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L'analyse in-situ de molécules organiques dans un t issu biologique

reste aujourd 'hui  un réel  problème. Les s i tes d 'accumulat ion d 'un

médicament sont déterminés par des techniques longues à mettre en

oeuvre. Le médicament doit contenir dans sa structure un élément non

présent dans les tissus. Sinon, il devra être marqué. Notre objectif est

d'apporter une contribution à l'analyse in-situ de molécules organiques

dans une matrice organique ou biologique par une technique

d'analyse rapide. Pour cela, une méthodolOgie a été recherchée qui

permette, grâce à la microsonde LAMMA, de réaliser la localisation

subcellulaire dans un t issu biologique d'un médicament administré à un

animal par voie intraveineuse ou par ingestion.

Le médicament, sur lequel se sont focalisés nos efforts, est un

benzofuranne substitué contenant deux atomes d' iode par molécule. l l

s,agit de l'amiodarone, commercialisée par les laboratoires Labaz sous

le nom de Cordarone. Ge médicament est couramment utilisé depuis une

dizaine d'années en Europe pour ses propriétés antiarythmiques et

antiangineuses. Un stockage phospholipidique (sous forme d' inclusions

lamellaires dans les macrophages) a été mis en évidence lors d'un

traitement prolongé à I 'amiodarone (1,2,3,4).

Une publication récente (5) rend compte de la microanalyse

quantitative de l'amiodarone dans des macrophages, obtenue en dosant

par rayons X t'iode introduit dans l'organisme par la molécule cible.

Dans ce type d'analyse, les cellules sont extraites et il ne s'agit alors

que d'une analyse élémentaire globale. En effet, r ien ne permet

d,affirmer I'appartenance de I'iode dosé (à I'amiodarone ou à I'un de ses

métabol i tes) ,  n i  sous quel le forme i l  ex iste ( l ié  à une molécule

organique ou sous forme minérale l- ).
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La local isat ion proprement d i te de l 'amiodarone dans les

di f férents t issus a été étudiée par une technique de marquage

isotopique radioactif spécifique : l 'autoradiographie (6). Le médicament

(dilué avec sa forme marquée au tritium radioactif 3H) est administré à

des rats pendant neuf jours, période au bout de laquelle la dose

radioactive accumulée atteint un curie. L'amiodarone se concentre dans

les macrophages et dans les structures lysosomales ayant un contenu

l ip id ique.  Cette technique d 'analyse présente les inconvénients

suivants:

-  le laps de temps entre le prélèvement du t issu et

I 'obtention des résultats est assez important. l l  faut que les

atomes marqués impressionnent les papiers révélateurs ; étant

donné le niveau de radioactivité, cela prend un certain temps.
- il s'agit d'une technique de marquage d'atomes. ll existe toujours

le risque Que l'atome marqué soit échangé lors du métabolisme du

médicament.

Le but de notre travail a consisté à explorer les possibi l i tés

qu'offre la spectrométrie de masse pour localiser l'amiodarone dans une

matr ice b io logique,  eî  I ' ident i f  iant  d i rectement  par  son p ic

quasimoléculaire (M+H)+ ou par un fragment caractérist ique de haute

masse. La microsonde à impact laser LAMMA est en effet une technique

très séduisante par sa simplicité d'uti l isation et la rapidité avec

laquelle les spectres sont obtenus.

Le spectromètre de masse, appelé LAMMA soo et configuré en

transmission, a été conçu originellement pour I 'analyse des coupes

biologiques. l l  permet I ' identif ication et la localisation subceltulaire

d'éléments dans les tissus. ll possède effectivement une très grande

sensibilité dans le cas des éléments à bas potentiel d'ionisation comme

les métaux alcalins ou les éléments légers. Les quelques exemptes

Introductlon Génâole
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suivants permettent d' i l lustrer cette caractérist ique à analyser ces

éféments : dioxyde de titane (TiO2) dans la pulpe dentaire (7), plomb

dans la moelle osseuse (8), platine dans les reins, aluminium dans le

foie (9), sodium, magnésium, potassium, calcium, baryum dans la

rét ine,  l i th ium dans les t issus cérébraux (10) .  Ce ne sont  là

évidemment que des exemples parmi tant d'autres. Moenke-Blankenburg

(1 1) a recensé très récemment les travaux effectués par microsonde à

impact laser sur les matériaux organiques et inorganiques.

Quelques publ icat ions,  encore rares dans la  l i t térature

scient i f ique,  ment ionnent  la  détect ion de molécules organiques

présentes à l'état de traces dans une matrice par microsonde à impact

laser.  Par exemple,  des molécules organiques c ib les suf f isamment

localisées ont été désorbées directement :

Seydel  et  L indner (12' )  ont  obtenu de manière reproduct ib le

I 'empreinte spectra le du phytalescin g lycéol l in (molécule organique

accumulée par de jeunes plants de soja traités par un fongicide). Cette

empreinte peut être uti l isée pour identif ier I 'espèce sans pour cela

connai t re la st ructure chimique des ions responsables des pics

observés.

De la même façon, des cristaux de 'lichexanthone" (13) ont été mis

en évidence par micrographie sur du lychen tropical et analysés

sélectivement par microsonde LAMMA.

En fait, on constate rapidement que ces rares exemples rendent

compte de la détection de molécules organiques se présentant sous

forme de dépôt microscopique sur/dans un substrat  donné. Leur

anatyse n'a été possible qu'en focalisant avec précision le faisceau

laser. Un processus de désorption douce à faible énergie est mis en

ieu. La performance de I 'analyse t ient avant tout de la sélectivité

spatiale de la microsonde laser.

lntroducflon Générole
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Kauffmann (14),  quant à lu i ,  a in jecté le dér ivé f luoré d 'un

médicament cardioactif  (Vérapamil) dans un t issu animal. En ions

néoatifs, le spectre de masse révèle la présence de f luor. l l  s'agit

a lors,  dans ce cas part icul ier ,  vér i tablement d 'un repérage par

détection d'un atome marqueur dans une matrice biologique par la

technique LAMMA 500.

wink et  col .  (15) rendent compte en 1gg4 d 'une première

application du LAMMA 1000 pour étudier la distr ibution de composés

organiques dans une matrice biologique.' Deux alcaloîdes (sparteïne

(mlz=233) et lupanine (mlz=247)) sont localisés dans les cellules

périphériques des t iges de Lupinus Polyphyllus et Cytisus scoparius.

Toutefois I 'analyse est  fa i te dans la masse et  les quant i tés

volati l isées sont très importantes. Pour qu'un composé organique soit

détecté dans une matr ice bio logique,  les auteurs donnent comme

concentrat ion locale min imum la valeur  de 5 mi l l imoles par

k i logramme.

La détection de I 'amiodarone dans une matrice organique par

spectrométr ie de masse a nécessi té de résoudre de nombreux

problèmes.

D'un point de vue théorique .' Bien comprendre le mécanisme de

désorption induite par laser du produit pur.

D'un point de vue expérimental : Analyser le médicament enrobé

dans une matrice polymérique, puis contenu dans des coupes

histologiques. Etudier ensuite les effets de matrice (inclusion

polymérique, inclusion cellulaire =cryocoupe).

La préparation des coupes

plus ou moins obl igato i res :

cryoprotectant dans le cas de

Introductlon Générole
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contrastant  'pour I 'observat ion en microscopie électronique.  Aussi

parallèlement et en fonction de nos résultats LAMMA, les techniques de *

préparation des coupes f ines ont été adaptées afin de minimiser

certains effets de matrice (la conservation des coupes dans un

support polymère induit des effets de matrice qui gênent la détection

des molécules).

pour lever les diff icultés que nous avons rencontrées lors de

I'analyse de I 'amiodarone dans une matrice polymérique ou biologique,

nous avons recherché le moyen d 'augmenter la format ion des pics

caractér is t iques de I 'amiodarone par désorpt ion assistée.  Aussi ,  lu i

avons-nous addit ionné des molécules donneuses de proton ou de cation

alcalin ou des molécules absorbant sélectivement les photons pendant

l ' i r radiat ion laser et  t ransférant  a insi  l 'énergie sous forme d 'énergie

v ibrat ionnel le .  L ' inc lus ion d i recte d 'un composant  qui  a idera i t

I 'amiodarone à désorber et  s ' ioniser,  ou I 'ut i l isat ion d 'une nouvel le

matrice sont évidemment I 'objectif  f ixé.

lntroduction Générole
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INTRODUCTION

L'amiodarone est un médicament qui a été synthétisé par le Centre

de Recherches des laboratoires LABAZ ; ces services avaient axé leurs

préparations et !eurs ciblages pharmacologiques sur des molécules

appartenant à la série des substances benzofuraniques et ainsi retenu :

- des dérivés ayant des effets sur les systèmes capillaire et

veineux (Benzarone, Etabenzarone)

- des dérivés actifs sur le système cardio-vasculaire

(Benziodarone, Amiodarone)

- des dérivés ayant des propriétés hypo-uricémiantes

(Benziodarone, Benzabromarone)

L'amiodarone (L3428) a été sélectionnée parmi une grande série de

dérivés benzofuraniques possédant un effet relâchant sur le muscle

lisse du coeur, prédominant au niveau du système vasculaire.

A . LA MOLECULE ET SES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

[2-buty l -g-(g,5-d i iodo-4-(b-d iéthy lam inoéthoxy))benzoylbenzof  u rane]

est le nom normalisé de cette molécule. Elle a été synthétisée selon le

schéma réactionnel reporté en annexe.

- sa formule brute est : c2sH2el2Noz et son poids moléculaire : 645

- Sa formule déveloPPée :
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Cette molécule possède la part icular i té d 'associer  une part ie

hydrophobe (benzofurane et benzène diiodé) à une partie hydrophyle

(amine tertiaire). Cette caractéristique lui confère des propriétés de

solubi l i té part icul ières (16).

1) Solubilité dans I'eau

L'amiodarone se présente le plus généralement sous forme de

chlorhydrate d 'amiodarone (AH+,cl - ) .  l l  s 'agi t  d 'une poudre blanche

soluble dans l'eau seulement à très forte concentration (de 2 à 5% en

chauffant). La solution obtenue est sursaturée et ne doit sa stabilité

qu'aux propriétés tensioactives intr insèques de la molécule. La di lut ion

à température ambiante d'une solution à so/o ou moins provoque une

opalescence ou une précipitation.

2) Solubilités dans différents solvants organiques

Les l imites de solubil i té de l 'amiodarone sont de 1OO gll dans le

méthanol, le chloroforme, le carbure de méthylène, de 40 gi l  dans

f'éthanol et 10 gl l  dans l ' isopropanol. Sa solubil i té est inférieure à 1o/o

dans I 'acétone, le tétrachlorure de carbone, la dipropylcétone et le

dioxanne.

3) Stabilité en solution organique

Les sotutions sont en général stables en l 'absence de lumière
pendant au moins une semaine. A aooc, en présence de lumière, la

stabil i té de I 'amiodarone est inférieure à 24 heures, tandis que le

chlorhydrate reste stable environ 4g heures.
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B - LE MEDICAMENT

l )  Int roduct ion

Depuis sa commercial isation en 1967 pour le traitement de base

de I ' insuff isance coronaire, I 'amiodarone a fait I 'objet de nombreux

travaux. Par ce fait,  son effet antiarythmique a été remarqué et

reconnu. L'amiodarone est maintenant de plus en plus uti l isée pour le

contrôle des arythmies atriales et ventriculaires, spécialement celles

qui résistent aux agents antiarythmiques classiques (17) ; toutefois, sa

vente est restée longtemps interdite aux Etats-Unis en raison des

effets secondaires parfois observés (voir paragraphe B-3). En effet, des

mani festat ions de pneumonie interst i t ie l le à I 'amiodarone ont  été

relevées (18). Le poumon, de part I ' importance de sa circulation

sanguine, est souvent le révélateur de maladies provoquées par un

traitement médical prolongé (19).

2)Les propriétés pharmacocinétiques

L'étude de la pharmacocinétique d'un médicament consiste à

explorer les différentes étapes qu'il parcourt dans I'organisme :

-  absorpt ion Par I 'organisme

- d ist r ibut ion dans les di f férents organes et  t issus,  dans

le sang

- élimination par les voies urinaires, biliaires, lacrymales.

Tous les résultats exposés dans le paragraphe B, dont la référence

n'est pas explicitement précisée, sont extraits du même ouvrage (20).

La compréhension du métabolisme de I 'amiodarone est un véritable
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casse-tête pour les chercheurs ; en effet, ce médicament est fortement

métabol isé par le fo ie.  A ce jour,  les d i f férentes phases du

métabolisme ne sont pas toutes connues, mais la plupart d'entre elles

ont pu être identifiées sur des animaux et sur l'homme.

a - Les méthodes analytiques uti l isées

Les premières analyses sur les f luides biologiques et les t issus

ont été réalisées dans les années soixante en uti l isant le traceur

radioactif  131; s1 par la suite le traceur 1aC.

Le développement des techniques de Chromatographie Liquide

Haute Pression (HPLC) et la mise au point de procédures d'extraction et

d'analyse des f luides et t issus variés (21) ont permis de déterminer

les concentrations en amiodarone ainsi que celles de ses métabolites.

Ainsi, Storey (22) présente, en 1982, une méthode rapide, reproductible

pour mesurer dans le plasma les concentrations atteintes en

amiodarone et en son principal métabolite, le MonoDesEthylAmiodarone

(MDEA) pendant une thérapie normale.  Af in de caractér iser  la

distribution tissulaire du médicament, le même auteur (23) a développé

une méthode permettant  de t ravai l ler  sur de pet i ts  échant i l lons

tissulaires (20-100 mg) collectés par biopsie ou nécrose. La technique

uti l ise la digestion enzymatique des échanti l lons. Le digestat obtenu

est dilué dans du plasma humain débarrassé de ses ions. Après addition

d'un standard interne, le mélange est extrait par du méthyl ter-butyl

éther. Un aliquot de la phase organique est ensuite analysé par HPLC

avec détection UV à 240 nm.

Plomp (24), quant à lui, propose une technique d'analyse de

I'amiodarone et du MDEA applicable aussi bien aux t issus (100 mg)

qu'au plasma (1 ml). L'échantillon est homogénéisé avec 50 % d'éthanol ;

la déprotéinisation est améliorée avec de I 'acétonitr i le contenant un
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standard interne (Benzothiophène bromé). Le surnageant obtenu après

centrifugation est injecté directement dans le chromatographe.

Ces techniques longues à mettre en oeuvre aident à suivre

I 'amiodarone dans les différents organes afin de savoir comment le

médicament est absorbé, comment i l  s'él imine, à quels endroits i l  se

fixe préférentiel lement et dans quelles quantités.

b - L'absorption

En comparaison avec celle que I 'on observe chez les animaux,

I 'absorption de I 'amiodarone chez I 'homme est plus lente. Le temps

nécessaire pour atteindre une concentration maximum en amiodarone

dans le p lasma var ie de 3 à 10 heures ( temps moyen :5 heures) en

fonction de I ' individu :

Nbre de
c  r r  i o l e

Dose (mg) Temps Max Conc. Max
Movenne P l a o e Movenne P l a o e

4
7
I

12
6
6
7

12
3

200-400
400
800
200
400

1 400-1  800
400
400
400

4 ,5
7 ,3
5 ,2
3 ,3
5 ,1
4 ,9
4 ,8
4 ,7

3-6

3-7
2-6

1  ,5 -8 ,5
3-6 ,2

2 ,7  -6 ,5
3-6
2-10

-
1 ,7
0 ,27
0 ,44
6 ,9
o,37
0 ,54

0,58-3  ,  t  Z
o ,21-O,67
0 ,3  0 -0 ,6 I
3 ,1 -14 ,2

0 ,15-0 ,70
0 ,21- -1 ,13

Tableau r : Absorotion de I'Amiodarone reportée dans la littérature
en foriction de la dose adminisirée (temps en h. et conc.
en mg/l)

c - L'élimination

Pour toutes les espèces étudiées, y compris I'homme, l'élimination

par les voies biliaires et fécales représente environ 65 à 75 o/o du

médicament ingéré, celle par la voie urinaire étant tout à fait mineure.
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L'amiodarone est fortement métabolisée avant son élimination bi l iaire.

Ainsi chez le rat, on a pu constater de façon expérimentale qu'environ

40o/o du carbone-14 contenu dans la dose administrée par voie

intraveineuse est récupéré dans les prélèvements de bi le collectés

pendant 12 heures et que seulement 0,27V" de cette dose est éliminée

sous forme non métabolisée.

Les c inét iques d 'é l iminat ion sont  t rès di f férentes selon les

espèces étudiées. Chez I'homme, une fonction exponentielle en 4 parties

est suggérée :

- L'administration du médicament est caractérisée par une distribution

rapide (temps de demi-vie' :4 à 7 minutes),

- Elle-même suivie de 2 phases intermédiaires ( temps de demi-vie : 3,4 +1

heures et 22,5 + 8,6 heures).

- La phase terminale d'él imination est très lente (temps de demi-vie :

18,0+4,6 jours ou 24.8+11,7 jours selon les auteurs) ;ceci est dû au déstockage

phospholipidique lent de I 'amiodarone f ixée

La première phase d'élimination est très variable d'un individu à

l 'autre ; son importance tend à diminuer progressivement lors d'une

médicalisation plus longue. Cette modif ication n'a pas été observée

chez les animaux en traitement chronique et n'est pas encore expliquée.

L 'un des ef fets secondaires indui t  par le t ra i tement étant

I'apparition de dépôts cornéens, l'élimination par les voies lacrymales

a été étudiée : sur les 25 patients recevant quotidiennement 400 mg

d'amiodarone, la quantité de 3,4 lrg récupérée à la même fréquence est

une fraction négligeable par rapport à la dose ingérée. De même, les

concentrations dans la salive sont de 3 à 30 fois moins importantes que

dans le plasma.
'le temps ,de demi-vie est le temps au bout duquel la concentration en médicament est égale à la

moitié de la concentration maximale.
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d - Le métabolisme

Le métabol isme très comptexe de I 'amiodarone condui t  à

di f férents produi ts de biotransformat ion.  Les premiers métabol i tes

identif iés ont été recherchés dans les larmes humaines. l l  s'agit des

deux composés suivants:

cnHg M  = 5 4 6

M=420

Toutefois une réserve est à formuler car I 'amiodarone est une

molécule photosensible et il n'est pas certain que ces composés soient

réel lement  des métabol i tes in-v ivo mais p lutôt  des molécules

photochimiquement modi f iées.

Le métabolisme de I 'amiodarone est quantitativement différent

selon les espèces, mais dans tous les cas on retrouve 4 grandes voies

de métabolime, outre la glucoroconjugaison (voir page suivante). Le

pr inc ipal  métabol i te  est  le  MonoDésEthylAmiodarone (MDEA)

(mlz=617). Le rapport concentration en médicament sur concentration

en métabolite varie énormément en fonction de I 'espèce et du t issu

étudié.
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O-déalkvlatlon

N-déa lky la t lon

Hydroxylatlon :

PRINCIPAUX METABOLITES
DE L'AMIODARONE

2cH2 NGr)2

M = 5 4 6

2clh NHEt

M = 6 1 7

2cH2 NFt)2 H O

Portle l: Amlodorone
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e - La pharmacocinétique du Plasma

Les premières études sur du sang prélevé sur un rat traité par

I 'amiodarone radioactive montrent que les niveaux de radioactivité

atteignent leur maximum 4 à 6 heures après I 'administration orale

(10mg/kg), correspondant à 0,460 mg d'amiodarone par l i tre. Ensuite

cette radioactivité diminue avec un temps de demi-vie égal à 13

heures,  pour f inalement devenir  nul le après 96 heures.  Une relat ion

linéaire a été établie entre la concentration en amiodarone dans le

plasma et la dose ingérée (ceci pour des doses supérieures à 100

mg/kg). Le MDEA n'est détectable dans le plasma que pour les doses les

plus élevées : [MDEA]=0,30 + 0,14 mgll pour [A]=4,08 + 1,23 mg/l'

Toutes les espèces ont un volume de distr ibution du sang très

important. Aussi les échanges sang/t issu sont très favorisés. Pour

!'homme, après 20 minutes de perfusion de I'amiodarone, environ 93% de

la dose totale a déjà quitté le plasma et est distribuée dans les tissus.

La rapid i té  du processus de d is t r ibut ion impl ique que le

médicament  est  d 'abord f  ixé sur  les organes les mieux

perfusés comme le coeur,  les poumons'  le fo ie et  les re ins '

Les t issus adipeux et  certa ins organes f  a ib lement perf  usés

permettent un stockage de l 'amiodarone du tait de leur forte

aff inité avec tes composés solubles dans les l ipides.

f- La distribution

Les remarques précédentes ont permis de constater que, seule, une

fraction de I'amiodarone est éliminée. Le reste est fixé. Le caractère

hydrophobe très marqué de I 'amiodarone fait qu'elle a une action
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action identique au cholestérol, aux acides gras, aux alcools à longue

chaîne. L'interaction hydrophobe avec les chaînes carbonées des lipides

conduit à un stockage phospholipidique dans les macrophages.

i) étude sur les animaux

A I 'exception des t issus adipeux, l 'amiodarone quitte les organes

dans lesquels el le était f ixée (foie, rein, coeur, cerveau, muscle) avec

un taux de décroissance similaire ou plus rapide que dans le sang. Le

rapport [Amiodarone]1;..,  /  [MDEA]ti.ru est indépendant de la dose

administrée et a une valeur moyenne égale à 1,5 + 0,1.

Après administration intrapéritonale répétée (de 1 à 10 jours) à des doses

affant de 25 à 200 mg/kg, I 'accumulation de l 'amiodarone et du MDEA

chez le rat est dépendante de la dose. Vingt quatre heures après la

dernière dose,  ces deux composés sont  préférent ie l lement d ist r ibués

par ordre décroissant dans les t issus adipeux, le poumon, le foie, le

rein, la glande thyro'rde, le coeur et les muscles.

..i'
I-l

æ.1
J
I

J

l

thyroide

Rein
I

I
t

I
I
I
I
I
I

Foie

ll
ll il n
[ [ [

Sérun

n 
Cerveau

l l  n
i l i l
Ll- Ll +

Figure 1 : Nivea.ux moyens d'amiodarone o et de mono N-déséthyl
amiodarone I observés dans des tissus prélevés sur des rais
(n=9) qprèg administration intrapéritonâle répétée de 50
mg/kg d'amiodarone
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Le rapport [Amiodarone]1;rru/[Amiodarone]r"nn est exceptionnellement

élevé dans le cas des tissus adipeux (1000 à 4000) et plutôt moyen à

haut dans les autres tissus ( 5 à 90), et très faible dans le cerveau (0 à

0,4). On trouve en moyenne 15% de MDEA dans les tissus (en réalité de

1 à 48 % selon les doses et les t issus) par rapport à la quantité

d'amiodarone.

La dist r ibut ion de I 'amiodarone dans le myocarde a été

extrêmement étudiée chez le chien. Le rapport [Amiodarone]1;r., /

[MDEA]tissu est dans ce cas très différent de celui obtenu pour le rat

(4,8 + 0,6).

Sur  d ivers t issus pré levés après décès,  Ies n iveaux de

concentration en amiodarone et en MDEA ont été établis (f igure 2). Le

tra i tement a duré 14 jours à 50 mg/ jour/kg.  Les plus hautes

concentrations sont observées dans les graisses et dans le poumon, les

plus basses dans le cerveau, I'estomac, les petit et grand intestins, les

muscles.

.lraisse

[ .o,,"o'

| | r"t.
l l  \ rolde

| | n"t.

I I f|- clandes surénales
l l  l l  coeur

l l  l l  Re in
l l  l l  n  qs tomac

l l  l l  l l  n  rn tes t in

I I| Li LL n n I t È D u Ë'"ir".'"

MDEA est  toujours d i lué

médicament. Toutefois le

et en concentration

taux "médicament sur

Figure 2 : Niveaux d'amiodarone 0 et de mono-N-déséthylamiodarone I
t rouvéJ Oâns des t issus prélevés sur uh chien t ra i té
oralement pendant 14 jours 'à la dose journal ière de 50
mg/kg d'amiodarone.

Le métabolite

inférieure à celle du
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métabolite" est du même ordre de grandeur dans

plasma (11,6 et 9,4 respectivement). Ce rapport

dans les autres tissus (2,0 + 0,9).

les

est

graisses et dans le

beaucoup plus bas

Plomp (241 a observé des taux de concentrations en amiodarone

plus hauts que ceux du métabolite MDEA dans les t issus adipeux. l l

explique ceci par une solubil i té du composé parent plus grande chez

I'homme. Cette différence dans le caractère l ipophile serait une

conséquence de la différence des polarités des chaînes secondaires

pour ces deux composés.

ii) étude sur l'homme

Le tableau II permet de faire une comparaison inter-espèces. Les

rapports [Amiodarone]/[MDEA] dans le plasma sont du même ordre de

grandeur chez I 'homme et  chez le  ch ien.  Chez t 'homme, les

concentrations en MDEA sont plus élevées que celles en amiodarone

dans les tissus du myocarde. Toutefois, ce métabolite apparaissant très

lentement, ceci peut simplement reflèter le fait qu'un traitement dure

environ un mois chez I'animal et plusieurs chez I'homme.

ESPECES Conc. Myocarde/Conc. Plasma
(ko/ll

Conc. Amiodarone/Conc. Métabolite

Amlodarone N-désé th  y l -
amlodarone

dans plasma dans myocarde

RAT
æBAYE
LAPIN
CHIEN
HUMAIN

7,4  + l -  1 ,7
1  3 , 9
5 , 7

4 ' l  + l  - 2 6
3 5

50

1 1 6

+l-
?

7 , 4
+l-

9 1

26

68

6,8 +l-  4,4
?
3

0,8 +l-  O,4
0 . 7 6

1 , 7 +l-
?

2 , 2
+l-

0 . 2 9

0 , 8

1 , 1 0 , 8

Tableau II : Comparaison inter-espèces
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3) Les effets secondaires

Estrada (25) note que, administrée aux doses requises pour contrer

des arythmies mortel les, I 'amiodarone produit des effets secondaires

dans 80 o/o des cas.

Malgré tout ,  de nombreuses études c l in iques ont  montré que

I'amiodarone provoque des effets secondaires faibles si les doses

prescrites sont maintenues en dessous de 600 mg quotidiens.

Lors de la pr ise d 'amiodarone par voie orale,  les ef fets

secondaires les plus importants, nécessitant I 'arrêt ou la diminution du

tra i tement,  sont  des disfonct ionnements thyroïdiens,  neurologiques,

des problèmes hépat iques,  pulmonaires ou une photosensib i l i té

importante.  D'autres ef fets comme la photosensib i l i té légère,  la

bradycardie, I 'apparit ion de micro-dépôts occulaires, des dérèglements

gastro- intest inaux peuvent nécessi ter  un changement dans le

traitement en cours. Tous ces effets indésirés sont, malgré tout,

réversibles à I 'arrêt du traitement.

a - Les effets cutanés

- L' incidence de la photosensibi l i té est très variable d'un individu à

I'autre. ll s'agit d'un effet phototoxique et non photoallergique pour les

fongueurs d'onde allant de g2O à ptus de 400 nm. La fréquence

d'apparit ion de ce phénomène sur la total i té des sujets étudiés est

d'environ 5 %.

- La décoloration de la peau peut apparaître après un traitement

prolongé (supérieur à 2 ans) et seulement si les doses cumulées

excèdent 140 g. Ce phénomène dépend donc de I 'accumulation de

l,amiodarone et de la durée du traitement. La fréquence d'apparition est

donnée à 1 % dans les études cl iniques. l l  a été montré que les
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concentrations en amiodarone et en MDEA sont supérieures dans

zones cutanées affectées par rapport aux zones intactes (26).

b - La toricité pulmonaire

L'apparition d'une toxicité pulmonaire due à I'amiodarone ne peut

être prédi te s implement en considérant  le dosage cumulat i f  de

I'amiodarone ou la durée du traitement. On a constaté, à postériori, que

la concentration en amiodarone dans le poumon d'un patient présentant

une toxicité pulmonaire est considérablement plus élevée que cetle

trouvée chez un patient non affecté. En général, la toxicité pulmonaire

est  p lus f  réquente pendant I 'administrat ion de plus for tes doses

maintenues un certain temps (G00 à g0o mg/jour). L'auteur (26)

suggère que les accumulations dans le poumon s'effectuent chez des
patients prédisposés au développement d'une toxicité putmonaire.

c - La toxicité hépatique

La cirrhose du foie est une complication rare dans le traitement

I'amiodarone. Shepherd rapporte l'étude de deux cas (27).

d - Les dépôts cornéens

Bjerregaard (28) a observé les dépôts subépithéliaux gris bruns
apparus chez certains patients. L'extension et la densité des dépôts

sont suivies tandis que les larmes et le sérum sont simultanément

analysés. Aucune corrélation n'a été mise en évidence entre les

changements cornéens et les concentrations en amiodarone déterminées

au même instant .  Par contre,  I 'auteur t rouve des re lat ions

significatives entre les changements cornéens et, d'une part la durée de
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la dose totale administrée.

e - Fréquences d'apparit ion des effets secondaires

Les f igures 3 et 4 présentent tes fréquences d'apparit ion des

effets indésirésen fonct ion de la dose journal ière et  de la dose

cumulée
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4) Toxicité

a - Toxicité aigûe

- L'injection d'amiodarone à des doses d'environ 1s0 mg/kg par voie

intraveineuse entraine la mort des rats, des souris et des chiens.
- Par voie intrapéritonale, la dose léthale est de 600 à g50 mg/kg pour

les rats et de 450 mg/kg pour les souris.
- Par voie orale, el le est supérieure à 9000 mg/kg pour tous les

animaux étudiés.

b -  Toxic i té chronique

La toxicité chronique de t 'amiodarone, administrée dans la moelle

osseuse, a été étudiée sur une période de 12 mois chez le rat et de 2

mois chez le chien. On constate ni mortal i té, -ni déficit pondéral, ni

modification des constantes biologiques.

C. CONCLUSIONS

L'amiodarone est une molécule organique bien connue des médecins

pour ses propriétés médicales, mais également parce qu'el le a été

énormément étudiée comme molécule modèle lors des études de

pharmacocinétique, de pharmacologie, de toxicité. Du fait de sa fixation

phospholipidique et de la présence d'atomes d' iode dans la molécule,

I 'amiodarone est une molécule idéale pour étudier la faisabil i té d'une

localisation in-situ de principes actifs dans des coupes histologiques

par spectrométrie de masse à impact laser.
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Gette partie a pour but de présenter les deux appareils équipant

notre laboratoire et sur lesquels nos expérimentations de spectrométrie

de masse par impact laser ont été principalement réalisées.

Dans un premier  temps,  la  microsonde LAMMA (Laser  Microprobe

M ass A nalyzer)  est  décr i te .  Ses per formances et  ses l imi tes sont

précisées, ainsi que ses domaines d'appl icat ion.

La microsonde FTMS (Four ier  Transform Mass Spectrometer)  est

ensuite présentée. Le principe de la résonnance cyclotronique des ions est

rappelé. Les nombreux paramètres gouvernant les analyses sont définis' De

la même f  açon,  notre intérêt  s 'est  porté sur les avantages et  les

inconvénients de cette technique.
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Chapitre I

LA TECHNIOUE LAMMA 5OO

A . GENERALITES

Actuellement sur le marché, il existe trois types de microsondes à

ionisat ion laser comprenant les deux analyseurs LAMMA (LAser

M icroprobe M ass A nalyzer)  commercia l isés par  la  société

Leybold-Heraeus dès 1978 ainsi  que le LIMA (Laser lonisat ion Mass

Analysis) commercial isé par Kratos Analytical pour Cambridge Mass

Spectrometry Limited :

LAMMA 5OO

LAMMA l OOO

LIMA

Anatyse en transmission de microparticules, de lames

minces, de coupes histologiques (29, 30).

Analyse en réflexion d'échantillons massifs (31).

Microsonde polyvalente - réflexion et transmission - avec

une optique de focalisation et de visualisation différente

comportant  en opt ion la post- ionisat ion.  Microsonde

concurrente (32), pour laquelle i l  existe actuellement peu

d'applications publiées dans la l i t térature scientif ique.

De nombreuses publications dans des domaines aussi variés que la

chimie générale,  la chimie organique,  la minéralogie,  la géologie,  la

cr iminalogie,  la  tox ico logie,  la  méta l lurg ie,  lâ  recherche

environnementale...sont les témoins d'un élargissement du champ d'action

de ces microsondes à impact laser (33-40).

Porlle ll. Lo techrJque Lommo
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B . INSTRUMENTATION

La microsonde LAMMA 500 est un spectromètre de masse à temps de

vol (TOF-MS) couplé à un laser à colorant. Cet appareil  peut se

décomposer en cinq parties distinctes que l'on retrouve sur le diagramme

figure 5 :
* les lasers ionisant et pilote
' la chambre d'échantillonnage
* le microscope optique de visualisation de l'échantillon
* le spectromètre à temps de vol (Time-OÊFlight)
* le détecteur et le système d'acquisition des données.

Le temps total d'acquisition d'un spectre est inférieur à 100 ps.

Figure 5 : Diagramme schématique de la microsonde LAMMA 500
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1) La chanbre d'échantillonnage

Elle est séparée du spectromètre de masse par une vanne

pendulaire asservie à la pression régnant dans la chambre. Ce système

permet le changement très rapide des échantillons. La configuration e n

t ransmiss ion du LAMMA 500 indui t  une l imi tat ion au n iveau de

t'épaisseur de l 'échantit lon : el le doit être nécessairement inférieure ou

égate à 5 pm. En effet, la perforation par le rayon laser est en principe

obl igatoi re pour que les ions formés soient  extra i ts  et  analysés.

L 'échant i l lon est  déposé sur une gr i l le  ut i l isée c lassiquement en

microscopie électronique. Celle-ci est ensuite placée sous un opercule

de quartz ; ce dernier sert en même temps de fenêtre optique et de

joint d'étanchéité lors de la mise sous vide (figure 6).

L'échatll lon placé sr @c grll l . dc l lcl€copc

êlectrcnique €t ftxé cn facc dc t.orif lcc au

ccntac dc la plattne.

'v
O-ring

Un Jolnt O-ring essure l,étæhéité €otæ la

fen€trc "ct la platinc.

tâ fGnêtaê €t Elnt ilr€ en pcltton à. l.ttde

de dcu cla;Ets.

