernière grille. Dans notre 

instrument, la focalisation est assurée par un guide d’ion placé au centre du tube de vol. Le 

guide d’ion est un fil métallique sur lequel est appliquée une petite tension (généralement 

25 V dans notre cas, selon la valeur de la tension d’accélération) et de polarité opposée à la 

tension d’accélération (le temps de vol n'est donc plus strictement une zone libre de champ). 

Ceci permet de faire osciller  les ions à proximité du guide et de limiter la dispersion du 

faisceau. 

 

 

II.1.b.δ  Mode linéaire et réflectron 

 

Le spectromètre est également équipé d’un réflecteur (ou miroir électrostatique) situé 

au bout du tube de vol dont la vocation est d'améliorer la résolution spectrale 

[V.I.Karataev/1972 ; B.A.Mamyrin/1973-1979], complétant ainsi le dispositif d’extraction 

retardée. Le réflecteur permet également de réaliser des études de fragmentation en  séparant 

en fonction de m/z les ions fragments générés par décomposition métastable dans la région 

libre de champ de l’instrument. Son principe repose sur la mise en place d’un gradient de 

potentiel avec un champ électrique homogène (habituellement linéaire) opposé à la 

trajectoire des ions. En pénétrant dans le miroir, les ions seront ralentis jusqu’à l’annulation 

de leur vitesse puis accélérés en sens inverse. Soit deux ions de même rapport m/z mais 
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d’énergie cinétique différente, entrant ensemble dans la zone libre de champ, le plus 

énergétique pénètrera à la fois plus tôt et plus profondément dans le réflecteur de telle sorte 

qu’il perdra son avance sur le moins énergétique. Ainsi il est possible de compenser les 

dispersions en énergie cinétique en ramenant les ions sur un plan focal en sortie du réflecteur 

sur le détecteur. Pour obtenir cette refocalisation à la surface du détecteur en mode réflecteur 

l’instrument devra respecter certaines conditions géométriques en termes de longueur des 

régions libres de champ par rapport à la longueur du réflecteur (d(libre de champ) 

=4d(réflecteur)). Les instruments commerciaux sont bien sûrs construits en respectant ce 

principe. Pour des raisons pratiques les ions sont envoyés dans le réflecteur avec un léger 

angle conduisant à une trajectoire globalement parabolique et permettant d’insérer le 

détecteur du mode réflecteur. Notons que l’homogénéité du champ dans le réflecteur est un 

paramètre crucial qui, s’il n’est pas parfaitement contrôlé, conduit à la perte des ions dans le 

miroir. Ainsi pour des facilités de mise en œuvre les instruments commerciaux (tel notre 

spectromètre) sont équipés d’un réflecteur de diamètre limité. Ceci implique une 

impossibilité d’utiliser ce dispositif pour des rapports m/z très élevés. Sur notre instrument le 

réflecteur est utilisable jusqu’à des m/z d’environ 15000, mais une perte très nette de 

sensibilité est observée au-delà de cette gamme. Ainsi pour les composés de poids 

moléculaires élevés, les analyses sont habituellement réalisées en l’absence de tension 

appliquée sur le réflecteur même si la résolution spectrale atteinte est très nettement 

inférieure. On parle alors de mode linéaire, les ions conservant une trajectoire rectiligne 

jusqu’au détecteur. Ce mode présente également l’avantage de réduire le jeu de paramètres 

nécessaires à l’obtention des spectres. Ceci simplifiera les études paramétriques que nous 

décrierons dans les chapitres suivants. Nous travaillerons donc exclusivement en mode 

linéaire dans la suite de nos études.  

 

 

II.1.c Les détecteurs 

 

Le détecteur placé à l'extrémité du spectromètre (en mode linéaire) est constitué d’une 

galette de micro-canaux (MCP), d’un scintillateur et d’un photomultiplicateur favorisant la 

détection des hauts m/z (par comparaison aux 2 MCP montées en chevrons du système de 

détection en mode réflectron). À travers la galette de micro-canaux, le courant ionique 

provoque l'émission d'électrons, qui, en frappant à leur tour la paroi du scintillateur 
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conduisent à l'émission de photons. Ces derniers sont convertis en électrons grâce au 

photomultiplicateur qui permet la création d’un courant électrique mesurable.  

 

 

II.1.d Le système de traitement de données 

 

Le signal électrique fourni par le détecteur est préalablement enregistré par un 

oscilloscope avant transmission au système de traitement de données, lequel permet 

d’observer au fur et à mesure des acquisitions au tir par tir la formation du spectre final (Voir 

figure II.9). Couplé à l’observation de l’échantillon par la caméra, ceci permet de cibler 

efficacement les zones d’intérêt de l’échantillon si la visualisation de la fluorescence de 

l’échantillon lors de l’irradiation laser n’est pas possible ou suffisante lors d’une analyse. 

Une fois la série d’acquisition terminée, seul le spectre final est transmis à un 

ordinateur qui permet de l’examiner en détail via le logiciel d’acquisition (Voyager Control 

Panel) ou d’en extraire les informations pertinentes (intensité des signaux, résolution 

spectrale,…) via le logiciel de traitement de données (Data explorer). Le fichier du spectre 

peut également être stocké au format ASCII, ce qui permet de le traiter par un logiciel tiers 

(Excel ou Origin par exemple). 

 
 

Oscilloscope -
Visualisation du spectre 
en direct

Ordinateur –
Traitement des données de l’oscilloscope

Détecteur

Faisceau d’ions

Affichage et enregistrement du spectre 
pour traitement ultérieur

Oscilloscope -
Visualisation du spectre 
en direct

Ordinateur –
Traitement des données de l’oscilloscope

Détecteur

Faisceau d’ions

Affichage et enregistrement du spectre 
pour traitement ultérieur  

Figure II.9 : Système de traitement de données du spectromètre. 
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II.2 Préparation des échantillons 

 

II.2.a Analytes et matrices 

 

Les analytes sélectionnés dans ces travaux sont des standards peptidiques et plus 

particulièrement la bradykinine (Mw~1060 Da), l’ACTH 18-39 (Mw~2466 Da) et l’insuline 

bovine (Mw~5733 Da), couramment utilisés en tant que calibrant pour l’analyse MALDI. 

Des solutions de ces analytes sont obtenues par dissolution de poudre de l’un ou l’autre des 

composés sous forme de sel de TFA (pureté à 71.5%m de peptide en masse) dans le cas de la 

bradykinine et sous forme pure dans le cas de l’ACTH 18-39 et de l’insuline bovine. Les 

solutions d’analytes utilisées ont généralement une concentration de 5.10-6 mol/L pour la 

bradykinine, de 5.10-5 mol/L pour l’insuline et de 10-6 mol/L pour l’ACTH 18-39. Le solvant 

utilisé pour ces solutions est de l’eau de qualité HPLC. 

La matrice utilisée est l’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA ; Mw~189 Da - 

Sigma-Aldrich) sous forme pure et en poudre, choisie en raison de sa forte absorption à 

337 nm - longueur d’onde du laser à azote de la source - et de sa polyvalence qui lui permet 

d’analyser aussi bien les peptides que les protéines. Les solutions de matrice HCCA utilisées 

sont des solutions dont la concentration varie de 10 à 20 mg/mL suivant le mode de dépôt à 

réaliser. 

Des coupes de cerveau de rat de 10 µm d’épaisseur ont également été nécessaires 

pour les études du chapitre IV. Ces coupes ont été réalisées sur un cryostat (Leica) disponible 

au laboratoire LSMBFA. Pour les expériences, les tissus n’ont pas subis de traitement 

particulier et ont été directement cocristallisés avec la solution de matrice. Pour ces 

expériences la matrice HCCA est préparée à 10 ou 20 mg/mL dans un mélange ACN/ 0.1% 

TFA dans l’eau (7 :3, v/v). Deux modes de dépôts ont été testés. Le 1er mode consiste à 

déposer la solution de matrice manuellement à l’aide d’une micropipette (15-20 µL environ 

dispersés). Des dépôts en mode automatique par utilisation d’un micro-nébuliseur 

(Imageprep, Bruker Daltonics) ont également été réalisés en utilisant les paramètres 

constructeurs proposés par défaut pour le dépôt de la matrice HCCA. 
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II.2.b Méthodes de préparation des échantillons 

 

II.2.b.α  Les supports d’analyse 

 

Les analyses sont effectuées sur des échantillons déposés sur deux types de supports, 

une plaque d’échantillonnage de type support inox ou des lames de verre présentant un 

revêtement ITO (Indium Tin Oxyde) permettant de rendre les lames conductrices (la tension 

étant appliquée sur le support) mais permettant de leur conserver leur transparence pour les 

observations au microscope. Les lames de verre-ITO sont plus adaptées aux manipulations 

avec les masques (chapitre IV), à la fois pour le maintien du masque sur l’échantillon mais 

aussi pour certaines analyses, comme celles des coupes de tissu, dont les analyses sont 

couramment réalisées sur ces types de support. 

 

 

II.2.b.α.1  La plaque d’échantillonnage 

 

Les supports d’origine des échantillons pour ce spectromètre sont des plaques 

d’échantillonnage en acier inoxydable (certaines avec un revêtement en or), contenant cent 

dépôts pré-marqués numérotés (Voir figure II.10). 

 

Figure II.10 : Plaque d’échantillonnage présentant quelques dépôts. 
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II.2.b.α.2  Lames de verre-ITO 

 

Les lames de verre-ITO utilisées pour faire les analyses ont une épaisseur d’environ 

0,5 mm. Elles sont recouvertes sur une de leurs faces d’une fine couche métallique 

conductrice constituée d’indium et d’oxyde d’étain qui maintient le champ électrique 

d’accélération au niveau de l’échantillon. 

Les plaques d’échantillonnage originelles ne permettent pas l’installation d’une lame 

de verre de ce type car l’écart entre la lame et la première grille entraînerait un risque 

d’apparition d’arc électrique dans la source si elle était simplement fixée à sa surface. On a 

donc creusé une de ces plaques afin de pouvoir y maintenir une lame sans que cette dernière 

ne modifie la distance entre la surface de la plaque et la première grille d’accélération. 

L’ensemble est maintenu par du scotch conducteur et l’échantillon est déposé sur le côté 

métallisé de la lame de verre-ITO. 

 

 

II.2.b.β   Méthodes de dépôt 

 

Les études systématiques menées lors de cette thèse nécessitent des dépôts homogènes, 

tant en termes de densité cristalline sur l’ensemble de la surface du dépôt qu’en termes de 

signal qu’ils permettent d’obtenir dans les spectres. Trois types de dépôts ont été testés dans 

ce but. 

 

II.2.b.β.1 Dépôts classiques 

 

Les dépôts classiques sont réalisés à partir d’une solution de matrice à 10 mg/mL 

dissous dans un mélange de solvant à ACN/0.1%VTFA dans l’eau, 7:3 (v/v) et d’une solution 

d’analyte. Pour ce faire, 1 µL de solution d’analyte est déposé sur le support 

d’échantillonnage auquel on ajoute 1 µL de solution de matrice. Le mélange sèche à pression 

et température ambiante jusqu’à sa complète cristallisation et l’évaporation du solvant. 

 

II.2.b.β.2  Dépôts acétone 

 

Ce type de dépôt a été testé afin de vérifier l’effet en analyse d’un dépôt utilisant 

l’acétone comme solvant de matrice, ce solvant ayant généralement tendance à permettre 
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l’obtention de dépôts constitués de cristaux très fins et assez réguliers. Ainsi, il est 

pratiquement identique au dépôt simple puisque seul le solvant – de l’acétone – et la 

concentration massique de la solution de matrice (20 mg/mL) sont modifiés. Le protocole de 

préparation reste lui aussi le même. 

 

II.2.b.β.3  Doubles dépôts 

 

Ces dépôts en couche mince sont particulièrement réguliers du point de vue de la 

densité cristalline. Les solutions utilisées sont les mêmes que dans le cas des dépôts acétone, 

mais la méthode de préparation diffère. On dépose dans un premier temps 1 µL de la solution 

de matrice seule sur le support d’analyse. Ce premier dépôt en séchant à pression et 

température ambiante va s’étaler fortement et se cristalliser. C’est sur cette surface cristalline 

qu’on dépose alors 1 µL de la solution d’analyte. On laisse reposer l’ensemble jusqu’à 

complète évaporation du solvant. 

Ce type de dépôt donnera toujours les signaux les plus intenses dans nos spectres de 

masse. On privilégiera son utilisation dans les manipulations présentées dans le chapitre IV 

en raison de la grande régularité de la surface de ces dépôts qui est requise pour la réalisation 

d’analyses avec certains masques. 

