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14j et 28j post Iésion cérébrale.
D’aprés Portbury € @l. [71]. .. ... e e ettt 33

Figure 16. Distribution d’A;AR (a) et pBR (b) par autoradiographie d’une coupe de glioblastome
humain. Cartographie élémentaire du cuivre et du zinc par LA-ICP-MS sur le méme échantillon
(c et d).

D’apreS ZOriy €L Al. [T3] ... e s 34

Figure 17. Coupes de cerveau aprés autopsie d’un patient ayant eu une IRM injectée 2 ans
avant. Localisations : ganglions de la base (a, b), lobe frontal (d, e) et pont (g, h). Images au
microscope (a, d et g) et distributions par LA-ICP-MS (b, e et h) du gadolinium

correspondantes.

D’aprés FiNGErAUL €1 @l. [T6].........o.eee e e e e et e et et ettt 35
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1. Introduction

1.1 Spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS)

Depuis son apparition au début des années 1980, la spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-MS) a connu un développement important et s’est imposée comme une des
techniques de référence dans le domaine de I'analyse multiélémentaire (métaux, métalloides et non
métaux) et isotopique (1). L'ICP-MS permet la détection séquentielle ou simultanée de la plupart des
éléments du tableau périodique des éléments (du lithium a lP'uranium). Son excellente sensibilité
permet de mesurer des concentrations élémentaires allant jusqu’au nanogramme par litre ou partie
par trillion (ppt) ce qui rend possible la détection d’éléments présents a I'état de trace ou d’ultratrace
dans les échantillons (2)(3). Du fait d’'une cadence d’analyse élevée, il est possible de réaliser des
dosages d’échantillons en grande série. Les champs d’applications de I'lCP-MS sont nombreux et
concernent les domaines de I'environnement, des géosciences, de l'industrie, de I'agro-alimentaire et
ceux de la biologie et de la santé. Bien implantée dans les laboratoires spécialisés de biologie
médicale, I'lCP-MS a désormais une utilisation en routine pour les dosages élémentaires des

échantillons biologiques (4).

La technologie ICP-MS est basée sur le couplage entre une source d’ions constituée par une
torche a plasma a couplage inductif (ICP) et un spectrométre de masse qui filtre et sépare les ions en
fonction de leur masse et de leur charge. Le processus analytique comporte plusieurs étapes
successives depuis l'introduction de I'échantillon jusqu'a la détection des ions (Figure 1. [5]).
L’échantillon mis en solution est d’abord introduit par une pompe péristaltique dans un nébuliseur
pneumatique. Le passage du liquide dans un capillaire de faible diamétre a I'intérieur duquel circule
un flux de gaz inerte (de l'argon le plus souvent) permet la production d’'un aérosol formé de
gouttelettes de taille micrométrique. Afin d’assurer une meilleure stabilité du plasma, les gouttelettes

sont triées selon leur taille au niveau d’'une chambre de nébulisation. Celles dont la dimension excéde

focalisation . detection
separation

ionisation
introduction mn /) .

spray chamber ICP torch interface quadrupole electron multiplier

Figure 1. Schéma des étapes successives d’une analyse par ICP-MS.

D’apres Aceto M. [5]
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dix micrométres sont éliminées tandis que les autres sont introduites dans la torche a plasma. Le
plasma est formé grace a l'ionisation d’un gaz inerte (argon, hélium, etc.) sous l'action d’'un champ
électrique. Il atteint une trés haute température (jusqu’a 8000°C)(2) qui assure la désolvatation des
gouttelettes introduites, puis leur vaporisation, atomisation et ionisation. Les ions formés sont ensuite
prélevés au sein du plasma au niveau d’'une zone dite d’interface située entre la torche a plasma (trés
haute température, pression 10° Pa) et le spectrométre de masse (température ambiante, pression <
10 Pa)(6). Apres leur focalisation par un systéeme d’optiques ioniques, les ions sont introduits dans le
spectrométre de masse Ce dernier agit comme un filtre ionique en séparant les ions selon leur rapport
masse/charge (ou m/z). Selon le type de spectrométre de masse utilisé (simple quadripble, a haute
résolution, etc.), la capacité a distinguer deux ions ayant des rapports m/z proches aussi appelée
pouvoir de résolution est plus ou moins importante. Enfin, au niveau du détecteur, le plus souvent un
électromultiplicateur, les ions sont comptés en fonction de leur masse. Un traitement informatique des
données brutes collectées par le détecteur permet ensuite de convertir les comptages ioniques en

données quantitatives ou semi-quantitatives exploitables par I'utilisateur.

1.2 Limites de I'analyse par ICP-MS

Les principales limites de lanalyse par ICP-MS résident dans sa sensibilité aux
contaminations, dans la survenue éventuelle d’interférences analytiques (spectrales ou non

spectrales)(7) et dans la préparation des échantillons solides (cf. 1.3 pour ce dernier point).

L’analyse par ICP-MS nécessite de prévenir et de maitriser le risque de contaminations pour
obtenir des résultats fiables et interprétables. Ce risque est en lien avec 'omniprésence de certains
éléments comme les métaux dans I'environnement, au faible niveau de concentration de ces éléments
dans les échantillons analysés et au niveau de sensibilité élevé de 'lCP-MS. Le mode de prélevement
et de conservation des échantillons, ainsi que I'ensemble des manipulations précédant I'analyse sont

donc soumises a des procédures rigoureuses pour éviter toute source de contamination extérieure.

Les interférences spectrales comprennent les interférences polyatomiques, isobariques ou
liees aux espéces doublement chargées. Les interférences polyatomiques correspondent a des ions
possédant la méme masse que I'élément d’intérét. lls peuvent provenir d’une dissociation incompléte
de I'échantillon dans la torche ICP ou de la combinaison d’ions issus du plasma ou de la matrice. Par
exemple, la combinaison de 'argon (4°Ar) avec l'isotope 16 de I'oxygéne (160) peut interférer avec la
mesure de l'isotope 56 du fer (56Fe). Les interférences isobariques sont liées a la présence d’isotopes
d’éléments différents mais possédant une masse identique comme lisotope 58 du fer (58Fe) et
isotope 58 du nickel (58Ni) par exemple. La formation d’ions doublement chargés modifie le rapport
masse/charge qui vaut alors la moitié de la valeur attendue et interféere avec la mesure d’un autre

138
(

élément (**Ba’* peut interférer avec *°Ga*)(6).

Les interférences polyatomiques peuvent étre prévenues par l'utilisation d’'un gaz (de I'hélium
par exemple) au sein d’'une cellule de collision ou réaction placée aprés la torche a plasma. Le choix

des isotopes étudiés lors de la mise en place de la technique au laboratoire ainsi que ['utilisation de
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facteurs de correction sont d’autres moyens pour s’affranchir des interférences isobariques ou liées

aux doubles charges (2).

Les interférences non spectrales sont en rapport avec les effets de matrice importants
pouvant exister dans certains échantillons dont la composition est complexe (le tissu osseux par
exemple). La prévention de ces interférences passe par la dilution des échantillons ou par l'utilisation

d’une méthode d’étalonnage particuliere comme la méthode des ajouts dosés (6).

1.3 Intérét de I'ablation laser pour 'analyse multiélémentaire d’'une matrice solide

Les échantillons analysés par ICP-MS peuvent étre des matrices liquides (sang total, plasma,
urine, etc.) ou solides (tissus biologiques, phanéres, etc.). Dans le cas d’'un échantillon liquide, le
processus de préparation avant analyse est simple puisqu’une dilution a I'aide d’'une solution acide est

en général suffisante.