Fiqure 6 : Fixation de l'échantillon sur le
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2) Le microscope optique

Un microscope optique d'observation, à immersion, muni de trois

objectifs différents (X10-X32-X100), permet d'adapter la vision de

l'échantillon à sa nature. Le point d'impact (diamètre de 1 à 5 pm) du

faisceau laser est concrétisé par le point rouge d'un laser pi lote

Hélium-Néon de faible puissance colinéairement al igné sur le laser de

puissance. Ce laser Hélium-Néon permet également de visualiser le

degré de focal isat ion du laser ionisant .  Celui -c i  est  d i r igé sur

l 'échanti l lon à travers un système optique intermédiaire comprenant

essentietlement une lenti l le achromatique et un trou circulaire ("pin

hole")  d 'un diamètre de 70 l rm. L 'endroi t  exact  d 'analyse sur

l 'échanti l lon est choisi en agissant sur des vis micrométriques selon

des axes X et Y. Pour passer de I 'observation à I 'analyse, le

condensateur de lumière est remplacé par la lentille extractrice par un

asservissement électropneumatique.

3) Le laser de puissance

Le laser de puissance est un laser accordable en fréquence (a1). ll

délivre une impulsion de 10 nanosecondes, qui induit la formation d'un

microplasma par é lévat ion brutale de la température (p lusieurs

milliers de degrés). Ce microplasma contient des fragments neutres,

des ions atomiques et moléculaires représentatifs de !'échantillon.

L'harmonique 532 nm du taser Nd-Yag pompe le laser à colorant. Le

coforant (Rhodamine 590 (Excitron)/ lase alors entre 565 nm et 604 nm.

Le doublage et/ou le mixage de ce faisceau laser résultant avec le

laser Nd-YAG permet d'accéder à une gamme étendue de longueurs

Portle ll. Lo technlque Lommo
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d'onde. Le tableau III rassemble

Les courbes,  Présentées sur

d'accéder à d'autres gammes de

colorant .

ces diverses Possibilités.

f  a f igure '7,  i l lustrent  la possib i l i té

longueurs d'onde par changement du

Longueur d'onde
l i sée ( '

Laser à colorant
Rhodamine 590

223,2-235 nm
lnfra-Rouge
1064 nm282,5-302 nm

Tableau III : Lonsueurs d'onde acc-e-s-sibtes Oï 
t""o.'"?'îfl0?t[b.laser 

à
coloÏant (Rhodamine 590) avec u
(') la Rhodamine émet avec une énergie maximale à 573 nm

t& r.@ Ëæ '@

a'
ï
g

g

g(,
z

fÈ

Courbes d'émission des différents colorants uti l isés pour
Ë-iàs;s-(+âi:- Lôs vateurs typiques. de .Porlpage (par un
laser à argbn'ionisé) nécessaires sont Indlquees.

le mixage de deux faisceaux de longueurs d'onde Il et 12 donne naissance à

un faisceau de longueur d'onde lmixé :

1/  l , ,n;16 = 1l  L1 + 1l  L2

Fis!.rej:

Be$ar$le:

2 wrtt3 $t l'ffiblc d6 ni6

:it"g#"t 1..,-.n^.r\l')

i wirs tut t'omuh d6 ni6

LONCUEUR D'ONDE... Aî.sroN
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4) Le spectromètre à temps- de vol

Le principe du spectromètre à temps de vol (Time-of-Flight) est

illustré par la figure g. Les ions générés lors de I'irradiation laser sont

extraits par la lentille extractrice et transférés dans le tube. lls sont

accélérés grâce à la différence de potentiel entre le porte-échantillon

(terre) et l'électrode d'accélération (+ 3 kV). Le signe de ces potentiels

détermine l'extraction des ions positifs ou négatifs.

Détecteur Tube (longueur L) Détecteur

d ' i o n s

zw'r\"-,
l s t

Signal

o l
o l
. l

a o .
->-

Uror

a a
-+

Tcus les iqs scrrt

ffi o€ndilÉ Ie plJse

f.:çæsicn des isrs

avec différ,errtæs vi

;sr icns æriverrt les

urs ænè les arbres

Fiqure I : Principe d'un spectromètre de masse à temps de vol.

un flux d'ions est accéléré et projeté dans le tube jusqu'au détecteur. Le
temps de volde chaque ion est une fonction de sa masse. Le spectre de masse
est obtenu en reliant les courants du détecteur en fonction du temps.
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Lenti l les ioniquesOV(terre)

Figure 9: Diagramme schématique de la source ionique et de la
géométrie des lenti l les ioniques de la microsônde LAMMA
500 montrant le parcours des ions.
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Pour ajuster

parallèles à l 'axe

inférieur aux deux

les trajectoires des ions et produire un courant d'ions

du spectromètre, un potentiel intermédiaire (Ur"nt)

autres est aPPliqué (figure 10).

Figure 10 : Parcours des ions dans la chambre d'échanti l lonnage
sané et b) avec le système optique ionique'

Le pr incipe du spectromètre à temps de vol  est  basé sur

f'accélération d'un ion (de masse m et de charg e ze dans un fort champ

électr ique (Vncc,  c lassiquement 3 kV)) .  Comme l 'énergie c inét ique

impartie est constante, la vitesse v d'une espèce individuelle dépend du

ration mlz :

ze.  Voaa =1hmv2

Les ions parcourent la distance totale L du tube pendant le temps t à

leur vitesse init iale ProPre.

Q .Vlcc =1l2mv2 -  1 tzmL2I2

a)

VICC : Potentiel d'accélération

v= kT (v : sa vitesse et T : son temPs de yol)
q =Z.e ( z : charge de l ' ion et € = 1,6.10'rvc )
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Le temps de vol  de l ' ion est  d i rectement proport ionnel  à la

racine carrée du rapport mlz (et donc de sa masse dans le cas

d'un ion monochargé).

t=k.

Le réflecteur permet de compenser

pour des ions de même masse (figure

Géaticn rt^s icns
p p:lse
fasen

-3000 v

les différences d'énergies cinétiques

1 1) .
-  -  -  - - - i

I

hergie Cirrétiçe :
<oo>o:

\ i eU:e rÉrrecbice
i  + l3O

\ ' A,rræa-o< pæa[èIes po-r
I rL!:Éfq:nité d.l chùrl

Figure 11 : Représentation schématique de l 'effet du réflecteur d,ions
utilisé dans la microsonde LAMMA 500.

5) Le détecteur

Le détecteur placé en f in de parcours est un mult ipl icateur

d 'é lectrons à 17 dynodes en al l iage Cuivre-Béryl l ium. Le potent ie l

appliqué au cotlecteur d'ions (+ 6 kV ) assure la réduction des effets de

discrimination de masse lors de la conversion ion-électron. Chaque

rafale d'ions de même masse déclenche un signal électrique. Un gain de

106 est obtenu. L'enregistreur transitoire rapide (Transient Recorder

[TR] de marque Biomaton de tai l le mémoire 2K) échanti l lonne ators le

spectre de masse à une fréquence au maximum de 100 MHz (soit, au

Portie ll. Lo techrilque Lommo
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mieux, un point toutes les 1O nanosecondes). l l  le numérise en unité

égale à Ulàn (U étant ta tension d'entrée et n le nombre de bits). A

présent,  la microsonde LAMMA est  inter facée avec un autre

enregistreur transitoire rapide plus performant : I 'osci l loscope digital

NICOLET 4994 C (200 MHz, mémoire 16K).

Les spectres sont constitués de I 'enregistrement temporel des

différents temps de vol des ions. Les données sont acquises sous forme

d'un diagramme en bâtons : représentation discontinue d'une fonction

discontinue. Le spectre est visualisé sur l 'écran de I 'oscil loscope et

peut être directement sort i  sur papier. L'oscil loscope NICOLET est

lu i -même inter facé avec un ordinateur Maclntosh.  Des logic ie ls

permettent de traiter ainsi les données brutes : inversion, l inéarisation

et calibration des spectres de masses, sortie papier.

C . PERFORMANCES ET LIMITES DU LAMMA

l) Plage de masse

En principe, avec un spectromètre de masse à temps de vol, la

plage de masse n'est pas l imitée : le tube permet la transmission de

tous les ions indépendamment de leurs masses. Effectivement, Seydel

et Lindner ont pu détecter des masses à 2000 uma (12). Toutefois, de

tels pics à des masses adjacentes ne peuvent être séparés. En

conséquence, la plage de masse est en pratique l imitée par la

':résolution de masse et/ou les caractéristiques du transient recorder

(TR). Le réflecteur améliore les résultats par rapport aux TOF linéaires,

mais tes ions de masse moléculaire élevée n'arrivent pas avec assez

d'énergie jusqu'au détecteur. Hil lenkamp et son équipe ont trouvé une

Porfle ll, Lo technlque Lomrno
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parade en appliquant au détecteur des potentiels de 20 kV (43). lls ont

pu ainsi obtenir les ions M+, 2M+, 3M+,... de molécules organiques de

très hauts poids moléculaires.

Le zéro de l'échelle des masses correspond à I'instant to où est

déclenchée I ' impulsion laser. Après amplif ication, le signal électrique

délivré par le détecteur est converti  en signal analogique-digital

(a.d.c.). La plage dynamique est de I bits. Les signaux digitaux sont

stockés par I'analyseur multicanal rapide (2048 canaux). Avec le temps

d'échant i l lonnage de 10 nanosecondes,  le temps de vol  maximum

enregistré est d'environ 20 microsecondes, ce qui correspond à une

plage de masse de 0 à 24 uma. La plage de masse peut être étendue en

uti l isant des temps d'échanti l lonnage plus grands (un point noté toutes

les 20 ou 50 nanosecondes) ou en introduisant un retard entre le

moment où est déclenché le laser et le moment x où I 'on commence à

enregistrer les signaux arrivant sur le détecteur (tableau IV). Dans ce

dernier cas, seuls les signaux des ions correspondant à la plage

intéressante sont enregistrés :

temps total = retard + temps de vol de I'ion

t rot . t  =t rerard +k.  (ml  7) . t rz

t ro," ,  =Ct  +CrtG

GAANME& MASSES TEMPS D'ECHANTILLONNAGE (ns)
RETARD (us) 10 20 50

0
2
4
6

0-24
22-95

95 - 220
220 - 380

0  -  100
100 -  400
400 -  1000
900 -  1600

0-600
600 - 2300
2300 - 5400
5400 - 9600

Tableau IV : Gammes de masses (uma) accessibles sur la microsonde
LAMMA avec le t rànsiênt  recorder BIOMATON en
fonction du retard et du temps d'échanti l lonnage (dans
les condit ions standard d'uti l i 'sation).
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La calibration des spectres de masse reste un souci permanent. ll

faut déterminer les valeurs des constantes Ct et C, de façon certaine

car la moindre erreur provoque des décalages très importants.

2) La Résolution de Masse

Elle est définie, en spectrométrie de masse, par le rapport de

I'intervalle de temps Ât entre deux masses adjacentes sur la largeur du

signal  ât  :
F ^ t- : -at-

On sait que :

donc :

o,=(fr)o'
,=r.Æ

Â'|=+tt)t#)
Pour la largeur du pic ât, deux paramètres sont à considérer :

- la largeur de bande limite du système de détection

- la plage des énergies cinétiques initiales

ainsi ôt = ( Ca2 + dEo 2l,112

avec C4: largeur minimum de pic donnée par le système de détection

dEo : élargissement du pic du fait de l'énergie initiale

La résolution de t 'appareil  dépend de l 'énergie init iale des ions

formés. Grâce au réflecteur d'ions, qui permet de s'affranchir de la

distr ibution énergétique des ions (au premier ordre), les résolutions
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sont comprises entre 600 et 800. Les isotopes stables de tous les

éléments du tableau pér iodique peuvent être séparés.  L 'énergie

cinétique init iale Eo est compensée par le réflecteur I dEo=O, aussi

peut-on écrire l'égalité suivante : ôt = Ca

R=1!= k- t
at zfr cet*)

Remarque : Des masses supérieures à 10 000 amu ont été atteintes

avec une résolution égate à 10 O0O à ta masse 106 sur le spectromètre

de masse TOF-1 fabriqué par la société Brûcker. l l  est équipé d'un

nouveau réflecteur permettant d'améliorer de façon considérable les

performances des temps-de-vol (44,45). Ces résultats sont extrêment

encourageants pour I'avenir des spectromètres de masse à temps de vol

car ils supprimeront une des limitations principales des TOF.

3) Limites de I'enregistreur transitoire rapide BIOMATON

Les expér iences rapportées dans ce mémoire ont  été

essentiel lement effectuées sur la microsonde LAMMA 500 équipée de

I 'enregistreur t ransi to i re BIoMAToN qui  of f re beaucoup moins de

possibi l i tés que le nouvel appareil  NICOLET 4994 C. Les l imites du

BIOMATON, avec lesquelles nous avons travaillé, sont données dans ce

paragraphe.

" La fréquence d'échantillonnage du signal est de 100 MHz. En supposant

qu'un pic soit bien défini par 10 points, cela impose une largeur de pic

au moins égale à 100 ns. Cette condit ion peut être respectée sans

problème pour les basses masses, alors qu'en hautes masses, l'échelle
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des temps étant en racine carrée de la masse, les ions arrivent sur le

détecteur avec des intervalles de temps beaucoup trop courts pour

pouvoir être séparés.

* La tai l le mémoire (2K) permet de couvrir seulement une partie du

spectre total. Ge dernier peut être recomposé en recollant les spectres

fractionnés, obtenus à chaque fois avec un nouvel impact laser...

Le temps de vol d'un ion est :

Aussi, quelle que soit la manière d'obtenir le spectre (sur papier ou sur

ordinateur), l 'exploitation des spectres passe nécessairement par la

calibration du spectre. Sur spectre "brutn édité sur papier, la lecture

des masses se fait grâce à une règle, fabriquée au laboratoire, graduée

en racine carrée de la masse. Cette règle n'est utilisable que pour les

valeurs standard des potentiels. Si I'un des potentiels d'extraction des

ions est modif ié par rapport à ces normes, i l  est nécessaire de

recalculer les constantes...Le logiciel uti l isé sur I 'ordinateur Maclntosh

fait ces calculs avec deux masses de référence précisées par

l 'ut i l isateur. Ces calculs sont détai l lés en annexe.
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D - CONCLUSIONS

Les différents avantages et inconvénients de cette technique peuvent

être résumés ainsi :

- Les analyses sont extrêmement rapides ; le changement d'échantillons

est très facile.

- L'analyse en ions positifs ou négatifs se fait par simple inversion des

signes des potentiels appliqués. La grande qualité de cet appareil est de

posséder une excellente résolution spectrale en basses masses : les

isotopes de tous les éléments stabtes du tableau périodique peuvent

être séparés. Sa résolution spatiale est également un atout (1 à s

pm). Sa configuration en transmission est idéale pour l 'analyse des

coupes histologiques.

Les principaux ,inconvénients sont que le spectromètre de masse LAMMA

500 est un appareil d'analyse destructive et que les très hautes masses

ne sont pas accessibles sur l'appareil non modifié.
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Chapitre II

LA TECHNIOUE F'T.ICR.MS

A . GENERALITES

Les premiers apparei ls  basés sur le pr incipe de la Résonance

Cyclotronique des lons ( lon Cyctotronique Resonance ICR) ont  été

lancés dès 1965. tls sont longtemps restés au stade du laboratoire (46)

et ont pris énormément d'essor avec I 'ut i l isation de la transformée de

f  our ier .

Le marché de la spectrométrie de masse à transformée de fourier

est couvert par les sociétés Extrel (ex-Nicolet S.M.) et Bruker.

- Bruker commerciatise le spectromètre de masse à transformée de

fourier CMS 47X qui combine I 'analyse des données par transformée de

four ier  à I 'u t i l isat ion d 'un élément supraconducteur.  Les ions sont

générés à I'extérieur de la cellule de détection.

- Nicolet a dévetoppé une gamme de spectromètres de masse : FTMS

1OO0 et  2OOO qui  a l l ient  les techniques modernes de résonance

cyclotronique des ions au traitement des données par transformée de

fourier. l l  existe à l 'heure actuelle deux FTMS 2000 en Europe. En

France, notre laboratoire messin de spectrométrie de masse et chimie

laser est doté de I'un de ces spectromètres de masse plus correctement

nommés 'à résonance cyclotronique des ions et à transformée de

fourier" (FT-!CR-MS). En Grande-Bretagne, la société Brit ish Petroleum

possède également  un apparei l .  Aux Etats-Unis,  i l  en ex is te

actuellement une vingtaine.
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Les développements technologiques de plus en plus performants

dans les d i f férents domaines concernés comme les a imants

supraconducteurs, la microélectronique, l ' informatique et I 'ultravide

rendent ces spectromètres tout à fait compétit i fs vis à vis des

spectromètres dits conventionnels.

B - LE PRINCIPE DE LA RESONANCE CYCLOTRONIQUE DES IONS

La spectrométrie de masse par résonnance cyclotronique des ions

(lCR) uti l ise la propriété suivante : un ion placé dans un champ

magnétique uniforme adopte une trajectoire hélicoïdale. La projection

de ce mouvement dans un plan perpendiculaire aux lignes du champ B

est un mouvement circulaire uniforme. Si aucune énergie n'est acquise

ou perdue par cet ion, la force exercée sur lui par le champ magnétique

est compensée par la force centrifuge de son mouvement (47\ :

mv2lr = Bev
avec m : masse (en Kg)

e: charge de l'ion (en C)
v : vitesse ( en m/s)
B : valeur du champ magnétique (en T)
r: rayon de I'orbite de I'ion (en m)

On obtient les relations suivantes :

Wc=V/ f=eB/m

F =wc l  2n

masse m

En pratique, la masse (en uma) d'un ion donné chargé une fois est

inversement proportionnelle à sa fréquence cyclotronique :

ff i  = 1,5357.107.E
F

wc : vltesse angulaire en radls

F : fréquence naturelle cyclotronique (en Hertz) de I'ion de
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La technique de spect roscopie à résonance cyc lo t ron ique

ionique (ICR) a pour objet la générat ion des ions dans des

condi t ions de champ magnét ique homogène e t  la

déterminat ion du spect re  de masse sous la  forme de spect re

de f réouences cYclot ron iques.

C . LA MICROSONDE FTMS 2OOO

l )  Pr incipe

Les ions créés sont exposés au champ magnétique intense du

solénoide supraconducteur  et  p iégés dans la  ce l lu le conçue

spécialement et placée dans des conditions de vide très poussé. lls sont

détectés ensuite en appliquant un balayage de fréqùences qui induit un

mouvement cyclotronique cohérent.

L 'apparei l  de I 'Univers i té de Metz a subi  de nombreuses

transformations dans le cadre d'un contrat ANVAR donnant lieu au dépôt

de brevets f  rançais (48) ,  qui  permet tent  de t ravai l ler  so i t

classiquement en impact électronique, soit en microsonde à impact

laser. Une description de I 'appareil  plus détai l lée a été publiée (49)'

Dans la suite du texte, nous nous intéresserons particul ièrement à

t,analyse des solides par impact laser et donc au FTMS en configuration

microsonde. Les opt iques qui  conduisent  le fa isceau laser sont

calculées pour obtenir la focalisation sur la cible. Le diamètre du spot

laser est d'environ 20 pm. L' irradiance peut alors atteindre environ

1 O l  oW lcm2. Le système de v isual isat ion ut i l ise une opt ique de

cassegrain inversée qui permet d'atteindre un grossissement de 60 à

240 fois. La surface complète de l'échantillon peut être analysée grâce

à un micromaniPulateur.
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Le schéma général

Les différents éléments

paragraphe.

40

de la microsonde FTMS est

de I 'appareil  sont détai l lés

présenté f igure 12.

dans la suite du

2- Endoscope construit avec un guide de lumière (illurnination 45o)
3- l{anipulateur x, y, z (déplacements fins obtenus par expansion

et contraction de lanes de matérlau à mémoire chauffées et
refro id ies par des cel lu les de pel t ier

4- l4écanisme de blocage
5- l , lanipulateur x,  y ,  z  externe (déplacenents grossier .s)
6- Lentille de focalisation du laser
7- Poussoir  à a juter  en fonct lon de la longueur d 'onde (déplace 6)
c- chanbrc d'échanLilron (ponpée par une pàarpe turbomorécuialre et

isolée du spectromètre par une porLe nanuel le
L- Guide de lumière
S- Porte-échant i l lon
T- Îélescope
d- Faisceau laser no I  :  d istance d,expanslon

d'-  Feisceau laser no 2 :  d istance d 'expanslon L a s e r  l 3 g s ç
n ' |  n '2

Figure 12 : schéma descriptif de la microsonde FTMS 2000

a - Le champ magnétique

La double cellule "source-analyse", située dans la chambre sous
vide ( tO-e-10-9 torrs) ,  est  ptacée entre tes deux pôles d 'un aimant
supraconducteur.  Celui -c i ,  maintenu à 4 Kelv ins par deux enceintes
cryogéniques contenant la première de I 'hétium l iquide, la seconde de
I'azote l iquide, permet d'obtenir un champ magnétique uniforme de 3,1g
tes las.
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Â z o t c  l i q u i d c

l l c l i u r  l i q u i d e

Elc rcn t  :uDraconductcur

Figure 13 : Elément supraconducteur du FTMS

b - La cellule

La cellule est constituée en réalité de deux parties : une cellule

source et une cellule analyse. Elles sont séparées par une plaque de

"conductance l imi te"  spécia le,  permet tant  de mainteni r  un v ide

différentiel entre celles-ci et le passage des faisceaux optiques (laser

et visualisation de l 'échanti l lon). Ces deux régions indépendantes ont

chacune leur propre système de pompage. La pression côté source est

obligatoirement Plus élevée.

REGION AIIALYSEUR
(ro'%o{ronn)

CHAMPS MAGNETIQITE

Fioure 14 : Schéma de principe de la cellule du FTMS
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La cellule est en réali té un parallépipède rectangle délimité par trois

paires de plaques isolées électriquement les unes des autres et

montées ensemble (f igure 15).

Chaque paire a une fonction particulière :
- piègeage des ions, par application d'un potentiel
- excitation des ions par transmission d'une radiofréquence
- réception des courants images.

pl  aques xIRAl lSl l ISSI0l l ' l

Gr i l le  € lec t ron ique

o^v-,fu
/ " .

e-z' -/
( '  FILAMENT p laques TTPIEGESTI

Charps ragn6t ique

Fioure 15 : Schéma descriptif de la cellule du FTMS

c -  Séquence expér imenta le

Les évènements suivants surv iennent pendant la séquence

expérimentale (voir f igure 16) :

Dans un premier temps, la .cellule est purgée de tous tes ions

résiduels qu'el le pourrait contenir en appliquant un potentiel. Ensuite,

les ions sont  formés par i ' i r radiat ion laser dans la cel lu le source

(BEAM).
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pendant cet évènement, la conductance limite est soit maintenue à

la même valeur que te potentiel de piégeage (V trap) afin de confiner les

ions du côté source de la cellule , soit au contraire mise à la masse

pour que les ions soient transférés immédiatement du côté analyse.

Une période d'attente variable (DLg) suit pendant laquelle les

réactions ion-motécule peuvent survenir. En même temps, des balayages

de fréquence particul iers permettent d'éjecter des ions majoritaires

gênants afin d'augmenter les signaux d'ions minoritaires (EJT1 et 2).

Les ions sont excités par le balayage de fréquence (TTX) puis

détectés (TRX),  ampl i f  iés,  d ig i ta l isés.  Pour f in i r ,  i ls  subissent  la

transformée de fourier pour produire le spectre de masse.

SESUENCE EXPERIMENTALE DE LA MICROSONDE FTMS

Gtc
Ellmlnotlon des

SUENCH lons réslduets
Formotlon des
lons

DELAY Tronsfert

EJectlon I et2
des lons

Excltotlon des
lons

Détectlon des
lons

Acquisltion du
slgnol

; D L ;

Figure 16 : Séquence exPérimentale

Les principales étapes de la séquence d'analyse sont expliquées

dans la suite du paragraPhe.
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i) Création des ions

Les ions sont créés dans la région source lors de l ' interaction

laser-matière. Par un choix judicieux de la valeur de la conductance

limite, les ions peuvent être confinés dans la région source ou passer

dans la région analyse.

ii) Piégeage des ions

Pour éviter la fuite des particules chargées le long des lignes de champ

magnétique, un potentiel (Vtrappins [Vr't = Vpièse) est appliqué aux deux

plaques perpendiculaires au champ. La particule, ainsi piégée dans un

puits de potentiel, adopte un mouvement de va et vient. Ce type de

piégeage permet la conservat ion des ions pendant les quelques

fract ions de secondes nécessaires à l 'é tabl issement des équi l ibres

thermiques ou chimiques entre les ions et les molécules.

IONS POSITIFS IONS NECÂTIFS

V C i è g . r = - l V O l t

Figure 17 : Principe du piègeage des ions dans la cellule

iîi) Excitation et détection des ions

En lCR, le phénomène d'absorption d'énergie par les ions est à la base

de la détection et des expériences de double résonance. L'absorption

d'énergie cinétique se fait sur le mouvement cyclotronique en excÏtant

l'espèce ionique par une source extérieure.
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En ICR convent ionnel ,  la détect ion

travaillant à fréquence fixe wd et en

par les ions lorsque la fréquence cyclotronique de ces derniers w" est

égale à wo. La mesure d'un spectre de masse nécessite donc le balayage

du champ magnétique afin que chaque espèce ionique entre à tour de

rôle en résonance avec I 'oscil lateur de détection. Pour des raisons

pratiques (bruits électriques), les zones de formation et de détection

des ions sont séparées spatialement : te transit d'une zone à I 'autre est

assuré par l 'établissement d'un champ électrique perpendiculaire à B

qui confère aux ions un mouvement cycloidal.

En FT M S ,  une seule cel lu le est  ut i l isée.  La séparat ion entre les

opérat ions d ' ion isat ion,  d 'exc i ta t ion et  de détect ion est  fa i te

temporel lement .  L 'absorpt ion d 'énergie a l ieu durant  la  pér iode

d'excitation. L'analyse des ions du mélange gazeux dans la cellule est

obtenue en appl iquant un champ al ternat i f  de radiof  réquences

perpendiculaires au champ magnétique. Lorsque la fréquence appliquée

est  égale à la f réquence naturel le cyclotronique des part icules

chargées de masse m, il y a RESONANCE. Les particules absorbent donc

de l'énergie et le rayon de leur orbite augmente'

FREQUEilCE RF . fREQUEICE
CÏCLOÏROIIIQUE DE LIIOII

se fait à l 'aide d'un oscil lateur

mesurant la Puissance absorbée

FREQUEIICE RF - FREQUETICE
CYCLOTROII IQUE OE TI IOI I

/
cal

PLÂTES )6
)-;l

\

-zT
T

Figure 1B: Excitation des ions par application de radiofréquences
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A I 'arrêt de la radiofréquence d'excitation, le signal produit par

l 'ensemble des ions exci tés est  recuei l l i  :  i l  s 'agi t  de la pér iode

d'écoute. La détection est basée sur le phénomène de courant image : les

ions animés de mouvements cyclotroniques induisent de petits courants

alternatifs dans le circuit constitué par les deux plaques réceptrices

reliées à une résistance et une capacité.

Les courants- images indui ts donnent naissance,  à t ravers la

résistance, à des vottages alternatifs de même fréquence que les ions

exci tés.  Ces s ignaux sont  une superposi t ion de courants osci l lants.

L 'opérat ion de t ransformée de f  our ier  t ransforme la f  onct ion

temporelle en fonction de fréquence. Le spectre de fréquence est

traduit en spectre de masse par une table de conversion. Ce type

d'analyse est appelé mode direct ou large bande. L'addit ion et la

soustraction d'un signal sinusoïdal de référence avec une fréquence

proche de la résonance de la plage de masse étudiée ainsi que le

fi l trage des autres fréquences donnent un interférogramme de basses

fréquences qui, après transformation de Fourier, fournit un spectre de

masse de meil leure résolution que dans le mode direct. l l  s 'agit du

mode hétérodyne (f igure 19).

A mesure que l 'énergie cinétique stockée par les ions se dissipe

principalement par coll ision avec les molécules neutres présentes, le

signal s'affaibl i t  :  c'est la relaxation.

H*.w-.@-1/1/r
Ë

| ;.;.; I
ç*=- (m:Æ- j i j l i ' : Jm

I  i :
I

l l
Itrao/E l-tqulr^rcq
| æffialoi I x^srræcnw

1â *t/ue
MA
a$urc -

I^^
| -/ ræe*e \--J-;Fl-ji j... -.*i _1.*ttcouaict [rue*arl I rcrorr l

oox!È 't 
"'

Figure 19 : Modes direct et hétérodyne
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iv) Acquisition du signal et traitement

Le signal induit par le déplacement d'une particule chargée à

proximité d'un conducteur plan dépend de la projection de sa vitesse sur

la perpendiculaire au plan défini par le conducteur. La présence d'un

champ magnét ique paral lè le au plan du conducteur impose un

mouvement circulaire uniforme (cyclotronique) dont la fréquence se

retrouve dans le signal sinusoïdal induit par la particule.

De cette manière, chacun des ions formés dans une cellule ICR

constituée de plaques conductrices contribue à générer un signal

complexe. Pour extraire une information par I 'analyse spectrale de ce

signal, i l  est nécessaire de forcer les ions à se mouvoir avec une

certaine cohérence. Cette cohérence est obtenue par résonance, en

soumettant les ions à un champ électrique alternatif de fréquence égale

à celte du mouvement cyclotronique. Dans la séquence des impulsions

déf in issant  tes évènements permettant  une mesure,  on dist ingue

l, impulsion d'excitation qui précède directement I ' impulsion associée à

la période de détection.

Jusqu'au moment de I 'exci tat ion,  le mouvement des ions est

aléatoire et aucun signal ne résulte de leur interaction avec les plaques

détectrices de la cellule. Une brève période d'interaction avec un champ

électrique est suff isante pour obtenir la cohérence nécessaire à la

détection d'un signal, en mettant en ieu, une puissance nettement

inférieure à celle conduisant à l'éjection des ions.

Au moment de I 'excitation, les plaques émettr ices de la cellule

sont soumises à une tension alternative soit de fréquence f ixe, soit

dont la fréquence varie l inéairement avec le temps. Dans le premier

cas, le processus d'excitation n'affecte que les ions dont la fréquence

se situe dans une bande étroite autour de la fréquence du signal

appliqué sur la cellule. Cette bande est définie par le spectre de

puissance du s ignal  d 'exci tat ion,  sa largeur étant  inversement
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proportionnelle à la durée d'excitation. Dans le deuxième cas, les bornes

sont f ixées pour couvrir le domaine de fréquence correspondant au

spectre à mesurer. La vitesse de balayage est généralement choisie

pour que la durée de l 'excitation soit négligeable par rapport à la

constante de temps du signal induit par les ions. Cette condition est

néôessaire pour permettre la détection simultanée de tous les ions

exci tés.

Le processus d'acquisition est défini par deux paramètres :
- la fréquence d'échanti l lonnage
- le nombre de points, dont le maximum est déterminé par la taille de

la mémoire.

Ces paramètres sont  chois is en respectant  le théorème

d'échanti l lonnage et pour obtenir la résolution souhaitée. La résolution

est directement proportionnelle à la constante de temps du signal

induit par les ions et il est admis que les conditions expérimentales (en

particulier la pression) sont optimisées pour garantir la persistance et

la stabil i té du signal nécessaire à I 'obtention d'un bon résultat. Ces

condit ions étant remplies, c'est la durée de I 'acquisit ion et par

conséquent le nombre de points qui  déterminent la résolut ion

finalement obtenue.

Selon le théorème d'échanti l lonnage, le signal doit être digital isé

avec une fréquence supérieure à deux fois la fréquence ta plus élevée

présente dans le signal I f échanr t 2 f ,"r.

Par un artifice consistant à multiplier le signal par une référence

de fréquence fixe et à extraire la composante basse fréquence avec un

fi l tre passe-bas, i l  est possible de s'en tenir à une version moins

restrict ive du théorème d'échanti l lonnage.

Le traitement du signal par la transformée de Fourier permet de
passer d'un signal mesuré en temps en sa représentation dans le

domaine de fréquences. Le signal digitalisé est alors caractérisé par sa
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largeur spectrale (égale à f échanr /2) et le nombre total des points N'

Ces deux paramètres définissent la résolution digitale qui caractérise

la finesse de la représentation discrète du spectre.

3)Paramètres analytiques importants

* Le laser de puissance

L'ionisation est réalisée grâce

accessibles sont 193 ou 249

(ArF et KrF resPectivement).

à un laser excimère. Les longueurs d'onde

nm en fonction du mélange gazeux réalisé

* La pression à I'intérieur de la cellule

La résolution spectrale est proportionnelle à la durée d'acquisit ion du

signal. Celle-ci sera d'autant plus élevée que la pression à I'intérieur de

la cellule sera plus basse (environ 10's torr). Une basse pression réduit

le nombre de collision 26 des ions par unité de temps et augmente de ce

fait leur durée de vie :

moqB
= - = -

art"  27 Zxm

La résolution est également inversement proportionnelle à la masse'

cependant, en mode hétérodyne une résolution voisine de 100 000 a pu

être atteinte pour le pic moléculaire de la gramicidine.

* Le nombre de points d'acquisition du signal

* La vitesse de balayage de la radio-fréquence excitatrice et son

ampl i tude

* Le temps de détection et son niveau d'amplification
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D . AVANTAGES ET LIMITES DU FTMS

L'introduction d'échanti l lons dans la cellule a toujours pour effet
d'augmenter la pression. Cette limitation est compensée par la double
cellule dont est équipée notre microsonde FTMS. La plaque percée d'un

trou sépare le côté analyse du côté source. Ainsi les ions créés dans la

cellule source où règne une pression de I 'ordre de 10'7 à 1O-8 torr
peuvent être transférés dans la cellule analyse (pression de 1O-8 à 10'e

torr ) .

Outre la possibi l i té de coupler de mult iples sources d' ions, la
FTMS of f re de nombreuses possib i l i tés :  I ' ionisat ion chimique, la

self- ionisation chimique par augmentation du temps entre I ' ionisation

et  I 'exc i ta t ion/détect ion,  l 'é tude des réact ions ions-molécules,

I'isolement d'un ion par éjection de tous les autres puis son excitation

résonante af  in d 'act iver  ses col l is ions avec un autre gaz.