 

 
 



Laurent DIOLOGENT, Université Lille 1, Thèse, 2013 

Chapitre III : 

Désolvatation laser des 

agrégats 
 

 

III.1 Introduction 

 

Les agrégats peuvent être considérés comme des fragments de la structure cristalline 

de l’échantillon dont les différents composés sont liés par des interactions non covalentes 

faibles (forces de Van der Waals) ou fortes (liaisons ioniques). Comme décrit dans la partie 

bibliographique, les études fondamentales menées par différents groupes [I.Fournier/2002a-

2005 ; M.Karas/2000 ; E.Sachon/2007] ainsi que les simulations numériques 

[L.V.Zhigilei/1997a,2000] ont conduit peu à peu à converger vers un modèle de 

désorption/ionisation en MALDI intégrant la formation d'agrégats (Voir § I.2.b). Les 

simulations numériques démontrent ainsi le passage d'un régime d’évaporation thermique 

caractérisé par l'éjection quasi-exclusive de neutre vers un régime mixte d’évaporation et 

d’ablation (explosion de phase) avec émission de composés chargés et d’agrégats lorsque la 

fluence augmente. Ces résultats sont confortés par une série d’expériences mettant en 

évidence l’existence de ces agrégats par utilisation d’un champ répulsif dans la source de 

l’instrument pendant la période de temps de retard [I.Fournier/2002a-2005]. Cependant, si 

l’éjection d’agrégats est devenue un modèle admis parmi la communauté, leur rôle dans les 

mécanismes d’ionisation reste encore en débat [R.Knochenmuss/2006a]. D’après les 

simulations ces agrégats apparaissent très rapidement après le tir laser (< 1ns) et présentent 

une distribution en taille très large. Le principal problème soulevé par la présence des 

agrégats vient du fait que les ions d’analytes piégés dans ces complexes ne sont pas présents 

sous leur forme libre. Ainsi, par analogie avec les mécanismes associés à la technique ESI, 

certains analytes se trouvent solvatés par de nombreuses molécules de matrice. 
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Les différentes expériences réalisées tendent à démontrer que les champs électriques 

appliqués pour transférer les ions dans l’analyseur de masse (par exemple : trappes ioniques, 

orbitrap, ICR) ou appliqués pour assurer une séparation en fonction du rapport m/z (Temps-

de-Vol) contribuent à apporter une désolvatation de ces complexes, qui reste cependant, 

partielle. Les études menées sur les sources AP MALDI [A.Verentchikov/1999] lors du 

développement de ces dernières démontrent, entre autre, que pour des pressions de l’ordre de 

l’atmosphère, les agrégats peuvent être stabilisés par des collisions relaxantes. La relaxation 

est alors suffisante pour conduire à l’observation de molécules d’analytes accompagnées par 

de nombreux pics d’agrégats de matrice ([M+nm]+). Des manipulations de type AP MALDI 

réalisées en l’absence de champ électrique appliqué au niveau de l’échantillon 

[C.N.McEwen/2010 ; S.Trimpin/2011] montrent cependant la possibilité d’observer des 

composés multi-chargés dans les spectres. La conservation de ces charges sur les analytes 

serait reliée à des collisions relaxantes de ces espèces à l’intérieur de la source suivies par 

une désolvatation des agrégats au sein d’un capillaire chauffé qui permettrait d’obtenir des 

ions libres multi-chargés. Néanmoins, dans des conditions classiques d’analyse MALDI (vide 

poussé ou intermédiaire et champs électrique appliqué au niveau de l’échantillon) , les 

expériences démontrent que les collisions ne permettent ni de stabiliser efficacement les 

agrégats, ni de promouvoir leur désolvatation intégrale ; l’essentiel des espèces chargées 

produites est observées sous leur forme mono-chargées. 

Ce phénomène reste un problème majeur pour la qualité des spectres. Dans le cas 

d’ions libres, formés avant la fin de la période de temps de retard, ces derniers seront détectés 

à un temps défini sous la forme d’un pic résolu et dépendant uniquement des paramètres 

d’éjection et des conditions analytiques (géométrie de l’instrument, tensions appliquées, 

temps de retards,…). En revanche, dans le cas d’agrégats, si ceux-ci ne sont pas entièrement 

désolvatés avant la fin de la période de temps de retard et poursuivent un processus de 

désolvatation au cours de l’accélération, il n’y a plus de corrélation entre le temps-de-vol et 

la valeur de m/z. Les agrégats qui présentent une distribution en taille et en temps de 

désolvatation importante apparaissent sous forme de signaux non résolus et contribuent en 

particulier à augmenter le bruit de fond des spectres. C’est à ce phénomène qu’est attribué le 

bruit de fond important observé dans les spectres MALDI-TOF et dénommé « bruit 

chimique » par opposition au bruit provenant purement de l’électronique. Ce phénomène a 

été décrit par plusieurs auteurs. En particulier, les travaux de A.N.Krutchinsky et B.T.Chait 

[A.N.Krutchinsky/2002] ont mis en évidence l’existence d’ions de matrice seuls ou en 
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agrégats par sélection du bruit de fond et études en mode MS/MS. Dans ces études réalisées 

sur un instrument de type MALDI-Ion Trap (IT) la présence d’agrégats est démontrée pour 

pratiquement toutes les valeurs de m/z sélectionnées et pour des temps de survie nettement 

supérieurs à ceux attendus en MALDI-TOF. Plus récemment, Sachon et al. [E.Sachon/2007] 

ont étudié la désolvatation des agrégats en MALDI-TOF en mode linéaire par variation du 

faisceau de déflection. Ces expériences ont permis de mettre en évidence, pour deux matrices 

différentes, l’existence d’une composante plus lente compatible avec l’hypothèse d’une 

désolvatation dans la source. De plus des études complémentaires menées en mode MS/MS 

démontrent la présence de l’ion d’analyte comme fragment principal lorsque le bruit de fond 

pour des m/z supérieur à l’analyte (jusqu’à 300 et au-delà) est sélectionné. L’ensemble des 

travaux réalisés met en avant les effets délétères liés à la désolvatation progressive et partielle 

de ces agrégats au cours de l’analyse, ce qui conduit à une perte de qualité spectrale par 

augmentation du bruit de fond et perte sur le signal d’analyte.  

Ainsi, obtenir une désolvatation des agrégats analytes-matrice ou matrice-matrice 

avant leur transfert dans l’analyseur (pendant la période de temps de retard précédent 

l’accélération pour un système MALDI-TOF) devrait générer une amélioration de la qualité 

spectrale et plus particulièrement de la sensibilité par augmentation de l’intensité du signal de 

l’analyte et diminution du bruit de fond chimique.  

 

 

III.2 Principe de la manipulation 

 

L’objectif de l’étude a consisté à développer puis tester un système qui permette 

d’obtenir une désolvatation efficace des agrégats libérés en MALDI lors du processus de 

désorption dans des conditions d’analyse classique. Compte-tenu de la prépondérance 

actuelle des systèmes de type MALDI-TOF pour l’analyse en laboratoires, nous avons 

imaginé un système compatible avec ces instruments. Pour essayer d’obtenir une 

désolvatation efficace des agrégats sur un laps de temps court (inférieur au temps de retard 

soit quelques centaines de ns au maximum) notre choix s’est porté vers une désolvatation 

assistée par irradiation laser qui permet d'intercepter la plume de désorption au cours de son 

expansion. Cet effet d’un second laser sur l’analyse se traduira par une diminution du bruit de 

fond observable sur les spectres et une augmentation de la sensibilité. 
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Nous avons donc travaillé à l’ajout d’un second laser sur notre instrument, sur le 

principe d’un faisceau arrivant le plus près possible du porte-échantillon, parallèle à ce 

dernier, et donc perpendiculaire à l’axe du temps-de-vol. Nous n’avons pas cherché à faire en 

sorte que ce second faisceau laser soit colinéaire au laser MALDI car, outre la grande 

difficulté à réaliser ce montage, il aurait également entraîné l’irradiation de l’échantillon, ce 

qui n’aurait pas été le but recherché. Le système a été monté sur l’instrument MALDI-TOF à 

disposition pour cette étude, le Voyager Elite upgradé STR (Applied Biosytems) décrit au 

chapitre II. Un temps conséquent a été nécessaire pour réaliser ce montage. Les principales 

difficultés sont bien sûr liées au caractère novateur de la solution proposée et à l’adaptation 

du spectromètre commercial au dispositif souhaité. D’autre part, les modifications réalisées 

ont engendré de nouvelles difficultés techniques qui seront discutées plus loin dans ce 

chapitre, et dont le contrôle a retardé le démarrage des expériences. Ceci confère aux travaux 

présentés un caractère préliminaire.  

 

 

III.2.a Les lasers de désolvatation 

 

Deux types de lasers ont été successivement implémentés sur le dispositif à notre 

disposition : un laser fibré continu de type YLR à 1070 nm et un laser impulsionnel de type 

Nd:YAG à 1064 nm. A ces longueurs d’onde, seuls des effets thermiques peuvent être initiés. 

Il sera donc extrêmement peu probable d’ioniser directement les espèces irradiées, et les 

effets observés seront liés à une désolvatation des agrégats et/ou de fragmentation des autres 

composés présents dans la plume et non à un effet de post-ionisation. 

Le laser continu est plus simple à utiliser pour intercepter la plume puisque seul 

l’alignement entre le laser et la plume est critique. Ce réglage est tout aussi important dans le 

cas du laser impulsionnel, mais la synchronisation temporelle avec la source MALDI peut 

également se révéler cruciale pour irradier la plume au meilleur moment. En contrepartie, la 

désolvatation par une source impulsionnelle permet en principe une analyse plus fine de 

l’effet de désolvatation dans la plume, à travers la modification du délai entre les 

déclenchements des lasers MALDI et de désolvatation.  
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III.2.a.α  Le laser YLR 

 

Le laser YLR fibré utilisé (IPG photonics) fournit un faisceau continu à 1070 nm 

d’environ 4 mm de diamètre d’une puissance réglable jusqu’à 100W et de profil gaussien 

(Voir figure III.1.a), avec un maximum d’énergie en son centre.  

 
Figure III.1 : Profils de faisceaux laser gaussien (a) et top-hat (b). 

 

 

III.2.a.β  Le laser Nd-YAG 

 

Le laser Nd:YAG (Quantel, Brilliant EaZy) fournit des impulsions lasers de 8 ns à 

une longueur d’onde de 1064 nm, d'énergie maximale par impulsion 400 mJ à une cadence 

maximale de 10Hz. Le faisceau laser de 5 mm de diamètre environ est de profil top-hat, 

(Voir figure III.1.b), caractérisé par une densité d’énergie relativement uniforme. 

 

 

III.2.b Montages optique  

 

Le chemin optique mis en place doit permettre au faisceau laser de désolvatation 

d’arriver à l’intérieur de la source, avant la première grille d’accélération puisque le champ 

électrique est maintenu à 0 dans cette région pendant le temps de retard (Voir figure III.3). 

Dans l’idéal, il doit intercepter la plume le plus tôt possible. En effet, si on prend 500 m/s de 

vitesse initiale moyenne des composés désorbés comme estimation [A.Verentchikov/1999], 

pour un temps de retard de 180 ns (temps de retard de l’électronique seule), la plume aura 

parcouru en moyenne 90 µm et 500 µm pour un temps de retard de 1000 ns. Dans ces 

conditions, il est crucial que le faisceau passe au plus près de la surface. 

 

a b 
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Figure III.2 : Photographie d’un modèle de chemin optique pour les expériences de double 

laser avec le laser impulsionnel. 

 

Cependant, la géométrie de notre spectromètre commercial, en particulier l’existence 

d’un décalage entre la fenêtre d’entrée du second laser et la plaque d’échantillonnage, ainsi 

que la faible dimension de la première zone d’accélération (2.8 mm) impose au faisceau laser 

d’être légèrement incliné par rapport à la surface de l’échantillon (Voir figure  III.3). En 

raison de ces difficultés de nature géométrique, il ne nous a pas été possible de mesurer 

précisément à quelle distance de l’échantillon passait ce second laser. 

Ceci rend très délicat l'obtention d'un faisceau parfaitement rasant par rapport à 

l’échantillon. Il pourra arriver que le second faisceau laser irradie une partie du dépôt 

cristallin ce qui produira des signaux parasites dans les spectres de masse. Cependant, ces 

signaux sont facilement identifiables – ils apparaissent même en l’absence de plume, et 

pourront être éliminés lors du traitement des données. 

Dans le cas du laser YLR, l'alignement du faisceau est réalisé directement sur une 

fenêtre d’entrée latérale de la source (Voir figure  III.4). 

 

Laser Nd:YAG 

Laser He:Ne (pour alignement) 

Miroirs 

Vers la source  
du spectromètre 
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Figure III.3 : Mise en évidence des trajets des deux lasers dans le spectromètre (A) et au 

niveau de l’échantillon (B). 

 

 

 

 

Figure III.4 : Description du montage de double laser dans le cas du laser continu. 
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Dans le cas du laser Nd:YAG, l’alignement du faisceau est assuré par deux miroirs 

(Voir figure III.5). Ce faisceau traverse également un télescope qui a pour but de réduire le 

diamètre du faisceau laser (passage d’environ 5 mm de diamètre de faisceau à 1-2 mm), puis 

la fenêtre d’entrée latérale de la source.  

 

 

 

Figure III.5 : Description du montage de double laser dans le cas du laser impulsionnel. 

 

 

III.2.c La synchronisation des lasers 

 

Si aucune synchronisation n’est nécessaire dans les expériences de désolvatation avec 

le laser continu, cette étape s’avère indispensable avec le laser impulsionnel. Il s’agit de 

s’assurer qu’en dépit d’un taux de répétition différent pour le laser et le spectromètre, de la 

vitesse importante des particules ablatées et de la faible durée des impulsions, le laser de 

désolvatation interagit efficacement avec la plume. De plus, les données de la littérature 

concernant la distribution de vitesse initiale sont dispersées et pas nécessairement 

transposables à nos conditions d’expériences. Il est impératif de trouver un système 

suffisamment souple pour s’adapter à une dynamique de plume mal caractérisée dans les 

conditions d’analyses MALDI conventionnelles. 

Le principe de la synchronisation que nous avons développé est présenté dans les 

figures III.6 et III.7. Elle est réalisée grâce à un générateur de délais 4 voies (Stanford 

Source 

Échantillon 

Fenêtre 

Second laser  
(arrivant à l’horizontale) 

Laser de D/I (arrivant de haut  
en bas à 45° de l’échantillon 
de l’extérieur de la source) 

Début du temps de vol 

Laser impulsionnel 

Miroirs 

Lentilles 

 



Laurent DIOLOGENT, Université Lille 1, Thèse, 2013 

Research System DG 535) qui contrôle le déclenchement du laser azote, de la lampe flash et 

du Q-switch du laser Nd :YAG. Un diviseur de fréquence est également employé pour 

diminuer la cadence du laser à azote et la faire correspondre à la fréquence de travail du 

spectromètre de masse. 