L’analyse d’'une matrice solide requiert une mise en solution préalable de I'échantillon. La
transformation de la matrice solide en une phase liquide homogéne passe par un prétraitement appelé
minéralisation qui consiste en une digestion de I'échantillon. La minéralisation peut étre réalisée par
voie séche via un processus de fusion a haute température ou par voie humide, a I'aide de solutions
acides ou alcalines (8). Pour accélérer le processus, la digestion par attaque acide peut étre assistée
par micro-ondes. Ce procédé de mise en solution a pour but de s’affranchir des interférences liées
aux matiéres organiques et de concentrer I'échantillon quand cela est nécessaire. Cependant ce
mode de préparation des échantillons expose a un risque de pertes par divers mécanismes
(volatilisation, adsorption, etc.) et de contaminations pouvant conduire a I'obtention de résultats
erronés. De plus, la structure de I'’échantillon solide est détruite par la minéralisation ce qui rend

impossible I'étude de la distribution spatiale des éléments.

Afin d’éviter les contraintes associées a la minéralisation, des méthodes d’introduction directe
des échantillons solides existent. C'est le cas de la méthode d’ablation laser couplée a la
spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif (LA-ICP-MS) ou un faisceau laser balayant la
surface d’'une coupe d’échantillon produit un nuage de particules ensuite analysé par I'lCP-MS. Décrit
pour la premiéere fois en 1985 (9), le couplage entre un systéme d’ablation laser et un ICP-MS a été
trés utilisé dans le domaine des géosciences (10) avant de s’étendre au domaine biomédical du fait
de progres techniques (11). A la suite de la premiére application en biologie par Wang et al. en 1994
(12), la LA-ICP-MS est devenue la technique de bioimagerie par spectrométrie de masse de référence
pour I'analyse multiélémentaire des matrices biologiques solides du fait de ses multiples applications
(Figure 2. [13]). En effet, cet outil permet de déterminer simultanément la répartition et la quantité de
plusieurs éléments a la surface d’une coupe d’échantillon et d’établir une véritable cartographie
élémentaire avec une résolution spatiale proche du micrométre (14). Cet outil offre aussi la possibilité
de détecter des protéines sur une coupe de tissu aprés marquage a l'aide d’anticorps monoclonaux
couplés a un élément (atomes d'or ou d’argent par exemple) complétant ainsi les techniques

d’immunohistochimie déja existantes (15). Enfin, cet outil est capable de détecter et de quantifier des
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métalloprotéines  (sélénoprotéines,  protéines
phosphorylées, etc.) aprés leur migration et
séparation sur un gel d’électrophorése. Une
analyse par LA-ICP-MS constitue un ensemble de
données a I'échelle élémentaire (les métaux en
particulier) qui peuvent étre combinées avec des
données biomoléculaires (protéines par exemple)
obtenues par des techniques de spectrométrie de
masse a ionisation douce comme la désorption-

ionisation laser assistée par matrice (MALDI-MS).

L’association de ces données permet Ila

réalisation d’études meétallomiques et 2 o 52
C&p. . . AN
métalloprotéomiques approfondies (16). - hotein AN
Parmi  les  multiples  publications Figure 2. Applications principales de
biomédicales en lien avec la LA-ICP-MS, le I'ablation laser couplée a I'ICP-MS.

cerveau et les pathologies s’y rapportant ont été
particulierement étudiés, que ce soit sur du tissu D'aprés Konz et al. [13]
cérébral sain ou pathologique et du tissu

d’origine animale ou humaine (17,18). Les

échantillons provenant d’animaux et en particulier des modéles murins de pathologies neurologiques
sont prédominants dans ces travaux du fait d’'une meilleure disponibilité par rapport aux échantillons
humains issus d’autopsie. La connaissance de la distribution élémentaire du tissu cérébral présente
un intérét majeur pour la compréhension des mécanismes physiologiques et physiopathologiques :
évaluation de I'impact d’'une pathologie responsable d’'une accumulation ou d’un déficit en un élément
donné (cuivre dans la maladie de Wilson et la maladie de Menkes), détermination du réle potentiel de
certains métaux dans le développement de maladies neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer, etc.),
évaluation de l'effet d’'un traitement au niveau élémentaire, profil élémentaire de tissu tumoral ou

encore pour la réalisation d’études toxicologiques.

Dans cette revue de littérature, nous décrirons d’abord les aspects méthodologiques et
techniques d’une analyse de bioimagerie élémentaire par LA-ICP-MS avant de présenter dans une
seconde partie des applications de cette technologie (de bioimagerie élémentaire et de détection de
protéines par anticorps), parmi les plus récentes, utiles a I'étude et a la compréhension de certaines

pathologies neurologiques.
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2. Aspects méthodologiques et techniques de I’analyse par LA-
ICP-MS

2.1 Mode de préparation des échantillons biologiques

L’analyse des échantillons solides par LA-ICP-MS nécessite uniquement la réalisation de
coupes fines (épaisseur < 100 micrométres) avant analyse. Contrairement aux techniques utilisant le
principe de désorption laser comme la technologie MALDI-MS, I'ajout d’'une matrice sur I'échantillon
avant analyse n’est pas nécessaire (19). Les coupes d’échantillons biologiques analysables par LA-

ICP-MS peuvent provenir aussi bien de matériel frais que d’échantillons déja inclus en paraffine.

A partir de matériel frais, et afin d’obtenir un profil de distribution élémentaire le plus proche
de celui retrouvé in vivo, la réalisation de coupes en congélation est préférable. Une fixation de
I'échantillon au paraformaldéhyde a 4% et une cryoprotection a l'aide d’'une solution sucrée de type
saccharose sont généralement réalisées. Aprés ces deux étapes, I'échantillon est placé dans un
cryostat ou les coupes en congélation d’'une épaisseur comprise entre 5 et 30um sont réalisées a
laide d’'une lame non métallique (par exemple en polytétrafluoroéthyléne). Les effets de la fixation et
de la cryoprotection au niveau des concentrations élémentaires, décrits par Hare et al. montraient une
perte en concentration variable selon la solubilité des éléments (20). La préparation des coupes en
congélation nécessite donc une vigilance particuliere en fonction de I'élément étudié pour minimiser
ces pertes potentielles. L’utilisation d’'un échantillon contréle de concentration connue pour évaluer les

pertes avant et aprés les étapes de fixation et cryoprotection peut étre utile.

L’utilisation de coupes incluses en paraffine est possible mais nécessite une procédure
préalable de déparaffinage dans des solutions de xyléne et d’éthanol de concentrations
décroissantes. La comparaison des profils élémentaires obtenus entre des coupes en congélation et
des coupes fixées et incluses en paraffine par Bonta et al. (21) a montré une modification de la
répartition de certains éléments dans le cas d’une inclusion en paraffine. Les métaux alcalins (Na, K,
etc.) étaient en particulier trés touchés et dans une moindre mesure les métaux transitionnels. De
plus, les auteurs mettaient en avant le risque de la survenue de contaminations élémentaires lors des
étapes successives de l'inclusion en paraffine. L’emploi de coupes incluses en paraffine pour la
réalisation d’'une analyse par LA-ICP-MS est donc déconseillé pour I'étude des métaux alcalins. Pour
les autres métaux, les coupes en paraffine permettent d’obtenir des données de distribution et de
quantification fiables et comparables aux coupes en congélation, a la condition d’étre vigilant aux

contaminations pouvant survenir au cours de l'inclusion de I'échantillon.