L' identif ication des ions fragments constitue ! l .n procédé élégant de
MS/MS.

La détection des ions positifs ou négatifs est possible simptement

en changeant la polarité des potentiets appliqués aux plaques de ta

cel lu le.
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INTRODUCTION

L,analyse par spectrométrie de masse des solides organiques est

en plein développement, en particul ier avec la détermination de la

masse de composés de poids moléculaires de plus en plus élevés

pouvant dépasser les 1OO 000 uma. Les techniques mises en oeuvre pour

désorber les solides sont des méthodes d' ionisation douce, que I 'on

distingue des autres techniques plus conventionneltes comme I ' impact

électronique, par leur capacité à produire un nombre signif icatif  d' ions

moléculaires à partir de molécules normalemement considérées comme

insuff isamment volatites pour la spectrométrie de masse.

Différents modes de désorption permettent d'extraire,

de particules, des molécules et des ions individualisés à

composé solide ("sPuttering') :

-  le  bombardement par des ions atomiques ou des

faibles énergies de I'ordre de 10 Kev (Cs+, Xe*,"')'

- le bombardement par des ions de grandes énergies de I'ordre du

MeV (produit de fission du californium, faisceau d'accélérateur)

- beaucoup plus récemment, le bombardement par des agrégats

d'atomes de poids élevés, supérieurs à 1000 uma (agrégats de Csl

ou d'Au)

- et enfin I 'ut i l isation des lasers à des puissances et longueurs

d'onde variables.

L'ionisation est un phénomène qui peut être favorisé par I'addition

de substances judicieusement choisies appelées matrices.

par un f lux

part i r  d 'un

neutres de
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Les techniques de spectrométrie de masse qui sont associées à ces
modes de désorption des solides sont les suivantes :
- la spectrométrie de masse par désorption de champ

FDMS : Field Desorption Mass Spectrometry
- la spectrométrie de masse par bombardement de particutes

SIMS : Secondary lon Mass Spectrometry

FAB : Fast Atom Bombardment
- la spectrométrie de masse induite par !'ion catifornium

252Cf-PDMS : Plasma Desorption Mass Spectrometry
- la spectrométrie de masse par désorption laser

LDMS : Laser Desorption Mass Spectrometry

Nous développons succintement ces di f férentes techniques
d'ionisation douce, exception faite de ra désorption laser qui nous
intéresse plus particul ièrement.

A - FDMS (Field Desorption Mass Spectrometry)

Une des premières techniques d ' ionisat ion douce a été la
désorption de champ : en 1969, H.D. Beckey utilise cette technique dans
le but d'éviter d' introduire des motécules organiques de haut poids

moléculai re dans la phase gazeuse avant leur ionisat ion (so).
L'échanti l lon mis en solution est déposé sur une anode chauffée (en

tungstène, en si l icium...). Un champ électrique très intense est appliqué
entre cette anode et une contre-électrode située à 2 ou g millimètres
( t  Oz à 108 V/cmz) ;  a insi  l ,échant i l lon est- i l  désorbé et  des ions
moléculaires sont émis. L'arrachement de l 'étectron n,est pas dans ce
cas un processus discontinu, contrairement au processus d' ionisation
par impact électronique où l'électron est arraché seulement au dessus
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d,une certa ine valeur de l 'énergie de bombardement parfa i tement

définie : l 'énergie d'ionisation. La désorption de champ est un processus

dans lequel la probabilité d'arrachement augmente avec la contrainte de

champ : effet tunnel (51).

La p lupar t  des appl icat ions nécessi tent  I 'u t i l isat ion de

spectromètres de masse à secteur qui sont compatibles avec les hauts

champs électriques. En général, la polarité des échanti l lons détermine

le type d' ions formés. Les molécules non potaires tendent à produire

principalement M+ ou M-, alors que les molécules polaires produisent

plutôt des ions par réaction d'attachement avec des cations Na*, K+ et

H+.

Le principal succès de cette technique a été liée essentiellement

aux résultats obtenus avec les molécules non polaires' Son application

pr inc ipale est  la  détect ion,  I ' ident i f icat ion et  la  déterminat ion

structurale de composés organiques complexes thermolabiles et de

matér iaux inorganiques comme les métaux (52) .Par  contre,  la

l imitation principale de cette technique est due à la reproductibi l i té

médiocre des résultats par le fait même des conditions d'activation de

l 'émetteur. Pour cette raison, cette méthode est plus ou moins

abandonnée au Profit des autres.

B . SIMS (Secondary lons Mass Spectrometry) et FAB (Fast Atom

B o  mbard  ment )

L'ionisation et la désorption de molécules organiques résultent du

bombardement par des part icules hautement énergét iques'  Ces

techniques ont supplanté la désorption de champ dans certains cas'

part icul ièrement pour les matériaux biologiques polaires.
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Les premières expériences ont été réalisées dans les années
soixante dix avec des ions de gaz rares de plusieurs Kev pour I'anatyse
de surfaces en chimie inorganique. Les sources d'ions par bombardement
de particules sont classées en deux catégories :

- les faisceaux d' ions de haute énergie (technique slMS)
(2 à 10 Kev ; ions Ar et Cs)

- bombardement d'atomes accélérés (technique FAB)

(3 à I Kev ; atomes Ar et Xe).

ces deux techniques ont des points communs et beaucoup de
dist inct ions dans la  terminologie semblent  êt re quelque peu
arbitraires. En fait, les mécanismes de désorption dans tes deux cas
sont simifaires ; le taisceau de particules incidentes d'énergie
comparable bombarde la surface, solide ou tiquide, provoquant ainsi une
émission d'ions secondaires, qui sont alors détectés. Le mécanisme
peut se décomposer en deux étapes :

-  les part icules pr imaires cèdent leur énergie c inét ique à la
surface ; elle se dissipe par des processus de coilision

- de la surface excitée, sont émis des ions 'secondaires", des
particules neutres, des photons et des électrons.

Benninghoven (53) a démontré que l'énergie à la surface décroît de
façon exponentielle avec la distance au point d'impact. Si les molécules
de surface se trouvent trop proches de ce point, el les acquièrent
énormément d'énergie interne et se fragmentent. Si, en revanche, elles en
sont t rop élo ignées,  e l les n 'auront  pas suf f isamment d,énergie pour
désorber. l l  existe une région autour du point chaud où les motécules
intactes désorbent. Le rôle de ta matrice en SIMS est prépondérant. Des
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spectres de masse de produits organiques purs ont étê comparés avec

ceux correspondants aux mêmes composés adsorbés en monocouches sur

une surface solide. On observe, dans le second cas, une décroissance de la

fragmentation ainsi qu'une augmentation de I 'eff icacité de I ' ionisation

des molécules adsorbées. En effet, la matrice joue le rôle de tampon vis à

vis de l'énergie, en éjectant des clusters préformés .en surface. ce modèle

de clusters préformés en surface ne fait toutefois pas I'unanimité.

Un modèle basé sur le concept d'une émission atomique simple suivie

d'une recombinaison des part icules proches de la surface (54) est

également proposé.

La formation des ions par bombardement d'une surface solide ou

liquide est régie par le même mécanisme (55). La fragmentation n'en est

pas moins différente. Elle est plus importante dans le cas des solides. Le

processus de dispersion de l 'énergie se fa i t  pour les l iquides par

exci tat ion v ibrat ionnel le ;  des molécules de solvants sont  é l iminées

successivement sans qu'i t  y ait de rupture de l iaisons intramoléculaires.

L 'ef f icaci té de I ' ionisat ion des molécules organiques peut  être

amétiorée en cationisant celles-ci, c'est-à-dire en préformant des ions.

Des sels alcatins sont souvent uti l isés à cet effet (56). Le premier

potentiel d' ionisation d'une molécule organique non chargée est de I 'ordre

de g à 10 ev. Dans le cas d'un ion préformé, l 'énergie nécessaire pour

rompre la paire 'anion-cation" est d'environ 6 9v, plus 1 ev pour le

désorber soit au total 7 ev.

Dans tous les cas, la matrice la

FAB est le glycérol. On note que

moléculaires protonées est augmentée

plus uti l isée en SIMS l iquide et en

la désorption d'esPèces ioniques

en acidifiant le glycérol (57) ou en
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utilisant plutôt du thioglycérol (58). La matrice la plus performante pour

détecter les peptides est une solution de glycérol addit ionnée d'acide

camphorsulfonique (59). L'ajout ou non d'acide tr ichloroacétique à du
glycérol permet de contrôler la fragmentation de I 'hydrochlorure de

bétaïne (60).

C- PDMS (Plasma Desorption Mass Spectrometry)

Autre technique d ' ionisat ion douce,  l ' ionisat ion/désorpt ion indui te

par p lasma est  f réquemment ut i l isée en spectrométr ie de masse,

particul ièrement dans le domaine de la biologie et plus précisemment

pour les peptides de masses supérieures à 2000 uma.

Elle fut mise au point par MacFarlane et ses collaborateurs (61). l l

s 'agit d'une ionisation provoquée par le bombardement de particules de

hautes énergies (10sTc , 1OO Mev) produites par la f ission nuctéaire

spontanée de I ' ion Californium.

Différents modes d'ionisation sont observés :
* transfert d'électron (M+. et M-.),
* transfert de proton (M+H)+,(M-H)',
* cationisation (M+Na)+.

La principale l imite de la désorption induite par plasma a longtemps

été d'être couplée à des spectromètres de masse basse résolution comme
les temps de vol (TOF), qui ne peuvent dist inguer individuellement tes

hautes masses. Récemment, des TOF "nouvelle génération" ont vu le jour ;
i ls offrent de meil leures performances d'un point de vue résotution (62).

Della Negra et coll. (63) ont présenté récemment un nouveau spectromètre

de masse, le SuperDepil (Dtlsorption par jons lourds), équipé d'une source
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ionique modulaire ( Cf, Cs, Laser) et d'un temps de vol haute résolution'

Grâce à un miroir électrostatique qui réalise une compensation de temps

de trajectoires des ions secondaires. La résolution en masse est

supérieure à 7000 pour une masse 1500'

Une autre expérience, nouvelle en son genre et très prometteuse' a

été réalisée en couplant une source d' ions obtenus par désorption induite

par plasma avec un spectromètre de masse à transformée de Fourier

(FrMS) (64).

L'application principale est I 'analyse des peptides' Quelquefois des

ions mult ichargés sont obtenus. Pratiquement cette technique permet en

biochimie de déterminer le poids moléculaire de composés organiques et

de rechercher la corrélation entre la fragmentation et la structure. Pour

de nombreux antibiotiques (glycopeptides, polysines, polyènes cycliques),

les ions moléculaires ne peuvent être obtenus que par cette technique'

D . ELECTROSPRAY ET THERMOSPRAY

ces modes d' ionisation permettent également d'obtenir des ions

moléculai res à part i r  d 'échant i t lons non volat i ls .  L 'assistance d 'un

solvant est nécessaire.

1) Electrospray

Les ions sont  extra i ts  d i rectement à part i r  de solut ions en

appliquant un champ électrique. Un exemple d'application de cette

technique est I 'obtention des distr ibutions en poids moléculaires de

poly(éthylène glycols) - par exemple de 400 à 3200 uma' Van Dorsselaer

(65) a présenté à Rennes des résultats très intéressants sur des

protéines par la technique lon Spray (ou nébulisation)' En effet' cette
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technique produit des ions molécutaires mult ichargés ce qui permet de
caractériser des protéines et de mesurer leurs masses moléculaires avec
une excellente précision jusqu'à 13O.OOO uma. L'effet de cette charge
multiple est d'augmenter la ptage de masse d'analysà proportionnellement

à la multiplicité de la dite charge.

2)  Thermospray

Les ions sont préformés en solution et désorbés par évaporation du
solvant (66). l l  s'agit d'une technique très fréquemment uti l isée comme
interface entre un chromatographe et un spectromètre de masse.

E - IONISATION LASER

Dès les années 1960, des scient i f  iques rendaient  compte de
I'uti l isation d'un laser à rubis afin d' ioniser des matériaux tels que des
métaux, des isolants, des semi-conducteurs et de tes étudier avec un
spectromètre de masse à secteur convent ionnel .  Ces expér iences
uti l isaient en général un faisceau d'électrons qui provoquait l , ionisation
des particules vaporisées par le laser. Vastola et pirone ont publié, en
1968, leurs premiers résultats sur I ' ionisation par irradiation laser de
sol ides organiques (67).  Douze années après,  Conzénius et  Capel len
pouvaient déjà publier un bi lan très conséquent sur ce nouveau type
d'ionisation associé à la spectrométrie de masse : tous les types de
spectromètres de masse uti l isés y sont référenciés, les paramètres
physiques et les applications de ce couplage sont passés en revue (69). En
1987, Cotter a remis à jour ce bi lan sur la spectrométrie de masse
couplée à I ' ionisation laser - LDMS - (69).
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Le processus essentiel qui intervient dans la désorption laser

l'interaction laser-matière. Elle dépend de nombreux paramètres (70) :

l'énergie du faisceau (exprimée en pJ) ou I'irradiance en W/cm2

le temps d' interaction laser-matière

la température du Plasma

la longueur d'onde.

l) Les lasers

En fonction du type d'applications, des lasers coz, Nd-YAG pulsés,

Rubis ou Excimères...peuvent être uti l isés. l ls permettent de délivrer des

impulsions de ptusieurs centaines de nanojoules en quelques dizaines de

nano ou picosecondes. Au point d' impact, lorsque le faisceau laser est

focal isé,  I ' i r radiance peut  at te indre des valeurs supér ieures à 101 1

W/cm2.

2) Le temps d'interaction laser-matière

Le temps d' interaction est déterminé essentiel lement par la durée de

I' impulsion laser, mais également par la largeur du point d' impact' de sa

profondeur et par le temps de vaporisation (lui-même lié aux paramètres

physiques du matér iau :  énergie de réseau, fusabi l i té,  conduct ib i l i té '

coeff icient d'absorption molaire).

Au point  d ' impact ,  s 'étabt i t  un équi l ibre thermodynamique local

(appelé Local  Thermodynamic Equi l ibr ium LTE).  Le système est

caractér isé par une sér ie de sous-systèmes ayant chacun des

températures di f férentes ( température d 'atomisat ion,  température
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d' ionisat ion. . . ) .  Ainsi  chaque

lois de Boltzmann, Maxwell et

sous-système vérif ie

Saha.

indiv iduel lement les

3) La longueur d'onde

Au début, la longueur d'onde du faisceau laser est apparue dans la
plupart des cas comme un facteur peu influençant sur le nombre et le type
d'ions formés lors de I'ionisation laser.

En effet, sur certaines morécules organiques, on a pu mettre en
évidence la similitude des spectres obtenus à des longueurs d'onde allant
de f 'uftra-violet (la plupart des molécules anatysées ont alors une
absorption électronique importante) à l'infra-rouge (dans ce cas, les
molécules organiques ont à nouveau une absorption vibrationnelle
forte-bande CO) en passant par le visible (l'absorption est alors nulle ou
quasi nutle). Ceci est aussi valable pour les irradiations longues pendant
fesquelles l 'équil ibre thermique a te temps d'être atteint que pour des
régimes intermédiai res ( les pulsat ions laser durent  environ gO

picosecondes) et, dans ce cas, l 'équil ibre thermodynamique n'est pas
atteint- Une étape décisive dans la formation des ions semblerait donc
gouvernée par les propriétés chimiques de l 'échanti l lon analysé (71\ :
s t ructure molécula i re,  s tabi l i té  molécula i re,  af f  in i té  é lect ronique,
polar i tés. . .

Le processus mis en cause lors de I ' ionisation laser est différent
selon la longueur d'onde :

- Dans le domaine de l'infra-rouge ou du visible, I'ionisation est
provoquée par des processus thermiques avec évaporation en surface
du solide ; les molécules neutres libérées peuvent réagir avec des
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ions dans la phase gazeuse ou s' ioniser

processus multiPhotonique-

- L' ionisation avec un laser irradiant

provoquée plutôt par des processus mono

en absorbant des Photons :

dans l 'ultra'violet se rait

ou biphotoniques-

D'autres travaux ont également mentionné I ' inf luence de la longueur

d,onde : Antonov et Egorov ont travail lé sur I ' ionisation de solides dans

l 'ut t ra-v io let .  En 1981, i ls  ont  montré (72) que pour une même énergie

laser  (2.105 W/c m 2) ,  le  rendement  d ' ion isat ion d 'un monocr is ta l

d'anthracène est 10 fois plus important à 219 nm qu'à 308 nm' En 1985'

Verdun et Muller ont montré que les HAP, présents à l 'état de traces,

pouvaient être désorbés à plus faible irradiance et à plus courte longueur

d'onde (73). Cette équipe a également montré (74) qu' i l  est possible de

diminuer la l imite de détection d' ions métall iques en ajustant la longueur

d'onde sur la longueur d'onde de résonance du métal correspondant'

4)  Mécanisme

L, ionisat ion laser ponctuel le des sol ides repose sur un pr incipe

relativement simple : les ions, générés par le faisceau laser lui-même

focalisé sur l 'échanti l lon, sont analysés sous vide par différents types de

spectromètres de masse.

Les mécanismes propres à I ' in teract ion sol ide- laser sont  f  or t

complexes et très diff ici les à modéliser. Entre le temps zêro où les

premiers photons de l ' impulsion laser sont absorbés par la surface du

matériau et le moment où les derniers ions détectables sont éjectés, un

grand nombre de phénomènes physiques ultra rapides se sont succédés :

absorption non linéaire des photons avec une émission de photoélectrons'

formation d'excitons avec apparit ion de charges de surfaces, émission
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d'ions secondaires, formation et expansion de microplasma avec de
mult iples réactions ion-molécule.

ll est couramment admis que les processus sont :
- à haute irradiance, une thermalisation
- à faible irradiance (105-107w/cm2 ), une désorption douce.

Hi l lenkamp a,  le premier,  émis des hypothèses concernant le
mécanisme de I ' interaction laser-matière. Hercules présente ce modèle
(75), dans lequel interviendraient quatre processus successifs :

1 - L'ionisation directe du solide au point d'impact du laser génère

l 'émission éventuelle d' ions atomiques ou d' ions fragments de
la molécule.

Adjacente au point d' impact, la région "couronne" à haut
gradient de température est influencée par I'onde de choc du
plasma et de I'impact laser. Les molécules de hautes masses et
les neutres sont émis de cette zone relativement plus froide.
lmmédiatement au dessus de cette surface proche du point

d'impact, des réactions de formation d'ions ont tieu en phase
gazeuse.

4' Dans le plasma, les réactions en phase gazeuse entre les
molécules neutres et les ions donnent naissance aux ions
quasimoléculaires (M+Na)+.

Kistemaker (76) constate également une émission thermoionique des
alcalins au centre du spot laser, ainsi qu'une émission de motécules
neutres de sucrose à la couronne du point d'impact.

Hil lenkamp (77\ introduit la notion de désorption laser "vraie" par
opposi t ion à l 'évaporat ion thermique d ' ions issus d 'un sol ide.  pour

travailler dans ces conditions, t'irradiance doit être juste suffisante pour

2-

3-
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désorber les molécules organiques. Toutefois, un survol de la l i t térature

montre que bien souvent cette énergie minimum nécessaire pour produire

les ions quasimolécula i res var ie énormément d 'un système

d'échantillonnage et de laser à un autre.

La communauté scient i f ique semble aujourd 'hui  s 'accorder sur le

mécanisme d' ionisation proposé par Egorov (78). l l  s'agit d'un mécanisme

en deux étapes:  thermal isat ion de l 'échant i l lon suiv ie d 'une

réabsorpt ion des photons dans le  microplasma f  ormé'  Ce

mécanisme peut  également  s 'appl iquer  à la  p lupar t  des sol ides

organiques. Cependant des processus de désorption d' ions directement à

partir du solide pourraient également être envisagés à très faible énergie

sans que cela ait été Prouvé.
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INTRODUCTION

Notre t ravai l  a consisté à explorer  la potent ia l i té de la

microsonde LAMMA appl iquée à la local isat ion in-s i tu de c ib les

organiques dans des t issus biologiques enrobés ou congelés. Ceci

grâce à la reconnaissance du pic moléculaire ou de ses fragments

caractérist iques. Le LAMMA pourrait alors être considéré comme une

véritable microsonde organique.

Le choix de cette technique est à-priori prometteur. En effet, le

diamètre du laser sur l 'échanti l lon peut varier de 1 à 5 microns ; ainsi

une excellente localisation du point d' impact est possible (concrétisé

par le point rouge du laser pi lote Hélium-Néon, dont le faisceau est

colinéaire au laser de puissance). Au sein de notre laboratoire, la

résolution spatiale du LAMMA 500 a permis de résoudre de nombreux

problèmes : par exemple, du baryum a été détecté in-situ dans les zones

carbonées d'un l ichen préparé en cryocoupe semi-f ine (79). La tai l le du

spot laser est de 1 à 2 microns dans ce cas, et le spectre montre

clairement les ions Ba+, BaOH+, BaCrH+. Ges ions carbonés permettent

de prouver l 'existence de la l iaison probable des ions baryum avec la

matière organique et vraisemblablement avec des polysaccharides. De

cette manière, I ' identif ication directe d'un produit organique dérivé de

la lichenxenthone a été réalisée.

Toutefois, si la microsonde LAMMA 500 répond aux exigences

techniques, elle ne permet pas de s'affranchir d'un problème inhérent à

la nature de nos échanti l lons : le t issu biologique et le polymère

d'enrobage induisent  immanquablement des ef fets de matr ice.  Le
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volume de la coupe biologique irradié contient, outre le polymère

d'enrobage, les molécules cibles en faibles proportions dans un mélange

complexe (le tissu biologique est une matrice extrêmement inhomogène

constituée de macromolécules tel les que des protéines, des l ipides,

etc. . . ) .  On peut imaginer a isément que ce dernier  va modi f ier  les

caractéristiques de désorption laser et d'ionisation du composé ou de

l 'élément à analyser.

Pour mener à bien notre étude, deux stratégies de travail étaient

envisageables :

- soit la recherche dans les matrices polymérique et biologique du

pic moléculaire de I 'amiodarone,

- soit celle des fragments caractéristiques. Dans ce cas, il était

nécessaire de bien comprendre les paramètres qui inf luent sur leur

format ion.

Quelques exemples extra i ts  de la b ib l iographie i l lustreront

ensuite comment des composés organiques peuvent être caractérisés

par désorption laser.

Puis nous étudierons en détai l  la fragmentation classique de

I'amiodarone par impact électronique, en comparaison avec celle

obtenue dans les conditions de la désorption/ionisation laser.

Nos résultats expérimentaux sur I'analyse et la fragmentation de

I'amiodarone en mil ieu polymérique et biologique seront enfin exposés

et discutés.

La difficulté à détecter I'amiodarone en matrice complexe nous a

amené à modifier notre stratégie de travail. Le bilan de nos expériences

d'opt imisat ion du s ignal  du pic moléculai re par codésorpt ion sera

finalement présenté.
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CHAPITRE I

LA DESORPTION/IONISATION LASER

A - CARACTERISATION ET FRAGMENTATION DES COMPOSES

ORGANIQUES PAR DESORPTION LASER

Les analystes, qui uti l isent le laser pour désorber et ioniser leurs

molécules cibles, savent que la fragmentation du composé organique peut

varier d'un impact laser à l 'autre, toutes condit ions instrumentales

égales, du fait de la rugosité de la surface, qui peut modif ier le

rendement d' ionisation. l l  est toutefois possible de définir un spectre

moyen (en mul t ip l iant  les spectres indiv iduels) ,  celu i -c i  étant  a lors

représentat i f  de la f  ragmentat ion du composé pour des condi t ions

expérimentales données.

Hercules (g0) s'est penché sur le problème de la reproductibilité des

spectres de masse obtenus avec une microsonde LAMMA 1000'

fonct ionnant en mode réf texion.  La focal isat ion du laser,  l 'énergie

fournie à chaque pulsation laser, la préparation de l 'échanti l lon ainsi que

les interactions chimiques sont autant de facteurs qui contribuent à

modif ier le spectre de masse moyen d'un composé organique. Pour

illustrer ceci, I'auteur présente, par exemple, le cas de I'acide rétinoique'

Aucun pic moléculaire ou quasimoléculaire n'apparait lorsque le laser est

focalisé, quelle que soit la valeur de l 'énergie délivrée par la pulsation

laser. Seuls les clusters carbonés sont visibles' Ce qui signif ie que les

conditions de désorption ne sont pas encore atteintes. En défocalisant le

laser, l' irradiance désirée est obtenue. La production des ions organiques
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structuralement signif icatifs augmente et I ' ion moléculaire M.+ a une
intensité d'environ S0% du pic de base.

Hil lenkamp (81) a réalisé une expérience similaire dans laquelle la
désorption d'un décapeptide cyclique, la gramicidine est obtenue en
défocalisant le laser. Le concept de [ ' irradiance l imite d,un composé
organique est défini :  i l  s 'agit de I ' irradiance ta plus basse nécessaire
pour observer les ions spécif iques de la molécule cible. L' intensité de
I' ion quasimoléculaire (M+Na)+ augmente avec le diamètre du laser (1g,
42 puis 137 !rm), approximativement proportionnellement au diamètre.
Dans une autre publication, l'auteur (82) propose une caractérisation des
spectres de masse en désorption laser d'acides aminés. A 266 Dffi, tous
les acides aminés aromatiques ainsi que des dipeptides contenant au
moins un acide aminé aromatique présentent un spectre de masse avec un
ion (M+H)+ intense. A l'irradiance limite des composés organiques, aucun
ion alcal in n 'est  observé alors que (M+H;+ I 'est  parfa i tement.  En
augmentant I ' i rradiance, le signal du pic (M+H)+ décroît tandis que les
pics dûs d'une part aux ions (M-+s1+ 

", 
d,autre part au fragment

aromatique ionisé R+ deviennent les pics de base. La question se pose de
savoir si I ' ion (M-+5;+ provient du précurseur M.+ selon un mécanisme
type impact électronique. ou s'il est généré à partir de t'espèce protonée
par perte d'acide formique HCOOH. Les auteurs conservent la seconde
hypothèse car M'+ n'est jamais observé sur les spectres des acides
aminés.

Pour sa part, Van Vaeck s'est intéressé à l'analyse structurale de
diverses familles de composés organiques (83,84). Un rapide examen de la
littérature révèle qu'i/ est admis en désorption laser que tes ions
quasimoléculaires classiquement formés possèdent un nombre d,électrons
pairs (Ee+ : even-electron ion).

Portie M. Désorpflon/lonisoflon Loser



68

Les processus les plus f  réquents en désorpt ion laser sont  le

transfert de proton, l 'attachement d'un ion alcalin, la désorption d' ions

préformés intacts à partir de sels et des réactions en phase gazeuse

entre les neutres et les ions alcalins 'désorbés. L'auteur observe, quant à

lui, une similarité très str icte entre les spectres de masse LAMMA et

lmpact  Elect ronique.  Aussi  pose- t ' i l  l 'hypothèse suivante '  à

contre-courant donc des principes admis, qu' i l  se formerait à la fois des

ions (M+H)+ et  M.+.  ces dern iers sont  pour tant  énergét iquement

défavor isés (sauf  dans le cas des hydrocarbures polycycl iques

aromatiques et de leurs analogues). l ls se décomposeraient alors selon

un processus unimolécutaire avec des constantes de vitesse élevées pour

donner tes f  ragments ionisés observés,  qui  apportent  une informat ion

structurale de la molécule organique analysée. cette hypothèse permet à

I'auteur d'interpréter les spectres de masse LAMMA par extrapolation des

connaissances acquises en impact électronique. une autre famil le de

composés (les N-Oxydes) a également été caractérisée par Van Vaeck par

microsonde LAMMA 500 (85). Les spectres présentent aussi bien le pic

quasimoléculaire (M+H)+ que de nombreux fragments ionisés' Les auteurs

proposent, pour expliquer ta formation de ces derniers, des chemins de

fragmentation qui aboutissent effectivement aux fragments observés, 9-D'

partant de I'ion radical M'+.

En résumé, on aurait donc y.+ qui se formerait dans la zone chaude et

qui donnerait après (M+H)+ par réaction ion-molécule (voir dessin 1) :

t l t t ;

+
(M+ll)

\  ' kz 'ke ' -

lon-inol6culo
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EXPANSION DTI PLASMA At' POINT DIIMPACT DI' LASER

â'Vâ'NT

ZONE CHAUDE

FORMATION DES IONS M " +

REGTON DE PLUS
FAIBLE ENERGIE

REACTIONS ION-MOLECT'LE

Dessin 1 : Expansion du plasma au point de |impact laser

Dans une publication récente, Hillenkamp (86) avance le terme de
"chimie intermédiaire" pour caractériser les réactions qui surviennent au
moment de I'impact laser. A son tour, il n'exclut pas ta formation d'ions
moléculaires radicaux. L' instabil i té de ces ions radicaux, qu' i ts soient
formés par impact électronique ou en ionisation laser, ne dépend que de
l 'excès d'énergie interne fournie. Aussi dans le cas de t ' ionisation laser,
i ls seraient formés dans la zone chaude de I ' impact laser. Instables
énergétiquement, i ls se fragmenteraient immédiatement.

Dans les deux précédentes références, les auteurs rapportent des
résultats concernant la fragmentation de certaines classes de composés
êt, pour les expliquer, i ls sont amenés à formuler des hypothèses qui,

aujourd'hui, n'ont pas été formellement confirmées. En effet, i l  subsiste
une anomal ie car s i  leurs hypothèses sont  vraies.  dans certa ines
conditiohs. l' ion M'+ devrait tout de même être observé.
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B . LA FRAGMENTATION DE L'AMIODARONE

La molécule test est un benzofurane diiodé : I 'amiodarone (voir

partie I). L'étude des spectres de masse obtenus en désorption laser et en

impact  é lectronique,  assort ie de quelques expér iences de MS/MS,

permettent de proposer certains mécanismes de sa fragmentation.

1)  Avant-Propos

Les expériences de fragmentation de I 'amiodarone et de MS/MS sur

ses fragments f i ls par impact étectronique (lE) ont été réalisés à I 'Ecole

Polytechnique de Lausanne, car notre microsonde FTMS montée en

conf igurat ion laser  n 'est  pas d isponib le en conf igurat ion impact

électronique.

2) Spectre LAMMA de I'amiodarone

L,anatyse par microsonde LAMMA de I 'amiodarone donne le spectre

suivant :

Speslfe_l : Spectre LAMMA de I'amiodarone en ions positifs (286 nm)
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La résolution du spectromètre de masse ne permet pas de déterminer
avec exactitude la valeur du pic quasimoléculaire : 645 ou 646 ? L,ion
majoritaire ou pic de base est l,ion mlz= S1g. ll existe également un
autre pic intense qui correspond au fragment mlz=100. En augmentant
l'énergie, les fragments mlz=86, gg2, 4g2 et 630 peuvent exister sur les
spectres obtenus sur le LAMMA so0. on constate qu'avec les
spectromètres de masse LAMMA 10OO ou FTMS, l 'analyse en réflexion
d'un dépôt d'amiodarone donne naissance en plus à d'autres fragments
mlz= 201, 365... La formation des deux fragments majoritaires (m/z=100
et 518) s 'expl ique par é l imi

quasimolécula i re  (M+H)+.

Fragmentation à partir de l. ion quasimolécularre

.k
N

ô

I
Y

H
I

ore=cH-{*-\

\

rn/z= 1 00

( t t+H)  +
Fragmentat ion à part i r  de l ' ion quasimoléculai re (M+l{)

m l z = 5 1 8

l ' (-Hr)
Y
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3) Spectre IE de I'amiodarone

Le spectre de masse c lassique de l 'amiodarone en impact

éfectronique (lE) se présente ainsi (spectre 2\ (87\ :

t5-t5 æ3 liltt.3lw aPFlt
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Spectre 2 : Spectre de masse lE classique de I'amiodarone (70 eV)

La fragmentation en impact électronique est évidemment beaucoup

plus conséquente qu'en désorption laser. Déjà quelques différences sont à

noter par rapport au spectre DL présenté précédemment :

* fe fragment mlz=86 devient le pic de base,

* le fragment mlz=100 existe mais son intensité est plus faible,

* les fragments mlz=ggz, 4g2 et 518 disparaissent au profit des ions

m/z=391 , 420, 517 et 546.
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4) Spectre ITMS de I'amiodarone

Les expériences de MS/MS sont

de masse Finningan Mat à p iège

Spectrometer) (figure 20).

donc réalisées sur

à ions ( ITMS :

un spectromètre

lon Trap Mass

/SV>-\zgis-"
læl

. . hrtd

4FÊ*. fu'æk
c

o
o= g{qæ . 

oe- :.

Figure 20 : Principe de I'ITMS

La séquence d'analyse se déroule en trois étapes : ionisation, analyse des
masses,, détection. Lorsque I'hélium est présent dans la cavité du piège à
ions à la pression partiel le de 10'3 torr , l 'échanti l lon à la pression

part ie l le de 5.10-6 torr  et  le vol tage RF maintenu à une valeur
particulière appelée voltage de piègeage, des électrons très énergétiques

sont introduits dans la cavité. Ces électrons interagissent avec les
molécules d'échanti l lon et les ionisent. Tous les ions formés ayant un
mlz>10 sont stockés dans la cavité. Du fait des nombreuses collisions
avec les atomes d'hélium, les ions restent au centre du piège. Toutes les
molécules d'échanti l lon non ionisées sont él iminées par pompage. Afin de
détecter les ions piégés, le voltage RF est augmenté de manière
progressive à partir de la valeur précédemment appliquée pour le
piègeage. Ainsi les ions sont peu à peu excités en fonction de leurs
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masses mlz ; ils deviennent instables et sont éjectés de la cavité piège.

Une partie des ions éjectés entre dans le multiplicateur d'électrons et ils

peuvent ainsi être détectés. Un des inconvénients majeurs de cet appareil

vis à vis de I'amiodarone, compte tenu de sa masse moléculaire, est que

la plage de masse accessible est de 20 à 650 uma.

Dans un premier temps, I'anatyse du mélange amiodarone et PFTBA

permet de connaître les valeurs exactes des fragments caractéristiques

de I'amiodarone en impact étectronique. En effet, la fragmentation de la

PFTBA (perfluoro tr ibutyl amine) est parfaitement connue : mlz= 69, 131,

21g, 264, 414, 502.... Sur le spectre 3 optimisé pour obtenir les pics

de hautes masses, les pics de masses exactement mlz= 518 et 645

sont, entre autres, présents. tl faut noter que, d'un spectre à I'autre, on

obtient soit I ' ion M.+, soit I ' ion (M+H)+'. L'agrandissement de deux spectres

permet de constater que les deux ions coexistent toujours, mais que

seules les proportions changent (spectre 4).