Lors des manipulations, nous avons fait varier le temps de retard entre le tir laser et la 

mise en place du champ électrique d’accélération de 10 à 1500 ns. Le délai mis en place entre 

les deux lasers doit donc être inférieur à ce temps de retard auquel on ajoute le temps de mise 

en place du champ électrique (environ 180 ns). Un temps de retard de 280 ns a été 

sélectionné pour laisser à la plume le temps de se développer et interagir efficacement avec le 

faisceau laser.  

D’après [A.Verentchikov/1999], la vitesse initiale moyenne de la plume est d'environ 

500 m/s et dans notre cas, la largeur du second faisceau laser est de l'ordre du millimètre, on 

peut donc estimer que la durée moyenne de l'interaction faisceau-plume est de l'ordre de la 

durée de l'impulsion  laser (quelques nanosecondes) et que la tranche de plume interceptée 

par le laser de désolvatation a une largeur de quelques millimètres. Cette valeur importante 

(liée évidemment au diamètre du faisceau) interdit toute analyse fine d'un effet du laser de 

désolvatation en fonction de la portion de plume irradiée. 

 

 

Figure III.6 : Schéma des étapes de déclenchement des différents éléments du système avec le 

second laser impulsionnel. 
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Figure III.7 : Représentation des différentes étapes de déclenchement des deux lasers. 

 

 

 

 

III.3 Résultats 

 

Pour chacun des montages réalisés (laser continu puis impulsionnel), nous avons 

étudié le comportement des signaux à travers la variation de différents paramètres tels que 

l’énergie du second laser ou le délai entre le déclenchement des deux tirs laser dans des 

conditions d’analyses MALDI classiques réalisées en mode linéaire. Nous avons travaillé 

avec des standards peptidiques en tant qu’analytes de référence préparés de manière 

conventionnelle avec la matrice HCCA par la méthode des dépôts classiques (Voir § 

II.2.b.β.1). Nous nous sommes, plus particulièrement intéressés aux signaux de l’analyte et 

aux signaux du monomère et du dimère protonés de la matrice. Nous avons attaché une 

attention toute particulière à l’évolution de l’intensité des signaux, paramètre sur lequel nous 

attendons un effet plus important sans toutefois négliger d’observer les autres caractéristiques 

spectrales telles que la résolution. 
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III.3.a Expériences de désolvatation par laser continu 

 

 

Le laser continu intercepte la plume générée en MALDI durant toutes les étapes de 

son évolution. L’effet de désolvatation devrait être ainsi plus facilement observé avec ce 

montage que pour le laser impulsionnel.  

Nous avons fait varier la puissance du second laser d’environ 10 à 60 W afin 

d’observer la tendance globale d’évolution en fonction de l’énergie. La figure III.8 présente 

l’évolution des spectres de masses avec l’augmentation de la puissance du laser continu. 

L’étude des spectres montre que leur profil évolue lorsque la puissance du second laser 

augmente. L’évolution des signaux est minime lorsque l’énergie du second laser est faible 

mais clairement observée à partir de 50 W. Il faut en particulier noter une diminution de 

l’ensemble des signaux intacts de la matrice et de l’analyte. Si l’intensité du signal protoné de 

la bradykinine diminue, la diminution de ce signal est cependant très nettement inférieure à 

celle des ions de matrice et ne semble pas s’accompagner d’un élargissement du signal. On 

peut aussi remarquer dans les spectres l'accroissement de signaux de basse masse dans la 

gamme de m/z 50-60, qui pourraient être des signaux résiduels des processus de 

fragmentations. 
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Figure III.8 : Spectres de masse obtenus en mode linéaire pour une puissance du premier 

laser de 2,3 µJ/pulse et différentes puissances du second laser. 

 

La figure III.9 reporte l’évolution de l’intensité des signaux de la matrice à m/z 190 et 

379 (ions [HCCA+H]+ et [2HCCA+H]+) ainsi que celle de l’ion protoné de l’analyte à m/z 

1061 ((M+H]+) en fonction de la puissance du second laser. Sur ce graphe, les intensités des 

signaux relevées sur les spectres ont été normalisées par rapport à l’intensité du signal le plus 

intense. 
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Figure III.9 : Évolution de l’intensité relative des signaux des ions de la matrice à m/z 190 et 

379 et de l’analyte à m/z 1061 normalisée par rapport au signal le plus intense en fonction 

de la puissance du second laser (Laser fibré continu YLR). 

 

Ces mesures confirment la tendance générale observée sur les spectres. Une 

diminution brutale et similaire de l’intensité des signaux du monomère et du dimère de la 

matrice est observée, jusqu’à 70% entre les analyses sans second laser et celles réalisées avec 

la plus haute puissance testée. Si contrairement à l’effet recherché, l’intensité de l’analyte 

diminue également, la tendance est beaucoup moins marquée que pour les autres signaux 

(jusqu’à 30% seulement de diminution à la puissance la plus élevée).  

Ainsi, la matrice, toujours largement majoritaire dans la plume (sous forme 

moléculaire ou regroupée en agrégat), continue à jouer un rôle tampon qui limite la 

fragmentation des autres composés, mais à ce stade, aucun accroissement en intensité du 

signal d’analyte n’est constaté ici : dans l’hypothèse où un effet de désolvatation est initié, il 

est partiellement occulté par les processus de fragmentation massivement déclenchés lors de 

l’interaction avec le laser continu.  

Ni le bruit de fond, ni la largeur des signaux ne varient de manière marquée dans les 

spectres de masses à mesure que la puissance du second laser augmente. Ceci semble 

montrer une absence d’augmentation des fragmentations métastables pendant nos analyses, 

mais pose aussi la question du devenir des charges qui contribuent aux signaux. En effets, 

l’absence d’apparition massive de signaux de fragments aux basses masses ou de variation du 

bruit de fond en présence du second laser semblent indiquer que ces composés ne sont plus 

pris en compte lors de l’analyse. Des manipulations supplémentaires seront nécessaires pour 

comprendre ce phénomène. 
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III.3.b Expériences de désolvatation par laser impulsionnel 

 

La plume de désorption générée par MALDI évolue dans l’espace et le temps. Sa 

composition pouvant a priori évoluer également, l’effet du second laser sur l’analyse peut 

être différent s’il est déclenché à un moment ou à un autre de l’évolution de la plume. 

Cependant le diamètre du faisceau laser de désolvatation est de l’ordre du millimètre, ceci ne 

permet pas de sonder spatialement la plume avec une résolution suffisante. Nous nous 

sommes donc limités à l’observation de l’influence du second laser à différents instants de 

son développement et pour différentes énergies de ce second laser dans des conditions 

d’analyse MALDI classiques réalisées en mode linéaire. 

 

III.3.b.α  Effet du délai de synchronisation entre le laser MALDI et le laser 

de désolvatation  

 

La figure III.10 présente l’évolution de l'intensité du signal [M+H]+ de la bradykinine 

en fonction du délai entre le déclenchement des deux lasers.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.10 : Évolution de l’intensité du signal d’analyte en fonction du délai fixé entre les 

deux lasers. L'énergie du faisceau laser de désolvatation est fixée à 10 mJ/pulse. 

Une augmentation nette de l’intensité de l’ion d’analyte est mise en évidence à partir 

de 20 ns. Cette évolution semble démontrer l’existence d’une interaction entre le faisceau du 

second laser et la plume en expansion avec un effet bénéfique sur l’évolution du signal 

d’analyte. Cependant, compte-tenu de la difficulté liée à la réalisation du montage 

expérimental sur l’instrument utilisé (faisceau laser non parallèle au porte échantillon) il est 
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difficile d’apprécier dans quelle partie de la plume en expansion l’interaction se réalise. Si on 

reprend pour base de calcul une vitesse initiale d’environ 500 m/s et sans tenir compte du 

temps nécessaire pour que la vitesse initiale soit établie, à 20 ns il est possible d’estimer que 

la partie la plus dense de la plume se situerai seulement à 20 µm de la surface. Ainsi, il 

semblerait que l’interaction se fasse plus à l’avant de la plume. On pourrait donc s'attendre à 

ce que les signaux d'analyte augmentent encore pour des temps plus longs, ce qui est 

effectivement observé dans les spectres enregistrés à des délais de 80 et 100 ns. Cependant, 

l'effet n'est pas suffisamment prononcé pour aller plus avant dans ces hypothèses. 

L’évolution des signaux [m+H]+ et [2m+H]+ de la matrice tranche nettement avec 

celui de la bradykinine (Voir figure III.11). En effet, dans le cas de la matrice l’intensité du 

signal ne semble fluctuer que légèrement sur la plage de délais étudiée (ou en l'absence de tir 

du second laser), et les faibles variations observées ne permettent pas dans ce cas de conclure 

à un quelconque effet. Il faut remarquer un comportement très similaire pour les deux ions 

liés à la matrice. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III.11: Évolution de l’intensité des signaux [m+H]

+
 (m/z 190) et [2m+H]

+
 (m/z 379) 

de la matrice HCCA en fonction du délai fixé entre les deux lasers. L'énergie du faisceau 

laser de désolvatation est fixée à 10 mJ/pulse. 

 

 

La comparaison de ces deux études permet donc de vérifier simultanément que la 

plume se développe suffisamment sur la gamme de temps choisie pour interagir efficacement 

avec le second laser et que cette interaction n'affecte pas l'analyte et la matrice de la même 

façon : gain en sensibilité pour le premier, aucun effet global pour le second.  
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III.3.b.β  Effet de l’énergie du second faisceau laser 

 

 

 

 

 
Figure III.12 : Spectres de masse obtenus pour un délai de 80 ns entre les deux lasers et pour 

plusieurs énergies du second laser. 
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Pour aller plus avant dans la compréhension des phénomènes observés, l’effet de 

l’énergie du second laser a été étudié pour  différents délais entre les deux lasers. 

La figure III.12 présente l'évolution du signal [M+H]+ de la bradykinine dans les 

spectres de masse pour quatre énergies lasers et pour un délai de 80 ns entre les deux lasers. 

Ces spectres mettent en évidence une augmentation régulière de l’intensité de cet ion jusqu'à 

10 mJ/pulse, énergie la plus élevée utilisée dans cette étude. Il faut noter que l’augmentation 

de l’intensité des signaux ne s’accompagne pas d’une détérioration de la résolution, ce qui 

tendrait à démontrer l’absence de fragmentations métastables dans la zone libre de champ de 

ces ions, comme observé avec le laser continu. 

 

 

Figure III.13 : Évolution de l’intensité des signaux d’analytes (a : bradykinine protonée à 

m/z 1061 ; b : ACTH 18-39 à m/z 2466) en fonction de l’énergie du second laser et pour 

plusieurs délais entre les deux lasers. 
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Les intensités moyennes du signal d'analyte à différentes énergies et délais sont 

reportées sur la figure III.13. Si une dépendance en délais est toujours difficile à mettre en 

évidence (les courbes se superposent approximativement), le gain en sensibilité est confirmé 

puisque l'intensité augmente régulièrement jusqu’à être multipliée par un facteur 2-3 à 10 

mJ/pulse par rapport au pic obtenu à énergie nulle, c’est-à-dire en l’absence de la seconde 

impulsion laser.   

Une tendance similaire est observée pour l’évolution de l’ion [M+H]+ d’un peptide 

standard de poids moléculaire plus élevé, l’ACTH 18-39 (Mw ~2466) comme le montre la 

figure III.13.b. Tout comme pour la bradykinine l’augmentation d’intensité est maximale 

pour un délai de 80 ns entre les deux lasers à 10 mJ/pulse avec un facteur d’augmentation 

d’intensité d’environ 2.  

A l'opposé, aucune tendance nette ne semble à nouveau se dégager dans le cas de la 

matrice comme montré pour l’évolution de l’ion [m+H]+ (Voir figure III.14). Il convient 

néanmoins de souligner qu'en dépit du faible nombre d'énergies testées et des fluctuations 

dans l'intensité des pics en fonction de l’énergie, les signaux de matrice obtenus sans le 

second laser restent toujours plus intenses que lors de son utilisation et il semble qu’un 

minimum soit observé avant une ré-augmentation des signaux.. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.14 : Évolution de l’intensité des signaux de matrice protonée (m/z 190) en fonction 

de l’énergie du second laser et pour plusieurs délais entre les deux lasers. 

 

La plupart des observations réalisées dans les expériences avec le laser pulsé sont 

compatibles avec le processus de désolvatation des agrégats que nous cherchons à provoquer 
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avant leur passage dans la zone d'accélération. L’effet augmenterait pour des énergies au-

dessus de 5 mJ/pulse avec un effet plus prononcé à 10 mJ/pulse, valeur la plus importante 

testée dans cette série de mesures. Une augmentation d’un facteur 2 à 3 est systématiquement 

observée pour l’intensité des signaux d’analytes étudiés à cette énergie. Contrairement aux 

expériences réalisées avec le laser continu, les processus de fragmentation semblent faibles 

pour les analytes. Ainsi la largeur des signaux relevés n’augmente pas lors de l’utilisation du 

second laser jusqu’à 10 mJ/pulse ce qui pourrait signifier l’absence de fragmentation 

métastable. D’autre part aucune augmentation importante de l’intensité d’ion(s) de masse 

inférieure à l’analyte ni d’apparition de nouveaux ions fragments ne sont observés dans les 

spectres ce qui semble également exclure des processus importants de fragmentations rapides 

se produisant pendant la période de temps de retard. Concernant l’évolution avec l’énergie du 

second laser du signal correspondant à l’ion [m+H]+ de la matrice, nous avons 

systématiquement observé une légère diminution à faible énergie. Celle-ci pourrait être 

associée à des processus de fragmentation d’une petite proportion des ions de matrice. En 

revanche, à des énergies plus élevées et pour lesquelles une augmentation du signal d'analyte 

est observée, le signal de matrice augmente également légèrement. Cette évolution (qui 

demande à être confirmée au vu de la faiblesse de l’effet) s’inscrit aussi dans un modèle de 

désolvatation qui libère des analytes libres mais également des ions de matrice. Ainsi, la 

désolvatation compenserait progressivement la diminution du signal liée à la fragmentation 

de la matrice.  

