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L'analyse in-situ de molécules organiques dans un tissu biologique
reste aujourd’hui un réel probléme. Les sites d'accumulation d'un
médicament sont déterminés par des techniques longues a mettre en
oeuvre. Le médicament doit contenir dans sa structure un élément non
présent dans les tissus. Sinon, il devra étre marqué. Notre objectif est
d'apporter une contribution & 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, grace a la microsonde LAMMA, de réaliser la localisation
subcellulaire dans un tissu biologique d'un médicament administré a 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
s'agit de I'amiodarone, commercialisée par les laboratoires Labaz sous
le nom de Cordarone. Ce 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 a l'amiodarone (1,2,3,4).

Une publication rrécente (5) rend compte de la microanalyse
quantitative de I'amiodarone dans des macrophages, obtenue en dosant
par rayons X liode 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, rien ne permet
d'affirmer l'appartenance de l'iode dosé (a l'amiodarone ou a l'un de ses
métabolites), ni sous quelle forme il existe (lié a une molécule

organique ou sous forme minérale I ).
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La localisation proprement dite de I'amiodarone dans les
difféerents tissus a été étudiée par une 'technique de marquage
isotopique radioactif spécifique : Il'autoradiographie (6). Le médicament
(dilué avec sa forme marquée au tritium radioactif 3H) est administré a
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
lipidique. Cette technique d'analyse présente les inconvénients
suivants:

- le laps de temps entre le prélévement du tissu et

'obtention des résultats est assez important. Il 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. Il existe toujours

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

médicam

Le but de notre travail a consisté & explorer les possibilités
qu'offre la spectrométrie de masse pour localiser I'amiodarone dans une
matrice Dbiologique, en [I'identifiant directement par son pic
quasimoléculaire (M+H)* ou par un fragment caractéristique de haute
masse. La microsonde & impact laser LAMMA est en effet une technique
trés séduisante par sa simplicité d'utilisation et la rapidité avec
laquelle les spectres sont obtenus.

Le spectrométre de masse, appelé LAMMA 500 et configuré en
transmission, a été congu originellement pour l'analyse des coupes
biologiques. 1l permet Iidentification et la localisation subcellulaire
d'éléments dans les tissus. Il posséde effectivement une trés grande
sensibilité dans le cas des éléments A& bas potentiel d'ionisation comme

les métaux alcalins ou les éléments légers. Les quelques exemples
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suivants permettent d'illustrer cette caractéristique a analyser ces

éléments : dioxyde de titane (TiO,) 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
rétine, lithium dans les tissus cérébraux (10). Ce ne sont la
évidemment que des exemples parmi tant d'autres. Moenke-Blankenburg
(11) a recensé trés récemment les travaux effectués par microsonde a
impact laser sur les matériaux organiques et inorganiques.

Quelques publications, encore rares dans la littérature
scientifique, mentionnent la détection de molécules organiques
présentes a l'état de traces dans une matrice par microsonde a impact
laser. Par exemple, des molécules organiques cibles suffisamment
localisées ont été désorbées directement :

Seydel et Lindner (12) ont obtenu de maniére reproductible
I'empreinte spectrale du phytalescin glycéollin (mblécule organique
accumulée par de jeunes plants de soja traités par un fongicide). Cette
empreinte peut étre utilisée pour identifier I'espéce sans pour cela
connaitre la structure chimique des ions responsables des pics
observés.

De la méme fagon, 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 dépdét microscopique sur/dans un substrat donné. Leur
analyse n'a été possible qu'en focalisant avec précision le faisceau
laser. Un' processus de désorption douce a faible énergie est mis en
jeu. La performance de l'analyse tient avant tout de la sélectivité

spatiale de la microsonde laser.
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Kauffmann (14), quant a lui, a injecté le dérivé fluoré d'un
meédicament cardioactif (Vérapamil) dans un tissu animal. En jons
négatifs, le spectre de masse révéle la présence de fluor. Il s'agit
alors, dans ce cas particulier, véritablement 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 1984 d'une premiére
application du LAMMA 1000 pour étudier la distribution de composés
organiques dans une matrice biologique. Deux alcaloides (sparteine
(m/z=233) et lupanine (M/z=247)) sont localisés dans les cellules
périphériques des tiges de Lupinus Polyphyllus et Cytisus scoparius.
Toutefois Il'analyse est faite dans la masse et les quantités
volatilisées sont trés importantes. Pour qu'un composé organique soit
détecté dans une matrice biologique, les auteurs donnent comme
concentration locale minimum la valeur de 5 millimoles par

kilogramme.

La detection de Il'amiodarone dans une matrice organique par
spectrométrie de masse a nécessité de résoudre de nombreux
problémes. | /

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 preparation des coupes histologiques passe par plusieurs étapes
plus ou moins obligatoires : la fixation du tissu, I'emploi d'un

cryoprotectant dans le cas des cryocoupes, l'utilisation d'un produit
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contrastant ~ pour l'observation en microscopie électronique. Aussi
parallélement et en fonction de nos résultats LAMMA, les techniques de
préparation des coupes fines ont été adaptées afin de minimiser
certains effets de matrice (la conservation des coupes dans un
support polymére induit des effets de matrice qui génent la détection

des molécules).

Pour lever les difficultés que nous avons rencontrées lors de
l'analyse de I'amiodarone dans une matrice polymérique - ou biologique,
nous avons recherché le moyen d'augmenter la formation des pics
caractéristiques de I'amiodarone par désorption assistée. Aussi, fui
avons-nous additionné des molécules donneuses de proton ou de cation
alcalin ou des molécules absorbant sélectivement les photons pendant
lirradiation laser et transférant ainsi I'énergie sous forme d'énergie
vibrationnelle. L'inclusion directe d'un composant qui aiderait
'amiodarone a désorber et s'ioniser, ou l'utilisation d'une nouvelle

matrice sont évidemment ['objectif fixé.
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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 leurs ciblages pharmacologiques sur des molécules
appartenant a la série des substances benzofuraniques et ainsi retenu :

- des dérivés ayant des effets sur les systémes capillaire et

veineux (Benzarone, Etabenzarone)

- des dérivés actifs sur le systéme 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 relachant sur le muscle

lisse du coeur, prédominant au niveau du systdme vasculaire.
A - LA MOLECULE ET SES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

[2-butyl-3-(3,5-diiodo-4-(b-diéthy|aminoéthoxy))benzoylbenzofurane]
est le nom normalisé de cette molécule. Elle a été synthétisée selon le
schéma réactionnel reporté en annexe.

- Sa formule brute est : CogH,gl,NO, et son poids moléculaire : 645

- Sa formule développée :
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Cette molécule posséde la particularité d'associer une partie
hydrophobe (benzofurane et benzéne diiodé) & une partie hydrophyle
(amine tertiaire). Cette caractéristique lui confére des propriétés de

solubilité particuliéres (16).

1) Solubilité dans l'eau

L'amiodarone se présente le plus généralement sous forme de
chlorhydrate d'amiodarone (AH*+,CI7). Il s'agit d'une poudre blanche
soluble dans l'eau seulement & trés forte concentration (de 2 a 5% en
chauffant). La solution obtenue est sursaturée et ne doit sa stabilité
qu'aux propriétés tensioactives intrinséques de la molécule. La dilution
a température ambiante d'une solution & 5% ou moins provoque une

opalescence ou une précipitation.

2) Solubilités dans différents solvants organiques

Les limites de solubilité de l'amiodarone sont de 100 g/l dans le
méthanol, le chloroforme, le carbure de méthyléne, de 40 g/| dans
I'ethanol et 10 g/l dans l'isopropanol. Sa solubilité est inférieure & 1%
dans l'acétone, le tétrachlorure de carbone, la dipropylcétone et le

dioxanne.

3) Stabilité en solution organique

Les solutions sont en général stables en I'absence de lumiére
pendant au moins une semaine. A 20°C, en présence de lumiére, la
stabilité de I'amiodarone est inférieure 4 24 heures, tandis que le

chlorhydrate reste stable environ 48 heures.
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B - LE MEDICAMENT
1) Introduction

Depuis sa commercialisation en 1967 pour le traitement de base
de linsuffisance coronaire, I'amiodarone a fait I'objet de nombreux
travaux. Par ce fait, son effet antiarythmique a été remarquée et
reconnu. L'amiodarone est maintenant de plus en plus utilisée pour le
contrdle 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
manifestations de pneumonie interstitielle a l'amiodarone ont été
relevées (18). Le poumon, de part l'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 a
explorer les différentes étapes qu'il parcourt dans l'organisme :
- absorption par l'organisme
- distribution dans les différents organes et tissus, 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 méme ouvrage (20).

La compréhension du métabolisme de I'amiodarone est un véritable
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casse-téte pour les chercheurs ; en effet, ce médicament est fortement
métabolisé par le foie. A ce jour, les différentes phases du
métabolisme ne sont pas toutes connues, mais la plupart d'entre elles

ont pu étre identifiées sur des animaux et sur I'hnomme.
a - Les méthodes analytiques utilisées

Les premiéres analyses sur les fluides biologiques et les tissus
ont été réalisées dans les années soixante en utilisant le traceur
radioactif 13| et par la suite le traceur 14C.

Le développement des techniques de Chromatographie Liquide
Haute Pression (HPLC) et la mise au point de procédures d'extraction et
d'analyse des fluides et tissus 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. Afin de caractériser la
distribution tissulaire du médicament, le méme auteur (23) a développé
une méthode permettant de travailler sur de petits échantillons
tissulaires (20-100 mg) collectés par biopsie ou nécrose. La technique
utilise la digestion enzymatique des échantilions. Le digestat obtenu
est dilué dans du plasma humain débarrassé de ses ions. Aprés 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 a 240 nm.

Plomp (24), quant a lui, propose une technique d'analyse de
I'amiodarone et du MDEA applicable aussi bien aux tissus (100 mg)
qu'au plasma (1 ml). L'échantillon est homogénéisé avec 50 % d'éthanol ;

la déprotéinisation est améliorée avec de ['‘acétonitrile contenant un
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standard interne (Benzothioph&ne bromé). Le surnageant obtenu aprés
centrifugation est injecté directement dans le chromatographe.

Ces techniques longues & mettre en oeuvre aident a suivre
I'amiodarone dans les différents organes afin de savoir comment le
médicament est absorbé, comment il s'élimine, & quels endroits il se

fixe préférentiellement et dans quelles quantités.
b - L'absorption

En comparaison avec celle que l'on observe chez les animaux,
I'absorption de I'amiodarone chez I'nomme est plus lente. Le temps
nécessaire pour atteindre une concentration maximum en amiodarone
dans le plasma varie de 3 & 10 heures (temps moyen : 5 heures) en

fonction de lindividu :

Nbre de | Dose (mg) Temps Max Conc. Max
sujets Moyenn Plage |Moyenne|l Plage
4 200-400 4,5 3-6 |- -
7 400 7.3 - - -
8 800 5,2 3-7 1,7 0,58-3,12
12 200 3,3 2-6 |0,27 0,21-0,67
6 400 5,1 1,5-8,5 |0,44 0,30-0,68
6 1400-1800 4,9 -6,2 16,9 3,1-14,2
7 400 4,8 2,7-6,5 0,37 0,15-0,70
12 400 4,7 ~ 3-6 0,54 0,21-1,13
3 400 - 2-10 |- -
Jableau 1 : Absorption de I'Amiodarone reportée dans la littérature
en fonction de la dose administrée (temps en h. et conc.
en mg/l)

¢ - L'élimination

Pour toutes les espéces étudiées, y compris 'homme, I'élimination
par les voies biliaires et fécales représente environ 65 a 75 % du

médicament ingéré, celle par la voie urinaire étant tout & fait mineure.

Partie | : Amiodarone



11

L'amiodarone est fortement métabolisée avant son élimination biliaire.
Ainsi chez le rat, on a pu constater de fagon expérimentale qu'environ
40% du carbone-14 contenu dans la dose administrée par voie
intraveineuse est récupéré dans les prélévements de bile collectés
pendant 12 heures et que seulement 0,27% de cette dose est éliminée
sous forme non métabolisée.

Les cinétiques d'élimination sont trés différentes selon les
espéces étudiées. Chez 'homme, une fonction exponentielle en 4 parties
est suggérée :

- L'administration du médicament est caractérisée par une distribution
rapide (temps de demi-vie* : 4 a 7 minutes),

- Elle-méme suivie de 2 phases intermédiaires ( temps de demi-vie : 3,4 +1
heures et 22,5 + 8,6 heures).

- La phase terminale d'élimination est trés lente (temps de demi-vie :
18,0+4,6 jours ou 24,8+11,7 jours selon les auteurs) ; ceci est di au déstockage

phospholipidique lent de I'amiodarone fixée.

La premiére phase d'élimination est trés variable d'un individu a
l'autre ; son importance tend & diminuer progressivement lors d'une
médicalisation plus longue. Cette modification n'a pas été observée

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

L'un des effets secondaires induit par le traitement étant
I'apparition de dépdts cornéens, I'élimination par les voies lacrymales
a eté étudiée : sur les 25 patients recevant quotidiennement 400 mg
d'amiodarone, la quantité de 3,4 ug récupérée a la méme fréquence est
une fraction négligeable par rapport a la dose ingérée. De méme, les
concentrations dans la salive sont de 3 a 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 i la

moitié de la concentration maximale.
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d - Le métabolisme

Le métabolisme trés complexe de I'amiodarone conduit a
différents produits de biotransformation. Les premiers métabolites
identifiés ont été recherchés dans les larmes humaines. Il s'agit des

deux composés suivants:

(O ﬁ@%

M=420

M=546

Toutefois une réserve est a formuler car l'amiodarone est une
molécule photosensible et il n'est pas certain que ces composés soient
réellement des métabolites in-vivo mais plutét des molécules
photochimiquement modifiées.

Le métabolisme de I'amiodarone est quantitativement différent
selon les espéces, mais dans tous les cas on retrouve 4 grandes voies
de métabolime, outre la glucoroconjugaison (voir page suivante). Le
principal métabolite est le Mo-noDésEthyIAmiodarone (MDEA)
(m/z=617). Le rapport concentration en médicament sur concentration
en métabolite varie énormément en fonction de l'espéce et du tissu

étudié.
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PRINCIPAUX METABOLITES
DE L'AMIODARONE
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e - La pharmacocinétique du plasma

Les premiéres études sur du sang prélevé sur un rat traité par
I'amiodarone radioactive montrent que les niveaux de radioactivité
atteignent leur maximum 4 a 6 heures aprés l'administration orale
(10omg/kg), correspondant a 0,460 mg d'amiodarone par litre. Ensuite
cette radioactivité diminue avec un temps de demi-vie égal a 13
heures, pour finalement devenir nulle aprés 96 heures. Une relation
lindaire a été établie entre la concentration en amiodarone dans le
plasma et la dose ingérée (ceci pour des doses supérieures a 100
mg/kg). Le MDEA n'est détectable dans le plasma que pour les doses les
plus élevées : [MDEA]}=0,30 + 0,14 mg/I pour [A]=4,08 + 1,23 mg/l.

Toutes les espéces ont un volume de distribution du sang trés
important. Aussi les échanges sang/tissu sont trés favorisés. Pour
'homme, aprés 20 minutes de perfusion de I'amiodarone, environ 93% de
la dose totale a déja quitté le plasma et est distribuée dans les tissus.
La rapidité du processus de distribution implique que le
médicament est d'abord fixé sur les organes les mieux
perfusés comme le coeur, les poumons, le foie et les reins.
Les tissus adipeux et certains organes faiblement perfusés
permettent un stockage de I|'amiodarone du fait de leur forte

affinité avec les composés solubles dans les lipides.

f- La distribution

Les remarques précédentes ont permis de constater que, seule, une
fraction de l'amiodarone est éliminée. Le reste est fixé. Le caractére

hydrophobe trés marqué de l'amiodarone fait qu'elle a une action
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action identique au cholestérol, aux acides gras, aux alcools a longue
chaine. L'interaction hydrophobe avec les chaines carbonées des lipides

conduit a un stockage phospholipidique dans les macrophages.

i) étude sur les animaux

A l'exception des tissus adipeux, l'amiodarone quitte les organes
dans lesquels elle était fixée (foie, rein, coeur, cerveau, muscle) avec
un taux de décroissance similaire ou plus rapide que dans le sang. Le

rapport  [Amiodaronelyss, / [MDEA]yissy, ©St indépendant de la dose

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

Aprés administration intrapéritonale répétée (de 1 & 10 jours) & des doses
allant de 25 a 200 mg/kg, l'accumulation de l'amiodarone et du MDEA
chez le rat est dépendante de la dose. Vingt quatre heures aprés la
derniére dose, ces deux composés sont préférentiellement distribués
par ordre décroissant dans les tissus adipeux, le poumon, le foie, le

rein, la glande thyroide, le coeur et les muscles.

migkg

a1
Poumon
20 —  Thyroide
- Rein
7 Foie
] Muscles
<0 Coeux;
T Sérum
i ' l_ Cerveau
0 L! L_. [ ] I_l- [L =

Figure 1 : Niveaux moyens d'amiodarone O et de mono N-déséthyl
amiodarone M observés dans des tissus prélevés sur des rats
(n=8) aprés administration intrapéritonale répétée de 50
mg/kg d'amiodarone .
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Le rapport [Amiodaroneliss,/[Amiodaronejsang est exceptionnellement

élevé dans le cas des tissus adipeux (1000 & 4000) et plutét moyen a
haut dans les autres tissus ( 5 & 90), et trés faible dans le cerveau (0 a
0,4). On trouve en moyenne 15% de MDEA dans les tissus (en réalité de
1 4 48 % selon les doses et les tissus) par rapport a la quantité

d'amiodarone.

La distribution de I'amiodarone dans le myocarde a éte

extrémement étudiée chez le chien. Le rapport [Amiodaronelyiss, /
[MDEA]jss, ©St dans ce cas trés différent de celui obtenu pour le rat

(4,8 + 0,6).

Sur divers tissus prélevés aprés décés, les niveaux de
concentratioh en amiodarone et en MDEA ont été établis (figure 2). Le
traitement a duré 14 jours & 50 mg/jour/kg. Les plus hautes
concentrations sont observées dans les graisses et dans le poumon, les
plus basses dans le cerveau, l'estomac, les petit et grand intestins, les

muscles.
"\:""9
-so"" _Graisse

Poumon

Foie
Thyroide

Rate

] Glandes surénales
Coeur
Rein

PI [l. e testin
1 D00 D oo ohe

Figure 2 : Niveaux d'amiodarone O et de mono-N-déséthylamiodarone M
trouvés dans des tissus prélevés sur un chien traité
oralement pendant 14 jours a la dose journaliere de 50
mg/kg d'amiodarone. :

Le métabolite MDEA est toujours dilué et en concentration
inférieure & celle du médicament. Toutefois le taux "médicament sur
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métabolite” est du méme ordre de grandeur dans les graisses et dans le
plasma (11,6 et 9,4 respectivement). Ce rapport est beaucoup plus bas

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

Plomp (24) a observé des taux de concentrations en amiodarone
plus hauts que ceux du métabolite MDEA dans les tissus 'adipeux. |
explique ceci par une solubilit¢ du composé parent blus grande chez
I'homme. Cette différence dans le caractére lipophile serait une
conséquence de la différence des polarités des chaines secondaires

pour ces deux composés.
i) étude sur I'homme

Le tableau II permet de faire une comparaison inter-espéces. Les
rapports [Amiodarone)/[MDEA] dans le plasma sont du méme ordre de
Chez

concentrations en MDEA sont plus élevées que celles en amiodarone

grandeur chez I'homme et chez le chien. I'homme, les

dans les tissus du myocarde. Toutefois, ce métabolite apparaissant trés
lentement, ceci peut simplement refléter le fait qu'un traitement dure

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

ESPECES Conc. Myocarde/Conc. Plasma Conc. Amiodarone/Conc. Métabolite
(ka/l)
Amliodarone N-déséthyl- dans plasma dans myocarde
amiodarone

RAT 7,4 +/- 1,7 50 +/- 26 6,8 +/- 4,4 1,7 +/- 0,8
COBAYE 13,9 ? ? ?

LAPIN 5,7 7.4 3 2,2
CHIEN 414+/-26 116 +/- 68 0,8 +/- 0,4 1,1 +/- 0,8
HUMAIN 35 91 0,76 0,29

l I1: Comparaison inter-espéces
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3) Les effets secondaires

Estrada (25) note que, administrée aux doses requises pour contrer
des arythmies mortelles, |'amiodarone produit des effets secondaires
dans 80 % des cas.

Malgré tout, de nombreuses études cliniques ont montré que
l'amiodarone provoque des effets secondaires faibles si les doses
prescrites sont maintenues en dessous de 600 mg quotidiens.

Lors de la prise d'amiodarone par voie orale, les effets
secondaires les plus importants, nécessitant l'arrét ou la diminution du
traitement, sont des disfonctionnements thyroidiens, neurologiques,
des problémes hépatiques, pulmonaires ou une photosensibilité
importante. D'autres effets comme la photosensibilité 1égére, la
bradycardie, I'apparition de micro-deépots occulaires, des déreglements
gastro-intestinaux peuvent nécessiter un changement dans le
traitement en cours. Tous ces effets indésirés sont, malgré tout,

réversibles a l'arrét du traitement.
a - Les effets cutanés

- L'incidence de la photosensibilit¢ est trés variable d'un individu a
l'autre. Il s'agit d'un effet phototoxique et non photoallergique pour les
longueurs d'onde allant de 320 & plus de 400 nm. La fréquence
d'apparition de ce phénoméne sur la totalité des sujets étudiés est
d'environ 5 %.

- La décoloration de la peau peut apparaitre aprés un traitement
prolongé (supérieur a4 2 ans) et seulement si les doses cumulées
excédent 140 g. Ce phénoméne dépend donc de l'accumulation de
I'amiodarone et de la durée du traitement. La fréquence d'apparition est

donnée a 1 % dans les études cliniques. Il a été montré que les
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concentrations en amiodarone et en MDEA sont supérieures dans les

zones cutanees affectées par rapport aux zones intactes (26).
b - La toxicité pulmonaire

L'apparition d'une toxicité pulmonaire due & I'amiodarone ne peut
étre prédite simplement en considérant le dosage cumulatif de
I'amiodarone ou la durée du traitement. On a constaté, a postériori, que
la concentration en amiodarone dans le poumon d'un patient présentant
une toxicité pulmonaire est considérablement plus élevée que celle
trouvée chez un patient non affecté. En général, la toxicité pulmonaire
est plus fréquente pendant |'administration de plus fortes doses
maintenues un certain temps (600 a 800 mg/jour). L'auteur (26)
suggére que les accumulations dans le poumon s'effectuent chez des

patients prédisposés au développement d'une toxicité pulmonaire.
¢ - La toxicité hépatique

La cirrhose du foie est une complication rare dans le traitement

par I'amiodarone. Shepherd rapporte I'étude de deux cas (27).
d - Les dépéts cornéens

Bjerregaard (28) a observé les dépdts subépithéliaux gris bruns
apparus chez certains patients. L'extension et la densité des dépdts
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 méme instant. Par contre, l'auteur trouve des relations

significatives entre les changements cornéens et, d'une part la durée de
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la thérapie, et d'autre part la dose totale administrée.
e - Fréquences d'apparition des effets secondaires

Les figures 3 et 4 présentent les fréquences d'apparition des

effets indésirés en fonction de la dose journaliére et de la dose

cumulée

8 Freable- |Insomniq Maux de Mypo- Gastro- [Coloration Photo-
hhents © tate tyrofde |Intestinyl peau [Fensibilipé
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Fréquences d'apparition des effets secondaircs en ljnppor'. avec la dose
Journaliére ( Awinféricure 3 200mg/jour {n=10G) ; Be 200-300 mg/jour
(ne246) ; C= 400-500 mg/jour {ne294) ; Ds supérieure ou égale &

600 mg/jour (n=29) )

Figur . Fréquences d'apparition des effets secondaires en fonction
de la dose journaliére.
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Figure 4 : Fréquences d'apparition des effets secondaires en fonction
de la dose cumulee.
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4) Toxicité
a - Toxicité aiglie

- L'injection d'amiodarone & des doses d'environ 150 mg/kg par voie
intraveineuse entraine la mort des rats, des souris et des chiens.

- Par voie intrapéritonale, la dose léthale est de 600 & 950 mg/kg pour
les rats et de 450 mg/kg pour les souris.

- Par voie orale, elle est supérieure a4 3000 mg/kg pour tous les

animaux étudiés.
b - Toxicité chronique

La toxicité chronique de I'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 mortalité, -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'elle a été
énormément étudiée comme molécule modéle 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 faisabilité d'une
localisation in-situ de principes actifs dans des coupes histologiques

par spectrométrie de masse a impact laser.
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Cette 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
Mass Analyzer) est décrite. Ses performances et ses limites sont

précisées, ainsi que ses domaines d'application.

La microsonde FTMS (Fourier Transform Mass Spectrometer) est
ensuite présentée. Le principe de la résonnance cyclotronique des ions est
rappelé. Les nombreux parameétres gouvernant les analyses sont définis. De
la méme fagon, notre intérét s'est porté sur les avantages et les

inconvénients de cette technique.
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A - GENERALITES

Actuellement sur le marché, ilvexiste trois types de microsondes a
ionisation laser comprenant les deux analyseurs LAMMA (LAser
Microprobe Mass Analyzer) commercialisés par la société
Leybold-Heraeus dés 1978 ainsi que le LIMA (Laser lonisation Mass
Analysis) commercialisé par Kratos Analytical pour Cambridge Mass

Spectrometry Limited :

LAMMA 500 Analyse en transmission de microparticules, de lames
minces, de coupes histologiques (29, 30).
MMA 1 Analyse en réflexion d'échantillons massifs (31).
LIMA Microsonde polyvalente - réflexion et transmission - avec

une optique de focalisation et de visualisation differente
comportant en option la post-ionisation. Microsonde
concurrente (32), pour laquelle il existe actuellement peu

d'applications publiées dans la littérature scientifique.

De nombreuses publications dans des domaines aussi variés que la
chimie générale, la chimie organique, la minéralogie, la géologie, la
criminalogie, la toxicologie, la métallurgie, la recherche
environnementale...sont les témoins d'un élargissement du champ d'action

de ces microsondes a impact laser (33-40).
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B - INSTRUMENTATION

La microsonde LAMMA 500 est un spectrométre de masse a temps de

vol (TOF-MS) couplé a un laser a 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 I'échantillon

* le spectrométre & temps de vol (Time-Of-Flight)

* le détecteur et le systéme d'acquisition des données.

Le temps total d'acquisition d'un spectre est inférieur a 100 us.
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Figure 5 :

Diagramme schématique de la microsonde LAMMA 500
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1) La chambre d'échantillonnage

Elle est séparée du spectrométre de masse par une vanne
pendulaire asservie & la pression régnant dans la chambre. Ce systéme
permet le changement trés rapide des échantillons. La configuration en
transmission du LAMMA 500 induit une limitation au niveau de
I'épaisseur de l'échantillon : elle doit étre nécessairement inférieure ou
égale a 5 um. En effet, la perforation par le rayon laser est en principe
obligatoire pour que les ions formés soient extraits et analysés.
L'échantillon est déposé sur une grille utilisée classiquement en
microscopie électronique. Celle-ci est ensuite placée sous un opercule
de quartz ; ce dernier sert en méme temps de fenétre optique et de

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

Echantition Pinces

L*échantillon placé sur une grille de microscope
électronique est fixé en face de l'orifice au
centre de la platine.

Fenétre en quartz
\

O-ring
Un joint O-ring assure l'é@tanchéIté entre la
fendtre ‘et la platine.

La fendtre est maintenue en position & 1'aide
de deux clapets. )

Eigure 6 : Fixation de I'échantillon sur le porte-échantillon
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2) Le microscope optique

Un microscope optique d'observation, & immersion, muni de trois
objectifs différents (X10-X32-X100), permet d'adapter la vision de
I'échantillon & sa nature. Le point d'impact (diamétre de 1 a4 5 um) du
faisceau laser est concrétisé par le point rouge d'un laser pilote
Hélium-Néon de faible puissance colinéairement aligné sur le laser de
puissance. Ce laser Hélium-Néon permet également de visualiser le
degré de focalisation du laser ionisant. Celui-ci est dirigé sur
I'échantillon a travers un systéme optique intermédiaire comprenant
essentiellement une lentille achromatique et un trou circulaire ("pin
hole") d'un diamétre de 70 um. L'endroit exact d'analyse sur
I'échantillon est choisi en agissant sur des vis micrométriques selon

~des axes X et Y. Pour passer de I'observation a l'analyse, le
condensateur de lumiére 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 (41). 1l
délivre une impulsion de 10 nanosecondes, qui induit la formation d'un
microplasma par élévation brutale de la température (plusieurs
milliers de degrés). Ce microplasma contient des fragments neutres,

des ions atomiques et moléculaires représentatifs de ['échantillon.

L'harmonique 532 nm du laser Nd-Yag bompe le laser a colorant. Le
colorant (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 a une gamme étendue de longueurs
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d'onde. Le tableau III rassemble ces diverses possibilités.