Hffi
HrËu
ffi$
Iffiffi
n/e

I Anlodarone

I PrrBA
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Spectre 3 : Spectre lE du mélange amiodarone et PFTBA (70eV)
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Spectre 4 : Formation compétitive de M.+ et de (M+H)+

Sur les spectres ITMS, on retrouve I'ensemble de la fragmentation de

I'amiodarone (spectre 5). Les ions de masses supérieures à 570 uma ne

sont pas détectés du fait des conditions expérimentales. Cette technique

conduit à la coexistence des ions M.+ et (M+H)+, contrairement à ta

technique lE classique.

Spectre 5 : Spectre complet de I'amiodarone par lE (70eV)
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Afin d,élucider les fragments principaux de I 'amiodarone, quelques

expériences de MS/MS ont été réalisées sur l ' lTMS. Les spectres 6

rassemblent I 'ensemble de ces résultats de MS/MS, qui sont exploités

dans les schémas de fragmentation de l'amiodarone que nous proposons à

I ' issue (schémas 1a, b, c).

En spectrométrie de masse classique, I ' ion moléculaire M'+ donne

naissance à des fragments différents selon le site de première ionisation

de la molécule. Dans le cas présent, trois sites semblent entrer en

compétit ion :

- I'azote de la fonction amine

- I'oxygène de la fonction carbonyle

- I'oxygène de la fonction éther

a -  s i te de première ionisat ion :  fonct ion amine

Le processus le plus classique dans ce cas est un clivage de l'azote

chargé. Selon le coté de la molécule où survient ce cl ivage, les ions

m/z=630 ou 86 sont formés (schéma 1a).

b - site de première ionisation : fonction carbonyle

Le clivage en a de la fonction carbonyle est un mécanisme classique

de f  ragmentat ion.  Selon le côté où surv ient  ce c l ivage,  deux ions

différents sont obtenus: les ions de masse mlz=201 ou 489 (schéma 1b).

c - site de première ionisation : fonction éther

Le passage d'un hydrogène sur I'oxygène chargé, suivi du clivage de la

liaison en Ê du site de première ionisation conduit à la formation de I'ion

de masse mlz=546.

L'expérience de MS/MS sur cet ion a montré qu'il possède deux ions
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fils. ll faut tout de même noter que cet ion est particulièrement stable ;
sa fragmentation nécessite des conditions expérimentates poussées.

Le premier ion fils (m/z=503) est obtenu par transfert de la charge

sur I 'oxygène du cycle f  urane,  c l ivage en p de t 'oxygène puis

réarrangements. En effet, le cl ivage en P des benzofuranes est une

fragmentation dominante et le passage du cycle à 5 du furane à un cycle à
6 est classique (88) :

R' 
cfivage en pdu furane

oF -> w
réanangement
+rH-->

L'autre ion formé est obtenu par transfert de la charge sur un atome
d'iode. Le cl ivage de la l iaison C-l suivie d'une capture d'un proton et d'un
réarrangement donne naissance à I'ion de masse mlz=420.

Celui-ci est également très difficile à fragmenter. Sa MS/MS a donné
aussi trois fragments f i ls de masses mlz= 377,991 êt 4Og (schéma 1c).
Les fragments 377 et 391 sont formés par transfert de charge sur le

furane et par clivage respectivement en c et en F de I'oxygène du furane

suivi d'un réarrangement.

Ces expériences de MS/MS sur certains fragments de ! 'amiodarone

ont permis d'obtenir des fragments f i ls qui, sur le spectre de masse
init ial de I 'amiodarone, sont peu ou pas présents (mlz= 4og, 4gg, sog).
Ceci s'explique par la stabil i té des ions dont i ls sont issus et par la
diff iculté rencontrée pour les fragmenter.
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C . DISCUSSION ET CONCLUSIONS

L'interprétation des spectres de masse DL et lE a permis de formuter

des hypothèses concernant les voies de fragmentation de I'amiodarone.

Ainsi en ITMS :

L' ion moléculaire M'* (OE'+) donne naissance aux fragments de masse

mtz= 546 (OE.+), 489 (EE+), 201(EE+) et 86 (EE+).

Ensuite le fragment 546 se fragmente en mlz= 504 (EE+) et 420 (oe.+;.

A son tour, le fragment 420 donne naissance aux ions de mlz= 404 (EE+)

et 378 (EE+).

La fragmentation du fragment mlz=100 donne naissance aux ions de

masses mlz = 72 et 44.

L 'expér ience de MS/MS sur I ' ion quasimotéculai re (M+H)+ (masse

mlz=646\ donne, comme fragments fils, les ions de masse mlz= 690 (EE+)

et  518 (EE+).

La comparaison des spectres de masse en ions positifs obtenus e n

désorpt ion laser et  en impact  étectronique permet de formuler  les

remarques suivantes :

EE
EE
M
EM
n/e

n
Hu
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* Les ions à nombre impair d'électrons OE'+ (mlz= 645,546 et 420) n3t

laser (à 286 nm). En fait, ce constat est conforme aux idées admises sur

la fragmentation des espèces organiques en désorption laser, à savoir

qu,i l  se forme préférentiel lement les ions à nombre pair d'électrons (EE+).

En revanche, les ions de masses mlz= 420 et 546 sont des ions

major i ta i res sur le spectre en impact  é lectronique.

* Sur tes spectres de masse de I 'amiodarone en désorption laser, les

deux ions majoritaires sont tes ions de masse mlz= 100 et 518 (i ls sont

tous les deux minor i ta i res sur  le  spectre c lass ique en impact

électronique). Nous expliquons logiquement la formation de ces ions à

partir de l 'espèce protonée qui apparait préférentiel lement en désorption

laser (cf p.71).

En conctusion, la comparaison des spectres en impact électronique

et en désorption laser en ions positifs a permis d'émettre des hypothèses

quant aux voies de fragmentation de I'amiodarone. Notre interprétation de

ta fragmentation en désorption laser est en accord avec le concept de

formation préférentiette des ions EE+ -

ll existe sur le spectre de masse lE de l'amiodarone des fragments

non interprétés.  Pour tenter  d 'en ident i f ier ,  l 'é tude des di f férents

métabolites connus de I 'amiodarone est une aide précieuse. En effet,

certains fragments de I 'amiodarone et certains métabolites ont des

masses identiques. Ainsi nous proposons pour les fragment mlz= 365 et

294 les formules suivantes i
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CHAPITRE II

ANALYSE IN.SITU DES MOLECULES ORGANIQUES

CAS DE L'AMIODARONE

A . INTRODUCTION

Les analystes ont mis au point depuis longtemps des protocoles

permettant de détecter, en spectrométrie de masse, une molécule

organique en lui associant un composé organique ou minéral '  Un rappel

bibliographique permettra de faire le point à ce sujet.

En revanche, I 'analyse in-s i tu de molécules organiques reste

encore aujourd'hui un défi. l l  reste à établir un l ien entre les composés

chois is dél ibéremment pour a ider la motécule c ib le à s ' ioniser et  à

mieux se désorber et ces matrices telles que les polymères d'enrobage

et les t issus biologiques.

Les expériences ont été réalisées sur les microsondes LAMMA 500

et  FTMS équipant  le  laborato i re.  Dans un premier  temps,  la

molécule-test ( l 'amiodarone) est recherchée dans des polymères dopés

(épon, technovi t ) .  Ensui te,  les résul tats des analyses des coupes

histologiques préparées à partir d'animaux traités avec de fortes doses

d'amiodarone sont présentés. Un premier bi lan sur la potential i té de la

microsonde LAMMA pour I 'analyse in-situ pourra être fait à la lumière

de ces tests.
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B . BIBLIOGRAPHIE SUR L'ANALYSE ORGANIQUE IN.SITU

l l  est fréquent, êD chimie analytique, de déterminer pour une

technique donnée les l imites de détection d'un composé en préparant

des gammes de solutions de concentrations connues. Dans le cas
particulier de I'analyse par LAMMA, les limites de détection relative et
absolue de différents métaux ont été établies avec une résine dopée en
sels métall iques. Or la dissolution directe de sels métall iques dans les

monomères de la résine est en général impossible. Pour contourner cet
obstacle,  les métaux sont  associés à une molécule organique,  un
cryptate :

BrcYcLo (8.8.8.) HEXACOSANE
"Kryptofix 222"

Le complexe organométal l ique résurtant  a a lors,  de par sa
structure, une solubil i té plus grande et i l  peut être dissous dans un
minimum de solvant, lequel est ensuite addit ionné au monomère. Les
échantillons standard se présentent sous forme de coupes de o,g à 1 pm

d'épaisseur, découpées dans les blocs de résines époxy ',spurr" dopées.

Le tableau suivant rassemble les résultats (29) :
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L|MTTES DE DETECJION
Elément Absolue en q Relative en ppm

Li
l.h
K
Ca
Or
Rc
Cs
Sr
Ag
Pb
U

1  . 1  0 - 2 0
2 . 1 0 - 2 0
1  . 1  0 - 2 0
2 . 1 0 - 1 9
4 . 1 0 - 1 8
5 . 1  0 - 2 0
3 . 1  0 - 2 0
4 . 1 0 - 1 9
4 . 1 0 - 1 8
1 . 1 0 - 1 9
2 . 1 0 - 1 I

o,o7
o ,2
0 , 1
1

2 0
0 , 5
0 , 3
2 0
1

0 , 6
2 0

Tableau v : Limites de détection absolue et relative de quelques

éléments par la technique LAMMA (Matrice : épon)'

Les l imites de détection des différents éléments dépendent du

potentiel d' ionisation de chacun. Effectivement, l 'équation de Saha et

Langmuir  donne le degré d ' ionisat ion ax en fonct ion du potent ie l

d' ionisation, et ceci dans le cas simplif ié d'un élément de concentration

connue ou de concentration relativement homogène sur toute la surface :

n"nt  z*  ,  PI -O-
&-=-=1"*p(-na)Àno

- a, : degré dionisation

- ne, ni et no : populations électroniques, ioniques et neutres du plasma

- k : constante de Boltzmann

- z el Z+ sont les fonctions de partition des atomes et des ions

- Pl : potentiel d'ionisation de l'élément atomisé

- ô : fonction électronique d'extraction

Les limites de détection peuvent également varier en fonction de la

matrice dans laquelle l'élément est inclus. Dans le cas de composés plus

particuliers ou de molécules organiques, la première exigence vis à vis de

cet te matr ice sera qu'et le n ' induise pas,  ou le moins possib le '

d'interférences. Celles-ci peuvent être de deux natures différentes :
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- sDectrale : si la superposition des spectres de masse du composé cible
et de la matrice révèle des pics à des masses identiques,
- matricielle : si la présence de la matrice induit des réactions en phase
gazeuse qui aboutissent à la détection plus faible, voire nulle, d'un ou
plusieurs pics caractéristiques de la morécule analysée.

Nous avons recherché dans la l i t térature quets effets pouvaient
induire la présence d'une matrice dans I'analyse de composés organiques,
en particulier sur la fragmentation. On trouve en général trois types de
"matricen ayant chacun une action différente :

- les matrices induisant un effet surfactant,
- les supports favorisant les dépôts en monocouches,
- les matrices polymériques hétérogènes ou non.

En FAB ou en SIMS, il est fréquent d'utiliser le glycérol pour aider à
désorber une molécule organique intacte. oaÀË le cas particul ier des
matrices l iquides, les interactions avec le soluté sont dynamiques (S5),
c'est à dire qu'elles induisent des hétérogénéités par diffusion du soluté
vers la surface. La matrice se comporte comme un surfactant et un
gradient  de concentrat ion se développe, ce qui  about i t  à un
enrichissement en surface du soluté. Le tableau Vl présente quelques
exemples de matrices uti l isées en FAB et les famil les de composés
qu'el les permettent d'analyser (gg).

L'exemple suivant i l lustre comment l 'effet surfactant, induit par la
matrice, peut varier selon la nature de celle-ci. Par la technique FAB,
Takayama et col. (90) ont évalué I ' inf luence de la matrice sur la
f  ragmentat ion de f  lavonoides (substances extra i tes des agrumes,
uti l isées comme tonique veineux et dans le traitement des accidents
vasculaires). Les auteurs, afin de quantif ier leurs expérimentations, ont
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dans un premier temps enregistré les spectres de leurs composés cibles

(Morusin, Kuwanon et Triméthoxychalcone) en impact électronique en

fonction de l 'énergie des électrons incidents et le rapport R, défini

ci-dessous, est calculé à ces différentes valeurs d'énergie'

),11rn,)
R= 

i  
i=1 ,2 , . . .

r(M')

- M.+ : pic moléculaire et r(M.+) son intensité (en impact électronique)

- tnl : fragment caractéristique I de masse mlz= ttti et r(m1) son intensité'

lforusln mlz=A2o Kuwanon mlr=422 TrfméthorYch.lconc mlz=382

Pour chaque molécule cible analysée par la technique FAB, ce même

rapport R est calculé en fonction de la matrice utilisée. La comparaison

des valeurs de R obtenues par impact électronique en fonction de l'énergie

des électrons incidents,  et  de cel les obtenues en FAB permet de

quantif ier I 'effet surfactant de la matrice l iquide : plus le facteur est

faible, plus I 'effet surfactant est important. Ainsi, la fragmentation des

composés c ib les est  p lus fa ib le avec les matr ices m-NBA (Alcool

m-Nit robenzyl ique) et  m-NBA/DTDE (2,2 ' -d i th iodiéthanol)  qu'avec les

matrices glycérol, thioglycérol et 'Magic Bullet" (cf tableau VI) '  Au

regard de ces résultats, les auteurs suggèrent que les deux premières

matrices citées induisent des condit ions d' ionisation plus douces en

favor isant  la format ion des ions moléculai res (M+H)+, mais que le

processus d' ionisation en FAB peut également être ndur", comme en

impact électronique, avec certaines matrices liquides.
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MATRICES Formules Atldlllfs ou Cosolvants Composés Analysés

GLrcHOL HoCHæH(oH)CH2o|lDlÆO, Di/fiF, HCl, HC00H,
Acide fomQrc, sels de
méhux alcalins, æls
dhmmonium

Peptidæ

DI,ISO + HCI Insuline
NæI Caôohvdrates
HCl Coloranh au Xanhane

THPGLYCML HSCH2CH(oH)CH20H Angiotensine et
oligopepffies
Compleræ ætionlquæ de
fer et de technitium

AoTeAélioue Hormone
Diolydrol Antibiotique Quinoxaline

A[,lt'OGLYCffi|- NH2CH2CH(OHrcHæH Certains Glvææotkles
ACIDE.TrcGLYOOITTJE TEC,I.EC@FI Certains Peptides (par

exemole Anoiotensine l)
POLYETHNENE.
GLYCoIS (PEc)

PEG æO Di- et Trisaæharldes
AlkylPhénylPEG
firiton Xl001

Porphydnes

ÏRIETTIANOIAMINE N(CH2CH20H)3 Vitamine 812, Aci'dæ græ
insaturés, Nombreux Surfactæt

dont læ anion(ues, ærhins
dérivés de h Pénicilline

DIËTMNOI.AMINE NH(CH2CH20H)2 Oligosao$aridæ æmDlexæ
l,2,4.BUTANETRIOLHocHæH($tpHæHao[l Phæohatides

Acide ûi,ùloroaétiqrc or
ohosohqioue

Lecihine

THtO-2,2'-BlS
EII.|Aû'IOL

s(cH2cH20H)2 Compleræ d'Osmium etde
Rhodium

2,4-DI.TERT-
]ENTYLPHENOLIDPPI

H0c6H&(C(CH3)2C2Hs)2Acétonitrile catalyæur Rh(PPh3)3cl

E[Ï|ER{OUffi'lNE Comdexæ oroanoméhlliouæ
TéEaglyme Complexæ organométalliques rcn

volatihs
c0MPosEs

IIISCELLAIRES
- Dithiothreitol et I
dithioerythritol (3:1 )

(Maoic Bullet) |

HSCH2CH(oH)CH(oH)CHæl' Compæ& organométalliquæ

-Hydrocarbures
PtEb:620-810K)

Anthracène et Pyrène

-Acide Phæohorioue H3P04 TéùaohénvlPorohvrines
-Ethyl et Butyl esters
de l'acide citrioue

(plus généralement,
maticæ onrdantes)

Comflexæ du æbalt (lll)

rabreau vI ' g';fIi"u'. ;âirilï,S,B s,3g'??î, il['.:nu""t 
ror et res

DMSO : diméthylsulfoxyde et DMF : diméthylformamide
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Dans le paragraphe précédent, le rôle prépondérant de la matrice'

consis tant  à d iminuer  les énergies in termolécula i res,  est  mis en

évidence. Les matrices liquides présentent évidemmen! l'avantage, du fait

de la p lus grande mobi l i té dans les l iquides,  de pouvoir  appl iquer la

chimie classique en solution. Par contre, les échanti l lons analysés par la

technique PDMS, principalement uti l isée pour l 'analyse des protéines et

des peptides, sont "sous forme solide'. L'équipe de sundqvist (91) a

montré que I 'adsorpt ion des molécules c ib les sur  un tapis  de

nitroceltulose, plutôt que l 'électrospray des molécules, mélangées ou non

à la g lutath ione,  favor ise la format ion des ions moléculai res.  Les

molécules sont ,  dans le premier cas,  répart ies en monocouches'  Par

cette technique, la façon dont les molécules sont distr ibuées sur le f i lm

est  importante et  indui t  des d i f férences dans les mécanismes

d'ionisation et de désorPtion'

Le troisième type de matrice, dont i l  faut parler, est la matrice

polymérique. Van Vaeck est à ce jour le seul à avoir publié à propos de la

détection de molécules organiques dans une matrice polymérique par

désorption laser (92,93). L'enrobage d'une mOlécule organique dans un

polymère peut induire des effects secondaires sur deux plans distincts :

l -sur la oréparation des échantillons : créations éventuelles de liaisons

entre la cible et la résine eUou de ségrégation de phase.

2-pendant l 'anatyse LAMMA: une dilution trop importante de la molécule

cible par rapport à la matrice peut induire des effets non contrôlés :

I 'eff icacité de I ' ionisation n'est plus forcément la même que sur le

composé pur et les mécanismes de I'ionisation peuvent être modifiés.

Les auteurs ont réalisé une simulation sur leur microsonde LAMMA 500 en

prenant en sandwich une cible organique entre un support en résine épon

et divers polymères d'épaisseurs variables (5 à 50 nm).
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POLYMERE DE COIJ\IERTTJRE
-  épon:50nm
- feuille de carbone : 25 nm
- formvar: 5 nm

MOLECULE CIBLE

suPPoFr POLYIVTERE (EPOI{)

Schéma 2:  Simulat ion d 'échant i l lons organiques enrobés dans une
matrice polymérique.

l ls constatent qu'une l imite en épaisseur du polymère de couverture
existe au delà de laquelle le composé organique n'est plus détecté. Ce
fi lm polymérique, s' i l  est trop épais, semblerait provoquer, en plus d,une
fragmentation importante de l ' ion molécutaire, une perte très importante
de la sensibi l i té (120 à 50 fois moins) ainsi qu'une diminution notable de
la qualité du spectre.

Ces quelques exemples montrent bien l ' inf luence que peut avoir une
matrice sur la détection d'un composé organique. Autant une matrice

choisie pour ses propriétés spécif iques (par exemple qui induit un effet
surfactant ou qui favorise des réactions acide-base ou d'oxydo-réduction)
peut avoir un effet contrôlé sur la désorption d'une molécute et sur sa
fragmentation, autant une matrice potymérique quelconque, et à-fort iori
biologique, risque de perturber la réponse du composé recherché. ll a fallu
tenir compte de ces paramètres t imitants pour aborder I 'analyse des
polymères dopés à l'amiodarone.
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C . PARTIE EXPERIMENTALE : MICROSONDES LAMMA ET FTMS

l) Préparation des échantil lons

Les deux

configurations

différent, entre autres (cf Partie u), par leurs

- la microsonde LAMMA 500 opère en transmission, c'est-à-dire que

l 'échant i l ton est  t ranspercé par le fa isceau laser.  L 'angle entre le

faisceau incident et le panache d'ions extraits fait 180 degrés. Le support

te mieux adapté,  compte tenu de cet te géométr ie,  est  la gr i l le

conventionnellement uti l isée en microscopie électronique'

microsondes

-  la  microsonde FTMS

L'analyse des échanti l lons

créés et extraits du même

présente une conf igurat ion en réf lex ion'

massifs est possible ; en effet, les ions sont

côté de l'échantillon.

a) Cas de ta microsonde LAMMA 500

La préparation des échanti l lons a nécessité quelques optimisations.

En effet, I ' i rradiation directe des grains d'amiodarone déposés sur la

grille en cuivre, elle-même recouverte d'un film de formvar qui augmente

I'adhérence, ne donne pas de résultats f iables et reproductibles. Le

compromis énergétique est diff ici le à trouver : l 'énergie de réseau est

diff ici le à vaincre alors qu'un excès d'énergie induit forcément une

fragmentation excessive du produit. Finalement, I'amiodarone est mise en

solution dans le méthanol à raison de 0,65 pg/pl. Un microlitre de cette

solution est déposé sur la grille et un film d'amiodarone est obtenu en

éliminant le solvant par un flux d'air chaud.
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b) Cas de la microsonde FTMS

Le support  ut i l isé est  une p laque d 'a luminium d 'envi ron un
centimètre carré de surface. La plaque est préalablement rincée avec de
I'eau permutée puis avec de I 'acétone. Un microl i tre de la solution
méthanolique d'amiodarone à 0,65 pg/pl est déposé au centre de la plaque
et le solvant  est  é l iminé à la température ambiante.  La di f f icul té
majeure est I'obtention de dépôt homogène.

'  
2) Optimisations des paramètres instrumentaux

a- Cas de la microsonde LAMMA 500

Pour chaque nouveau composé anatysé,  tous les paramètres
instrumentaux sont ajustés. Outre la longueur, d'onde et l ' i rradiance du
laser, les plus sensibles sont les potentiels d'extraction des ions (g4).
Pratiquement, lors des analyses sur le LAMMA SOO, les potentiels des
lentilles extractrices , du TOF et du réflecteur sont réglés afin d'obtenir
un signal d' intensité maximum pour te pic moléculaire (gS). Les valeurs
précises de ces potentiels, pour le cas de I'amiodarone, n'ont pas une
grande importance : elles n'ont une réalité pratique que pour notre propre
appareil et ont varié au cours du temps, suite aux diverses opérations de
maintenance ou à I 'appar i t ion de jeux mécaniques.  Les l imi tat ions
instrumentales de cet appareil sont :
- d'une part, une limitation en masse : I'appareil n'est pas équipé d'une
post-accélération suffisante (6 kV). Les ions de hautes masses, créés
dans le plasma, n'ont pas assez d'énergie pour arriver jusqu'au détecteur
ou pour induire l 'émission des électrons.
- d'autre part, une résolution en masse M/^M de I'ordre de 500. ll est
alors diff ici le d' interpréter certains spectres, car la lecture des plus
hautes masses s'effectue à une unité de masse près.
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b- Cas de la microsonde FTMS

De la même façon que sur la microsonde LAMMA, la longueur d'onde et

l ' i r radiance du laser  peuvent  êt re modi f iées.  Les paramètres

instrumentaux sont  t rès nombreux et  révèlent  la complexi té de la

technique. Le déroulement d'une séquence d'analyse a été présenté dans la

partie II et la signif ication des paramètres a été donnée. La l iste des

paramètres tels qu'ils apparaissent sur l'écran du NICOLET est donnée ici :

TTL = | lAÊ ût /  l7/Eg
l" lOD = OIR
E I N C  =  5 6 0 . B B t  m e e c .
B E H  =  l 6 t ' 6 e g  + É Ê c .
O L t  =  . 6 t E  s e c .
E S I  =  , t â E  H z
E L I  =  3 6 7 . 4 é l  K H 3
E S z  =  . 0 6 0  H z
eLZ  =  .Ù88  Hz
DL2  =  . 686  se t .
ESS = . 'açt l t  Hz
E L 3  =  , 9 0 0  H =
E S 4  =  . B E Ë  H :
E L 4  =  . 0 8 0  H z

D L 3  =  1 0 0 , 8 6 0  m e e c .
TTX  =  833 .333  ' +sec .

N S N  =  1 0 .
NOP = 131672.
REF  =  2 ' é67  MHz
$l . . tR = 3.200 KHz
Bt ' t I  = 2. . ié7 HHz
M F v  =  3 . 1 8 1  T e s l a
P R S  =  1 . 7  x  l 0 o .
E C C  =  . 8 0 0  A

ar'.tI rl rlËNc + Nl llArl,/AL

EXFI = .ËLE
G N O  =  l . E D É  n ' ç È c .
UNIE  =  .F8Û  V
A T I  =  A .  d E

Ai-1L 3Ê ? sLE
REE = SÛURCE
U T R  =  t . 8 F B  V
uBt ' r  =  125,88Ê mV

D L S  =  . Ë 0 6  s e c .

V C L  =  t . B 8 r A  V
D E L  =  2 8 6 . 0 6 9  + s e c .
T I M  =  1  . 1 2 7  ' e c  .
F N C  =  l 9 '

F D B  =  , Ê 8 0  H z
A T 2  =  8 .  d B
HIF =  ? .é67 l lHz
Rt iA  =  2 .6Ê6 Kamu

E T t  =  1 . 8 8 0  m s e c '
EHr = .?é2.46t  KH! e-(ê ject ion du césium)
E T ?  =  , 6 B r a  E e c .
E H Z  =  . È 6 8  H z
A T 3  =  6 .  d B
E T 3  =  . 0 8 Ê  s É c .
EH3  =  .BBO Hz
E T 4  =  , B Û B  e e c .
E H 4  =  . 6 6 9  H r
D L 7  =  . Ê 6 8  s e c .
D L 4  =  2 0 8 . 0 9 Ù  + s e c .

T R X  =  2 4 . 8 9 6  m e È € .
N I N  =  l 0 '
Z F L  =  2 .
T P Z  =  ' 9 0 Ê  d e g .

L O F  =  . 9 6 g  H z
LMA =  80 .Û09  amu
P R A =  l . 7 x  l 8 o .
R P C  =  . g g g

Un bref rappel des paramètres les plus importants est fait :

- Le laser excimère est déclenché au coup par coup. l l  est possible

d'accumuler les signaux en donnant plusieurs coups de laser successifs

(NSW : nombre de couPs).

- Entre deux impacts lasers, les phénomènes suivants surviennent dans la

cet lu le :  *  la cel lu le est  v idée de tous les ions résiduels,  êî

appliquant un potentiel de +/- 15 V (Quench : QNC)'

* I'irradiation laser désorbe les molécules déposées sur le

support (durée de I'irradiation Beam : BEM).

* les ions, piégés dans la cellule, sont excités par un
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balayage de radio-fréquences. l ls entrent en résonance,

créant ainsi un courant image sur les plaques réceptrices.

- Les délais entre chacune de ces étapes sont variabtes (Délais : DL1, DL2,
DL3..). La fréquence de balayage de la radio-fréquence (SWR : SWeep-Rate)
peut être ajustée.
- La plage de masse est choisie avec les paramètres LMA (left mass :
masse à gauche) et RMA (right mass : masse à droite).
- Des plages d'éjection peuvent être intercatées, pendant lesquelles les
ions "indésirables" sont excités suff isamment fort pour que le diamètre
de leur trajectoire devienne supérieur aux dimensions de la cellute : i ts
sont afors éjectés de la cellule (Plages d'éjection : EHl tEL1, EHZIEL1).
L'excitation des ions, que cela soit pour les détecter ou pour les éjecter,
peut être plus ou moins atténuée (AT1, AT2,..).

Les paramètres d'analyse ont été ajustés pour I'amiodarone. Les
spectres 7 montrent effectivement I ' inf luence qu'i ls peuvent avoir. pour

favoriser les signaux de hautes masses, il est nécessaire de donner à SWR
la valeur de 600 Hz. Le délai avant I'excitation, DLg, reste fixé à 100 ms.
Par contre, le potentiel appliqué aux plaques de piégeage, Vrrap, est ajusté

à 0,25 V.
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SI'JR=3,2 KHz

Vtr=1 V

SltlR=3,2 KHz

v t r=o ,25  V

Sl'lR=l KHz

vtr=o,25 V

SWR=6OO Hz

Vtr-O,25 V

spectres 7 : Influence des paramètres FTMS sur la détection des pics de

hautes masses de I 'amiodarone addi t ionnée d 'ac ide

nicotinique.(1 93 nm|2.1o7Wlcm2/ND P:64K/DL3:1 00 ms)
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3) Calibration des spectres LAMMA et FTMS

a- Spectres LAMMA

La résolution de masse de la microsonde LAMMA rend délicate
l ' interprétation des spectres de I 'amiodarone en hautes masses. Les
masses sont alors lues à une unité de masse près. Le pic molécutaire est
à la masse 645 ou 646 (?l). Le moyen mis en oeuvre pour résoudre cette
difficulté a été d'analyser un métange d'amiodarone et d'iodure de césium.
Le spectre est obtenu en enregistrant les informations provenant du
détecteur toutes les dix nanosecondes, au lieu de cinquante. La plage de
masse est effectivement plus restreinte, mais, en appliquant des retards
judicieusement choisis, le spectre complet peut être calibré de proche en
proche avec les clusters GsGl (m/z=9911 

"1 
CsrI (mlz=39! (voir page

suivante les spectres 8, et annexe 2).

b- Spectres FTMS

Les analyses par microsonde FTMS ne posent pas ce problème de
calibration, une des qualités de cet appareil étant justement son pouvoir
de résolution. La calibration de I 'appareil  est réalisée classiquement en
analysant la PFTBA (Perfluorotributylamine (C4Fe)s N). Sa fragmentation

est connue et son pic de plus haute masse est 671 uma.

L'analyse de I'amiodarone en mode direct (large bande) dans la
cellule source donne une résolution de 5000 à la masse 100, de 1000 à la
masse 518 et de 750 à la masse 646. En mode mixte (hétérodyne), la
résolution de 200 000 pour le pic 51g sur la plage de masse (516-520) a
été atteinte.
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i r
:: I
: ;  lb )  SPect re  ob tenu avec  un  re

i i  lde  6 ;s  e t  un  tenPs d 'échant i
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a- Spectres LAMMA

Les spectres LAMMA de I 'amiodarone ont été obtenus à deux
longueurs d'onde :

- 193 nm (laser excimère amené par fibre optique)
- 286,5 nm (laser à colorant pompé par le Nd-yAG)

A même irradiance, pour les deux longueurs d'onde différentes, les
spectres présentent des fragmentations différentes :

à 286,5 nm (4,33 eV), lorsque le laser est focatisé (irradiance =10e
W/cm2), la fragmentation est intense et de noinbreux clusters carbonés
sont obtenus entre 30 et 200 uma. En défocalisant te laser (irradiance
=108 Wlcm2), le spectre 9a est simplifié et seuls restent les fragments
caractéristiques à mtz = 86, 100, 518 ainsi que le pic moléculaire (M+H)+
à m/z=646. A ceux-ci, peuvent venir s'ajouter les fragments de plus
faible intensité de masses mlz= 965, gg2 et 4g2. L'influence de la
défocalisation du laser est indéniable.

à 193 nm (G,42 ev), la fragmentation est plus importante, ce qui
est logique en terme de quantum d'énergie : les photons sont plus
énergétiques qu'à 286 nm. Le laser excimère est amené par fibre optique.
La durée du pulse laser est de 25 ns. L'irradiance optimate pour désorber
I 'amiodarone est d'environ 1 à 5.107W/cm2(spectre 9b). pour des valeurs
supérieures, la fragmentation n'est pas significative tandis que pour des
valeurs inférieures, I ' intensité des signaux diminue et le seuil l imite de
désorption de la molécule est alors atteint. Mutler et Verdun (gS) avaient
d'ai l leurs montré que le seuit d'énergie de désorption des composés
organiques diminue aux plus basses longueurs d'onde (22g,gnm - s,41 ev).
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Spectre 9a

SPectre 9b

Spectres 9 : SP-ectres LAMII/A de
286 nm et à 193 nm

I 'amiodarone pure en ions posit i fs à

b- Spectres FTMS

Les paramètres d'analyses ont été définis ci-dessus' Dans ces

condit ions, le spectre FTMS de l 'amiodarone dépOsée sur un support

aluminium présente une fragmentation typique.rLes spectres présentés

sont obtenus aux longueurs d'onde 193 et 249 nm. La valeur de I'irradiance

dans les deux cas est de 7.106 Wcm2.

A 193 DrÏl ,  les fragmentS de masse m/z=100, 518 et 646 sont

présents, auxquels s'ajoutent les fragments 158, 201, 392 et 546

(spectrel0a). Les fragments mlz= 201 et 546 ont déjà été observés sur

les spectres LAMMA à cette même longueur d'onde et en impact

électronique également.
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A 249 Dffi, le fragment majoritaire est le

autres fragments de l 'amiodarone ainsi que

(M+H)+ sont  aussi  présents mais i ls  sont  de

rapport au pic de base (spectre 10b).

pic de masse 518. Les

le p ic quasimoléculai re

moindre importance par

]irætffi|lÈ-I-FÊr-:'r
o 8oo 9oo lrlSses(una)

Spectres 1 0 : Spectres FTMS (a-193 nm b-24g nm)
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D . ANALYSES DES POLYMERES DOPES A L'AMIODARONE

1) Présentation du travail

La matrice polymérique est l'étape obligatoire avant de rechercher

fa molécule cible dans les t issus biologiques. Un test prél iminaire a été

réalisé afin de s'assurer de la conservation de I'intégrité de I'amiodarone

dans le monomère de la résine. Nous avoRs étudié ensuite les fragments

spécif iques du polymère éeul, afin d'évaluer les éventuelles interférences

spectrales avec I 'amiodarone. Puis, sur les spectres LAMMA en ions

posit i fs des polymères dopés, tes fragments caractérist iques de la

molécule cible ont été recherchés en hautes masses, puis en basses

masses. La seule information que nous apporte l'analyse en ions négatifs

concerne la détection de I'iode.