Les différents effets de ce second laser sur la matrice et l’analyte observé lors de ces 

analyses pourraient aussi s’expliquer pour partie par la position de ces composés à l’intérieur 

de la plume. En effet, alors qu’il semblerait que la plume se compose essentiellement de 

matrice en périphérie, les analytes se situeraient plus à l’intérieur [A.A.Puretzky/1999], ce 

qui pourrait entraîner une action différente du second laser sur ces composés. Ainsi, alors que 

la matrice reçoit le faisceau laser brut, ce qui pourrait, selon l’énergie du laser, favoriser sa 

fragmentation, l’analyte reçoit seulement une partie de cette énergie initiale, de plus en plus 

absorbée à mesure que le faisceau pénètre dans la plume. Ceci pourrait permettre de limiter 

dans une certaine mesure les processus de fragmentation au profit de ceux de désolvatation.  

Dernière hypothèse possible, liée au plus grand nombre de degrés de liberté des 

molécules d’analytes par rapport aux molécules de matrice. Ceci favoriserait la relaxation 

énergétique pour ces premières, ce qui les rendrait moins sensibles aux phénomènes de 

fragmentation. 
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Dans ce même modèle de désolvatation, nous nous attendions à observer une 

diminution du bruit de fond. Les mesures réalisées sur les spectres dans la gamme m/z 500-

4000 ne démontrent pas d’évolution particulière de ce bruit de fond. Cependant, si le 

processus de désolvatation augmente dans nos expériences, il est probable que ce processus 

soit loin d’être total pour tous les agrégats. On peut supposer que certains donnent naissance 

à des agrégats de taille plus faible mais non à des molécules libres. Ainsi les variations de 

bruit de fond pourraient être observables sur une gamme de m/z plus élevée que celle 

enregistrée dans nos spectres. 

 

 

III.4 Conclusions et perspectives 

 

Les résultats de ces manipulations (entamées sans a priori sur les caractéristiques du 

laser à utiliser en terme de longueur d’onde, de puissance ou de durée de pulse) ont permis de 

montrer que l’utilisation d’un second laser qui irradie la plume de désorption générée par 

MALDI avait bien un effet sur l’intensité des signaux d’analyte présents dans les spectres de 

masse. La comparaison entre l’évolution des pics d’analyte et de matrice semble indiquer un 

phénomène de compétition entre les mécanismes de désolvatation des agrégats et de 

fragmentation de ses composants dont le contrôle pourrait être assuré par l’énergie amenée 

par le second laser : la désolvatation compenserait la fragmentation des analytes, ce qui 

donnerait lieu à un gain en terme de sensibilité de la technique dans une certaine gamme 

d'énergie accessible avec le laser pulsé. En revanche, en dehors de cette plage, la 

fragmentation des analytes prendrait le dessus sur les mécanismes de désolvatation et 

conduirait à une diminution de l’intensité des signaux de ces composés dans les spectres de 

masse.  

Ce scénario ne pourra être confirmé qu'en augmentant la gamme d’énergie testée, 

aussi bien avec le laser impulsionnel qu’avec le laser continu. Il conviendra également de 

tester l’effet de désolvatation sur des analytes plus lourds tels que des protéines (Par exemple 

la Bovine Serum Albumin (BSA)) pour lesquels il faut s’attendre à des effets plus importants. 

L’observation de l’effet de la variation de certains paramètres d’analyse tels que l’énergie 

d’ablation ou le temps de retard pourra aussi nous permettre de vérifier l’action du second 
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laser sur des plumes plus ou moins denses ou développées et donc d’agir plus ou moins 

efficacement sur la désolvatation des agrégats. 

Ces résultats préliminaires n’en demeurent pas moins très encourageants et semblent 

démontrer la possibilité d’utiliser de tels processus pour augmenter la sensibilité en MALDI. 

 

Outre l’augmentation de la gamme d’énergie testée et l’utilisation d’analytes plus 

lourds, d’autres manipulations pourraient être réalisées afin d’amplifier les phénomènes 

observés ou d’en améliorer la compréhension. Ces manipulations sont listées dans les 

paragraphes suivants. 

 

 

III.4.a Utilisation de longueurs d’ondes spécifiques 

 

III.4.a.α  Lasers résonnants avec des fonctions chimiques spécifiques 

 

De manière générale, la désolvatation nécessite un transfert d'énergie du laser vers les 

agrégats irradiés. Ce transfert est d'autant plus efficace que les agrégats (ou la matrice) 

possèdent une bande d'absorption qui coïncide avec la longueur d'onde du laser employé. Les 

expériences décrites aux paragraphes précédents ont été menées avec des lasers qui ne 

répondent pas à ce critère. La désolvatation est alors réalisée via des processus purement 

thermiques dont le rendement est directement lié aux énergies des lasers utilisés.   

 

Un prolongement naturel de ces travaux consisterait à reproduire ces expériences avec 

des lasers plus adaptés grâce à certaines sources disponibles au laboratoire. C’est le cas des 

OPO accordables dans la région des 3µm qui permettent d’accéder à des bandes de vibration 

intenses - le stretching N-H (autour de 2.9 µm), O-H (autour de 3µm) et C-H (3,3 µm) et qui 

ont permis de démontrer la possibilité de réaliser la désorption résonnante d’échantillons 

organiques [M.Ziskind/2004]. L’excitation d’autres modes pourrait également présenter un 

intérêt certain (C-C et C=O par exemple). Enfin, une excitation de transitions électroniques 

π→π* et σ →σ*, rendu possible grâce aux lasers UV également disponibles au laboratoire est 

envisagée.       
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III.4.a.β  Désolvatation d’agrégats métastables  analyte-eau 

 

D’autres types de matrice pourraient se prêter plus aisément à l’étude du phénomène 

de désolvatation. C’est notamment le cas de la glace qui possède précisément une bande 

d’absorption intense en coïncidence avec le mode de vibration O-H à 3µm. Cette même 

longueur d’onde s’avère d’ailleurs particulièrement adaptée pour générer des agrégats 

hydratés de molécules d’intérêt biologique lors de l’irradiation d’échantillons gelés selon une 

technique proche de la MALDI-IR (Voir figure III.15) [M.Ziskind/2004]. Le même type de 

source laser serait alors utilisée à la fois pour générer les agrégats et les désolvater. D’autre 

part, ces agrégats métastables donnent lieu à des signaux bien définis dans les spectres de 

masse. L’étude de leur désolvatation en serait plus aisée puisqu’on pourrait suivre 

directement leur évolution dans les spectres, puis la corréler avec celles des signaux 

d’analytes et de l’eau. Cependant ces expériences nécessitent de disposer d’une source qui est 

refroidie et ne pourront être réalisées sur le spectromètre commercial utilisé dans ces études. 

Par contre, la modification du dispositif expérimental monté au sein de l’équipe ANATRAC 

pourrait permettre de réaliser ces expériences.  

 

Figure III.15 : Mise en évidence d’agrégats de tryptophane hydraté obtenus par désorption 

résonnante (IR-OPO) d’une solution de tryptophane-eau gelée [M.Ziskind/2004]. 
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III.4.b  Irradiation résolue spatialement de la plume 

 

Suite à l’irradiation laser, la plume de désorption évolue spatialement et 

temporellement et l’étude de la dynamique de la plume serait d’un grand apport pour ces 

expériences en permettant de déterminer le temps et la position a priori optimum du second 

faisceau laser. En effet, selon la nature de l’échantillon et certains paramètres d’irradiation, la 

dynamique de plume est différente et peut impacter sur l’efficacité de son interception par le 

laser de désolvatation. Ainsi, comme nous l’avons vu dans le paragraphe III.3.b.α, la 

variation du délai va avoir une influence sur la sensibilité de l’analyse. Cependant, si 

différents travaux ont présenté des images de la plume en expansion par imagerie L.I. F. 

(Voir figure III.16) [A.A.Puretzky/1999] ou par imagerie résolue en temps [A.Leisner/2005] 

les conditions pour lesquelles sont réalisées ces expériences sont éloignées des conditions 

habituelles d’expérimentations MALDI en analyses conventionnelles que ce soit en terme de 

longueur d‘onde, de durée de pulse laser ou de fluence voir de matrice utilisée. Il apparaît 

donc intéressant de pouvoir réaliser des images L.I.F. de la plume dans nos conditions 

d’expériences. 

 

Figure III.16 : Imagerie LIF d’une plume de désorption obtenue à partir d’un échantillon de 

matrice 3-HPA et d’analyte Dnase I marqué au tétraméthylrhodamine [A.A.Puretzky/1999]. 

 

Ainsi, dans le cadre de nos expériences de désolvatation, l’irradiation de certaines 

zones spécifiques de la plume par le second laser sous forme d’une nappe laser de très faible 

épaisseur pourrait nous permettre d’optimiser l’efficacité de nos analyses. De plus, leur 

réalisation pourrait nous renseigner sur la composition de la plume au niveau des zones 

irradiées à travers l’observation des variations des signaux présents sur les spectres. 
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 Chapitre IV : 

Utilisation de masques de 

silicium en spectrométrie 

de masse MALDI 
 

La résolution spatiale d'analyse des spectromètres de masse MALDI classiques est 

actuellement limitée à quelques dizaines de micromètres de diamètre. Le moyen le plus direct 

pour améliorer cette résolution est de réduire la zone irradiée en focalisant le faisceau laser 

sur la cible. Ceci s’accompagne néanmoins d’une diminution du rendement d’ions, beaucoup 

plus importante que prévue [K.Dreisewerd/1995 ; S.Guenther/2010]. Cet effet dont l’origine 

est encore mal comprise devient prépondérant dès que le diamètre du faisceau laser incident 

est inférieur à 30 µm, ce qui correspond à la fois aux dimensions typiques des cellules 

biologiques et à la résolution spatiale des meilleures sources MALDI, à l'exception de 

certaines nécessitant un appareillage spécifique et extrêmement couteux  [B.Spengler/2002 ; 

T.H.Mize/2004]. 

L’objectif premier des masques est de réduire la surface d’analyse selon un principe 

différent de la focalisation du faisceau laser, sans entraîner de modifications matérielles 

importantes pour le spectromètre. Le terme de masque renvoi à de fines lames de silicium 

(appelées communément « wafers ») dans lesquelles ont été gravées de nombreuses 

ouvertures de dimensions et de formes identiques et régulièrement espacées. Le silicium 

utilisé pour les wafers n’étant pas transparent à la longueur d’onde du laser employé, seule la 

partie de l’échantillon située en face de l’ouverture sera efficacement irradiée. La réduction 

de la zone de l’échantillon analysée sera donc obtenue en coupant une partie du faisceau laser.  
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Les ouvertures réalisées dans les masques de nos expériences sont de forme carrée, de 

60 µm d’épaisseur et de quelques dizaines à quelques centaines de micromètres de côté. La 

figure IV.1 montre ces ouvertures vues à travers un microscope électronique : 

   

Masque     Grille 

Figure IV.1 : Images d’ouvertures observées au microscope électronique à balayage. 

 

On distinguera par la suite les masques pour lesquels les ouvertures seront 

suffisamment espacées les unes des autres pour supposer que chacune soit irradiée 

individuellement, des grilles pour lesquelles plusieurs ouvertures seront irradiées 

simultanément. Nous désignerons les masques et les grilles par les lettres « M » et « G » 

respectivement suivies d’un nombre désignant les dimensions du côté de l’ouverture en 

micromètre. Par exemple, « M50 » désignera un masque muni d’ouvertures de 50 

micromètres de côté. 

Comme il sera montré par la suite, les masques permettront non seulement de réduire 

les dimensions de la zone irradiée, mais aussi pour certaines configurations d’améliorer la 

sensibilité. Dans le cas des grilles, le gain en résolution spatiale sera nul mais l’effet sur la 

sensibilité sera en principe démultiplié. 

 

 

IV.1 Réalisation et intégration des masques dans le 

spectromètre 

 

Pour développer ce système de masques, nous avons dû faire appel à des techniques de 

gravure nécessitant une précision de fabrication de l’ordre du micromètre. Pour ce faire, une 

collaboration locale a été initiée avec le Dr. Anthony TREIZEBRE de l’équipe de recherche 

du Pr. Bertrand BOCQUET à l’I.E.M.N. (Institut d'Electronique, de Microélectronique et de 
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Nanotechnologie, UMR CNRS 8520, Université Lille 1) qui possède le savoir-faire 

nécessaire à la gravure de wafer de silicium. 

 

 

IV.1.a Fabrication des masques 

 

Deux techniques ont été utilisées: les gravures chimique et plasma. Leur utilisation va 

permettre d’obtenir des ouvertures avec des inclinaisons de flancs différentes. Ainsi, la 

gravure plasma nous permettra de réaliser des ouvertures à flancs droits, tandis que la 

gravure chimique sera adaptée à la réalisation d’ouvertures à flancs inclinés. Dans les deux 

cas, la limite de résistance mécanique du silicium est de l’ordre de quelques dizaines de 

micromètres, ainsi, les masques utilisés dans les manipulations présentées dans ce chapitre 

ont une épaisseur de 60 µm. 

