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Résumé

A I’heure de la protéomique, la spectrométrie de masse s’est révélée un outil puissant
pour la recherche et I’identification des biomolécules a partir d’échantillons purifiés. Une
nouvelle ére s’ouvre, avec I’imagerie MALDI, permettant en plus la localisation de
biomolécules telles que les peptides, les proté€ines ou les lipides au sein des tissus. Des
développements cruciaux restent encore a réaliser pour améliorer les performances de cette
technologie. Dans ce contexte, nous nous sommes tout d’abord intéressés a la mise au point
de nouveaux protocoles adaptés a I’analyse directe et ’imagerie par spectrometrie de masse
de petits organismes en particulier la sangsue Hirudo medicinalis. Ce modéle est
particuliérement intéressant du point de vue des phénomeénes de régénération nerveuse et nous
avons débuté des études sur les lipides pouvant y étre impliqués. Le deuxiéme point abordé
est I’étude des apports de la métallisation pour la spectrometrie de masse. Tout d’abord un
dépot métallique sur des lames histologiques permet a la fois une corrélation des informations
morphologiques obtenues en microscopie optique avec les images moléculaires d’IMS. La
métallisation de 1’échantillon quand a elle, a permis de supprimer les décalages de pics vers
les plus hauts rapports m/z, d’obtenir des spectres MALDI de meilleures qualités et grace a
une reproductibilité plus importante entre 2 spectres, de produire des images MALDI de plus
grandes qualités. Enfin, une partie des développements a été dédiée a la possibilité
d’améliorer la résolution de I'image grace a ’utilisation d’un systéme permettant de diminuer

la zone accessible au laser.

At the proteomics’ time, the mass spectrometry appears to be a powerful tool to find
and identify peptides and proteins from purified sample. A new era is now beginning, with the
MALDI imaging, allowing both research, identification while conserving the localization of
biomolecules like peptides, proteins and lipids in tissues. Crucial developments at the level of
the sample preparations are in progress to improve the performances of this technology. In
this context, we were interested first of all in the settling of new protocols adapted to direct
analysis and Imaging mass spectrometry of small organisms in particular the leech Hirudo
medicinalis. This model is particularly interesting for the study of nervous regeneration and
we perfomed studies on lipids which can be implied in this physiological process. The second
point is the study of the contributions of metal coating for mass spectrometry. First of all a
metal evaporated on histological glass allows at the same time a correlation of the

morphological information with the molecular images of IMS. The coating of the sample,
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Chapitre 1

allowed preventing the mass shifts towards the highest m/z, to obtain best MALDI spectrum
and according to a more important reproducibility between 2 spectra, to produce MALDI
images with better qualities. Finally, a last part of the developments was dedicated to the
possibility of improving the image resolution by using a system allowing decreasing the

irradiated area by the laser.
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Chapitre 1

Introduction

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

Des premieres peintures rupestres jusqu’aux images peuplant les journaux télévisés ou
papier en passant par les parchemins égyptiens, 1'image a toujours été un support de
I’information. Tout naturellement ce support a largement été utilisé en sciences, en médecine
et en biologie. Au Moyen-4age, les premiéres planches anatomiques font leur apparition, mais
rapidement les observations macroscopiques ne suffisent plus. Pour pallier a cela et aller plus
loin dans I’observation de I’infiniment petit, Antoine van Leeuwenhoek développe en 1664 un
procéd¢ d’observation utilisant un systéme de lentille qui permet de grossir l'image et d’avoir
acces aux petits détails.

Les techniques d’imagerie du vivant ont depuis accompagné le scientifique dans la
plupart de ses investigations. De la microscopie optique a la microscopie électronique, les
techniques d’imagerie n’ont cessées d’évoluer, poussant toujours plus loin les limites de
I’observation. Certaines permettent la visualisation d’organes entiers (IRM) ou fournissent
des données topographiques de surfaces jusqu’a une échelle atomique (microscopie & force
atomique, électronique...). D’autres se sont élargies jusqu’a permettre de suivre des
molécules au sein des tissus. Cependant, pour permettre cela, la plupart requiert une
présélection des molécules avec des marqueurs fluorescents ou des anticorps, ce qui implique
de connaitre & 1’avance la molécule d’intérét a suivre. Mais bien que riches en information,
ces approches peuvent manquer de sensibilité et de spécificité. La technique d’imagerie idéale
doit simultanément détecter et identifier de multiples composés connus et inconnus présents
dans les tissus biologiques avec une résolution spatiale approchant de la taille d’une cellule et
doit tenir compte du fait que les composés d’intérét varient grandement en taille, en propriété
physicochimique, en concentration ou en structure.

Parallelement a cela la spectrométrie de masse a connu aux fils des ans de nombreux
développements. Les progrés technologiques et 1’apparition progressive des nouveaux
analyseurs et de nouvelles sources de production d’ions, ont nettement contribué a cet essor.
Issue des recherches en physique, la spectrométrie de masse s’est progressivement orientée,
dans la seconde moitié du 20°™ siécle, vers la chimie au travers de I’analyse des composés

organiques. D¢&s les années 1970, cet instrument devient une technique phare pour 1’analyse
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des biomolécules. L’apparition de nouvelles sources de production d’ions dans les années
1985, les sources électrospray [1] et de Désorption/lonisation Laser Assistée par Matrice
(MALDI) [2, 3], a définitivement ouvert cette méthode d’analyse a la biologie. Ces sources
permettent la production d’ions en phase gazeuse a partir de composés polaires et pour des
masses pouvant atteindre jusqu’a 1 000 000u. Ces deux modes de production des ions sont
particulierement bien adaptés pour 1’analyse et I’étude de différentes familles de molécules
biologiques et notamment les peptides et les protéines sous leur forme intacte. Les
améliorations de la spectrométrie de masse dans le domaine de 1’analyse structurale (études
des fragmentations) par MS/MS en font un élément important pour la caractérisation de ces
composés et accroissent sa potentialité.

La spectrométrie de masse est devenue, a I’heure actuelle, un outil incontournable, en
particulier dans le domaine de la protéomique comme en témoigne les nombreuses recherches
menées et publiées [4-9]. De nombreuses protéines provenant de différents organismes, voire
de différents organes ou cellules dans des états physiologiques distincts, ont ainsi pu étre
caractérisées. De plus, plusieurs études différentielles ont permis de mettre en évidence les
protéines sous ou sur-modulées entre différents états physiologiques. Toutefois, cette stratégie
présente un inconvénient majeur puisqu’elle nécessite 1’homogénéisation de 1’échantillon
avant extraction puis séparation et caractérisation par spectrométric de masse. Toutes ces
étapes peuvent occasionner la perte irrémédiable de composés et aboutissent souvent a la mise
en évidence de protéines majeures telle que les protéines du cytosquelette ou du métabolisme.
De plus, ces techniques entrainent la perte d’informations concernant la localisation de celles-
ci au sein du tissu d’origine.

L’imagerie par spectrométrie de masse (ISM) peut pallier a ces problémes. Elle peut
également répondre a beaucoup des exigences, listées précédemment, concernant la technique
d’imagerie idéale. En effet la spécificité chimique dépend d’un seul paramétre universel qui
est la composition atomique de la molécule : sa masse. Cette technique ne nécessite donc pas
de marquage préalable. De plus elle est capable d’enregistrer simultanément la localisation
spatiale de plusieurs centaines de composés dans un échantillon complexe tel qu’une coupe de

tissu.
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1.2 Sujets abordés dans cette These.

Dans ce mémoire nous exposerons divers améliorations développées pour 1’imagerie
MALDI.