Les coupes sont ensuite montées sur une lame en verre standard quel que soit le mode de
préparation utilisé. L’adhérence de la coupe doit étre suffisante pour éviter la présence de bulles entre
la lame et I'échantillon et prévenir tout bris de la lame lors de I'ablation laser. Aprés préparation, les
lames doivent ensuite sécher a lair libre ou sur une platine chauffante a 37°C. Leur stockage peut se

faire a température ambiante, -20°C ou -80°C si I'on souhaite étudier certaines protéines fragiles.
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2.2 Déroulement d’'une analyse de bioimagerie élémentaire par LA-ICP-MS

La LA-ICP-MS est une technique de bicimagerie élémentaire reposant sur la combinaison
d’'un systéme commercial d’ablation laser et un spectrométre de masse a plasma a couplage inductif
(ICP-MS). (Figure 3. [22]). La fonction du systéeme d’ablation laser est comparable a celle du
nébuliseur pneumatique présent sur un systéme ICP-MS « classique », en l'occurrence d’assurer
introduction d’'un échantillon solide dans la torche a plasma mais sans processus de minéralisation
préalable. Une analyse de bioimagerie élémentaire par LA-ICP-MS comprend plusieurs étapes
successives (Figure 4. [23]) depuis la préparation des coupes d’échantillons jusqu’a I'obtention d’'une

image représentative de la cartographie élémentaire de la surface de la coupe analysée.

Aprés préparation de I'échantillon comme précédemment décrit, la lame est disposée dans
une chambre d’ablation sur un plateau qui selon le systéme utilisé est fixe ou mobile dans les trois
dimensions de I'espace (axes x, y et z). La chambre d’ablation est un compartiment étanche d’'une
surface d’approximativement 100 cm? pour une hauteur d’1 cm (24). Afin d’assurer son étanchéité au
cours du processus d’ablation, une fenétre disposée a son sommet et constituée d’'un matériau
particulier permet de laisser passer la longueur d’'onde spécifique du laser utilisé. La forme et la
configuration de la chambre d’ablation doivent permettre de minimiser les pertes de particules ainsi
que d’optimiser leur temps de transport jusqu’a la partie ICP-MS. Le développement de chambres
d’ablation ayant un faible niveau de perte a permis des gains en sensibilité rendant possible la

production d’images a haute résolution (25).

Le systéme comprend aussi un équipement optique associant un microscope et un capteur
photographique de type CCD. Ce systéme optique est indispensable pour cibler la zone a analyser,
régler les parameétres d’ablation laser et capturer une image de la coupe de tissu avant ablation pour

pouvoir y associer plus tard les données élémentaires obtenues.

LA ICP MS
! CCD camera M ‘
= oy ) Quadrupole mass analyzer Detector
= — Plasma
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Figure 3. Schéma d’un couplage entre un systéme d’ablation laser et un ICP-MS.

D’apres Abduriyim et al. [22]



19

A Tissue Liver
samples
P ‘ Data
5 %) interpretation
y —

0 Brain a

Preparation of

cryosections .
o Light- (6] Image
microscopic eneration
— > documentation 9
=
LA-ICP-MS
measurement e
0 Element 4 e1
quantification/ 5 2ot
o 0 validation I !
Data | ﬂ
A 1 f
collection (5] ] f
LA-ICP-MS S1S2S384S586S7

Figure 4. Schéma des différentes étapes d’une analyse par LA-ICP-MS.

D’apres Weiskirchen et al. [23]

Le laser est disposé a la verticale ou a I'horizontale. Dans ce dernier cas, un miroir orienté a
45° permet de dévier et de focaliser le laser sur I'échantillon. Chaque impulsion laser permet si son
énergie est suffisante de produire des fines particules qui sont transportées jusqu’a la torche a plasma
par le biais d’'un gaz vecteur (argon ou hélium). Le mode d’ablation le plus utilisé consiste en un
balayage ligne par ligne de la surface de I'échantillon ou chaque ligne correspond a une succession
d’impacts du laser. Chaque impact prend la forme d’'un cratére a la surface de I'échantillon. Une fois
parvenues dans la torche a plasma, les particules sont vaporisées, atomisées et ionisées. Les ions
produits sont extraits du plasma, séparés par le spectrométre de masse en fonction de leur rapport

masse/charge et comptés au niveau du détecteur.

Le comptage ionique est effectué parallélement au recueil des coordonnées (x,y) de la région
ablatée par le laser. Ces données ioniques permettent d’obtenir des données élémentaires
quantitatives ou semi-quantitatives qui sont associées aux coordonnées d’un point a la surface de
I’'échantillon. A l'aide d’'un programme de reconstruction informatique, les données élémentaires sont
superposées a leurs positions correspondantes sur I'image initiale. La représentation des données
(quantitatives ou semi-quantitatives) se fait sous la forme d’'une échelle de couleurs allant du bleu
(présence ou concentration nulle/faible) au rouge (présence ou concentration forte). On obtient ainsi
une cartographie de la composition élémentaire de la surface de la coupe d’échantillon que I'on peut

interpréter.

La durée d’une analyse par LA-ICP-MS est variable (de 30 minutes a plusieurs heures) selon

la surface de la zone a ablater et les paramétres d’ablation utilisés comme la vitesse d’ablation
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appliquée (en um/s), la mesure de linterligne (0 a 100 pm) et du niveau souhaité de résolution

spatiale (17).

La résolution spatiale est comparable a la résolution d’'une image constituée de pixels. Elle
détermine la finesse des détails des images obtenues. Comprise entre 10 et 200 micrométres en LA-
ICP-MS (26), elle est fonction du diamétre du faisceau laser paramétré et donc de celui de I'impact.
Une diminution du diamétre du faisceau laser augmente le niveau de résolution. Cette augmentation
du niveau de détail est toutefois limitée techniquement par le niveau de sensibilité du spectromeétre de
masse couplé au systeme d’ablation laser. En effet, en réduisant le diamétre de l'impact, la quantité
de particules au sein de l'aérosol et arrivant a 'lCP-MS est plus faible. La quantité d’ions produite
parvenant finalement au détecteur est également plus faible ce qui peut empécher la production d’'un

signal exploitable.

Cela explique que le niveau de résolution spatiale a peu évolué depuis les premiers
développements de la technique ne permettant pas d’envisager d’étude a I'échelle d’'une seule cellule
ou de l'organite. Cependant, une résolution latérale de l'ordre du nanomeétre a été obtenue
expérimentalement a l'aide d’'un spectrométre de masse a secteur magnétique et d’'une aiguille en

argent placée a proximité du faisceau laser (27).

Enfin, il faut prendre en compte que I'ablation laser est une méthode considérée comme
« destructrice » dans le sens ou les cratéres résultant des impacts du laser rendent impossible la
réalisation d’analyses ultérieures par une autre méthode d’imagerie couplée a la spectrométrie de
masse (24)(Figure 5. [23]).
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Figure 5. Aspect macroscopique d'une coupe
de cerveau de souris avant (a) et apres (b)

ablation laser.