2) Les échantillons

L'amiodarone est solubil isée dans un minimum de méthanol, lequel

est alors ajouté, avant polymérisation, au monomère. Une gamme de blocs

d'épon contenant 200,500,  10oo,2ooo et  4000 ppm d'amiodarone est

obtenue. cette valeur supérieure correspond à la valeur fréquemment

admise comme concentration tocalisée du composé dans un fissu

biologique,  en supposant b ien sÛr qu' i l  ex iste des phénomènes de

ségrégation. Des coupes de 0,25 pm d'épaisseur sont débitées à partir de

ces blocs sur un microtome et recueillies sur des grilles de microscopie

électronique.
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3) Réactivité de I'amiodarone vis-à-vis du monomère

Ce petit test de réactivité a pour but de savoir si I'amiodarone reste
intacte lorsqu'e l le est  mise en solut ion dans le monomère avant
polymérisation. un des monomères de ra résine épon est l ,oxyde de
propylène :

Nous avons comparé le spectre d 'absorpt ion UV-Vis ib le de
I'amiodarone dans le méthanol et dans loxyde de propylène.

Le spectre d'absorption de I 'amiodarone pure présente S bandes
situées respectivement à 20s, z4z, 276, 2gz et 310 rffi, conformément
au spectre que I'on trouve dans la littérature (146). La transition à g1O

nm a un caractère (n -) n*) et les transitions 276 et 242 îffi, un

caractère (æ -+ æ*) (96). Ces absorptions caractéristiques de I'amiodarone

existent toujours sur le spectre UV de I 'amiodarone en sotution dans

I'oxyde de propylène. La bande à 310 nm (n - n*) (électrons n de I'iode)

donne un coeff icient d'absorption molaire comparabte à celui obtenu
lorsque la molécule est en solution dans le méthanol (cf spectre 11).

o
.A

Ce test de spectroscopie

molécule organique a conservé

la résine.

ultraviolette permet de conclure que

son intégrité dans le solvant d'inclusion

la

de
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SDectre 11 :  Spectre UVde I 'amiodarone dans le méthanol  et  dans
- 

l 'ôxyde de propylène

4) Analvses LAMMA des polymères dopés en- ions positifs et négatifs

a - AnalYse LAMMA de l 'éPon seul

Le spectre 12 est représentatif  du signal obtenu en perforant les

coupes de polymère non dopé. On constate qu'i l  n'existera à priori pas

d'interférence Spectrale avec les fragments de I 'amiodarone pure' Les

signaux de masses supérieures à mlz=200 sont pratiquement inexistants

et non signif icatifs, car de très faible intensité.
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spectre 12 : spectre LAMMA de la résine épon en ions posit i fs

b- Analyses LAMMA en ions posit i fs des polymères dopés

Le spectre 13 i l lustre le type de réponse obtenu avec l 'échanti l lon de

plus for te concentrat ion.  Aucune informat ion sur  la  présence

d'amiodarone n'est apportée par ce spectre en ions positifs : ni par te pic

moléculai re,  n i  par aucun f ragment caractér is t ique de haute masse.

quel les que soient  les condi t ions expér imenta les (var iat ion des

potentiels, variation de I ' irradiance, variation de la focalisation du taser,

variation de la longueur d'onde...).

L'intérêt a alors été porté sur le pic de masse mlz--100. A cette

valeur, aucun pic attr ibuable à la matrice n'a jamais été relevé. Sur les

spectres 14a et  14b,  on constate qu'à.  fa ib le énergie (E<1pJ sur

l 'échant i l lon) ,  le s ignal  correspondant au pic de masse m/z=100 se

confond avec le bruit de fond et n'est pas, de ce fait, significatif. A haute

énergie (E I 4pJ sur l 'échanti l lon), le signal apparait effectivement, mais

de manière tout  à fa i t  a léatoi re.  Ceci  la isse penser que ce s ignal ,

lorsqu' i l  ex iste,  peut  être le résul tat  d 'une recombinaison en phase

gazeuse plutôt qu'un fragment réel de I 'amiodarone.
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spectre 13 : spectre LA.MIIA complet d.q-!]gpon^do.pé à I'amiodarone!r.}.v.v!rÆ 
graa,g' jflm):"iïào-iânôé-l r-oew'tcmz. Longueur d'onde :

91 99 los

S c e c i i e  1 4 3

Spectres 14 : Rechercle du. fragry,elt  ̂caractéristique 
de masse

gAijlr;Bï';."'Ë"f,if",Ë:4iB'eËs'iis"',.8^i'5^:"'0"
a- enetsJô' .i-pJ 

-(irradianiei 
< 10-8..!v/cT2)

Ë- â;Ëié"-4 [i (ùraoiance 1oe Wcm2)
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c- analyses LAMMA en ions négatifs des potymères dopés
L'amiodarone est caractérisée chimiquement par deux atomes

d'iode qui représentent 35% du poids motécutaire et qui sont facilement
détectables (m/z=1271. En analyse LAMMA, les signaux en ions négatifs
sont de manière générale, à sensibit i té égale, plus intenses qu'en ions
positifs. Pour cette raison, une étude annexe a été entreprise : il s'agit
de localiser I'amiodarone grâce à la détection de I'iode en ions négatifs,
puis en inversant les potentiels, I'irradiation de la région très proche
du précédent impact laser devrait donner naissance à un spectre
contenant les fragments caractéristiques de la cible.

L'iode est détecté en ions négatifs sur toute la gamme des coupes.
une corrélat ion entre I ' in tensi té du s ignal  à mlz=127 et  la
concentration en amiodarone dans la coupe a été recherchée.

Les spectres ont été enregistrés dans les mêmes condit ions
expérimentales :
- potentiels d'extraction : ToF Sooov - Lentiile 16oov - Réflecreur 770v
- énergie sur l'échantillon : 4pJ par pulse laser
- diamètre de I'impact laser : quelques microns
- irradiance : 3.108 Wlcm2
- longueur d'onde : 2g6,Snm

on définit x comme te rapport de I ' intensité absolue du oic de
masse m/z=127 sur  la  fCS
attr ibuables à la matrice. Ge rapport

variation de la quantité totale de matière

l 'aut re.

permet de s'affranchir de la

vaporisée d'un impact laser à

1.r" ,

|  , "+ l  e+* l  gz
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Pour chaque concentrat ion de la  gamme, 10 spectres

représentatifs de I 'ensemble des spectres obtenus sont retenus ; les

rapports X sont calculés pour chacun d'entre eux. L',intensité relative Ï

du pic y1117=127 (ion I-) en est la moyenne et s l 'écart-type' Nous

obtenons le tableau suivant et la courbe 1 correspondante :

Concentration
(oom)

lntensité + | -
du oic 127 Ecart-type

400  0
2000
1  000
500
200

0,109  0 ,052
0 ,1  00  0 ,041
0 ,240  0 ,100
0 ,1  1  0  0 ,052
0 ,108  0 ,048

Tableau Vl l  : mlz=127 en fonction
le polymère doPé.

OOSACE DE L'IODE dans le polymère EPON dopé à
L'AMIODARONE

lntensité relative
la concentration

ï du pic de masse
en amiodarone dans

de

0 ,15

0,05

0
200

Courbe 1 :

0,1

I
n
t
e
n
s
I

t
é

500 2000

Conc. Amiodarone (PPm)

Vafeurs des intensités relatives du pic mlz=127

de la concentrat ion en amiodarone dans
polymérique.

en
la

4000

fonction
coupe
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l l  est surprenant que l ' intensité relative X reste pratiquement
constante.  Pour expl iquer  ceci ,  deux phénomènes éventuel tement
conjugués, une osmose et une saturation du système de détection, sont
envisageables :
-  la solubi l isat ion de I 'amiodarone dans te monomère lors de la
préparation des coupes a peut-être provoqué la rupture des l iaisons
carbone-iode dans la molécule. Mais cette hypothèse est fort peu probabte
puisque le spectre uv de l 'amiodarone dans I 'oxyde de propylène est
inchangé.

- I'autre hypothèse est d'ordre technique. Les ions iodures sont formés
dans le plasma en très grande quantité et une saturation du système de
détection pourrait survenir.

s)

a) Présentation des tests

Les précédentes anatyses ont été effectuées sur ta microsonde
LAMMA 500, les échantillons se présentant par nécessité sous forme de
coupes minces. L'anatyse directe des blocs de polymères dopés est alors
réalisée sur la microsonde FTMS, adaptée par sa configuration en
réflexion à I 'analyse des échanti l lons massifs. La résine épon ainsi qu,un
autre polymère d'enrobage ont été testés.

Pour ces expériences, la longueur d'onde uti l isée est 1gg nm et
l 'énergie sur l 'échanti l lon est de 12,5 pJ par putse laser. Le faisceau
laser est  peu à peu défocat isé af in de moduter I ' i r radiance.  Les
valeurs des paramètres instrumentaux correspondent à celles qui ont été
opt imisées.
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b) Résine EPON

Le btoc d'épon dopé à l'amiodarone à 4000 ppm est analysé dans les

condi t ions expér imentales précédemment décr i tes.  Quel le que soi t  la

valeur de I ' i r radiance (5.106 à 5.107W/cm21, I 'amiodarone n 'est  jamais

détectée,  même en accumulant  les t i rs  laser au même endroi t  pour

analyser en profondeur (spectre 15).

oPos 279

z o

L07

109

J ! l

205

1 3 35

I

300
I

i c0 2'.'0

Spectre 15 : pl-o.qi'éqgl dopé à I'amiodarone
ËTMS - 

't 
eg nni - 2.107 w/cm2

(4000 ppm) analYsé Par

c) Résine TECHNOVIT

La même exPérience est réalisée

autre résine d 'enrobage dénommée

polymère acrYlique :

en préparant un bloc avec une

"technovi t "  et  const i tuée d 'un

+jl,
La polymérisat ion s 'obt ient  à température ambiante et  e l le est

instantanée lorsque les deux composants (solide et solvant) sont mis en

contact. L' intérêt d'une tel le résine est mult iple : I 'amiodarone est
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introduite directement dans le solvant, I 'homogénéité étant assurée par

un brassage énergique. Les interférences spectrales avec I'amiodarone

sont peu nombreuses car i l  y a peu de recombinaisons. Ensuite la'
préparation est extrêmement rapide.

Une concentration en amiodarone dans la résine supérieure à 4000
ppm est choisie pour réaliser le premier test : 20 000 ppm. Lorsque le

laser est focatisé (irradiance : 7.107 wlcmz), le spectre de masse

correspondant n'est constitué que de signaux dûs à des clusters non

signi f icat i fs .  Par s imple défocal isat ion,  I ' i r radiânce at te int  environ
2.107 W/cm2 et les fragments caractérist iques de l 'amiodarone à mlz=
100, 392,  489,  518,  602 apparaissent  (spectre 16).  En diminuant ta
concentration de I 'amiodarone dans la technovit à 10 000 ppm, plus

aucun fragment n'est détecté.

1 o { } 4 tlr)

Spectre 16 : Analyse d'un.bloc de technovit dopé
(20 000 ppm) - 199 nm - lrradiance
(*  f ragment  connu de l ramiodarone)

6 0 0

à I'amiodarone
: 2.107 Wlcm?

*

100

* 3 g 2 *

24r 
t '11 48e

I saell I

I lil |

*
5r.8

* 669'rI
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6) Conclusions sur I'analyse des polymères dopés à I'amiodarone

L'analyse de polymères dopés à I'amiodarone par LAMMA 500 n'a

pas permis de détecter les fragments caractérist iques du composé

organique en ions posi t i fs .  En ions négat i fs ,  quel le que soi t  la

concentration dans le polymère dopé, le signal correspondant à I ' iode

est pratiquement constant.

Une première hypothèse a été avancée. Certaines liaisons C-l sont

rompues pendant la polymérisation et I'iode, sous forme libre, peut être

dissout dans I 'eau pendant la phase de récupération des coupes' Elle

semble toutefois peu probable au regard des résultats obtenus par test

de spectroscopie ultraviolette et, également, parce que le temps de

séjour réel des coupes dans l'eau est très faible'

Une autre hypothèse,  beaucoup plus probable,  serai t  d 'ordre

instrumental .  En ions négat i fs ,  les courants sont  beaucoup plus

importants qu'en ions posi t i fs ,  car  le rendement d ' ionisat ion par

capture électronique est  mei l leur.  l l  peut  y avoir  saturat ion du

détecteur. En effet, s' i l  se forme trop d' ions, le taux d'électrons

secondaires émissibles par unité de surface sur le détecteur est

dépassé.

E - ANALYSES LAMMA DES COUPES HISTOLOGIQUES

l)  Introduct ion

Le but ult ime de notre travail est la localisation in-situ d'un

médicament (composé organique) comme I 'amiodarone dans un

échant i l lon t issula i re par une informat ion spectrométr ique qui

lui sera propre. L'amiodarone se f ixe préférentiel lement sur les
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phospholipides du fait de son caractère amphiphile (elle présente une
part ie l ipophi le et  une part ie hydrophi le)  (voir  part ie I I ) .  Les
phospholipides sont présents dans toutes les cellules vivantes. lls sont
insolubles dans I'eau, mais solubles dans les solvants organiques tels
que le diéthyl-éther, le chloroforme ou le benzène.

a- Introduct ion

La plupart des cellules dans I 'organisme vivant contiennent plus

de 70o/o d'eau. L'observation êt, par conséquent, I'anatyse des coupes

h is to log iques p lacées dans un apparei l  t ravai l lant  sous v ide

nécessitent une préparation spécifique qui lui permettra de conserver

sa structure. Pour cela, l'échantillon doit être fixé puis déshydraté,

éventuellement congelé... La f ixation, la déshydratation, suivies de
I'enrobage dans une résine, constituent les étapes obtigatoires pour la

majorité des échantillons biologiques. La condition principate à
respecter pour analyser un tissu biologique esf d'en maintenir

l'intégrité géométrique et physique dans ses détaits les ptus fins.

L'él imination de I 'eau conduit à des changements de la structure

biologique, aussi quelles que soient les précautions prises, dans tous
les cas l 'échanti l lon sera modif ié. L'histologiste a conscience qu'i l

introduit automatiquement des artéfacts et il doit en tenir compte.

Par exemple, une fois les t issus plongés dans les solvants

organiques ou dans les solutions aqueuses, les électrolytes solubles
(Na, K, Cl) ne se retrouvent pas dans la situation qu'ils avaient in-vivo.

Les liaisons existant entre les éléments et les structures organiques
(protéinês,...), sont très complexes et encore peu comprises. Les

éléments coexistants sous formes liée et libre ne sont pas affectés de
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la même façon. Les histologistes uti l isent classiquement les alcools'

les atdéhydes, I'acétone pour la fixation ; la paraffine, le polystyrène'

le polyméthacrylate de méhyle pour l'enrobage ; le xylène, le toluène' le

benzène, le chloroforme pour laver les tissus'

b- Fixation

Le but de

l'état vivant et

découpage ou

chimique.

.Dans|epremiercas, |et issuestcongelé,donc

physiquement. Ensuite i l  est soit lyophil isé, soit f ixé une seconde

par voie chimique.

- Dans le second cas, le tissu frais (un cube d'environ un mm3) est

placé dans un bain de fixateur tamponné : glutaraldéhyde, formaldéhyde,

oxyde d'osmium ou Permanganate.
* Le glutaraldéhyde Hoc(cHz)sGOH est un dialdéhyde très actif qui fixe

les protéines par ses deux fonctions aldéhydiques -(H)C=O' Ceux-ci

induisent une réaction classique de réduction ; il s'agit d'un processus

très rapide.
* Le tétroxyde d'osmium OsOo agit par réaction d'oxydation ; il permet

la fixation des lipides mais il est peu pénétrant'

Les fixateurs ne sont pas des conservateurs'

pour conserver les échanti l lons traités, i l  faut y adjoindre un

autre composé. ll existe essentiellement deux types de conservateurs :

- soit à base de phosphate (Na.HPO4)

- soit à base de cacodylate (Na(CHirAsO2)

la fixation est de préserver la structure de la cellule à

d,éviter ensuite tout dérangement lors de I'enrobage, du

de I'analyse. ll existe deux types de fixation : physique ou

f  i xé

fois
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c.  Déshydratat ion

Le tissu fixé est placé pendant un certain temps dans un bain de
solvant ; par exemple alcools, acétone...

d-  Inclusion

L'inclusion est, avant tout, une étape indispensable vers la
réalisation de coupes minces. Elle consiste à remplacer le mil ieu
aqueux intracel lu la i re par un mi l ieu sol ide amorphe permettant

d'augmenter la consistance mécanique des t issus f ixés afin de les
débiter sans qu'i ls ne se déchirent ni s'écrasent. Des problèmes de
tension inter facia le et  de miscib i l i té de solvants ont  condui t  à
optimiser les séquences successives d'immersion dans des mélanges de
solvants aboutissant finalement au monomère ou au prépolymère de la
résine d'inclusion. De cette façon, r'agent déshydratant est peu à peu
remplacé par le solvant du milieu enrobant jusqu'à ce que le tissu en
soit totalement imprégné

Une des résines les plus communément uti l isées est la résine
époxy. La polymérisation est amorcée par un mécanisme anionique à
part i r  d 'un monomère époxydé te l  que I 'oxyde d 'éthylène,  le
1,2-époxypropylène. . .  Les produi ts  commerciaux ut i l isés sont
prat iquement toujours des prépolymères ptus ou moins v isqueux
auxquels sont mélangés un 'initiateur" et un accélérateur (par exemple,
le tr is-Diméthylaminoméhyl phénol -DMp).

e- Contraste des coupes

Les effets de contraste sont le résuttat du rendement différent de

l 'émission secondaire en chaque point de l 'échanti l lon que balaye la
sonde. Les composés utilisés fréquemment comme contrastants sont le
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tétroxyde d'osmium,

complexes d'argent,

bismuth, de césium,

technique exPloi te

I'acétate d'Uranyle, des sels de plomb, des sels et

I'acide phosphotungstique, des sels de mercure, de

des sels auriques et platiniques. De ce fait, cette

les interact ions sélect ives entre des s i tes

macromoléculaires et les divers sels de métaux lourds ,

ainsi de contraster préférentiellement certaines zones, ce

utile pour le repérage au microscope.

permettant

qui est très

f- Cryo-ultramicrotomie

La congélation d'échanti l lons biologiques permet de f ixer par le

froid et conduit à un durcissement des structures, ce qui est également

recherché lors de I'inctusion dans une résine plastique. Toutefois, il est

encore nécessaire de post- f ixer  chimiquement les échant i l lons à

observer au microscope électronique. La congélation offre I'avantage

d'écourter les durées d'action et de diminuer les concentrations en

f  ixateurs.

Lors de la congélation, la solidif ication de la phase l iquide du

cytoplasme ne garantit pas la préservation des structures et des ions

diffusables in-situ. La formation des cristallites de glace dans le tissu

constitue un écueil majeur. L'idéal est d'éviter toute cristallisation et

de convertir les fluides des cellules en un état solide aqueux : état

v i t reux.  Mais seuls les pet i ts  échant i l lons ( .Spm) peuvent être

v i t r i f iés.  Aussi ,  la  seule a l ternat ive est  de créer  un état

microcristallin dans lequel l'eau se transforme en un très grand nombre

de minuscules cristaux de glace qui éviteront l'éclatement des cellules.

Ceci est possible sur environ 1 mm3. Un grand nombre de problèmes

liés à I'eau de cristallisation peut être surmonté en additionnant à I'eau

des substances miscibles antigel: ce sont des composés de bas poids

moléculaires (glycérol, DMSO,...) suff isamment eff icaces pour être
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utilisés comme additifs dans les études morphologiques. Ces molécutes

appelées cryoprotectants évitent ta formation de cristaux de glace

intracel lu la i res (97).

Prat iquement,  le b loc de t issu est  congelé di rectement et

sectionné sans inclusion. Les coupes fraîchement sectionnées sont

récupérées sur une goutelette d'un f luide non congelable comme par

exempte un mélange eau-diméthylsulfoxyde ou une solution concentrée

de saccharose dans I'eau.

3) Préparation des coupes histologiques

Tous nos échanti l lons biologiques sont préparés par la Société

Sanofi, qui injecte la substance aux animaux, prélève les tissus et les
prépare en vue de l'analyse par spectrométrie de masse. Nos études sont
réalisées sur des chiens et des rats. La dose d'amiodarone administrée

est généralement :
- 100 mg par kg pendant 15 mois pour les chiens adultes (Beagte)
- 150 mg par kg pendant 10 jours pour les rats adultes (Fisher 344

strain).

Dans les deux cas, des animaux non traités sont réservés pour les

coupes témoin. Les prélèvements sont réalisés par biopsie pour les

chiens et sur les rats occis. Les tissus prélevés sont préparés seton une

technique conventionnelle : les blocs de tissus (<1mms) sont placés une

nuit dans une solution de glutaraldéhyde à 4o/o tamponnée avec du

cacodylate de sodium (0,2M). lls sont ensuite lavés et déshydratés par

des bains successifs dans des solutions éthanoliques graduellement

remplacées par le solvant d'inclusion de la résine époxy. Des coupes de

0,25 pm d'épaisseur sont  sect ionnées.  Ces coupes ul t ra- f ines,

recueil l ies sur gri l les, sont placées dans des boîtes à contraste,
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spécialement conçues pour la microscopie électronique (Balzers). Une

post-fixation par le tétroxyde d'osmium (solution à 2o/o additionnée de

saccharose, tamponnée avec du cacodylate de sodium) permet d'obtenir

une mei l leure préservat ion des échant i l lons ainsi  qu'un mei l leur

contraste.

Les coupes PréParées en

analysées sur LAMMA. Le bloc

et f ixé par le glutaraldéhYde,

d 'osmium.

ultracryomicrotomie ont également été

de tissu fraîchement prélevé est congelé

puis éventuellement par le tétroxyde

4) Protocole d'analyses

Nous avons travaillé conjointement avec l'équipe de Sanofi pour Ie

repérage par microscopie électronique des coupes histologiques avant

et après les analyses par microsonde LAMMA. Le protocole d'analyse se

déroule comme suit.

* @ : fabrication et repérage des coupes neuves

Les zones à repérer sont celles qui sont riches en phospholipides (car

f ixation préférentiel le de t 'amiodarone). Elles sont repérées par

microscopie électronique à balayage (MEB) et photographiées. En effet,

les phospholipides sont reconnaissables (zones sombres) lorsque le

tissu a été fixé avec le tétroxyde d'osmium.

* @:analyses LAMMA

Les coupes sont analysées par microsonde LAMMA. Le microscope à

immersion équipant  le spectromètre de masse ne permet pas

actuel lement  de v isual iser  correctement  la  coupe et  une
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reconnaissance de la structure est diff ici le, voire impossible surtout

par des néophytes. Le repérage photographique préalable des zones

intéressantes permet de cibler précisément les zones d'analyse. Dans

les ganglions mésentériques, les zones riches en phospholipides sont

nombreuses, contrairement aux poumons. Aussi dans le premier cas,

suf f i t - i l  de fa i re une quarantaine d ' impacts laser dans la zone

intéressante alors que, dans le second cas, un balayage plus serré est

nécessaire. Chaque impact laser est repéré géographiquement, indexé et

le spectre de masse correspondant est enregistré.

. Troisième étape : Photographies des zones irradiées

Une nouvelle observation au microscope électronique permet de repérer

exactement les zones irradiées et de les photographier.

. Quatrième étape : Analyses des résultats

La comparaison des photographies avant et ,.après I ' irradiation laser

permet de connaitre la nature du tissu détruit. Ainsi la confrontation de

nos spectres de masse avec le lieu géographique d'où ils sont issus

(zone riche ou non en phospholipides) permet d' interpréter les pics

obtenus et d'en tirer les conclusions.

Un exemple est donné page suivante pour illustrer ce travail :
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Gan g l i on .  Mésen té r i que :
Coupe  déposée  su r  une  q r i l l e
de microscople é lect ronique

Pho tog raph le  ap rès  l es  impoc ts  l ose r

305
298 325

Spec t res  LRMMÊ co r respondan t  oux  lmooc ts  n .  25  e t  24
Longueu r  d ' onde  :  286 ,5  nm
Energ le  su r  l ' échan t l l l on  :  0 ,5  gJ
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5) Analyses Lamma

Les analyses des coupes histologiques ont été réalisées sur 5 séries.

tissu enrobé dans épon, épaisseur o,25 pm
tissu enrobé dans épon, épaisseurs variables
t issu enrobé dans épon, sans f ixat ion à I 'osmium,
épaisseur o,25 pm

- 4ème série cryocoupes sans traitement à I'osmium, sans contraste,
épaisseur o,25 pm

- 5ème série : idem, épaisseur o,5 pm

La valeur "0,25 pm" choisie pour l'épaisseur des coupes est le résultat

d'un compromis pour tes deux techniques utilisées : LAMMA et MEB.

a- Analyses des t issus enrobés dans l 'épon

Deux longueurs d'onde spécif iques ont été uti l isées ; 228,8 et

291,4 nm. En effet, chacune met en jeu un processus d' ionisation

différent. Aux plus courtes longueurs d'onde (î, < 240 nm ; hv > 5 eV),

les mécanismes de désorption laser sont complexes et une coupure

photochimique des l ia isons (ruptures homolyt iques) d i rectement à

partir du solide est plus probable. Les plus grandes longueurs d'onde

induisent  des processus d ' ionisat ion mul t iphotonique qui  favor isent

plutôt la désorption thermique (cas du laser COr) et la formation d'un

microplasma.

i) Analyse de la résine Epon

Voir le paragraphe D (4 a) correspondant à I'analyse du polymère.

ii) Analy!;es des cou4es témoin

Dans un premier temps, nous avons étudié les spectres LAMMA des

coupes témoin après t'irradiation laser. L'optimisation des paramètres

expérimentaux - potentiels d'extraction et de réf lection - et de
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l 'énergie sur l 'échant i l lon (1 pJ)  permet d 'obtenir  u ne extract ion

optimale des ions de hautes masses.

Le diamètre de I'impact laser est de 2 à 5 pm lorsque le laser est

focalisé et peut atteindre 10 pm en défocalisant (soit une irradiance

variant de 1Oe à 1Os W/cm21. L'intensité des pics de masses inférieures

à 250 amu est nettement supérieure au bruit de fond. Au-delà, les

signaux sont faibles, voire inexistants, et, dans tous les cas aléatoires.

L'étude de I 'ensemble des spectres obtenus pour ces coupes

témoins sert à cibler les pips attr ibuables à la matrice (biologique ou

épon). L'observation de la coupe au microscope équipant le LAMMA

permet de repérer  deux zones d is t inctes -  une zone c la i re,

certainement le polymère, et une zone plus sombre contenant les

cellules repérées.

Le tableau VI I I  préèente le b i lan des masses qui  semblent

significatives du matériau analysé :

Zones claires
27 t 28 I 29 I 30 t 31 | 39 | 41 I 43 | 44 156 17 0 177 17 I I 91 I 1 1 5/ 1 28 t 1 I 1

Zones loncées correspondant aux cellules repérées
39/40/5  0 /5  1  /6  1  /63/6  51 66 17 4  17 5  17 I  |  86 /  1  09/  1  1  0 /  1  22 |  1  33 |  323

Tableau Vlll : Masses présentes sur le spectre de masse en fonction de
la naturb polymér ique ou t issula i re de la  zone
irradiée de-la c-oupe biologique.

- Les spectres de masse ne présentent quasiment pas de pics aux

masses supérieures à mlz=250.
- On note sur tous les spectres un massif de pics (m/z=187, 188, 189,

190 et 192), qui est attribuable à I'osmium utilisé dans la préparation

du tissu.
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- D'autre part, des pics de hautes masses apparaissent quelquefois sur

les spectres de masse des coupes témoins, aussi nous faudra-t-il être

prudent quant à I'interprétation des spectres futurs : ces pics de hautes

masses apparaissent en effet de manière aléatoire.

iii) lnfluence de la longueur d'onde

Les spectres 17a et 17b sont obtenus respectivement à 286,5 et

228,8 nm.

oscl

OsCaH'

coH*296

o21

I

; l l l
il
Si'ECTREb  :  2 2 8 . 8  n m

Spectres 17: Analyse par LAMMA de coupes histologiques

- à 286.5 hffi, I' intensité des pics est en général trop faible. Le spectre

présenté est obtenu sans préamplif ication. En effet, sofi uti l isation

n'apporte aucune inf  ormat ion supplémentai re car  le  rapport

signal/bruit reste dans tous les cas à peu près identique.
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- à 228.8 hff i ,  le rendement ionique est meil leur. L'osmium uti l isé

pour ta f ixation des coupes s' ionise d'ai l leurs part icul ièrement bien. On

constate que le diamètre des impacts taser est plus petit que celui qui

est obtenu à 286.5 nm. Ainsi, plus la longueur d'onde est basse et plus

la focalisation sur l 'échanti l lon est aisée.

iv) lnfluence de l'épaisseur

Deux autres épaisseurs ont été testées pour les deux types de

tissu biotogique analysé (pO poumon, GM ganglion mésentérique) : PO (0,125

pm),  PO (0,370 pm),  GM (0,125 pm),  GM (0.370 pm).La longueur d 'onde

de travail est 291 ,4 nm. (l l  convient de noter que les processus

d'ionisation entre 286,5 et 291,4 nm sont les mêmes)

Le tableau suivant propose un bilan de nos observations en fonction de

l'épaisseur de la coupe et de l'énergie déposée sur l'échantillon :

énergie sur
l 'échanti l lon

5trJ 2,SpJ l trJ

épaisseur
de la coupe

I

0,125 | o, 370
I
a

0 ,125 0 ,370
I

0 ,125  10 ,370
I

Bilan de nos
observations
au regard
des spectres
obtenus

Beaucoup de pics
m/z<100 amu
rien >3Q0 amu

I
Intensit{
> bruit I
de fond I

Ipour i
quelque{
m:':lôô |

Dans les 2 cas
pas de pics aux
masses >250

L'aspec{ L'ioni-
des t sation
basses I est
masses I nulle
idem i
Peude 1
hautes r
masses I

I

Tableau lX : Commentaires à propos des spectres de masse obtenus en
fonction de l'énerlie'incidente 

'et 
de l'épaisseur de la coupe'
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On constate que :

- à haute énergie, quelle que soit l 'épaisseur, la fragmentation est

importante

- à plus faible énergie, l'épaisseur 0,37pm est trop importante ; il n'y a

plus d' ionisation.

Les enseignements, que nous ont apportés ces tests, sont d'une

part qu' i l  n'est pas bon d'analyser les coupes à trop forte énergie

(l'information sur une présence éventuelle d'amiodarone est, dans tous

les cas, perdue), et d'autre part qu'une trop faible épaisseur de coupe

histologique pose des problèmes. En effet, le volume irradié est moins

important  et  par conséquent les molécules c ib les ionisées sont

proportionnellement en plus faibles quantités. De plus, cette faible

épaisseur induit une moindre résistance du t issu et des morceaux

importants de la coupe (au delà du simple diamètre du faisceau laser)

sont emportés. En revanche, une épaisseur trop importante est difficile

à percer.

ll semble que la valeur de 0,25 pm, retenue au préalable, soit ra

meil leure épaisseur pour des coupes histologiques destinées à être

analysées par microsonde LAMMA.

vl Analyse des coupes (épaisseur 0.25 pm) en ions positifs

Une étude complète des fragments de I'amiodarone sur tous les

spectres collectionnés est réalisée. Pour cela, nous avons ressencé

tous les pics apparaissant sur chaque spectre et pouvant appartenir à

I'une des trois catégories suivantes :
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-Fragment caractéristique de I'amiodarone de basse masse,

-Fragment caractéristique de haute masse,

-Fragment inconnu de haute masse, mais apparaissant fréquemment

sur les spectres LAMMA. ll pourrait alors être caractéristique d'un

métabolite de I 'amiodarone ou d'une ionisation particul ière de la

molécule cible compte-tenu de son environnement.

Gette étude de tous les spectres LAMMA nous amène aux conclusions

suivantes :

*

Le pic de masse m/z=100, caractérist ique de I 'amiodarone, n'apparait

pas.
.

En hautes masses, les signaux se confondent avec le bruit de fond.

Certains pourraient, du fait de teurs intensités supérieures au bruit de

fond, correspondre à I 'existence effective d'un ion. Toutefois la

localisation de I ' impact laser sur la coupe permet d'aff irmer que la

probabilité qu'il y ait de I'amiodarone dans cette zone concernée est

nulle, sinon faible.
*

Nous avons cherché s i ,  s tat is t iquement,  ces pics qui  semblent

apparaî t re souvent,  sont  reproduct ib les.  La conf  rontat ion des

fréquences d'apparition de ces hautes masses et des localisations des

tipides, et donc de l 'amiodarone, sur micrographie conduit à une

conclusion négative. Ces signaux sont aléatoires et ne sont pas

sig n i f  icat i f  s .
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Notre intérêt s'est à nouveau porté sur I'iode (mlz=127), fragment

caractéristique de l'amiodarone. De plus, c'est un élément qui n'est pas

présent  naturet lement  dans les t issus b io logiques.  Sur  une gr i l le

supportant une coupe, nous avons balayé systématiquement avec le

laser une zone donnée ; chaque impact a été repéré et le spectre

correspondant à cette zone irradiée (1 à 5 pm2) a été enregistré. Pour

chacun de ces spectres, I' intensité absolue du pic de l' iode est notée et

reportée sur la photographie faite après les impacts.

73zg

Spect re  ob tenu par  i r rad ia t ion

d'une zone p1gg en phospholipides

79 84

I2T
Spectre obtenu par irradiat ion

d 'une zone r i che  en  phospho l ip ides

:-J:iu-,,à*ia**.;i --,*1.+-1-.+"ç".ç."-

Conditions expérinentales : - Iongueur d'onde 286.5 nn
e 2

- iradiance 3.lo-!l/cn

- ions négatifs

108

o 1

9E
I
I

il
I
i 1: '

iË
ii:l

97

98

Spectres 18 : Spectres LAMMA en ions négatifs d'une coupe histologique
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Ces expériences permettent de constater que les

important, ne correspondent pas aux zones phospholipidiques supposées

renfermer l'amiodarone. Les deux spectres choisis pour illustrer cette

remarque représentent effectivement les deux cas extrêmes : d'une

part, pratiquement pas d'iode dans une zone riche en amiodarone et,

d'autre part, un signal très intense d' iode dans une zone pauvre en

amiodarone (spectres 18) !