Les courbes, présentées sur la figure 7, illustrent la possibilite

d'accéder a d'autres gammes de longueurs d'onde par changement du

colorant.
Laser a colorant Laser Plage longueur |Longueur d'onde
Rhodamine 590 Nd-YAG d'onde utilisée (%)
Doublage de 282,5-302 nm - 282,5-302 nm 286,5 nm
fréquence
Mixage Visible/iR Visible Infra-Rouge 369-385 nm
565-604 nm 1064 _nm (372,4 nm)
Mixage UV/IR Harmonique doublée | Infra-Rouge
282,5-302 nm 1064 nm 223,2-235 nm 225,7 am
Quadruplage de - quadruplé
fréquence 266 nm 266 nm 266 nm

Tableau III : Longueurs d'onde accessibles par couplage du laser a

colorant (Rhodamine 590) avec un laser d-YAG.
(*) la Rhodamine émet avec une énergie maximale a 573 nm

rhodamine 6G
00 4 Watts sur U'enscmble des raics

sodium
100} fluorescein

4 Watts sur I"ensemble
7diethylamino  des raics
sool. 4 methylcoumarin
133 wets UV

miiliwatts

rhodamine 6G
2 Watts sur I'ensemble des raics
carbostyril 165

[~ 1 rowens v thodamine B

4 Warts sur Fensemble des raics

§

coumarin102
15 wans UV

coumarin?
12 weris 4763 A

courmarin 120
1.5 wWans UV

cresyl violet

perchlorate

$ Watts sur I"ensemble des raies
nlle blue - A
parchlorate
0.73 Warts 84T1A

coumarin 6
23 Watte 4880 A

PUISSANCE EMISE ...
§

3
o
T

L I NS AN sl
mt:waM»Ammmsmuocmmm

LONGUEUR D'ONDE... Angstroms

€300 6400 S000 $8&C 7000 7200 7400 7600 TEOO 8000

Courbes d'émission des différents colorants utilisés pour
les lasers (42) - Les valeurs typiques de pompage (par un
laser & argon ionisé) nécessaires sont indiquées.

le mixage de deux faisceaux de longueurs d'onde Ayet A donne naissance a
un faisceau de longueur d'onde Amixg *

1/ Amixé = 1/ g + 1/ A2
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4) Le spectrométre 3 temps* de vol

Le principe du spectrométre a temps de vol (Time-Of-Flight) est
illustré par la figure 8. Les ions générés lors de l'irradiation laser sont
extraits par la lentille extractrice.et transférés dans le tube. lls sont
accélérés gréce a la différence de potentiel entre le porte-échantillon
(terre) et I'électrode d'accélération (+ 3 kV). Le signe de ces potentiels

détermine l'extraction des ions positifs ou négatifs.

Détecteur Tube (longueur L) Détecteur
d'ions
- - s g
{ AN
..l e oo [ ] o ogs---— 2
el — (o - X 7
% 1T : ) .

7 T Uror : T I\ Signal
Tous- les ions st Expansion des ions Les ions arrivent les
f‘]ormss vendant le pulse avec différentes vi : uns gprés les autres

Figure 8 : Principe d'un spectrométre de masse & temps de vol.
Un flux d'ions est accéléré et projeté dans le tube jusqu'au détecteur. Le
temps de vol de chaque ion est une fonction de sa masse. Le spectre de masse
est obtenu en reliant les courants du détecteur en fonction du temps.
Y Platine
/
Fenetre Echantillon
de quartz\- /
N s Viof Viens Viof
. . / H ——
Objectlf ’-:__——_________——/
du ([==F—— - —m — . _ __
microscope \/7
H _| "y
Electrode N, | /Tube de vol
d accélération NG
OV (terre) Lentilles ioniques
Figure 9: Diagramme schématique de la source ionique et de la

géométrie des lentilles ioniques de la microsonde LAMMA
00 montrant le parcours des ions.
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Pour ajuster les trajectoires des ions et produire un courant d'ions
paralléles a l'axe du spectrométre, un potentiel intermédiaire (Ujgns)

inférieur aux deux autres est appliqué (figvure 10).

" L—/v/u/v

N

/
=

Fiqure 10 : Parcours des ions dans la chambre d'échantillonnage a)
sans et b) avec le systeme optique lonique.

b) \ 3000V 1000V 2000V
1
1)
]
[}
1
[}
]

Le principe du spectrométre & temps de vol est basé sur
l'accélération d'un ion (de masse m et de charge ze dans un fort champ
électrique (Vpcc. classiquement 3 kV)). Comme l'énergie cinétique
impartie est constante, la vitesse v d'une espéce individuelle dépend du

ration m/z :

=1 2

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

leur vitesse initiale propre.

Vacce : potentiel d'accélération L : longueur du tube ( 1,8 métres)

v= I (v : sa vitesse et T : son temps de voal) m : sa masse
q=2e (z:charge de lionete = 1,6.1019C )
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Le temps de vol de I'ion est directement proportionnel a la
racine carrée du rapport m/z (et donc de sa masse dans le cas
d'un ion monochargé).

t = k. —nl
Y4

Le réflecteur permet de compenser les différences d'énergies cinétiques

pour des ions de méme masse (figure 11).

- - -
—-—————— :
———— -
-

par pulse _ A\ i Grille réflectrice
laser {130
d'élecﬁu-T,———;_;; — |
-3000v TOU0OV. o cmeeemm =TT

Ameax paralléles pour
1'uniformitéd du chamo

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

5) Le détecteur

Le détecteur placé en fin de parcours est un multiplicateur
d'électrons & 17 dynodes en alliage Cuivre-Béryllium. Le potentiel
appliqué au collecteur d'ions (£ 6 kV ) assure la réduction des effets de
discrimination de masse lors de la conversion ion-électron. Chaque
rafale d'ions de méme masse déclenche un signal électrique. Un gain de
106 est obtenu. L'enregistreur transitoire rapide (Transient Recorder
[TR] de marque Biomaton de taille mémoire 2K) échantillonne alors le

spectre de masse a une fréquence au maximum de 100 MHz (soit, au
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mieux, un point toutes les 10 nanosecondes). Il le numérise en unité
égale a U/2n (U étant la tension d'entrée et n le nombre de bits). A
présent, la microsonde LAMMA est interfacée avec un autre
enregistreur transitoire rapide plus performant : ['oscilloscope digital
NICOLET 4994 C (200 MHz, mémoire 16K).

Les spectres sont constitués de l'enregistrement temporel des
différents temps de vol des ions. Les données sont acquises sous forme
d'un diagramme en batons : représentation discontinue d'une fonction
discontinue. Le spectre est visualisé sur I'écran de l'oscilloscope et
peut étre directement sorti sur papier. L'oscilloscope NICOLET est
lui-méme interfacé avec un ordinateur Maclintosh. Des logiciels
permettent de traiter ainsi les données brutes : inversion, linéarisation

et calibration des spectres de masses, sortie papier.

C - PERFORMANCES ET LIMITES DU LAMMA

1) Plage de masse

En principe, avec un spectrométre de masse a temps de vol, la
plage de masse n'est pas limitée : le tube permet la transmission de
tous les ions indépendamment de leurs masses. Effectivement, Seydel
et Lindner ont pu détecter des masses a 2000 uma (12). Toutefois, de
tels pics a des masses adjacentes ne peuvent étre separés. En
conséquence, la plage de masse est en pratique limitée par la
“résolt.xtion de masse et/ou les caractéristiques du transient recorder
(TR). Le réflecteur améliore les résultats par rapport aux TOF linéaires,
mais les ions de masse moléculaire élevée n'arrivent pas' avec assez
d'énergie jusqu'au détecteur. Hillenkamp et son équipe ont trouvé une
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parade en appliquant au détecteur des potentiels de 20 kV (43). lis ont
pu ainsi obtenir les ions M+, 2M*, 3M*,... de molécules organiques de
trés hauts poids moléculaires.

Le zéro de l'échelle des masses correspond a linstant t, ol est

déclenchée I'impulsion laser. Aprés amplification, le signal électrique
délivré par le détecteur est converti en signal analogique-digital
(a.d.c.). La plage dynamique est de 8 bits. Les signaux digitaux sont
stockés par l'analyseur multicanal rapide (2048 canaux). Avec le temps
d'échantillonnage de 10 nanosecondes, le temps de vo! maximum
enregistré est d'environ 20 microsecondes, ce qui correspond & une
plage de masse de 0 a 24 uma. La plage de masse peut étre étendue en
utilisant des temps d'échantillonnage plus grands (un point noté toutes
les 20 ou 50 nanosecondes) ou en introduisant un retard entre le
moment ou est déclenché le laser et le moment x ol I'on commence 2
enregistrer les signaux arrivant sur le détecteur (tableau 1V). Dans ce
dernier cas, seuls les signaux des ions correspondant a la plage
intéressante sont enregistrés :
temps total = retard + temps de vol de l'ion

tiotal = tretarg + K - (M/ 2)1/2

tiotar = Gy + C/m

GAMME de MASSES | TEMPS D'ECHANTILLONNAGE (ns)
RETARD (us) 10 20 50
0 0-24 0 - 100 0 - 600
2 22 - 95 100 - 400 600 - 2300
4 95 - 220 | 400 - 1000 |2300 - 5400
6 220 - 380 | 900 - 1600 |5400 - 9600

Tabl IV: Gammes de masses (uma) accessibles sur la microsonde
LAMMA avec le transient recorder BIOMATON en
fonction du retard et du temps d'échantillonnage (dans
les conditions standard d'utilisation).
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La calibration des spectres de masse reste un souci permanent. |l

faut déterminer les valeurs des constantes C, et C, de fagon certaine

car la moindre erreur provoque des décalages trés importants.

2) La Résolution de Masse

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

lintervalle de temps At entre deux masses adjacentes sur la largeur du

signal ot :
R=2t
ot
On sait que :
dt
= —|A
At (dm) m
l=k./E
F 4
donc :

R

Pour la largeur du pic at, deux parameétres sont & considérer :
- la largeur de bande limite du systéme de détection
- la plage des énergies cinétiques initiales

ainsi 9t = (C,2 + dEq 2)'72

avec CA: largeur minimum de pic donnée par le systtme de détection

dE, : élargissement du pic du fait de I'énergie initiale

La résolution de l'appareil dépend de I'énergie initiale des ions
formés. Grace au réflecteur d'ions, qui permet de s'affranchir de la
distribution 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 périodique peuvent étre séparés. L'énergie

cinétique initiale Ey est compensée par le réflecteur : dE,=0, aussi
peut-on écrire I'égalité suivante : dt = C,

R:At- k 1[Am)

ot 'zﬁCA Jm

Remarque : Des masses supérieures a 10 000 amu ont été atteintes
avec une résolution égale a 10 000 a la masse 106 sur le spectrometre
de masse TOF-1 fabriqué par la société Briicker. Il est équipé d'un
nouveau réflecteur permettant d'améliorer de fagon considérable les
performances des temps-de-vol (44,45). Ces résultats sont extrément
encourageants pour l'avenir des spectrométres de masse a temps de vol

car ils supprimeront une des limitations principales des TOF.

3) Limites de l'enregistreur transitoire rapide BIOMATON

Les expériences rapportées dans ce mémoire ont été
essentiellement effectuées sur la microsonde LAMMA 500 équipée de
I'enregistreur transitoire BIOMATON qui offre beaucoup moins de
possibilités que le nouvel appareil NICOLET 4994 C. Les limites 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 a 100 ns. Cette condition peut étre respectée sans
probleme pour les basses masses, alors qu'en hautes masses, I'échelle
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des temps étant en racine carrée de la masse, les jons arrivent sur le
détecteur avec des intervalles de temps beaucoup trop courts pour

pouvoir étre séparés.
* La taille mémoire (2K) permet de couvrir seulement une partie du
spectre total. Ce dernier peut étre recomposé en recollant les spectres

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

4) Etablissement de l'échelle des masses avec le TOF

Le temps de vol d'un ion est .

Aussi, quelle que soit la maniére d'obtenir le spectre (sur papier ou sur
ordinateur), l'exploitation des spectres passe nécessairement par la
calibration du spectre. Sur spectre "brut" édité sur papier, la lecture
des masses se fait gridce a une régle, fabriquée au laboratoire, graduee
en racine carrée de la masse. Cette régle n'est utilisable que pour les
valeurs standard des potentiels. Si l'un des potentiels d'extraction des
ions est modifié par rapport & ces normes, il est nécessaire de
recalculer les constantes...Le logiciel utilisé sur l'ordinateur Macintosh
fait ces calculs avec deux masses de référence précisées par

I'utilisateur. Ces calculs sont détaillés en annexe.
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D - CONCLUSIONS

Les différents avantages et inconvénients de cette technique peuvent
étre résumés ainsi :

- Les analyses sont extrémement rapides ; le changement d'échantillons
est trés 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 stables du tableau périodique perent
étre séparés. Sa résolution spatiale est également un atout (1 a 5
um). Sa configuration en transmission est idéale pour I'analyse des
coupes histologiques.

Les principaux -inconvénients sont que le spectrométre de masse LAMMA
500 est un appareil d'analyse destructive et que les trés hautes masses

ne sont pas accessibles sur I'appareil non modifié.
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Chapitre I1

LA TECHNIQUE FT-ICR-M

A - GENERALITES

Les premiers appareils basés sur le principe de la Résonance
Cyclotronique des lons (lon Cyclotronique Resonance ICR) ont été
lancés dés 1965. lls sont longtemps restés au stade du laboratoire (46)
et ont pris énormément d'essor avec l'utilisation de la transformée de

fourier.

Le marché de la spectrométrie de masse a transformée de fourier
est couvert par les sociétés Extrel (ex-Nicolet S.M.) et Bruker.
- Bruker commercialise le spectrométre de masse a transformée de
fourier CMS 47X qui combine ['analyse des données par transformée de
fourier a I'utilisation d'un élément supracondudteur. Les ions sont
générés a l'extérieur de la cellule de détection.
- Nicolet a développé une gamme de spectrométres de masse : FTMS
1000 et 2000 qui allient les techniques modernes de résonance
cyclotronique des ions au traitement des données par transformée de
fourier. |l existe a I'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 spectromeétres de masse plus correctement
nommés "a résonance cyclotronique des ions et a transformée de
fourier” (FT-ICR-MS). En Grande-Bretagne, la société British Petroleum
posséde également un appareil. Aux Etats-Unis, il en existe

actuellement une vingtaine.
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Les développements technologiques de plus en plus performants
dans les différents domaines concernés comme les aimants
supraconducteurs, la microélectronique, l'informatique et I'ultravide
rendent ces spectromeétres tout a fait compétitifs vis & vis des

spectromeétres dits conventionnels.
B - LE PRINCIPE DE LA RESONANCE CYCLOTRONIQUE DES IONS

La spectrométrie de masse par résonnance cyclotronique des ions
(ICR) utilise la propriété suivante : un ion placé dans un champ
magnétique uniforme adopte une trajectoire hélicoidale. 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) :

mv?/r = 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 l'orbite de l'ion (en m)

On obtient les relations suivantes :

W, = V/r = eB/m W, . vitesse angulaire en rad/s
F=w,/2n F : fréquence naturelle cyclotronique (en Hertz) de l'ion de
masse m

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

inversement proportionnelle & sa fréquence cyclotronique :

m=1,5357.10". B
F
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La technique de spectroscopie a résonance cyclotronique
ionique (ICR) a pour objet la génération des ions dans des
conditions de champ magnétique homogene et la
détermination du spectre de masse sous la forme de spectre

de fréquences cyclotroniques.

C - LA MICROSONDE FTMS 2000
1) Principe

Les ions créés sont exposés au champ magneétique intense du
solénoide supraconducteur et piégés dans la cellule congue
spécialement et placée dans des conditions de vide trés poussé. lls sont
détectés ensuite en appliquant un balayage de fréquences qui induit un
mouvement cyclotronique cohérent.

L'appareil de ['Université de Metz a subi de nombreuses
transformations dans le cadre d'un contrat ANVAR donnant lieu au dépot
de brevets francais (48), qui permettent de travailler soit
classiquement en impact électronique, soit en microsonde a impact
laser. Une description de l'appareil plus détailiée a été publiée (49).
Dans la suite du texte, nous nous intéresserons particuliérement a
l'analyse des solides par impact laser et donc au FTMS en configuration
microsonde. Les optiques qui conduisent le faisceau laser sont
calculées pour obtenir la focalisation sur la cible. Le diamétre du spot
laser est d'environ 20 pum. L'irradiance peut alors atteindre environ
10'°W/cm2. Le systdme de visualisation utilise une optique de
Cassegrain inversée qui permet d'atteindre un grossissement de 60 a
240 fois. La surface compléte de I'échantillon peut étre analysée grace

a4 un micromanipulateur.
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2) Description

Le schéma général de la microsonde FTMS est présenté figure 12.
Les différents éléments de Il'appareil sont détaillés dans la suite du

paragraphe.

Légendes :

1- Conductance limite faite d'une fendtre en quartz

2- Endoscope construit avec un guide de lumidre (illumination 45°)

3- Manipulateur x, y, z (déplacements fins obtenus par expansion
et contraction de lames de matériau 3 mémoire chauffées et
refroidies par des cellules de Peltier

4- Mécanisme de blocage

S5- Manipulateur x, y, z externe (déplacements grossiers)

6~ Lentille de focalisation du laser 1

7- Poussoir & ajuter en fonction de la longueur d'onde (déplace 6)

C- Chambre d'échantillon (pompée par une pompe turbomoléculaire et
isolée du spectrométre par une porte manuelle

L- Guide de lumiédre

S~ Porte-échantillon

T- Télescope

d~ Faisceau laser n° 1 : distance d'expansion

d'~ Faisceau laser n® 2 : distance d'expansion Laser Laser

' n2

Figure 12 : Schéma descriptif de la microsonde FTMS 2000
a - Le champ magnétique

La double cellule "source-analyse", située dans la chambre sous
vide (10-8-10-9 torrs), est placée entre les deux péles d'un aimant
supraconducteur. Celui-ci, maintenu a 4 Kelvins 'par deux enceintes
cryogéniques contenant la premiére de I'hélium liquide, la seconde de
I'azote  liquide, permet d'obtenir un champ magnétique uniforme de 3,18

teslas.
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Azote liquide

Heliua liquide

Elesent supraconducteur

Figure 13: Elément s_upraconducteur 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 limite" spéciale, permettant de maintenir un vide
différentiel entre celles-ci et le passage des faisceaux optiques (laser
et visualisation de I'échantilion). Ces deux régions indépendantes ont
chacune leur propre systéme de pompage. La pression coté source est

obligatoirement plus élevée.

Conductance limite

vers pompe

(10°%10"9 TORR)
REGION SOURCE

(10%/10%)
TORR
o |
| CHAMPS MAGNETIQUE
vers poape Sy 7

Figure 14 : Schéma de principe de la cellule du FTMS
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La cellule est en réalité un parallépipéde rectangle délimité par trois
paires de plaques isolées électriquement les unes des autres et

montées ensemble (figure 15).

Chaque paire a une fonction particuliére :
- piegeage des ions, par application d'un potentiel
- excitation des ions par transmission d'une radiofréquence

- réception des courants images.

,~Plaques "RECEPTRICES"

plaques "TRANSHISSION® /

Collecteur
i RS d'électrons

W ——
Grillle électronique - /
1 y.4
Z 7 :

— 1 5 z

Pl
/‘,@
- l
v

- Grille .
8.~ Vpitge
Y FILAMENT plaques “PIEGES"
Chaaps magnétique

Figure 15 : Schéma descriptif de la cellule du FTMS

¢ - Séquence expérimentale

Les événements suivants surviennent pendant la séquence
expérimentale (voir figure 16)
| Dans un premier temps, la cellule est purgée de tous les ions
résiduels qu'elle pourrait contenir en appliquant un potentiel. Ensuite,
les ions sont formés par 'I'irradiation laser dans ia cellule source
(BEAM).
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Pendant cet événement, la conductance limite est soit maintenue a
la méme valeur que le potentiel de piégeage (V trap) afin de confiner les
ions du coté source de la cellule , soit au contraire mise a la masse
pour que les ions soient transférés immédiatement du c6té analyse.

Une période d'attente variable (DL3) suit pendant laquelle les
réactions ion-molécule peuvent survenir. En méme temps, des balayages
de fréquence particuliers permettent d'éjecter des ions majoritaires
génants afin d'augmenter les signaux d'ions minoritaires (EJT1 et 2).

Les ions sont excités par le balayage de fréquence (TTX) puis
détectés (TRX), amplifiés, digitalisés. Pour finir, ils subissent la

transformée de fourier pour produire le spectre de masse.

SEQUENCE EXPERIMENTALE DE LA MICROSONDE FTMS

QNC
| I Ellmination des
QUENCH lons résiduels

Formation des
BEM . BEAM lons

' DELAY Transfert

|DL3:

1TX Excitation des
lons

iDL4

TRX Détection des

s ions
1 DI-l

|

Acquisition du
signal

Eigure 16 : Séquence expérimentale

Les principales étapés de la séquence d'analyse sont expliquees

dans la suite du paragraphe.
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i) Création des ions
Les ions sont créés dans la région source lors de linteraction
laser-matiére. Par un choix judicieux de la valeur de la conductance
limite, les ions peuvent étre 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 (Vtrapping [VTr] = Vpiage) 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 conservation des ions pendant les quelques
fractions de secondes nécessaires a ['établissement des équilibres

thermiques ou chimiques entre les ions et les molécules.

IONS POSITIFS IONS NEGATIFS

Vpidges = 41 vont Voidge? = -1 Volt

Figure 17 : Principe du piégeage des ions dans la cellule

iii) Excitation et détection des ions
En ICR, le phénoméne d'absorption d'énergie par les ions est a la base
de la détection et des expériences de double résonance. L'absorption
d'énergie cinétique se fait sur le mouvement cyclotronique en excitant

I'espéce ionique par une source extérieure.
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En ICR conventionnel, la détection se fait a l'aide d'un oscillateur

travaillant a fréquence fixe wy et en mesurant la puissance absorbée
par les ions lorsque la fréquence cyclotronique de ces derniers w_ est
égale & wy. La mesure d'un spectre de masse nécessite donc le balayage

du champ magnétique afin que chaque espéce ionique entre a tour de
réle en résonance avec l'oscillateur de détection. Pour des raisons
pratiques (bruits électriques), les zones de formation et de détection
des ions sont séparées spatialement : le transit d'une zone a l'autre est
assuré par l'établissement d'un champ électrique perpendiculaire a B

qui confére aux ions un mouvement cycloidal.

En FTMS, une seule cellule est utilisée. La séparation entre les
opérations d'ionisation, d'excitation et de détection est faite

temporellement. L'absorption d'énergie a lieu durant la période

d'excitation. L'analyse des ions du mélange gazeux dans la cellule est
obtenue en appliquant un champ alternatif de radiofréquences
perpendiculaires au champ magnétique. Lorsque la fréquence appliquée
est égale a la fréquence naturelle cyclotronique des particules
chargées de masse m, il y a RESONANCE. Les particules absorbent donc

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

FREQUENCE RF , FREQUENCE FREQUENCE RF = FREQUENCE
CYCLOTRONIQUE DE L*ION CYCLOTRONIQUE DE L'ION
!
/ 1] / / ;ﬂ
cal
O @
\ :
it rt'l
iqure 18 : Excitation des ions par application de radiofréquences
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A l'arrét de la radiofréquence d'excitation, le signal produit par

I'ensemble des ions excités est recueilli : il s'agit de la période
d'écoute. La détection est basée sur le phénoméne de courant image : les

ions animés de mouvements cyclotroniques induisent de petits courants
alternatifs dans le circuit constitué par les deux plaques réceptrices
reliées a une résistance et une capacité.

Les courants-images induits donnent naissance, a travers la
résistance, a des voltages alternatifs de méme fréquence que les ions
excités. Ces signaux sont une superposition de courants oscillants.
L'opération de transformée de fourier transforme la fonction
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'addition et la
soustraction d'un signal sinusoidal de référence avec une fréquence
proche de la résonance de la plage de masse étudiée ainsi que le
filtrage des autres fréquences donnent un interférogramme de basses
fréquences qui, aprés transformation de Fourier, fournit un spectre de
masse de meilleure résolution que dans le mode direct. Il s'agit du
mode hétérodyne (figure 19).

A mesure que l'énergie cinétique stockée par les ions se dissipe
principalement par collision avec les molécules neutres présentes, le
signal s'affaiblit : c'est la relaxation.

e g

Timg -
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Eigure 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 a
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 magnétique paralléle au plan du conducteur impose un
mouvement circulaire uniforme (cyclotronique) dont la fréquence se
retrouve dans le signal sinusoidal induit par la particule.

De cette maniére, chacun des ions formés dans une cellule ICR
constituée de plaques conductrices contribue a générer un signal
complexe. Pour extraire une information par l'analyse spectrale de ce
signal, il est nécessaire de forcer les ions a se mouvoir avec une
certaine cohérence. Cette cohérence est obtenue par résonance, en

by

soumettant les ions & un champ électrique alternatif de fréquence égale
4 celle du mouvement cyclotronique. Dans la séquence des impulsions
définissant les événements permettant une mesure, on distingue
l'impulsion d'excitation qui précéde directement I'impulsion associée a
la période de détection.

Jusqu'au moment de I'excitation, le mouvement des ions est
aléatoire et aucun signal ne résulte de leur interaction avec les plagues
détectrices de la cellule. Une bréve période d'interaction avec un champ
électrique est suffisante pour obtenir la cohérence nécessaire a la
détection d'un signal, en mettant en jeu, une puissance nettement
inférieure A celle conduisant & I'éjection des ions.

Au moment de [I'excitation, les plaques émettrices de la cellule
sont soumises & une tension alternative soit de fréquence fixe, soit
dont la fréquence varie linéairement 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
éppliqué sur la cellule. Cette bande est définie par le spectre de

puissance du signal d'excitation, sa largeur étant inversement
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proportionnelle a la durée d'excitation. Dans le deuxiéme cas, les bornes
sont fixées pour couvrir le domaine de fréquence correspondant au
spectre a mesurer. La vitesse de balayage est généralement choisie
pour que la durée de l'excitation soit négligeable par rapport a la

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

nécessaire pour permettre la_détection simultanée de tous les ions

Le processus d'acquisition est défini par deux paramétres :
- la fréquence d'échantilionnage
- le nombre de points, dont le maximum est déterminé par la taille de
la mémoire.

Ces paramétres sont choisis en respectant le théoréme
d'échantillonnage et pour obtenir la résolution souhaitée. La résolution
est directement proportionnelle a 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 garantirkla persistance et
la stabilité du signal nécessaire & I'obtention d'un bon résultat. Ces
conditions étant remplies, c'est la durée de I'acquisition et par
conséquent le nombre de points qui déterminent la résolution
finalement obtenue.

Selon le théoréme d'échantillonnage, le signal doit étre digitalisé
avec une fréquence supérieure a deux fois la fréquence la plus élevée

présente dans le signal : f .0 22 ax

Par un artifice consistant & multiplier le signal par une référence
de fréquence fixe et a extraire la composante basse fréquence avec un
filtre passe-bas, il est possible de s'en tenir a urie version moins
restrictive du théoréme d'échantillonnage.

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 & f s.pan /2) et le nombre total des points N.

Ces deux parameétres définissent la résolution digitale qui caractérise

la finesse de la représentation discréte du spectre.

3) Paramétres analytiques importants

* Le laser de puissance
L'ionisation est réalisée grace a un laser excimére. Les longueurs d'onde
accessibles sont 193 ou 249 nm en fonction du mélange gazeux réalisé

(ArF et KrF respectivemeht).

* La pression 2 l'intérieur de la cellule

La résolution spectrale est proportionnelle a la durée d'acquisition du
signal. Celle-ci sera d'autant plus élevée que la pression a l'intérieur de
la cellule sera plus basse (environ 10°° torr). Une basse pression réduit
le nombre de collision % des ions par unité de temps et augmente de ce

fait leur durée de vie :

m ® qB

La résolution est également inversement proportionnelle a la masse.
Cependant, en mode hétérodyne une résolution voisine de 100 000 a pu

étre 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
amplitude |

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

L'introduction d'échantillons 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 coté analyse du cbté source. Ainsi les ions créés dans la
cellule source ou régne une pression de l'ordre de 107 & 108 torr
peuvent étre transférés dans la cellule analyse (pression de 108 & 10-9
torr).

Outre la possibilité de coupler de multiples sources d'ions, la
FTMS offre de nombreuses possibilités : I'ionisation chimique, la
self-ionisation chimique par augmentation du temps entre I'ionisation
et I'excitation/détection, I'étude des réactions ions-molécules,
I'isolement d'un ion par éjection de tous les autres puis son excitation
réesonante afin d'activer ses collisions avec un autre gaz.
L'identification des ions fragments constitue un procédé élégant de
MS/MS.

La détection des ions positifs ou négatifs est possible simplement
en changeant la polarité des potentiels appliqués aux plaques de la

cellule.

Partie Il. La technique FIMS



PARTIE 00l

ﬁ

\

Reppel sur &3

TECHNIQUES DE DESORPTION

~

_/

Intreduction

- FDMS

= SIMS ef FAB
- PDMS

mEO@»

- LD

- Elecirospray of Thermospray

/




51

INTRODUCTION

L'analyse par spectrométrie de masse des solides organiques est
en plein développement, en particulier avec la détermination de la
masse de composés de poids moléculaires de plus en plus élevés
pouvant dépasser les 100 000 uma. Les techniques mises en oeuvre pour
désorber les solides sont des méthodes d'ionisation douce, que l'on
distingue des autres techniques plus conventionnelles comme l'impact
électronique, par leur capacité & produire un nombre significatif d'ions
moléculaires a partir de molécules normalemement considérées comme

insuffisamment volatiles pour la spectrométrie de masse.

Différents modes de désorption permettent d'extraire, par un flux
de particules, des molécules et des ions individualisés a partir d'un
composé solide ("sputtering”) : ‘

- le bombardement par des ions atomiques ou des neutres de
faibles énergies de l'ordre de 10 Kev (Cs*, Xe*,...).
- le bombardement par des ions de grandes énergies de l'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 a 1000 uma (agrégats de Csl
ou d'Au)

- et enfin l'utilisation des lasers & des puissances et longueurs

d'onde variables.