D'apres Weiskirchen et al. [23]
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2.3 Difficultés de la quantification en LA-ICP-MS

La LA-ICP-MS permet I'étude de la distribution des éléments a la surface d’une coupe
d’échantillon de fagon qualitative mais aussi quantitative. La quantification représente la principale
difficulté de I'analyse par LA-ICP-MS du fait du risque d’effet de matrice. En effet, le « comportement »
du matériau au cours de I'ablation par le laser varie selon la nature de la matrice étudiée ce qui peut
induire un biais dans les données quantitatives obtenues. Afin de prévenir I'effet de matrice, il est
nécessaire de disposer de matériaux de référence ou d’étalons de compositions similaires a
’'échantillon analysé (« matrix matching »). Cependant, les matériaux de référence certifiés ou les
solutions commerciales de calibration sont peu nombreux. Le développement d’étalons « maisons »
est donc la solution la plus souvent privilégiée pour établir une calibration. De nombreuses méthodes
de calibration se sont développées a partir de matériaux solides, de solutions liquides, de gélatine ou

par technique de dilution isotopique (28).

La méthode la plus commune consiste a produire des étalons dopés (Figure 6. [29]) a partir
d’'une matrice identique a celle que I'on souhaite étudier et dans la mesure du possible qui soit
dépourvue de I'élément d’intérét. La matrice est d’abord finement broyée afin d’obtenir un mélange
homogéne puis dopée a I'aide de solutions de concentrations élémentaires connues. Un échantillon
non dopé est utilisé comme blanc matrice. La concentration élémentaire des différents homogénats
obtenus est mesurée par ICP-MS. Aprés compaction et congélation on obtient les différents étalons
sous la forme de blocs ou pastilles solides a partir desquels sont réalisées des coupes fines. Ces
différents étalons sont ensuite analysés en méme temps que I'échantillon ce qui permet d’établir une

courbe de calibration et de déterminer les concentrations élémentaires de I'échantillon.

L’utilisation d’'un étalon interne est possible afin de s’affranchir des effets de matrice, de
compenser les variations pouvant survenir au cours du processus d’ablation ou encore de prévenir les
dérives de l'analyseur (30). Un bon étalon interne doit avoir un comportement identique a I'élément

mesuré au cours de I'ablation et doit étre réparti de maniére homogéne dans I'échantillon et dans les
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étalons. Il ne doit pas étre sujet aux interférences analytiques pouvant survenir lors d’une analyse par
ICP-MS. Un isotope mineur d’'un élément ayant une distribution homogéne dans la matrice est en
général choisi. L'isotope 13 du carbone est fréquemment employé comme étalon interne du fait de

son abondance et de sa répartition équilibrée dans les tissus biologiques.

2.4 Influence du laser sur I'analyse par LA-ICP-MS

Depuis le premier développement de la LA-ICP-MS, les caractéristiques techniques des
systémes commerciaux d’ablation laser ont connu des évolutions successives (11). A I’heure actuelle,
des lasers de type Nd-YAG (acronyme anglais de neodymium-doped yttrium aluminium garnet) ou a
excimeére (excimer) équipent le plus souvent les systéemes d’ablation laser. Les évolutions techniques
des lasers ont contribué a I'amélioration des performances analytiques des analyseurs LA-ICP-MS et
a l'expansion de [Iutilisation de cette technique dans le domaine biomédical. En effet, les
performances globales d’'un systéeme LA-ICP-MS dépendent a la fois des caractéristiques du laser et
de 'ICP-MS. Concernant les paramétres du laser, la longueur d’onde, la durée et la fréquence de
Pimpulsion ainsi que la fluence sont les principaux éléments ayant un impact sur le processus

d’ablation laser.

La longueur d’onde du laser influence l'interaction entre le faisceau laser et le solide qui sera
variable selon la nature de la matrice étudiée. Une longueur d’onde plus courte produit un aérosol
comportant des particules plus fines ce qui contribue a améliorer la qualité du couplage (31). Les
longueurs d’'ondes utilisées se sont donc progressivement réduites passant du domaine de
Pinfrarouge a celui du visible puis actuellement au domaine ultraviolet. Les longueurs d’onde 213 et

266 nm sont fréquemment utilisées pour I'imagerie élémentaire d’échantillons biologiques.

La durée de l'impulsion laser détermine les effets thermiques de I'ablation produits sur le
matériau ainsi que la profondeur du cratére. Les lasers a impulsion nanoseconde sont les plus
répandus mais des lasers a impulsion femtoseconde sont apparus récemment. Ces derniers
présentent 'avantage d’une interaction plus courte entre le faisceau laser et la matiére causant ainsi
moins de dommages au matériau analysé. Cette ablation dite « froide » permet d’obtenir une finesse

supérieure de I'aérosol et ainsi d’abaisser les limites de détection (32).

La fluence ou flux d’énergie (en W.cm'z) correspond au niveau d’énergie délivré a la surface
de I'échantillon au niveau du point d’'impact et détermine la quantité de matiére ablatée ce qui

influence également le niveau de sensibilité (33).

Enfin la fréquence d’'impulsion du laser (en Hz) détermine la quantité de matiére ablatée par
unité de temps et donc la qualité du signal arrivant au détecteur de I'lCP-MS au cours de I'analyse.
Une fréquence trop faible induira la production d’un signal instable. Une fréquence plus élevée permet

d’obtenir une sensibilité supérieure car I'intensité délivrée est plus forte sur une durée plus courte (33).
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3. Applications de la LA-ICP-MS pour lI'étude des pathologies

neurologiques

Un certain nombre d’éléments dont des métaux comme le cuivre, le fer et le zinc possédent
un role fondamental dans 'homéostasie de I'organisme et du systéme nerveux. En effet, au niveau
cellulaire et neuronal, leur présence est indispensable a de nombreux processus (transmission
synaptique, protection contre le stress oxydatif, réactions enzymatiques)(34). Leur quantité est
finement régulée par de nombreux mécanismes complexes assurant un équilibre entre les apports et
les pertes. Tout déréglement des mécanismes de régulation peut conduire a un déficit ou un exceés de
ces éléments qui sont a l'origine de certaines maladies neurodégénératives ou bien suspectés d’en

favoriser I'apparition (35).

3.1 Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative chronique en lien avec une
destruction progressive des neurones dopaminergiques de la pars compacta du locus niger
(« substance noire ») a l'origine d’'une symptomatologie hétérogéne. Les causes de la maladie de
Parkinson ne sont pas connues mais elle semble reliée a un mécanisme multifactorielle
(environnement, génétique, etc.)(36). L'implication potentielle de certains métaux en particulier le fer

dans la formation de radicaux libres a été décrite dans la littérature (34).

Les études de la maladie de Parkinson par LA-ICP-MS se basent sur différents modéles murins
de cette pathologie. Le premier modéle repose sur [linjection directe de la neurotoxine 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) au niveau du locus niger qui conduit a la mort des neurones
dopaminergiques. Le second modéle est basé sur I'administration subchronique de 1-méthyl-4-
phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) qui entraine la perte de la sécrétion de dopamine au niveau
des neurones. Enfin le modéle L62, qui surexprime lalpha synucléine, une protéine dont

'accumulation va entrainer une diminution de la sécrétion dopaminergique.