L' iode est un élément certainement très diffusible, aussi doit- i l

migrer sous forme l ibre. Sa présence ne serait alors plus forcément

associable à celte de I 'amiodarone. Ceci impliquerait qu' i l  y a eu

métabolisation préalable. En effet, on sait que les vitesses de

métabolisation sont très importantes (voir part ie l l) .  Nos résultats

semblent contraires à ce qu'a affirmé l'équipe de Van Vaeck lorsqu'elle

a analysé par microsonde LAMMA 500 les mêmes coupes dopées à

I 'amiodarone. Selon el le, I ' iode reste l 'élément traceur de I 'amiodarone

par la technique LAMMA (98).

Nous avons constaté sur les spectres précédents qu'i t  existe

souvent la série de pics de moyenne à forte intensité aux masses m/z=

187, 188, 189, 190 et 192, correspondant aux isotopes de I 'osmium. Les

tissus analysés sont effectivement f ixés par le tétroxyde d'osmium.

Celui-ci s'ionise facilement et ce, peut-être, au détriment des espèces

organiques. Les tests suivants ont été motivés par cette remarque.

Sur l 'hypothèse qu'une

l ' ionisation préférentiel le de

d'autres coupes, préparées à

part importante des photons induit

l 'osmium présent dans les couPes,

part i r  de poumons et  de gangl ions

zones
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mésentériques de rats sans traitement au tétroryde d'osmium,

ont été analysées par microsonde LAMMA aux deux longueurs d'onde

(228.8 et 291.48 nm) avec une irradiance de 4.108 Wcm2. Les spectres

de masse obtenus n'apportent aucune information particul ière sur la

présence d'amiodarone. En effet, le balayage systématique des

différentes zones repérées ne révèle ni la présence formelle de

I'amiodarone par un de ses fragments caractéristiques, ni I'existence

d'une ou plusieurs masses marqueuses résul tant  d 'une ionisat ion

particulière ou d'une transformation de la cible in-vivo.

b- Analyses des cryocoupes
Nous avons constaté tout au long des essais précédents qu'il était

difficile de s'affranchir des effets de matrice dûs au tissu biologique

et que I 'ut i l isation d'une coupe préparée à partir d'un t issu enrobé

dans une résine ne facilitait pas les analyses. Les cryocoupes sont

obtenues en congelant te t issu biologique sans inclusion dans une

matrice polymérique. Logiquement, I 'analyse de ces coupes devrait

minimiser les effets de matrice et faci l i ter ainsi la désorption de

I'amiodarone, si elle est concentrée dans une zone particulière (riche en

phosphol ip ides).

Les spectres obtenus lors de I'analyse des tissus congelés fournis

par Sanofi n'ont présenté aucun fragment significatif de I'amiodarone

et n'ont donc pas permis de détecter I'amiodarone.

Toutefois, les échanti l lons congelés se sont' révélés être mal

fixés. En effet, Sanofi a rencontré des difficultés lors de la fixation

des lipides dans le tissu. L'amiodarone se fixant préférentiellement sur

les phospholipides, i l  est clair que I 'exploitation de cette technique
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reste entièrement à faire puisque les problèmes de conservation de

l'intégrité du tissu pendant les étapes de préparation des cryocoupes

n'ont pas été résolus pour le moment.

c- Bilan sur I 'analyse par LAMMA 500 (transmission) des

coupes et cryocoupes

Nous avons constaté tout au long de nos tests que la matrice

organique pertube indiscutablement la désorpt ion et  I ' ionisat ion de

I'amiodarone. Les coupes témoins ne permettent pas de donner un

spectre de masse qui soit caractérist ique du matériau biologique ;

celui-ci est extrêmement inhomogène et chaque spectre est spécifique

de la zone irradiée. La fixation ou non des coupes par I'oxyde d'osmium

n'apporte aucun changement concret quant à la détection de la molécule

cib le.  La détect ion di recte de I 'amiodarone par ses f  ragments

caractérist iques n'est donc jamais réalisée. La localisation de la

molécule par des pics qui apparaîtraient spécif iquement lorsqu'on

irradie une zone contenant l'amiodarone n'a pu être concrétisée par une

présence d'ion marqueur : en particulier, la répartition de I- sur le tissu

ne correspond pas forcément aux zones riches en phospholipides.

Les expériences réalisées sur les cryocoupes sont à reconsidérer

du fa i t  que les échant i l lons n 'ont  pas été préparés de façon

satisfaisante. En effet, la fixation des lipides n'était pas correcte et

la recherche de I'amiodarone dans les zones riches en phospholipides

était à forciori vouée à l'échec

L'analyse LAMMA des coupes biologiques n'a pas été une analyse

simple ; la non-détection de notre cible organique dans la Datrice

biologique peut s'expliquer par la nature même de l 'échanti l lon à

Partie lV. Analyse in-situ



131

analyser et par la nature de la technique d'analyse : une bonne

résolution spatiale est nécessaire pour avoir une localisation

suffisamment précise par rapport à la taille des cellules. La taitle du

spot laser focalisé est de 1 à 5 pm selon l'énergie délivrée par pulse.

De plus, l 'épaisseur de la coupe est de 0,25 pm et la quantité de

mat ière vapor isée est  t rès fa ib le.  L 'amiodarone est  en fa ib le

concentration dans le t issu, aussi sa détection en est d'autant plus

diff ici le. Une épaisseur légèrement supérieure à la valeur actuellement

fixée permettrait éventuellement de l imiter ces zones qui éclatent

l i t téralement sous l ' impact laser.

D'un point de vue technique, la reproductibi l i té d'un spectre à

I 'autre n'est pas assurée : elte dépend de la variation locale de

l'épaisseur de la coupe, d'une variation instantanée de l'énergie du rayon

laser.

F . CONCLUSIONS DU CHAPITRE II

L'amiodarone est un composé organique, qui désorbe relativement

bien sous I'effet d'une irradiation laser et qui se fragmente de manière

caractér is t ique.

Dispersée dans un polymère époxy, sa détection par microsonde

LAMMA en transmission n'a pas été obtenue, quels que soient les

paramètres instrumentaux (potentiels, longueurs d'onde, focalisation du

laser). Egalement sur microsonde LAMMA 500, en mode transmission,

Van Vaeck (1 14) a montré l 'existence d'une épaisseur l imite de

polymère (Snm) en dessous de laquelle la molécule cible n'était plus

ionisée. Cela pourrait expliquer nos mauvais résultats.

La désorption de I 'amiodarone dans un bloc de polymère a été

tentée directement par FTMS ; la géométrie du système étant e n
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réflexion. Dans le bloc d'épon, I 'amiodarone présente à 0,4o/o n'est

jamais détectée, même lorsqu'il y a accumulation de tirs laser au même

endroit. La même expérience, faite pour un bloc de technovit dopé à 2%

en amiodarone, a permis de détecter sans contestation le fragment

(M-11+ à m/z=518. En revanche, dès que la quantité d'amiodarone est

inférieure à 1"/o, la réponse n'est plus signif icative. Ces dernières

expériences ont été réalisées récemment à 193 nm, tandis qu'à 249 nm

nous n 'obtenons aucun résul tat .  Cet  ef fet  de la longueur d 'onde

En ef fet ,  i l  semblera i t  qu 'au delà d 'un cer ta in seui l  de

concentration (variable selon le polymère d'enrobage), des interactions

physico-chimiques soient  prépondérantes et  empêchent  la

désorption/ionisation de la molécule cible.

La recherche de I'amiodarone dans un tissu biologique s'est soldée

par un échec. En ions posit i fs, aucun signal suff isamment intense et

signif icatif  n'existe en hautes masses. En ions négatifs, I ' iode est

détecté mais la locatisation de I'iode ne correspond pas forcément à

une local isat ion exacte de I 'amiodarone. Les interact ions entre

I 'amiodarone, le t issu bio logique et  le polymère d 'enrobage sont

vraisemblablement responsables de la non détection du composé.

L 'analyse de cryocoupes permetta i t  à-pr ior i  d 'é l iminer,  en

supprimant le polymère d'enrobage, bon nombre des causes d'interaction

avec la molécule cible. Aujourd'hui, nous ne pouvons conclure quant à la

réussite ou non de ces analyses. Celles qui ont été réalisées ne sont pas

signif icatives, essentiel lement parce que le protocole de f ixation des

phospholipides n'est pas encore au point.
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En parallèle de toute cette première phase de travait, nous nous

étions intéressés aux techniques classiques uti l isées pour améliorer

les rendements en ions moléculaires. Par exemple, I 'addit ion de sels,
I'ajout d'acides divers, l'utilisation de matrices FAB ont été testés en

anatyse LAMMA sur t 'amiodarone. Les résul tats éta ient  for t

encourageants, mais diff ici lement applicables aux t issus biologiques.

De nouvelles techniques de désorption de molécules organiques

assistée par matrice ont été publiées. Elles ont été testées au
laboratoire sur le spectromètre de masse FTMS et elles nous ont permis

une nouvelle approche de notre problème.
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CHAPITRE III

ETUDE DE LA CODESORPTION

EN IMPACT LASER

A . INTRODUCTION

La spectrométrie de masse par désorption laser est à présent une

technique analyt ique reconnue pour les composés organiques non

volati ls. La l i t térature fourmil le d'exemples démontrant son potentiel.

Toutefois, pour beaucoup de molécules de haut poids moléculaire, les

spectres 
'en 

ions posi t i fs  et  négat i fs  révèlent  une f ragmentat ion

importante.

La situation peut être différente si la molécule est capable de se

l ier  avec un ion alcal in.  Ainsi  les molécules pola i res,  qui  ont

suff isamment d'aff inité avec eux, forment préférentiel lement les ions

quasimolécula i res cat ionisés (M+Na)+ (99-103) .  D 'autres ions

métall iques (Ag, Cu, Mg,...) peuvent init ier ce type de cationisation

(104,105). Cette étape dans le processus d'ionisation est basée sur des

réactions ion - molécule dans la phase gazeuse (fixation du cation sur

un site r iche en électron) plutôt que sur I ' ionisation directe de la

molécule par arrachage d'un électron : M - e- = M*'(106)'

Seydel et Lindner (101) ont montré l ' inf luence d'un sel alcalin

ajouté à une molécule organique complexe sur sa désorption induite par

irradiation laser. En fonction de la nature du cation (Na, Cs, Li.'.) et du

rapport molaire avec la molécule organique, I'intensité du signal de

f ion quasimoléculaire et le degré de fragmentation sont contrôlés. Par
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exemple,  les spectres LAMMA du stachyose présentent  une

fragmentation différente en fonction de la quantité d'iodure de sodium

additionnée. Dans le cas d'un mélange d'une mole de sucre avec 0,25

mole de sel, seul le pic quasimoléculaire (M+Na)+ est présent, alors que

pour un mélange équimolaire, de nombreux signaux dûs à la forrnation de

clusters ((Nal)nNa)+ sont formés car il y a trop de neutres NaI dans la

phase gazeuse. Les auteurs proposent dans une communication plus

récente (107)  une technique d 'é luc idat ion st ructura le d 'un

lypopolysacchar ide.  Pour celà,  i ls  induisent  d i f férents c l ivages

caractéristiques en additionnant un iodure de césium ou de sodium. Les

spectres LAMMA obtenus dans ces condit ions, complétés par des

expér imentat ions de désorpt ion laser en ions négat i fs  (af in de

connaitre les résidus des acides gras) permettent une caractérisation

complète du lipide A.

Wright et col. ont étudié la cationisation de différentes motécules

de sucres (108) sur un spectromètre de masse trrpte quadrupole adapté
pour I 'expérience. L'échanti l lon, constitué d'un mélange de sucre et de

carbonate alcalin, est déposé sur le porte-échanti l lon en argent
préalablement mouillé avec du glycérol. L'angte entre le faisceau laser

et la surface de la sonde est de soixante degrés. L'irradiance du laser

COz est de 800 W/cm2 pour un diamètre du spot taser, focalisé par une

fenêtre de germanium, d 'un mi l l imètre.  La matr ice const i tuée du

mélange glycérol/carbonate alcalin permet d'obtenir des signaux très

intenses en utilisant ce laser CO, de faible puissance. En fonction du

sel alcalin choisi, il est possible de moduler les résultats. Les diverses

fragmentat ions sont  d iscutées et  i t  est  montré que I ' ion

(monosacchar ide+Na)+ provient  d i rectement de la f ragmentat ion du

disacchar ide cat ionisé,  et  non pas du monomère qui  se serai t
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simplement cationisé. Les auteurs constatent que, contrairement aux

autres techniques de désorption comme le FAB, la présence de glycérol

ne complique en rien les spectres de masse ; seule s'y ajoute la forme

cationisée du glycérol.

Hercules (109) s'est intéressé au problème de la cationisation en

spectrométrie de masse par ionisation laser (microsonde LAMMA 1000),

afin d'étudier la désorption comparée de différents sucres ainsi que

I' inf luence de différents ions métall iques sur la désorption d'un sucre.

Les ions métall iques de degré d'oxydation +1 sont les meil leurs pour

cationiser les saccharides. Lorsqu'une certaine concentration limite est

atteinte (0,1 M pour le métal et 0,5 M pour le sucre), les concentrations

n'ont pratiquement plus d'effet sur I ' intensité du signal.

Pour étudier tes différents processus induisant la fragmentation

de molécules neutres préalablement désorbées d 'un sol ide par

irradiation d'un laser CO2 (lR), Grotemeyer et col. (110) ont addit ionné

une matr ice minérale à leur échant i l lon.  Les f ragments cat ionisés

observés sont  dûs soi t  à la désorpt ion lR,  soi t  à I ' ionisat ion

mult iphotonique.  La matr ice permet de contrô ler  I 'environnement

physico-chimique dans lequel la désorption survient. Des mélanges 1/1

d'un composé organique avec des sels inorganiques, tels que le nitrate

d'ammonium ou le bromure de potassium transparents aux lR,

permettent d'augmenter le rendement d'un seul t ir laser. Cet effet

semble plus important dans le cas des peptides à chaînes latérales non

polaires. Mais, pour tous les peptides, I 'augmentation du rendement

ionique est signif icative.

Chiarell i  et Gross (111) ont analysé des mélanges d'amino-acides

et de tripeptides par LD-FTMS à 1064 nm. Les composés organiques sont

mélangés à poids égal avec une matrice de chlorure de sodium.

L'irradiance du laser est égale à 2.1Ooil//cm2. Les ions spécif iques
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(M+2Na-H)+ sont alors formés. En diminuant la puissance du laser, la

quantité de Na+ formé au point chaud de l ' impact laser devient

insuffisante pour les réactions de cationisation dans la phase gazeuse

et les auteurs observent I'augmentation des ions (M+Na)+ et (M+H)+.

Sur microsonde LAMMA 5OO, seuts Seydel et Lindner ont pu

désorber des molécules organiques complexes (112). Leur technique est

tout à fait originale. L' irradiance du laser atteint des valeurs très

élevées (t O1 t W/cm2). Les molécules sont déposées en film très épais

(20pm) sur la gri l le de microscope électronique. Lors de I ' irradiation

laser, le film n'est pas perforé et des molécules cibles intactes sont

éjectées du coté opposé au laser par un phénomène d'onde de choc .

Ainsi ,  le  composé à analyser joue lu i -même le rô le de matr ice

désorbante !...

L' inf luence du pH peut également être mise en jeu pour mieux

désorber des molécules intactes en favorisant I ' ion (M+H)+. En SIMS,

Todd (113) a montré I'augmentation du rendement en ions secondaires

moléculaires en utilisant une matrice constituée d'un acide de Lewis

pour analyser des composés aromatiques. De même, I 'analyse par

désorption de champ de I 'adénine (114) dans de t 'eau acidif iée par

I 'acide chlorhydrique donne un ion (M+H)+ plus important comparé à

celui obtenu dans I 'eau pure. Une très large gamme de composés

zwitterions a donné des spectres, également en désorption de champ

(115), extrêmement simples lorsque les composés sont addit ionnés en

quant i té équimolai re avec un acide non volat i l  te l  que I 'ac ide

paratoluènesu l fon iq ue.
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La première partié des expérimentations exposées par la suite a

été inspirée de ces exemples permettant d'améliorer le rendement en

ions moléculaires de la molécule cible par des réactions ion - molécule

neutre dans la phase gazeuse ou en modifiant le pH. L'utilisation d'une

matr ice absorbant les photons émis par le fa isceau laser et

redistr ibuant l 'énergie est  une autre voie possib le pour about i r  à

I ' ionisation et à la désorption de molécules organiques non volati les.

Hi l lenkamp et  col .  (116) ont  eu I ' idée d 'a jouter  un composé

addit ionnel à leur molécule organique, succeptible d'absorber l 'énergie

qu'apporte te laser (et donc servant de matrice solide), pour ensuite la

redis t r ibuer .  L 'ac ide n icot in ique est  la  molécule pr inc ipalement

uti l isée à cet effet, puisqu'el le présente un maximum d'absorption à

266 nm (longueur d'onde du laser Nd-YAG quadruplé). Des valeurs

précises de I'irradiance du laser sont imposées pour que la désorption

ai t  l ieu :  1 à 5.107 W/cm2. Depuis,  ces chercheurs ont  fa i t  de

nombreuses publications et communications qui ont bousculé les idées

en matière de désorption laser appliquée à I 'organique. l l  est devenu

possibte de déterminer sur un spectromètre à temps de vol des poids

motéculaires extrêmement élevés : la dernière l imite atteinte par

f 'équipe d 'Hi l lenkamp est ,  à ce jour,  de 250 000 uma. Mais pour

atteindre de telles masses, il a été fondamental d'apporter au préalable

des modif ications instrumentales sur leur microsonde LAMMA 1000.

Notamment, une post-accélération des ions proche du détecteur est

réalisée en appliquant un potentiel pouvant atteindre la valeur de 20

kV, afin d'augmenter l'émission des électrons secondaires au niveau du

détecteur (117).  Sur notre LAMMA 500, la valeur de ce potent ie l

particulier est fixé à 6000 V.
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Une autre équipe (118) a également travail lé sur ces transferts

d'énergie via une matrice (mélange de glycérol et de poudre de cobalt

finement divisée (300 A)). Le liquide est irradié à 337 nm avec un laser

à azote pulsé. Les ions sont extraits et séparés en masse par un temps

de vol (TOF). Dans ces conditions, les spectres de masse permettent de

déterminer le poids molécutaire de nombreux protéines et potymères

jusqu'à 34 000 uma. Le rôle de la matrice est, d'une part pour la poudre

métall ique, d'augmenter la vitesse d'échauffement de l 'échanti l ton et,

d'autre part pour le glycérol, de redistr ibuer l 'énergie fournie par le

laser sur un temps plus long.

Depuis,  d 'autres équipes ont  reprodui t  les expér iences

d'Hillenkamp et les ont adaptées :

Sundqvist et col. (119) ont travaillé à 266 nm avec un TOF linéaire.

L' irradiance du laser est au maximum 108W/cm2. Dans ces condit ions,

i ls  reproduisent  qual i tat ivement les résul tats d 'Hi l lenkâmp; Leurs

spectres de masse présentent toutefois deux différences notables : un

important  brui t  de fond expl iqué par I 'u t i l isat ion d 'un TOF l inéaire,

alors qu' i l  est pratiquement inexistant sur les spectres d'Hil lenkamp et

une abondance des basses masses (50-500 uma). Ainsi dans le cas du

lysosyme, le signal de I ' ion moléculaire ne représente que 10 % du

signal des ions de basses masses. lls discutent de l'effet de différents

paramètres expér imentaux qui  maximisent  I ' in tensi té des ions

moléculaires. Ces paramètres crit iques sont donc les concentrations

absolues et relatives de l 'échanti l lon et de la matrice, I ' i rradiance du

laser incident, le balayage du spot laser sur la surface de l'échantillon

et le nombre total de tirs laser.
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Beavis et Chait (120) ont, dans un premier temps, reproduit les

résultats d'Hillenkamp à 266 nm avec un TOF linéaire, puis recherché

d'autres matrices succeptibles de jouer le même rôle que I 'acide

nicotinique. Les résultats obtenus leur permettent de conclure que :

i) I'absorption UV de la matrice seule n'est pas un critère suffisant

pour choisir une matrice. En effet, l 'acide nicotinique (acide 3-pyridine

carboxylique) est remplacé par l'acide isonicotinique (acide 4-pyridine

carboxylique) et, bien que leurs spectres UV soient similaires, ce

dernier induit une perte complète en intensité du pic moléculaire.

i i) ta présence de I 'azote dans le chromophore n'est pas nécessaire

puisque I 'acide 3-méthoxy, 4-hydroxy benzoïque (acide vanil l ique) est

une très bonne matrice.

iii) la matrice thymine montre que la fonction acide n'est pas non plus

indispensable.

iv) la structure cyclique, r électronique, dans le chromophore n'est pas

essentielle : I'excellente matrice thiourée n'en possède pas.

Le problème principal, que posent toutes ces matrices, est de

créer des ions par addition d'une molécule de matrice ou d'un de ses

fragments à I ' ion moléculaire de la cible ; ces ions sont diff ici les à

séparer pour calculer la masse exacte de la protéine analysée. Aussi,

Beavis et Ghait ont-ils étudié une nouvelle classe de composés (121) :

les dérivés de I 'acide cinnamique. Selon les auteurs, i ls présentent

I 'avantage de réduire grandement la formation photochimique des

adducts (protéine+matrice-CO2). Sur le spectre de masse, ces derniers

créent un épaulement au niveau du pic moléculaire, qui rend difficile la

détermination du centroide du pic servant à calculer la masse

moléculaire exacte des protéines. Les matrices les plus efficaces sont

les acides caférque, sinapinique et férulique. En résumé, quatre grandes
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plupart des protéines :

,,'lrtCOOH

\i/

Aclde
Pyr ld lne
Carbory! lque

Aclde
Benzo lque

Aclde
Clnnamlque

Qfoo"
Aclde
Pyrazlne
Carboryl lque

(X,Y et Z représentent des groupements hydroxy ou méthoxy pour les composés dérivés)

* Ainsi I ' isomère méta de I 'acide pyridine carboxylique le plus uti l isé

est l 'acide nicotinique.
* De même, le seul dérivé de I'acid e pyraztne carboxytique employé est

I 'analogue de I 'acide nicotinique.
* Le meilleur dérivé de I'acide benzoïque est I'acide vanillique (X=OH,
y=OCHJ.

* Finalement, les dérivés de I'acide cinnamique substitués en 3, 4 et 5

sont d'excellentes matrices (acide caféïque : X=Y=OH, Z=H I acide

sinapinique : X=OH, Y=Z=OCH3 ; acide férulique : X=OH , Y=OCH3, Z=H).

Ces trois dernières matrices présentent une forte absorption UV à 955

hff i ,  aussi les auteurs (122) montrent qu'el les permettent également

d'obtenir des spectres tout-à-fait conventionnels à des longueurs

d'onde supérieures à 266 nm. Ceci laisse entrevoir de nouvelles

perspectives quant à I 'ut i l isation d'autres lasers que les Nd-yAG
quadruplés.

Une autre expérience, extrêmement intéressante et

celles précédemment citées, doit être signalée. wii l iams

en

et

marge de

col .  (123)
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ont pu volati l iser des molécules d'ADN par ablation laser d'un f i lm

mince de solution aqueuse d'ADN congelée. Le film est irradié sous vide

(10-6 torr)  à 581 nm par un laser à colorant  pompé par un laser

excimère. L'irradiance du laser varie de 1Oo à 108 W/cm2. Elle doit être

suff isante pour ablater la matrice de glace. L'éjection des molécules

d'ADN aussi lourdes que 410 000 uma a pu être vérif iée par collection

des morceaux d'ablation et par analyse des masses par électrophorèse

sur gel de polyacrylamide avec une détection autoradiographique.

Les expér iences de désorpt ion assistée par matr ice sur

microsonde LAMMA 500 que nous avons réalisées en parallèle des

analyses des t issus biologiques s' inscrivent effectivement bien dans la

démarche scientif ique actuelle. Toutefois, nos résultats n'ont pas été

aussi bons que ceux qu'obtient l 'équipe d'Hil lenkamp ; la configuration

de I 'appareil ,  en mode transmission, n'est pas forcément adaptée à

ta mise en oeuvre de ce type de désorption et surtout, ainsi que nous

I'avons souligné dans un paragraphe précédent, notre équipement ne

possède pas de postaccélération.

De ce fait, des expériences de désorption ont été menées sur le

LAMMA lOOO au laboratoire du professeur Hil lenkamp (Université de

Mûnster - RFA). Les résultats très encourageants nous ont poussé à

travail ler dans çette direction avec notre propre spectromètre de

masse FTMS possèdant la configuration en réflerion requise. La

désorption de I'amiodarone en fonction de divers paramètres (longueur

d'onde, focalisation du laser, présence ou non d'acide nicotinique) a été

étudiée ; notre motivation f inale étant la recherche d'une matrice

polymérique mieux adaptée au problème de l'analyse biologique.
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B . ESSAIS AVEC LA MICROSONDE LAMMA 5OO

l) Préparation des grilles

La préparation des échantillons n'est pas une partie mineure de

I'expérimentation. Elle a donc demandé une mise au point part icul ière.

En effet, des surfaces de I'ordre du micron sont vaporisées lors de

l ' i r radiat ion laser et  i t  est ,  par conséquent,  impérat i f  que la

distribution des différents composants dans la matrice ou sur le film

de formvar soit homogène afin que I'anatyse soit représentative de

l 'échanti l lon. Différentes techniques de préparation ont été testées :

t '1  Cobroyage de I 'amiodarone et  du codésorbant :  les

principaux inconvénients sont qu'il faut vaincre l'énergie de

réseau des cristaux et que les spectres présentent un haut

degré de variabilité.

z . )  Codéposi t ion des solut ions d 'amiodarone et  de

codésorbant sur une même gri l le et séchage sur plaque

chauffante. Le dépôt n'est pas homogène.

s'1 Dépôt du mélange préalablement effectué de I'amiodarone

(3.10-3M) et du codésorbant en solution dans te méthanol sur

une gri l le recouverte d'un f i lm de formvar. A I 'aide d'une

micropipette, un microlitre du mélange est déposé de façon

reproduct ib le.  La gr i l le  est  maintenue par une pince

anticapillaire, qui empêche la fuite du liquide. Le solvant est

évaporé par un flux d'air chaud.

Cette dernière méthode est finalement retenue, parce qu'elle permet

d'obtenir des films minces relativement homogènes.
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2) Composés testés

Les molécules testées sont  essent ie l lement les composés

classiquement utitisés en codésorption ou possédant une fonction acide

succeptibte d'aider ta formation du (M+H)+. ll s'agit de sels alcalins

(iodures de césium, de potassium, de sodium ; chlorures de calcium, de

potassium, d'ammonium ; acétate de sodium) et d'acides organiques. Le

saccharose,  étant  ut i l isé pour recuei l l i r  les coupes histo logiques

f raîchement coupées, est testé comme éventuel codésorbant. La

ni t rocet lu lose est  communément employée en f i lm mince (col lodion)

déposé sur les grilles de microscopie électronique au même titre que le

formvar. Sa structure se rapproche de celle du saccharose, aussi

I 'avons-nous également essayée comme nouvelle matrice. Hercules

(124) I 'avait uti l isée pour améliorer la reproductibi l i té de la réponse

de la microsonde LAMMA 1OO0 lors d'analyses de composés organiques,

mais le gain en reproduct ib i l i té éta i t  obtenu au détr iment de

I' intensité absolue du pic moléculaire. Dans notre cas, les composés

testés sont :

- Acide paraToluèneSulfonique

- Acide CamphorSulfonique (AGS) :

- Acide Trichloroacétique (TCA) : C|'C-COOH

(Ars)

tr
I

SgH
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Saccharose (M= 3421 :
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(TFA) : F'C-COOH

HOH2

H%
H2OH

- Nitrocellulose

3) Essais de co-désorption

Les conditions d'analyse LAMMA sont :
- longueur d'onde :291,49 nm
- potentiels d'extraction : ToF 6ooov - REFL 785v - LENS lloov
- énergie sur l'échantillon : 0,5 à 1 pJ
- diamètre de l'impact : 2 à 10 pm

- irradiance : 108 à 1010 Wcm2

L'efficacité des différents codésorbants est estimée en comparant

les intensités absolues du pic quasimotéculaire protoné (M+H)+ de
masse mlz = 646 et du pic de base correspondant au fragment de masse

mlz = 518, avec celles obtenues pour le produit pur, dans les mêmes

condit ions expérimentales. Nous appetons, intensité absolue, le signal
qui est renvoyé par le photomult ipl icateur en mil l ivolts ; l ' intensité

absolue moyenne d'un pic est la moyenne des intensités absolues

collectées sur 30 spectres individuels différents.

CH20H
o

CH2 O,lO2
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Le tableau suivant récapitule les intensités absolue

obtenues pour chaque mélange d'amiodarone (r mole) et de codésorbant

(y mole) :

CO.DESORBANTS x:y m/z=S18 m/z= 64  6

Amiodarone seule (A)
lodure de Césium
Chlorure de Potassium (KCl)
Chlorure de Potassium
Chlorure de Calcium
Acétate de Sodium
Acide Chlorhydrique
Acide TriOh lroroAcétique(TCA)
Acide TriFluoroAcétique(TFA)
Acide CamphorSulfonique (ACS)
Acide pToluèneSulfonique(ATS)

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0
0,1
0,1
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
1
0,2
0,2

135 r  97
211 r  55

87 t21
48  r  18

109 + 53
87r35
50+17
81r25

35+31
48 t20
23+7
, t  

: ,

39 r20
28 t12
19+6

31 +  19

Tableau X : Moyennes des intensi tés absolues (en mV) du pic
moléculaire (M+H)+ firlz= 646 et du pic de base mlz--518
de I 'amiodarone (x mole) en fonction du co-désorbant (y
mOle). Les moyennes sont calculées à partir de 30 spectres individuels.

INFLUENCE DU CODESORBANT SUR LES PICS
CABACTERISTIOUES DE L'AMIODABONE
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Courbe 2 : lnfluence de
absolues du
I'amiodarone.

la nature du codésorbant sur les intensités
pic moléculaire et du fragment principal de
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Cet histogramme, issu du tableau qui le précède, souligne I'effet

bénéfique d'un composé secondaire sur la désorption de I'amiodarone, et

p lus par t icu l ièrement  sur  la  format ion de ses f  ragments

caractérist iques de hautes masses. L' iodure de césium (CsI) et

éventuellement I 'acide tr ichloroacétique semblent être les composés

les plus ef f icaces.  Nous avons étudié p lus part icul ièrement leur

in f  luence.

4) Cas de TCA et CsI : influence des paramètres

Nous avons contrôlé par spectroscopie UV qu'aucune dégradation

rapide de I'amiodarone ne survient lorsque ces composés sont ajoutés à

notre molécule organique. L'effet de la longueur d'onde sur la désorption

ainsi  que I ' in f  luence de !a concentrat ion en codésorbant sont

considérés.

a- Contrôle par spectroscopie UV

Le spectre d'absorption de I'amiodarone pure en solution dans le

méthanol présente 5 bandes situées respectivement à zos, z4z, 2z6,

282 et 310 nm. La transition à 310 nm a un caractère n + rc* et tes

transitions 276 et 242 nm un caractère r -) rc* (125).

L'addit ion équimolaire d'acide tr ichloroacétique à I 'amiodarone

ne modifie pas son spectre d'absorption, excepté un léger décalage à

310 nm vers les basses longueurs d'onde. L'acide tr i f luoroacétique

est un composé plus polaire. Le décalage est plus accentué (environ 10

nm). Ceci rend compte d'une stabilisation de I'orbitale n de I'iode et,
par conséquent, d'un gap plus important entre I'orbitale "n' occupée et
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I 'orbitate ' '  rr*r l ibre. En conclusion, on peut aff irmer que I 'addit ion

d'acide ne modifie pas structurellement I'amiodarone.

b- Influence de la longueur d'onde

En fonction de la longueur d'onde, le codésorbant peut influencer la

désorption des fragments de hautes masses ou de I'ion moléculaire. Des

séries de 30 spectres sont enregistrées pour chacun des codésorbants

et pour fes deux longueurs d'onde de travail : 228,8 (5,4 eV) et 291,48

nm (4,9 eV). Les moyennes pour les intensités absolues des pics de

masses mlz= 518 et 646 sont calculées et récapitulées dans le tableau

suivant .

Longueur
d'onde

lntensltés absolues (mV)

Pics de masse m/z= 518 646

Amiodarone seule 228,8
291,5

nm
nm

165
135

r39
*97

38 +  10
35r31

Amiodarone + TCA
(1 :1M)

228,8
291,5

nm
nm

190 r  34
183 r 66

79+15
83+32

Amlodarone + Csl
(1  :  0 ,1M)

228,8
291,5

nm
nm

203 + 37
211 r 55

52+13
48!20

Tableau Xl : Moyennes des intensités absolues du pic moléculaire
(M+H)+ et du pic de base m/z=518 de l 'amiodarone en
présence de TCA et Csl, en fonction de la longueur d'onde
(Moyennes sur 30 spectres individuels)
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2 5 0
200
1 5 0
1 0 0

5 0
o

Amlo+TCA A m i o + C s l

E 228,8 nm SS 291.s nrn

DE I.A LONGIJEUR ÛONDE SI.JR I.E PIC AJASII'OLECI.MIRE
6 4 6

1 0 0

8 0

6 0

4 0

2 0

0
Amio seule Amio+TCA Amlo+Csl

E 229,9 nm N agt,s nm

Les histogrammes tracés à partir du tableau Xl rendent compte de
I'influence de la longueur d'onde :

* la formation de I'ion quasimoléculaire ou du fragment caractéristique
(m/z=518) n'est pas privilégiée à une longueur d'onde particulière.