L'ionisation est un phénoméne qui peut étre favorisé par I'addition

de substances judicieusement choisies appelées matrices.
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Les techniques de spectrométrie de masse qui sont associées a 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 particules
SIMS : Secondary lon Mass Spectrometry
FAB : Fast Atom Bombardment
- la spectrométrie de masse induite par l'ion Californium
252Ct-PDMS : Plasma Desorption Mass Spectrometry
- la spectrométrie de masse par désorption laser

LDMS : Laser Desorption Mass Spectrometry

Nous développons succintement ces différentes techniques
d'ionisation douce, exception faite de la désorption laser qui nous

intéresse plus particuliérement.
A - FDMS (Field Desorption Mass Spectrometry)

-Une des premiéres techniques d'ionisation douce a été la
désorption de champ : en 1969, H.D. Beckey utilise cette technique dans
le but d'éviter d'introduire des molécules organiques de haut poids
moléculaire dans la phase gazeuse avant leur ionisation (50).
L'échantilion mis en solution est déposé sur une anode chauffée (en
tungsténe, en silicium...). Un champ électrique trés intense est appliqué
entre cette anode et une contre-électrode située a 2 ou 3 millimétres
(107 a 108 V/em?2) ; ainsi I'échantillon est-il désorbé et des ions
moléculaires sont émis. L'arrachement de I'électron n'est pas dané ce
cas un processus discontinu, contrairement au -processus d'ionisation

par impact électronique ol I'électron est arraché seulement au dessus
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d'une certaine valeur de I'énergie de bombardement parfaitement
définie : I'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 plupart des applications nécessitent [l'utilisation de
spectrométres de masse a secteur qui sont compatibles avec les hauts
champs électriques. En général, la polarité des échantillons détermine
le type d'ions formés. Les molécules non polaires tendent a produire
principalement M*ou M-, alors que les molécules polaires produisent
plutét des ions par réaction d'attachement avec des cations Na*, K* et
H*.

Le principal succés de cette technique a été liée essentiellement
aux résultats obtenus avec les molécules non polaires. Son application
principale est la détection, l'identification et la détermination
structurale de composés organiques complexes thermolabiles et de
matériaux inorganiques comme les métaux (52). Par contre, la
limitation principale de cette technique est due a la reproductibilité
médiocre des résultats par le fait méme des conditions d'activation de
'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

Bombardment)

L'ionisation et la désorption de molécules organiques résultent du
bombardement par des particules hautement énergétiques. Ces
techniques ont supplanté la désorption de champ dans certains cas,

particuliérement pour les matériaux biologiques polaires.
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Les premiéres expériences ont été réalisées dans les années
soixante dix avec des ions de gaz rares de plusieurs Kev pour l'analyse
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 SIMS)
(2 a 10 Kev ; ions Ar et Cs)
- bombardement d'atomes_accélérés (technique FAB)

(3 & 8 Kev ; atomes Ar et Xe).

Ces deux techniques ont des points communs et beaucoup de
distinctions dans la terminologie semblent étre quelque peu
arbitraires. En fait, les mécanismes de désorption dans les deux cas
sont similaires : le faisceau de particules incidentes d'énergie
comparable bombarde la surface, solide ou liquide, provoquant ainsi une
émission d'ions secondaires, qui sont alors détectés. Le mécanisme
peut se décomposer en deux étapes :

- les particules primaires cédent leur énergie cinétique a la

surface ; elle se dissipe par des processus de collision

- de la surface excitée, sont émis des ions "secondaires", des

particules neutres, des photons et des électrons.

Benninghoven (53) a démontré que I'énergie a la surface décroit de
fagon exponentielle avec la distance au point d'impact. Si les molécules
de surface se trouvent trop proches de ce point, elles acquiérent
énormément d'énergie interne et se fragmentent. Si, en revanche, elles en
sont trop éloignées, elles n'auront pas suffisamment d'énergie pour
désorber. Il existe une région autour du point chaud ou les molécules

intactes désorbent. Le rdle de la matrice en SIMS est prépondérant. Des
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spectres de masse de produits organiques purs ont été comparés avec
ceux correspondants aux mémes 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'efficacité de T'ionisation
des molécules adsorbées. En effet, la matrice joue le réle de tampon vis a
vis de I'énergie, en éjectant des clusters préformés en surface. Ce modéle
de clusters préformés en surface ne fait toutefois pas I'unanimite.

Un modéle basé sur le concept d'une émission atomique simple suivie
d'une recombinaison des particules proches de la surface (54) est

également proposé.

La formation des ions par bombardement d'une surface solide ou
liquide est régie par le méme mécanisme (55). La fragmentation n'en est
pas moins différente. Elle est plus importante dans le cas des solides. Le
processus de dispersion de I'énergie se fait pour les liquides par
excitation vibrationnelle ; des molécules de solvants sont éliminées

successivement sans qu'il y ait de rupture de liaisons intramoléculaires.

L'efficacité de l'ionisation des molécules organiques peut étre
améliorée en cationisant celles-ci, c'est-a-dire en préformant des ions.
Des sels alcalins sont souvent utilisés a cet effet (56). Le premier
potentiel d'ionisation d'une molécule organique non chargée est de l'ordre
de 8 a 10 ev. Dans le cas d'un ion préformé, I'énergie nécessaire pour
rompre la paire "anion-cation" est d'environ 6 ev, plus 1 ev pour le

désorber soit au total 7 ev.
Dans tous les cas, la matrice la plus utilisée en SIMS liquide et en
FAB est le glycérol. On note que la désorption d'espéces ioniques

moléculaires protonées est augmentée en acidifiant le glycérol (57) ou en
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utilisant plutét du thioglycérol (58). La matrice la plus performante pour
détecter les peptides est une solution de glycérol additionnée d'acide
camphorsulfonique (59). L'ajout ou non d'acide trichloroacétique a du
glycérol permet de contrdler la fragmentation de [I'hydrochlorure de
bétaine (60). |

C- PDMS (Plasma Desorption Mass Spectrometry)

Autre technique d'ionisation douce, l'ionisation/désorption induite
par plasma est fréquemment utilisée en spectrométrie de masse,
particuliéerement dans le domaine de la biologie et plus précisemment
pour les peptides de masses supérieures & 2000 uma.

Elle fut mise au point par MacFarlane et ses collaborateurs (61). II
s'agit d'une ionisation provoquée par le bombardement de particules de
hautes énergies ('°5Tc , 100 Mev) produites par la fission nucléaire

spontanée de l'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 limite de la désorption induite par plasma a longtemps
été d'étre couplée a des spectrométres de masse basse résolution comme
les temps de vol (TOF), qui ne peuvent distinguer individuellement les
hautes masses. Récemment, des TOF "nouvelle génération" ont vu le jour ;
ils offrent de meilleures performances d'un point de vue résolution (62).
Della Negra et coll. (63) ont présenté récemment un nouveau spectrométre

de masse, le SuperDepil (Désorption Par lons Lourds), équipé d'une source
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ionique modulaire ( Cf, Cs, Laser) et d'un temps de vol haute résolution.
Grace a un miroir électrostatique qui réalise une compensation de temps
de trajectoires des ions secondaires. La résolution en masse est
supérieure a 7000 pour une masse 1500.

Une autre expérience, nouvelle en son genre et trés prometteuse, a
été réalisée en couplant une source d'ions obtenus par désorption induite
par plasma avec un spectrométre de masse a transformée de Fourier
(FTMS) (64).

L'application principale est l'analyse des peptides. Quelquefois des
ions multichargés 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, polyénes cycliques),

les ions moléculaires ne peuvent é&tre obtenus que par cette technique.

D - ELECTROSPRAY ET THERMOSPRAY

Ces modes d'ionisation permettent également d'obtenir des ions
moléculaires a partir d'échantillons non volatils. L'assistance d'un

solvant est nécessaire.

1) Electrospray

Les ions sont extraits directement a partir de solutions en
appliquant un champ électrique. Un exemple d'application de cette
technique est l'obtention des distributions en poids moléculaires de
poly(éthyléne glycols) - par exemple de 400 a 3200 uma. Van Dorsselaer

(65) a présenté a Rennes des résultats trés intéressants sur des

protéines par la technique lon Spray (ou nébulisation). En effet, cette
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technique produit des ions moléculaires multichargés ce qui permet de
caractériser des protéines et de mesurer leurs masses moléculaires avec
une excellente précision jusqu'a 130.000 uma. L'effet de cette charge
multiple est d'augmenter la plage de masse d'analyse proportionnellement

a la multiplicité de la dite charge.

2) Thermospray
Les ions sont préformés en solution et désorbés par évaporation du

solvant (66). Il s'agit d'une techhique tres fréquemment utilisée comme

interface entre un chromatographe et un spectrométre de masse.
E - IONISATION LASER

Dés les années 1960, des scientifiques rendaient compte de
I'utilisation d'un laser & rubis afin d'ioniser des matériaux tels que des
métaux, des isolants, des semi-conducteurs et de les étudier avec un
spectrométre de masse & secteur conventionnel. Ces expériences
utilisaient 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
solides organiques (67). Douze années aprés, Conzénius et Capellen
pouvaient déja publier un bilan trés conséquent sur ce nouveau type
d'ionisation associé & la spectrométrie de masse : tous les types de
spectrométres de masse utilisés y sont référenciés, les parameétres
physiques et les applications de ce couplage sont passés en revue (68). En
1987, Cotter a remis & jour ce bilan sur la spectrométrie de masse

couplée a lionisation laser - LDMS - (69).
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Le processus essentiel qui intervient dans la désorption laser est

linteraction laser-matiére. Elle dépend de nombreux paramétres (70) :

I'énergie du faisceau (exprimée en pJ) ou lirradiance en W/cm?2

le temps d'interaction laser-matiére

la température du plasma

la longueur d'onde.

1) Les lasers

En fonction du type d'applications, des lasers CO,, Nd-YAG pulseés,

Rubis ou Excimeéres...peuvent étre utilisés. lls permettent de délivrer des
impulsions de plusieurs centaines de nanojoules en quelques dizaines de
nano ou picosecondes. Au point d'impact, lorsque le faisceau laser est
focalisé, |lirradiance peut atteindre des valeurs supérieures a 10!

W/cm?2.

2) Le temps d'interaction laser-matiére

Le temps d'interaction est déterminé essentiellement 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-méme lié aux parameétres
physiques du matériau : énergie de réseau, fusabilité, conductibilite,

coefficient d'absorption molaire).

Au point d'impact, s'établit un équilibre thermodynamique local
(appelé Local Thermodynamic Equilibrium LTE). Le systeme est
caractérisé par une série de sous-systémes ayant chacun ‘des

températures différentes (température d'atomisation, température
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d'ionisation...). Ainsi chaque sous-systéme vérifie individuellement les

lois de Boltzmann, Maxwell et Saha.

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 influengant sur le nombre et le type

d'ions formés lors de l'ionisation laser.

En effet, sur certaines molécules organiques, on a pu mettre en
évidence la similitude des spectres obtenus & des longueurs d'onde allant
de [l'ultra-violet (la plupart des molécules analysées ont alors une
absorption électronique importants) a l'infra-rouge (dans ce cas, les
molécules organiques ont a nouveau une absorption vibrationnelle
forte-bande CO) en passant par le visible (l'absorption est alors nulle ou
quasi nulle). Ceci est aussi valable pour les irradiatiohs longues pendant
lesquelles I'équilibre thermique a le temps d'étre atteint que pour des
régimes intermédiaires (les pulsations laser durent environ 30
picosecondes) et, dans ce cas, I'équilibre thérmodynamique n'est pas
atteint. Une étape décisive dans la formation des ions semblerait donc
gouvernée par les propriétés chimiques de I'échantillon analysé (71) :
structure moléculaire, stabilité moléculaire, affinité électronique,

polarités...

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

- Dans le domaine de Ilinfra-rouge ou du visible, l'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 en absorbant des photons :
processus multiphotonique.
- L'ionisation avec un laser irradiant dans l'ultra-violet serait

provoquée plutdt par des processus mono ou biphotoniques.

D'autres travaux ont également mentionné l'influence de la longueur
d'onde : Antonov et Egorov ont travaillé sur lionisation de solides dans
I'ultra-violet. En 1981, ils ont montré (72) que pour une méme énergie
laser (2.105W/cm?), le rendement d'ionisation d'un monocristal
d'anthracéne est 10 fois plus important a 219 nm qu'a 308 nm. En 1985,
Verdun et Muller ont montré que les HAP, présents a I'état de traces,
pouvaient étre désorbés & plus faible irradiance ét a plus courte longueur
d'onde (73). Cette équipe a également montré (74) qu'il est possible de
diminuer la limite de détection d'ions métalliques en ajustant la longueur

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

4) Mécanisme

L'ionisation laser ponctuelle des solides repose sur un principe
relativement simple : les ions, générés par le faisceau laser lui-méme
focalisé sur I'échantillon, sont analysés sous vide par différents types de
spectrométres de masse.

Les mécanismes propres a linteraction solide-laser sont fort
complexes et trés difficiles a modéliser. Entre le temps zéro ou les
premiers photons de l'impulsion laser sont absorbés par la surface du
matériau et le moment ol les derniers ions détectables sont éjectés, un
grand nombre de phénoménes physiques ultra rapides se sont succédeés :
absorption non linéaire des photons avec une émission de photoélectrons,

formation d'excitons avec apparition de charges de surfaces, émission
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d'ions secondaires, formation et expansion de microplasma avec de
multiples réactions ion-molécule.
Il est couramment admis que les processus sont :

- a haute irradiance, une thermalisation

- a faible irradiance (105-107 W/em2 ), une désorption douce.

Hillenkamp a, le premier, émis des hypothéses concernant le
mécanisme de I'interaction laser-matiére. Hercules présente ce modsle
(75), dans lequel interviendraient quatre processus successifs

1 - Lionisation directe du solide au point d'impact du laser génere
I'émission éventuelle d'ions atomiques ou d'ions fragments de
la molécule. |

2 - Adjacente au point d'impact, la région "couronne" a haut
gradient de température est influencée par I‘onde de choc du
plasma et de l'impact laser. Les molécules de hautes masses et
les neutres sont émis de cette zone relativement plus froide.

3 - Immédiatement au dessus de cette surface proche du point
d'impact, des réactions de formation d'ions ont lieu en phase
gazeuse.

4 - Dans le plasma, les réactions en phase gazeuse entre les
molecules 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 molécules
neutres de sucrose a la couronne du point d'impact.

Hillenkamp (77) introduit la notion de désorption laser "vraie" par
opposition a [I'évaporation thermique d'ions issus d'un solide. Pour

travailler dans ces conditions, l'irradiance doit étre juste suffisante pour
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désorber les molécules organiques. Toutefois, un survol de la littérature
montre que bien souvent cette énergie minimum nécessaire pour produire
les ions quasimoléculaires varie énormément d'un systéeme

d'échantillonnage et de laser a un autre.

La communauté scientifique semble aujourd'hui s'accorder sur ie
mécanisme d'ionisation proposé par Egorov (78). |l s'agit d'un meécanisme
en deux étapes : thermalisation de I'échantillon suivie d'une
réabsorption des photons dans le microplasma formé. Ce
mécanisme peut également s'appliquer a la plupart des solides
organiques. Cependant des processus de désorption d'ions directement a
partir du solide pourraient également étre envisagés a tres faible energie

sans que cela ait été prouve.
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INTRODUCTION

Notre travail a consisté a explorer la potentialité de la
microsonde LAMMA appliquée a la localisation in-situ de cibles
organiques dans des tissus biologiques enrobés ou congelés. Ceci
grace a la reconnaissance du pic moléculaire ou de ses fragments
caractéristiques. Le LAMMA pourrait alors étre considéré comme une
véritable microsonde organique.

Le choix de cette technique est a-priori prometteur. En effet, le
diamétre du laser sur l'échantillon peut varier de 1 a 5 microns ; ainsi
une excellente localisation du point d'impact est possible (concrétise
par le point rouge du laser pilote 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
problémes : par exemple, du baryum a été détecté in-situ dans les zones
carbonées d'un lichen préparé en cryocoupe semi-fine (79). La taille du
spot laser est de 1 a 2 microns dans ce cas, et le spectre montre

clairement les ions Ba*, BaOH*+, BaC,H*. Ces ions carbonés permettent

de prouver l'existence de la liaison probable des ions baryum avec la
matiére organique et vraisemblablement avec des polysaccharides. De
cette maniére, l'identification 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 probléme inhérent a
la nature de nos échantillons : le tissu biologique et le pdlymére

d'enrobage induisent immanquablement des effets de matrice. Le
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volume de la coupe biologique irradié contient, outre le polymeére
d'enrobage, les molécules cibles en faibles proportions dans un mélange
complexe (le tissu biologique est une matrice extrémement inhomogéne
constituée de macromolécules telles que des protéines, des lipides,
etc...). On peut imaginer aisément que ce dernier va modifier les
caractéristiques de désorption laser et d'ionisation du composé ou de

I'élément a analyser.

Pour mener a 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 paramétres qui influent sur leur

formation.

Quelques exemples extraits de Ila bibliographie illustreront
ensuite comment des composés organiques peuvent &tre caractérisés
par désorption laser.

Puis nous étudierons en détail 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 l'analyse et la fragmentation de
I'amiodarone en milieu polymérique et biologique seront enfin exposés
et discutés.

La difficulté & détecter I'amiodarone en matrice complexe nous a
amené a modifier notre stratégie de travail. Le bilan de nos expériences
d'optimisation du signal du pic moléculaire par codésorption sera

finalement présents.
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CHAPITRE I

LA DESORPTION/IONISATION LASER

A - CARACTERISATION ET FRAGMENTATION DES COMPOSES
ORGANIQUES PAR DESORPTION LASER

Les analystes, qui utilisent le laser pour désorber et ioniser leurs
molécules cibles, savent que la fragmentation du composé organique peut
varier d'un impact laser a l'autre, toutes conditions instrumentales
égales, du fait de la rugosité de la surface, qui peut modifier le
rendement d'ionisation. Il est toutefois possible de définir un spectre
moyen (en muitipliant les spectres individuels), celui-ci étant alors
représentatif de la fragmentation du composé pour des conditions
‘expérimentales données.

Hercules (80) s'est penché sur le probléme de la reproductibilité des
spectres de masse obtenus avec une microsonde LAMMA 1000,
fonctionnant en mode réflexion. La focalisation du laser, l'énergie
fournie & chaque pulsation laser, la préparation de I'échantillon ainsi que
les interactions chimiques sont autant de facteurs qui contribuent a
modifier le spectre de masse moyen d'un composé organique. Pour
illustrer ceci, l'auteur présente, par exemple, le cas de l'acide rétinoique.
Aucun pic moléculaire ou quasimoléculaire n'apparait lorsque le laser est
focalisé, quelle que soit la valeur de Iénergie délivrée par la pulsation
laser. Seuls les clusters carbonés sont visibles. Ce qui signifie que les
conditions de désorption ne sont pas encore atteintes. En défocalisant le

laser, lirradiance désirée est obtenue. La production des ions organiques
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structuralement significatifs augmente et lion moléculaire M-+ a une

intensité d'environ 50% du pic de base.

Hillenkamp (81) a réalisé une expérience similaire dans laquelle la
désorption d'un décapeptide éyclique, la gramicidine est obtenue en
défocalisant le laser. Le concept de lirradiance limite d'un composé
organique est défini : il s'agit de lirradiance la plus basse nécessaire
pour observer les ions spécifiques de la molécule cible. L'intensité de
I'ion quasimoléculaire (M+Na)* augmente avec le diamétre du laser (18,
42 puis 137 um), approximativement proportionnellement au diamétre.
Dans une autre publication, l'auteur (82) propose une caractérisation des
spectres de masse en désorption laser d'acides aminés. A 266 nm, 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 lirradiance limite des composés organiques, aucun
ion alcalin n'est observé alors que (M+H)* l'est parfaitement. En
augmentant l'irradiance, le signal du pic (M+H)* décroit tandis que les
pics dis d'une part aux ions (M-45)* et d'autre part au fragment
aromatique ionisé R* deviennent les pics de base. La question se pose de
savoir si l'ion (M-45)* provient du précurseur M-+ selon un mécanisme
type impact électronique ou s'il est généré a partir de l'espéce protonée
par perte d'acide formique HCOOH. Les auteurs conservent la seconde
hypothése car M-+ n'est jamais observé sur les spectres des acides
aminés.

Pour sa part, Van Vaeck s'est intéressé a I'analyse structurale de
diverses familles de composés organiques (83,84). Un rapide examen de la
littérature réveéle qu'il est admis en désorption laser que les ions
quasimoléculaires classiquement formés possédeni un nombre d'électrons

pairs (EE* : even-electron ion).
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Les processus les plus fréquents en désorption laser sont le
transfert de proton, l'attachement d'un ion alcalin, la désorption d'ions
préformés intacts a partir de sels et des réactions en phase gazeuse
entre les neutres et les ions alcalins ‘désorbés. L'auteur observe, quant a
lui, une similarité trés stricte entre les spectres de masse LAMMA et
Impact Electronique. Aussi pose-t'il I'hypothése suivante, a
contre-courant donc des principes admis, qu'il se formerait a la fois des
ions (M+H)* et M-*. Ces derniers sont pourtant énergétiquement
défavorisés (sauf dans le cas des hydrocarbures polycycliques
aromatiques et de leurs analogues). lls se décomposeraient alors selon
un processus unimoléculaire avec des constantes de vitesse élevées pour
donner les fragments ionisés observes, qui apportent une information
structurale de la molécule organique analysée. Cette hypothése permet a
l'auteur d'interpréter les spectres de masse LAMMA par extrapolation des
connaissances acquises en impact électronique. Une autre famille 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 la formation de ces derniers, des chemins de
fragmentation qui aboutissent effectivement aux fragments observés, en
partant de lion radical M-+.

En résumé, on aurait donc M-+ qui se formerait dans la zone chaude et

qui donnerait aprés (M+H)* par réaction ion-molécule (voir dessin 1) :

kl'k2'k3'" P
décomposition 1"2°37

réaction
lon-molécule
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EXPANSION DU PLASMA AU POINT D'IMPACT DU LASER

T D'IMPACT DU LASER

APRES

REGION DE PLUS
FAIBLE ENERGIE

REACTIONS ION-MOLECULE

AVANT
ZONE CHAUDE
FORMATION DES IONS M° ¥

Dessin 1: Expansion du plasma au point de limpact laser

Dans une publication récente, Hillenkamp (86) avance le terme de
"chimie intermédiaire” pour caractériser les réactions qui surviennent au
moment de I'ifnpact laser. A son tour, il n'exclut pas la formation d'ions
moléculaires radicaux. L'instabilité de ces ions radicaux, qu'ils soient
formés par impact électronique ou en ionisation laser, ne dépend que de
I'excés d'énergie interne fournie. Aussi dans le cas de [I'ionisation laser,
ils seraient formés dans la zone chaude de I'impac't laser. Instables

énergétiquement, ils se fragmenteraient immédiatement.

Dans les deux précédentes références, les auteurs rapportent des
résultats concernant la fragmentation de certaines classes de composés
et, pour les expliquer, ils sont amenés & formuler des hypothéses qui,

aujourd'hui, n'ont pas été formellement confirmées. En effet, il subsiste

une anomalie car si_leurs hypothéses sont vrajes. dans certaines
conditions. lion M-+ devrait tout de méme étre 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 électronique, assortie de quelques expériences 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 fils par impact électronique (IE) ont été réalisés a I'Ecole
Polytechnique de Lausanne, car notre microsonde FTMS montée en
configuration laser n'est pas disponible en configuration impact

électronique.

2) Spectre LAMMA de l'amiodarone

L'analyse par microsonde LAMMA de I'amiodarone donne le spectre

suivant :

518

98

492

Spectre 1:  Spectre LAMMA de l'amiodarone en ions positifs (286 nm)
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La résolution du spectrométre 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 Iion m/z= 518. Il existe également un
autre pic intense qui correspond au fragment m/z=100. En augmentant
I'énergie, les fragments m/z=86, 392, 492 et 630 peuvent exister sur les
spectres obtenus sur le LAMMA 500. On constate qu'avec les
spectrométres de masse LAMMA 1000 ou FTMS, l'analyse en réflexion
d'un dépét d'amiodarone donne naissance en plus a d'autres fragments

m/z= 201, 365... La formation des deux fragments majoritaires (m/z=100

et 518) s'explique par élimination de la molécule HI & partir de lion

quasimoléculaire (M+H)*.

Fragmentation & partir de l'ion quasimoléculaire + Fragmentation 3 partir de 1'ion quasimoléculaire (M+H)
(M+H)
| ;
o » +
Ow (O) O-CH2—CH2-lil<
7 “caHe H
R-O
& l
H—CH
N

A
'1

H

CH2=CH-N N

m/z=100
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3) Spectre IE de l'amiodarone

Le spectre de masse classique de ['amiodarone en impact

électronique (IE) se présente ainsi (spectre 2) (87) :
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Spectre 2 : Spectre de masse |E classique de I'amiodarone (70 eV)
La fragmentation en impact électronique est évidemment beaucoup
plus conséquente qu'en désorption laser. Déja quelques différences sont a
" noter par rapport au spectre DL présenté. précédemment :

* |e fragment m/z=86 devient le pic de base,
* le fragment m/z=100 existe mais son intensité est plus faible,

* les fragments m/z=392, 492 et 518 disparaissent au profit des ions
m/z=391, 420, 517 et 546.
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4) Spectre ITMS de l'amiodarone

Les expériences de MS/MS sont donc réalisées sur un spectromeétre
de masse Finningan Mat a piége & ions (ITMS : lon Trap Mass

Spectrometer) (figure 20).

Eigure 20 : Principe de I''TMS

La séquence d'analyse se déroule en trois étapes : jonisation, analyse des
masses, détection. Lorsque I'hélium est présent dans la cavité du pidge 2

ions a la pression partielle de 1073 torr , I'échantillon a la pression
partielle de 5.10% torr et le voltage RF maintenu a une valeur
particuliére appelée voltage de piégeage, des électrons trés énergétiques
sont introduits dans la cavité. Ces électrons interagissent avec les
molécules d'échantillon et les ionisent. Tous les ions formés ayant un
m/z210 sont stockés dans la cavité. Du fait des nombreuses collisions
avec les atomes d'hélium, les ions restent au centre du piége. Toutes les
molécules d'échantillon non ionisées sont éliminées par pompage. Afin de
détecter les ions piégés, le voltage RF est augmenté de maniére
progressive a partir de la valeur précédemment appliquée pour le

piégeage. Ainsi les ions sont peu a peu excités en fonction de leurs
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masses m/z : ils deviennent instables et sont éjectés de la cavité piege.
Une partie des ions éjectés entre dans le multiplicateur d'électrons et ils
peuvent ainsi étre détectés. Un des inconvénients majeurs de cet appareil
vis a vis de I'amiodarone, compte tenu de sa masse moléculaire, est que

la plage de masse accessible est de 20 a 650 uma.

Dans un premier temps, l'analyse du mélange amiodarone et PFTBA
permet de connaitre les valeurs exactes des fragments caractéristiques
de l'amiodarone en impact électronique. En effet, la fragmentation de la
PFTBA (perfluoro tributyl amine) est parfaitement connue : m/z= 69, 131,
219;, 264, 414, 502.... Sur le spectre 3 optimisé pour obtenir les pics
de hautes masses, les pics de masses exactement m/z= 518 et 645
sont, entre autres, présents. Il faut noter que, d'un spectre a l'autre, on
obtient soit Iion M-+, soit 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).

Ty
) E‘m - Amiodarone EH
et | 18 il

Amiodarone PFTBA ;!Ei
1 PFTBA Amiodur?_r i

) b . 264 414 PFTBA 643
[{Mﬂ Lot J WJ 502 7 l |
E Wq‘w"’*‘ll“*;‘ﬂ"f‘ R e ?‘Tw*{’r‘"r“‘r"f“l '-r“r'T-E.*&ﬁ*r'{-'ﬁ? :
/e i . N, 58 2

Spectre 3 : Spectre IE 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 a 570 uma ne
sont pas détectés du fait des conditions expérimentales. Cette technique
conduit a la coexistence des ions _M-"‘ et (M+H)*, contrairement a la

technique IE classique.

Spectre 5 : Spectre complet de I'amiodarone par IE (70eV)
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Afin d'élucider les fragments principaux de ['amiodarone, quelques
expériences de MS/MS ont été reéalisées sur I''TMS. Les spectres 6
rassemblent I'ensemble de ces résultats de MS/MS, qui sont exploités
dans les schémas de fragmentation de I'amiodarone que nous proposons a

I'issue (schémas 1a, b, c).

En spectrométrie de masse classique, l'ion moléculaire M-+ donne
naissance a des fragments différents selon le site de premiére ionisation
de la molécule. Dans le cas présent, trois sites semblent entrer en
compétition |
- l'azote de la fonction amine
- 'oxygéne de la fonction carbonyle

- 'oxygéne de la fonction éther

a - site de premiére ionisation : fonction amine
Le processus le plus classique dans ce cas est un clivage de l'azote
chargé. Selon le coté de la molécule ou survient ce clivage, les ions

m/z=630 ou 86 sont formés (schéma 1a).

b - site de premiére ionisation : fonction carbonyle
Le clivage en o de la fonction carbonyle est un mécanisme classique
de fragmentation. Selon le c6té ou survient ce clivage, deux ions

différents sont obtenus : les ions de masse m/z=201 ou 489 (schéma 1b).

c - site de premiére ionisation : fonction eéther

Le passage d'un hydrogéne sur I'oxygéne chargé, suivi du clivage de la
liaison en B du site de premiére ionisation conduit a la formation de l'ion
de masse m/z=546.

L'expérience de MS/MS sur cet ion a montré qu'il posséde deux ions
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fils. Il faut tout de méme noter que cet ion est particulierement stable :
sa fragmentation nécessite des conditions expérimentales poussées.
Le premier ion fils (m/z=503) est obtenu par transfert de la charge

sur l'oxygéne du cycle furane, clivage en B de I'oxygéne puis

réarrangements. En effet, le clivage en B des benzofuranes est une
fragmentation dominante et le passage du cycle a 5 du furane a un cycle a

6 est classique (88) :

@(;[( R clivage en Bdu furane | @ I 'I:!i ;é?:angement
Q@fR _'> Q N () .