La premiére application de I'ablation laser couplée a I'lCP-MS sur des souris aprés injection de
6-OHDA par Hare et al. (37) montrait une concentration en fer significativement supérieure au niveau
de la région du locus niger par rapport a des souris n’ayant pas eu d’injection de 6-OHDA. A partir du
méme modéle murin, Sussulini et al. se sont intéressés a l'effet de I'administration de L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) sur la distribution élémentaire du cuivre, du fer, du manganése et
du zinc (Figure 7. [38]). La distribution de ces éléments et leur quantification sur des coupes de
cerveau centrées sur le locus niger n’étaient pas significativement différentes entre les souris traitées
par L-DOPA et les souris contrbles. Cette absence de différence significative pouvait étre en lien avec
une étude du tissu cérébral trop tardive aprés linjection de 6-OHDA ou d’'une dose administrée
insuffisante. En revanche, une différence significative était mesurée chez toutes les souris pour le fer
au niveau du striatum ventral (-7%) et pour le cuivre au niveau du striatum dorsal (-7%). Chez les

souris contrdles, la concentration périventriculaire du cuivre était significativement supérieure par



24

6-OHDA injection
(PD induced)

Control
(without PD)

T
[
-
©
[
S
L
[
2

L-DOPA

Figure 7. Comparaison de la distribution par LA-ICP-MS du manganése, fer, cuivre et
zinc sur des coupes de cerveau d’un modéle murin 6-OHDA de la maladie de

Parkinson avec ou sans traitement par L-DOPA.

D’apres Sussulini et al. [38]

rapport aux souris traitées. Cette différence pouvait étre en lien avec un efflux du cuivre moins
important sous l'effet de la L-DOPA chez les souris traitées. De plus cette mise en évidence d’une
augmentation du cuivre au niveau périventriculaire pouvait étre reliée aux concentrations en cuivre
plus élevées retrouvées dans le liquide céphalo-rachidien des patients atteints de la maladie de
Parkinson (39).

La distribution élémentaire du cuivre, fer, manganése et zinc a aussi été étudiée sur des
coupes de cerveau de souris du modéle murin MPTP de la maladie de Parkinson (40). Des coupes
coronales de cerveau au niveau du locus niger et du striatum étaient comparées chez des souris a
différents temps (2 heures, 7 jours et 28 jours apres injection de MPTP). Une diminution significative
du cuivre au niveau périventriculaire et du fascia dentata de I'hippocampe a 2h et 7 jours était
visualisée avant un retour a la normale voire a une surcompensation a 28 jours. Au niveau du cortex,
la diminution du cuivre était d’environ 10% a 28 jours. Le fer était significativement augmenté au
niveau du noyau interpédonculaire mais pas au niveau du locus niger. Ces données étaient en accord
avec d’autres études sur ce modéle murin ; d’'une part sur une régulation différentielle du cuivre au
niveau cortical et périventriculaire et d’autre part sur I'atteinte préférentielle de certaines régions par la
MPTP. Enfin les modifications de la répartition du fer étaient confirmées par les colorations

histochimiques (Perls) réalisées en paralléle.

Plus récemment, la détection et la quantification par LA-ICP-MS et immunohistochimie de
quatre protéines clés ont été effectuées sur du tissu cérébral de souris L62 et de souris sauvages
(41). L’alpha synucléine (toxique pour les neurones a dopamine), I'antigéne nucléaire neuronal (NeuN,

marqueur de dégénération neuronale), la tyrosine hydroxylase (TH, marqueur de la synthése de
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dopamine) et la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP, marqueur de gliose) étaient marqués a l'aide
d’anticorps couplés a un lanthanide avant analyse. Les résultats obtenus par LA-ICP-MS et
immunohistochimie étaient cohérents avec les profils de ces protéines déja connus dans la littérature.
L’alpha synucléine et la GFAP étaient augmentées significativement avec une valeur-p plus faible en
LA-ICP-MS pour le marqueur de gliose GFAP. L’antigéne nucléaire neuronal (NeuN) était abaissé de
maniére significative ce qui est cohérent avec la perte de neurones dopaminergiques au cours de la
maladie de Parkinson. Pour la TH, la LA-ICP-MS montrait une diminution significative en accord avec
la baisse de la synthése de dopamine alors que I'immunohistochimie ne montrait pas de différence
significative. La supériorité de la LA-ICP-MS en terme de sensibilité et de gamme dynamique peut
expliquer cette différence et démontre sa capacité a détecter des variations trop faibles pour étre

mises en évidence par les techniques immunohistochimiques.

3.2 Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est la principale cause de démence dans le monde. Cette pathologie
incurable est caractérisée par I'existence de Iésions caractéristiques au niveau cérébral : les plaques
séniles constituées de dépdts extracellulaires de peptide béta amyloide et des dégénérescences
neurofibrillaires formées par I'accumulation de protéine tau phosphorylée. La pathogénése de la
maladie reste mal connue et dépend d’'une multitude de facteurs (adge, environnement, etc.) (42).
L’influence potentielle des métaux (aluminium, cuivre, fer, zinc, etc.) dans le développement de la
maladie a été décrite notamment dans la formation des plaques séniles mais les mécanismes

impliqués restent indéterminés (27,33,34).

La LA-ICP-MS a permis de déterminer la répartition du peptide béta amyloide sur des coupes
de cerveau d’'un modéle de souris développant des plaques séniles par accumulation de peptide béta
amyloide dés I'age de quatre mois. Pour cela, Hutchinson et al (45) ont comparé LA-ICP-MS et
techniques immunohistochimiques. Les coupes de cerveau étaient marquées a 'aide d’un d’anticorps
monoclonal couplé a du nickel ciblant le peptide béta amyloide et son précurseur. Une coloration au
DAB-nickel (diaminobenzine) de la coupe permettait de visualiser les zones de dépdt du peptide béta
amyloide (coloration brune). Les résultats obtenus (Figure 8. [45]) montraient une trés bonne
corrélation entre les zones correspondant aux plaques séniles et les zones ou le signal du nickel était
le plus fort. L'image obtenue par LA-ICP-MS présentait un niveau de détail supérieur. Ces résultats
ouvraient la voie a I'étude de la répartition d’autres protéines au niveau de coupes de tissu et a la

recherche d’un lien entre ces protéines et des métaux.

Cruz Alonso et al (46) se sont intéressés a la distribution du fer en paralléle de celle de la
ferroportine (transporteur membranaire du fer) sur du tissu cérébral de patients sains et de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer (coupes centrées sur le stratum pyramidal de la région CA1 de
hippocampe). L’analyse de la ferroportine par LA-ICP-MS utilisait un anticorps monoclonal couplé a
des particules d’or. Les données obtenues montraient une augmentation de la quantité de fer chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer alors que la ferroportine était en quantité comparable par

rapport aux patients sains. La distribution spatiale du fer et de la ferroportine était similaire entre les
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deux groupes de patients. Une technique immunohistochimique réalisée en paralléle pour la détection
de la ferroportine montrait une distribution similaire a la LA-ICP-MS mais ne permettait pas d’obtenir
de données quantitatives. Le niveau de résolution des images obtenues par LA-ICP-MS oriente a

I'avenir vers la réalisation d'études simultanées de la distribution de panels de protéines

Figure 8. Coupe de cerveau d’'un modéle murin
de la maladie d’Alzheimer aprés marquage par
anticorps du peptide béta amyloide. Aspect

microphotographique (haut) aprés coloration

au DAB-Ni (plaques séniles colorées en brun) ;

imagerie LA-ICP-MS pour le nickel (bas).

D’apres Hutchinson et al. [45]

3.3 Sclérose latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) ou maladie de Charcot est une maladie
neurodégénérative touchant les motoneurones du systéme nerveux central. Débutant a I'age adulte,
elle entraine l'apparition d’'une paralysie musculaire progressive conduisant faute de traitement
existant au décés du patient. La majorité des cas est sporadique (90%) mais il existe des formes
familiales dans 5 & 10% des cas pour lesquelles certaines mutations sont décrites (47). C’est
notamment le cas du géne de la superoxyde dismutase a cuivre/zinc de type1 (SOD1) dont la
mutation est a l'origine de 10 & 20% des formes familiales (48). Cette métalloprotéine a un réle
antioxydant en participant a la lutte contre les radicaux libres. Un modéle murin (SOD1G37R)
surexprimant la protéine SOD1 mutée reproduit le phénotype de la SLA chez l'animal. Ce modéle
avait déja permis de montrer I'implication du cuivre dans le mécanisme physiopathologique (49). En
effet, la quantité de cuivre indispensable a la bonne maturation de la protéine SOD1 mutée est
insuffisante au niveau du systéme nerveux central des souris surexprimant la protéine SOD1 mutée
(50) par rapport aux autres tissus. En revanche pour le zinc, sa quantité était bien corrélée a la

surexpression de SOD1.