* toutefois, indépendamment de la longueur d'onde, on constate que la
présence d'iodure de césium semble favoriser ta formation du fragment

de masse mlz = 518, tandis que l'ajout d'acide trichtoroacétique mole à
mole avec I'amiodarone accentue celle de I'ion quasimoléculaire (M+H)+.
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Le processus de protonation est une réaction ion-molécule dans le

plasma ; aussi est-i l  logique que la longueur d'onde soit de faible

ineidence sur I ' intensité des oics. mais el le est oar contre un facteur

Les écarts

standard sont toujours beaucoup plus faibles à courte longueur d'onde.

c- Influence de la concentration du codésorbant

Les conditions expérimentales sont les suivantes :

-  longueur d 'onde :291,48 nm

- énergie sur l 'échanti l lon : 1 PJ
- irradiance : 108 Wcm2

- potentiels : Tor 3000v - REFL 785v - LENS 1100v

- solvant : méthanol

'  Codésorbant = Acide trichloroacétique (TCA) :

Nos résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Amlodarone
+ TCA

m/z=51  I m l2=646

1 :0
1 :1
122
1 :5

135 r  97
183 r  66
60  r  14
82r36

35È31
83+32
22+9

53 r  17

Tableau Xll : Moyennes des intensités absolues du
(MiH)+ et du Pic de base m/z=518
lonctiôn de la quantité de TCA
(Moyennes sur 30 spectres individuels)

Prcoe
quasimoléculaire
I 'amiodarone e n
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INFLUENCE DE LÂ CO{CENTRATION EN TCA SUR
LES PICS 518 ET &16 DE TAM|oDARONE

;::t r''iluh
1 : 0 M  1 : 1 M

r-Lh
1 : 2 M 1 : 5 M

ElsreEJeta

L'acide trichloroacétique favorise la formation des pics de masses

mlz= 518 et 646, I 'optimum étant obtenu lorsqu'i l  est ajouté en

quantité équimolaire à I 'amiodarone. Ces résultats sont tout à fait

logiques dans le cadre du concept des réactions ion-molécule en ohase
gazeuse.

r Codésorbant = lodure de Césium :

Dans ce cas, les variations de concentration sont l imitées. La

microsonde LAMMA est particulièrement sensible à I'iode et au césium.

Le seuil de sensibi l i té est très bas et les signaux dus à ces ions

masqueront les autres signaux, s'ils sont en trop grande quantité. Une

étude a été entreprise sur l'influence des différents iodures.

d- Influence de différents iodures

L'influence de différents iodures est étudiée dans les mêmes

conditions que le paragraphe précédent : pour une mole d'amiodarone, un

dixième de mole de sel c+I- est ajouté. Dans le tableau xl l l ,  sont

récapitulés nos résultats :
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AMTODARONE (A)
A:Csl
A:Na l
A :K l
A:Csl+TCA

x:v :z 518 646
1:0
1 :0 ,1
1 :0 ,1
1 :0 ,1
1  :0 .1  :0 .1

135 r  97
211  f  55
211 t 40
200 r38
309 + 41

35+31
48+20
66r20
47+10

118 +  23

Tableau Xll l  :  Moyennes des intensités absolue_s pu..pic. quasimoléculaire- 
(Miu)+ et du pic de base mlz=519 de l'àmiodarone obtenues
Èour ôifférents' iodures. (Moyennes sur 30 spectres individuels)

Ces expériences aboutissent à un résultat évident, lorsque I 'on

considère I 'histogramme présenté ci-dessous. En effet, le rapport des

intensités des pics de masses m/z=519 et 646, obtenues avec et.sans

codésorbant, met en évidence I'influence bénéfique du mélange d'iodure

de césium et d'acide tr ichloroacétique sur les intensités absolues. En

effet, f  intensité du pic de masse mlz=518 est mult ipl iée par 2,3 et

celle du pic moléculaire (M+H)+ par 3,8. Quant à la reproductibi l i té des

analyses, on peut affirmer qu'elle est améliorée par rapport au composé

pur au regard des valeurs des écarts standard.

L'influence des iodures de césium et de potassium est identique.

On peut constater, dans ce cas, que tes intensités des deux ions étudiés

sont augmentées proportionnellement de la même façon.

L'iodure de sodium, quant à lui, améliore la formation du fragment

masse m/z=518 et, plus particul ièrement, celle de I ' ion moléculaire

valeur de son intensité absolue est doublée).

de

( la
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DES IODI,RESST,R I.A DËSORPTIOT{ DE L'AI',IOOARONE

c4
o
d 3
e
a 2
I

A
ml
I
o0

Csl+TCAC s l

El srs N eae

courbe 3' Ai|38iF $.itfâ t8t' Î%ïiJ8l,Jl?nffi
codésorbant ajouté.

* _ INTEilISITE (Amiodarone + Codésorbant)
I NTEISI TE ( Am i odar one)

Essais avec addition de saccharose

L'eff icacité effective d'un second composé pour désorber plus

faci lement une molécule organique de haut  poids moléculai re est

montrée par les essais précédents. Nous avons réfléchi au moyen

d'utiliser ce résultat. En effet, il faudrait introduire un composé qui ne

perturbe pas I'environnement pré-existant autour de I'amiodarone. Par

exemple, lorsque le t issu biologique est découpé, les coupes sont

recueil l ies par une gouttelette d'une solution aqueuse de saccharose.

Nous avons donc testé ce produit organique comme co-désorbant

éventuel de I'amiodarone.

s)

Portle lV. Codésorpflon



154

a- Mélange d'amiodarone et de saccharose

Le mélange d'amiodarone pure et de saccharose en solution dans le

méthanol, additionné de chlorure de sodium pour favoriser les réactions

ion-molécule,  est  analysé par microsonde LAMMA. L 'énergie sur

l'échantillon est de 1 pJ. Les tests ont été réalisés aux deux longueurs

d'onde : 286,5 el 225,7 nm.

On constate que I ' inf luence de la longueur d'onde est négligeable

dans ce cas : les résultats sont similaires. Deux famil les de pics se

superposent sur les spectres de masse :

- pour I 'amiodarone : série classique des fragments + pic moléculaire

- pour le saccharose : I'ion quasimoléculaire (M'+Na)+ à m/z=365

ll y a aucune interférence spectrale et les intensités des fragments de

hautes masses ne sont pas, dans ce cas, inférieures à celles obtenues

pour I 'amiodarone seule, dans les mêmes condit ions opératoires.

b- Dépôt de saccharose sur polymère dopé

La concentration de I'amiodarone dans l'épon dopé est de 4000ppm.

Un microli tre de solution sucrée est déposé sur cette coupe et le

solvant est évaporé. Les spectres LAMMA obtenus, avec cet échantillon,

n'apportent pas de nouvelles informations par rapport aux spectres de

masse sans sucre : ni le pic de masse mlz=100, ni aucun autre fragment

caractéristique de I'amiodarone ne sont détectés.

c- Dépôt de saccharose sur une cryocoupe

Un mélange équimolaire d'amiodarone et de sucrose dans le

méthanol est préparé ([Amiodarone]=[saccharose]=10-3M). Un microlitre

de cette solution est déposé sur une cryocoupe témoin (sans fixation au

tétroxyde d'osmium, ni aucun contrastant, épaisseur=b,25pm). Les

spectres LAMMA obtenus en irradiant cet échantillon ne donnent aucun
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renseignement quant à la présence de I 'amiodarone. Le fragment

m/z=100 n'apparait pas alors que ce signal est souvent saturé sur le

spectre de masse du produit pur.

d- Bilan

Notre volonté de trouver une molécule capable à la fois d'aider

I'amiodarone à désorber tout en étant adaptée à I'analyse de coupes

histologiques nous avait orienté naturellement vers le saccharose,

substance largement ut i l isée en ul t ra-cryomicrotomie.  Or,  nos

conclusions sont les suivantes :
- le sucrose n'est pas un codésorbant adéquat de I'amiodarone.
- la matrice biologique semble être la source d'effets matriciels lors

de I'analyse de I'amiodarone par microsonde LAMMA : les interférences

ne sont pas spectrales mais matriciel les.

6) Essais LAMMA avec I'acide nicotinisue

L'acide nicotinique est la molécule utilisée pour aider à désorber

une molécule cible par matrice assistée (137). ll est ajouté d'abord en

quantité équimolaire, puis à raison de dix moles par mole d'amiodarone.

Les deux préparations sont déposées sur des gri l les de microscopie

électronique recouvertes de formvar.

Les conditions expérimentales sont les suivantes :
- longueur d'onde : 286,5 nm
- énergie sur l'échantillon : 1 pJ

- irradiance du laser : 108 Wcm2
- solvant : méthanol

- potentiels : tor gooov - REFL TBsv - LENS g8ov
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Le tableau suivant rassemble nos résultats. ll faut noter que les

vateurs des intensités absolues dans le cas de l'analyse d'amiodarone

pure ne sont plus celles qui étaient précédemment données, du fait de

modif ications instrumentales. Ces valeurs correspondent aux nouvelles

performances du LAMMA 500.

LAMMA 5OO x :y
(mo le )

m/z=518 m/z=646

Amiodarone seule
AMIO + Acide Nicotinique
AMIO + Acide Nicotinique

1 :0
1 :1
1  :10

122 r 38
43 !17
13+5

21+10
9 t4
5+3

Tableau XIV : Moyennes des intensités absolues du. pic.mo.léculaire et du
p'àlàô uàse 

-ràililaia; 
oe ta

âdditionné (Moyennes obtenues pour 30 spectres individuels).

Le tableau XIV i l lustre I 'effet part icul ier qu' induit la microsonde

LAMMA 5OO sur la désorption assistée par matrice. Nous n'observons en

fait qu'un effet de di lut ion de notre molécule cible : lorsque I 'amiodarone

est mélangée en quantité égale avec I 'acide nicotinique, les intensités

absolues du fragment m/z=518 et du pic moléculaire fitlz = 646 (donc les

nombres d' ions formés) diminuent environ d'un facteur deux par rapport

aux intensités obtenues pour I'amiodarone pure. 9et acide organique n'est

pas assez puissant pour aider la formation des ions (M+H)+ par les

réactions ion-molécule dans le plasma.

L'explication que nous avançons pour expliquer nos résultats est la

suivante :  la conf  igurat ion en t ransmission de notre apparei l

n 'est  pas idéale pour mett re en ieu les phénomènes de

désorption assistée par matrice, contrairement à la microsonde
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LAMMA 1000 dans laquelle le support est massif et pour laquelle t'acide

nicot in ique a réel lement un ef fet  de matr ice.  Ef fect ivement,  en

transmission, il y a éjection trop rapide des molécules de matrice lors de

la perforation.

7) Conclusions

Nos travaux sur la codésorption avec la microsonde LAMMA 500 nous

ont permis de sélect ionner le mélange de sel  iodé et  d 'acide

trichloroacétique comme meil leur codésorbant de I 'amiodarone. L'ajout

de I'acide favorise la protonation de la molécute. Le sel iodé intervient

certainement au moment de la désorption. En effet, il a été montré, dans

le cas d'une motécule organique mélangée à un sel de potassium, que la

vitesse d'éjection de I'ion K+ est plus importante que celle de la motécute

organique plus 'lente' à désorber.

tif

Toutefois, I'intérêt direct de ces résultats est réduit du fait qu'ils

sont obtenus sur des composés purs. l l  faudrait mettre au point un
protocole succeptible d'appliquer ces résultats aux tissus biologiques.

Les résultats présentés ci-dessus sur la désorption de I'amiodarone

assistée par I'acide nicotinique ont montré que notre microsonde LAMMA

500 n'est pas forcément adaptée à ce type d'expérience. La désorption

assistée par matr ice de molécules organiques de hauts poids

molécufaires nécessitent de travailler sur un appareit qui possède une

configuration en réflexion et qui favorise la détection des hautes masses.

Pour réaliser cela, deux solutions étaient envisageables. Elles ont été

mises en oeuvre toutes les deux :
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1) faire des tests chez le professeur Hil lenkamp sur microsonde LAMMA

1 000,

2l travail ler sur notre microsonde FTMS en prenant en compte ses

avantages et ses t imitations (les très hautes masses (M>3000uma) ne

sont pas analysables).

Toutes les deux sont mises en oeuvre.

C . TESTS AVEC LA MICROSONDE LAMMA 1OOO

1) Remarques préliminaires

Les tests réalisés à I 'aide de ta microsonde LAMMA 1000, dans les

condi t ions déf in ies par l 'équipe d 'Hi l lenkâmp, nous serv i ront  de tests

références. On peut noter dès à présent qu'une bonne matrice de

désorption esf définie comme donnant te pic moléculaire du composé

anatysé avec une intensité maximum et une fragmentation minimum.

Les expériences se sont déroulées comme suit :

cr) Tester différentes matrices pour I'amiodarone.

Dans un premier temps, utiliser les matrices reconnues efficaces comme

l'acide nicotinique (NICAC) et le 3-nitrobenzylalcool (NOBA)), dans les

condit ions usuelles de concentrations pour le composé à analyser et la

matrice (10'g et 5.10-2 M respectivement). Ensuite, essayer d'autres

matrices de désorption (acide vanil l ique, thymine, adénine...).

p) Estimer I ' inf luence d'un ajout de TFA, de TGA ou de Nal sur la

désorpt ion.

ù Avec la ou les meil leures matrices, rechercher la l imite de

détection de I'amiodarone.
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2) Instrument et préparation des échantil lons

a - Description de Ia microsonde LAMMA 1000

A la suite du succès qu'a remporté la microsonde LAMMA 500, la

société Leybold-Heraeus a construit la microsonde LAMMA 1000 (schéma

3) en intégrant quelques changements (voir dessin page suivante). Ainsi

ce nouvel appareil opère en mode d'irradiation laser par réflexion : I'angle

entre I'irradiation du faisceau laser et I'extraction des ions est de 30o et

cette géométrie permet I 'analyse d'échanti l lons massifs.

observation q'sy
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Schéma 3 : Microsonde LAMMA 1000
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Des blocs, de diamètre au moins égal à 130 ffiffi, peuvent être

introdui ts et  analysés avec une résolut ion spat ia le de 5 pm.

L'observation se fait in-situ par un microscope optique. Les optiques

d'observation et d'extraction des ions sont placés perpendiculaires à

ta surface de l'échantillon, assurant une bonne image de l'échantillon et

une haute sensibi l i té à la détection. Le LAMMA 1000 uti l ise un laser

Nd-YAG quadruplé en fréquence (266 nm) pour ioniser la matière ainsi

qu'un laser Hélium-Néon, colinéaire au précédent, pour visualiser le

site d'anatyse et estimer le degré de focalisation du laser. Outre la

partie'échanti l lon'qui est donc différente, le principe du LAMMA 1000

reste le même que celui du LAMMA 5OO (voir partie ll) : les ions générés

sont analysés en masses dans un spectromètre de masse à temps de vol.
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Pratiquement, comme cela est indiqué dans la part ie bibl iographique,

l 'équipe d 'Hi l lenkamp a modi f  ié  le  potent ier  appr iqué à la
post-accélération (à I'origine de 0 à + 5 kV, maintenant zo kV) afin

d'anatyser des molécules de hauts poids motéculaires.

b -  Echant i l lons

Le protocole de préparation des échantillons mis au point dans le

laborato i re d 'accuei l  est  ut i l isé :  un micro l i t re  du mélange

équivolumique du composé à analyser (to'g à 10'6M) et de la matrice

(5.10'3 à 1 M) est déposé sur une plaque d'argent d'environ 1 à g cn?,

elle-même collée au substrat d'origine. Quatre gouttes peuvent être

déposées en même temps sur la plaque. Un préséchage est réatisé sous

air chaud. La plaque est ensuite mise en ptace dans le spectromètre et

le séchage est terminé sous vide.

Les spectres sont obtenus avec une irradiance du laser variant

entre 106 et 107 Wcm2en fonctiondu degré de focalisation du laser.

L'échanti l lon est observé grâce au microscope optique €t, pendant

I'analyse, grâce à une caméra. La zone d'analyse est choisie en fonction

de l 'aspect du dépôt. L'homogénéité du dépôt est évidemment très

importante car elle détermine la qualité des spectres. Les bords du

dépôt sont à éviter pendant I 'analyse, car i ls sont généralement

enrichis en composés par des phénomènes de ségrégation survenant
pendant le séchage.
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3)  Résul ta ts

Les tests ont été réalisés avec différents composés succeptibles

d'être de bonnes matrices, car i ls possédent une structure ou des

groupements capables d'absorber l'énergie, bien que nous ayons vu dans

la bibliographie (paragraphe A) que cela n'est pas un critère suffisant.

ll s'agit des composés suivants :

Çl^"o"
Acide Nlcotinique

t't

W@(r W
rryptoPhan€ êelrg""r?rlâ*l Adénrne

r r
Y\ -R

Addo Vanllllque Thymlne

.-=-.'cl!.otr
t L - r l

T
t€)2

3-Nltro B€nzyl Abool

Les logarithmes de leurs coefficients d'extinction molaires à 266 nm

sont compris entre 9,47 pour I 'acide nicotinique et 4 pour I 'acide

vanilt ique. La posit ion de la paire l ibre de I 'azote dans la molécule

d'acide nicotinique par rapport à la fonction -COOH peut éventuellement
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être un facteur non négligeable pour une bonne matrice. En effet, dans

I'introduction, nous avons relevé I'intérêt que présentent les composés

méta-substitués ou les composés du même type que I'acide nicotinique

(substituant en position 3 par rapport à I'azote du cycle).

Les tableaux XV, XVI et XVII rassemblent les différentes

expérimentations réalisées sur le LAMMA 1000. Des problèmes de

solubil isation survenus pendant la préparation de certaines solutions

ont été résolus en adaptant la nature du solvant, afin d'avoir la

meil leure dissolution possible.

La préparation du dépôt est identique pour tous les tests :

1 pl de solution d'amiodarone dans I'eau bi-distillée et 1 pl de solution

de matrice sont déposés sur la plaque.

(0) sans TFA,

(1) sofution d'amiodarone préparée avec de I'eau à O,S o/o TFA,

(2) idem avec TCA,

(3) addition d'un cristal d'iodure de sodium,

(4) dissolution par les ultra-sons.

Quelques spectres de masse sont présentés en fin de paragraphe 3 pour

i l lustrer nos commentaires.

ll convient de noter que les quantités absolues de composé cible

déposées sur le support sont tout à fait comparables d'une matrice à

I'autre, les valeurs très différentes des concentrations en amiodarone

(ppm) dans la matrice solide sont le reflet des différences de masses

moléculaires (excepté le NOBA, qui est un liquide visqueux).
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a- Exemple type selon Hil lenkamP

Le cas classique de désorption assistée par matrice est celui d'une

protéine de masse moléculaire M=l0 000 uma par exemple, désorbée

dans une matrice d'acide nicotinique. Un microl i tre de chaque solution

est prélevé et le mélange obtenu est déposé et analysé. Le dépôt solide

est caractérisé par sa concentration en poids de protéine dans la

matrice sotide et par la quantité totale de protéine déposée :

Solutlons déposées
M A T R I C E PROTEINE (M=10 000)

rgl'n coNc (M coNc (M)
ACIDE NICOTINIOUE
M=|23

5.10-2 10-3
1 0 - 4
1 0 - 5

Protelne ds Matr lce
SOLIDE

coNc(v") QTE tuo)
1 6 2
1 6
1 . 6

1 0
1

0 . 1

b- Tests de désorpt ion de I 'amiodarone avec dif férentes

m at r ic  e  s

Ces tests sont rassemblés dans le tableau XV et commentés ensuite :

Solutlons déposées
MATRICE A M I O

^nt coNc M) coMc M)
ACIDE VANILLIOUE
M=|gg

t . l0-2
5.10-2

10-3
1 0 - 4

ADENINE
M=l35

1 0 - 3
1 0 - 3

10-4
10-4

THYMINE
Il=1 28

|  , 5 . 1 0 - 3
I  . 5 . 1 0 - 3

10-4
10-4

TRYPTOPHAN
M-203

.10-2 1 0 - 4

3{NDOLE CA
M=l60

t.10-2 1 0 - 4

AMIO DS IIATRICE
SOLIDE

SPECTRES LAMMA
Int. (mvl R é I .

CONC(mrn)QTEho) 3 9 2  5 1 8  6 4 6
80 000
I 000

650
6 5

52  91  7 r
180  101  5 !

2
3

1
1
0
1
0
1
1

1

160 000
160 000

6 5
6 5

0 0 0
0 3 3 2 6

1 2
1 3

340 000
340 000

6 5
6 5

5 2 0
1  0 4  1 4 0

0
33

I
I

6 000 6 5 0 0 0

I 000 6 5 000

Tableau XV: Essais sur
matrices de

la microsonde
désorption pour

LAMMA 1000 de di f férentes
I'amiodarone.
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Acide Vani l l ique :

Le dépôt obtenu avec cette matrice est mauvais :

cr is taux.

D'autre part, on observe une fragmentation très

mofécule (spectres 2,3').

i l  se forme des

importante de la

Adénine :

Les problème de solubi l isat ion de la matr ice dans l 'eau sont

extrêmement gênants. Sans addition de TFA, les fragments de hautes

masses sont complètement inexistants (spectre 12). Avec TFA, la

molécule cible désorbe intacte : le pic moléculaire (M+H)+ est présent

ainsi que le fragment (M-l)+ à mlz = 518 (spectre 13). L'al lure générale

du spectre reste médiocre.

Thymine

Les spectres LAMMA présentent les fragments connus de hautes masses

de l 'amiodarone ainsi qu'une fragmentation importante aux basses

masses. En valeurs absolues, ce sont 65 nanogrammes d'amiodarone qui

ont été déposés sur la plaque d'argent : la thymine joue davantage le

rôle de codésorbant que de matrice proprement dite. Les spectres avec

(spectre 9) et sans TFA (spectre 8) montrent que I'acide favorise la

formation des ions de hautes masses par le biais de réactions

ion-molécule dans la phase gazeuse.

Tryptophane et Acide 3;lndole Carboxylique :

Avec ou sans ajout de TFA, aucun fragment de l'amiodarone n'est obtenu.

On obt ient ,  dans les deux cas,  seulement  les f  ragments

caractéristiques des matrices.
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c- Alcool NitroBenzyl ique (NOBA)

Solutlons déposéss
MATFICE A M I O

^mt coNc M) co tc (M
NOBA
M=l53
d=I,3

)IJR
]tJR
]tJR

r 5% EIOH
r 5olo EIOH

un cristal I
1 0 - 4 / N 0 B A
10-4 /NOBA

I
I

1o -3  |
10-4 |

MELANGE 1
NOBA 2N
EAU lN
METHANOLSttI

2 ,8 10-3
1 0 - 4

MELANGE 2
NOBA 2N
AMIO DS EAU lpt
METHANOLSUI

2 , 8 1 0 - 3
1 0 - 4
10-3
1 0 - 4

MELANGE 3
NOBA o,sN
EAU lN
METHANOLS,tI

) , 9 4 1  0 - 4
1 0 - 5
1 0 - 6

MELANGE 4
MEL/.NGE? (1N)
N|CAC6.10-2Mlflul)

, , 4 7
) . 0 2 5

10-4

AMIO DS MATFICE
SOLIDE

SPECTRES LAMMA
lnt. (mvl R é f  .

COIIC(mrn)QTEhn) 3 9 2  5 1 8  6 4 6

60
60

5 0 0
5 0

65
65

6s0
65

13  72  183
000
000

0  5 9  1 8 3
0 0 2 9

l

10
11

0
4
4

0
0
1
1

0
0
1
1
1
1
I

1

1 500
1 5 0

6s0
6 5

0
2 6

5 9  2 0 !
20 6 r

5
4

250
2 5
2 5 0
2 5

215
2 1 , 5
2 1 5
21.5

0 0 3 s
0 0 0

2 6 0 6 2
0 0 0

1 6

1 7
1 8

4 5 0
4 5
4 . 5

6 5
6 , 5

0 , 6 5

26
72

0

72  1
39

0

63
59
0

2 9

8 5 0 6 5 26 78 134 28

Tableau XVI : Tests de désorption avec I'alcool nitrobenzylique

Un cr is ta l  d 'amiodarone dans une gout te de NOBA donne

effect ivement un spectre c lassique du composé avec un ion

quasimoléculaire mlz=646 de forte intensité et pratiquement aucune

fragmentation en basses masses.

L'homogénéïté de la solution préparée avec NOBA additionné de 5%

d'éthanol est très mauvaise, car le NOBA est un liquide extrêmement

visqueux. Pour la concentration en amiodarone égale à 500 ppm, le

spectre présente un pic quasimoléculaire (M+H)+ assez intense. A 50

ppm, le signal obtenu n'est pas totatement significatif. Compte tenu de

l'inhomogénéïté de la solution et donc de la qualité du dépôt analysé,

les spectres obtenus ne sont pas forcément représentatifs.
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Les mélanges 1, 2, 3 et 4 (définis dans le tableau XVI) ont été

réalisés afin de s'atfranchir des problèmes physiques que pose le NOBA.

Au delà de 6 nanogrammes déposés sur la plaque, l'amiodarone n'est

plus détectée dans cet environnement.

d- Acide Nicot inique (NICAC)

Solutlons déoosées
MATRICE A M I O

^wl coNctM) coMc Mt
NICAC
M=|23

5 . 1 0 - 2
5 . 1 0 - 3
5 . 1 0 - 2
5 . 1 0 - 3
t . 1 0 - 2
t . 1 0 - 3
t . 1  0 - 3
t . 1 0 - 3
t . 1 0 - 4
t . 1 0 - 4

10-4
1 0 - 4
10-4
10-4
10-4
10-4
10-5
1 0 - 6
1 0 - 5
1 0 - 6

Tableau XVII : Tests de désorption avec I'acide nicotinique

Les tests avec I 'acide nicotinique permettent de mettre en

évidence les influences des concentrations absolues et relatives de la

molécule c ib le et  de la matr ice.  On constate que,  lorsque G

nanogrammes d'amiodarone sont déposés sur les 1 à 4 mm2 du support,

plus aucun signal sur le spectre ne permet de caractériser la molécule.

Les meil leurs spectres présentent la plus faible fragmentation en

basses masses et des ions caractéristiques de hautes masses (spectres

6, 7, 21, 23'). Le sel d'iodure de sodium n'améliore en aucune façon

I'al lure générale du spectre (spectre 26). Son inf luence sur la

désorption de I'amiodarone est illustrée par les valeurs des intensités

des pics relevées sur le spectre On peut constater qu'en présence

d'iodure, le pic moléculaire est plus intense.
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AMIO DS IIATRICE
SOLIDE

SPECTRES LAMMA
lnt. (mv) R é I . ,

COl,lC(wn) QTE ftn) 3 9 2  5 1 8  6 4 6
10 000

100 000
10 000

100 000
10 000

100 000
10 000
1 000

100 000
10 000

6 5
6 5
6 5
6s
6 5
6 5
6 , 5

0 , 6 5
6 , 5

0 . 6 s

137
4 6

1 0 1
5 2

1 8 8
1 0 5
7 2

0
0
0

7 2 0
1 0 1  5 2
8 3  1 €

1 3 1  2 3
167 44
206 35
2 9 0

0 0
0 0
0 0

7
26
23
24

6 -21
22
25

0
0 / 3
2
2
1
1
1
1
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L'addition de TFA améliore l'aspect des spectres ((sans TFA) no7 et

(avec TFA) n"21). Le pic moléculaire inexistant sur le premier spectre

a une intensité non négligeable sur le second. Ainsi I 'acide permet de

protoner la molécule dans les réactions en phase gazeuse. Bien que

moins bon que le TFA, t'effet du TCA sur la désorption de l'amiodarone

est  ef fect ivement non nul ,  puisque le p ic moléculai re apparai t

également en sa présence.

Le seuit de détection de I 'amiodarone est atteint lorsque seuls

O,65 nanogrammes sont déposés sur le support, la concentration étant

alors de l OOO ppm dans I 'acide nicotinique. Les fragments de hautes

masses sont inexistants ; on note, entre autres, la présence des

fragments de masses mlz= 86,100 et 201.

Le mélange des deux matrices (Nicac et Noba) n'apporte aucune

amélioration quant à la désorption de I'amiodarone.

Nous ferons ici quelques remarques concernant les expériences

réalisées sur la microsonde LAMMA 1000 :

- La matrice NOBA allonge considérablement les temps de pompage dans

la chambre d'échantillonnage du spectromètre. Cet inconvénient majeur

excluera quasiment son ut i l isat ion sur la microsonde FTMS, dans

laquelle te vide est encore plus poussé (entre 10-8 et 10'e torr) que

dans les microsondes LAMMA (10'e à 10'7 torr).

-  Des tests supplémentaires de reproduct ib i l i té auraient  été

nécessaires avant de conclure définitivement. Nous n'avons pas fait

effectivement de séries d'expériences et les intensités des pics 392,

S1B et 046 (données dans les tableaux XV, XVI et XVll) sont issues

uniquement de spectres individuels.
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4)  Discuss ions

La désorption de molécules de très haut poids moléculaires, telles

que les protéines, est un cas d'école pour cette nouvelle technique de

désorpt ion douce proposée par Hi l lenkamp. Dans les condi t ions

standard, qu'il a définies pour désorber une protéine, les concentrations

respectives de la protéine et de I 'acide nicotinique sont 10'4M et

5.10'2M. L'exemple d'une molécute cible de masse motéculaire égale à

10 000 uma est pris. Sur le support, sont présentes environ une mole de

protéine pour 500 moles d'acide ! L'application à I'amiodarone, petite

molécule en comparaison, n'est pas simple. Le rapport molaire reste

effectivement le même pour ces mêmes conditions de concentration,

mais on passe de 16,3 "/" en poids de protéine dans l'acide nicotinique à

1"/" en poids d'amiodarone dans I'acide nicotinique.

Le choix

suivantes :

d'une matrice idéale est motivé par les caractéristiques

* Ses propriétés intrinsèques sont essentielles, à savoir une bonne
viscosité,  une bonne solubi l isat ion dans I 'eau (compatible avec
I'analyse des protéines), ou plus généralement dans un sotvant courant,

êt, enfin un bon coefficient d'extinction molaire e à la longueur d'onde

ut i l isée.

* Le mélange du composé à analyser et de la matrice doit être idéal et

le dépôt très homogène, afin d'obtenir la meil leure réparti t ion du

composé dans la matrice. En d'autres termes, toutes les molécules du

composé clble sont 'solvatées' par les molécules de la matrice.
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matr ice doit  induire une fragmentat ion très faible

rendement en ion moléculaire.

L 'ut i l isat ion d 'une matr ice pour assister  la désorpt ion de

I 'amiodarone dans la conf igurat ion instrumentale en réf lex ion a

permis d'atteindre effectivement d'autres l imites que celtes atteintes

avec le LAMMA 5OO, configuration en transmission. L'analyse de

l 'amiodarone (une mole) dans I 'acide nicotinique (dix moles) a été

effectuée sur les deux LAMMA. Les intensités du pic moléculaire et du

fragment majoritaire (m/z=51g), données ici en rappel, sont extraites

des tableaux XII et XVII.

INTENSITES (mv) Amiodarone (1 mole)
Acide Nicotinioue (10 molesl

Pics de masse m/z 518 646
LAMMA 5OO
LAMMA 1OOO

13
101

5
52

Outre le  facteur  post-accélérat ion supplémentai re

di f f  ic i lement  quant i f  iab le pour  les ions de f  a ib les masses,  la

géométrie du système d'analyse semble donc un facteur déterminant.

Les intensités obtenues sur le LAMMA 1000 sont environ 10 fois

supérieures à celles obtenues avec le LAMMA 500. En effet, on peut

rappeler que, dans le cas du LAMMA 500, il faut absolument perforer

l'échantillon tandis qu'avec le LAMMA 1OOO, la désorption est provoquée

par le transfert d'énergie des molécules de matrice environnant

I'amiodarone à cette dernière. La désorption, assistée par matrice, de

biomolécules telles que les protéines fonctionne parfaitement pour la

raison suivante. Chaque protéine possède un nombre très élevé de

fonctions amines, qui sont en quelque sorte des points d'ancrage pour
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qui sont en quelque sorte des

matrice. La molécule 'solvatée"

I'irradiation laser (voir le dessin

points d'ancrage pour

est alors désorbée en

ci-dessous).

Molécules d'aclde
nlcotlnlque l lées aux
fonct lons amlnes **ffi

ffi
ffi

DESORT'TTON
succEssrvEs

Molécule de
Pro té lne

DOUCE DUNE PROTEINE
DE MOLECI.]LES D'ACIDE

PAR PERTES
NICCIIINIQIJE

L'amiodarone ne possède, quant à elle, qu'une fonction amine, seul

site hydrophile de la molécule. On attr ibue souvent comme rôle

principal à la matrice d'absorber préférentiellement à la molécute cible

l'énergie, du fait de leurs coefficients d'absorption molaires respectifs.

Or, I'amiodarone possède un coefficient relativement élevé à ZOO nm

(loge=3,96, tandis que pour I 'acide nicotinique loge=3,47). Aussi peut-on

affirmer, suite à cette remarque, que la matrice a des rôles multiples :

même si etle n'absorbe pas l'énergie, elle permet d'isoler les molécules

d'amiodarone les unes des autres et peut également aider à I'ionisation

de la molécule cibte dans ta phase gazeuse.

Portle lV. Codésorptlon



174

5) Conclusions

Ces di f férents tests,  ef fectués dans le but  d 'amél iorer  la

désorption de l'amiodarone à 266 îffi, ont permis de sélectionner deux

matr ices.  l l  s 'agi t  de t 'ac ide nicot in ique et  éventuel lement du

3-nitrobenzylalcool. Grâce à I'utilisation de ces matrices, la limite de

détection de I 'amiodarone est atteinte pour des solutions aqueuses

d'amiodarone à 1O'6M, soit une concentration de 1000 ppm dans la

matrice nicotinique. L'optimisation de la concentration de la solution

de matrice, dans le cas de I'acide nicotinique, et le choix d'un meilleur

mélange, dans le cas de I'alcool nitrobenzylique, ont pu être réalisés.

Nous avons pu constaté que l'acide trifluoroacétique ajoute un plus

à la désorption de I 'amiodarone dans le cas des matrices thymine,

adénine, acide nicotinique et alcool nitrobenzylique. Cet acide est déjà

connu comme addit i f  pour améliorer la qualité des dépôts. Quant à

I 'acide tr ichloroacétique, i l  semble avoir un effet beaucoup moins

marqué : ajouté à I 'acide nicotinique, i l  n'apporte aucun gain en

d'ionisation, contrairement aux résultats obtenus avec la microsonde

LAMMA 5OO. Des tests supplémentaires permettraient de mieux cerner

son impact sur la désorption organique.
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D . TESTS AVEC LA MICROSONDE FTMS

l) Remarques préliminaires

Nos expériences précédentes sur les microsondes LAMMA 500 et

1000 ont  montré qu'en plus de la post-accélérat ion des ions,  t  a

configuration en réflexion est un facteur important pour bien désorber

les molécules organiques de hauts poids molécutaires en présence d'une

matrice. Les tests réalisés chez le professeur Hil lenkamp constituent

nos tests de référence en matière de désorption. Aussi, dans la suite de

notre travail, la meilleure matrice a été conservée : l 'acide nicotinique.