+°

L'autre ion formé est obtenu par transfert de la charge sur un atome
d'iode. Le clivage de la liaison C-l suivie d'une capture d'un proton et d'un
réarrangement donne naissance a lion de masse m/z=420.

Celui-ci est également trés difficile & fragmenter. Sa MS/MS a donné
aussi trois fragments fils de masses m/z= 377, 391 et 403 (schéma 1c).
Les fragments 377 et 391 sont formés par transfert de charge sur le
furane et par clivage respectivement en a et en B de l'oxygéne du furane

suivi d'un réarrangement.

Ces expériences de MS/MS sur certains fragments de l'amiodarone
ont permis d'obtenir des fragments fils qui, sur le spectre de masse
initial de Il'amiodarone, sont peu ou pas présents (m/z= 403, 489, 503).
Ceci s'explique par la stabilité des ions dont ils sont issus et par la

difficulte rencontrée pour les fragmenter.
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Spectre 4c : Fragment m/z= 420 isolé et fragmenté
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Spectre 4d : Fragment m/z=546 isolé et fragmenté

Spectres 6 : MS/MS sur certains fragments de l'amiodarone
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Schéma 1lb: Fragmentation de l'amiodarone & partir
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Schéma 1c: Fragmentation de l'amiodarone & partir

du O de la fonction éther comme premier site

d'ionisation.
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C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

L'interprétation des spectres de masse DL et IE a permis de formuler

des hypothéses concernant les voies de fragmentation de I'amiodarone.

Ainsi en ITMS :

L'ion moléculair -+ (OE-*) donne naissance aux fragments de masse

m/z= 546 (OE-*), 489 (EE*), 201(EE™) et 86 (EE*).

Ensuite le fragment 546 se fragmente en m/z= 504 (EE*) et 420 (OE-+).
A son tour, le fragment 420 donne naissance aux ions de m/z= 404 (EE*)

et 378 (EE™).

La fragmentation du fragment m/z=100 donne naissance aux ions de

masses m/z = 72 et 44.

L'expérience de MS/MS sur l'ion quasimoléculaire (M+H)* (masse

m/z=646) donne, comme fragments fils, les ions de masse m/z= 630 (EEY)

et 518 (EE").

[ 1897 630

] Z]-+ N

La comparaison des spectres de masse en ions positifs obtenus en
désorption laser et en impact électronique permet de formuler les

remarques suivantes :
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* Les ions a nombre impair d'électrons OE'* (m/z= 645, 546 et 420) ne
laser (4 286 nm). En fait, ce constat est conforme aux idées admises sur
la fragmentation des espéces organiques en désorption laser, a savoir
qu'il se forme préférentiellement les ions 4 nombre pair d'électrons (EE?).
En revanche, les ions de masses m/z= 420 et 546 sont des ions

majoritaires sur le spectre en impact électronique.

* Sur' les spectres de masse de |'amiodarone en désorption laser, les
deux ions majoritaires sont les ions de masse m/z= 100 et 518 (ils sont
tous les deux minoritaires sur le spectre classique en impact
électronique). Nous expliquons logiquement la formation de ces ions a
partir de l'espéce protonée qui apparait préférentiellement en désorption
laser (cf p.71).

En conclusion, la comparaison des spectres en impact électronique
et en désorption laser en ions positifs a permis d'émettre des hypothéses
quant aux voies de fragmentation de I'amiodarone. Notre interprétation de
la fragmentation en désorption laser est en accord avec le concept de

formation préférentielle des ions EE*.

Il existe sur le spectre de masse IE de I'amiodarone des fragments
non interprétés. Pour tenter d'en identifier, I'étude des différents
métabolites connus de I'amiodarone est une aide précieuse. En effet,
certains fragments de Il'amiodarone et certains métabolites ont des
masses identiques. Ainsi nous proposons pour les fragment m/z= 365 et

294 les formules suivantes :
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Cette hypothése tendrait a prouver que, dans certains cas, la
fragmentation de [I'amiodarone sous I'effet d'un facteur extérieur
(photons, électrons) pourrait emprunter les mémes voies que le processus

de métabolisme dans l'organisme vivant.
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CHAPITRE 11

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 a ce sujet.

En revanche, l'analyse in-situ de molécules organiques reste
encore aujourd’hui un défi. 1l reste & établir un lien entre les composés
choisis délibéremment pour aider la molécule cible a s'ioniser et a
mieux se désorber et ces matrices telles que les polyméres d'enrobage
et les tissus biologiques.

Les expériences ont été réalisées sur les microsondes LAMMA 500
et FTMS équipant le laboratoire. Dans un premier temps, la
molécule-test (I'amiodarone) est recherchée dans des polymeéres dopés
(épon, technovit). Ensuite, les résultats des analyses des coupes
histologiques préparées a partir d'animaux traités avec de fortes doses
d'amiodarone sont présentés. Un premier bilan sur la potentialité de la
microsonde LAMMA pour 'analyse in-situ pourra étre fait a la lumiére

de ces tests.
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B - BIBLIOGRAPHIE SUR L'ANALYSE ORGANIQUE IN-SITU

Il est fréquent, en chimie analytique, de déterminer pour une
technique donnée les limites 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 métalliques. Or la dissolution directe de sels métalliques dans les
monomeéres de la résine est en général impossible. Pour contourner cet
obstacle, les métaux sont associés a une molécule organique, un

cryptate :

7\
l\éj O O BICYCLO (8.8.8.) HEXACOSANE
O/\{\//\l "Kryptofix 222"
0. 0. |

Le complexe organométallique résultant a alors, de par sa
structure, une solubilité plus grande et il peut étre dissous dans un
minimum de solvant, lequel est ensuite additionné au monomére. Les
échantillons standard se présentent sous forme de coupes de 0,3 a 1 um

d'épaisseur, découpées dans les blocs de résines époxy "spurr" dopées.

Le tableau suivant rassemble les résultats (29) :
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LIMITES DE DETECTION
Elément | Absolue en g |Relative en ppm
Li 1.10-20 - 0,07
Na 2.10-20 0,2
K 1.10-20 0,1
Ca 2.10-19 1
Cu 4.10-18 20
Ro 5.10-20 0,5
Cs 3.10-20 0,3
Sr 4.10-19 20 ’
Ag 4.10-18 1
Pb 1.10-19 0,6
U 2.10-18 20
Tableau v : Limites de détection absolue et relative de quelques

éléments par la technique LAMMA (Matrice : épon).

Les limites de détection des différents éléments dépendent du
potentiel d'ionisation de chacun. Effectivement, I'équation de Saha et

Langmuir donne le degré d'ionisation a, en fonction du potentiel

d'ionisation, et ceci dans le cas simplifié d'un élément de concentration

connue ou de concentration relativement homogéne sur toute la surface :

PI-®

n.n z*
=z exp (- g7

%=1

0
- a, : degré diionisation

- ne, ni et no : populations électroniques, ioniques et neutres du plasma
- k :-constante de Boltzmann

- Z et Z+ sont les fonctions de partition des atomes et des ions

- PI : potentiel d'ionisation de I'élément atomisé
- @ : fonction électronique d'extraction

Les limites de détection peuvent également varier en fonction de la
matrice dans laquelle I'élément est inclus. Dans le cas de composés plus
partibuliers ou de molécules organiques, la premiére exigence vis a vis de
cette matrice sera qu'elle n'induise pas, ou le moins possible,

d'interférences. Celles-ci peuvent étre de deux natures différentes :
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- Spectrale : si la superposition des spectres de masse du composé cible
et de la matrice réveéle des pics & des masses identiques,

- matricielle : si la présence de la matrice induit des réactions en phase
gazeuse qui aboutissent a la détection plus faible, voire nulle, d'un ou

plusieurs pics caractéristiques de la molécule analysée.

Nous avons recherché dans la littérature quels 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
"matrice” ayant chacun une action différente :

- les matrices induisant un effet surfactant,

- les supports favorisant les dépéts en monocouches,

- les matrices polymériques hétérogénes ou non.

En FAB ou en SIMS, il est fréquent d'utiliser le glycérol pour aider a
désorber une molécule organique intacte. Dans le cas particulier des
matrices liquides, les interactions avec le soluté sont dynamiques (55),
c'est a dire qu'elles induisent des hétérogénéités par diffusion du soluté
vers la surface. La matrice se comporte comme un surfactant et un
gradient de concentration se développe, ce qui aboutit & un
enrichissement en surface du soluté. Le tableau VI présente quelques
exemples de matrices utilisées en FAB et les familles de composés
qu'elles permettent d'analyser (89).

L'exemple suivant illustre comment ['effet surfactant, induit par la
matrice, peut varier selon la nature de celle-ci. Par Ila technique FAB,
Takayama et col. (90) ont évalué linfluence de la matrice sur la
fragmentation de flavonoides (substances extraites des agrumes,
utilisées comme tonique veineux et dans le traitement des accidents

vasculaires). Les auteurs, afin de quantifier leurs expérimentations, ont

Partie IV. Analyse in-situ



88

dans un premier temps enregistré les spectres de leurs composés cibles
(Morusin, Kuwanon et Triméthoxychalcone) en impact électronique en
fonction de I'énergie des électrons incidents et le rapport R, défini

ci-dessous, est calculé a ces différentes valeurs d'énergie.

2 1(m)

) IMH

- M-+ : pic moléculaire et T(M-*) son intensité (en impact électronique)

R

i=12,..

- m, : fragment caractéristique i de masse m/z= mj et I{m;) son intensité.

OMe
HO OH HO OH
Me O
Po) HO
Me
H
H OH
Morusin m/z=420 Kuwanon m/z=422 Triméthoxychalcone m/z=382

Pour chaque molécule cible analysée par la technique FAB, ce méme
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 celles obtenues en FAB permet de
quantifier l'effet surfactant de la matrice liquide : plus le facteur est
faible, plus l'effet surfactant est important. Ainsi, la fragmentation des
composés cibles est plus faible avec les matrices m-NBA (Alcool
m-Nitrobenzylique) et m-NBA/DTDE (2,2'-dithiodiéthanol) qu'avec les
matrices glycérol, thioglycérol et "Magic Bullet" (cf tableau VI). Au
regard de ces résultats, les auteurs suggérent que les deux premiéres
matﬁces citées induisent des conditions d'ionisation plus douces en
favorisant la formation des ions moléculaires (M+H)*, mais que le
processus d'ionisation en FAB peut également étre "dur", comme en

impact électronique, avec certaines matrices liquides.
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MATRICES Formules Additifs ou Cosolvants Composés Analysés
GLYCEROL HOCH2CH(OH)CH2OH | DMSO, DMF, HCJ, HCOOH, | Peptides
Acide formique, sels de
métaux alcalins, sels
d'ammonium
DMSO + HCl Insuline
NaCl Carbohydrates
HC! Colorants au Xanthane
THIOGLYCEROL HSCH2CH(OH)CH20H Angiotensine et
' oligopeptides
Complexes cationiques de
fer et de technitium
Acide Acétique Hormone
Diglycérol Antibiotique Quinoxaline
AMINOGLYCEROL NH2CH2CH{OH)CH20H - Certains Glycopeptides
ACIDE HSCH2COOH Certains Peptides (par
THOGLYCOLIQUE exemple Angiotensine |)
POLYETHYLENE- PEG 200 Di- et Trisaccharides
GLYCOLS (PEG) AlkylPhénylPEG Porphyrines
(Triton X100)
TRIETHANOLAMINE N(CH2CH20H)3 - Vitamine B12, Acides gras
insaturés, Nombreux Surfactantg
dont les anioniques, certains
dérivés de la Pénicilline
DIETHANOLAMINE NH(CH2CH20H)2 __| . Oligosaccharides complexes
1,2,4-BUTANETRIOL | HOCH2CH(OH)CH2CH20H - Phosphatides
Acide trichloroacétique oul Lecithine
phosphorique
THIO-2,2"-BIS S(CH2CH20H)2 - Complexes d'Osmium et de
ETHANOL Rhodium
2,4-DI-TERT- HOC6H3-(C(CH3)2C2H5)2 | Acétonitrile Catalyseur Rh(PPh3)3CI
PENTYLPHENOL(DPP)
ETHER-COURONNE - Complexes organométalliques
Tétraglyme Complexes organométalliques non
volatiles
COMPOSES
MISCELLAIRES
- Dithiothreitol et |HSCH2CH{OH)CH{OH)CH2SH Composés organométalliques
dithioerythritol (3:1
(Magic Bullet)
-Hydrocarbures Anthracéne et Pyréne
PtEb:620-810K) :
-Acide Phosphorique H3PO4 - TétraphénylPorphyrines
-Ethyl et Butyl esters {plus généralement, Complexes du cobalt (1ll)
de l'acide citrique malrices oxydantes)

Tabl VI:
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Dans le paragraphe précédent, le rdle prépondérant de la matrice,
consistant a diminuer les énergies intermoléculaires, est mis en
évidence. Les matrices liquides présentent évidemment l'avantage, du fait
de la plus gra‘nde mobilité dans I»ers liqguides, de pduVoir apvpliquer la
chimie classique en solution. Par contre, les échantillons analysés par la
technique PDMS, principalement utilisée pour l'lanalyse des protéines et
des peptides, sont "sous forme solide". L'équipe de Sundqvist (91) a
montré que I'adsorption des molécules cibles sur un tapis de
nitrocellulose, plutdt que I'électrospray des molécules, mélangées ou non
a la glutathione, favorise la formation des ions moléculaires. Les
molécules sont, dans le premier cas, réparties en monocouches. Par
cette technique, la fagon dont les molécules sont distribuées sur le film
est importante et induit des différences dans les mécanismes

d'ionisation et de désorption.

Le troisiéme type de matrice, dont il faut parler, est la matrice
polymérique. Van Vaeck est a ce jour le seul a avoir publié a propos de la
détection de molécules organiques dans une matrice polymérique par
désorption laser (92,93). L'enrobage d'une molécule organique dans un
polymére peut induire des effects secondaires sur deux plans distincts :
1-sur la préparation des échantillons : créations éventuelles de liaisons
entre la cible et la résine et/ou de ségrégation de phase.
2-pendant l'analyse LAMMA : une dilution trop importante de la molécule
cible par rapport & la matrice peut induire des effets non contrélés
l'efficacité de Il'ionisation n'est plus forcément la méme que sur le
composé pur et les mécanismes de lionisation peuvent étre 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 polyméres d'épaisseurs variables (5 a 50 nm).
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vers le
spectromaétre
de masse

POLYMERE DE COUVERTURE
- épon : 50 nin

- feullle de carbone : 25 nm

- formvar : 5 nm

27727

MOLECULE CIBLE

SUPPORT POLYMERE (EPON)

IRRADIATION
LASER

Schéma 2 : Simulation d'échantillons organiques enrobés dans une
matrice polymérique.

lls constatent qu'une limite en épaisseur du polymére de couverture
existe au dela de laquelle le composé organique n'est plus détecté. Ce
film polymérique, s'il est trop épais, semblerait provoquer, en plus d'une
fragmentation importante de l'ion moléculaire, une perte trés importante
de la sensibilit¢ (120 a 50 fois moins) ainsi qu'une diminution notable de

la qualité du spectre.

Ces quelques exemples montrent bien linfluence que peut avoir une
matrice sur la détection d'un composé organique. Autant une matrice
choisie pour ses propriétés spécifiques (par exemple qui induit un effet
surfactant ou qui favorise des réactions acide-base ou d'oxydo-réduction)
peut avoir un effet contr6lé sur la désorption d'une molécule et sur sa
fragmentation, autant une matrice polymérique quelconque, et a-fortiori
biologique, risque de perturber la réponse du composé recherché. Il a fallu
tenir compte de ces paramétres limitants pour aborder I'analyse des

polyméres dopés a l'amiodarone.
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C - PARTIE EXPERIMENTALE : MICROSONDES LAMMA ET FTMS

1) Préparation des échantillons

Les deux microsondes différent, entre autres (cf Partie 1I), par leurs

configurations :

- la microsonde LAMMA 500 opére en transmission, c'est-a-dire que
I'échantillon est transpercé par le faisceau laser. L'angle entre le
faisceau incident et le panache d'ions extraits fait 180 degrés. Le support
le mieux adapté, compte tenu de cette géométrie, est la grille

conventionnellement utilisée en microscopie électronique.

- la microsonde FTMS présente une configuration en réfiexion.
L'analyse des échantillons massifs est possible ; en effet, les ions sont

créés et extraits du méme cboté de I'échantillon.

a) Cas de la microsonde LAMMA 500

La préparation des échantillons a nécessité quelques optimisations.
En effet, l'irradiation directe des grains d'amiodarone déposés sur la
grille en cuivre, elle-méme recouverte d'un film de formvar qui augmente
'adhérence, ne donne pas de résuitats fiables et reproductibles. Le
compromis énergétique est difficile a trouver : I'énergie de réseau est
difficile a vaincre alors qu'un excés d'énergie induit forcément une
fragmentation excessive du produit. Finalement, I'amiodarone est mise en
solution dans le méthanol a 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.

Partie 1V. Analyse in-situ
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b) Cas de la microsonde FTMSV‘

Le support utilisé est une plaque d'aluminium d'environ un
centimétre carré de surface. La plaque est préalablement rincée avec de
I'eau permutée puis avec de I'acétone. Un microlitre de la solution
méthanolique d'amiodarone & 0,65 pg/ul est déposé au centre de la plaque
et le solvant est éliminé & la température ambiante. La difficulté

majeure est l'obtention de dépét homogeéne.

" 2) Optimisations des paramétres instrumentaux

a- Cas de la microsonde LAMMA 500

Pour chaque nouveau composé analysé, tous les parameétres
instrumentaux sont ajustés. Outre la longueur, d'onde et l'irradiance du
laser, les plus sensibles sont les potentiels d'extraction des ions (94).
Pratiquement, lors des analyses sur le LAMMA 500, les potentiels des
lentilles extractrices , du TOF et du réflecteur sont réglés afin d'obtenir
un signal d'intensité maximum pour le pic moléculaire (95). 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 a [l'apparition de jeux meécaniques. Les limitations
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 I'émission des électrons.
- d'autre part, une résolution en masse M/AM de l'ordre de 500. Il est
alors difficile d'interpréter certains spectres, car la lecture des plus

hautes masses s'effectue a une unité de masse prés.

Partie IV. Analyse in-situ
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b- Cas de la microsonde FTMS

De la méme fagon que sur la microsonde LAMMA, la longueur d'onde et
l'irradiance du laser peuvent é&tre modifiées. Les paramétres
instrumentaux sont trés nombreux et révélent la complexité de la
technique. Le déroulement d'une séquence d'analyse a été présenté dans la
partie II et la signification des paramétres a été donnée. La liste des

paramétres tels qu'ils apparaissent sur I'écran du NICOLET est donnée ici :

N&S 1S 17/ AMID CONC + NICAC/AL ﬁMi.S@

TTL = ? - SLE
MOD = DIR ExXM = SLE REC = SOURCE
GNC = 500,300 msec. GND = 1.898 me=c., UTR = 1.823 V
BEM = 160.8600 =secC. UNE = e VU VeM = 125,808 mV
DLt = .88 sec. ATt = 2. dE
ES1 = .098 Hz ET! = 1.609 msec. ., . L.
EL1 = 347.451 KHz EH1 = 247.461 KHz é—(&jection du césium)
ES2 = .0@8 Hz ETZz = .6B89 sec.
ELZ = 080 Hz EHZ2 = .aa8 Hz
L2 = .880 sec. AT3 = 8. dB DLS = .p0@ sec.
ES3 = 390 Hz ET3 = L9929 sec.
ELZ = .pe0d Hz EH3 = .B00B Hz
ES3 = B33 Hz ETd = .pad sec.
ELE = ,290 Hz EH4 = B89 Hz

pL? = L2808 sec. UCL = 1.8909 V
DL3 = 100,080 msec. DL4 = 268.080 -sec. DEL = 200.800 =sec.
TTX = 833.333 =sec. TRX = 24.889 msec. TIM = 1.127 sec.
NSW = 10. NIN = 19, FNC = 10.
NOP = 131872, ZFL = -
REF = 2.587 MHz TPZ = .3006 deqg. FDB = ,980 Hz
SWR = 3.208 KHz : AT2 = 8. dB
BWI = 2.887 MHz LOF = .008 Hz HIF = 2.687 MHz
MFV = 3.181 Tesla LMA = £0.898 amu RMA = 2.049 Kamu
PRS = 1.7 x 100, PRA = 1.7 x 180,
ECC = =

.998 A RPC .699

Un bref rappel des paramétres les plus importants est fait :

- Le laser excimére est déclenché au coup par coup. Il est possible
d'accumuler les signaux en donnant plusieurs coups de laser successifs
(NSW : nombre de coups).

- Entre deux impacts lasers, les phénoménes suivants surviennent dans la

*

cellule : la cellule est vidée de tous les ions résiduels, en
appliquant un potentiel de +- 15 V (Quench : QNC).

* I'irradiation laser désorbe les molécules déposées sur le
support (durée de l'irradiation Beam : BEM).

* |les ions, piégés dans la cellule, sont excités par un

Partie IV. Analyse in-situ
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balayage de radio-fréquences. lls entrent en résonance,

créant ainsi un courant image sur les plaques réceptrices.

- Les délais entre chacune de ces étapes sont variables (Délais : DL1, DL2,
DL3..). La fréquence de balayage de la radio-fréquence (SWR : SWeep-Rate)
peut étre ajustée.

- La plage de masse est choisie avec les paramétres LMA (left mass :
masse a gauche) et RMA (right mass : masse a droite).

- Des plages d'éjection peuvent étre intercalées, pendant lesquelles les
ions "indésirables” sont excités suffisamment fort pour que le diamétre
de leur trajectoire devienne supérieur aux dimensions de la cellule : ils
sont alors éjectés de la cellule (Plages d'éjection : EH1/ELI1, EH2/EL2).
L'excitation des ions, que cela soit pour les détecter ou pour les éjecter,

peut étre plus ou moins atténuée (AT1, AT2,..).

Les paramétres d'analyse ont été ajustésﬁlpour I'amiodarone. Les
spectres 7 montrent effectivement l'influence qu'ils peuvent avoir. Pour
favoriser les signaux de hautes masses, il est nécessaire de donner 3 SWR
la valeur de 600 Hz. Le délai avant l'excitation, DL3, reste fixé a 100 ms.
Par contre, le potentiel appliqué aux plaques de piégeage, V"ap, est ajusté

ao025Vv.
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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 & une unité de masse prés. Le pic moléculaire est
a la masse 645 ou 646 (?!). Le moyen mis en oeuvre pour résoudre cette
difficulté a été d'analyser un mélange 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 étre calibré de proche en

proche avec les clusters CsCl (m/z=301) et Cs,I (m/z=393) (voir page

suivante les spectres 8, et annexe 2).

b- Spectres FTMS

Les analyses par microsonde FTMS ne posent pas ce probléme 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 (C4Fg)3 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 & la masse 100, de 1000 a la
masse 518 et de 750 a la masse 646. En mode mixte (hétérodyne), la
résolution de 200 000 pour le pic 518 sur la plage de masse (516-520) a

été atteinte.
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Spectres 8 : Calibration des spectres LAMMA dans le cas de
I'amiodarone additionnée d'iodure de césium
a-spectre de l'amiodarone sur la plage 0-740 uma
b-calcul de la constante k (t=kVvm)
c-calibration du pic m/z=518
d-calibration du pic m/z=646
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4) Spectres LAMMA et FTMS de l'amiodarone pure

a- Spectres LAMMA

Les spectres LAMMA de I'amiodarone ont été obtenus & deux
longueurs d'onde :

- 193 nm (laser excimére amené par fibre optique)

- 286,5 nm (laser a colorant pompé par le Nd-YAG)

A méme irradiance, pour les deux longueurs d'onde différentes, les

spectres présentent des fragmentations différentes :

a 286,5 nm (4,33 eV), lorsque le laser est focalisé (irradiance =10°
W/cm?2), la fragmentation est intense et de nombreux clusters carbonés
sont obtenus entre 30 et 200 uma. En défocalisant le laser (irradiance
=108 W/cm?), le spectre 9a est simplifié et seuls restent les fragments
caractéristiques @ m/z = 86, 100, 518 ainsi que le pic moléculaire (M+H)*
a m/z=646. A ceux-ci, peuvent venir s'ajouter les fragments de plus
faible intensité de masses m/z= 365, 392 et 492. L'influence de la

défocalisation du laser est indéniable.

a 193 nm (6,42 eV), la fragmentation est plus importante, ce qui
est logique en terme de quantum d'énergie : les photons sont plus
énergétiques qu'a 286 nm. Le laser excimére est amené par fibre optique.
La durée du pulse laser est de 25 ns. L'irradiance optimale pour désorber
l'amiodarone est d'environ 1 a 5.107 W/cm2 (spectre 9b). Pour des valeurs
supérieures, la fragmentation n'est pas significative tandis que pour des
valeurs inférieures, l'intensité des signaux diminue et le seuil limite de
désorption de la molécule est alors atteint. Muller et Verdun (95) avaient
d'ailleurs montré que le seuil d'énergie de désorption des composés

organiques diminue aux plus basses longueurs d'onde (228,8nm - 5,41 eV).
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Spectres 9: Spectres LAMMA de I'amiodarone pure en ions positifs a
286 nm et a 193 nm _
b- Spectres FTMS
Les parametres d'analyses ont é6té définis ci-dessus. Dans ces
conditions, le spectre FTMS de l'amiodarone déposée sur un support
aluminium présente une fragmentation typique.. Les spectres présentés
sont obtenus aux longueurs d'onde 193 et 249 nm. La valeur de lirradiance

dans les deux cas est de 7.108 W/cm?.

A 193 nm, les fragments de masse m/z=100, 518 et 646 sont
présents, auxquels s'ajoutent les fragments 158, 201, 392 et 546
(specire10a). Les fragments m/z= 201 et 546 ont déja été observés sur
les spectres LAMMA a cette mémé longueur d'onde et en impact

électronique également.
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A 249 nm, le fragment majoritaire est le pic de masse 518. Les
autres fragments de Il'amiodarone ainsii que le pic quasimoléculaire
(M+H)* sont aussi présents mais ils sont de moindre importance par

rapport au pic de base (spectre 10b).

Spectre 10a : 193 nm '
4
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[
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1 ;
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100 392 ,
, |
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518
Spectre 10b : 249 nm
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3es | 392 : 646 .
Ll 1 | l -
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Spectres 10 : Spectres FTMS (a-193 nm  b-249 nm)
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D - ANALYSES DES POLYMERES DOPES A L'AMIODARONE

1) Présentation du travail

La matrice polymérique est I'étape obligatoire avant de rechercher
la molécule cible dans les tissus biologiques. Un test préliminaire a été
réalisé afin de s'assurer de la conservation de l'intégrité de l'amiodarone
dans le monomeére de la résine. Nous avons étudie ensuite les fragments
spécifiques du polymere seul, afin d'évaluer les éventuelles interférences
spectrales avec l'amiodarone. Puis, sur les spectres LAMMA en ions
positifs des polyméres dopés, les fragments caractéristiques de la
molécule cible ont été recherchés en hautes masses, puis en basses
masses. La seule information que nous apporte l'analyse en jons négatifs

concerne la détection de l'iode.

2) Les échantillons

L'amiodarone est solubilisée dans un minimum de méthanol, lequel
est alors ajouté, avant polymérisation, au monomére. Une gamme de blocs
d'épon contenant 200, 500, 1000, 2000 et 4000 ppm d'amiodarone est
obtenue. Cette valeur supérieure correspond a la valeur fréquemment
admise comme concentration localisée du composé dans un tissu
biologique, en supposant bien sdr qu'il existe des phénoménes de
ségrégation. Des coupes de 0,25 pm d'épaisseur sont débitées a partir de
ces blocs sur un microtome et recueillies sur des grilles de microscopie

électronique.

f 8y
Partie V. Analyse in-situ _ 3 Me7,



103
3) Réactivité de l'amiodarone vis-3-vis du monomeére

Ce petit test de réactivité a pour but de savoir si I'amiodarone reste
intacte lorsqu'elle est mise en solution dans le monomeére avant
polymérisation. Un des monoméres de la résine épon est l'oxyde de

propyléne :
0

/LA

Nous avons comparé le spectre d'absorption UV-Visible de

I'amiodarone dans le méthanol et dans I'oxyde de propyléne.

Le spectre d'absorption de I'amiodarone pure présente 5 bandes
situées respectivement a 205, 242, 276, 282 et 310 nm, conformément

au spectre que l'on trouve dans la littérature (146). La transition a 310
nm a un caractére (n — =x*) et les transitions 276 et 242 nm, un
caractére (n — n*) (96). Ces absorptions caractéristiques de I'amiodarone
existent toujours sur le spectre UV de I'amiodarone en solution dans
l'oxyde de propyléne. La bande a 310 nm (n - =n*) (électrons n de liode)

donne un coefficient d'absorption molaire comparable a celui obtenu

lorsque la molécule est en solution dans le méthanol (cf spectre 11).
Ce test de spectroscopie ultraviolette permet de conclure que la

molécule organique a conservé son intégrité dans le solvant d'inclusion de

la résine.
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Spectre 11 : Spectre UVde I'amiodarone dans le méthanol et dans

I'oxyde de propyleéne

4) Analyses LAMMA des polymeéres dopés en. ions positifs et négatifs

a - Analyse LAMMA de I'épon seul

Le spectre 12 est représentatif du signal obtenu en perforant les
coupes de polymére non dopé. On constate qu'il n'existera a priori pas
d'interférence spectrale avec les fragments de 'amiodarone pure. Les

signaux de masses supérieures a m/z=200 sont pratiquement inexistants

et non significatifs, car de trés faible intensité.