Kysenius et al. (51) ont cherché a déterminer si cette insuffisance d’apport en cuivre de la
protéine SOD1 mutée était age-dépendante et pouvait expliquer le fait que la maladie ne se
développe qu’a I'age adulte. Grace a la LA-ICP-MS, la distribution endogéne du cuivre et du zinc a été
déterminée chez des embryons de souris de 14 jours surexprimant la protéine SOD1 sous sa forme
mutée ou non. Contrairement a I'adulte, les embryons de souris porteurs ou non de la mutation
présentaient une redistribution du cuivre du foie vers le systéme nerveux central (Figure 9. [51]). Cela
tendait a démontrer que la rupture dans la fourniture en cuivre de la protéine SOD1 survient plutot a

’'age adulte et qu’il existe un mécanisme de compensation durant la phase embryonnaire.
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Figure 9. Distribution du cuivre chez des embryons de souris. Souris

contréles (C), surexprimant la protéine SOD1 non mutée (G) et mutée (K).

D’aprés Kysenius et al. [51]

Dans une autre étude sur le méme modéle murin de SLA, Figueroa-Romero et al. (52) ont mis
en évidence une différence des profils de distribution de certains éléments par rapport a des souris
sauvages (Figure 10. [52]). Une augmentation de la concentration en zinc et une diminution de celle
du magnésium étaient visualisées au niveau du cortex moteur et du cortex préfrontal (régions
prélimbique et infralimbique). Il n’y avait pas de différence significative observée concernant le

manganeése.

Zinc Magnesium Manganese

High

SOD1G93A

Low

WT

Figure 10. Comparaison de la distribution cérébrale par LA-ICP-MS du
zinc, magnésium et manganése chez un modéle murin de SLA et chez

des souris controles.

D’apres Figueroa-Romero et al. [62] M1+M2 : cortex moteur ; PL : région

prélimbique ; ILA : région infralimbique
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Dans cette étude, les auteurs avaient aussi pour objectif de déterminer si le développement
d’'une SLA a l'age adulte était relié a des troubles de 'homéostasie des métaux durant I'enfance
(période 0-15 ans). L’analyse multiélémentaire de dents définitives de patients atteints de SLA et de
patients sains par LA-ICP-MS mettait en évidence des concentrations plus élevées dans I'enfance en
chrome, étain, manganése, nickel et zinc chez les patients malades. Les dents accumulent de
maniére stable les métaux, toxiques en particulier, au cours de la minéralisation et constituent une
matrice intéressante pour étudier rétrospectivement des troubles précoces de I'homéostasie des
métaux. Ces résultats en faveur d’un lien entre trouble de 'homéostasie de certains métaux dans
'enfance et développement d’'une SLA étaient confortés par une étude sur un modele murin de SLA.
Ces derniéres et des souris sauvages étaient exposées de maniére chronique a 11 éléments. La
comparaison du profil élémentaire des dents des souris modéles de SLA et des souris contrdles a des
ages différents montrait une accumulation de certains métaux (le zinc par exemple) pour le premier
groupe. Cette accumulation montrait donc I'existence d’'une anomalie précoce des mécanismes de

régulation de ces éléments en lien avec le développement d’'une SLA a I'age adulte.

3.4 Maladie de Wilson

La maladie de Wilson est une maladie
autosomique récessive rare du métabolisme du
cuivre conduisant a une accumulation toxique de
ce métal principalement au niveau hépatique
(cirrhose) et cérébral (53). Elle est causée par la
mutation du géne de I'ATPase ATP7B, un

transporteur hépatique clé du cuivre qui régule

Atp7b”- wild type

I’'excrétion du cuivre au niveau biliaire mais aussi

au niveau du liquide céphalo-rachidien (54). Les

, . o . Figure 11. Bioimagerie cérébrale du
manifestations cliniques sont principalement

o . I cuivre (LA-ICP-MS) chez une souris
hépatiques, neurologiques et psychiatriques. Un

anneau de Kayser-Fleischer reflétant une ATPT7B -/- et chez une souris WT.

accumulation cornéenne de cuivre peut étre

présent. Le traitement de la maladie de Wilson Diapres Boaru et al. [56]
repose sur un traitement par chélateur du cuivre
(D-penicillamine) ou par du zinc. L’accumulation de cuivre au cours de la maladie de Wilson au niveau
cérébral est bien connue mais sa distribution au niveau des différentes structures anatomiques et son
influence potentielle sur la répartition des autres métaux le sont moins. De nombreux modéles murins
de la maladie de Wilson existent et permettent de reproduire les effets de 'accumulation du cuivre

chez 'homme au niveau du cerveau en particulier (55).

Boaru et al. (56) ont appliqué la LA-ICP-MS sur des sections de cerveau de souris sauvages et
porteuses d’une mutation du géne ATP7B &agées de 11 et 24 mois. La concentration en cuivre

montrait dés I'age de 11 mois I'existence d’'une accumulation progressive (Figure 11. [56]) d'un
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facteur 2 chez les souris transgéniques (5,5ug/g) par rapport aux souris sauvages (2,7ug/g). Cette
augmentation était proportionnelle en fonction des différentes régions anatomiques. Au niveau des
régions périventriculaires, la concentration en cuivre chez les souris mutées était trois fois plus faible
que chez les animaux contrdles. Ce taux plus faible était bien corrélé avec la théorie selon laquelle
ces zones périventriculaires sont normalement riches en cuivre (18) car elles sont le siége d'une
excrétion active du cuivre dans le liquide céphalo-rachidien (via le transporteur ATP7B). De plus le
gradient habituellement croissant en cuivre en aval des ventricules latéraux jusqu’au troisieme
ventricule n’était pas présent. La concentration en zinc était augmentée de 40% au niveau des zones
a haut contenu en cuivre mais normale dans les zones habituelles d’accumulation de ce métal, ce qui
était probablement en lien avec le role de substrat du zinc comme ATPase de transport du cuivre.
Pour le fer et le manganése, il n’y avait pas de différence significative pour toutes les régions
étudiées. Au total, I'étude confirmait I'accumulation stable du cuivre plus ou moins proportionnelle
suivant les régions au décours de la maladie de Wilson et montrait une diminution du cuivre au niveau

des régions périventriculaires.