 

IV.1.a.α Gravure plasma 

 

Cette technique consiste à graver une surface (ici le wafer de silicium) grâce à un flux 

de gaz ionisé à haute température. 

Six étapes sont nécessaires pour réaliser la gravure plasma d’un masque (Voir figure IV.2) : 

 

1. le wafer de silicium de 240 µm d’épaisseur est tout d’abord recouvert d’une couche 

de résine photosensible dont une certaine quantité est déposée au centre du wafer 

puis uniformisée par centrifugation ; 

2. la face du wafer de silicium recouvert de résine est exposée à un rayonnement UV 

au travers d’un masque optique laissant passer ce rayonnement jusqu’au wafer grâce 

à des ouvertures fixes réalisées préalablement ; 

3. l’application d’une solution de développement à l’ensemble afin de solubiliser les 

zones de résine précédemment insolée et nous permettre d’avoir accès au wafer de 

silicium à travers celles-ci ; 

4. la gravure ICP-DRIE (Inductively Coupled Plasma-Deep Reactive Ion Etching) par 

procédé Bosch des zones du wafer de silicium non protégées par la résine, conduit à 

l’apparition des ouvertures dans le wafer de silicium ; 
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5. la gravure de l’autre face par ce même procédé permet de donner l’épaisseur 

souhaitée (pour une valeur limite de quelques dizaines de micromètres) aux 

ouvertures réalisées à l’étape précédente ; 

6. le retrait de la couche de résine grâce à l’acétone. 

1 – Dépôt d’une couche de résine sur le wafer de silicium;

2 – Exposition de la couche de résine à un rayonnement 
UV à travers un masque optique;

3 – Développement;

6 –Retrait de la résine avec l’acétone.

4-5 – Gravure ICP-DRIE du wafer de silicium;

1 – Dépôt d’une couche de résine sur le wafer de silicium;

2 – Exposition de la couche de résine à un rayonnement 
UV à travers un masque optique;

3 – Développement;

6 –Retrait de la résine avec l’acétone.

4-5 – Gravure ICP-DRIE du wafer de silicium;

  

 

Figure IV.2 : Étapes de la fabrication des masques par gravure plasma. 
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Les wafers ainsi usinés sont porteurs de 9 masques encore solidaires les uns des autres, 

il ne reste donc plus qu’à découper délicatement au coupe-verre les différents masques de 

grande fragilité due à leur faible épaisseur. 

 

 

IV.1.a.β Gravure chimique 

 

Cette méthode de gravure consiste en une attaque chimique de la surface du wafer de 

silicium afin d’obtenir des flancs inclinés, puis d’une gravure plasma pour fixer son épaisseur. 

 Les différentes étapes de réalisation de masques par gravure chimique sont les suivantes 

(Voir figure IV.3) : 

1. l’attaque au fluorure d’hydrogène (HF) (1% de concentration) du wafer de silicium 

pour enlever l’oxyde natif ; 

2. le dépôt de nitrure (Si3N4) sur les deux faces du wafer, sur l’une pour définir les 

motifs du masque via la couche de résine, sur l’autre pour protéger la face arrière 

lors de l’attaque chimique du silicium ; 

3. le dépôt d’une couche de résine par centrifugation suivi de la recuite du wafer à 

120°C pendant 60s ; 

4. l’insolation de la face du wafer portant la résine à travers un masque portant des 

motifs circulaires réalisés préalablement afin de marquer les zones du wafer qui 

seront gravées, cette étape est suivie d’une recuite du wafer à 120°C pendant 60s ; 

5. l’insolation pleine plaque (sans cache) du wafer pendant 60s, la résine étant 

réversible (elle passe de positive à négative), les zones du wafer précédemment 

insolées deviennent révélables par un révélateur basique, le MIF ;  

6. la révélation au MIF pur pendant 20s puis un rinçage à l’eau pour le marquage des 

positions des futures ouvertures; 

7. la gravure par ICP-DRIE du nitrure sur les zones du wafer ne portant plus de résine 

après l’insolation et la révélation ;  

8. l’attaque dite « piranha »  (H2SO4 + H2O2) du wafer pour éliminer la résine ; 

9. l’attaque humide de l’ensemble à l’hydroxyde de tétraméthylammonium (TMAH) 

est réalisée pour diminuer l’épaisseur de l’ensemble et pour réaliser les ouvertures 

dans le wafer ; 
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10. la gravure ICP-DRIE par procédé Bosch des deux faces du wafer pour éliminer la 

couche de nitrure restante puis pour obtenir l’épaisseur désirée du masque et 

l’obtention des ouvertures dans le wafer. 

 

2 – Dépôt de la couche de nitrure sur les deux faces du wafer;

5  – Insolation pleine plaque (réversion de la résine);

6 – Révélation au MIF pur;

7 – Gravure ICP de la couche de nitrure;

9 – Attaque humide du wafer au TMAH;

10 – Gravure ICP-DRIE du nitrure et du silicium.

3 – Dépôt de résine;

4 – Insolation à travers un masque optique;

8 – Nettoyage de la résine par attaque piranha;

1 – Nettoyage de l’oxyde natif du wafer;

2 – Dépôt de la couche de nitrure sur les deux faces du wafer;

5  – Insolation pleine plaque (réversion de la résine);

6 – Révélation au MIF pur;

7 – Gravure ICP de la couche de nitrure;

9 – Attaque humide du wafer au TMAH;

10 – Gravure ICP-DRIE du nitrure et du silicium.

3 – Dépôt de résine;

4 – Insolation à travers un masque optique;

8 – Nettoyage de la résine par attaque piranha;

1 – Nettoyage de l’oxyde natif du wafer;

  

Figure IV.3 : Étape de fabrication des masques par gravure chimique. 
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La dernière étape de cette fabrication sera ici aussi la découpe des masques dans le 

wafer de silicium à l’aide d’un coupe-verre. 

 

Les masques obtenus par cette technique ont des parois inclinées de 50° par rapport à la 

face inférieure du masque. 

Lors des analyses faites pour comparer les effets de ces deux types de forme 

d’ouverture, seules celles à flancs droits ont montré un effet positif sur la sensibilité de la 

technique tandis que les ouvertures à flancs inclinés n’ont que rarement permis d’obtenir des 

signaux assez intenses pour être exploitables. Les manipulations se sont donc limitées à 

l’étude des analyses faites avec des masques munis d’ouvertures à flancs droits. Cette 

importante différence dans le comportement de ces deux types de masques sera mise à profit 

pour étudier les mécanismes à l’origine des effets sur la sensibilité des analyses que nous 

rencontrerons dans la suite. 

 

 

IV.1.b Utilisation des masques pour l’analyse MS 

 

IV.1.b.α Maintien sur la plaque d’échantillonnage 

 

La question de la fixation des masques sur la plaque d’échantillonnage s’est posée très 

tôt. Il s’agissait de trouver un système permettant de maintenir le masque en place sans qu’il 

ait la possibilité de bouger ni de perturber l’analyse de l’échantillon. 

Nous avons opté pour un système de pression. Le masque est préalablement posé sur 

l’échantillon (dépôt MALDI conventionnel ou coupe de tissu biologique). Il est alors pris en 

tenaille entre le support d’échantillonnage (lame de verre-ITO) et une lame de laiton, rendus 

solidaires à l’aide de bandes de scotch conducteur double-face adapté au vide poussé, (Voir 

figure IV.4). 
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Figure IV.4 : Disposition des masques pour l’analyse MALDI MS. 

 

L’ensemble est positionné à la verticale à l’intérieur de la source du spectromètre de 

masse. Une troisième bande de scotch conducteur est finalement placée en dessous du 

masque, entre la lame de laiton et la lame de verre, afin d’éviter la chute du masque dans la 

source.  

Ce système de maintien bien que rudimentaire peut s’appliquer à n’importe quelle 

plaque d’échantillonnage ce qui permet de généraliser l’utilisation des masques à la plupart 

des types de source MALDI. 

 

 

IV.1.b.β Ciblage et analyse de l’échantillon 

 

Le masque étant placé sur le support d’analyse de façon à ce que les échantillons soient 

en face des ouvertures, l’irradiation de l’échantillon peut se faire aisément en ciblant ces 

ouvertures avec le spot laser. Cependant, il est parfois (voire souvent) nécessaire de repérer la 

position des dépôts au préalable. 

En effet, les masques ayant une épaisseur non négligeable et l’observation de 

l’échantillon via la caméra du spectromètre étant réalisée à 45° de la surface de la plaque 

d’échantillonnage, il n’est plus possible de cibler visuellement les parties éclairées et 

irradiées de l’échantillon en dessous d’une certaine taille d’ouverture D du masque (Voir 

figure IV.5). 

L’épaisseur du masque ne permet pas non plus de visualiser systématiquement la 

fluorescence de la matrice, notamment pour les ouvertures les plus petites. 
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Figure IV.5 : Mise en évidence de la limite de visualisation de l’échantillon à travers une 

ouverture. 

 

Le moyen le plus simple pour vérifier que l’échantillon est irradié par le laser à travers 

le masque est de suivre directement sur l’oscilloscope l’apparition (ou l’absence…) des 

signaux. Ceci permet de sélectionner les zones les plus propices à l’analyse. Notons que la 

plupart des ouvertures testées nécessitent de déplacer légèrement l’échantillon pour avoir un 

signal tout au long de l’acquisition, l’échantillon étant peu à peu consommé et le profil 

hétérogène du faisceau ne permettant pas l’obtention de signaux si l’ouverture n’est pas 

correctement ciblée. 

Quand le ciblage d’une zone particulière d’analyse est souhaité (dans une coupe de 

tissu biologique par exemple), l’absence de visibilité de l’échantillon au travers des 

ouvertures du masque peut être contournée par le repérage des coordonnées de ciblage 

fournies par le logiciel d’acquisition du spectromètre de masse. Ces coordonnées varient très 

peu entre le retrait et l’introduction d’une même plaque d’échantillonnage. 

 

 

IV.1.b.γ Paramètres d’acquisition 

 

Les paramètres d’acquisition de spectre ont été choisis pour optimiser les signaux 

d’analytes en l’absence de masque et n’ont pas été modifiés lors de leur utilisation.  
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Les différentes configurations d’analyses utilisées pendant ces manipulations sont 

regroupées dans le tableau IV.1, chaque spectre résulte de l’irradiation de l’échantillon par 25 

tirs laser. 

Configuration 
Énergie 

d'irradiation 
Gamme de 

masse 
Accélération 

(A) 
Grille 

Guide 
d'ion 

Temps de 
retard 

Échantillon (µJ/pulse) (m/z) (V) (%A) (%A) (ns) 

Bradykinine 1,75 10 à 2 000 25 000 93 0,1 100 
Insuline 3 10 à 6 500 25 000 87,5 0,2 100 
Coupes 5 500 à 10 000 25 000 93 0,1 100 

 

Tableau IV.1 : Paramètres d’analyse MALDI-TOF MS en mode linéaire avec extraction 

retardée. 

 

IV.1.b.δ Phénomène de diffraction 

 

Comme l’utilisation des masques en analyse consiste à faire passer un faisceau laser à 

travers une ouverture de taille réduite, il faut s’assurer que l’apparition d’un inévitable 

phénomène de diffraction ne modifie pas trop la forme du faisceau laser, ce qui 

compliquerait grandement l’analyse des données. 

L’importance du phénomène de diffraction peut être estimée par le calcul du nombre de 

Fresnel NF : 

NF=D²/λ.e 

où D est une dimension typique de l’ouverture (ici le côté), λ la longueur d’onde du faisceau 

laser (337 nm), e la distance entre l’ouverture et la position où le faisceau est matérialisé (ici 

la surface de l’échantillon, e correspond alors à l’épaisseur du masque puisque celui-ci est en 

contact direct avec l’échantillon).  

On considère habituellement que le phénomène de diffraction ne peut être négligé 

lorsque NF<10 (le cas où NF <<1 correspondant à la diffraction de Fraunhofer, en champs 

lointain). Dans notre cas, NF est toujours très supérieur à 10. Par conséquent, le faisceau laser 

pourra toujours être approximé par un faisceau quasiment homogène sur toute la section 

irradiée (profil top-hat). 
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IV.2 Effets des masques sur l’analyse MALDI 

 

IV.2.a Résolution spatiale 

 

La figure IV.6 présente des clichés d’échantillons après leur irradiation à haute énergie 

en l’absence de masque (a) puis à travers des masques d'ouverture 100 (b), 50 (c) et 25 µm 

(d). Les zones ablatées sont respectivement environ 3, 20 et 100 fois plus petites que celle 

obtenue sans masque (~30 000 µm²). Toutefois, leurs formes sont rectangulaires plutôt que 

carrées, la largeur étant inférieure à celle attendue. Par exemple, le masque M50 conduit à 

une surface nettoyée d’environ 50x30 µm².. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.6 : Zones désorbées observées sur des échantillons sans masque (a) et à travers 

des masques de dimensions e = 60 µm et D = 100 µm (b), 50 µm (c) et 25 µm (d) de côté), le 

laser arrivant à 45° par rapport à la normale. 

 

(a) 

(c) 

Dimensions théoriques de la zone irradiée: 
60 x 100 µm 

Dimensions théoriques: 
0 x 0 µm 

Dimensions théoriques de la zone irradiée: 
0 x 0 µm 

50 µm 

50 µm 

10 µm 

10 µm 
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Cette différence est évidemment due à l'inclinaison du laser avec l’ensemble 

masque+cible, induisant l'émergence d'une zone d'ombre, région que le laser ne peut en 

principe pas irradier. Le laser qui équipe le spectromètre de masse arrivant avec un angle de 

45° sur l’échantillon, la zone d’ombre projetée peut être aisément estimée en fonction des 

dimensions du masque par des considérations géométriques simples : 60 % pour M100,  100 

% pour M50 et M25. Dans ces deux cas, la zone d'ombre est en principe aussi grande que les 

ouvertures. 