Partie IV. Analyse in-situ



105

27 91

’ mmumgm |

43

70

re 12: Spectre LAMMA de la résine épon en ions positifs

b- Analyses LAMMA en ions positifs des polyméres dopés

Le spectre 13 illustre le type de réponse obtenu avec I'échantillon de
plus forte concentration. Aucune information sur la présence
d'amiodarone n'est apportée par ce spectre en ions positifs : ni par le pic
moléculaire, ni par aucun fragment caractéristique de haute masse,
quelles que soient les conditions expérimentales (variation des
potentiels, variation de l'irradiance, variation de la focalisation du laser,

variation de la longueur d'onde...).

L'intérét a alors été porté sur le pic de masse m/z=100. A cette
valeur, aucun pic attribuable & la matrice n'a jamais été relevé. Sur les
spectres 14a et 14b, on constate qu'é/ faible énergie (E<iud sur
I'échantillon), le signal 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=~ 4uJ sur I'échantillon), le signal apparait effectivement, mais
de maniére tout a fait aléatoire. Ceci laisse penser que ce signal,
lorsqu'il existe, peut étre le résultat d'une recombinaison en phase

gazeuse plutét qu'un fragment réel de I'amiodarone.
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c- Analyses LAMMA en ions négatifs des polymeéres dopés

L'amiodarone est caractérisée chimiquement par deux atomes
d'iode qui représentent 35% du pbids moléculaire et qui sont facilement
detectables (m/z=127). En analyse LAMMA, les signaux en ions négatifs
sont de maniére générale, a sensibilité égale, plus intenses qu'en ions
positifs. Pour cette raison, une étude annexe a été entreprise : il s'agit
de localiser I'amiodarone gréce a la détection de I'iode en ions négatifs,
puis en inversant les potentiels, l'irradiation de la région trés proche
du précédent impact laser devrait donner naissance a un spectre
contenant les fragments caractéristiques de la cible.

L'iode est détecté en ions négatifs sur toute la gamme des coupes.
Une corrélation entre lintensité du signall a m/z=127 et la
concentration en amiodarone dans la coupe a été recherchée.

Les spectres ont été enregistrés dans les mémes conditions

expérimentales :

potentiels d'extraction : TOF 3000V - Lentille 1600V - Réflecteur 770V

énergie sur I'échantillon : 4pJ par pulse laser

diametre de l'impact laser : quelques microns

irradiance : 3.108 W/cm?2

longueur d'onde : 286,5nm

On définit X comme le rapport de I'intensité absolue du pic de

masse m/z=127 sur la somme des intensités absolues de pics
aftribuables & la matrice. Ce rapport permet de s'affranchir de la

variation de la quantité totale de matiére vaporisée d'un impact laser a

I'autre.

127
X=
atlo7
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Pour chaque concentration de la gamme, 10 spectres
représentatifs de 'ensemble des spectres obtenus sont retenus ; les
rapports X sont calculés pour chacun d'entre eux. L'intensité relative X
du pic m/z=127 (ion I')en est la moyenne et s I'écart-type. Nous

obtenons le tableau suivant et la courbe 1 correspondante :

Concentration| Intensité +/ -
(ppm) du pic 127 Ecart-type
4000 0,109 0,052
2000 0,100 0,041
1000 0,240 0,100
500 0,110 0,052
200 0,108 0,048

[ableau VII : Intensité relative X du pic de masse m/z=127 en fonction de
la concentration en amiodarone dans le polymeére dopé.

DOSAGE DE L'IODE dans le polymére EPON dopé a
L'AMIODARONE
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1
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t ¢ @ @
0,1 e ] ) —
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Conc. Amiodarone (ppm)

Courbe 1: Valeurs des intensités relatives du pic m/z=127 en fonction
de la concentration en amiodarone dans la coupe
polymérique.

Partie IV. Analyse in-situ



109

1l est surprenant que l'intensité relative X reste pratiquement
constante. Pour expliquer ceci, deux phénoménes éventuellement
conjugués, une osmose et une saturation du systéme de détection, sont
envisageables :

- la solubilisation de I'amiodarone dans le monomére lors de la
préparation des coupes a peut-étre provoqué la rupture des liaisons
carbone-iode dans la molécule. Mais cette hypothése est fort peu probable
puisque le spectre UV de I'amiodarone dans l'oxyde de propyléne est
inchangé.

- l'autre hypothése est d'ordre technique. Les ions iodures sont formés
dans le plasma en trés grande quantité et une saturation du systéeme de

détection pourrait survenir.

5) Analyses FTMS des polymeéres dopés

a) Présentation des tests

Les précédentes analyses ont été effectuées sur la microsonde
LAMMA 500, les échantillons se présentant par nécessité sous forme de
coupes minces. L'analyse directe des blocs de polyméres dopés est alors
réalisée sur la microsonde FTMS, adaptée par sa configuration en
réflexion a l'analyse des échantillons massifs. La résine épon ainsi qu'un

autre polymeére d'enrobage ont été testés.

Pour ces expériences, la longueur d'onde utilisée est 193 nm et
I'énergie sur I'échantillon est de 12,5 pJ par pulse laser. Le faisceau
laser est peu a peu défocalisé afin de moduler I'irradiance. Les
valeurs des paramétres instrumentaux correspondent a celles qui ont été

optimisées.

Partie IV. Analyse in-situ



110

b) Résine EPON
Le bloc d'épon dopé & I'amiodarone & 4000 ppm est analysé dans les

conditions expérimentales précédemment décrites. Quelle que soit la
valeur de lirradiance (5.10% a 5.107 W/cm?2), 'amiodarone n'est jamais

détectée, méme en accumulant les tirs laser au méme endroit pour

analyser en profondeur (spectre 15).
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Spectre 15: Bloc d'épon dopé a 'amiodarone (4000 ppm) analysé par
FTMS - 193 nm - 2.107 W/cm2

¢) Résine TECHNOVIT

La méme expérience est réalisée en préparant un bloc avec une

autre résine d'enrobage dénommée "technovit" et constituée d'un

CH,
’ |
CH,—
n
O~ 'CH,

La polymérisation s'obtient a température ambiante et elle est

polymeére acrylique :

instantanée lorsque les deux composants (solide et solvant) sont mis en

contact. L'intérét d'une telle résine est multiple : 'amiodarone est
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introduite directement dans le solvant, I'hnomogénéité étant assurée par
un brassage énergique. Les interférences spectrales avec l'amiodarone
sont peu nombreuses car il y a peu de recombinaisons. Ensuite la’

préparation est extrémement rapide.

Une concentration en amiodarone dans la résine supérieure & 4000
ppm est choisie pour réaliser le premier test : 20 000 ppm. Lorsque le
laser est focalisé (irradiance : 7.107 W/cm2), le spectre de masse
correspondant n'est constitué que de signaux dis a des clusters non
significatifs. Par simple défocalisation, I'irradiance atteint environ
2.107 W/cm2 et les fragments caractéristiques de l'amiodarone a m/z=
100, 392, 489, 518, 602 apparaissent (spectre 16). En diminuant la
concentration de l'amiodarone dans la technovit 3 10 000 ppm, plus

aucun fragment n'est détecté.

*
518
*
100
»*
*
392 *
37 489
247 * 669
347 602
R R A PR AR na SR AR e
) rAn N0 400 S00 500 760

Spectre 16 : Analyse d'un bloc de technovit dopé a I'amiodarone
(20 000 ppm) - 193 nm - Irradiance : 2.107 W/cm2

(* fragment connu de 1'amiodarone)
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6) Conclusions sur l'analyse des polyméres dopés 2a l'amiodarone

L'analyse de polyméres dopés & I'amiodarone par LAMMA 500 n'a
pas permis de détecter les fragments caractéristiques du compose
organique en ions positifs. En ions négatifs, quelle que soit la
concentration dans le polymére dopé, le signal correspondant a l'iode
est pratiquement constant.

Une premiére hypothése a été avancée. Certaines liaisons C-l sont
rompues pendant la polymeérisation et I'iode, sous forme libre, peut étre
dissout dans l'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 tres faible.

Une autre hypothése, beaucoup plus probable, serait d'ordre
instrumental. En ions négatifs, les courants sont beaucoup plus
importants qu'en ions positifs, car le rendement d'ionisation par
capture électronique est meilleur. Il peut y avoir saturation du
détecteur. En effet, s'il 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
1) Introduction

Le but ultime de notre travail est la localisation in-situ d'un
médicament (composé organique) comme I'amiodarone dans un
échantillon tissulaire par une information spectrométrique qui

lui sera propre. L'amiodarone se fixe préférentiellement sur les
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phospholipides du fait de son caractére amphiphile (elle présente une
partie lipophile et une partie hydrophile) (voir partie II). Les
phospholipides sont présents dans toutes les cellules vivantes. lls sont
insolubles dans l'eau, mais solubles dans les solvants organiques tels

que le diéthyl-éther, le chloroforme ou le benzéne.
2) Généralités sur la_préparation i iologique

a- Introduction

La plupart des cellules dans l'organisme vivant contiennent plus
de 70% d'eau. L'observation et, par conséquent, 'analyse des coupes
histologiques placées dans un appareil travaillant sous vide
nécessitent une préparation spécifique qui lui permettra de conserver
sa structure. Pour cela, I'échantillon doit étre fixé puis déshydraté,
éventuellement congelé... La fixation, la déshydratation, suivies de
I'enrobage dans une résine, constituent les étapes obligatoires pour la
majorité des échantillons biologiques. La condition principale 4
respecter pour analyser un tissu biologique est d'en maintenir
l'intégrité géométrique et physique dans ses détails les plus fins.
L'élimination de Il'eau conduit & des changements de la structure
biologique; aussi quelles que soient les précautions prises, dans tous
les cas I'échantilion sera modifié. L'histologiste a conscience qu'il
introduit automatiquement des artéfacts et il doit en tenir compte.

Par exemple, une fois les tissus kplongés 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
/(proté'l"nes,...), sont trés complexes et encore peu comprises. Les

éléments coexistants sous formes liée et libre ne sont pas affectés de
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la méme fagon. Les histologistes utilisent classiquement les alcools,
les aldéhydes, I'acétone pour la fixation ; la paraffine, le polystyréne,
le polyméthacrylate de méhyle pour lenrobage ; le xyléne, le toluéne, le

benzéne, le chloroforme pour laver les tissus.

b- Fixation
Le but de la fixation est de préserver la structure de la celliule a

I'état vivant et d'éviter ensuite tout dérangement lors de l'enrobage, du

découpage ou de l'analyse. Il existe deux types de fixation : physique ou
chimique.

- Dans le premier cas, le tissu est congelé, donc fixe
physiquement. Ensuite il est soit lyophilisé, soit fixé une seconde fois
par voie chimique.

- Dans le second cas, le tissu frais (un cube d'environ un mm?3) est
placé dans un bain de fixateur tamponné : glutaraldéhyde, formaldéhyde,
oxyde d'osmium ou permanganate.

* Le glutaraldéhyde HOC(CH,);COH est un dialdéhyde trés actif qui fixe

les protéines par ses deux fonctions aldéhydiques -(H)C=0O. Ceux-ci

induisent une réaction classique de réduction ; il s'agit d'un processus
tres rapide.
* Le tétroxyde d'osmium OsO, agit par réaction d'oxydation ; il permet

la fixation des lipides mais il est peu pénétrant.

Les fixateurs ne sont pas des conservaieurs.
Pour conserver les échantillons traités, il faut y adjoindre un
autre composé. Il existe essentiellement deux types de conservateurs :

- soit 4 base de phosphate (_Na2HPO4)
- soit & base de cacodylate (Na(CH,;),As0,)
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c- Déshydratation
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 a remplacer le milieu
aqueux intracellulaire par un milieu solide amorphe permettant
d'augmenter la consistance mécanique des tissus fixés afin de les
débiter sans qu'ils ne se déchirent ni s'écrasent. Des problemes de
tension interfaciale et de miscibilité de solvants ont conduit a
optimiser les séquences successives d'immersion dans des mélanges de
solvants aboutissant finalement au monomeére ou au prépolymeére de la
résine d'inclusion. De cette fagon, I'agent déshydratant est peu a peu
remplacé par le solvant du milieu enrobant jusqu'a ce que le tissu en
soit totalement imprégné.

Une des résines les plus communément utilisées est la résine
époxy. La polymérisation est amorcée par un mécanisme anionique a
partir d'un monomére époxydé tel que I'oxyde d'éthyléne, le
1,2-époxypropyléne... Les produits commerciaux utilisés sont
pratiquement toujours des prépolyméres plus ou moins visqueux
auxquels sont mélangés un "initiateur" et un accélérateur (par exemple,

le tris-Diméthylaminoméhyl phénol -DMP).

e- Contraste des coupes

Les effets de contraste sont le résultat du rendement différent de
I'émission secondaire en chaque point de I'échantillon qUe balaye Ia

sonde. Les composés utilisés fréquemment comme contrastants sont le
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tétroxyde d'osmium, l'acétate d'Uranyle, des sels de plomb, des sels et
complexes d'argent, l'acide phosphotungstique, des sels de mercure, de
bismuth, de césium, des sels auriques et platiniques. De ce fait, cette
technique exploite les jnteractions sélectives entre des sites
macromoléculaires et les divers sels de métaux lourds, permettant

ainsi de contraster préférentiellement certaines zones, ce qui est trés

utile pour le repérage au microscope.

f- Cryo-ultramicrotomie

La congélation d'échantillons biologiques permet de fixer par le
froid et conduit a un durcissement des structures, ce qui est egalement
recherché lors de linclusion dans une résine plastique. Toutefois, il est
encore nécessaire de post-fixer chimiquement les échantillons a
observer au microscope électronique. La congélation offre l'avantage

d'écourter les durées d'action et de diminuer les concentrations en
fixateurs.

Lors de la congélation, la solidification de la phase liquide 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
vitreux. Mais seuls les petits échantillons (<5um) peuvent étre
vitrifiés. Aussi, la seule alternative est de créer un état
microcristallin déns lequel I'eau se transforme en un trés grand nombre
de minuscules cristaux de glace qui éviteront I'éclatement des cellules.
Ceci est possible sur environ 1 mm3. Un grand nombre de problemes
liés a l'eau de cristallisation peut étre surmonté en additionnant a I'eau
des substances miscibles antigel: ce sont des composés de bas poids

moléculaires (glycérol, DMSO,...) suffisamment efficaces pour étre
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utilisés comme additifs dans les études morphologiques. Ces molécules
appelées cryoprotectants évitent la formation de cristaux de glace
intracellulaires (97).

Pratiquement, le bloc de tissu est congelé directement et
sectionné sans inclusion. Les coupes fraichement sectionnées sont
récupérées sur une goutelette d'un fluide non congelable comme par
exemple un mélange eau-diméthylsulfoxyde ou une solution concentrée

de saccharose dans l'eau.

3) Préparation des coupes histologiques

Tous nos échantillons biologiques sont préparés par la Société
Sanofi, qui injecte la substance aux animaux, préléve 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 (Beagle)

- 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 prélévements sont réalisés par biopsie pour les
chiens et sur les rats occis. Les tissus prélevés sont préparés selon une
technique conventionnelle : les blocs de tissus (<1mm3) sont placés une
nuit dans une solution de glutaraldéhyde & 4% 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 um d'épaisseur' sont sectionnées. Ces coupes ultra-fines,

recueillies sur grilles, sont placées dans des boites a contraste,
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spécialement congues pour la microscopie électronique (Balzers). Une
post-fixatibn par le tétroxyde d'osmium (solution a 2% additionnée de
saccharose, tamponnée avec du cacodylate de sodium) permet d'obtenir
une meilleure préservation des échantillons ainsi qu'un meilleur

contraste.

Les coupes préparées en ultracryomicrotomie ont également été
analysées sur LAMMA. Le bloc de tissu fraichement prélevé est congelé
et fixé par le glutaraldéhyde, puis éventuellement par le tétroxyde

d'osmium.

4) Protocole d'analyses

Nous avons travaillé conjointement avec I'équipe de Sanofi pour le
repérage par microscopie électronique des coupes histologiques avant
et aprés les analyses par microsonde LAMMA. Le protocole d'analyse se

déroule comme suit.

* Premiére étape : fabrication et repérage des coupes nheuves

Les zones & repérer sont celles qui sont riches en phospholipides (car
fixation préférentielle de l|'amiodarone). Elles sont repérées  par
microscopie électronique a balayage (MEB) et photographiées. En effet,
les phospholipides sont reconnaissables (zones sombres) lorsque le

tissu a été fixé avec le tétroxyde d'osmium.

* Deuxiéme étape : analyses LAMMA
Les coupes sont analysées par microsonde LAMMA. Le microscope a
immersion équipant le spectrométre de masse ne permet pas

actuellement de visualiser correctement la coupe et une
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reconnaissance de la structure est difficile, 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,
suffit-il de faire 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.

* Troisiéme étape : Photographies des zones irradiées
Une nouvelle observation au microscope électronique permet de repérer

exactement les zones irradiées et de les photographier.

* Quatriéme étape : Analyses des résultats

La comparaison des photographies avant et . aprés l'irradiation laser
permet de connaitre la nature du tissu détruit. Ainsi la confrontation de
nos spectres de masse avec le lieu géographique d'ou 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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Ganglion Mésentérique:
Coupe déposée sur une grllle
de microscopie électronique
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Longueur d'onde : 286,5 nm
Energie sur I'échantilion : 0,5 uJ
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5) Analyses Lamma

Les analyses des coupes histologiques ont été réalisées sur 5 séries.

- 1¢re gérie tissu enrobé dans épon, épaisseur 0,25 um

- 28me gérie  tissu enrobé dans épon, épaisseurs variables

- 3%me gérie  tissu enrobé dans épon, sans fixation a I'osmium,
épaisseur 0,25 um

- 4%me gérie  cryocoupes sans traitement é l'osmium, sans contraste,
épaisseur 0,25 um

- 5%me gérie :  idem, épaisseur 0,5 um

La valeur "0,25 pm" choisie pour l'épaisseur des coupes est le résultat

d'un compromis pour les deux techniques utilisées : LAMMA et MEB.

a- Analyses des tissus enrobés dans l'épon

Deux longueurs d'onde spécifiques ont été utilisées : 228,8 et
291,4 nm. En effet, chacune met en jeu un processus d'ionisation
différent. Aux plus courtes longueurs d'onde (A < 240 nm ; hv > § eV),
les mécanismes de désorption laser sont complexes et une coupure
photochimique des liaisons (ruptures homolytiques) directement a
partir du solide est plus probable. Les plus grandes longueurs d'onde
induisent des processus d'ionisation multiphotonique qui favorisent

plutét la désorption thermique (cas du laser CO,) et la formation d'un

microplasma.

i) Analyse de Ia résine Epon

Voir le paragraphe D (4 a) correspondant a l'analyse du polymere.

ii) Anal 3moin
Dans un premier temps, nous avons étudié les spectres LAMMA des
coupeé témoin aprés lirradiation laser. L'optimisation des paramétres

expérimentaux - potentiels d'extraction et de réflection - et de
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I'énergie sur I'échantillon (1uJ) permet d'obtenir une extraction
optimale des ions de hautes masses. |

Le diamétre de l'impact laser est de 2 a 5 um lorsque le laser est
focalisé et peut atteindre 10 um en défocalisant (soit une irradiance
variant de 10° a 108 W/cm?2). L'intensité des pics de masses inférieures
a3 250 amu est nettement supérieure au bruit de fond. Au-dela, les

signaux sont faibles, voire inexistants, et, dans tous les cas aléatoires.

t6moi t 3 cibler | . tribuables & | b (biologi
épon). L'observation de la coupe au microscope équipant le LAMMA
permet de repérer deux zones distinctes - une zone claire,
certainement le polymére, et une zone plus sombre contenant les
cellules repérées.

Le tableau VIII présente le bilan des masses qui semblent

significatives du matériau analysé :

Zones claires
27/28/29/30/31/39/41/43/44/56/70/77/79/91/115/128/191

Zones foncées correspondant aux cellules repérées
39/40/50/51/61/63/65/66/74/75/79/86/109/110/122/133/323

Tableau VIl : Masses présentes sur le spectre de masse en fonction de
la nature polymérique ou tissulaire de la zone
irradiée de la coupe biologique.

- Les spectres de masse ne présentent quasiment pas de pics aux
masses supérieures a m/z=250.

- On note sur tous les spectres un massif de pics (m/z=187, 188, 189,
190 et 192), qui est attribuable a 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 étre
prudent quant a l'interprétation des spectres futurs : ces pics de hautes

masses apparaissent en effet de maniére aléatoire.

iii) _Influence _de la lon r d'on

Les spectres 17a et 17b sont obtenus respectivement a 286,5 et

228,8 nm.
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SPECTRE b : 228.8 nm

Spectres 17 : Analyse par LAMMA de coupes histologiques

- a4 286.5 nm, lintensité des pics est en général trop faible. Le spectre
présenté est obtenu sans préamplification. En effet, son utilisation
n‘apporte aucune information supplémentaire car le rapport

signal/bruit reste dans tous les cas a peu prés identique.
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- a228.8 nm, Ie/ rendement ionique est meilleur. L'osmium utilisé
pour la fixation des coupes s'ionise d'ailleurs particuliérement bien. On
constate que le diamétre des impacts Iéser est plus petit que celui qui
est obtenu a 286.5 nm. Ainsi, plus la longueur d'onde est basse et plus

la focalisation sur I'échantillon est aisée.

iv) Influen 'épai r

Deux autres épaisseurs ont été testées pour les deux types de
tissu biologique analysé (PO poumon, GM ganglion mésentérique) : PO (0,125
um), PO (0,370 um), GM (0,125 um), GM (0.370 um). La longueur d'onde
de travail est 291,4 nm. (Il convient de noter que les processus

d'ionisation entre 286,5 et 291,4 nm sont les mémes)

Le tableau suivant propose un bilan de nos observations en fonction de

I'épaisseur de la coupe et de I'énergie déposée sur l'échantillon :

énergie sur

I'échantillon Spd 2,5pd 1ud

]
0,370 |o0,125 0,370

Beaucoup de pics | pans les 2 cas L'aspect L'ioni-

épaisseur
de la coupe

T
I
0,125 | 0,370 |0,125
i
|

e e — g

Bilan de nos m/z<100 amu pas de pics aux [des 1 sation
observations rien >3Q0 amu masses >250 basses | est
au regard ! !
. masses , nulle

des spectres Intens.,mf idem I
obtenus > bruit 1 Peud

de fond | eude |

pour ] hautes 1

quelqu 94 masses!

m>30Q 1 ]

Tableau IX: Commentaires a propos des spectres de masse obtenus en
fonction de I'énergie incidente et de I'épaisseur de la coupe.
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On constate que : | |

- a haute énergie, quelle que soit I'épaisseur, la fragmentation est
importante

- a plus faible énergie, I'épaisseur 0,37um est trop importante ; il n'y a

plus d'ionisation.

Les enseignements, que nous ont apportés ces tests, sont d'une
part qu'il n'est pas bon d'analysyer les coupes a 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 problémes. En effet, le volume irradié est moins
important et par conséquent les molécules cibles ionisées sont
proportionnellement\ en plus faibles quantités. De plus, cette faible
épaisseur induit une moindre résistance du tissu et des morceaux
importants de la coupe (au dela du simple diamétre -du faisceau laser)
sont emportés. En revanche, une épaisseur trop importante est difficile

a percer.

Il semble que la valeur de 0,25 um, retenue au préalable, soit la
meilleure épaisseur pour des coupes histologiques destinées a étre

analysées par microsonde LAMMA.

Anal 3pai r m) en ion itif
Une étude compléte 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 a
l'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. |l pourrait alors étre caractéristique d'un
métabolite de I'amiodarone ou d'une ionisation particuliere de lIa

molécule cible compte-tenu de son environnement.

Cette étude de tous les spectres LAMMA nous améne aux conclusions

suivantes :

* fragments connus de basses masses

Le pic de masse m/z=100, caractéristique de I'amiodarone, n'apparait
pas.

* fragments connus de hautes masses

En hautes masses, les signaux se confondent avec le bruit de fond.
Certains pourraient, du fait de leurs intensités supérieures au bruit de
fond, correspondre a I'existence effective d'un ion. Toutefois la
Ioéalisation de l'impact laser sur la coupe permet d'affirmer que la
probabilité qu'il y ait de I'amiodarone dans cette zone concernée est
nulle, sinon faible.

* fragments inconnus de hautes masses

Nous avons cherché si, statistiquement, ces pics qui semblent
apparaitre souvent, sont reproductibles. La confrontation des
fréquences d'apparition de ces hautes masses et des localisations des
lipides, et donc de I'amiodarone, sur micrographie conduit a une
conclusion négative. Ces signaux sont aléatoires et ne sont pas

significatifs.
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vi) Analyse des coupes (épaisseur 0.25 um) en ions négatifs

Notre intérét s'est & nouveau porté sur liode (m/z=127), fragment
caractéristique de I'amiodarone. De plus, c'est un élément qui n'est pas
présent naturellement dans les tissus bioldgiques. Sur une grille
supportant une coupe, nous avons balayé systématiquement avec le
laser une zone donnée ; chaque impact a été repéré et le spectre
correspondant & cette zone irradiée (1 & 5 um?) a été enregistré. Pour
chacun de ces spectres, l'intensité absolue du pic de l'icde est notée et

reportée sur la photographie faite apres les impacts.
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Ces expériences permettent de constater que les zones irradiées,
I t nai ) d I I s le_signal liod I
important, ne correspondent pas aux zones phospholipidiques supposées
renfermer l'amiodarone. Les deux spectrés choisis pour illustrer cette
remarque représentent effectivement les deux cas extrémes : d'une
part, pratiquement pas d'iode dans une zone riche en amiodarone et,
d'autre part, un signal trés intense d'iode dans une zone pauvre en
amiodarone (spectres 18) !

L'iode est un élément certainement trés diffusible; aussi doit-il
migrer sous forme libre. Sa présence ne serait alors plus forcément
associable a celle de l'amiodarone. Ceci impliquerait qu'il y a eu
métabolisation préalable. En effet, on sait que les vitesses de
métabolisation sont trés importantes (voir partie 1lI). Nos résultats
semblent contraires a ce qu'a affirmé I'équipe de Van Vaeck lorsqu'elle
a analysé par microsonde LAMMA 500 les mémes coupes dopées a
I'amiodarone. Selon elle, liode reste I'élément traceur de l'amiodarone
par la technique LAMMA (98).

Nous avons constaté sur les spectres précédents qu'il existe
souvent la série de pics de moyenne a forte intensité aux masses m/z=
187, 188, 189, 190 et 192, correspondant aux isotopes de l'osmium. Les
tissus analysés sont effectivement fixés par le tétroxyde d'osmium.
Celui-ci s'ionise facilement et ce, peut-étre, au détriment des espéces

organiques. Les tests suivants ont été motivés par cette remarque.

[ r 3 Y
Sur I'hypothése qu'une part importante des photons induit
I'ionisation préférentielle de l'osmium présent dans les coupes,

d'autres coupes, préparées 4 partir de poumons et de ganglions
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meésentériques de rats sans traitement au tétroxyde 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 W/cm2. Les spectres
de masse obtenus n'apportent aucune information particuliére sur la
présence d'amiodarone. En effet, le balayage systématique des
différentes zones repérées ne réveéle ni la présence formelle de
I'amiodarone par un de ses fragments caractéristiques, ni I'existence
d'une ou plusieurs masses marqueuses résultant d'une ionisation

particuliéere 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 dis au tissu biologique
et que l'utilisation d'une coupe préparée a partir d'un tissu enrobé
dans une résine ne facilitait pas les analyses. Les cryocoupes sont
obtenues en congelant le tissu biologique sans inclusion dans une
matrice polymérique. Logiquement, l'analyse de ces coupes devrait
minimiser les effets de matrice et faciliter ainsi la désorption de
I'amiodarone, si elle est concentrée dans une zone particuligre (riche en

phospholipides).

Les spectres obtenus lors de l'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 échantillons congelés se sont révélés étre 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, il est clair que I'exploitation de cette technique
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reste entidérement a faire puisque les problémes 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 Il'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 désorption et I'ionisation de
I'amiodarone. Les coupes témoins ne permettent pas de donner un
spectre de masse qui soit caractéristique du matériau biologique ;
celui-ci est extrémement inhomogéne 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 a la détection de la molécule
cible. La détection directe de I'amiodarone par ses fragments
caractéristiques n'est donc jamais réalisée. La localisation de la
molécule par des pics qui apparaitraient spécifiquement lorsqu'on
irradie une zone contenant I'amiodarone n'a pu étre 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 & reconsidérer
du fait que les échantillons n'ont pas été préparés de fagon
satisfaisante. En effet, la fixation des lipides n'était pas correcte et
la recherche de I'amiodarone dans les zones riches en phospholipides
était & forciori vouée a l'échec.

L'analyse LAMMA des coupes biologiques n'a pas été une analyse
simple ; la non-détection de notre cible organique dans la matrice

biologique peut s'expliquer par la nature méme de I'échantillon a
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analyser et par- la nature de la technique d'analyse : une bonne
résolution spatiale est nécessaire pour avoir une localisation
suffisamment précise par rapport & la taille des cellules. La taille du
spot laser focalisé est de 1 a 5 um selon I'énergie délivrée par pulse.
De plus, I'épaisseur de la coupe est de 0,25 pum et la quantité de
matiére vaporisée est trés faible. L'amiodarone est en faible
concentration dans le tissu, aussi sa détection en est d'autant plus
difficile. Une épaisseur légérement supérieure a la valeur actuellement
fixée permettrait éventuellement de limiter ces zones qui éclatent
littéralement sous I'impact laser. :

D'un point de vue tec.hnique, la reproductibilité d'un spectre a
I'autre n'est pas assurée : elle dépend de la variation locale de
I'épaisseur de la coupe, d'une variation instantanée de I'énergie du rayon

laser.