La LA-ICP-MS peut aussi étre appliquée pour visualiser I'effet de traitements expérimentaux de
la maladie de Wilson sur 'accumulation cérébrale de cuivre. Une thérapie génique faisant intervenir
un virus adeno-associé de type 8 comme vecteur du géne humain de 'ATP7B et un promoteur
humain hépato-spécifique de I'alpha-1-antitrypsine avait déja montré des effets dose-dépendants
encourageants au niveau clinico-biologique (57). Les effets sur 'accumulation cérébrale du cuivre n’y
avaient pas été décrits. L’étude par Uerlings et al. (58) de l'effet du vecteur viral chez des souris
ATP7B-/- montrait une réduction de I'accumulation du cuivre par rapport aux souris porteuses de la
mutation non traitées (Figure 12. [58]). La distribution du cuivre restait inchangée tout comme celles
des autres métaux (fer, zinc, manganése, etc.). Cette étude montrait 'intérét de la LA-ICP-MS pour
suivre les effets d’un traitement sur les accumulations cérébrales de cuivre dans le cadre de la

maladie de Wilson.
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Figure 12. Evaluation par LA-ICP-MS de I'effet sur la surcharge cérébrale en cuivre

d’une thérapie génique chez des souris ATP7B -/- . Souris contréles=WT

D’apres Uerlings et al. [58]
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3.5 Maladie de Menkes

La maladie de Menkes est une maladie sévére du métabolisme du cuivre. De transmission
récessive liee a I'X, elle se caractérise par une atteinte multisystémique (neurologique, articulaire,
osseuse, cutanée, etc.). Débutant dés la période néonatale, son évolution est fatale dans I'enfance en
'absence de traitement existant en dehors du traitement symptomatique (59). Elle est causée par la
mutation du géne ATP7A codant pour une ATPase de transport du cuivre impliquée notamment dans
son absorption intestinale mais aussi dans la régulation intracellulaire du cuivre (apport pour les
cupro-enzymes et export du cuivre en excés) (60). Sa mutation entraine 'accumulation de cuivre dans

certains tissus (intestin gréle, rein) alors que le cerveau et d’autres tissus sont en déficit.

L’'unique publication sur la maladie de Menkes et LA-ICP-MS repose sur I'étude de la

GW1 un modeéle de déficit sévere

distribution du cuivre chez des embryons de poisson zébre Calamity
en cuivre reproduisant le phénotype de la maladie de Menkes (61). L’étude par LA-ICP-MS sur des
individus de 6 jours montrait un enrichissement en cuivre chez les embryons contrbles (foie, coeur et
tissu nerveux) alors que les embryons mutés présentaient une accumulation du cuivre au niveau rénal
et une déplétion au niveau du tissu neurologique (Figure 13. [61]). Les données quantitatives
montraient une différence significative des concentrations en cuivre au niveau du foie, du rein et du
tissu nerveux. Il n’était pas noté de différence significative pour le zinc. Cette étude confirmait la
modification de la distribution tissulaire du cuivre rencontrée au cours de la maladie de Menkes avec
notamment la déplétion au niveau du tissu nerveux suggérant un réle de 'ATP7A dans 'absorption du

cuivre au niveau de la barriere hémato-encéphalique.
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Figure 13. Distribution du cuivre par LA-ICP-MS chez des embryons sauvages (WT) et

Gw71

Calamity (modéle de maladie de Menkes) de poisson zébre.

D’apres Ackerman et al. [61]
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3.6 Toxicologie et métaux lourds

Dans le cadre d’études toxicologiques, la LA-ICP-MS permet de déterminer si certaines
structures cérébrales sont le siege d’une accumulation préférentielle d’éléments toxiques (métaux
lourds par exemple). Les données de bioimagerie par LA-ICP-MS sont complétés par I'étude des
protéines et la recherche de cibles biomoléculaires avec pour objectif la détermination des

mécanismes d’action toxique.

Une premiere étude par Becker et al. (62) montrait une forte affinité de I'uranium pour la
substance blanche par rapport a la substance grise au niveau de coupes de cerveau de rat incubées
en post-mortem dans une solution aqueuse enrichie en cet élément. La substance blanche étant riche
en myéline, la distribution élémentaire obtenue montrait le potentiel toxique de l'uranium pour la

myéline.

Le plomb est un élément toxique dont 'accumulation va avoir une incidence au niveau de
organisme et du systéme nerveux central en particulier. Dobrowolska et al. (63) ont montré une
distribution homogéne du plomb au niveau de trois zones d’une coupe d’hémisphére cérébral humain.
Cependant, le matériel autopsique analysé provenait d’'un patient indemne de pathologie neurologique

ou psychiatrique et les concentrations en plomb retrouvées étaient faibles (<0,2ug/g).

Plus récemment, Togao et al. (64) ont étudié la distribution du plomb au niveau cérébral chez
des souris saines ou ayant regu pendant 3 semaines une solution d’acétate de plomb a faible
(100mg/l) ou forte concentration (1000mg/l). La mesure du niveau de plomb au niveau cérébral par
ICP-MS (aprés minéralisation) retrouvait une augmentation dose dépendante des concentrations.
Dans cette étude, la distribution cérébrale en plomb étudiée par LA-ICP-MS était uniquement
qualitative du fait de 'absence de matériau de référence pour la calibration. La répartition spatiale du
plomb était inhomogéne avec une abondance du plomb supérieure au niveau de I'hippocampe, du
thalamus et de I'hypothalamus par rapport a la substance blanche. Les auteurs ont aussi comparé la
distribution spatiale du plomb par LA-ICP-MS a la répartition de la protéine STIM1 (stromal interacting
protein 1) qui jouerait un réle dans I'entrée du plomb au niveau cellulaire. La distribution cérébrale de
STIM1 était inhomogéne et similaire a celle du plomb avec une présence plus importante au niveau
de 'hippocampe. Cependant il n’y avait pas d’induction de I'expression du géne STIM1 et I'existence
d’autres voies potentielles d’entrée du plomb au niveau cellulaire ne permettait pas de conclure sur le
role de STIM1.
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3.7 Etat de stress post-traumatique

Le zinc est un élément trace essentiel au
fonctionnement de [l'organisme et du
systéme nerveux du fait de son role dans de
nombreux processus biologiques (65).
L’excés de zinc est toxique alors que son
déficit est connu pour son rdle dans la
dépression et lanxiété chez I'homme et
'animal (66).

Sela et al. (67) se sont servis d’un

modele animal pour l'étude de [l'état de

stress post-traumatique et de la LA-ICP-MS

pour déterminer I'existence d’un lien entre la
Figure 14. Distribution du zinc (LA-ICP-MS)

au niveau de I’hippocampe. Rats controles

réponse comportementale au stress et la
répartition du zinc au niveau de
Ihippocampe. Pour cela, des rats étaient (3, €); avec forte atteinte comportementale
exposés a une source de stress (exposition a (b) ; avec faible atteinte comportementale

un prédateur) pendant dix minutes et I'effet  (c) ; Photographie d’hippocampe de rat (d).
sur leur comportement était étudié sept jours
aprés avec un classement en trois groupes Dapres Sela et al. [67]

(atteinte comportementale faible, modérée ou

forte). La distribution du zinc au niveau

hippocampique était établie sur des cerveaux de rats sacrifiés 8 jours aprés I'exposition au stress.
Une modification de la distribution du zinc au niveau de I'hippocampe des rats ayant une forte atteinte
comportementale était observée par rapport aux rats contrbles et ceux avec une atteinte faible
(Figure 14. [67]). Les concentrations retrouvées étaient aussi significativement supérieures
notamment au niveau du gyrus denté et de l'aire 1 la corne dAmmon (CA1) chez les rats avec forte
atteinte comportementale. Pour expliquer cette influence potentielle du zinc sur le développement d’un
état de stress post-traumatique, les auteurs ont étudié I'expression de deux métallotionéines, la
caspase 3 pro-apoptotique et la B-cell lymphoma 2 (Bcl2) anti-apoptotique. En effet, la présence
excessive de zinc entraine une toxicité neuronale et contribue a activer les mécanismes d’apoptose
(68). Les niveaux de caspase 3 au niveau du gyrus denté étaient significativement supérieurs chez les
rats avec forte atteinte comportementale par rapport aux rats contrbles alors que I'expression de Bcl2
était significativement diminuée ce qui indiquait un processus de mort cellulaire amplifié au niveau de
cette région. Il semblait donc y avoir une corrélation entre la distribution et le niveau de zinc au niveau
de I'hippocampe et le degré de I'atteinte de I'état de stress post-traumatique. Ces résultats ouvraient
la perspective de I'utilisation d’'un traitement pharmacologique inhibiteur du zinc dans la prise en

charge de I'état de stress post-traumatique.
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3.8 Traumatisme cranien