Dans le chapitre 2, le principe de I’imagerie par spectrométrie de masse sera décrit et
nous ferons le point sur différentes sources d’ionisations pouvant étre utilisées.

Le chapitre 3 regroupe les méthodologies utilisées, avec des descriptions et les
conditions d’utilisations des spectrometres de masses ainsi que les modes opératoires utilisés
pour mener a bien les développements proposés.

Une partie des développements ont portés sur 1’application de 1’analyse directe par
MALDI et I'ISM sur le mod¢le d’étude du laboratoire, la sangsue Hirudo medicinalis et sont
regroupés dans le chapitre 4. Ce dernier regroupe les principales mises aux points
développées pour 'analyse de petits €échantillons biologique i.e. la recherche de nouveaux
milieux d’enrobement pour la réalisation de coupes congelées, les protocoles de ringages des
coupes en vue d’éliminer les polymeres constitutif du milieu classique, I’extraction directe sur
coupe et les études préliminaires concernant les lipides impliqués dans la régénération
nerveuse de la sangsue par ISM SIMS.

Dans le chapitre 5, nous avons étudié les possibilités qu’offre le dép6t d’un métal
pour I’ISM MALDI. Gréce a la métallisation de lames de verre, couramment utilisées dans les
services hospitaliers, de nouveaux supports conducteurs transparents ont pu étre développés.
Ces supports, tout en offrant une transparence nécessaire pour une observation par
microscopie optique, permettent grace a leur conductivité, des analyses par spectrométrie de
masse ainsi que la réalisation d’images moléculaires par ISM MALDI. La seconde partie des
travaux a permis de mettre en évidence les effets que des charges peuvent avoir en
s’accumulant en surface de 1’échantillon, mais également de montrer quun simple dépot
métallique sur sa surface pouvait éliminer ces effets. De plus I’ajout d’un métal en surface a
montré des effets bénéfiques pour I’analyse comme une augmentation d’intensité du signal
par exemple.

Le chapitre 6 décrit le développement d’un nouveau procédé pour réduire la taille de
la zone irradiée par le laser. Ce systéme de masque (ou cache) permet de diminuer
grandement [’aire de la zone irradiée et certaines configurations améliorent méme la qualité
des spectres obtenus.

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

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

analyse sans matrice.
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Chapitre 2

De ’imagerie par spectrométrie de masse a
P’imagerie MALDI

2.1 L’imagerie par spectrométrie de masse : principe

Le principal but de I’ISM est d’utiliser le pouvoir analytique de la spectrométrie de
masse pour créer des images moléculaires représentant la distribution de toutes les
biomolécules connues ou inconnues contenues dans un échantillon. Pour les analyses par SM,
I’analyte doit étre transféré en phase gazeuse et ionisé, puis les ions séparés sous vide et
détectés. Pour cela, I'ISM differe des autres méthodes d’imagerie considérées comme non
destructrices mais ne donnant pas d’informations moléculaires. Il existe plusieurs modes
d’acquisition d’images utilisés en ISM.

Dans une premiére approche, la surface de 1’échantillon sera scannée par un faisceau
(laser ou ionique), typiquement de quelques centaines a quelques microns, en déplagant d’une
distance définie par avance ’échantillon sous le faisceau ou le faisceau par lui méme. Dans
cette méthode, aussi appelée imagerie point par point, un spectre de masse est enregistré et
stocké pour chaque point d’analyse effectué. Des logiciels spécialement développés
permettent de sélectionner le signal d’une molécule a partir du tableau de spectre de masse et
de récupérer |’intensité du signal pour chaque point dans un tableau 2 dimensions (Figure 2.
1a). L’intensité du signal sera représentée par une échelle de couleur permettant de recréer
une image de la répartition de 1’analyte dans 1’échantillon.

Dans le cas du mode « microscope ionique » (e.g. mode caméra), les images
moléculaires sont créées de maniére similaire a I’imagerie optique. Dans ce cas, la position
relative, par rapport au plan de la surface de 1’échantillon, des ions formés est conservée par
I’utilisation d’optiques ioniques particuliéres ((Figure 2. 1b)

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

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

2.2.1 Le MALDI

Introduites dans la seconde moiti¢ des années 1980 par Hillenkamp et Karas [3], les
sources MALDI ont constitué ['une des révolutions de la spectrométrie de masse. Cette
technique découle directement des méthodes de Désorption Laser (LDI) [10]. En LDI, des
impulsions laser sont utilisées pour produire des ions a partir d'échantillons solides. Malgré
tout cette technique ne permet d’obtenir des spectres de masse que de composés de faible
masse (<1000 u) et dépend des propriétés physiques spécifiques du composé (spectres de
photoabsorption, volatilité, polarité, etc.).

Deux groupes, ['un en Allemagne, l'autre au Japon, se sont attaqués a la recherche
d’une matrice comme médiateur pour les expériences de désorption/ionisation laser. Tanaka
et collaborateurs [11] ont développé une méthode utilisant une poudre de métal en suspension
dans du glycérol bombardé par des photons laser UV. Cette matrice a permis d'obtenir des
spectres de masse pour des molécules variées avec une bonne sensibilité et un bon rapport
signal/bruit. De leur c6té Hillenkamp et Karas [12] ont observé que I'utilisation d’un composé
avec un groupement aromatique permet d’obtenir un signal de meilleur qualité. La matrice
permet un transfert d’énergie efficace par absorption des photons laser tout en préservant
I’analyte. La sensibilité de la méthode utilisant une matrice organique est 500 a 1000 fois
supérieure a celle utilisant le glycérol, et produit un signal de meilleure qualité. Pour ces
raisons, la méthode employant une matrice solide présentée par Hillenkamp et Karas a

rapidement éclipsée celle de Tanaka et constitue a I’heure actuelle celle couramment utilisée.

Figure 2.2 : Schéma de principe du MALDI

Le MALDI repose donc sur

I"utilisation d’un composé organique nommé

matrice dont la propriété principale est

9 ® d’absorber a la longueur d’onde du laser
©ge® ® i ® e 1 1 i
e ® utilisé [2, 13, 14]. La grande majorité des
o _ lasers utilisés en MALDI sont des lasers
1) Irradiation du dépdt par tir 2) Relaxation et dissociation
laser, absorption des photons de la matrice, passage en phase # .
UV par les molécules de gazeuse, transfert de charge emettant danS I’UV La matrice et
matrice et excitation puis (protons et cations) vers les
ionisation de la matrice molécules d”échantillon.

I’échantillon sont mélangés en solution, la
matrice étant ajoutée en large excés par rapport a I’analyte. Ainsi, le dépot d’une faible

quantité de ce mélange conduit, aprés évaporation du solvant, a la formation d’une solution
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solide constituée de micro cristaux de matrice formant un réseau cristallin dans lequel est, a
priori, incorporé 1’analyte (Figure 2.2a). Lors de I’irradiation de ce dépdt par le faisceau
laser, les photons émis sont absorbés par les molécules de matrice, et induisent des transitions
électroniques vers des états excités. Ainsi, lors de la relaxation de 1’énergie au sein du solide,
’une des voies de relaxation conduira a ’éjection de matiere sous forme d’un plasma qui va
s’étendre rapidement en phase gazeuse sous vide. Le processus de désorption/ionisation
conduit a obtention d’ions en phase gazeuse (Figure 2.2b) mais il faut cependant noter
qu’une grande partie des molécules éjectées reste neutre. Parmi les ions formés, seront
retrouvés des ions d’analyte mais également pour une grande partie, des ions de matrice. Les
especes ionisées sont principalement formées par transfert de protons et sont majoritairement
sous la forme de molécules protonées [M+H]™ mémes si une petite partie des espéces se
retrouvera sous la forme d’espéces cationisées par des sels i.e. des ions cationisés par le

sodium ([M+Na]") ou par le potassium ([M+K]") et cela d’autant plus que I’analyte présente
une affinité pour ces cations.