F - CONCLUSIONS DU CHAPITRE 11

L'amiodarone est un composé organique, qui désorbe relativement
bien sous l'effet d'une irradiation laser et qui se fragmente de maniére
caractéristique.

Dispersée dans un polymére époxy, sa détection par microsonde
LAMMA en transmission n'a pas été obtenue, quels que soient les
paramétres instrumentaux (potentiels, longueurs d'onde, focalisation du
laser). Egalement sur microsonde LAMMA 500, en mode transmission,
Van Vaeck (114) a montré l'existence d'une épaisseur limite de
polymére (5nm) 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 polymére a été

tentée directement par FTMS ; la géométrie du systéme étant en
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réflexion. Dans le bloc d'épon, I'amiodarone présente a 0,4% n'est
jamais détectée, méme lorsqu'il y a accumulation de tirs laser au méme
endroit. La méme expérience, faite pour un bloc de technovit dopé a 2%
en amiodarone, a permis de détecter sans contestation le fragment
(M-)* & m/z=518. En revanche, dés que la quantité d'amiodarone est

inférieure a4 1%, la réponse n'est plus significative. Ces derniéres

expériences ont été réalisées récemment & 193 nm, tandis qu'a 249 nm
nous n'obtenons aucun résultat. Cet effet de la longueur d'onde

En effet, il semblerait qu'au dela d'un certain seuil de
concentration (variable selon le polymére d'enrobage), des interactions
physico-chimiques soient prépondérantes et empéchent la

désorption/ionisation de la molécule cible.

La recherche de l'amiodarone dans un tissu biologique s'est soldée
par un échec. En ions positifs, aucun signal suffisamment intense et
significatif n'existe en hautes masses. En ions négatifs, I'iode est
détecté mais la localisation de l'iode ne correspond pas forcément a
une localisation exacte de [I'amiodarone. Les interactions entre
I'amiodarone, le tissu biologique et le polymére d'enrobage sont
vraisemblablement responsables de la non détection du composé.

L'analyse de cryocoupes permettait a-priori d'éliminer, en
supprimant le polymére d'enrobage, bon nombre des causes d'interaction
avec la molécule cible. Aujourd'hui, nous ne pouvons conclure quant a la
réussite ou non de ces analyses. Celles qui ont été réalisées ne sont pas
significatives, essentiellement parce que le protocole de fixation des

phospholipides n'est pas encore au point.
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En paralléle de toute cette premiére phase de travail, nous nous
étions intéressés aux techniques classiques utilisées pour améliorer
les rendements en ions moléculaires. Par exemple, I'addition de sels,
l'ajout d'acides divers, l'utilisation de matrices FAB ont été testés en
analyse LAMMA sur I'afniodarone. Les résultats étaient fort

encourageants, mais difficilement applicables aux tissus biologiques.

De nouvelles techniques de désorption de molécules organiques
assistée par matrice ont été publiées. Elles ont été testées au
laboratoire sur le spectrométre de masse FTMS et elles nous ont permis

une nouvelle approche de notre probléme.
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CHAPITRE I

ETUDE DE LA CODESORPTION
EN IMPACT LASER

A - INTRODUCTION

La spectrométrie de masse par désorption laser est a présent une
technique analytique reconnue pour les composés organiques non
volatils. La littérature fourmille d'exemples démontrant son potentiel.
Toutefois, pour beaucoup de molécules de haut poids moléculaire, les
spectres ‘en ions positifs et négatifs révelent une fragmentation
importante.

La situation peut étre différente si la molecule est capable de se
lier avec un ion alcalin. Ainsi les molécules polaires, qui ont
suffisamment d'affinité avec eux, forment préférentiellement les ions
quasimoléculaires cationisés (M+Na)* (99-103). D'autres ions
métalliques (Ag, Cu, Mg,...) peuvent initier 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 riche en électron) plutét que sur l'ionisation directe de la
molécule par arrachage d'un électron : M - e = M+- (106).

Seydel et Lindner (101) ont montré linfluence d'un sel alcalin
ajouté & 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, l'intensité du signal de

I'ion quasimoléculaire et le degré de fragmentation sont contrélés. 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 dis a la formation de

clusters ((Nal) Na)* sont formés car il y a trop de neutres Nal dans la

phase gazeuse. Les auteurs proposent dans une communication plus
récente (107) une technique d'élucidation structurale d'un
lypopolysaccharide. Pour cela, ils induisent différents clivages
caractéristiques en additionnant un iodure de césium ou de sodium. Les
spectres LAMMA obtenus dans ces conditions, complétés par des
expérimentations de désorption laser en ions négatifs (afin de
connaitre les résidus des acides gras) permettent une caractérisation
compléte du lipide A. ‘

Wright et col. ont étudié la cationisation de différentes molécules
de sucres (108) sur un spectrométre de masse triple quadrupole adapté
pour I'expérience. L'échantillon, constitué d'un mélange de sucre et de
carbonate alcalin, est déposé sur le porte-échantillon en argent
préalablement mouillé avec du glycérol. L'angle entre le faisceau laser
et la surface de la sonde est de soixante degrés. L'irradiance du laser
CO, est de 800 W/cm? pour un diamétre du spot laser, focalisé par une
fenétre de germanium, d'un millimétre. La matrice constituée du
mélange glycérol/carbonate alcalin permet d'obtenir des signaux trés
intenses en utilisant ce laser CO, de faible puissance. En fonction du
sel alcalin choisi, il est possible de moduler les résultats. Les diverses
fragmentations sont discutées et il est montré que l'ion
(monosaccharide+Na)* provient directement de la fragmentation du

disaccharide cationisé, et non pas du monomére qui se serait
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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 probléme de la cationisation en
spectrométrie de masse par ionisation laser (microsonde LAMMA 1000),
afin d'étudier la désorption comparée de différents sucres ainsi que
l'influence de différents ions métalliques sur la désorption d'un sucre.
Les ions métalliques de degré d'oxydation +1 sont les meilleurs 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 lintensité du signal.

Pour étudier les différents processus induisant la fragmentation
de molécules neutres préalablement désorbées d'un solide par
irradiation d'un laser CO2 (IR), Grotemeyer et col. (110) ont additionné
une matrice minérale a leur échantillon. Les fragments cationisés
observés sont dis soit a la désorption IR, soit a lionisation
multiphotonique. La matrice permet de contrbler 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 IR,
permettent d'augmenter le rendement d'un seul tir laser. Cet effet
semble plus important dans le cas des peptides & chaines latérales non
polaires. Mais, pour tous les peptides, l'augmentation du rendement
ionique est significative. |

Chiarelli et Gross (111) ont analysé des mélanges d'amino-acides
et de tripeptides par LD-FTMS a 1064 nm. Les composés organiques sont
mélangés a poids égal avec une matrice de chlorure de sodium.

L'irradiance du laser est égale a 2.106 W/cm2. Les ions spécifiques
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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 l'augmentation des ions (M+Na)* et (M+H)*.

Sur microsonde LAMMA 500, seuls Seydel et Lindner onf pu
désorber des molécules organiques complexes (112). Leur technique est
tout & fait originale. L'irradiance du laser atteint des valeurs trés
élevées (1011 W/cm?2). Les molécules sont déposées en film trés épais
(20um) sur la grille de microscope électronique. Lors de lirradiation
laser, le film n'est pas perforé et des molécules cibles intactes sont
éjectées du coté opposé au laser par un phénoméne d'onde de choc .
Ainsi, le composé a analyser joue lui-méme le rbéle de matrice

désorbante !...

L'influence du pH peut également étre mise en jeu pour mieux
désorber des molécules intactes en favorisant I'ion (M+H)*. En SIMS,
Todd (113) a montré l'augmentation du rendement en ions secondaires
moléculaires en utilisant une matrice constituée d'un acide de Lewis
pour analyser des composés aromatiques. De méme, l'analyse par
désorption de champ de l'adénine (114) dans de l'eau acidifiée par
I'acide chlorhydrique donne un ion (M+H)* plus important comparé a
celui obtenu dans l'eau pure. Une trés large gamme de composés
zwitterions a donné des spectres, également en désorption de champ
(115), extrémement simples lorsque les composés sont additionnés en
quantité equimolaire avec un acide non volatil tel que I'acide

paratoluénesulfonique.
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La premiére partie 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
matrice absorbant les photons émis par le faisceau laser et
redistribuant I'énergie est une autre voie possible pour aboutir a

l'ionisation et & la désorption de molécules organiques non volatiles.

Hillenkamp et col. (116) ont eu l'idée d'ajouter un composé
additionnel A leur molécule organique, succeptible d'absorber I'énergie
qu'apporte le laser (et donc servant de matrice solide), pour ensuite la
redistribuer. L'acide nicotinique est la molécule principalement
utilisée a cet effet, puisqu'elle présente un maximum d'absorption a
266 nm (longueur d'onde du laser Nd-YAG quadruplé). Des valeurs
précises de l'irradiance du laser sont imposées pour que la désorption
ait lieu : 1 a 5.107 W/cm2. Depuis, ces chercheurs ont fait de
nombreuses publications et communications qui ont bousculé les idées
en matiére de désorption laser appliquée a l'organique. il est devenu
possible de déterminer sur un spectrométre a temps de vol des poids
moléculaires extrémement élevés : la derniére limite atteinte par
I'équipe d'Hillenkamp est, & ce jour, de 250 000 uma. Mais pour
atteindre de telles masses, il a été fondamental d'apporter au prealable
des modifications 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 I'émission des électrons secondaires au niveau du
détecteur (117). Sur notre LAMMA 500, la valeur de ce potentiel
particulier est fixé a 6000 V.
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Une autre équipe (118) a également travaillé sur ces transferts
d'énergie via une matrice (mélange de glycérol et de poudre de cobalt
finement divisée (300 A)). Le liquide est irradié a 337 nm avec un laser
a 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 moléculaire de nombreux protéines et polyméres
jusgqu'a 34 000 uma. Le rdle de la matrice est, d'une part pour la poudre
métallique, d'augmenter la vitesse d'échauffement de l'échantillon et,
d'autre part pour le glycérol, de redistribuer I'énergie fournie par le

laser sur un temps plus long.

Depuis, d'autres équipes ont reproduit les expériences

d'Hillenkamp et les ont adaptées :

Sundqvist et col. (119) ont travaillé 4 266 nm avec un TOF linéaire.
L'irradiance du laser est au maximum 108 W/cm2. Dans ces conditions,
ils reproduisent qualitativement les résultats d'Hillenkamp. Leurs
spectres de masse présentent toutefois deux différences notables : un
important bruit de fond expliqué par l'utilisation d'un TOF linéaire,
alors qu'il est pratiquement inexistant sur les spectres d'Hillenkamp et
une abondance des basses masses (50-500 uma). Ainsi dans le cas du
lysosyme, le signal de l'ion moléculaire ne représente que 10 % du
signal des ions de basses masses. lls discutent de l'effet de différents
paramétres expérimentaux qui maximisent lintensité des ions
moléculaires. Ces parameétres critiques sont donc les concentrations
absolues et relatives de I'échantillon et de la matrice, l'irradiance du
laser incident, le balayage du spot laser sur la surface de I'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 & 266 nm avec un TOF linéaire, puis recherché
d'autres matrices succeptibles de jouer le méme rdle que [I'acide
nicotinique. Les résultats obtenus leur permettent de conclure que :

i) l'absorption UV de la matrice seule n'est pas un critére 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 compléte en intensité du pic moléculaire.

ii) la présence de l'azote dans le chromophore n'est pas nécessaire
puisque l'acide 3-méthoxy, 4-hydroxy benzoique (acide vanillique) est
une trés bonne matrice. ' |

iii) la matrice thymine montre que la fonction acide n'est pas non plus
indispensable.

iv) la structure cyclique, = électronique, dans le chromophore n'est pas

essentielle : I'excellente matrice thiourée n'en posséde pas.

Le probléme principal, que posent toutes ces matrices, est de
créer des ions par addition d'une molécule de matrice ou d'un de ses
fragments a l'ion moléculaire de la cible ; ces ions sont difficiles a
séparer pour calculer la masse exacte de la protéine analysée. Aussi,
Beavis et Chait ont-ils étudié une nouvelle classe de composés (121) :
les dérivés de I'acide cinnamique. Selon les auteurs, ils présentent
l'avantage de réduire grandement la formation photochimique des
adducts (protéine+matrice-CO,). 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 a calculer la masse
moléculaire exacte des protéines. Les matrices les plus efficaces sont

les acides caféique, sinapinique et férulique. En résumé, quatre grandes
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classes permettent de désorber la plupart des protéines :

OOH H‘=4H

o A .

N N
X X
Aclde Acide Acide Aclde
Pyridine Pyrazine Benzolque Cinnamique

Carboxylique Carboxylique

(X,Y et Z représentent des groupements hydroxy ou méthoxy pour les composés dérivés)

* Ainsi l'isomére méta de l'acide pyridine carboxylique le plus utilisé
est |'acide nicotinique.

* De méme, le seul dérivé de I'acide pyrazine carboxylique employé est
I'analogue de l'acide nicotinique.

* Le meilleur dérivé de l'acide benzoique est l'acide vanillique (X=OH,
Y=OCH,). | |

* Finalement, les dérivés de l'acide cinnamique substitués en 3, 4 et 5
sont d'excellentes matrices (acide caféique : X=Y=OH, Z=H ; acide
sinapinique : X=OH, Y=Z=OCH3 ; acide férulique : X=OH , Y=OCH3, Z=H).
Ces trois derniéres matrices présentent une forte absorption UV & 355
nm, aussi les auteurs (122) montrent qu'elles permettent également
d'obtenir des spectres tout-a-fait conventionnels a des longueurs
d'onde supérieures & 266 nm. Ceci laisse entrevoir de nouvelles
perspectives quant a [utilisation d'autres lasers que les Nd-YAG

quadruplés.

Une autre expérience, extrémement intéressante et en marge de

celles précédemment citées, doit étre signalée. Williams et col. (123)
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ont pu volatiliser des molécules d'’ADN par ablation laser d'un film
mince de solution aqueuse d'ADN congelée. Le film est irradié sous vide
(10-6 torr) & 581 nm par un laser a colorant pompé par un laser
excimére. L'irradiance du laser varie de 108 & 108 W/cm?2. Elle doit étre
suffisante pour ablater la matrice de glace. L'éjection des molecules
d'ADN aussi lourdes que 410 000 uma a pu étre vérifiée par collection
des morceaux d'ablation et par analyse des masses par électrophorése

sur gel de polyacrylamide avec une détection autoradiographique.

Les expériences de désorption assistée par matrice sur
microsonde LAMMA 500 que nous avons réalisées en paralléle des
analyses des tissus biologiques s'inscrivent effectivement bien dans la
démarche scientifique actuelle. Toutefois, nos résultats n'ont pas été
aussi bons que ceux qu'obtient I'équipe d'Hillenkamp ; la configuration
de l'appareil, en mode transmission, n'est pas forcément adaptée a
la mise en oeuvre de ce type de désorption et surtout, ainsi que nous
I'avons souligné dans un paragraphe précédent, notre equipement ne

posséde pas de postaccélération.

De ce fait, des expériences de désorption ont été menées sur le
LAMMA 1000 au laboratoire du professeur Hillenkamp (Université de
Miinster - RFA). Les résultats trés encouragéants nous ont poussé a
travailler dans cette direction avec notre propre spectromeétre de
masse FTMS possédant la configuration en réflexion requise. La
désorption de I'amiodarone en fonction de divers paramétres (longueur
d'onde, focalisation du laser, présence ou non d'acide nicotinique) a été
étudiée ; notre motivation finale étant la recherche d'une matrice

polymérique mieux adaptée au probléme de I'analyse biologique.
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B - ESSAIS AVEC LA MICROSONDE LAMMA 500
1) rati es grille

La préparation des échantillons n'est pas une partie mineure de
I'expérimentation. Elle a donc demandé une mise au point particuliére.
En effet, des surfaces de l'ordre du micron sont vaporisées lors de
I'irradiation laser et il est, par conséquent, impératif que la
distribution des différents composants dans la matrice ou sur le film
de formvar soit homogéne afin que l'analyse soit représentative de

I'échantillon. Différentes techniques de préparation ont été testées :

1°) Cobroyage de I'amiodarone et du codésorbant : les
princibaux inconvénients sont qu'il faut vaincre I'énergie de
réseau des cristaux et que les spectres présentent un haut
degré de variabilité.

2°) Codéposition des solutions d'amiodarone et de
codésorbant sur une méme grille et séchage sur plaque
chauffante. Le dépé6t n'est pas homogéne.

3°) Dépbt du mélange préalablement effectué de I'amiodarone
(3.10-3M) et du codésorbant en solution dans le méthanol sur
une grille recouverte d'un film de formvar. A l'aide d'une
micropipette, un microlitre du mélange est déposé de fagon
reproductible. La grille est maintenue par une pince
anticapillaire, qui empéche la fuite du liquide. Le solvant est

évaporé par un flux d'air chaud.

Cette derniére méthode est finalement retenue, parce qu'elle permet

d'obtenir des films minces relativement homogeénes.
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2) Composés _testés

Les molécules testées sont essentiellement les composés
classiquement utilisés en_codésorption ou possédant une fonction acide
succeptible d‘aider la formation du (M+H)*. |l 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 utilisé pour recueillir les coupes histologiques
fraichement coupées, est testé comme éventuel codésorbant. La
nitrocellulose est communément employée en film mince (coIIodion).
déposé sur les grilles de microscopie électronique au méme titre que le
formvar. Sa structure se rapproche de celle du saccharose, aussi
l'avons-nous également essayée comme nouvelle matrice. Hercules
(124) l'avait utilisée pour améliorer la reproductibilité de la réponse
de la microsonde LAMMA 1000 lors d'analyses de composés organiques,
mais le gain en reproductibilité était obtenu au  détriment de
I'intensité absolue du pic moléculaire. Dans notre cas, les composés

testés sont :

- Acide paraToluéneSulfonique (ATS) :
CHy

S(%H

- Acide CamphorSulfonique (ACS) :
CI-&SC%H

- Acide Trichloroacétique (TCA) : Cl;C-COOH
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- Acide Trifluoroacétique (TFA) : F,C-COOH
- Saccharose (M= 342) :

% %

H

H H

H H20H

H

- Nitrocellulose : (segment de molécule de nitrate de cellulose)

0, NO
r CHo ONO2 OJL
+0 02

0, NO 0

o CH, ONO,

3) Essais de co-désorption

Les conditions d'analyse LAMMA sont :

longueur d'onde : 291,48 nm ,
potentiels d'extraction : TOF 6000V - REFL 785V - LENS 1100V

énergie sur I'échantillon : 0,5 & 1 pJ

diamétre de I'impact : 2 & 10 um

irradiance : 108 & 10'% W/cm?

L'efficacité des différents codésorbants est estimée en comparant
les intensités absolues du pic quasimoléculaire protoné (M+H)* de
masse m/z = 646 et du pic de base correspondant au fragment de masse
m/z = 518, avec celles obtenues pour le produit pur, dans les mémes
conditions expérimentales. Nous appelons, intensité absolue, le signal
qui est renvoyé par le photomultiplicateur en millivolts : I'intensité
absolue moyenne d'un pic est la moyenne des intensités absolues

collectées sur 30 spectres individuels différents.

Partie IV. Codésorption



146

(y mole) :

Le tableau suivant récapitule les intensités absolues moyennes
obtenues pour chaque mélange d'amiodarone (x mole) et de codésorbant
CO-DESORBANTS x:y m/z=518| m/z=646
Amiodarone seule (A) 1:0 |135 £ 97| 35 + 31
lodure de Césium 1:01 ] 211 £ 55 48 + 20
Chlorure de Potassium (KCl) 1:0,1 87 + 21 23 +7
Chlorure de Potassium 1:0.2 48 + 18 18 £ 7
Chlorure de Calcium 1:02 - -
Acétate de Sodium 1:02 - -
Acide Chlorhydrique 1:02 - -
Acide TriChlroroAcétique(TCA) |1 :0,2 | 109 £ 83 39 + 20
Acide TriFluoroAcétique(TFA) 1:1 87 + 35 28 £ 12
Acide CamphorSulfonique (ACS) |1 : 0,2 50 + 17 19+ 6
Acide pToluéneSulfonique(ATS) |1 : 0,2 81 + 25 31 + 19

Tableau X: Moyennes des intensités absolues (en mV) du pic
moléculaire (M+H)* m/z= 646 et du pic de base m/z=518
de I'amiodarone (x mole) en fonction du co-désorbant (y
mole). Les moyennes sont calculées A partir de 30 spectres individuels.
[INFLUENCE DU CODESORBANT SUR LES PICS
CARACTERISTIQUES DE L'AMIODARONE
| 250
n
t 2001
e 150H
n
S 100"
I 50
t
s 0 %_ P\ ] %.,_b.,_h.
Csl A TA  TFA KCI ATS ACS KCI
IEI 518 646 I
Courbe 2:  Influence de la nature du codésorbant sur les intensités

absolues du pic moléculaire et du fragment principal de

'amiodarone.
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Cet histogramme, issu du tableau qui le précéde, souligne I'effet
bénéfique d'un composé secondaire sur la désorption de I'amiodarone, et
plus particulidrement sur la formation de ses fragments
caractéristiques de hautes masses. L'iodure de césium (CsI) et
éventuellement l'acide trichloroacétique semblent étre les composés
les plus efficaces. Nous avons étudié plus particulierement leur

influence.
4) de TCA et Csl : influence d arametr

Nous avons contr6lé par spectroscopie UV qu'aucune dégradation
rapide de I'amiodarone ne survient lorsque ces composés sont ajoutés a
notre molécule organique. L'effet de la longueur d'onde sur la désorption
ainsi que [l'influence de la concentration en codésorbant sont

considérés.

a- Contréle par spectroscopie UV
Le spectre d'absorption de I'amiodarone pure en solution dans le
méthanol présente 5 bandes situées respectivement a 205, 242, 276,

282 et 310 nm. La transition & 310 nm a un caractére n — =n* et les

transitions 276 et 242 nm un caractére 1 — =n* (125).

L'addition équimolaire d'acide trichloroacétique a I'amiodarone
ne modifie pas son spectre d'absorption, excepté un léger décalage a
310 nm vers les basses longueurs d'onde. L'acide trifluoroacétique
est un composé plus polaire. Le décalage est plus accentué (environ 10
nm). Ceci rend compte d'une stabilisation de I'orbitale n de liode et,

par conséquent, d'un gap plus important entre I'orbitale "n" occupée et
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l'orbitale " =*" libre. En conclusion, on peut affirmer que ['addition

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 lion moléculaire. Des
séries de 30 spectres sont enregistrées pour chacun des codésorbants
et pour les deux longueurs d'onde de travail : 228,8 (5,4 eV) et 291,48
nm (4,3 eV). Les moyennes pour les intensités absolues des pics de

masses m/z= 518 et 646 sont calculées et récapitulées dans le tableau

suivant.
Longueur Intensités absolues (mV)
d'onde
Pics de masse m/z= 518 646

Amiodarone seule 228,8 nm 165 + 39 38 + 10

291,5 nm 135 97 35 + 31

Amiodarone + TCA | 228,8 nm| 190 + 34 79 + 15

(1:1M) 291,5 nm| 183 + 66 83 + 32

Amiodarone + Csl 228,8 nm| 203 + 37 52 + 13

(1: 0,1M) 291,5 nm| 211 + 55 48 + 20

Tabl Xl Moyennes des intensités absolues du pic moléculaire

(M+H)* et du pic de base m/z=518 de I'amiodarone en
présence de TCA et Csl, en fonction de la longueur d'onde

(Moyennes sur 30 spectres individuels)
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INFLUENCE DE LA LONGUEUR D'ONDE SUR LE
FRAGMENT 518

|
n 250
t 200
: 150 4
e 1001
i 501
t (o]
é Amio seule Amio+TCA Amio+Csl
I C] 228,8 nm 291,5 nm I
VINFLUENCE DE LA LONGUEUR D'ONDE SUR LE PIC QUASIMOLECULAIRE
| 646 I
| 100
N go
t
e 60
n
s 40
i
é 0 R

Amio seule Amio+TCA Amio+Csl

[J 2288 nm 291,5 nm

-

Les histogrammes tracés a partir du tableau XI rendent compte de

I'influence de la longueur d'onde :

* la formation de l'ion quasimoléculaire ou du fragment caractéristique

(m/z=518) n'est pas privilégiée & une longueur d'onde particuliére.

* toutefois, indépendamment de la longueur d'onde, on constate que la
présence d'iodure de césium semble favoriser la formation du fragment
de masse m/z = 518, tandis que I'ajout d'acide trichloroacétique mole a

mole avec |'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-il logique que la_longueur d'onde soit de faible
incid li ité d . is ol I I fact
non négligeable pour la reproductibilité des résultats. Les écarts

standard sont toujours beaucoup plus faibles a 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'échantillon : 1 pJ

irradiance : 108 W/cm?2

potentiels : TOF 3000V - REFL 785V - LENS 1100V

solvant : méthanol

* r = i richlor i T

Nos résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Amiodarone m/z=518 m/z=646
+ TCA
1:0 135 + 97 35 + 31
1:1 183 + 66 83 + 32
1:2 60 £ 14 22 + 9
1:5 82 + 36 53 + 17

I Xll : Moyennes des . intensités absolues du pic quasimoléculaire
§M+}-_I)+ et du pic de base m/z=518 de I'amiodarone en

(Moyennes sur 30 spectres individuels)
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7 INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN TCA SUR
LES PICS 518 ET 646 DE L'AMIODARONE

I
N 200
T
g 150
N 100
Ty
S 50 ‘ //
L 2 [z
E 1:0M 1:1M 1:2M 1:5M
O] s18 E4 645 I

L'acide trichloroacétiquer favorise la formation des pics de masses
m/z= 518 et 646, l'optimum étant obtenu lorsqu'il est ajouté en
quantité équimolaire a I'amiodarone. Ces résultats sont tout a fait
logiques dans le cadre du concept des réactions ion-molécule en phase
gazeuse.

* Codésorbant = lodure de Césium :

Dans ce cas, les variations de concentration sont limitées. La
microsonde LAMMA est particuliérement sensible a Il'iode et au césium.
Le seuil de sensibilité est trés bas et les signaux dus a 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 mémes
conditions que le paragraphe précédent : pour une mole d'amiodarone, un
dixitme de mole de sel C*I- est ajouté. Dans le tableau XllII, sont

récapitulés nos résultats
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X:y:2 518 646
AMIODARONE (A) |71:0 135 + 97 35 + 31
A:Csl 1:0,1 211 + 55 48 + 20
A:Nal 1:0,1 211 + 40 66 + 20
A:Kl 1:01 200 138 47 + 10
A:Csl+TCA 1:0,1:0,1 309 + 41 118 + 23

Tableau XIll : Moyennes des intensités absolues du pic guasimoléculaire
(M+H)* et du pic de base m/z=518 de |'amiodarone obtenues
pour différents iodures. (Moyennes sur 30 spectres individuels)

Ces expériences aboutissent & un résultat évident, lorsque l'on
considére I'histogramme présenté ci-dessous. En effet, le rapport des
intensités des pics de masses m/z=518 et 646, obtenues avec et sans
codésorbant, met en évidence l'influence bénéfique du mélange d'iodure
de césium et d'acide trichloroacétique sur les intensités absolues. En
effet, l'intensité du pic de masse m/z=518 est multipliée par 2,3 et
celle du pic moléculaire (M+H)* par 3,8. Quant a la reproductibilite 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 les intensités des deux ions étudiés

sont augmentées proportionnellement de la méme fagon.
L'iodure de sodium, quant & lui, améliore la formation du fragment

de masse m/z=518 et, plus particuliérement, celle de lion moléculaire

(la valeur de son intensité absolue est doublée).
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INFLUENCE DES IODURES SUR LA DESORPTION DE L'AMIODARONE

o—3p-~weoenoQ
\ N

JON

A Kl Csl Nal Csl+TCA

ID 518 646I

Courbe 3: Rapports R s pour les fragments de masses
m/z= 518 et51% ge I'amiodarone en fonction du

INTENSITE (Ami odarone + Codésorbant)
INTENSITE (Amiodarone)

R =

5) Essais avec addition de saccharose

L'efficacité effective d'un second composé pour désorber plus
facilement une molécule organique de haut poids moléculaire 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 l'environnement pré-existant autour de I'amiodarone. Par
exemple, lorsque le tissu biologique est découpé, les coupes sont
recueillies par une gouttelette d'une solution aqueuse de saccharose.
Nous avons donc testé ce produit organique comme co-désorbant

éventuel de l'amiodarone.
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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
I'échantillon est de 1 pJ. Les tests ont été réalisés aux deux longueurs
d'onde : 286,5 et 225,7 nm.

On constate que linfluence de la longueur d'onde est négligeable
dans ce cas : les résultats sont similaires. Deux familles de pics se
superposent sur les spectres de masse :

- I'ami ne : série classique des fragments + pic moléculaire
- pour le saccharose : lion quasimoléculaire (M'+Na)*a m/z=365
Il y a aucune interférence spectrale et les intensités des fragments de
hautes masses ne sont pas, dans ce cas, inférieures a celles obtenues

pour l'amiodarone seule, dans les mémes conditions opératoires.

b- Dépét de saccharose sur polymeére dopé

La concentration de I'amiodarone dans I'épon dopé est de 4000ppm.
Un microlitre de solution sucrée est déposé sur cette coupe et le
solvant est évaporé. Les spectres LAMMA obtenus, avec cet échantilion,
n'apportent pas de nouvelles informations par rapport aux spectres de
masse sans sucre : ni le pic de masse m/z=100, ni aucun autre fragment

caractéristique de l'amiodarone ne sont détectés.

c- Dépot de saccharose sur une cryocoupe

Un mélange éqUimoIaire 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,25um)..Les

spectres LAMMA obtenus en irradiant cet échantillon ne donnent aucun
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renseignement quant a 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 a la fois d'aider
I'amiodarone & désorber tout en étant adaptée a l'analyse de coupes
histologiques nous avait orienté naturellement vers le saccharose,
substance largement utilisée en ultra-cryomicrotomie. Or, nos
conclusions sont les suivantes :
- le sucrose n'est pas un codésorbant adéquat de I'amiodarone.
- la matrice biologique semble étre la source d'effets matriciels lors
de l'analyse de I'amiodarone par microsonde LAMMA : les interférences

ne sont pas spectrales mais matricielles.