Cependant, les zones d’ombre mesurées ne reflètent que rarement ces estimations, 

notamment aux fortes densités d’énergie auxquelles ont été obtenues les clichés présentés sur 

la figure IV.6. Ces écarts peuvent être expliqués par : 

• l’irrégularité de l’épaisseur du masque de certaines ouvertures ; 

• la réflexion du faisceau laser sur les parois des ouvertures. 

La première hypothèse est peu vraisemblable. En effet, la technique de fabrication des 

masques est précise (à quelques micromètres près), et l’épaisseur des masques est 

systématiquement contrôlée à la suite de leur fabrication. Qui plus est, les écarts entre les 

estimations théoriques et les mesures sont identiques pour toutes les ouvertures du même 

masque. 

L'hypothèse d'un écart dû à la réflexion sur les parois semble très vraisemblable 

puisqu'en prenant en compte cet effet, les dimensions des zones d'ombres mesurées 

deviennent comparables aux estimations numériques après une simple réflexion pour les 

masques M50 et M100, et après une double réflexion pour M25. Il peut être mesuré sur des 

wafers que le coefficient de réflexion du silicium à 337 nm est d'environ 50 %. Notons une 

nouvelle fois que l'importante densité d'énergie utilisée dans ce paragraphe assure l'ablation 

complète de la surface effectivement irradiée, même après réflexion multiple. Le contrôle fin 

des paramètres (fluence, épaisseur et largeur des ouvertures) gouvernant la dimension de la 

zone d'ombre pourrait en principe réduire encore les dimensions des zones irradiées, donc 

améliorer la résolution spatiale. Cependant, les surfaces les plus petites obtenues jusqu'à 

présent (25x10 µm² avec les ouvertures de 25 µm de coté) sont d'ores et déjà proches de 

celles d'une cellule biologique de taille raisonnable. 
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Figure IV.7 : Mise en évidence du phénomène de réflexion sur les parois des ouvertures. 

 

  

IV.2.b  Intensité des signaux  

 

IV.2.b.αααα  Mise en évidence d’une augmentation de l’intensité 

 

La figure IV.8 montre l’évolution de l’intensité des signaux correspondant aux ions 

[M+H]+ de la bradykinine en fonction de la fluence du faisceau (ou densité d’énergie par 

unité de surface) laser lors de l’analyse MALDI d’un échantillon de bradykinine avec la 

matrice HCCA obtenue par la méthode des doubles dépôts (Voir § II.2.b), en l’absence puis 

en présence de masques de 60 µm d’épaisseur et d’ouvertures 50 et 100 µm respectivement. 

Toutes les valeurs reportées dans cette figure sont le résultat d’une moyenne faite à partir de 

10 spectres obtenus à différentes positions de l’échantillon. 
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Figure IV.8 : Évolution de l’intensité du signal d’analyte ([M+H]+, bradykinine, m/z ~1061 

Da) avec ou sans masque en fonction de la fluence du faisceau laser (les barres d’erreurs 

représentent les écarts types). 

 

La gamme de fluence choisie encadre celle utilisée classiquement dans le cadre 

d’analyses MALDI. Notons que la fluence est indépendante du type de masque utilisé (ou de 

sa non-utilisation) puisque l’énergie du laser et les dimensions de la section irradiée 

diminuent de la même façon avec la surface des ouvertures (C’est-à-dire la densité surfacique 

des photons est conservée). Cependant, la réflexion simple sur les parois des masques devrait 

mécaniquement diminuer de 50 % l'énergie de la portion du laser réfléchi vers l'échantillon, 

ce qui devrait décaler vers les hautes fluences les distributions obtenues à travers les masques. 

Ce décalage ne semble pas se retrouver dans la figure IV.8 (puisque les distributions se 

superposent approximativement). L'origine de cet effet sera discutée au §-IV.2.b.β. 

Plus étonnant encore (et plus intéressant pour nos travaux), l’utilisation de ces masques 

ne dégrade généralement pas la sensibilité de l’analyse, c’est-à-dire l’intensité du signal 

d’analyte. Ainsi, lors d’une analyse menée avec un masque muni d’ouvertures de 50 µm de 

côté, l’intensité du signal [M+H]+ de la bradykinine observé dans le spectre est du même 

ordre de grandeur que lors d’une analyse menée en l’absence de masque sur toute la gamme 

de fluence, alors que la zone irradiée est environ 20 fois plus petite. L’utilisation d’ouvertures 

de 100 µm l’augmente d’environ 50% par rapport à la meilleure valeur obtenue sans masque. 
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Enfin l'utilisation d'ouvertures de 25 µm (non présentée ici) réduit typiquement l'intensité des 

pics par un facteur 3 à 5. Cependant cette dégradation doit être mise en parallèle de 

l’amélioration de la résolution spatiale qui est d'un facteur ~100.  

Notons que les distributions en fluence des adduits [Bradykinine+Na]+, 

[Bradykinine+K]+ et [Bradykinine+Si]+ (Voir figure IV. 9) montrent un comportement 

similaire à celui de la bradykinine protonée, ce qui suggère un ou des mécanismes communs 

à l’origine de l'augmentation des signaux correspondant aux espèces protonées et cationées.  
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Figure IV.9 : Évolution comparée des intensités des signaux de bradykinine protonée et 

cationée ([M+H]
+
, 1061 Da ; [M+Na]

+
, 1083 Da ; [M+Si]

+
, 1088 Da ; [M+K]

+
, 1099 Da) 

avec M100 en fonction de l’énergie du faisceau laser (les barres d’erreurs représentent les 

écarts types). 
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Si les adduits Na+ et K+ sont généralement présents en tant qu’impuretés dans les 

échantillons et sont couramment observés dans les spectres MALDI, les adduits Si+ 

proviennent vraisemblablement de la paroi des masques. On peut aussi remarquer que 

contrairement à Na+ et K+, Si+ ne semble pouvoir être observé que sous forme d’adduits à 

l’analyte dans nos expériences. De plus, l’intensité plus importante des signaux d’adduits 

silicium observés sur les spectres semble indiquer une ablation assez importante de ce 

composé à partir des masques, cependant, qu'aucune modification de la surface des masques 

n'ait pu être mise en évidence. Ces observations permettront de renforcer les hypothèses sur 

l'origine des effets en sensibilité proposées au paragraphe suivant.  

Globalement, toutes les tendances rencontrées sur des échantillons de 

bradykinine/HCCA obtenus par double dépôt se retrouvent dans le cas de l’insuline ou de 

mélange de bradykinine et d’insuline. En revanche, l’importante hétérogénéité des 

échantillons obtenus par dépôt acétone prévient toute mise en évidence directe d’une 

amélioration significative de la sensibilité.  

Pour des raisons similaires, une comparaison directe est impossible entre des spectres 

obtenus avec et sans masque à partir de coupes de cerveaux de rats co-cristallisées à partir 

d’une solution d’HCCA (20 mg/mL). Ici, le problème d’inhomogénéité est bien sûr lié au 

tissu lui-même plutôt qu’au protocole d’élaboration de l’échantillon MALDI. Comme chaque 

point d’un échantillon biologique est potentiellement différent de son voisin en terme de 

composition, cette hétérogénéité se reflète dans le fait que malgré nos efforts, l’analyse d’une 

coupe de tissu en l’absence et en présence d’un masque se fera en des points proches, mais 

tout de même différents, ce qui entraînera des différences dans les spectres. Il faut néanmoins 

remarquer que par rapport à une analyse sans masque, les signaux correspondant à des 

composés présents dans les tissus sont (quand ils sont détectés) approximativement du même 

ordre de grandeur pour les masques de 100 µm d’ouverture (Voir figure IV.10), et 

généralement plus petits d’un ordre de grandeur pour les masques de 50 µm d’ouverture. 

Ainsi, la variation de l’intensité des signaux ne reflète toujours pas la réduction de la surface 

irradiée, ce qui montrerait encore une fois que l’utilisation de masques durant une analyse 

entraîne une production accrue d’ions analysés par unité de surface de l’échantillon. 
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Figure IV.10 : Spectres de masse obtenus à partir d’une coupe de cerveau de rat sans et avec 

un masque d’ouverture 100µm. 

 

Le gain en résolution spatiale étant toujours le même que celui observé dans des 

échantillons d'analytes purs, ces premières observations semblent donc démontrer le potentiel 

d’application en biologie de la technique de masque. Des analyses statistiques devront 

cependant être entreprises pour confirmer ces observations. 

 

 

IV.2.b.ββββ Origine de l’amélioration en sensibilité 

 

IV.2.b.β.1 Lien avec les processus MALDI 

 

Plusieurs indices permettent d’élucider partiellement la cause de cet effet inattendu. 

En premier lieu, l’absence de signal lors de l’irradiation d’un échantillon de bradykinine pure 

(sans matrice) exclut tout mécanisme lié aux techniques de désorption/ionisation laser sans 
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matrice comme le DIOS (Desorption/Ionization On Silicon), basée sur le dépôt d’analytes sur 

une surface poreuse de silicium (pores de dimension submicromètrique) [J.Wei/1999 ; 

Y.Chen/2006 ; Q.Zhang/2001 ; R.Nayak/2007]. L’augmentation de sensibilité doit donc être 

expliquée dans le cadre des processus MALDI, c’est-à-dire à travers l’augmentation du 

rendement de la matrice ionique ou des interactions entre l’analyte et la matrice (Voir § I.2.b). 

Le principal enjeu est de relier cette augmentation aux mécanismes d’ionisation primaires ou 

secondaires (ou les deux puisque l’augmentation du rendement d’ions de matrice au cours de 

l’interaction laser-matière peut aussi mener à l’augmentation des réactions entre analytes et 

ions de matrice dans la plume d’ablation). Certaines observations semblent renforcer le rôle 

de l’ionisation primaire. En particulier, le gain relatif en sensibilité est clairement plus élevé à 

basse fluence, dans une gamme où la libération de matière est trop faible pour initier des 

processus d’ionisation secondaire très efficaces. Cette observation doit être reliée à la 

remarquable décroissance du seuil d'apparition des ions pour les études avec masques, légère 

pour M50 et prononcée pour M100. Ce résultat contraste fortement avec ceux obtenus en 

focalisant le spot laser dans [K.Dreisewerd/1995 ; A.Ingendoh/1994] qui met en évidence 

une dépendance en 1/r3 du seuil d'apparition des ions avec le diamètre r du spot laser. 

 

 

IV.2.b.β.2 Rôle du matériau : effet photoélectrique  

 

Un mécanisme d’ionisation primaire en adéquation avec nos études pourrait être lié à 

l’existence d’un effet photoélectrique sur la partie de l’échantillon en contact avec les bords 

en silicium du masque. D’après le modèle d’augmentation de la photoionisation de la matrice 

par effet de surface (surface-enhancement matrix photoionization model) proposé dans 

[G.McCombie/2006] pour décrire le rendement ionique de film déposé sur des substrats 

métalliques, la présence de matrice en contact avec le métal (ou le semi-conducteur dans 

notre cas) mène au couplage par effet tunnel des orbitales moléculaires de la matrice et du 

substrat. Ceci déplace la plus haute orbitale moléculaire occupée et la plus basse inoccupée 

(HOMO et LUMO). Si l’orbitale LUMO résultante se situe en dessous du niveau de Fermi du 

substrat, elle est susceptible d’être occupée, menant à une diminution de l'écart au potentiel 

d’ionisation de la matrice jusqu'à une valeur de l'ordre du travail de sortie (Voir figure I.8). 

Au regard de la longueur d’onde du laser (337 nm, 3,7 eV), du potentiel d’ionisation de la 

matrice HCCA testée (8,5 eV) et du niveau de Fermi du silicium pur (4,6 eV) 

[R.Knochenmuss/2006b], deux photons peuvent ioniser efficacement la couche de matrice en 



91 

 

Développement et caractérisation de techniques pour l’amélioration de la sensibilité et de la 

résolution spatiale des sources MALDI : Désolvatation laser et masques. 

  

contact avec les parois du masque alors que trois photons sont nécessaires pour ioniser la 

matrice dans le cœur de l'échantillon. L'augmentation du rendement d’ionisation primaire ne 

concernerait donc que cette seule couche de matrice. 

 

Deux causes pourraient expliquer la présence d'une couche de matrice en contact avec 

le silicium. La première serait liée au confinement de la plume naissante à l'intérieur du 

masque. Les espèces présentes sur les bords de la plume interagiraient alors simultanément 

avec le silicium et le laser pendant la durée de l'impulsion. La vitesse de la plume étant 

typiquement de quelque 500 m/s [A.Verentchikov/1999] et la durée de l'impulsion laser de 3 

ns, la hauteur de la couche affectée serait de l'ordre de quelques micromètres, sa section égale 

à celle de l'ouverture des masques. Une autre possibilité serait la formation d'un dépôt sur les 

parois verticales du masque après chaque tir laser, le(s) tir(s) suivant(s) irradiant ce dépôt. 

Certaines observations appuient cette hypothèse. En premier lieu, seuls des signaux 

d'intensité très faible ont pu être mis en évidence lors de l'utilisation de masques à bords 

inclinés. La distribution angulaire piquée de la plume associée à l'inclinaison des parois 

réduirait en effet grandement la possibilité de contact entre le silicium et la matrice, que ce 

soit directement au niveau de la plume ou par dépôt (Voir figure IV.11).   

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.11 : Irradiation d’une ouverture à flancs inclinés. Aucune réflexion spéculaire du 

laser vers l’échantillon n’est possible pour cette géométrie d’ouverture. 