Dans le but d'améliorer la qualité du dépôt, l'acide trifluoroacétique est

très classiquement utilisé, aussi a-t'il été testé. Nous avons également

testé la matrice nitrocellulose, dont la structure proche du saccharose

et la nature polymérique permettraient une application possible pour

des échanti l lons biologiques.

Le spectromètre de masse à transformée de Fourier (FTMS)

possède la configuration adéquate pour les expériences de désorption

assistée par matr ice.  Toutefois,  i l  est  essent ie l  de rappeter ta

différence fondamentate entre cet appareir et le LAMMA 1oo0 :
- Dans le premier cas, les ions sont piégés dans la cellule d'analyse

avant d'être détectés.
- Dans le second cas, les ions sont extraits et analysés immédiatement
par temps de vol. Les temps de réaction sont alors beaucoup plus

courts, de l'ordre de la nanoseconde (au lieu de ta milliseconde).

La désorption laser couplée à une microsonde FTMS est aujourd'hui

couramment uti l isée, le laser le plus souvent employé étant le laser
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COz. Celui-ci induit des effets très importants de désorption thermique

en couronne autour du point d' impact du laser. Dans notre cas, la

microsonde FTMS est couplée à un laser excimère, qui selon les gaz lase

à 193 (ArF) ou 249 nm (KrF). Dans un premier temps, les paramètres

d'analyse appliquée à I'amiodarone ont été optimisés, puis I'influence de

I'acide nicotinique sur sa désorption est étudiée. Les divers facteurs

intervenant dans l'analyse seront discutés :

- le support,

- la qualité du dépôt,

- la défocalisation du laser,

- le nombre d'impacts laser.

2) Préparation des échantillons

* Pour préparer les dépôts, les solutions uti l isées sont des solutions

d'amiodarone dans I 'eau (10-3M), de nitrocellulose dans I 'acétone (10 mg

pour 0,1 mt), d'acide nicotinique dans I 'eau (5.10-ztvt;.

* Le protocole de préparation est résumé dans le tableau XVIII :

Préparatlon
des dépôts

IAMIOI re la t lve
en oolds

AMIO SEULE d(2.0.0) - s^ 1OO"/"

AMIO+NITROCELLULOSEd ( 1 . 0 . 1 )  -  S a 0 .60%

AMIO+NICAC d(1 .1 ,0 )  -  sa 1O"/o

AMIO+NICAC
+NITROCEILULOSE

d( l ,1 ,1 )  -  sa 0 ,607"

AMIO+NICAC SUR FILM
DE N]TROCELLULOSE

d(0,0,2)  -  Sa -  d(1,1,0)  -  Sa 1O"/"

Tableau XVIII : Protocole. dejréparation des dépôts pour I'analyse par
mrcrosonoe F I Mù.
- Amio= Amiodarone, Nicac= Acide Nicotinique
- d(a,b,c) = déPôt de a pl d'amkldarone, b pl d'ackje nbotinique et c pl
de nitrocellulose sur la plaque daluminium ou d'argent
(surface cowerte par le dépôt : environ 10 mmz)
- SA, Sa = séchaôes sous flux dair chaud, à température ambiante
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3) Expérimentat ions

a- Influence du support

Les expériences sur le LAMMA 1000 ont été effectuées sur des

supports en argenf. Sur la microsonde FTMS, les résultats obtenus avec

ce métal ont induit des erreurs. Bien que les supports en argent soient

connus pour donner un bon rendement ionique, certains auteurs (126)

ont noté qu'i l  n'est pas toujours le meil leur, car des réactions de

surface complexes peuvent rendre di f f  ic i le I ' in terprétat ion des

spectres de masse. En effet, on constate que I'analyse de l'amiodarone

déposée sur argent donne naissance à un spectre de masse contenant

des pics inconnus. lls correspondent, à une ou deux unités de masse

près, à la valeur du pic moléculaire et à un fragment caractéristique :

519,  649.

Dans le cas d'analyses sur support en aluminium, il apparait

également, dans les conditions optimisées pour tes hautes masses, une

série de pics inconnus : 493, 525, SS1....

or on constate que, pour ces deux métaux, les pics parasites

existent même lorsque le support nu est analysé. Aussi avons-nous

préférentiel lement uti l isé dans la suite de l 'étude I 'aluminium, car i l

n ' indui t  pas d 'erreur sur I 'ex istence ou non des f  ragments de

I'amiodarone. Les intensités de ces pics parasites sont très faibles

comparées à celles des pics sur lesquels se portent notre intérêt.

b- Optimisation de la séquence de désorption

Les paramètres optimisés de la séquence laser sont présentés

dans le chapitre ll de cette partie, paragraphe C-2b.

Porfle lV. Codésorpflon



4) Comparaison LAMMA 1000 - FTMS

Une expérience préliminaire est faite sur la microsonde FTMS dans

les mêmes condi t ions d 'échant i l lonnnage que sur le LAMMA 1000,

exceptions faites donc du support (en aluminium) et de la longueur

d'onde (193 au l ieu de 266 nm).

L'énergie sur l'échantillon est de 25 pJ. Le laser est défocalisé, de

façon à faire varier l' irradiance, en déplaçant horizontalement le

tétescope placé sur le chemin optique du laser et cette défocalisation

est quantif iée en nombre de tours. Les paramètres optimisés du

spectromètre de masse, tels qu'ils ont été définis précédemment, sont

adoptés. Dans ces conditions, les spectres de masse de I'amiodarone

sont collectés avec et sans acide nicotinique (spectres 19 page

suivante). Le tableau XIX présente un bilan des observations faites :

Laser Excimàre -  193 nm

AC|DE NTCOTINIOUE (NICAC)

SANS AVEC

Focallsé - diamètre:3Omlcrons
lrradiance: 9,4 . 1O7Wlcm?

Télescope : 0 tour

lode l+ à mlz=127 1* | y1117=127

(Nlcac)+ tr 612=123

Défocallsé - diamètre:9Omicrons
lrradiance: 1,6 . 107Wcm2
Télescope : -5 tours

!dem Apparition des pics de masses
m/z=51 8 et 646 et massif
important entre 200 el 400 amu

Défocalisé - diamètre:12Omlcrons
lrradlance: 8,8 106Wcm2
Télescope : -10 tours

Apparition des Pics de masses Be
mlz=518 et 646 et massif
important entre 200 et 400 amu

tu spectre de I'amiodarone
présentant ses fragments
classiques.

Détocallsé - diamètre:1 4Omicrons
lrradlance: 6 . 106Wcm2
Télescope : -13 tours

Fragmentation caract6rlstique
de l'amiodarcne

ldem

Tableau XIX : Spectres FTMS de I'amiodafqlle, ..avgc et sans acide
Àibôtinlôue, en fonction de la défocâlisation du laser
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lo) TRRADTANCE : g.to6u/cn2

179

ODARONE AVEC ACIDE NICOTINIOUE SUR A1

B F : 3 %

SEULE SUR A1

rr= :€ lÈ

Bruit de fond
aa 5+' : aa i1c '.tô

soustrait : 15 %

20) TRRADTANCE : 7.Lo6w/cn2

B F : 9 %

IRRADÏANCE : 5.1O6W/cm2

3 %

3 0 )

B F : 4 %

Spectres 19 :  Inf luence de
I'amiodarone en

[qcide nicotinique
FTMS à 193 nm

Porfie lV. Codésorplion
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DE tA DEFOCALISATIO.I A 1SI

300

|  250
n 2oo
t

150

I  1oo
o
s  50

0

Courbe 4 :

1 ,6  0 ,88  0 ,78  0 ,71  0 ,63  0 ,52  0 ,38

lrradiance (x107 W/cm2)

Influence de la défocalisation du laser sur la déso.rption
pic molécula i re et  du f  ragment  mono-dêslode
I 'amiodarone.

Les intensi tés absolues du f ragment mlz = 518 et  du pic

quasimoléculaire mlz = 646 sont portées sur la courbe 4 en fonction de

I' irradiance du laser. ( l l  existe une certaine incerti tude sur les valeurs

d'irradiance, lorsque la défocalisation est importante). On constate que,

non seulement, le pic moléculaire apparait à plus faible irradiance,

mais,  également p lus intensément en présence d 'acide nicot in ique.

Lorsque I ' irradiance est inférieure ou égale à 6.10G W/cm2, el le n'est

plus optimale pour désorber I 'amiodarone : le spectre reste encore

caractérist ique de I 'amiodarone mais la valeur de I ' intensités absolue

du pic moléculaire chute. Cette remarque est aussi valable pour le

fragment de masse m/z=518, la diminution de I ' intensité absolue étant

toutefois moins marquée.

Nos présentes expériences confirment les résultats obtenus sur

microsonde LAMMA 1000 : I'acide nicotinique permet de désorber de

manière plus efficace et sans fragmentation excessive I'amiodarone par

microsonde FTMS, bien que son coefficient d'absorption molaire soit

..- sraSANSNlcAc

.O- 646 SANS NICAC

.r- 518AVEC NICAC

'tr- ô46AVEC NICAC

du
de
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inférieur à celui de I 'amiodarone aussi bien à193 nm qu'à 266 nm. Son

rôle semble donc différent de celui qu' i l  t ient vis-à-vis des protéines

dans les expér iences d 'Hi l lenkamp. Dans notre cas,  i l  d i lue les

molécules cibles et les isole les unes des autres. Nos résultats mettent

en évidence ce paramètre de sotvatation de ta motécute cible par les

molécules de matrice. A haute température, des clusters constitués

d'amiodarone et  d 'acide se forment dans le p lasma. euand la

température baisse, des molécules d'acide sont l ibérées laissant

l'amiodarone intacte, désorbée. A défaut d'absorber préférentiellement

f'énergie, I'acide nicotinique aide à I'ionisation (127\.

En conclusion, notre test prél iminaire sur la microsonde FTMS a
permis de reproduire les résultats obtenus sur microsonde LAMMA

1000. Les irradiances de désorption sont comparables : environ 107

w/cm2 pour le LAMMA à 2oo nm et 8.106 wtcm2 pour le FTMS à 193 nm.

l l  faut  s implement ut i l iser  I 'a luminium au l ieu de l 'argent  comme

support .  Compte-tenu de la masse moléculai re de t 'amiodarone

relativement faible par rapport à celles des protéines, un processus tel
que la post-accélération équipant la microsonde LAMMA ne nous fera
pas défaut sur la microsonde FTMS et sa limitation pour les très hautes

masses (m/23000 uma) n'est pas, dans ce cas, critique.

5) Influences de la matrice et de la longueur d'onde

Les expériences précédentes ont montré I'influence de I'irradiance

du laser sur les spectres de masse. Aussi pour les analyses suivantes,

nous fixons I'irradiance à environ 9.106 Wtcm2 en adoptant toujours la

même défocalisation, soit -10 tours au télescope. Les condit ions

expérimentales, qui restent constantes pour ces études d'influence de

Porfle lV. Codésorpllon
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paramètres (matrice et longueur d'onde), sont les suivantes :

- support : Plaque d'aluminium

- laser : Excimère 193 ou 249 nm (préférence à 193 nm)

- diamètre : environ 120 pm (laser défocalisé)

- énergie : 25 pJ sur l 'échanti l lon/irradiance : 9.106W/cm2.

- nombre d'imPacts laser (NSW) :10

- Paramètres FTMS : SWR=600 Hz êt V1r.o=0,25 V.

pour chacune des 'combinaisons" : amiodarone, acide nicotinique,

n i t rocel lu lose présentées dans le  tableau XVII I ,  d ix  spectres

individuels sont enregistrés. Les intensités absolues des fragments

caractér is t iques (mlz = 1OO, 201 ,209,392 et  518) a insi  que cel les des

ions quasimoléculaires (mlz = 644 et 646) de l'amiodarone sont notées.

Les moyennes sont catculées afin d'estimer l'influence de la matrice, et

ceci aux deux longueurs d'onde de travail.

Ces données sont rassemblées dans le tableau XXa. Un deuxième

tableau XXb est obtenu à partir du précédent en calculant, pour chaque

fragment i ,  le rapport Ri égal à I ' intensité absolue I idu fragment i

divisée par celle du fragment 518 (pic de base en général) rsts. Ces

tableaux sont présentés Page 185.

a- Influence de la matrice à

Pour corhmenter I 'effet qu'induit

désorption de I'amiodarone, nous nous

temps du paramètre longueur d'onde ;

suivant.

193 nm

I 'uti l isation d'une matrice sur la

affranchissons dans un Premier

il sera traité dans le ParagraPhe
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On constate sur le tableau XXa que l 'adjonction . d'une matrice
permet d'augmenter de façon notable la quantité d'ions moléculaires :

leurs intensités absolues sont souvent supérieures, exception faite du

mélange d'amiodarone, d'acide nicotinique et de nitrocettutose. Dans

tous les cas, la matrice n'influe pas sur les proportions retatives du

fragment principal m/z=519 et du pic quasimoléculaire mlz=646.

Concrètement, I'adjonction d'acide nicotinique ne donne pas un pic

moléculaire plus intense. La fragmentation de ta molécule cible reste

très importante, mais les écarts standard sont pratiquement toujours

inf  ér ieurs.

L 'ut i l isat ion d 'un f i lm de ni t rocel lu lose,  avec ou sans acide

nicotinique, n'apporte aucune amélioration.

Le mélange d'acide nicotinique et de nitrocellulose est une bonne

matrice au sens où la fragmentation est plus faible et le pic

moléculaire représente 115o/o du pic de base m/z=518. Les intensités

absolues des fragments de hautes masses et de t'ion motécutaire sont

toutefois inférieures à celles obtenues pour te produit pur, bien que ta

reproductibi l i té soit nettement améliorée. Par exemple, les intensités

du pic moléculaire pour I 'amiodarone seute et avec la matrice sont

respectivement 48 + 36 et 38 t 4,5.

La présence de la nitrocellulose seule sembte être un bon

compromis à 193 nm. Le pic moléculaire représente g4%o du pic de

base ; les intensités absolues sont plus importantes pour tes fragments

de hautes masses et le pic quasimoléculaire. Les fragments de basses

masses sont moins nombreux et la reproductibilité est de 25 à 307o, ce
qui est une valeur tout à fait correcte en désorption laser.
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b) Influence de la longueur d'onde

Nous avons constaté précédemment que I'utilisation d'une matrice

pour désorber et ioniser l 'amiodarone modif ie les caractérist iques des

spectres de masse. L'effet de la longueur d'onde est également notable.

Sur le composé pur, il est déjà possible de noter des différences

entre les spectres enregistrés à 193 nm (formation préférentiel le de

photo-fragments) et à 249 nm (régime plus thermique et réactions en

phase gazeuse) au niveau des intensités absolues. La fragmentation est

similaire aux deux longueurs d'onde : le fragment m/z =519 reste le pic

de base, le pic quasimoléculaire représente 36% à 249 nm et 65 "/" à 193

nm du pic de base et le fragment mlz=992,5 47o/" à 249 nm et 56% à

1gg nm. On remarque que les écarts standard relatifs sont tout à fait

équivalents aux deux longueurs d'onde (75 et 79 %\.

De manière générale, I ' i rradiation laser à 193 nm donne naissance

à des ions en quantités plus importantes. L'effet de la longueur d'onde

est extrêmement profitable dans le cas des matrices nitrocellulose ou

acide nicotinique :

- à lgg rrrrr, I ' intensité du pic quasimoléculaire est mult ipl iée par 3.

Les écarts standard sont acceptables et la fragmentation est minime,

particul ièrement pour la nitrocellulose.

- à 24g nm, pour ces matrices, il semblerait que les fragments mono

et di-déiodés (m!z = 392 et 518) soient fortement favorisés dès qu'une

matrice est uti l isée.

Portle lV. Codésorptlon
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Acide Nicotinique

+
Nitrocellulose
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Spectres 20 : Spectres FTMS de l'amiodarone à 249 nm
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c- Bilan

Nous avons démontré en commentant  les résul tats de nos

différents tests que plusieurs paramètres entrent en jeu pour désorber

I 'amiodarone et qu' i l  n'est pas évident de dissocier leurs effets'

Toutefois, i l  est possible, en accordant arbitrairement des priorités

aux effets constatés par l 'adjonction d'une matrice ou I 'ut i l isation

d,une longueur d 'onde part icul ière,  de sélect ionner une matr ice

acceptable pour l'amiodarone.

Nos critères de choix sont d'une part un gain en intensité,

d 'autre par t  une bonne reproduct ib i l i té  et  enf in  u n e

fragmentat ion minimum de la molécute c ib le.  L 'étude approfondie

des tableaux XXa et b, ainsi que celle des spectres dont sont issus ces

tableaux permet de préconiser I 'ut i l isation de nitrocellulose seule pour

désorber I 'amiodarone à 193 nm. Le spectre d'absorption UV de la

ni t rocel lu lose révèle une unique bande d 'absorpt ion à 213 nm

(coeff icient d'extinction molaire = 860 L'1.mol.cm'l à 213 nm et 138 à

1gg nm). L'amiodarone, quant à elle, possède un coefficient d'extinction

molaire net tement supér ieur (16 800 à 193 nm).  Compte tenu des

proportions dans lesquelles sont mélangées ces deux molécules : uILe

on peut

imaginer que la n i t rocel lu lose absorbe tout  de même une port ion

importante de l'énergie photonique et qu'il y a relaxation sous forme

d,énergie vibrationnelle au niveau des liaisons hydrogène cible-matrice.

Cette énergie est transmise à la molécule cible par toutes les unités

polymériques qui l'entourent, lui permettant ainsi de se dégager intacte

de sa matrice solide.
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6) Conclusions sur les tests de désorption FTMS

Plusieurs paramètres ont

présentes expér imentat ions

résultats obtenus. lt s'agit :
- du nombre d' impacts laser. on constate querquefois, bien

sachant pas comment l 'expl iquer,  que t ' in tensi té absolue

quasimoléculaire de I 'amiodarone est supérieure lorsque te

d'impacts sur l'échantillon est égal à un.
- du balayage de la surface de l 'échanti l lon pendant la série

laser.

- de la qualité du dépôt. Elle est bien évidemment essentielte pour

obtenir des résultats reproductibles et 'optimums.

été particulièrement remarqués lors des

comme étant  t rès inf  luents sur les

que ne

du p ic

nombre

de tirs

Sundqvist (1 19) a fait

a publié ses expériences

nicotinique avec un TOF

supplémentaire.

part de remarques très similaires, lorsqu'il

de désorption taser assistée par I'acide

linéaire, sans qu'i l  n'apporte d'explication

Concrètement, les tests de référence effectués sur la microsonde

LAMMA 1000 ont  pu être reprodui ts sur la microsonde FTMS.

Effectivement, à 249 nm (les phénomènes sont pratiquement les mêmes
qu'à 266 nm),  I 'ac ide n icot in ique permet  de mieux désorber

I 'amiodarone. Les tests sur microsonde LAMMA sont principalement

qualitatifs, aussi la comparaison s'arrêtera là. Notre étude a permis de
mettre en évidence que la nitrocellutose, composé polymérique proche
par sa structure du saccharose, est un composé capable d'améliorer

I ' ionisation/désorption de l 'amiodarone à 1gg nm. L' inf luence de la

longueur d'onde est aussi mise en tumière.
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E . BILAN DU CHAPITRE III ET PERSPECTIVES

Les expériences de désorption assistée par matrice de I'amiodarone

ont été réalisées sur trois microsondes différentes.

Sur microsonde LAMMA 500, nous avons Pu mettrê en évidence

I 'amél iorat ion qu'apportent  I 'ac ide t r ichloroacét ique et  un iodure

alcalin torsqu'i ls sont addit ionnés à la molécule cible. l ls favorisent la

formation de I ' ion quasimoléculaire (M+H)+ par des réactions dans le

plasma après I'irradiation de l'échantitlon par le laser. En revanche, la

désorption assistée de I'amiodarone par l'acide nicotinique, au sens où

I'a définie Hiltenkamp, n'est pas réalisable avec la configuration en

transmission de cette microsonde.

D'autres expériences ont alors été effectuées sur la microsonde

LAMMA 1000 à Mûnster (RFA). L'amiodarone est effectivement mieux

détectée sur cet appareil en présence d'acide nicotinique. D'un point de

vue instrumental ,  I 'amél iorat ion est  at t r ibuée d 'une part  à la

configuration en réflexion de la microsonde et d'autre part à la post-

accélération (20 kV) des ions juste avant la détection,ce qui permet de

repousser les limites en masses réelles du spectromètre à temps de

vol .

Ces derniers tests sont des tests références et i ls ont été

reproduit sur la microsonde EIldS., appareil possédant également la

configuration préconisée. Les influences de différentes matrices ont pu

être montrées ainsi que I 'effet de la longueur d'onde. La matrice

ni t rocel lu lose a été part icul ièrement étudiée car sa structure

ressemblant  à cel le du saccharose et  sa nature polymérique

permettraient d'extrapoler son uti l isation aux coupes histologiques.
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Effectivement, à 193 îffi, cette matrice désorbe I'amiodarone de façon

tout à fait satisfaisante en améliorant la formation de I'ion (M+H)+ et

en réduisant la fragmentation de la molécule. Cette nouvelte matrice

est en effet extrêmement intéressante car, jusqu'à présent, toutes les

matr ices expér imentées éta ient  d i f f  ic i lement  appl icables aux

échantillons biologiques. Gelle-ci, de par sa nature, ouvre de nouveaux

horizons à I 'analyse moléculaire des coupes histologiques, à condit ion

bien évidemment qu'une technique de préparation convenable puisse

être t rouvée, dans laquel le les matér iaux c lassiques d ' inctusion

seraient  remplacés par  la  matr ice per formante comme la

ni t rocel lu lose.
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Notre travail a consisté à explorer la potentialité de la microsonde

LAMMA 5OO appliquée à la localisation in-situ de cibles organiques

dans des t issus bio logiques enrobés ou congelés.  ceci  grâce à la

reconnaissance du pic moléculaire ou de ses fragments caractéristiques'

Le choix de la technique LAMMA s'est justif ié par la possibi l i té

d,obtenir une excellente tocalisation du point d'impact (diamètre = 4tm

concrétisé par le point rouge du laser pilote Hélium-Néon, dont le faisceau

est colinéaire au laser de puissance). Toutefois, si la microsonde LAMMA

500 a répondu aux exigences techniques, elle n'a pas permis de s'affranchir

du problème inhérent à la nature de nos échanti l lons : le t issu biologique

et le polymère d'enrobage induisent immanquablement des effets de

matr ice,  qui  modi f  ient  les caractér is t iques de désorpt ion laser et

d'ionisation du composé ou de l'élément à analyser.

Notre molécule test, I'amiodarone, est un médicament bien connu pour

ses propriétés de régulateur cardiaque. Ce composé organique désorbe

bien sous I 'effet de l ' i rradiation laser et se fragmente de manière

caractér is t ique.

La fragmentation de I 'amiodarone par impact électronique a été

étudiée en détail et comparée à celle obtenue dans les conditions de la

désorption/ionisation laser. Nous avons pu émettre des hypothèses quant

aux voies de fragmentation de l'amiodarone. Notre interprétation de la

fragmentation en désorption laser est en accord avec le concept de

formation préférentiel le des ions à nombre pair d'électrons (EE+)' On

constate que les spectres de masse de I'amiodarone en désorption laser

se caractérisent notamment par deux ions majoritaires de masses mlz=

100 et 518. Ceux-ci se forment logiquement à partir de I'espèce protonée

(M+H)+ qui apparait préférentiellement en désorption laser.
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L'étape suivante dans notre t ravai l  a consisté à rechercher
I 'amiodarone dans une matrice polymérique. Dispersée dans un polymère

époxy, sa détection par microsonde LAMMA en transmission n'a pas été
obtenue, quels que soient les paramètres instrumentaux (potentiels,

longueurs d'onde, focalisation du laser). Nos résultats expérimentaux sont
en accord avec ceux qu'a publié Van Vaeck sur le même appareil : il a
montré qu'il existe une épaisseur (5 nm) au delà de laquelle les molécules
organiques ne s' ionisent plus.

La désorption de I 'amiodarone par anatyse directe d'un btoc de
polymère a été tentée par FTMS (conf igurat ion en réf  ler ion).
L'amiodarone n'a jamais été détectée dans un bloc d'épon dopé de 0,4o/o à
beaucoup plus. La même expérience tentée à 1gg nm sur un btoc de
technovit dopé en amiodarone a permis de sort ir te fragment (M-ty+ I
m/z=518. La limite de détection se situe ators entre 1 et 2 0/o. cet etfet de
la longueur d'onde représente un espoir de détecter t'amiodarone in-situ si
celle-ci se fixe dans certaines zones cetlulaires avec un taux supérieur à
1%. Nous avons montré qu'au delà d'un certain seuil de concentration
(var iable selon le  polymère d 'enrobage),  des in teract ions
physico-chimiques sont prépondérantes et  empêchent la
désorption/ionisation de la molécule cible.

La recherche de I'amiodarone dans les tissus biologiques s'est soldée
par un échec. En ions posit i fs, aucun signal suff isamment intense et
significatif existe en hautes maèses. En ions négatifs, I'iode est détecté
mais la localisation de I ' iode ne correspond pas forcément à une
localisation exacte de I'amiodarone. Les interactions entre l'amiodarone,
le t issu biologique et le polymère d'enrobage sont vraisemblablement
responsables de la non localisation de ce composé. L'anatyse de cryocoupes
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aurait permis de s'affranchir de bon nombre des causes d'interaction avec

ta molécule cible par suppression du polymère d' inclusion (fort effet de

matrice). Mais nous ne pouvons conclure quant à la réussite ou non de ces

analyses, puisque le protocole de fixation des phospholipides n'était pas au

point .

La diff iculté à détecter I 'amiodarone en matrice complexe nous a

amené à optimiser le signal du pic moléculaire. Les expériences de

désorption assistée par matrice de I 'amiodarone ont été réalisées sur

trois microsondes différentes.

Sur microsonde LAMMA 500 (analyse en transmission : 0 angle entre

le faisceau laser incident et I'axe d'extraction des ions = 180o), nous avons

pu mettre en évidence I'amélioration qu'apportent I'acide trichloroacétique

et un iodure alcalin lorsqu'i ts sont addit ionnés à la molécule cible. Les

résultats sont fort encourageants, mais diff ici lement applicables aux

t issus bio logiques.

sur la microsonde LAMMA 1OOO (analyse en réf lex ion :0 = 30o),

I 'amiodarone est effectivement bien détectée en présence d'acide

nicotinique. D'un point de vue instrumental, l 'amélioration est attr ibuée

d'une part à la configuration en réftexion de la microsonde et d'autre part à

la post accélération (20 kV) des ions juste avant la détection. D'un point

de vue conceptuel ,  I 'ac ide nicot in ique favor ise la désorpt ion de

l,amiodarone comme celle des protéines bien que I'amiodarone ne possède

qu'une fonction amine. L'acide nicotinique isole les molécules cibles les

unes des autres et les aide à désorber.

Sur la microsonde FTMS (analyse en réflexion : 0 = 0o), les influences

de différentes matrices ont pu être testées ainsi que I'effet de longueur

d'onde. A 199 îff i ,  I 'acide nicotinique,.. le mélange acide nicotinique et la
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nitrocellulose désorbent I'amiodarone de façon tout à fait satisfaisante en
améliorant la formation de I'ion (M+H)+ et en réduisant ta fragmentation de
la molécule. A cette longueur d'onde, la nitrocellulose sembte être ta
meilleure matrice pour mettre en évidence (M+H;+. Gette matrice est en
effet extrêmement intéressante car, jusqu'à présent, toutes les autres,
qui  ont  été expér imentées,  éta ient  d i f f  ic i lement appl icabtes aux
échanti l lons biologiques. Celle-ci, de par sa structure (analogie avec le
saccharose), ouvre de nouveaux horizons à I 'anatyse moléculaire des
coupes histologiques, à condit ion bien évidemment qu'une technique de
préparation convenable puisse être trouvée, dans laquelle les matériaux
classiques d'inclusion seront remplacés par cette matrice performante.
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ANNEXE 1 :

SYNTHESE DEL'AMIODARONE

",5o-@",
tn 

, 
"",o-1ô*nr, 

-" Hcl >
T H F  "  Y /  s a z  ( 3 N )

T"q
cooll

Bromo-1  méthoxy-4
B e n z è n e

Bromure  de  méthoxY-4
Phény l  Magnés ium

H C r n - B u t y l - 2  B e n z o f u r a n e

( 3 N )  B e n z è n e  a n h y d r e
Chlorure  Stann ique

KOH EAU

t

1 K l + l  2  )

dans  eau

Acide MéthoxY-4
Benzoîque
(Rendt :  59 %)

to"rr 
jLg,--""'.w; ",t*@1i-",

o

Chlorure de méthoxy-4
B e  n z o y l e

n-  Bu ty t -2 (mé thoxY '4 '
Benzoyl ) -3 Benzolurane

l C n l o r h V d r a t e
{  P y r i d i n e

co Hg

n-Bu ty l -2 (hyd  roxY-4 '
Benzoyl ) -3 Benzofurane

n-Buty l -2 (D i iodo-3 ' ,5 '
Hydroxy-4' Benzoyl)-3
B e n z o t u r a  n e

1" )E IOCOOEI  /Benzène
2') crcH2CH2N(Et)2
3") HCI

(d'après document SANOFI)
(88  )



ANNEXE2:

CALIBRATION DES SPECTRES LAMMA 5OO AVEC DEUX REFERENCES .'

La calibration des spectres se déroule de façon différente si le temps

"zéro" (instant où I'impulsion laser est déclenchée) est connu ou non.

a- le temps zéro est connu :

On ass imi le  le  temps que met  I ' ion à parcour i r  le  tube à ' la  longueur

parcourue.  \o1. ;  =L

t ror" t  =c. ,  +cr" 'G

Puisque le temps zéro est connu : C' = 0 d'où L = Cr (m;trz

Pour  ca l ibrer ,  les  é léments a lca l ins sont  souvent  u t i l isés comme masses

références : par exemple, pour 23Ns eu 39K : L, = C, (mr)1/2 avec f f i r  = 23

ou 39 et le pic de masse inconnue à la distance L, s'écrit C, (m*)1t2

aVeC L 1 :  d is tance entre le  po int  zéro et  le  s ignal  de I ' ion de masse

Connue m1 (  23,  39, . . .  )

L* : distance entre le point zéro et le signal de l'ion de masse inconnue my

La constante C2 est égale à :
L L

C = l-26J\

D'où :

Si tous les paramètres instrumentaux et les potentiels d'extraction des

ions restent fixés pendant la série d'analyses, le rapport m., / L.' 2 est

constant (C) et connu. On écrit alors :

f f i x=  C . \ t

ffi, = _,[il



b- le temos zéro n'est oas connu

Les constantes C.' et G, sont calculées à partir des deux masses connues

m' et m, (figure 8).

<--A12-
alx

l-I1 1

Figure I :

rT12 mx

Calibration d'un spectre de masse LAMMA à partir de deux
masses connues m1 et m2

La distance (Lr-Lz) entre les deux pics de masses connues est lue sur le

spectre.  El le est ,  par a i l leurs,  égale à tCr + Cz.(r ' ) t ,2] - tCr + Cz.  1m)1/21.

De ceci, la constante C, est faci lement calculée.

De la  même façon,  i l  es t  poss ib le  de l i re  sur  le  spect re  de masse la

d is tance (L*-Lr )  séparant  le  p ic  de masse connue m,  du p ic  de masse

inconnue m*

Cet te  d i f férence sera égale à tC t  +  Cz. (^* \ , , ,  ] - tC t  +  Cz.1m,)1/21.

Soi t  :  ^Lx = L*  -  L ,  =  Cz . (m* l rz  -  m, , l rz1

Finalement, pour chaque pic distant du pic de masse m1 de Lx, i l  est

possible de connaitre la valeur de la masse mx correspondante :

t_ t_ 
ÂL_

/**= J mr* c- -2



T]TRE

Contdbution ô l'étude de lo désorption loser in-situ de médicoments. Cos de l'omiodorone.

MOTS-CtES

* Désorption Loser
* Spectrométrie de Mose
'Microsonde LAMMA
' Microsonde loser FIMS
'Amiodorone

'Tissu biologique
' Désorption ossistée Por motrice

RESUME

Ce trovoil, concernoni l'étude de lo désorption loser in-situ de l'omiodorone, comporte trois

porties principoles :

Lo première est relofive ô l'étude de lo frogmentotion de I'omiodorone en spectrométrie de

mosse et ô lo reconnoisscnce des différents frogments. Nos résuttots por désorption loser sont en

occord ovec le concept de lo formoiion préférentielle des ions Ô nombre poir d'électrons' En effet,

les ions mojoritoires répondent d'une port ô ce critère et, d'outre port, on explique leur présence Ô

portir de l'espèce moléculoire protonée, formée principolement por désorption loser.

Dons lo deuxième portie, nous ovons exploré lo potentiolité de lo microsonde IAMMA pour

lo locolisot6n de cibles orgoniques dons un tissu biologique. Le cos de l'omiodorone est étudié

d'obord dons une motrice polymérique, ensuite dons un tisu biologique enrobé, L'onolyse des

cryocoupes est égolement obordée. Nous montrons oinsi clu'ou delÔ d'un cerToin seuil de

concentrotion (vorioble selon le polymère d'enroboge), des interoctions physico-chimiques sont

prépondérontes et empêchent lo détection de lo molécule cible. L'effet de longueur d'onde

représente toutefois un espoir de délecter l'omiodorone in-situ si celle-ci se fixe dons certoines

zones celluloires ovec un toux supérieur Ô l%.

Lo difficulté de détecter l'omiodor-one en motrice complexe nous o omené Ô optimiser le

signol du pic moléculoire. Aussi, lo troisième portie de ce trovoil est consocrée Ô lo désorption

ossistée de l'omiodorone por microsondes LAMMA et FIMS. Nous nous sommes ottochés Ô

mettre en évidence les effets de motrice oinsique les effets de longueur d'onde sur lo détection du

pic quosimoléculoire (M+H)+ de l'omiodorone. Nos résuttofs permettenl de proposer une nouvelle

motrice de désorption succeptible d'être utilisée comme polymère d'enroboge des tissus

biologiques ô une longueur d'onde donnée.
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