6) Essais LAMMA avec l'acide nicotinique

L'acide nicotinique est la molécule utilisée pour aider a désorber
une molécule cible par matrice assistée (137). Il est ajouté d'abord en
quantité équimolaire, puis a raison de dix moles par mole d'amiodarone.
Les deux préparations sont déposées sur des grilles de microscopie
électronique recouvertes de formvar.

Les conditions expérimentales sont les suivantes :

longueur d'onde : 286,5 nm

énergie sur I'échantillon : 1 pJ

irradiance du laser : 108 W/cm?2

solvant : méthanol

potentiels : TOF 3000V - REFL 785V - LENS 980V

Partie IV. Codésorption



156

Le tableau suivant rassemble nos résultats. Il faut noter que les
valeurs des intensités absolues dans le cas de l'analyse d'amiodarone
pure ne sont plus celles qui étaient précédemment données, du fait de
modifications instrumentales. Ces valeurs correspondent aux nouvelles
performances du LAMMA 500.

LAMMA 500 X:y | m/z=518| m/z=646

Amiodarone seule 1:0(122 + 38| 21 + 10
AMIO + Acide Nicotinique 1:1 43 + 17 9+4
AMIO + Acide Nicotinique 1:10 13+5 5§+3

Tableau XIV : Moyennes des intensités absolues du_pic moléculaire et du
pic de base en_fonction de la quantité d'acide nicotinique
additionné (Moyennes obtenues pour 30 spectres individuels).

Le tableau XIV illustre l'effet particulier qu'induit la microsonde
LAMMA 500 sur la désorption assistée par matrice. Nous n'observons en
fait qu'un effet de dilution de notre molécule cible : lorsque I'amiodarone
est mélangée en quantité égale avec l'acide nicotinique, les intensités
absolues du fragment m/z=518 et du pic moléculaire m/z = 646 (donc les
nombres d'ions formés) diminuent environ d'un facteur deux par rapport
aux intensités obtenues pour I'amiodarone pure. Cet 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 avangons pour expliquer nos résultats est la
suivante : la configuration en transmission de notre appareil
n'‘est pas idéale pour mettre en jeu les phénoménes de

désorption assistée par matrice, contrairement a la microsonde
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LAMMA 1000 dans laquelle le support est massif et pour laquelle I'acide
nicotinique a réellement un effet de matrice. Effectivement, 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 sélectionner le mélange de sel iodé et d'acide
trichloroacétique comme meilleur codésorbant de I'amiodarone. L'ajout
de l'acide favorise la protonation de la molécule. Le sel iodé intervient
certainement au moment de la désorption. En effet, il a été montré, dans
le cas d'une molécule organique mélangée & un sel de potassium, que la
vitesse d'éjection de I'ion K* est plus importante que celle de la molécule
organique plus "lente” a désorber.

Toutefois, lintérét direct de ces résultats est réduit du fait qu'ils
sont obtenus sur des composés purs. Il 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 l'acide nicotinique ont montré que notre microsonde LAMMA
500 n'est pas forcément adaptée & ce type d'expérience. La désorption
assistée par matrice de molécules organiques de hauts poids
moléculaires nécessitent de travailler sur un appareil qui posséde 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 Hillenkamp sur microsonde LAMMA
1000,

2) travailler sur notre microsonde FTMS en prenant en compte ses
avantages et ses limitations (les trés hautes masses (M>3000uma) ne
sont pas analysables).

Toutes les deux sont mises en oeuvre.

C - TESTS AVEC LA MICROSONDE LAMMA 1000

1) Remarques préliminaires

Les tests réalisés a l'aide de la microsonde LAMMA 1000, dans les
conditions définies par I'équipe d'Hillenkamp, nous serviront de tests
références. On peut noter dés & présent qu'une bonne matrice de
désorption est définie comme donnant le pic moléculaire du composé

analysé avec une intensité maximum et une fragmentation minimum.

Les expériences se sont déroulées comme suit :

a) 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
conditions usuelles de concentrations pour le composé a analyser et la
matrice (103 et 5102 M respectivement). Ensuite, essayer d'autres
matrices de désorption (acide vanillique, thymine, adénine...).

B) Estimer linfluence d'un ajout de TFA, de TCA ou de Nal sur la
désorption.

x) Avec la ou les meilleures matrices, rechercher la limite de

détection de l'amiodarone.

Partie IV. Codésorption



159

2) Instrument et préparation des _échantillons

a - Description de la microsonde LAMMA 1000

A la suite du succeés 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 opére en mode d'irradiation laser par réflexion : l'angle
entre l'irradiation du faisceau laser et l'extraction des ions est de 30° et

cette géométrie permet l'analyse d'échantillons massifs.

%bg,deervaﬁon | ehergy meter

analysis energy meter [~ phato diode
mode ﬁ

data syste

Schéma 3 : Microsonde LAMMA 1000
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Des blocs, de diamétre au moins égal 4 130 mm, peuvent étre
introduits et analysés avec une résolution spatiale de 5 um.
L'observation se fait in-situ par un microscope optique. Les optiques
d'observation et d'extraction des ions sont placés perpendiculaires a
la surface de I'échantillon, assurant une bonne image de l'échantillon et
une haute sensibilité a la détection. Le LAMMA 1000 utilise un laser
Nd-YAG quadruplé en fréquence (266 nm) pour ioniser la matiere ainsi
qu'un laser Hélium-Néon, colinéaire au précédent, pour visualiser le
site d'analyse et estimer le degré de focalisation du laser. Outre la
partie "échantillon” qui est donc différente, le principe du LAMMA 1000
reste le méme que celui du LAMMA 500 (voir partie Il) : les ions générés

sont analysés en masses dans un spectrométre de masse a temps de vol.
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Pratiquement, comme cela'est indiqué dans la partie bibliographique,
I'équipe d'Hillenkamp a modifié le potentiel appliqué a la
post-accélération (& l'origine de 0 & + 5 kV, maintenant 20 kV) afin

d'analyser des molécules de hauts poids moléculaires.

b - Echantillons

Le protocole de préparation des échantillons mis au point dans le
laboratoire d'accueil est utilisé : un microlitre du mélange
équivolumique du composé & analyser (103 & 106 M) et de la matrice
(5.103 a 1 M) est déposé sur une plaque d'argent d'environ 1 a 3 cm2,
elle-méme collée au substrat d'origine. Quatre gouttes peuvent étre
déposées en méme temps sur la plaque. Un préséchage est réalisé sous
air chaud. La plaque est ensuite mise en place dans le spectrométre et

le séchage est terminé sous vide.

Les spectres sont obtenus avec une irradiance du laser variant
entre 10% et 10’ W/cm2 en fonction du degré de focalisation du laser.
L'échantillon est observé grace au microscope optique et, pendant
I'analyse, grdce a une caméra. La zone d'analyse est choisie en fonction
de l'aspect du dépét. L'homogénéité du dépot est évidemment trés
importante car elle détermine la qualité des spectres. Les bords du
depdt sont a éviter pendant l'analyse, car ils sont généralement
enrichis en composés par des phénoménes de ségrégation survenant

pendant le séchage.
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3) Résultats

Les tests ont été réalisés avec différents composés succeptibles
d'étre de bonnes matrices, car ils possédent une structure ou des
groupements capables d'absorber I'énergie, bien que nous ayons vu dans
la bibliographie (paragraphe A) que cela n'est pas un critére suffisant.

Il s'agit des composés suivants :

@/COOH

Acide Nicotinique

S 5:?

Aclde 3.Indal, H
arboxylique Adénine

-
Acide Vanillique Thymine
@CF&C}H
NO2
3-Nitro Benzyl Alcool
. y

Les logarithmes de leurs coefficients d'extinction molaires & 266 nm
sont compris entre 3,47 pour l'acide nicotinique et 4 pour l'acide
vanillique. La position de la paire libre de l'azote dans la molécule

d'acide nicotinique par rapport & la fonction -COOH peut éventuellement
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étre un facteur non négligeable pour une bonne matrice. En effet, dans
I'introduction, nous avons relevé l'intérét que présentent les composés
méta-substitués ou les composés du méme type que l'acide knicotinique

(substituant en position 3 par rapport & I'azote du cycle).

Les tableaux XV, XVI et XVII rassemblent les différentes
expérimentations réalisées sur le LAMMA 1000. Des problémes de
solubilisation survenus pendant la préparation de certaines solutions
ont été résolus en adaptant la nature du solvant, afin d'avoir la

meilleure dissolution possible.

La préparation du dépét est identique pour tous les tests :
1 pul de solution d'amiodarone dans l'eau bi-distillée et 1 pl de solution
de matrice sont déposés sur la plaque.
* V, XVI et XVII a :
(0) sans TFA,
(1) solution d'amiodarone préparée avec de l'eau a 0,5 % 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

illustrer nos commentaires.

Il convient de noter que les quantités absolues de composé cible
déposées sur le support sont tout & fait comparables d'une matrice a
l'autre, les valeurs trés 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 Hillenkamp

Le cas classique de désorptibn assistée par matrice est celui d'une
protéine de masse moléculaire M=10 000 uma par exemple, désorbée
dans une matrice d'acide nicotinique. Un microlitre de chaque solution
est prélevé et le mélange obtenu est déposé et analysé. Le dépét solide
est caractérisé par sa concentration en poids de protéine dans la

matrice solide et par la quantité totale de protéine déposée

Solutions déposées Proteine ds Matrice
MATRICE PROTEINE (M=10 000) SOLIDE
NOM CONC (M) CONC (M) CONC(%) QTE (ug)
ACIDE NICOTINIQUE] 5.10-2 10-3 162 10
M=123 10-4 16 1
10-5 1,6 0,1
b- Tests de désorption de 1'amiodarone avec différentes

matrices

Ces tests sont rassemblés dans le tableau XV et commentés ensuite :

matrices de désorption pour I'amiodarone.

Partie V. Codésorption

Solutions déposées AMIO DS MATRICE SPECTRES LAMMA
MATRICE AMIO SOLIDE Int. (mv) | Ref. |*
NOM conc (M) | conc M) | [conCpm) | QTE(ng) |392 518 646
ACIDE VANILLIQUE]5.10-2 10-3 80 000 650 52 91 75| 2 |1
M=168 5.10-2 10-4 8 000 65 180 101 59| 3 |1
ADENINE 3.10-3 10-4 160 000 65 o o of12]o
M=135 3.10-3 10-4 160 000 65 o 33 26| 13|71
THYMINE 1,5.10-3 |10-4 340 000 65 52 0 of 8 |o
M=126 1,5.10-3 |10-4 340 000 65 104 140 33| 9 |71
TRYPTOPHAN 5.10-2 10-4 6 000 65 o o o] - 1
M=203
3-INDOLE CA 5.10-2 10-4 8 000 65 o o o] - 1
M=160
Tableauy XV : Essais sur la microsonde LAMMA 1000 de différentes




165

Acide Vanili :
Le dépdt obtenu avec cette matrice est mauvais ; il se forme des
cristaux.

D'autre part, on observe une fragmentation trés importante de la

molécule (spectres 2,3).

Adénine :
~Les probléme de solubilisation de la matrice dans I|'eau sont
extrémement génants. Sans addition de TFA, les fragments de hautes
masses sont complétement inexistants (spectre 12). Avec TFA, la
molécule cible désorbe intacte : le pic moléculaire (M+H)* est présent
ainsi que le fragment (M-1)* a m/z = 518 (spectre 13). L'allure générale

du spectre reste médiocre.

Thymi
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
réle de codésorbant que de matrice proprement dite. Les spectres avec
(spectré 9) et sans TFA (spectre 8) montrent que l'acide favorise la
formation des ions de hautes masses par le biais de réactions

ion-molécule dans la phase gazeuse.

Iryptophane et Acide 3-indole Carboxylique :
Avec ou sans ajout de TFA, aucun fragment de I'amiodarone n'est obtenu.

On obtient, dans les deux cas, seulement les fragments

caractéristiques des matrices.
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¢- Alcool NitroBenzylique (NOBA)
Solutions déposées AMIO DS MATRICE SPECTRES LAMMA
MATRICE AMIO SOLIDE Int. (mv) | Réf. |[*
NOM ICONC(IW CONC (M} | | CONC(ppm) | QTE(ng) |392 518 646
NOBA PUR un cristal 13 72 183] 1 0
M=153 PUR 10-4/NOBA 60 65 o o of - |4
d=1,3 PUR 10-4/NOBA 60 65 0 0 o] - 4
+5% EtOH [10-3 500 650 0 59 183 10 |0
+ 5% EtOH |10-4 50 65 0o o0 29l 11 ]o
MELANGE 1 2,8 10-3 1 500 650 0 59 209 5 |1
NOBA 2ul 10-4 150 65 26 20 65| 4 |1
EAU 1ul
METHANOL 3ul
MELANGE 2 2,8 10-3 250 215 o o0 39 16 |0
NOBA 2ul 10-4 25 21,5 o o o - 0
AMIO DS EAU 1ul 10-3 250 215 26 0 62| 17 |1
METHANOL 3ul 10-4 25 21,5 o o o] 18 ]1
MELANGE 3 lo,04 10-4 450 65 26 72 163] 29 | 1
NOBA 0,5ul 10-5 45 6.5 72 39 59| 31 |1
EAU 1ul 10-6 4,5 0,65 o o o - 1
METHANOL 3ul
MELANGE 4 10-4 850 65 26 78 134] 28 | 1
MELANGES3 (1) 0,47
NICAC(5.10-2M)(1ul)]0,025

Tableau XVI : Tests de désorption avec I'alcool

nitrobenzylique

Un cristal d'amiodarone dans une goutte de NOBA donne

effectivement un spectre classique du composé avec un ion

quasimoléculaire m/z=646 de forte intensité et pratiquement aucune

fragmentation en basses masses.

L'homogénéité de la solution préparée avec NOBA additionné de 5%

d'éthanol est trés mauvaise, car le NOBA est un liquide extrémement

visqueux. Pour la concentration en amiodarone égale a 500 ppm, le

spectre présente un pic quasimoléculaire (M+H)* assez intense. A 50

ppm, le signal obtenu n'est pas totalement significatif. Compte tenu de

I'inhomogénéité de la solution et donc de la qualité du dépét analysé,

les spectres obtenus ne sont pas forcément réprésentatifs.
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Les mélanges 1, 2, 3 et 4 (définis dans le tableau XVI) ont été
réalisés afin de s'affranchir des problémes physiques que pose le NOBA.
Au dela de 6 nanogrammes déposés sur la plaque, I'amiodarone n'est

plus détectée dans cet environnement.

d- Acide Nicotinique (NICAC)

Solutions déposées AMIO DS MATRICE SPECTRES LAMMA
MATRICE AMIO SOLIDE Int. (mv) | Rét. |*
NoM coNc (M) | cone (M) | {CONCopm) | QTE (ng) [392 518 646
NICAC 5.10-2 [10-4 10 000 65 137 72 o]l 7 |o
M=123 5.10-3 [10-4 100 000 65 46 101 52 26 [0/3
5.10-2  [10-4 10 000 65 101 83 18] 23 |2
5.10-3  |10-4 100 000 65 52 131 23] 24 |2
[5.10-2  |10-4 10 000 65 188 167 44]6-21| 1
5.10-3  |10-4 100 000 65 105 206 35 22 |1
5.10-3  |10-5 10 000- | 6,5 72 29 o] 25 |1
5.10-3  [10-6 1 000 0,65 o o o 27 |1
5.10-4 |10-5 100 000 6,5 o o o] -
5.10-4  |10-6 10_000 0,65 0o o o -
Tableau XVII : Tests de désorption avec l'acide nicotinique

Les tests avec Il'acide nicotinique permettent de mettre en
évidence les influences des concentrations absolues et relatives de la
molécule cible et de la matrice. On constate que, lorsque 6
nanogrammes d'amiodarone sont déposés sur les 1 & 4 mm?2 du support,
plus aucun signal sur le spectre ne permet de caractériser la molécule.
Les meilleurs 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 fagon
I'allure générale du spectre (spectre 26). Son influence 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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L'addition de TFA améliore l'aspect des spectres ((sans TFA) n°7 et
(avec TFA) n°21). Le pic moléculaire inexistant sur le premier spectre
a une intensité non négligeable sur le second. Ainsi l'acide permet de
protoner la molécule dans les réactions en phase gazeuse. Bien que
moins bon que le TFA, l'effet du TCA sur la désorption de I'amiodarone
est effectivement non nul, puisque le pic moléculaire apparait
également en sa présence.

Le seuil de détection de I'amiodarone est atteint lorsque seuls
0,65 nanogrammes sont déposés sur le support, la concentration étant
alors de 1000 ppm dans l'acide nicotinique. Les fragments de hautes
masses sont inexistants ; on note, entre autres, la présence des
fragments de masses m/z= 86,100 et 201.

Le mélange des deux matrices (Nicac et Noba) n'apporte aucune

amélioration quant & la désorption de l'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 spectrométre. Cet inconvénient majeur
excluera quasiment son utilisation sur la microsonde FTMS, dans
laquelle le vide est encore plus poussé (entre 10" et 10-° torr) que
dans les microsondes LAMMA (10-€ & 107 torr).
- Des tests supplémentaires de reproductibilité auraient été
nécessaires avant de conclure définitivement. Nous n'avons pas fait
effectivement de séries d'expériences et les intensités des pics 392,
518 et 646 (données dans les tableaux XV, XVI et XVII) sont issues

uniquement de spectres individuels.
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4) Discussions

La désorption de molécules de trés haut poids moléculaires, telles
que les protéines, est un cas d'école pour cette nouvelle technique de
désorption douce proposée par Hillenkamp. Dans les conditions
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 molécule cible de masse moléculaire égale a
10 000 uma est pris. Sur le support, sont présentes environ une mole de
protéine pour 500 moles d'acide ! L'application & I'amiodarone, petite
molécule en comparaison, n'est pas simple. Le rapport molaire reste
effectivement le méme pour ces mémes conditions de concentration,
mais on passe de 16,3 % en poids de protéine dans ['acide nicotinique &

1% en poids d'amiodarone dans I'acide nicotinique.

Le choix d'une matrice idéale est motivé par les caractéristiques

suivantes :

* Ses propriétés intrinséques sont essentielles, a savoir une bonne
viscosité, une bonne solubilisation dans I'eau (compatible avec
I'analyse des protéines), ou plus généralement dans un solvant courant,
et, enfin un bon coefficient d'extinction molaire € & la longueur d'onde

utilisée.

* Le mélange du composé & analyser et de la matrice doit étre idéal et
le depét trés homogéne, afin d'obtenir la meilleure répartition du
composé dans la matrice. En d'autres termes, toutes les molécules du

composé cible sont "solvatées" par les molécules de la matrice.
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* La présence de la matrice doit induire une fragmentation trés faible
I : . léculaire.

L'utilisation d'une matrice pour assister la dé‘sorption de
I'amiodarone dans la configuration instrumentale en réflexion a
permis d'atteindre effectivement d'autres limites que celles atteintes
avec le LAMMA 500, configuration en_transmission. L'analyse de
I'amiodarone (une mole) dans l'acide nicotinique (dix moles) a été
effectuée sur les deux LAMMA. Les intensités du pic moléculaire et du
fragment majoritaire (m/z=518), données ici en rappel, sont extraites
des tableaux XII et X VII.

INTENSITES (mv) Amiodarone (1 mole)
Acide Nicotinique (10 moles)

Pics de masse m/z 518 646
LAMMA 500 13 5
LAMMA 1000 101 52

Outre le facteur post-accélération supplémentaire
difficilement quantifiable pour les ions de faibles masses, la
géométrie du systéme d'analyse semble donc un facteur déterminant.
Les intensités obtenues sur le LAMMA 1000 sont environ 10 fois
supérieures a celles obtenues avec le LAMMA 500. En effet, on peut
rappeler que, dans le cas du LAMMA 500, il faut absolument perforer
I'échantillon tandis qu'avec le LAMMA 1000, la désorption est provoquée
par le transfert d'énergie des molécules de matrice environnant
I'amiodarone a cette dernidre. La désorption, assistée par matrice, de
biomolécules telles que les protéines fonctionne parfaitement pour la
raison suivante. Chaque protéine posséde un nombre trés élevé de

fonctions amines, qui sont en quelque sorte des points d'ancrage pour
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fonctions amines, qui sont en quelque sorte des points d'ancrage pour
les molécules de matrice. La molécule "solvatée" est alors désorbée en

douceur lors de lirradiation laser (voir le dessin ci-dessous).

Molécules d'acide
nicotinique liées aux
fonctions amines

faisceau &

ANK

nga

Molécule de
Protéine

DESORPTION DOUCE D'UNE PROTEINE PAR PERTES
SUCCESSIVES DE MOLECULES D'ACIDE NICOTINIQUE

L'amiodarone ne posséde, quant a elle, qu'une fonction amine, seul
site hydrophile de la molécule. On attribue souvent comme réle
principal & la matrice d'absorber préférentiellement & la molécule cible
I'énergie, du fait de leurs coefficients d'absorption molaires respectifs.
Or, I'amiodarone posséde un coefficient relativement élevé & 266 nm
(loge=3,96, tandis que pour l'acide nicotinique loge=3,47). Aussi peut-on
affirmer, suite a cette remarque, que la matrice a des roles multiples :
méme si elle n'absorbe pas I'énergie,. elle permet d'isoler les molécules
d'amiodarone les unes des autres et peut également aider a lionisation

de la molécule cible dans la phase gazeuse.
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5) Conclusions

Ces différents tests, effectués dans le but d'améliorer la
désorption de l'amiodarone 2 266 nm, ont permis de sélectionner deux
matrices. Il s'agit de Il'acide nicotinique et éventuellement du
3-nitrobenzylalcool. Grace & I'utilisation de ces matrices, la limite de
détection de I'amiodarone est atteinte pour des solutions aqueuses
d'amiodarone a 10°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 l'acide nicotinique, et le choix d'un meilleur

mélange, dans le cas de l'alcool nitrobenzylique, ont pu étre réalisés.

Nous avons pu constaté que l'acide trifluoroacétique ajoute un plus

4 la désorption de I'amiodarone dans le cas des matrices thymine,

adénine, acide nicotinique et alcool nitrobenzylique. Cet acide est déja

connu comme additif pour améliorer la qualité¢ des dépdts. Quant a

l'acide trichloroacétique, il semble avoir un effet beaucoup moins

marqué : ajouté a l'acide nicotinique, il n'apporte aucun gain en

d'ionisation, contrairement aux résultats obtenus avec la microsonde

" LAMMA 500. Des tests suppiémentaires permettraient de mieux cerner

son impact sur la désorption organique.

Partie IV. Codésorption



175

D - TESTS AVEC LA MICROSONDE FTMS
1) Remarque réliminaire

Nos expériences précédentes sur les microsondes LAMMA 500 et
1000 ont montré qu'en plus de la post-accélération des ions, /a
configuration en réflexion est un facteur important pour bien désorber
les molécules organiques de hauts poids moléculaires en présence d'une
matrice. Les tests réalisés chez le professeur Hillenkamp constituent
nos tests de référence en matiére de désorption. Aussi, dans la suite de
notre travail, la meilleure. matrice a été conservée : |'aci nicotini
Dans le but d'améliorer la qualité du dépét, I'acide trifluoroacétique est
tres 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 échantillons biologiques.

Le spectrométre de masse & transformée de Fourier (FTMS)
posséde la configuration adéquate pour les expériences de désorption
assistée par matrice. Toutefois, il est essentiel de rappeler la
différence fondamentale entre cet appareil et le LAMMA 1000 :

- Dans le premier cas, les ions sont piégés dans la cellule d'analyse
avant d'étre 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 la milliseconde).

La désorption laser couplée a une microsonde FTMS est aujourd'hui

couramment utilisée, le laser le plus souvent employé étant le laser
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CO,. Celui-ci induit des effets trés importants de désorption thermique

en couronne autour du point d'impact du laser. Dans notre cas, la
microsonde FTMS est couplée & un laser excimére, qui selon les gaz lase
4 193 (ArF) ou 249 nm (KrF). Dans un premier temps, les parametres
d'analyse appliquée 4 l'amiodarone ont été optimisés, puis l'influence de
l'acide nicotinique sur sa désorption est étudiée. Les divers facteurs

intervenant dans l'analyse seront discutés :

le support,

la qualité du dépét,

la défocalisation du laser,

le nombre d'impacts laser.

2) Préparation des échantillons

* Pour préparer les dépdts, les solutions utilisées sont des solutions
d'amiodarone dans l'eau (10-3M), de nitrocellulose dans l'acétone (10 mg

pour 0,1 ml), d'acide nicotinique dans I'eau (5.10-2M).

* Le protocole de préparation est résumé dans le tableau XVIII :

Préparation [AMIO] relative
des dépbts en poids
AMIO SEULE d(2,0,0) - SA 100%
AMIO+NITROCELLULOSE | d(1,0,1) - Sa 0,60%
AMIO+NICAC d(1,1,0) - SA 10%
AMIO+NICAC d(1,1,1) - Sa 0,60%
+NITROCELLULOSE
AMIO+NICAC SUR FILM | d(0,0,2) - Sa - d(1,1,0) - Sa 10%
DE NITROCELLULOSE

[ableau XVIII : Protocole de préparation des dépdts pour l|'analyse par
microsonde FTMS.
- Amio= Amiodarone, Nicac= Acide Nicotinique
- d(a,b,c) = dépbt de a ul d'amiodarone, b p! d'acide nicotinique et ¢ pl
de nitrocellulose sur la plaque d’aluminium ou d'argent
(surface couverte par le dépdt : environ 10 mm?)
- SA, Sa = séchages sous flux d'air chaud, a température ambiante
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3) Expérimentations

a- Influence du support

Les expériences sur le LAMMA 1000 ont été effectuées sur des
supports en argent. 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'il n'est pas toujours le meilleur, car des réactions de
surface complexes peuvent rendre difficile [I'interprétation des
spectres de masse. En effet, on constate que Il'analyse de I'amiodarone
déposée sur argent donne naissance & un spectre de masse contenant
des pics inconnus. lls correspondent, & une ou deux unités de masse
prés, a la valeur du pic moléculaire et & un fragment caractéristique :
519, 648.

Dans le cas d'analyses sur support en aluminium, il apparait
également, dans les conditions optimisées'pour‘les hautes masses, une
série de pics inconnus : 493, 525, 551....

Or on constate que, pour ces deux métaux, les pics parasites
existent méme lorsque le support nu est analysé. Aussi avons-nous
préférentiellement utilisé dans la suite de I'étude I'aluminium, car il
n'induit pas d'erreur sur l'existence ou non des fragments de
I'amiodarone. Les intensités de ces pics parasites sont trés faibles

comparées a celles des pics sur lesquels se portent notre intérét.
b- Optimisation de la séquence de désorption

Les paramétres optimisés de la séquence laser sont présentés

dans le chapitre Il de cette partie, paragraphe C-2b.
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4) Comparaison LAMMA 1000 - FTMS

Une expérience préliminaire est faite sur la microsonde FTMS dans
les mémes conditions d'échantillonnnage que sur le LAMMA 1000,
exceptions faites donc du support (en aluminium) et de la longueur
d'onde (193 au lieu de 266 nm).

L'énergie sur I'échantillon est de 25 pJ. Le laser est défocalisé, de
fagon a faire varier lirradiance, en déplagant horizontalement le
télescope placé sur le chemin optique du laser et cette défocalisation
est quantifié¢e en nombre de tours. Les paramétres optimisés du
spectrométre de masse, tels qu'ils ont été définis précédemment, sont
adoptés. Dans ces conditions, les spectres de masse de l'amiodarone
sont collectés avec et sans acide nicotinique (spectres 19 page

suivante). Le tableau XIX présente un bilan des observations faites :

ACIDE NICOTINIQUE (NICAC)

Laser Excimére - 193 nm SANS AVEC
Focalisé - diamétre:30microns lode I+ & m/z=127 I+ & m/z=127
Irradiance: 9,4 . 107W/cm2 (Nicac)+ a m/z=123

Télescope : 0 tour

Défocalisé - diamétre:90microns Idem Apparition des pics de masses
irradiance: 1,6 . 107W/cm2 m/z=518 et 646 et massif
Télescope : -5 tours important entre 200 et 400 amu

Défocalisé - diamétre:120microns | Apparition des pics de masses B+u spectre de 'amiodarone

Irradiance: 8,8 . 106W/em2 m/z=518 et 646 et massit présentant ses fragments
Télescope : -10 tours important entre 200 et 400 amu | classiques.