 

D'autre part, si le gain en sensibilité est maximal pour le masque muni d’ouvertures de 

100µm de côté, il y a toujours un effet bénéfique pour les ouvertures de 250 µm de côté, 

alors que cette dimension est comparable au diamètre du spot laser. Ceci tendrait à valider 

l'existence d'un effet de bord. Parallèlement, les spectres acquis avec les plus petites 

ouvertures (25 µm de côté) montrent des signaux d’analytes d’intensité généralement moins 

intense d’un facteur trois à cinq par rapport à ceux enregistrés sans masque. La diminution 
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modérée de la sensibilité au regard de l'amélioration de la résolution spatiale (x100) 

démontre également l’importance de cet effet de bord pour contrebalancer le rôle négatif de 

la diminution de la surface irradiée sur la sensibilité. Enfin, la présence de cations 

[Bradykinine+Si]+ (Voir figure IV. 12) dans les spectres renforce encore l'hypothèse d'une 

interaction entre le silicium des parois et l'échantillon. 

L'existence d'une couche en contact avec les parois pourrait également limiter 

l'importance du phénomène de réflexion du laser introduit au §-IV.2.a et ainsi expliquer 

pourquoi les distributions de la figure IV.8 ont le même comportement vis-à-vis de l'énergie 

malgré un coefficient de réflexion de 50 % pour le silicium à la longueur d'onde du laser.  

Notons que ce décalage peut être observé pour la distribution correspondant au masque de 25 

µm de coté. Ceci reste compatible avec nos hypothèses puisque plusieurs réflexions sont 

nécessaires au faisceau laser pour atteindre le fond d’une ouverture.    

 

 

  IV.2.b.β.3 Rôle de la géométrie des masques 

Des simulations numériques réalisées sur des capillaires et basées sur un modèle 

quantitatif de MALDI-UV spécifiquement adapté aux surfaces structurées développé par R. 

Knochenmuss [R.knochenmuss/2009] suggèrent également l'impact de la géométrie du 

masque sur le rendement d'ions MALDI. Elles mettent notamment en évidence un 

accroissement de la vitesse d'expansion de la plume qui diminue le taux de collisions en son 

sein. Ceci favoriserait la libération des ions primaires de matrices en limitant les 

recombinaisons. Cependant, cette réduction du taux de collisions diminuerait aussi les 

réactions secondaires entre ions de matrice et analytes neutres ce qui conduirait finalement à 

une diminution de la production d’analyte protoné. Cette contradiction avec nos travaux 

pourrait être liée aux différences dans les dimensions des systèmes étudiés : de l'ordre de  la 

dizaine de micromètres pour les masques, sub-micrométrique pour les capillaires. Si les 

effets obtenus par ces simulations deviennent dominants pour des ouvertures de cette 

dimension, ils pourraient donner une limite inférieure à la taille des masques permettant un 

gain en résolution spatiale tout en assurant une sensibilité suffisante. Ici, au contraire, le 

confinement de la plume à l'intérieur des parois pourrait accroître la densité des espèces 

éjectées, conduisant à une amplification des collisions entre ions et molécules neutres et en 

conséquence à une protonation plus efficace des analytes par la matrice. Au final, le gain en 

sensibilité pourrait au moins être partiellement dû à une amplification des mécanismes 
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d'ionisation secondaire liée à la géométrie des masques. Notons que cette hypothèse est 

compatible avec l'essentiel des observations évoquées jusqu'à présent (l'absence d'effet avec 

des masques à parois inclinées et l'effet de bord notamment) à l'exception de celles faites à 

des énergies laser proches du seuil de production des ions. 

 

 

IV.2.c Résolution Spectrale 

 

IV.2.c.αααα Mise en évidence d’une augmentation de la résolution spectrale 

 

La figure IV.12 montre un agrandissement du spectre de masse centré sur les signaux 

de bradykinine protonée et cationée obtenus avec et sans masque. Ces spectres montrent 

clairement que l’utilisation de masques peut également augmenter la résolution spectrale. 

Ceci donne par exemple la possibilité de dissocier complètement les signaux correspondant 

aux trois adduits de la bradykinine : [Bradykinine+Na]+, [Bradykinine+K]+ et 

[Bradykinine+Si]+. Notons que les paramètres expérimentaux utilisés pour améliorer la 

résolution spectrale (le temps de retard, la tension d’accélération, la tension sur le guide 

d’ion,…) sont optimisés pour l’acquisition de spectres en l’absence de masque. Une 

configuration optimisant les signaux obtenus à travers les masques pourrait permettre de 

l’améliorer encore. 

Dans notre étude, cet effet est plus marqué pour les petites ouvertures et les hautes 

fluences. Plus précisément, l’élargissement du signal d’analyte avec la fluence est moins 

prononcé avec un masque. De plus, l’augmentation de la résolution en masse ne coïncide pas 

exactement avec l’augmentation de la sensibilité, ce qui suggère des origines différentes pour 

les deux effets. 
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Figure IV.12 : Agrandissement du signal [M+H]
+
 de la bradykinine en l’absence et en 

présence de masque. 

 

 

IV.2.c.ββββ Origine de l’amélioration en résolution spectrale 

 

La largeur des pics observés dans les spectres obtenus par TOF est donnée par la 

dispersion temporelle des ions de même masse (plus généralement de même rapport masse-

sur-charge) arrivant sur les détecteurs après avoir traversé la zone libre de champ. Pour les 

spectromètres de masse linéaires comme celui que nous utilisons dans ces études, cette 

dispersion est liée aux distributions en énergie cinétique et à la distance au détecteur des ions 

au moment de leur accélération. Cependant, en MALDI, on considère que la formation des 

ions se produit suffisamment près de la surface de l'échantillon irradié pour ne prendre en 

compte que l'aspect énergétique. Aux vues de ces considérations, une explication possible de 

l'amélioration de la résolution en masse pourrait être due au profil top-hat du faisceau laser 

au travers du masque. Toutes les espèces de l'échantillon seraient alors soumises à une 

énergie laser bien plus homogène qu'en l'absence de masque (le faisceau étant alors de profil 
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Gaussien), ce qui conférerait une distribution d’énergie cinétique moins dispersée aux ions 

formés. Cette utilisation des masques est à rapprocher de celle des lasers à profil spatialement 

structuré qui permettent également d'augmenter les performances de la technique MALDI en 

termes de sensibilité et de résolution en masse [A.Holle/2006]. Notons que dans ces travaux, 

l'amélioration de la résolution en masse a un effet direct sur l'intensité des pics, alors que ces 

deux phénomènes sont découplés dans nos travaux. 

 

 

IV.2.d Cas des grilles 

 

IV.2.d.αααα Comparaison avec les masques 

 

Dans le cas des grilles, le laser irradie simultanément différentes ouvertures. Comme 

une plus grande surface est affectée, il faut s’attendre à ce que la résolution spatiale diminue 

mais qu’à l’inverse le réseau d’ouvertures entraîne une augmentation de la sensibilité par 

comparaison avec une simple ouverture. Les observations expérimentales réalisées 

coïncident avec ce schéma général comme le démontre les distributions en fluence obtenues 

pour un masque et une grille dont les ouvertures sont de 50 µm de côté (Voir figure IV.13)..  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.13 : Évolution de l’intensité du signal d’analyte ([M+H]+ de la bradykinine, m/z ~ 

1061 Da) avec un masque et une grille en fonction de la fluence du faisceau laser. 
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Figure IV.14 : Agrandissements du signal d’analyte pour un masque et une grille. 

 

Cependant, l'effet est moins spectaculaire qu'attendu. En effet, alors que 9 ouvertures 

sont irradiées simultanément, l’intensité du signal de bradykinine n’augmente que d’un 

facteur 4 au maximum. D’autre part, il faut noter que la résolution spectrale est dégradée par 

rapport au masque correspondant, même si elle reste meilleure qu’en l’absence de masque 

(Voir figure IV.14). 

 

 

IV.2.d.ββββ Origine des écarts mis en évidence 

 

L’interprétation de ces résultats peut être faite dans la continuité des conclusions 

précédentes. Chaque zone de l’échantillon en face d’une ouverture est irradiée par un 

faisceau laser de profil quasi flat-top mais avec une fluence différente à cause du profil 

gaussien du faisceau laser avant le réseau : une haute fluence pour l’ouverture centrale et une 

fluence plus basse pour celles en périphérie (Voir figure IV.15). 
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Figure IV.15 : Mise en évidence du nombre d’ouvertures irradiées par un spot laser de profil 

gaussien lors du ciblage d’une ouverture sur une grille ou un masque. 

 

La distribution en fluence résulterait alors d’une convolution complexe de neuf 

distributions décalées l’une de l’autre. Ceci pourrait également expliquer la détérioration de 

la résolution en masse. Une autre origine de ces effets pourrait être liée aux possibles 

collisions entre les différentes plumes, ce qui aurait un effet contre-productif sur la 

production des ions d’analyte. Ceci expliquerait en particulier la chute soudaine de la 

sensibilité pour une haute fluence laser. Des études d’imagerie de plume seront nécessaires 

pour déterminer la divergence des plumes et vérifier cette hypothèse. Notons pour conclure 

qu’aucune dépendance du rendement d’ions vis-à-vis de la polarisation mis en évidence dans 

les travaux du groupe de A.Vertes sur des réseaux de pointes dans [B.N.Walker/2010] n’est 

attendue ici de par la dimension micrométrique de nos réseaux, plus grandes que celles de 

A.Vertes (nanométrique) et que la longueur d’onde du laser utilisé. 

 

 

IV.3 Conclusions et perspectives 

 

Les expériences décrites dans ce chapitre démontrent sans ambiguïté l’intérêt des 

masques pour améliorer la résolution spatiale de la technique MALDI sans dégrader sa 
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sensibilité pour des applications dans le domaine de l’imagerie MALDI. Selon les 

dimensions de l’ouverture testée, le gain de résolution spatiale peut varier de 3 à 100, pour 

s’approcher de la résolution nécessaire pour étudier les cellules biologiques. Une 

amélioration de la résolution spectrale et de la sensibilité a également été mise en évidence. 

Un certain nombre d’hypothèses ont été émises pour expliquer l’impact des masques sur la 

sensibilité de la technique. La plus probable est liée à un effet d’amplification 

photoélectrique sur la partie de l’échantillon en contact avec les bords en silicium du masque. 

Cependant, la possibilité que le confinement de la plume entre les parois du masque conduise 

à une augmentation des collisions entre ions et analytes et finalement à un meilleur 

rendement d’analyte protoné n’est pas exclue à ce stade. 

Des expériences complémentaires utilisant d'autres matériaux (notamment des métaux 

et des isolants), différentes épaisseurs et formes de masques, d’autres paramètres d’analyse 

(variation du temps de retard,…) et des études sur la dynamique de la plume par imagerie 

rapide (Voir annexe 1) seront nécessaires pour privilégier l’un de ces différents scénarios. 

D’autre part, des analyses statistiques sur des tissus devront être entreprises pour surpasser 

les problèmes liés à l’inhomogénéité des échantillons et valider le potentiel d’application en 

biologie de la technique. 

 



99 

 

Développement et caractérisation de techniques pour l’amélioration de la sensibilité et de la 

résolution spatiale des sources MALDI : Désolvatation laser et masques. 

  

Conclusions et 

perspectives 
 

 

Cette thèse s’inscrit dans le cadre d’une collaboration interdisciplinaire nouée à partir 

de 2009 entre les laboratoires partenaires PhLAM  et LSMBFA au sein de l’Université Lille 

1 pour développer des systèmes d’imagerie moléculaire d’intérêt biologique innovants. Cette 

collaboration, favorablement expertisée par l’AERES tant en physique qu’en biologie a 

bénéficiée d’une allocation de thèse président au titre du soutien au projet interdisciplinaire 

entre les Ecoles Doctorales Biologie-Santé et SMRE, et par l’acquisition d’un instrument 

MALDI-TOF commercial qui a permis le développement et l’étude de deux systèmes 

destinés à pallier les limitations en termes de sensibilité et de  résolution spatiale des sources 

MALDI. 

 

Le premier de ces dispositifs a pour objectif l’augmentation de la quantité d’ions nus 

analysables, par désolvatation des agrégats formés lors de leur désorption. Ce montage, 

réalisé en modifiant la source commerciale, fait intervenir un second laser qui vient raser 

l’échantillon à analyser pour irradier la plume de désorption entre le tir du laser MALDI et la 

mise en place du champ électrique d’accélération. Ce second laser a pour rôle de stimuler les 

agrégats présents dans la plume, afin de dissocier ces structures et libérer des ions nus 

analysables. Deux types de laser ont été utilisés pour ces expériences : un laser continu et un 

laser impulsionnel nanoseconde, tous deux émettant dans le proche infrarouge (1070 et 

1064 nm) et donnant lieu à une excitation purement thermique des échantillons. 

Dans les deux cas, un effet important sur les spectres est mis en évidence. Pour le 

laser continu, une diminution de l’intensité de tous les signaux présents dans les spectres est 

observée à mesure que la puissance de ce laser augmente. Cependant l’intensité des signaux 

de  matrice diminue beaucoup plus rapidement que celles associées aux analytes. 

A l’opposée, l’utilisation du laser impulsionnel conduit à une augmentation 

significative des signaux d’analytes avec l’énergie du laser, jusqu’à un facteur 2 à 3 pour la 
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plus grande énergie testée. Parallèlement, les signaux de matrice évoluent de manière 

beaucoup moins marquée.  