Le processus de désorption/ionisation en MALDI conduit a la formation d’ions en
phase gazeuse possédant des énergies internes suffisamment faibles pour que ces derniers
soient, dans la grande majorité des cas, stables sur la durée de I’analyse. Ainsi, le MALDI est
une méthode de production d’ions dite douce. Cette caractéristique permet 1’analyse de
nombreuses familles de molécules sous leur forme intacte et jusqu’a des hauts poids
moléculaires comme les protéines. Il est donc bien adapté a I’analyse des différentes
biomolécules composant les cellules tels que les peptides, les protéines, les sucres et les
lipides et dans une certaine mesure les oligonucléotides. De plus, par rapport a 1’electrospray
il présente le net avantage d’étre beaucoup plus tolérant aux sels et contaminants divers
souvent présents dans les échantillons biologiques. Les ions formés sont principalement
monochargés, méme si des ions multichargés sont observables pour des masses m/z>4000, ce
qui simplifie grandement 1’analyse des données. Les sources MALDI sont souvent associées a
des analyseurs Temps-de-vol [15] de part la facilité de couplage. Les analyseurs TOF sont
basés sur la séparation dans un champ électrique puis sur la mesure du temps d’arrivée des
ions au détecteur. Ils sont trés sensibles avec une grande transmission des ions, possédent des
cycles d’analyses rapides et présentent une gamme de masse théoriquement illimitée. Les
instruments MALDI-TOF sont trés performants et notamment dans le cadre d’applications
pour des analyses protéomiques. Avec les progrés technologiques, sont apparus ces derniéres

années d’autres couplages avec le MALDI et notamment avec des analyseurs présentant de
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hautes performances et une grande rapidité pour les études structurales (MS/MS). A titre
d’exemples peuvent étre cités les couplages avec des trappes ioniques (MALDI-IT), avec des
instruments de Résonance d’Ion Cyclotronique a transformé de Fourier (FT-ICR) ou encore
les instruments hybrides quadripbdles (Q) et TOF (MALDI-Q-TOF). La grande diversité des
instruments disponibles avec les sources MALDI augmente trés nettement le champ
d’investigation de cette technologie méme si les instruments de type MALDI-TOF restent les

instruments phares pour les couplages avec ces sources.

2.2.2 L’imagerie MALDI

Les sources de désorption laser ont été utilisées comme outil d’analyse de tissus au
travers des techniques LMMS (Laser Microprobe Mass Spectrometry) et LAMMA (Laser
Activated Microprobe Mass Spectrometry) [16-22]. Ces techniques présentent de grandes
performances pour I’analyse d’éléments atomiques ou de composés de faible masse.

La facilité¢ d’introduction d’échantillons solides dans la source MALDI a conduit des
le début des années 1990, a différentes analyses directes sur des tissus (organes ou organelles)
de vertébrés ou d’invertébrés. L’analyse directe par MALDI s’est également révélé un outil
trés efficace pour I’analyse sur cellule unique. Dans ce cadre, les premiers travaux sur cellules
uniques utilisant la spectrométrie de masse de type MALDI ont été effectués en 1993 par
I’équipe du Pr. van der Greef et ont porté sur I’analyse de neurones de Lymnaea stagnalis
[23]. Par la suite de nombreuses €tudes ont permis I’analyse de tissus d’origine variée ainsi
que des études différentielles [24-31].

Dans le cadre de I’imagerie MALDI, les premiers travaux restent a 1’initiative du
groupe du PR. R. Caprioli [32]. Depuis les premieres études en 1997, I’imagerie a
constamment progressé, notamment au travers du développement de programmes
informatiques spécifiques permettant 1’acquisition automatique et la réalisation d’images [33].

D’un point de vue pratique, la méthodologie repose en grande partie sur la préparation
de I’échantillon. Une coupe de tissu de 5 a 20 um d’épaisseur est transférée sur un support
compatible avec les sources MALDI utilisées. Dans une grande majorité des cas, ce support
doit étre conducteur pour ne pas altérer les champs électriques en source. Idéalement, le porte
¢chantillon pourra étre remplacé par un support de verre recouvert d’un matériau conducteur
transparent permettant ainsi des observations en microscopie optique avant 1’analyse
moléculaire. La seconde étape est critique: il s’agit du choix de la matrice et de son
application sur la coupe. Dans le cas d’une analyse directe de tissus, des spots discrets de

matrice pourront étre réalisés soit par ’intermédiaire d’une micropipette soit par 1'utilisation
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d’un appareil de micro-dépot de matrice. Dans le cadre de la réalisation d’une image entiére
d’une coupe de tissu, celle-ci doit entiérement étre recouverte de matrice. Pour cela, plusieurs
techniques peuvent étre employées. La coupe peut étre recouverte par dépdt classique a 1’aide
d’une micropipette ou par 1’utilisation de technique de vaporisation comme le spray
pneumatique ou I’electrospray [32]. Pour minimiser la délocalisation des molécules pouvant
étre entrainée par les solvants, la méthode de micro-dépdt est de plus en plus utilisée [34].Le
Tableau 2.1 regroupe un panel non exhaustif des solutions commercialisées pour 1’imagerie
MALDI. Le choix de la matrice est également important afin d’optimiser l’analyse des
composes en terme de nombre de molécules détectées, de la résolution des pics, de 1’intensité
du signal et de la gamme de masse accessible [34].Notre groupe a travaillé sur cette question
et a développé de nouvelles matrices adaptés a 1’analyse directe et I'ISM MALDI [35]. Aprés
dépot de la matrice, le porte échantillon sera introduit dans le spectrométre et 1’'image réalisée

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

Nom Constructeur Méthode de dépot Taille de dépot Référence
Chemical inkjet
printing (CHIP Shimadzu Biotech Piézo-électrique 200 pm [36]
1000)
TMiD LEAP Technologies Ejection par Nano- 200 pm [371
Pompe
MALDI-spotter Dépot par un
Suncolllz:ct SunChrom Cipil?aire 150 pm [38]
Portrait™ 630
Reagent Multi- Labcyte Inc Ejection acoustique 200 um [39]
Spotter
NC Siliflow Piézo-électrique 300-600um NC

Tableau 2.1: Instruments pour I’application de matrice pour I’'lSM MALDI

Deux parties importantes se distinguent dans la réalisation d’images, 1’acquisition des
données et leur traitement. Du point de vue de I’acquisition, un facteur limitant reste le temps
d’analyse. Ce temps est tributaire de la fréquence de répétition des tirs laser, de la rapidité de
déplacement du support pendant 1’analyse et du temps d’acquisition de 1’électronique. Pour
les lasers, l'utilisation de lasers pouvant atteindre de grandes fréquences de répétition est
particulierement souhaitable. Par exemple, a quelques Hz 1’acquisition peut durer plus d’une
journée alors qu’a 200 Hz le temps d’acquisition sera réduit a quelques heures. Ce point
permet également de prévenir toute dégradation de I’échantillon (évaporation de la matrice
progressive sous vide par exemple) pouvant intervenir avec une durée d’analyse trop
importante. En revanche, d’un point de vue plus fondamental I’influence de 1’utilisation d’une

grande fréquence de répétition des tirs est encore mal connue, et peut soulever certaines
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questions comme 1’effet sur le processus de désorption/ionisation ou encore la possibilité que
I’émission laser rencontre la plume en expansion du tir précédent non encore sortie des zones
d’accélération. Pour la vitesse de déplacement de I’échantillon, il existe sur le marché des
systémes permettant des déplacements trés rapides avec une grande précision. De la méme
fagon les progrés dans le domaine de 1’électronique permettent d’améliorer sans cesse la
capacité¢ des instruments. La reproductibilité¢ du déplacement est également un paramétre
important pour la qualit¢ des images. L’aire analysée en chaque point est également
primordiale. Le nombre de points pouvant étre faits, va définir la résolution spatiale de
I’image reconstruite. La distance entre 2 points sera, dans la plupart des cas, au minimum
égale au diame¢tre du faisceau laser. Différentes méthodes peuvent étre envisagées pour
réduire ’aire analysée et seront plus largement développées dans la partie 6.1.