Défocalisé - diamaétre:140microns | Fragmentation caractéristique Idem

Irradiance: 6 . 106W/cm2 de l'amiodarone

Télescope : -13 tours

Tableau XIX : Spectres FTMS de I'amiodarone, avec et sans acide
nicotinique, en fonction de la défocalisation du laser
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kMIODARONE SEULE SUR m lAMIODARONE AVEC ACIDE NICOTINIQUE SUR Al]
1°) IRRADIANCE : 9.106W/cm2
P01 ' 518 518 646
377
100 601646
R 670 E
. 728
158 Hi o
oy i | 392
i _
1 ;.! 3
T [l oo 489
| AR B ’ .
1NN R i I
(A Jee  dom SN fec Ton KO Sade 280 a0 adn o g3p Efe. vt el el -0
Bruit de fond soustrait : 15 % BF 4 %
6 2
2°) IRRADIANCE : 7.10 W/cm
518646 646
518
201 392 670 i
100 37 601}, .
‘ i 201 392 >34 1670
]
| |1 , I I I PR
Y N N N S T wo 280 0 <80 sde  sds  7d0  edo sds  iaes
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6, 2
3°) IRRADIANCE : 5.10 W/cm
518 646 518 646
392 554
392
377| 602 {670 I
l lll l . 4 13 [] [] ] 1 § T 13 K]
‘oo P S 40 Sec ko 0 £eo  8co  4ens 160 200 300 493 S35 SO0 FCO 860 930 100w
BF : 4 % BF : 3%
Spectres 19 : Influence de I'acide nicotinique sur la désorption de

'amiodarone en FTMS & 193 nm
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IlNFLUENCE DE LA DEFOCALISATION A 193 NMI

300
| 250 . /" -0~ 518 SANS NICAC
N 200- a
t n—" ©0- 646 SANS NICAC
150
L o ‘8- 518 AVEC NICAC
b . o ~ | ‘0= 646 AVEC NICAC
s 507 o —° .xo
ouég__o:Q—“ﬁ-? . . =]
o 1,6 0,88 0,78 0,71 0,63 0,52 0,38
irradiance (x107 W/cm2)

Courbe 4 : Influence de la défocalisation du laser sur la désorption du
ic moléculaire et du fragment mono-désiode de
‘amiodarone.

Les intensités absolues du fragment m/z = 518 et du pic

quasimoléculaire m/z = 646 sont portées sur la courbe 4 en fonction de
lirradiance du laser. (Il existe une certaine incertitude sur les valeurs
d'irradiance, lorsque la défocalisation est importante). On constate que,
non seulement, le pic moléculaire apparait a plus faible irradiance,
mais, également plus intensément en présence d'acide nicotinique.
Lorsque l'irradiance est inférieure ou égale a 6.108 W/cm?, elle n'est
plus optimale pour désorber I'amiodarone : le spectre reste encore
caractéristique de I'amiodarone mais la valeur de lintensités absolue
du pic moléculaire chute. Cette remarque est aussi valable pour le
fragment de masse m/z=518, la diminution de lintensite absolue étant

toutefois moins marquée.

Nos présentes expériences confirment les résultats obtenus sur
microsonde LAMMA 1000 : l'acide nicotinique permet de désorber de
maniére plus efficace et sans fragmentation excessive l'amiodarone par

microsonde FTMS, bien que son coefficient d'absorption molaire soit
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inférieur & celui de I'amiodarone aussi bien 4193 nm qu'a 266 nm. Son
réle semble donc différent de celui qu'il tient vis-a-vis des protéines
dans les expériences d'Hillenkamp. Dans notre cas, il dilue les
molécules cibles et les isole les unes des autres. Nos résultats mettent
en évidence ce paramétre de solvatation de la molécule cible par les
molécules de matrice. A haute température, des clusters constitués
d'amiodarone et d'acide se forment dans le plasma. Quand la
température baisse, des molécules d'acide sont libérées laissant
I'amiodarone intacte, désorbée. A défaut d'absorber préférentiellement

I'énergie, l'acide nicotinique aide & I'ionisation (127).

En conclusion, notre test préliminaire sur la microsonde FTMS a
permis de reproduire les résultats obtenus sur microsonde LAMMA
1000. Les irradiances de désorption sont comparables : environ 107
W/cm?2 pour le LAMMA a 266 nm et 8.108 W/cm?2 pour le FTMS a 193 nm.
Il faut simplement utiliser l'aluminium au lieu de Il'argent comme
support. Compte-tenu de la masse moléculaire de I'amiodarone
relativement faible par rapport & 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 trés hautes

masses (m/z=3000 uma) n'est pas, dans ce cas, critique.

5) Influences de la matrice et de la longueur d'onde

Les expériences précédentes ont montré linfluence de l'irradiance
du laser sur les spectres de masse. Aussi pour les analyses suivantes,
nous fixons lirradiance a environ 9.106 W/cm?2 en adoptant touj‘ours la
méme défocalisation, soit -10 tours au télescope. Les conditions

expérimentales, qui restent constantes pour ces études d'influence de
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paramétres (matrice et lgng_u_e;l[_dlo_n_d_e.), sont les suivantes :

- support : plaque d'aluminium

laser : Excimére 193 ou 249 nm (préférence a 193 nm)

diameétre : environ 120 um (laser défocalisé)

énergie : 25 uJ sur I'échantillon/irradiance : 9.105W/cm?.

nombre d'impacts laser (NSW) :10

Paramétres FTMS : SWR=600 Hz et V;3,=0,25 V.

Pour chacune des "combinaisons" : amiodarone, acide nicotinique,
nitrocellulose présentées dans le tableau XVIII, dix spectres
individuels sont enregistrés. Les intensités absolues des fragments
caractéristiques (m/z = 100, 201, 203, 392 et 518) ainsi que celles des
ions quasimoléculaires (m/z = 644 et 646) de I'amiodarone sont notées.
Les moyennes sont calculées 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 deuxiéme
tableau XXb est obtenu a partir du précédent en calculant, pour chaque

fragment i, le rapport R, égal a lintensite absolue 1;du fragment i

divisée par celle du fragment 518 (pic de base en général) 15.g. Ces

tableaux sont présentés page 185.

a- Influenrce de la matrice a2 193 nm

Pour commenter l'effet qu'induit l'utilisation d'une matrice sur la
désorption de I'amiodarone, nous nous affranchissons dans un premier
temps du paramétre longueur d'onde ; il sera traité dans le paragraphe

suivant.
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On constate sur le tableau XXa que Il'adjonction d'une matrice
permet d'augmenter de fagon notable la quantité d'ions moléculaires :
leurs intensités absolues sont souvent supérieures, exception faite du
mélange d'amiodarone, d'acide nicotinique et de nitrocellulose. Dans
tous les cas, la matrice n'influe pas sur les proportions relatives du
fragment principal m/z=518 et du pic quasimoléculaire m/z=646.

Concrétement, I'adjonction d'acide nicotinique ne donne pas un pic
moléculaire plus intense. La fragmentation de la molécule cible reste
trés importante, mais les écarts standard sont pratiquement toujours
inférieurs.

L'utilisation d'un film de nitrocellulose, avec ou sans acide
nicotinique, n'apporte aucune amélioration.

Le meélange d'acide nicotinique et de nitrocellulose est une bonne
matrice au sens ou la fragmentation est plus faible et le pic
moléculaire représente 115% du pic de base m/z=518. Les intensités
absolues des fragments de hautes masses et de I'ion moléculaire sont
toutefois inférieures a celleg obtenues pour le produit pur, bien que la
reproductibilité soit nettement améliorée. Par exemple, les intensités
du pic moléculaire pour lI'amiodarone seule et avec la matrice sont
respectivement 48 + 36 et 38 + 4,5.

La présence de la nitrocellulose seule semble é&tre un bon
compromis a 193 nm. Le pic molécUlaire représente 94% du pic de
base ; les intensités absolues sont plus importantes pour les fragments
de hautes masses et le pic quasimoléculaire. Les fragments de basses
masses sont moins nombreux et la reproductibilité est de 25 & 30%, ce

qui est une valeur tout a fait correcte en désorption laser.
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b) Influence de la longueur d'onde

Nous avons constaté précédemment que l'utilisation d'une matrice
pour désorber et ioniser I'amiodarone modifie les caractéristiques des
spectres de masse. L'effet de la longueur d'onde est également notable.

Sur le composé pur, il est déja possible de noter des différences
entre les spectres enregistrés a 193 nm (formation préférentielle de
photo-fragments) et a 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 =518 reste le pic
de base, le pic quasimoléculaire représente 36% a 249 nm et 65 % a 193
nm du pic de base et le fragment m/z=392,5 47% a 249 nm et 56% a
193 nm. On remarque que les écarts standard relatifs sont tout a fait

équivalents aux deux longueurs d'onde (75 et 79 %).

De maniére générale, lirradiation laser & 193 nm donne naissance
4 des ions en quantités plus importantes. L'effet de la longueur d'onde
est extrémement profitable dans le cas des matrices nitrocellulose ou
acide nicotinique :
- a 193 nm, lintensité du pic quasimoléculaire est muitipliee par 3.
Les écarts standard sont acceptables et la fragmentation est minime,
particulierement pour la nitrocelluiose.
- 4 249 nm, pour ces matrices, il semblerait que les fragments mono
et di-déiodés (m/z = 392 et 518) soient fortement favorisés dés qu'une

matrice est utilisée.
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la longueur d'onde et de la matrice.

Tablesu 8 Tabieau b
INTENSITES ABSOLUES des fragments et du pic _moléculolre Ropport R _zInt. Abs /int. ABS. pic 518
249 nm 100 201 203 392 518 644 646 249 nm 100 201 203 392 518 644 646
Inlensité Abs. (8,02 [9,7 - 14,3 35,9 [4,3 11 Rapport R (0,56 0,52 |- 0,47 |1 0,09 |0,36
AMIO 10-3M écart-type 4,7 4.1 10 32.3 8,3 8,7 deart-typo 0,7 0,39 0,17 0,15 0,2
variation (%)[59% 42% 70% 90% 191% |79% varialion (%)}1127% 70% 35% 166%_ |57%
AMIO 10-3M Intensilé Abs. |6, 5 16,1 - 91 62,1 - 17,5 Rapport R (0,11 0,25 |- 1,38 |1 - 0,3
+NITROCELLULOSE | écart-lype |1,7 6.4 41,3 36,8 8,7 écart-type 0,05 0,12 0,41 0,13
variation (%)[26% 40% 45% 59% 50% variation (%)150% 50% 30% 45%
AMIO 10-3M Intensité Abs.|12,5 1[6,8 - 46,1 30,5 (2,6 17,2 Rapport R [0,37 0,21 - 1,55 1 - 0,58
+NICAC écart-type (17,2 15,6 4,4 5,3 2,8 2.1 écart-lype [0,47 0,18 0,37 0,12
variation (%)]1138% 183% 10% 17% 107% |12% varialion {%)|127% 87% 24% 20%
AMIO 10-3M Inlensilé Abs. |8, 4 19,9 12,1 84,4 1100 . 46,3 Rapport R [0,09 0,19 |0,11 0,87 |1 - 0,44
+NICAC écart-type 12,8 6,7 10,3 32 42,6 17.6 dcart-type 10,04 0,09 0,12 0,21 0,15
+ NITROCELLULOSE |variation (%)|33% 34% 85% 38% 43% 0% variation (%}]43% 45% 106% [24% 34%
193 nm_ {100 201 203 392 518 644 646 193 nm 100 201 203 392 518 644 646
Intensité Abs. 12,3 |8,2 - 25,4 |92 - 48 Rapport R 10,39 0,18 |- 0,56 |1 - 0,65
AMIO 10-3IM écart-type |5,2 4,5 11,2 77 36 écarl-lype (0,36 0,15 0,43 0,37
variation (%)]|42% 54% 44% 84% 75% variation (%}|91% 95% 76% 56%
AMIO 10-3M Inlensité Abs. |6, 9 2,7 - 18,6 152 . 143 Rapport R 10,05 0,02 |- 0,14 |1 - 0,94
+NITROCELLULOSE | écarl-type 4,6 2.5 9 38,2 39 écarl-lype 0,05 0,025 0,08 0,12
variation (%)|67% 91% 49% 25% 20% varialion (%)|97% 121% 60% 13%
AMIO 10-3M Intensité Abs. |3 § 43 85,6 23,4 67,1 - 132,9 Rapport R 0,53 0,7 1,42 10,35 |1 - 2,01
+ NICAC écart-type |19 9.5 27.8 4,9 17.4 25,4 écarl-lype (0,18 0.3 0,73 0,08 0.18
variation (%)|54% 22% 32% 21% 26% 19% variation (%){33% 43% 52% 22% 9%
AMIO 10-3M Intensité Abs. (7,1 4,6 5 5,7 36,2 |- 38 Rapport 8 [0,19 0,1 0,07 0,2 1 - 1,15
+NICAC dcart-type 1,7 1,4 1,4 5,9 4,1 4.5 écarl-type 10,06 0,06 0,07 0,09 0,4
1+ NITROCELLULOSE [variation (%)]|24% 31% 29% 103% J11% 12% varialion {%)]|34% 57% 100% [47% 34%
AMIO 10-3M Intonsité Abs. 10,5 16,7 12,9 (40,2 (186 - 94,1 Rapport R [0,06 0,07 (0,07 [0,24 |1 - 0,55
+ NICAC sur film de| écart-type |3 19,5 12,8 24,5 42 40 écarl-lype 0,02 0,04 0,08 0,11 - 0,25
NTROCELLULOSE __|variatlion ({%)]29% 116% |99% 61% 23% 43% variation (%)]|39% 63% 107% 148% 47 %
Tabl XXae Désorption par FTMS de I'amiodarone en fonction de

G81
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Spectres 20 : Spectres FTMS de I'amiodarone a 249 nm
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c- Bilan
Nous avons démontré en commentant les résultats de nos
différents tests que plusieurs parameétres entrent en jeu pour désorber
I'amiodarone et qu'il n'est pas évident de dissocier leurs effets.
Toutefois, il est possible, en accordant arbitrairement des priorités
aux effets constatés par I'adjonction d'une matrice ou I'utilisation
d'une longueur d'onde particuliere, de sélectionner une matrice

acceptable pour I'amiodarone.

Nos critdres de choix sont d'une part un gain en intensité,
d'autre part une bonne reproductibilité et enfin une
fragmentation minimum de la molecule cible. L'étude approfondie
des tableaux XXa et b, ainsi que celle des spectres dont sont issus ces
tableaux permet de préconiser l'utilisation de nitrocellulose seule pour
désorber l'amiodarone a 193 nm. Le spectre d'absorption UV de la
nitrocellulose révéle une unique bande d'absorption a 213 nm
(coefficient d'extinction molaire = 860 L-1.mol.cm' a 213 nm et 138 a
193 nm). L'amiodarone, quant & elle, posséde un coefficient d'extinction
molaire nettement $upérieur (16 800 a 193 nm). Compte tenu des
proportions dans lesquelles sont mélangées ces deux molécules : une
mole d'amiodarone pour 100 unités & un cycle de nitrocellulose, on peut
imaginer que la nitrocellulose absorbe tout de méme une portion
importante de I'énergie photonique et qu'il y a relaxation sous forme
d'énergie vibrationnelle au niveau des liaisons hydrogéne cible-matrice.
Cette énergie est transmise a la molécule cible par toutes les unités
polymériques qui I'entourent, lui permettant ainsi de se dégager intacte

de sa matrice solide.
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6) Conclusions sur 1 de dé ion FTM

Plusieurs parameétres ont été particuliérement remarqués lors des

présentes expérimentations comme étant trés influents sur les
résultats obtenus. Il s'agit :
-du nombre d'impacts laser. On constate quelquefois, bien que ne
sachant pas comment |'expliquer, que lintensité absolue du pic
quasimoléculaire de ['amiodarone est supérieure lorsque le nombre
d'impacts sur I'échantillon est égal a un.

- du balayage de la surface de l'échantillon pendant la série de tirs

laser.

-de la qualité du dépdt. Elle est bien évidemment essentielle pour

obtenir des résultats reproductibles et optimums.

Sundqvist (119) a fait part de remarques trés similaires, lorsqu'il
a publie ses expériences de désorption laser assistée par l'acide
nicotinique avec un TOF linéaire, sans qu'il n'apporte d'explication

supplémentaire.

Concrétement, les tests de référence effectués sur la microsonde
LAMMA 1000 ont pu étre reproduits sur la microsonde FTMS.
Effectivement, & 249 nm (les phénoménes sont pratiquement les mémes
qu'a 266 nm), l'acide nicotinique permet de mieux désorber
I'amiodarone. Les tests sur microsonde LAMMA sont principalement
qualitatifs, aussi la comparaison s'arrétera 1a. Notre étude a permis de
mettre en évidence que la nitrocellulose, composé polymérique proche
par sa structure du saccharose, est un composé capable d'améliorer

I'ionisation/désorption de I'amiodarone & 193 nm. L'influence de la

longueur d'onde est aussi mise en lumiére.
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E - BILAN DU CHAPITRE III ET PERSPECTIVES

Les expériences de désorption assistée par matrice de l'amiodarone
ont été réalisées sur trois microsondes différentes.

Sur microsonde LAMMA 500, nous avons pu mettre en évidence
I'amélioration qu'apportent l'acide trichloroacétique et un iodure
alcalin lorsqu'ils sont additionnés & la molécule cible. lis favorisent la
formation de lion quasimoléculaire (M+H)* par des réactions dans le
plasma aprés lirradiation de I'échantillon par le laser. En revanche, la
désorption assistée de I'amiodarone par l'acide nicotinique, au sens ou
l'a définie Hillenkamp, n'est pas réalisable avec la configuration en

transmission de cette microsonde.

D'autres expériences ont alors été effectuées sur la microsonde
LAMMA 1000 & Minster (RFA). L'amiodarone est effectivement mieux
détectée sur cet appareil en présence d'acide nicotinique. D'un point de
vue instrumental, I'amélioration est attribuée d'une part a la
configuration en réflexion de la microsonde et d'autre part a la post-
accélération (20 kV) des ions juste avant la détection,ce qui permet de
repousser les limites en masses réelles du spectrométre a temps de
vol.

Ces derniers tests sont des tests références et ils ont eté
reproduit sur la microsonde ETMS, appareil possédant également la
configuration préconisée. Les influences de différentes matrices ont pu
étre montrées ainsi que l'effet de la longueur d'onde. La matrice
nitrocellulose a été particulierement étudiée car sa structure
ressemblant a celle du saccharose et sa nature polymerique

permettraient d'extrapoler son utilisation aux coupes histologiques.
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Effectivement, & 193 nm, cette matrice désorbe I'amiodarone de fagon
tout a fait satisfaisante en améliorant la formation de lion (M+H)* et
en réduisant la fragmentation de la molécule. Cette nouvelle matrice
est en effet extrémement intéressante car, jusqu'a présent, toutes les
matrices expérimentées étaient difficilement applicables aux
échantillons biologiques. Celle-ci, de par sa nature, ouvre de nouveaux
horizons & l'analyse moléculaire des coupes histologiques, & condition
bien évidemment qu'une technique de préparation convenable puisse
étre  trouvée, dans laquelle les matériaux classiques d'inclusion
seraient remplacés par la matrice performante comme la

nitrocellulose.
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Notre travail a consisté a explorer la potentialité de la microsonde
LAMMA 500 appliquée a la localisation in-situ de cibles organiques
dans des tissus biologiques enrobés ou congelés. Ceci grace a la

reconnaissance du pic moléculaire ou de ses fragments caractéristiques.

Le choix de la technique LAMMA s'est justifié par la possibilité
d'obtenir une excellente localisation du point d'impact (diameétre = 2um -
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 probléme inhérent a la nature de nos échantillons : le tissu biologique
et le polymére d'enrobage induisent immanquablement des effets de
matrice, qui modifient les caractéristiques de désorption laser et

d'ionisation du composé ou de I'élément & analyser.

Notre molécule test, I'amiodarone, est un médicament bien connu pour
ses propriétés de régulateur cardiaque. Ce composé organique désorbe
bien sous l'effet de lirradiation laser et se fragmente de maniere
caractéristique.

La fragmentation de I'amiodarone par impact électronique a été
étudiée en détail et comparée a celle obtenue dans les conditions de la
désorption/ionisation laser. Nous avons pu émettre des hypothéses quant
aux voies de fragmentation de l'amiodarone. Notre interprétation de la
fragmentation en désorption laser est en accord avec le concept de
formation préférentielle des ions a nombre pair d'électrons (EE*). On
constaté que les spectres de masse de I'amiodarone en désorption laser
se caractérisent notamment par deux ions majoritaires de masses m/z=
100 et 518. Ceux-ci se forment logiquement a partir de I'espéce protonée
(M+H)* qui apparait préférentiellement en désorption laser.
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L'étape suivante dans notre travail a consisté a rechercher
I'amiodarone dans une matrice polymérique. Dispersée dans un polymere
époxy, sa détection par microsonde LAMMA en transmission n'a pas été
obtenue, quels que soient les paramétres instrumentaux (potentiels,
longueurs d'onde, focalisation du laser). Nos résultats expérimentaux sont
en accord avec ceux qu'a publié¢ Van Vaeck sur le méme appareil : il a
montré qu'il existe une épaisseur (5 nm) au dela de laquelle les molécules

organiques ne s'ionisent plus.

La désorption de I'amiodarone par analyse directe d'un bloc de
polymére a été tentée par FTMS (configuration en réflexion).
L'amiodarone n'a jamais été détectée dans un bloc d'épon dopé de 0,4% a
beaucoup plus. La méme expérience tentée 3 193 nm sur un bloc de
technovit dopé en amiodarone a permis de sortir le fragment (M-I)* &
m/z=518. La limite de détection se situe alors entre 1 et 2 %. Cet effet de
la longueur d'onde représente un espoir de détecter I'amiodarone in-situ si
celle-ci se fixe dans certaines zones cellulaires avec un taux supérieur a
1%. Nous avons montré qu'au deld d'un certain seuil de concentration
(variable selon le polymére d'enrobage), des interactions
physico-chimiques sont prépondérantes et empéchent la

désorption/ionisation de la molécule cible.

La recherche de I'amiodarone dans les tissus biologiques s'est éoldée
par un échec. En ions positifs, aucun signal suffisamment intense et
significatif existe en hautes masses. En ions négatifs, l'iode est détecté
mais la localisation de liode ne correspond pas forcément a une
localisation exacte de I'amiodarone. Les interactions entre I'amiodarone,
le tissu biologique et le polymere d'enrobage sont vraisemblablement

responsables de la non localisation de ce composé. L'analyse de cryocoupes
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aurait permis de s'affranchir de bon nombre des causes d'interaction avec
la molécule cible par suppression du polymeére d'inclusion (fort effét de
matrice). Mais nous ne pouvons conclure quant a la réussite ou non de ces
analyses, puisque le protocole de fixation des phospholipides n'était pas au

point.

La difficulté a détecter I'amiodarone en matrice complexe nous a
amené a 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 : 68 angle entre
le faisceau laser incident et I'axe d'extraction des ions = 180°), nous avons
pu mettre en évidence |'amélioration qu'apportent l'acide trichloroacétique
et un iodure alcalin lorsqu'ils sont additionnés & la molécule cible. Les
résultats sont fort encourageants, mais difficilement applicables aux
tissus biologiques.

Sur la microsonde LAMMA 1000 (analyse en réflexion : 8 = 30°),
'amiodarone est effectivement bien détectée en présence d'acide
nicotinique. D'un point de vue instrumental, I'amélioration est attribuée
d'une part a la configuration en réflexion de la microsonde et d'autre part a
la post accélération (20 kV) des ions juste avant la détection. D'un point
de vue conceptuel, l'acide nicotinique favorise la désorption de
I'amiodarone comme celle des protéines bien que l'amiodarone ne posséde
qu'une fonction amine. L'acide nicotinique isole les molécules cibles les

unes des autres et les aide a désorber.

Sur la microsonde FTMS (analyse en réflexion : 8 = 0°), les influences
de différentes matrices ont pu étre testées ainsi que l'effet de longueur

d'onde. A 193 nm, l'acide nicotinique, .le mélange acide nicotinique et la
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nitrocellulose désorbent I'amiodarone de fagon tout a fait satisfaisante en
améliorant la formation de l'ion (M+H)* et en réduisant la fragmentation de
la molécule. A cette longueur d'onde, la nitrocellulose semble étre la
meilleure matrice pour mettre en évidence (M+H)*. Cette matrice est en
effet extrémement intéressante car, jusqu'a présent, toutes les autres,
qui ont été expérimentées, étaient difficilement applicables aux
échantillons biologiques. Celle-ci, de par sa structure (analogie avec le
saccharose), ouvre de nouveaux horizons a l'analyse moléculaire des
coupes histologiques, a condition bien évidemment qu'une technique de
préparation convenable puisse étre trouvée, dans laquelle les matériaux

classiques d'inclusion seront remplacés par cette matrice performante.
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ANNEXE 1:

SYNTHESE DE L'AMIODARONE

CH; 0
Mg 00y HCI
CH Br —_— CH, gBr —» ——>
THF gaz  (3N)
Bromo-1méthoxy-4 Bromure de méthoxy-4
Benzéne Phényl Magnésium COOH
Acide Méthoxy-4
Benzoique
(Rendt : 69 %)
SOClzl
CHsy
HCI n-Butyl-2 Benzofurane
-— oY c%o—@—o—cn
(3N) Benzéne anhydre “
n-Butyl-2(méthoxy-4' Chlorure Stannique (o}

Benzoyl)-3 Benzofurane

Chlorure de méthoxy-4

Benzoyle
Chlorhydrate
de
Pyridine
(o)
l OH
KOH EAU
—_—
+
(Ki+l 5 ) 04 Hg
dans eau

n-Butyl-2(Diiodo-3',5’
Hydroxy-4' Benzoyl)-3
Benzofurane

n-Butyl-2(hydroxy-4’
Benzoyl)-3 Benzoiurane

1°)EtOCOOEt /Benzéne
2°) CICH2CH2N(Et)2

3°) Hel
0 Et
CH, CHyN
Et
04 H9
AMIODARONE

(d'aprés document SANOFI)
(88)



ANNEXE 2:
CALIBRATION DES SPECTRES LAMMA 500 AVEC DEUX REFERENCES «

La calibration des spectres se déroule de fagon différente si le temps

"zéro" (instant ol Iimpulsion laser est déclenchée) est connu ou non.

- y4- n
On assimile le temps que met l'ion a parcourir le tube -a la longueur

parcourue @t =t
ttoial = C1 + C2“ m

Puisque le temps zéro est connu: C,=0 dou L =0C, (m)1/2

Pour calibrer, les éléments alcalins sont souvent utilisés comme masses

références : par exemple, pour 23Naou39% : L, = C, (m,)"?2 avec m; = 23
: ’ - b 2\ 1

ou 39 et le pic de masse inconnue a la distance L, s'écrit C, (m,)'/2

avec L1 : distance entre le point zéro et le signal de lion de masse

connue my ( 23, 39,... )

Ly : distance entre le point zéro et le signal de 'ion de masse inconnue my

La constante Co estégale a :

D'ou :

Si tous les paramétres instrumentaux et les potentiels d'extraction des
ions restent fixés pendant la série d'analyses, le rapport m,/ L2 est
constant (C) et connu. On écrit alors :

m,= C.L2



- 3ro n' nn
Les constantes C, et C, sont calculées a partir des deux masses connues

m, et m, (figure 8).

- j A lx - =
- A |2 =
Figure 8 : Calibration d’'un spectre de masse LAMMA & partir de deux

masses connues m; et m»

La distance (L,-L,) entre les deux pics de masses connues est lue sur le
spectre. Elle est, par ailleurs, égale a [C, + C,.(m,)"2]-[C, + C,.(m,)"?].

De ceci, la constante C, est facilement calculée.

De la méme fagon, il est possible de lire sur le spectre de masse la

distance (L,-L,) séparant le pic de masse connue m, du pic de masse
inconnue m,.

Cette différence sera égale a [C, + C,.(m,)"?]-[C, + C,.(m,)?].

Soit . AL, =L, -L, =C, . (my'2-m,1?)

Finalement, pour chaque pic dis;ant du pic de masse m, de Lx, il est

possible de connaitre la valeur de la masse m, correspondante :

AL

\/mx= \/ml * C_Zx




TITRE

Contribution & 'étude de la désomption laser in-situ de médicaments. Cas de 'amiodarone.
MOTS-CLES

* Désorption Laser

* Spectrométrie de Masse

* Microsonde LAMMA

* Microsonde laser FTMS

* Amiodarone

* Tissu biologique

* Désarption assistée par matrice

RESUME

Ce travail, concemant I'étude de la désomtion laser in-situ de 'amiodarone, comporte trois
parties principales :

La premiére est relative & I'étude de la fragmentation de 'amiodarone en spectrométrie de
masse et & la reconnaissance des différents fragments. Nos résultats par désorption laser sont en
accord avec le concept de la formation préférentielle des ions & nombre pair d'électrons. En effet,
les ions majoritaires répondent d'une part & ce critére et, d'autre part, on explique leur présence @
pariir de 'espéce moléculaire protonée, formée principalement par désorption laser.

Dans la deuxiéme partie, nous avons exploré la potentialité de la microsonde LAMMA pour
la localisation de cibles organiques dans un tissu biologique. Le cas de 'amiodarone est étudié
d'abord dans une matrice polymérique. ensuite dans un tissu biologique enrobé. L'analyse des
cryocoupes est également abordée. Nous montrons ainsi qu'au deld d'un certain seuil de
concentration (variable selon le polymére d'enrobage), des interactions physico-chimiques sont
prépondérantes et empéchent la détection de la molécule cible. L'effet de longueur d'onde
représente toutefois un espoir de détecter 'amiodarone in-situ si celle-ci se fixe dans certaines
zones cellulaires avec un taux supérieur & 1%.

La difficulté de détecter 'amiodarone en matrice complexe nous a amené a optimiser le
signal du pic moléculaire. Aussi, la troisiéme partie de ce travail est consacrée & la désorption
assistée de I'amiodarone par microsondes LAMMA et FTMS. Nous nous sommes attachés &
metire en évidence les effets de matrice ainsi que les effets de longueur d'onde sur la détection du
pic quasimoléculaire (M+H)* de I'amiodarone. Nos résuttats permettent de proposer une nouvelle
matrice de désorption succeptible d'étre utilisée comme polymere d'enrobage des fissus
biologiques & une longueur d'onde donnée.
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