L’ensemble de ces observations peuvent être interprétées dans le cadre d’une 

compétition entre processus de désolvatation -  qui libèrent des ions d’analytes et de matrices 

– et de fragmentation de ces mêmes espèces. Ainsi le contrôle de l’énergie amenée par le 

laser pourrait favoriser les processus de désolvatation des analytes et donnerait lieu à un gain 

en termes de sensibilité de la technique MALDI. Il conviendra de confirmer ces études 

préliminaires et très encourageantes en testant une gamme d’énergie plus large. L’impact de 

la durée de l’impulsion et de la tranche de la plume irradiée devra également être étudié plus 

finement. Enfin, de nouvelles matrices et des longueurs d’onde a priori plus favorables au 

processus de désolvatation (résonnante avec des fonctions chimiques spécifiques de la 

matrice et des agrégats) devront être testées. De plus, l’utilisation de ce système dans des 

conditions moins classiques d’analyses MALDI, telle que l’AP MALDI ou en l’absence de 

champs électriques appliqués au niveau de l’échantillon pourrait aussi permettre de vérifier la 

versatilité de cette technique. 

 

Le second système développé est constitué de masques, des ouvertures carrés de 

différentes dimensions (de 50 à 250 µm de coté) creusées par gravure plasma dans des 

galettes de silicium pur et à apposer directement sur l’échantillon à analyser. Des études 

systématiques réalisées sur des peptides modèles et à différentes énergies laser ont pu mettre 

en évidence un effet bénéfique de ce système sur la résolution spatiale de la source MALDI, 

jusqu’à une dizaine de micromètres avec les masques testés, en profitant de la zone d’ombre 

créée grâce à l’épaisseur des ouvertures et à l’inclinaison du laser. Des expériences réalisées 

sur tissus confirment également ces observations. 

Contrairement à ce qu’on peut observer en focalisant un laser sur l’échantillon, 

l’augmentation de la résolution spatiale n’est pas nécessairement accompagnée d’une 

dégradation de la sensibilité.  Mieux,  certaines configurations améliorent la sensibilité 

jusqu’à un ordre de grandeur par rapport aux analyses MALDI classiques. Cet effet inattendu 

peut être interprété dans le cadre des processus MALDI, c’est-à-dire à travers l’augmentation 

du rendement de la matrice ionique (ionisation primaire) ou des interactions entre l’analyte et 

la matrice (ionisation secondaire).  Nos observations semblent plutôt suggérer un effet 

d’amplification photoélectrique de la matrice sur la partie de l’échantillon en contact avec les 

bords du masque en silicium. Cependant, la possibilité que le confinement de la plume entre 

les parois du masque conduise à une augmentation de l’ionisation secondaire ne peut être 
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exclue. Des études complémentaires avec de nouveaux matériaux, de nouvelles formes 

d’ouvertures et épaisseurs seront nécessaires pour confirmer ces hypothèses.  

L’utilisation de masque a également un effet bénéfique sur la résolution spectrale, 

permettant par exemple de dissocier complètement les signaux correspondants aux formes 

cationisées des analytes. L’origine de cet effet pourrait être liée à la modification du profil 

laser, rendu bien plus homogène  lors de son passage à travers les masques et qui conférerait 

une distribution d’énergie cinétique bien moins dispersée aux ions produits.  

Des réseaux de masques ont également été testés. Puisque une surface plus grande, 

correspondant à la section du faisceau laser est  irradiée, ces réseaux (ou grilles)  

n’améliorent évidemment pas la résolution spatiale mais uniquement la sensibilité.  L’effet 

n’est toutefois pas aussi spectaculaire qu’attendu. De nouveau  la modification du profil du 

laser à travers la grille pourrait expliquer ce phénomène.  

Finalement, l’ensemble de ces expériences démontrent que ce système de masque, 

bon marché et conçus pour être utilisable sur la majorité des sources commerciales sans 

modification de l’instrument, peut aisément permettre une amélioration de la résolution 

spatiale  jusqu’à des valeurs compatibles avec l’analyse de cellule, sans dégradation  de la 

sensibilité ni de la résolution spectrale. 
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Annexe : 

Complément aux manipulations sur les masques. 

 

 

A.I Réalisation de masques par gravure laser 

 

A.I.1 Montage 

 

Les masques utilisés pour nos travaux ont été obtenus par gravure chimique ou par 

gravure plasma. Ces techniques décrites dans la partie IV.1 sont très précises, mais nous 

rendent dépendants de dispositifs extérieurs à notre laboratoire. 

Nous avons donc cherché à développer une technique alternative pour obtenir de 

nouveaux masques rapidement avec nos moyens et notre savoir-faire : la gravure par ablation 

laser (Voir figure A.1). 

 

Figure A.1 : Schéma du montage de gravure laser. 

  

Les gravures ont été réalisées à l’aide d’un laser Nd-YAG à 532 nm (Brilliant EaZy), 

cependant le montage permet d’y adapter d’autres types de laser, comme par exemple le laser 

fibré continu haute puissance utilisé lors de nos expériences de désolvatation. Le trajet 

optique du faisceau laser est contrôlé par trois miroirs dont deux formant un périscope de 

façon à ce que le faisceau laser arrive perpendiculairement à la cible. La focalisation de ce 

faisceau sur la cible est assurée par un objectif de microscope qui nous permet d’obtenir un 

spot d’environ 250 µm. 

Objectif de  
microscope 

Laser Nd-YAG 

Miroir 1 

Périscope 

Support motorisé 
en XYZ 

Cible 
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La cible est fixée sur un support motorisé permettant un déplacement de la cible dans 

les 3 dimensions de l’espace. Cette cible est maintenue par serrage au niveau de ses bords 

afin de la maintenir à la verticale pendant la phase de gravure, elle est située à quelques 

centimètres du support motorisé afin de ne pas l’endommager et de pouvoir repérer 

visuellement le perçage de la cible. 

Les masques utilisés lors des analyses doivent pouvoir être maintenus à la surface de 

l’échantillon. Les matériaux choisis pour ces gravures doivent donc être à la fois de faible 

épaisseur (moins d’un millimètre) et rigides. Deux types de matériaux ont été testés : une 

plaque de cuivre et des wafers de silicium identiques à ceux utilisés pour la gravure des 

masques présentés au chapitre IV, tous deux d’environ 200 µm d’épaisseur. Notons que la 

plaque de cuivre provient d’une chute d'un élément déjà usiné. Elle n’est donc pas 

parfaitement régulière, ce qui peut expliquer les dimensions parfois inégales des ouvertures 

réalisées dans des conditions identiques. 

 

 

A.I.2 Résultats 

 

Grâce à ce montage, nous avons donc pu réaliser des ouvertures de dimensions 

équivalentes à celles obtenues par les techniques de gravure chimique et plasma (Voir figure 

A.2). 

 

 

Figure A.2 : Photographies d’ouvertures obtenues par gravure laser dans une plaque de 

cuivre (a) et un wafer de silicium (b). 

 

La forme de ces ouvertures est directement liée à celle du faisceau laser. Dans les 

expériences réalisées ici avec un faisceau gaussien, les ouvertures sont circulaires mais 

60 µm 

50 µm 

170 µm 

110 µm 

a b 
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l’emploi d’iris et/ou de lentilles cylindriques pourrait permettre d’obtenir des formes plus 

complexes. 

L'énergie déposée et la durée d'irradiation constituent les principaux paramètres du 

montage qui nous permettent de jouer sur les dimensions des ouvertures. Le positionnement 

de la cible hors focale ne nous ayant pas permis de percer la cible, nous n’avons pas déplacé 

celle-ci de cette position particulière lors des manipulations. 

 

L’influence du temps de perçage est mise en évidence sur la figure A.3 : 

 

Figure A.3 : Photographies d’ouvertures obtenues par gravure laser pour différents temps de 

perçage de la plaque de cuivre. 

 

On peut clairement voir que les dimensions de l’ouverture sont grandement 

dépendantes de la durée d’irradiation de la cible. Ainsi, plus le temps d’irradiation de la 

surface est grand, plus l’ouverture est de dimensions importantes, jusqu’à un diamètre proche 

de celui du spot laser (250 µm). Cet effet est bien sûr lié à la nature Gaussienne du faisceau 

ainsi qu’à la diffusion thermique des matériaux employés (métaux et semi-conducteur). 

 

L’effet de la puissance du faisceau laser sur les dimensions des ouvertures est présenté 

sur la figure A.4. Après la phase de perçage, qui peut durer de quelques dizaines de secondes 

à quelques minutes suivant la puissance, le diamètre des ouvertures varie de 50 à 150 µm. 

Ces valeurs sont comparables à celles obtenues par gravure plasma. 
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Figure A.4 : Photographies d’ouvertures obtenues par gravure laser sur plaque de cuivre 

pour différentes énergies d’irradiation (l’irradiation laser a été stoppée juste après la 

percée). 

 

La fabrication d’ouvertures simples est donc aisément réalisable. En revanche, la 

gravure de réseaux d’ouvertures est plus problématique (Voir figure A.5). La grande 

conductivité thermique du cuivre interdit en effet de graver deux ouvertures séparées par 

moins d’une centaine de µm. Il conviendrait de reprendre ces expériences avec des matériaux 

plus isolants.  

 

 

Figure A.5 : Photographies d’ouvertures obtenues par gravure laser de la plaque de cuivre 

pour plusieurs distances séparant les positions d’irradiation, (l’irradiation laser a été 

stoppée juste après la percée). 

 

 

A.II Imagerie de la plume de désorption 

 

Afin d'observer le comportement de la plume de désorption lors de nos expériences de 

désolvatation et de masques, des études d’imagerie seront nécessaires. 

Ces manipulations pourront être menées sur une installation déjà présente dans le 

laboratoire (Voir figure A.7) mais qui devra être adaptée au dispositif MALDI existant. Elle 
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repose sur la technique LIF (fluorescence induite par laser), technique de diagnostic laser 

basée sur l'absorption par certaines espèces de la plume d'un rayonnement laser accordé sur 

une de leur transition électroniques et placé transversalement par rapport à la plume. Ces 

espèces réémettront alors des photons (le signal de fluorescence) qu’il sera possible de 

récolter sur une caméra ICCD rapide. L'ensemble de ces signaux permettra de construire une 

cartographie 2D de ces espèces dans la plume.  

 

Figure A.7 : Représentation schématique du montage d’imagerie de plume. 

 

Parmi les composés présents dans un échantillon MALDI, seule la matrice peut 

fluorescer de manière efficace en réponse à l’irradiation laser, mais ce n’est pas le cas de la 

plupart des analytes. Idéalement, un marquage de l’analyte avec un fluorophore émettant à 

une longueur d’onde spécifique permet de distinguer la distribution des molécules de matrice 

de celle de l’analyte dans la plume. De telles expériences ont été réalisées avec succès par 

A.A.Puretzky et D.B.Geohegan [A.A.Puretzky/1999] (Voir figure III.16), mais dans des 

conditions très différentes des conditions conventionnelles d’expériences MALDI telles que 

celles utilisées dans nos études, et en particulier en termes de longueur d’onde, de fluence, de 

préparations d’échantillon  et de dimensions spatio-temporelles. 
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Résumé 

 

La spectrométrie de masse MALDI est une technique devenue incontournable pour 

l’analyse des biomolécules et largement employée dans de nombreuses applications. Bien 

que les performances de cette source soient notoires, celles-ci restent encore limitées en 

particulier en termes de sensibilité ou encore de résolution spatiale pour des applications 

telles que l’imagerie MALDI MS. En effet, les rendements de production d’ions sont très 

faibles en MALDI et chutent encore lorsque la résolution spatiale est augmentée (diminution 

de l’aire irradiée). Ainsi, les objectifs de ces travaux de thèse ont été de développer et 

d’étudier deux systèmes permettant d’augmenter la sensibilité.  

La première partie de ces travaux a donc portée sur la réalisation d’un système 

permettant la désolvatation des agrégats formés dans le processus MALDI via l’utilisation 

d’un second faisceau laser interceptant la plume en expansion. Par utilisation d’un laser pulsé 

émettant à 1064 nm il a été ainsi possible de démontrer une augmentation d’un facteur 2 à 3 

de l’intensité des signaux d’analyte. 

Dans une seconde partie un système de masques de silicium permettant de réduire les 

dimensions de la zone irradiée (sans agir sur la focalisation du faisceau laser) a été développé. 

Les études réalisées pour différentes géométries de ces masques ont permis de démontrer 

d’une part l’efficacité de ces systèmes pour réduire l’aire de la zone irradiée en coupant le 

faisceau laser incident tout en maintenant l’intensité des signaux, et d’autre part que certaines 

géométries particulières permettaient d’obtenir un effet d’augmentation de la sensibilité et de 

la résolution spectrale.  
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Développement et caractérisation de techniques pour l’amélioration de la sensibilité et de la 

résolution spatiale des sources MALDI : Désolvatation laser et masques. 

  

Abstract 

 

MALDI Mass Spectrometry is an essential tool for biomolecules analysis and is 

largely employed in various applications. Albeit performances of this ion source are well 

known, there are still clear limitations in terms of sensitivity and spatial resolution for 

applications such as MALDI MS Imaging. Indeed, ion production yields are very low in 

MALDI and, moreover drop when spatial resolution is increased (decrease of irradiated area). 

Thus, objectives of this work were to develop and study two systems for improving 

sensitivity.  

First part of this work was dedicated to setup a system allowing desolvation of 

material clusters formed in the MALDI process by using a second laser to intercept the 

expanding plume. By using a pulsed laser emitting at 1064 nm it was possible to demonstrate 

an increase of signal intensity by 2 to 3 folds.  

In a second part, Silicon mask systems allowing reduction of irradiated area (without 

involving any focusing of the laser beam) was developed. Studies of various geometries of 

the mask showed their efficiency to reduce irradiated area by cutting part of the laser beam 

while maintaining signal intensity. Moreover, for certain geometries it was demonstrated that 

masks could lead to an increase in sensitivity and spectral resolution.  
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