Du point de vue de la reconstruction de I’image, un grand nombre de paramétres vont
affecter le rendu de I’image. Par exemple les traitements des spectres doivent-ils étre effectués
ou non avant extraction des données (lissage, retrait de bruit, filtrage du bruit,...) et dans
quelle mesure ces traitements affecteront-ils la qualité des images ? La question de savoir si
I’intensité ou I’aire d’un pic décrit le mieux la réalité peut aussi se poser. De la méme
maniére, sachant que plusieurs ions distincts peuvent correspondre & un méme composé
(MH+, MNa*, MK, MH22+, [M+m]+,...) I’image de chaque ion doit-elle étre reconstruite
distinctement ou ’intensité des différents ions correspondant & ce méme composé doit-elle
étre prise en compte simultanément ? Des critéres de sélection peuvent étre aussi ajoutés :
utiliser un seuil d’intensité minimum au-dessous duquel le signal sera considéré comme nul
ou un seuil d’intensité maximum au-dela duquel il sera estimé que les valeurs du signal sont
automatiquement attribuées a 100%. L’utilisation d’échelles multi chromatiques peut
également jouer sur le rendu visuel de I’image ainsi que la superposition avec des images de
microscopie classique. Un travail de recherche important reste a faire sur les développements
de logiciels adaptés a ce type d’imagerie.

L’ISM devient un outil de recherche couramment utilisé que ce soit dans le domaine
public ou privé mais est €galement courtis€¢ par de nombreux prestataires de services et par
une part de plus en plus importante de constructeurs. Le Tableau 2.2 regroupe une partie des
instruments pouvant étre utilisés pour I'ISM MALDI.

L’avantage de I’'ISM réside dans le nombre de composés analysables en une seule
étape d’acquisition méme si cette derniere reste assez longue. En effet grice a une seule
acquisition sur un tissu, plusieurs centaines d’ions pourront étre observés. Sur cette base (en

supprimant les informations redondantes, i.e. différents ions d’un méme composé) de
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nombreuses images moléculaires pourront étre reconstruites pour un mé€me tissu. De plus
I’imagerie MALDI, tout comme les autres techniques de spectrométrie de masse, ne nécessite
aucune connaissance préalable de la nature de 1’échantillon et aucune caractérisation avant

I’analyse de ce dernier.

Constructeur Instrument Logiciel Résolution Gamme de masse
Applied Biosystems
Voyager-DE™ STR M.MSIT 100 pm m/z 5-100 000
Biomap
QSTAR XL Hybrid oMALDI Server 4.0
LOMSMS system | NVALD! 100 pm m/z 5-40 000
avec source oMALDI P Y
Imaging (MMI)
4700 MALDI 4700 Img
TOF/TOF Biomap >0 pym m/z 5-75 000
4800 MALDI 4800 Img
TOF/TOF Biomap >0 pm m/z 3-75 000
Bruker Daltonies
MAIIIE;gI\é[rolidcular Fleximaging 10 pm m/z 5-100 000
Shimadzu
AXIMA QIT NC 100 pm m/z 50-10 000
Thermo Electron
Finnigan LTQ XL
avec source VMALDI NC 150 pm m/z <4 000
Waters
Mfgrﬁe?;gof NC NC m/z 5-50 000
MALDI Micro MX™ Biomap NC m/z 5-75 000

Tableau 2.2: Spectrométres de masse a source MALDI servant en ISM

2.2.3 Les méthodes dérivées de I’imagerie MALDI.

D’autres technique d’imagerie ont été développées prenant appuie sur 1’imagerie
MALDI. 1l s’agit de I’imagerie SMALDI (Scanning Microprobe Matrix-Assisted Laser
Desorption Ionization) et I'imagerie Stigmatic MALDI.

Parmi les parametres limitant la résolution des images les facteurs instrumentaux sont
particulierement importants, nous avons vu que la taille du faisceau laser incident était un
facteur prépondérant. A ce titre, le groupe de B. Spengler a développé un concept
instrumental particulier : le SMALDI [40]. Cet instrument est un hybride entre la technologie
utilisée en LAMMA et le MALDI classique (Figure 2.3). Sur cet appareil, le laser peut-&tre
focalisé en dessous d’un micromeétre permettant une nette augmentation de la résolution
spatiale jusqu’a un niveau subcellulaire. Tout comme en SIMS, des images d’une grande
résolution spatiale sont obtenues. Ce concept instrumental est particuliérement prometteur et

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

Parmi les développements instrumentaux de I'imagerie MALDI, un autre concept
d’imagerie est proposé par le groupe de R.M. Heeren [41]. Pour compenser les problemes li€s
a la focalisation du faisceau laser incident et les temps d’analyse longs en imagerie MALDI
classique, ce groupe a développé une imagerie MALDI en mode microscope (Figure 2. 1b).
Le laser est défocalisé permettant 1’analyse de grandes quantités d’ions et I’'image est réalisée
par utilisation d’un détecteur de position. Le point d’impact de I’ion sur le détecteur est retenu
comme une donnée spatiale liée a la position de départ de I’ion qui sera conservée tout au
long de son trajet. Ces instruments présentent une configuration particuliere avec des
systétmes de guidance des ions bien particuliers et des détecteurs de position de haute
performance permettant de relier la position d’arrivée a la position de départ. Les tests
effectués sur des grilles recouvertes de différents composés démontrent la fonctionnalité de
I'instrument et la résolution qui peut étre alors obtenue avec une vitesse d’acquisition
remarquable. Cette technologie présente également un avenir trés prometteur pour I’imagerie

MALDI.

2.2.4 Applications
En parallele a ces développements méthodologiques, différentes applications de
I’analyse directe des tissus et de I'imagerie MALDI ont été réalisées, démontrant 1’intérét de

cette technologie pour les études biologiques et en particulier pour I’application a différentes
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pathologies. Il est possible de citer notamment 1’analyse de tissus pituitaires de xénope pour
I’étude de la maturation des POMC [42]. De nombreuses études différentielles entre tissus
cancéreux et tissus sains ont ét€¢ menées et montrent 1’utilité¢ de la méthode dans la recherche
de biomarqueurs en protéomique clinique. Dans ce cas, I’analyse directe des tissus permet de
mettre en évidence les protéines différentiellement représentées entre les deux types de tissus.
L’imagerie des ces molécules permet de localiser ces molécules et de discriminer par exemple
a différents stades de cancer ou de différencier les régions saines des régions tumorales. Par la
suite, le marqueur pourra étre caractérisé par des méthodes plus classiques de protéomique,
apportant de nouveaux éléments importants pour la compréhension des mécanismes de
cancérisation et I’amélioration du diagnostic de ces pathologies. Les applications sont
nombreuses et comprennent 1’étude du cancer du colon sur des modeéles souris développant la
pathologie [43], 1’étude d’adénocarninome de prostate sur des modéles PCA avec
différentiation des cellules neuroendocriniennes [44], I’analyse de la répartition des peptides
B-amyloides dans le cas de souris modéles de la maladie d’Alzheimer [45], des études sur des
tissus d’épididyme de souris et des biopsies de cancer du sein [46], a I’étude des protéines
impliquées dans la maladie de Parkinson [47], pour ’application par utilisation conjointe de
méthodes de clustering a 1’étude de modeles souris présentant des tumeurs du cerveau [48] et
de tumeurs primaires du cerveau [49].

Quelques auteurs s’intéressent plus spécifiquement a I’imagerie d’autres classes de
composés comme par exemple les composés pharmaceutiques ou les lipides. Dans le cas de
composés pharmaceutiques, I’imagerie MALDI est un outil source d’importantes
informations puisqu’elle permet de savoir si le principe actif se retrouve bien dans les tissus
ciblés et quelles sont leurs voies de métabolisation. L’étude de composés pharmaceutiques
met en exergue les problémes liés, pour de petites molécules a l’interférence des ions du
composé avec d’autres ions parasites (e.g. ions de matrice) d’ou 'intérét dans ce cadre
d’utiliser d’autres types d’instruments permettant des études en mode MS/MS [50-52]. 1l faut
également noter quelques études récentes sur I’imagerie MALDI de lipides dans les tissus
[53-55].

Enfin, plusicurs revues traitant de I’imagerie MALDI et de I’analyse directe de tissus
ont été publiées, abordant les différentes stratégies proposées et les difficultés rencontrées

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

Cette technique repose sur le bombardement de 1’échantillon par un faisceau d’ions
mono/poly-atomique ou sous forme de cluster (agrégats) d’ions (Figure 2.4a) ayant une
énergie de I’ordre du KeV ou du MeV. Différents types de sources d’ions primaires peuvent
étre utilisés. Les plus classiques sont des sources de types LMI (Liquid Metal Ion) produisant
un faisceau d’ions primaires Ga" ou In" avec une énergie cinétique jusqu’a 25 keV et un
faisceau primaire pouvant étre focalisé jusqu'a ~Ipm. Les sources d’ions primaires Cs'
(sources d’ions solides) sont également utilisées, avec un faisceau accéléré a 10 keV et une
focalisation jusqu’a ~2-3pum. Une large variété d’autres types d’ions ou de clusters d’ions peut
étre utilisée comme les clusters Au™ ou Bi,™". L’irradiation de la surface par ces ions
primaires conduit a I’émission de particules secondaires de différents types parmi lesquels des

ions (positifs ou négatifs) qui seront analysés par 1’analyseur.

2.3.2 L’imagerie SIMS

La possibilité de visualiser la distribution des macromolécules par spectrométrie de
masse d’ions secondaires (SIMS) directement a partir d’échantillons organiques a été
démontrée au début des années 60[63].

Le SIMS peut fonctionner suivant différents modes. En mode classique (SIMS
dynamique) (Figure 2.4b), la densité d’ions recus par la surface, conduit a une érosion rapide
permettant une analyse en profondeur du matériau. En diminuant la densité d’ions projetés sur
la surface (mode SIMS statique) (Figure 2.4¢) [51, 64], les dommages générés a la surface du
matériau seront pratiquement restreints a la premiére couche de matériau permettant une
analyse de surface [65]. Le SIMS statique est bien adapté a la réalisation d’images [58, 66].
De plus, dans ce mode des masses plus élevées de composés organiques peuvent é&tre
détectées. L’avantage du SIMS provient de la possibilité de focaliser le faisceau primaire
incident jusqu’a un diamétre de quelques microns, rendant possible la réalisation d’images a
un niveau sub-cellulaire [67]. Lors de la réalisation d’images, si la zone a balayer est petite, le
faisceau incident se déplace a la surface de 1I’échantillon en utilisant des jeux de lentilles
d’extraction. Pour des surfaces plus grandes (e.g. coupe entiére de cerveau de rat) c’est le

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

En revanche, la gamme de masse accessible avec cette technique est trés restreinte et
limitée a des composés de masse M<1000 u. Elle permet facilement I’étude d’éléments
monoatomiques, comme par exemple Na' et K', qui sont particuliérement abondants dans les
organismes ou encore de certains composés de faible masse comme la famille des lipides [58,
68]. Depuis plusieurs années, des développements sont réalisés dans le but de rendre
analysable des composés de plus haute masse tels que les peptides. Il faut en particulier noter
les développements de SIMS avec une matrice (ME-SIMS : Matrix Enhanced-Secondary Ion
Mass Spectrometry) [69], I'utilisation de source d’agrégats comme ions primaires incidents
[70-73] ou la réalisation d’un dépdt métallique en surface de 1’échantillon (MetA-SIMS :
metal-assisted-Secondary Ion Mass Spectrometry)[74, 75]. Ces développements permettent
d’augmenter le nombre et la masse des composés analysables en SIMS. Le SIMS est donc
devenu une méthode d’imagerie moléculaire particulierement performante et en particulier

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

Comme vu précédemment, le SIMS a été la premiere technique de spectrométrie de
masse utilisée pour reconstituer des images. C’est seulement 30 ans plus tard, que I’'ISM
MALDI a vu le jour. En 10 ans, plus d’une dizaine autres techniques utilisant la spectrométrie
de masse pour I'imagerie ont été développées (Tableau 2.3). Parmi toutes ces techniques,
deux classes peuvent étre distinguées :

- Les techniques utilisant un faisceau laser.

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

2.4.1 Techniques utilisant un faisceau laser ou ionique

Tout d’abord, en 1999, le groupe de Castell a démontré la possibilité d’utiliser I'ICP
MS pour faire des images de la répartition de métaux dans des tissus [76]. Cette technique a
été améliorée par la suite grace au couplage avec un laser (Laser Abalation [CP MS (LA-ICP
MS) [77]. Cette méthode permet d’obtenir la répartition d’ions monoatomiques. Elle peut par
exemple étre utilisée en parallele de I'ISM MALDI pour localiser un médicament incluant un
composé métallique. L’ISM MALDI va suivre la répartition du médicament dans le tissu

tandis que I"approche LA-ICP MS va localiser

Laser Pulsé

et quantifier le composé métallique.
¥
P olte SNOM } l Figure 2.5 : Schéma du SNOM
| En 2001, R. Zenobi utilise également
\ / spectrometrede | @lation laser pour scanner des surfaces. Ce
\‘\ // ";..'.:}/’_ . procédé, le scanning near-fiels optical
\ 3 ';.., i ~ microscopy mass spectrometry (SNOM-MS)

Echantillon N/ |

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

i Emission optique

UV. La pointe permet la réalisation d’images
topographiques de la surface de 1’échantillon
(Figure 2.5). Le laser, lui, va étre actionné en
certains points pour ablater une partie de la surface. La plume contenant les molécules issues
de I’ablation sera collectée par un capillaire puis transférée et ionisée vers une trappe ionique
apres ionisation. Cette technique est pour ['instant employée pour I’analyse de surface

inorganique et donne des images d’une résolution latérale pouvant atteindre 200 nm.
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Le SMALDI et le Stigmatic MALDI ou microscope MALDI, (dont les procédés sont
exposés dans la partie 2.2.3) ont été développés respectivement en 2002 et en 2004.

Dans les développements plus particuliers de I'ISM MALDI, sont également d’un
intérét tout particulier, les travaux réalisés par A. Woods et collaborateurs [80, 81]. Dans leurs
études les auteurs proposent une méthode qui permet 1’analyse directe de tissus sans addition
d’une solution de matrice. La technique proposée ou MILDI (Matrix Implanted Laser
Desorption Ionization) consiste a implanter des ions d’Au dans les tissus par irradiation du
tissu avec le faisceau d’ions primaires d’une source Au. L’or implanté par cette voie
n’entraine pas de délocalisation des composés. Cette méthode permet d’obtenir des ions pour
des protéines a partir de tissus. Dans le méme esprit, la desorption/ionization mass
spectrometry on porous silicon (DIOS) [82] permet 1’analyse directe de cellule isolée
directement sans matrice. Les cellules peuvent directement étre cultivées sur un support qui
sous une irradiation par un laser UV entrainera une désorption/ionisation des molécules.
Cependant, a I’heure actuelle pour ces deux techniques, les rendements d’ions restent assez
faibles tout comme le nombre et le type de composés analysables les mécanismes mis en jeux

dans ces techniques restant a 1’heure actuelle particuliérement mal connus.

2.4.2 Techniques « laser free »

A partir de 2004, de nouvelles techniques n’utilisant pas de laser sont développées.
Ces techniques présentent 1’avantage de pouvoir analyser des tissus sans préparation. Tout
d’abord Ford et ses collaborateurs ont mis au point le surface sampling probe/electrospray ou
ESI-IMS [83]. Cette méthode utilise un systéme de 2 capillaires imbriqués. Le premier va
mouiller la surface avec des solvants qui vont extraire les analytes tandis que le second va
aspirer le mélange. Au bout de ce capillaire une pointe ESI permet une ionisation des

molécules et leur analyse par spectrométrie de masse.
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2.4.Les autres types d’imagerie par spectrométrie de masse
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Figure 2.6 : Principe du SMS d'aprés [84]

S’inspirant de cette méthode, le Georgia Institute of Technology a annoncé a la fin du
mois de Juillet 2006 le développement du Scanning Mass Spectrometry (SMS) probe [84]. Ce
procédé permet d’étudier les molécules libérées par les cellules en réponse a des stimuli. Ce
systéme peut €tre couplé a un microscope de force atomique (Atomic Force Microscope
AFM) pour suivre les changements topologiques des tissus ou cellules durant 1’expérience
(Figure 2.6).

En 2004, Graham Cooks présente une nouvelle source de production des ions:
Desorption ElectroSpray lonization (DESI) [85]. Dans cette source, un solvant va étre
propulsé a travers un capillaire sous haute tension vers la surface de 1’échantillon (Figure
Solvant Gaz Nébuliseur 2.7). Les gouttelettes

chargées vont rebondir en

emportant des molécules de

la surface.
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des peptides, des protéines, des nucléotides et bien d’autres [86].Par la suite, il a été¢ démontré
la possibilité de suivre des composés alcaloides au sein de tissus végétaux [87]. Grace a
I’automatisation du déplacement du support de 1’échantillon, des plaques de chromatographie
ont pu étre analysées [88]. Il a également ét¢ démontré la possibilité de détecter directement
des lipides a partir de tissus prélevés du pancréas de souris, du cerveau de rat ou dans du tissu
cancéreux [89]. Cette technique ouvre la voie a une analyse directe voire une imagerie de
surface de tissu in-vivo puisqu’elle n’est que peu destructrice et ne nécessite pas de
préparation pour I’échantillon. Evolution directe de cette technique, le JEDI (Jet Desorption
ionization) utilise un jet de solvant a autre pression et permet une analyse en profondeur de
I’échantillon [90] (Figure 2.8a).
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Figure 2.8 : Principe des sources (a) JEDI et (b) DAPCI

Une autre technique nommé Desorption Atmospheric Pressure Chemical lonisation
(DAPCI) [91] peut fonctionner dans le cas ou le DESI ne donne pas de résultat. Le DAPCI
utilise des ions projetés en phase gazeuse générés, sous pression atmosphérique par une
décharge corona dans des vapeurs de toluéne ou autre composé (Figure 2.8b). Certains
composés donnent des intensités ioniques insuffisantes en DESI alors qu’ils fournissent une
sensibilité accrue en DAPCI.

Une derniere méthode s’inspire de ces mécanismes de désorption. Il s’agit du Direct
Analysis in Real Time (DART) [92]. Ce procédé utilise un gaz ayant un haut potentiel
d’ionisation (généralement de 1’hélium) sur lequel un potentiel électrique est appliqué (Figure
2.9a). Un plasma va alors étre formé, constitué¢ d’atomes excités et d’ions. En percutant la
surface, une désorption d’ions de faibles masses moléculaires va avoir lieu. Une étude

comparant le DESI, le DART et le DAPCI a récemment ét¢é publiée [93].
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2.4.Les autres types d’imagerie par spectrométrie de masse
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Figure 2.9 : Principe des sources (a) DART et (b) ELDI
Enfin une technique a essayé de coupler I'ESI et la desorption laser: 1’electrospray-
assisted laser desorption/ionisation [94] [94]-[95]. Un laser va entrainer [’ablation de matériel
sur la surface de I’échantillon qui va rentrer en contact et fusionner avec les gouttelettes

chargées, qui seront analysées par un spectrometre de masse (Figure 2.9b).

’_So.u ree Gamme de masse | Résolution spatiale référence
d’ionisations

SIMS m/z<2000 De 100nm a 10um [63]
IMS MALDI 0-1 000 000 25-200pm [32]
ICP MS m/z<500 / [76]
DIOS m/z<5000 Cellules isolées [82]
SNOM-MS / 50nma lum [79]
SMALDI m/z<2000 500nm a 10um [40]
LA-ICP-MS m/z<1000 40 a 100um [77]
el 5- 100 000 <5 um [41]
ESI-MS m/z<1000 >300um [83]
MILDI 5-10 000 100 um [80]
DESI m/z<2000 500um [89]
JEDI m/z<5000 lum [90]
ELDI 5-100 000 150um [95]
SMS NC NC [84]

Tableau 2.3 : Récapitulatif des techniques d’ionisation utilisées en ISM.
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Chapitre 3

Partie Expérimentale

3.1 Spectrométres de masse utilisés

3.1.1 MALDI-TOF Voyager-DE STR

L’un des instruments MALDI-TOF-MS utilisé dans le cadre de ce travail est un
appareil commercial, le Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framimgam, MA, USA) Cet
instrument est équipé d’un systéme d’extraction retardée et fonctionne en mode linéaire ou
réflecteur. La longueur de vol est de 2,0m en mode linéaire et de 3,0m en mode réflecteur. Les
ions sont obtenus par irradiation grace a un laser azote émettant dans 1’UV a une longueur
d’onde de 337nm, avec une durée de pulse de 3 ns et une fréquence de répétition de 3 Hz.
Aprés un délai de I’ordre d’une centaine de nanosecondes, les ions sont accélérés vers le tube
de vol par une tension de 20 kV (25 kV pour les analyses sur tissus) appliquée sur le porte
échantillon. Les ions passent une premiére grille sur laquelle est appliqué un faible
pourcentage de la tension totale. Ils passent ensuite par une seconde grille a I’entrée du tube
de vol. La zone libre de champs possede un guide d’ions ainsi que des plaques déflectrices
permettant la sélection des ions. En mode linéaire les ions sont directement transférés vers le
détecteur, alors qu’en mode réflecteur ils passent a travers un miroir électrostatique avant
d’arriver sur le détecteur. Le détecteur est de type galette de micro-canaux et permet la
conversion du signal ionique en signal €lectrique. Ce signal sera transmit et enregistré par un
enregistreur Tektronix TD5540C (Beaverton, Oregon, USA) disposant d’une bande passante
de 500 Hz et un oscilloscope 2 GS/s. Tout ce process est controlé par un ordinateur pentium II
fonctionnant sous Windows NT.

Le Tableau 3.1 regroupe les principaux parametres utilisés lors des analyses.

Type Mode Voltage Voltage sur la Voltage sur le Délais
d’analyse d’accélération | premiélre grille guide d’ions | d’extraction
Analyse |y caire 20 kV 94 % 0,05 % 100 ns
classique
Réflecteur 20kV 74 % 0,01 % 100 ns
PSD 25 kV 72 % / 100 ns
Analyse
directe Linéaire 25kV 94% 0,05 % 200 ns
sur tissus
Réflecteur 25kV 75 % 0,01 % 150 ns

Tableau 3.1 : Paramétres d’acquisition en MALDI-TOF
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3.1.2 L’Ultraflex TOF-TOF

Les images MALDI sont réalisés sur un Ultraflex II Lift-TOF (Bruker Daltonics,
breme, DE) en mode linéaire ou réflecteur, utilisant un laser azote pulsé, émettant dans ’'UV a
une longueur d’onde de 337nm avec une fréquence de répétition de 50 Hz. Pour la
reconstruction d’image, le logiciel flexImaging v1.0.6.0 est utilisé. En moyenne, 100

accumulations sont réalisées pour enregistrer un spectre.

3.1.3 Le Tof SIMS

Les images sont réalisées sur un instrument TOF-SIMS IV (Ion-Tof GmbH, Miinster,
Allemagne) avec une source d’ion primaire de cluster de Bismuth. L’énergie cinétique du
faisceau primaire et de 25 keV, avec un angle d’incidence de 45°. Les ions secondaires sont
accélérés avec une énergie cinétique de 2 keV et post-accélérés a 10keV avant d’atteindre le
détecteur. En mode réflecteur, la résolution en masse est d’environ 10* 2 m/z 500. La
calibration interne est initialement réalisée avec des ions de basses masses et redéfinie par la
suite avec des ions de masses plus élevés. Toutes les images sont réalisées avec une dose

d’ions primaires inférieure aux limites statiques (10" ions.cm™).

3.1.4 L’ESI Q-TOF

L’instrument utilisé pour les expériences est un nano-ESI-QTOF (QStar, Sciex). La
source nano-ESI est combinée avec un analyseur hybride quadripdle/temps-de-vol, permettant
d’obtenir un instrument avec une grande sensibilité tout en se servant du quadripdle pour les

¢tudes structurales en mode MS/MS (sélection des ions).

3.2 Préparation des solutions et des tissus

3.2.1 Solution de standards

La solution de standards est composée d’un mélange de neuropeptides : I’angiotensine
I (1,6uM), la substance P (1,6 uM), 'ACTH 18-39(1,6 uM), 'ACTH 7-38 (3,2 uM),
I’insuline bovine (4,8uM) et I’ubiquitine bovine (4,8 uM) dans H20/0,1% TFA.

Les tests de sensibilités ont été réalisés a partir de solution de Substance P a des
concentrations de 10uM, 1uM, 0,1uM et 10nM, obtenues par dilutions successives d’une

solution stock & 50uM. Dans certains cas, une solution de PepMix (bruker Daltonic) a été

diluée pour obtenir des solutions a 4uM, 1uM, 0,4uM, 0,1uM, 4nM, 1nM, 0,4nM.
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3.2 Préparation des solutions et des tissus

3.2.2 Coupes de cerveau de rats:

Des males adultes Wistar, pesant 250-350g (accréditation du ministére de
m’agriculture N° 04860) ont été utilisé durant cette thése et maintenu sous conditions
standards. Les animaux sont sacrifiés par décapitation et immédiatement disséqués pour isoler
le cerveau. Les cerveaux sont immédiatement congelés par immersion lentes dans 1’azote
liquide pour éviter I’éclatement des cellules. Ils sont conservés a -80°C jusqu’a utilisation
pour éviter les dégradations causées par la température et 1’oxydation [96].

Des coupes de 12 um d’épaisseur sont réalisées avec un cryostat Reichert- Jung 2800
Frigocut (Reichert-Jung, Nussloch, Allemagne) a une température de -18°C. Les coupes sont

ensuite transférées sur le support servant a I’analyse.

3.2.3 Préparation des matrices :

Pour la matrice ionique HCCA/ANI, un équivalent de la base (ANI) est ajouté a 10
mg/ml d’HCCA en solution dans ACN/ H20 (2:1, v/v; 0,1% TFA). Le mélange est vortex¢ et
soniqué pendant 10 minutes avant application sur le tissu.

Pour 'HCCA une solution classique de 10 mg/ml ACN/H20 (2:1, v/v, 0,1%
TFA/H20).

3.2.4 Préparation de I’échantillon pour analyse MALDI.

Pour les expériences d’analyses direétes et d’imagerie sur coupe, 20ul d’une solution
de matrice est appliqué sur la coupe en utilisant une micropipette. L’échantillon est alors
séché a température ambiante.

Pour les analyses classiques, 1 pl de la solution d’échantillon et 1ul de la solution de
matrice sont mélangés sur le support MALDI conformément a la procédure de préparation en

goutte séche

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

3.3.1 Analyse directe de chaines nerveuses de sangsue

Préparation de la chaine nerveuse de la sangsue :
Pour cette étude, il convient de retirer la chaine nerveuse du sinus veineux qui

I’entoure. Les sangsues sont anesthésiées dans une solution contenant 10 % d’¢thanol. Elles
sont ensuite épinglées sur la face ventrale et la chaine nerveuse est isolée. La dissection est

effectuée dans une solution saline (solution de Ringer) afin de conserver des conditions
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physiologiques. Le sinus ventral est alors ouvert & partir d’'une des extrémités et tous les
connectifs partant des ganglions sont coupés en prenant soin de garder la chaine intacte. La
chaine est ensuite rincée dans une solution de rouge neutre pour qu’elle soit plus facile a
repérer lors de la coupe puis dans une solution de DHB (10 mg/ml H2O/ACN 4:1, v/v). La

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

Recherche des substituants :

Différents composés ont été testé. Des solutions de gélatine dans I’eau ont été utilisées
a des concentrations de 5 %, 10 %, 15 %, 17,5 % ou 20 %. Des solutions d’agar 4 2 %, 4 % et
5 % et d’agarose a 2 % ont été testées

Rincage des coupes :

Pour les protocoles de ringages, les coupes sont immergées dans la solution de ringage
et faiblement agité ou la solution est dispensée a la surface de I’échantilion grace a une pipette
pasteur.

Extraction sur coupe :

Pour les tests sur les extractions sur coupes, un microlitre de la solution d’extraction
est déposé sur la coupe et laissé pendant 30s avant d’étre repris et déposé sur le support
MALDI mélangé avec la solution de matrice (sauf dans le cas ou la matrice sert de solution
d’extraction.).

Ont été testées des solutions de d’acétonitrile (ACN) a une concentration de 80 % dans
I’eau, 60 % dans 1’eau ou dans I’eau avec 10% de TFA, d’"HCCA a 10 mg/ml H20/ACN (2:3,
v/v ;0,1 % TFA) et I’HCI IN.

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

Afin d’étudier les lipides impliqués dans la régénération nerveuse, des sangsues ont
¢té¢ endormies puis sectionnées au niveau de leur chaine nerveuse. Une étude cinétique a
ensuite ¢té réalisée en sacrifiant les sangsues a des temps différents aprés les Iésions
(« témoin » t0, t 30min, t1H30, t3H, t6H, t18H, t24H, t48H et t7jrs). Comme pour 1’étude in
vitro, cinq sangsues ont été utilisées pour chacun des temps. Différentes techniques de
spectrométrie de masse ont permis d’établir un profil des lipides au cours des différents temps

de régénération (Figure 3. 1)
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3.3 De ’analyse directe par spectrométrie de masse a ’imagerie des petits organismes.

Chaine nerveuse

|

Extraction des lipides
(méthode de Folch)

Lipides

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

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

L 7

v

Structure moléculaire et localisation associée

Figure 3. 1: Stratégie d’analyse de la régénération nerveuse in vivo

Extraction des lipides contenus dans les chaines nerveuses :

L’extraction des lipides contenus dans les chaines nerveuses a ét¢€ réalisée suivant la
méthode de Folch adaptée a notre modéele d’étude. Des chocs thermiques (cing bains
successifs et rapides tantdt dans [’azote liquide a -196°C, tantét dans I’eau a 37°C),
accompagnés d’un broyage manuel des chaines ont été réalisés. Un volume d’1 mL de
mélange chloroforme/méthanol (2/1 ; vol/vol) a ensuite été ajouté au broyat avant d’effectuer
a nouveau cinq cycles de chocs thermiques séparés par des homogénéisations au vortex.

Apreés sonication (3 cycles de 20 secondes dans la glace), la préparation ainsi obtenue
est placée sous agitation pendant 2H et a 4°C, suivi d’une étape de centrifugation (30 minutes
a 5000 rpm et 4°C). 200 pL d’une solution de NaCl 0.9% sont alors ajoutés a la préparation.
Une homogénéisation au vortex et une nouvelle centrifugation (10 minutes a 2000rpm et 4°C)
ont permis d’obtenir deux phases distinctes.

La phase supérieure (phase méthanolique) contient les petits lipides polaires et les
gangliosides solubles dans le méthanol, alors que la phase inférieure (phase
méthanol/chloroforme) correspond aux lipides totaux, de nature hydrophobe et solubles dans
le chloroforme. Les fragments cellulaires et les protéines de nature hydrophile se situent a

’interface de ces deux phases.
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Les phases supérieure et inférieure sont collectées séparément, et la phase supérieure,
a nouveau lavée avec 1mL de chloroforme/méthanol (2/1; vol/vol). La nouvelle phase
inférieure obtenue a été ajoutée a la précédente et I’ensemble a été séché par centrifugation
sous vide pendant toute une nuit Aprés évaporation totale du chloroforme, les lipides ont été

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

Détection et caractérisation biochimique des lipides par spectrométrie de masse :

Les lipides isolés des chaines nerveuses selon la méthode de Folch ont été analysés par
spectrométrie de masse MALDI-TOF/MS et ESI-Q-TOF MS/MS.

Dans le cas des lipides, la matrice acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) a été plus
particuliérement retenue pour les analyses. Les solutions de matrice sont préparées a 50
mg/mL dans un mélange méthanol/eau (1 :1, v/v). Les échantillons sont préparés en déposant
1uL d’analyte sur une plaque conductrice en inox suivi par le dépdt d’1puL de matrice. Aprés
évaporation du solvant, la plaque est introduite dans la source.

L’ensemble des échantillons étudiés ont été préparés et analysés dans les mémes
conditions afin de réaliser une comparaison des lipides présents a chaque temps de

régénération

Imagerie Tof- SIMS :

Des chaines nerveuses sont blessées et laissées en régénération pendant 6h ou 24h.
Des coupes de 12 um de chaines nerveuses de sangsue entourées de leur sinus ventraux sont

déposées sur un support métallique adapté a I’'imagerie Tof-SIMS.

3.4 Apport de la métallisation pour ’ISM MALDI

La métallisation se réalise par évaporation pour la métallisation des supports ou par
pulvérisation dans le cadre du dépot sur échantillon. Le dépdt par évaporation est un dépot
anisotrope (évaporation du métal dans la direction verticale) alors que le dépdt par
pulvérisation est un dépdt plutdt isotrope (éjection d’atomes d’une cible).

La métallisation des supports a été réalisée en partenariat avec le groupe
Microsystémes, Microfluidique, Microthermique du Pr. J.C. Camart (collaboration avec V.
Thomy) de I'Institut d'Electronique et de Microélectronique et de Nanotechnologie de Lille
(IEMN).

La métallisation des échantillons par dépdt d’or a été réalisée en partenariat avec le

Centre Commun de Mesures « Imagerie Cellulaire » (CCMIC) de I’Université des Sciences et
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3.4 Apport de la métallisation pour I'ISM MALDI

Technologies de Lille (USTL) sous la responsabilité scientifique du Dr. M. Bertout
(collaboration avec L. Brunet). Les Dépots de carbone et de chrome ont été effectués sur des
appareils du Centre Commun de Microscopie Electronique de I’'USTL (CCME) (collaboration

avec A. Blanchenet.)

3.4.1 Dépot par évaporation

Il s’agit de 1’évaporation d’un métal chauff¢ de fagon a exposer le substrat au flux de
vapeurs métalliques. Cette technique consiste a provoquer l'évaporation d'un métal dans le
vide en le chauffant jusqu'a sa température d'ébullition. Les atomes métalliques se propagent
alors en ligne droite et se fixent sur la surface froide de l'objet a traiter.

Plusieurs méthodes permettent de réchaufter le métal a évaporer :

- le creuset : récipient contenant le métal et réchauffé par une résistance €lectrique. Le
substrat a traiter est placé au-dessus de ce creuset.

- le canon a ¢€lectrons : un échantillon du métal a évaporer est soumis a un intense
faisceau d'électrons qui le réchauffe jusqu'a I'évaporation. Le substrat a traiter est
¢galement placé au-dessus.

- le filament de tungstene : déposition de quelques cavaliers constitués de métal a
¢vaporer sur de robustes filaments en tungsténe. Ceux-ci sont chauffés par un puissant
courant électrique qui les traverse. Quand la température de fusion des cavaliers est
atteinte, le métal "mouille" le filament et se répand sur sa surface avant de s'évaporer.
Le tungsténe est choisi pour constituer ces filaments, car ce corps a une haute
température de fusion.

Dans le cas des batis utilisés a I'IEMN, un canon a €lectrons est utilisé (Figure 3.2). Il
s’agit de batis d’évaporation par canons a électrons 6 creusets. Ces batis sont équipés de
canons (source Commonwealth et lontech 3 cm) qui permettent, sous pression partielle

d’argon et a trés faible énergie, un “prénettoyage’ des substrats avant dépot.

*  “Substrat

Charge
(métal)

Creuset ™\ Canon
refroidi a électrons

Figure 3.2 : Schéma de principe de la métallisation par évaporation.
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3.4.2 Dépot par Pulvérisation cathodique :

Le principe du dépdt par pulvérisation cathodique est le suivant. Un gaz, souvent de
I’argon, est introduit dans I’enceinte. Une cible du matériau que [’on veut déposer est reliée a
un potentiel négatif (cathode), tandis que le substrat est lui porte a un potentiel positif. Une
décharge permet de créer un plasma entre les électrodes. Les ions d’argon vont venir
bombarder la cible, et en extraire ainsi le matériau a déposer sur le substrat.

Les dépots de chrome ont été effectués en mode magnétron. Les magnétrons sont des
aimants places a proximité des cibles, de fagon a donner aux ions une trajectoire hélicoidale,
ce qui augmente leur taux de collision, et réduit donc leur libre parcours moyen. Une
meilleure efficacité¢ en terme de bombardement ionique de la cible est ainsi obtenue, ce qui

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

3.5 Procédés de fabrication des masques

La fabrication du prototype des masques, contenant des micro-ouvertures a flanc droit,
est basée sur les principes classiques des micro-technologies. Des « wafers » de Silicium sont
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