Le traumatisme cranien est une cause importante de mortalité et de handicap dans les pays
développés (69). Du point de vue de ’homéostasie des métaux (cuivre, fer, zinc) au niveau cérébral, il
engendre des perturbations majeures (70). Portbury et al. ont étudié par LA-ICP-MS |la modulation
spatio-temporelle de 'homéostasie de ces métaux au niveau cérébral a l'aide un modéle murin de
traumatisme cranien (71). Un impact était réalisé sur un hémisphére cérébral aprés craniectomie pour
créer une lésion cérébrale alors que I'hémisphére controlatéral servait de contrdle. Les coupes de
cerveau étudiées provenaient d’animaux sacrifiés a 24h, 72h, 7 jours, 14 jours et 28 jours post lésion
cérébrale. Les concentrations en fer étaient significativement plus élevées aprés 24h et jusqu’a 28
jours (Figure 15. [71]). A 24h, le profil de la distribution du fer semblait inchangé, laissant supposer
'existence d’'un mécanisme compensant transitoirement son accumulation avant un rebond et donc
une augmentation de son potentiel de neurotoxicité. De plus, une coloration de Perls réalisée en
paralléle confirmait 'accumulation de fer intracellulaire au niveau de la lésion et les données
élémentaires obtenues par LA-ICP-MS. Pour le zinc, 'augmentation constatée a partir du 7'eme jour
n’était pas significative. Enfin les concentrations en cuivre augmentaient progressivement a J7 avec
une augmentation significative a J28 qui pouvait étre en relation avec un processus de remyélinisation
dépendant du cuivre. L'ensemble des résultats obtenus confirmait la perturbation importante de
’'homéostasie de ces trois métaux au cours d’'un traumatisme cranien et orientait vers de nouvelles
pistes thérapeutiques (chélateur du fer par exemple) pour la prise en charge aigué de cette

pathologie.

72 hour

>
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Figure 15. Distribution du fer, cuivre et zinc sur des coupes de cerveau de souris
24h, 72h, 7j, 14j et 28j post Iésion cérébrale.

D’apres Portbury et al. [71]



3.9 Glioblastome

Le (glioblastome  multiforme
(GBM) est la tumeur primitive du tissu
cérébral la plus fréquente. Développé a
partir des cellules astrocytaires de la
glie, le GBM posséde encore aujourd’hui
un pronostic sombre malgré les
traitements mis en place (chirurgie,

radiothérapie, chimiothérapie).

La distribution élémentaire de
coupes de GBM a été décrite dans la
littérature (72)(73) en particulier les
différences de répartition entre la zone
tumorale et Ila zone d’invasion
péritumorale. Les limites de ces deux
zones étaient déterminées (Figure 16.
[73]) par autoradiographie a l'aide du
marquage du récepteur A1 de
'adénosine (A1AR) fortement exprimé au
niveau péritumoral (74) (fleches rouges)
et du récepteur aux benzodiazépines
(pBR) présent au niveau du tissu tumoral
(fleches blanches). L’analyse par LA-
ICP-MS (Figure 16. [73]) permettait de
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(c) Ton intensity, cps (d) Ion intensity, cps

Figure 16. Distribution d’A;AR (a) et pBR (b) par

autoradiographie d’une coupe de glioblastome

humain. Cartographie élémentaire du cuivre et

du zinc par LA-ICP-MS sur le méme échantillon
(c et d).

D’apres Zoriy et al. [73]

visualiser les deux zones identifiées par autoradiographie. On observait une modification de la

répartition du cuivre et du zinc avec des concentrations inférieures au niveau de la tumeur par rapport

a la zone péritumorale notamment au niveau d’'une zone identifiée histologiquement comme une zone

d’hémorragie intratumorale (ligne pointillée). Cette augmentation des concentrations élémentaires au

niveau péritumoral associée a une augmentation de la densité d’A,AR était en faveur de I'existence

de changements complexes en lien avec I'envahissement tumoral. L’hypoxie locale créée par la

tumeur pouvait expliquer la surexpression d’A;AR du fait de son action sur I'angiogenése. Cette

derniére étant médiée par des enzymes contenant du cuivre et du zinc (superoxyde dismutase a

cuivre-zinc par exemple), un lien pouvait étre établi avec les modifications observées au niveau

élémentaire.
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3.10 Dépdts tissulaires de gadolinium

Le gadolinium est un métal de la famille des lanthanides qui entre dans la composition des
agents de contraste utilisés en imagerie par résonance magnétique (IRM). Ces produits de contraste
sont normalement éliminés rapidement par voie rénale sans étre métabolisés. Cependant, des études
récentes ont montré la persistance de traces de gadolinium aprés injection au cours d’'une IRM au
niveau du cerveau humain (75). Fingerhut et al. (76) ont analysé par LA-ICP-MS la distribution et la
concentration en gadolinium aprés autopsie du cerveau d’un patient ayant eu un examen d’IRM avec
injection de produit de contraste a base de gadolinium (examen réalisé 2 ans avant le décés). Un
patient n’ayant pas eu d’IRM injectée servait de contréle. Bien que deux ans aprés linjection, du
gadolinium était mis en évidence au niveau des ganglions de la base, du lobe frontal, du pont (Figure
17. [76]), du cervelet et du noyau dentelé ou la concentration retrouvée chez ce dernier était la plus
forte (800ng/g). La limite de détection obtenue était de 2,2 ng/g, une valeur bien inférieure celle de
'IRM. Le gadolinium n’était pas visible ni mesurable sur les coupes de cerveau du patient contrdle. La
grande sensibilité de la LA-ICP-MS et le bon niveau de résolution spatiale confirmaient les travaux

déja publiés sur la persistance du gadolinium aprés injection de produit de contraste.

Figure 17. Coupes de cerveau aprés
autopsie d’un patient ayant eu une IRM
injectée 2 ans avant. Localisations :
ganglions de la base (a, b), lobe frontal
(d, e) et pont (g, h). Images au
microscope (a, d et g) et distributions par
LA-ICP-MS (b, e et h) du gadolinium

correspondantes.

D’apres Fingerhut et al. [76] : = . 4 LOD/

ng-g”’
c(GdY
ng-g"

20
|1o
2.2

0.




36

Conclusion

L’ablation laser couplée a I'lCP-MS a connu un développement important dans le domaine de
la biologie grace a sa grande sensibilité et un bon niveau de résolution spatiale. La possibilité
d’introduire directement un échantillon solide sans minéralisation préalable a conduit a I'étude de
nombreux types de tissus biologiques et en particulier le cerveau C’est aujourd’hui la technique
d’imagerie par spectrométrie de masse de référence pour la cartographie élémentaire des échantillons
biologiques. Le réle des métaux au niveau du systéme nerveux et leur influence connue ou supposée
dans la physiopathologie des maladies neurologiques ont contribué a l'utilisation de la LA-ICP-MS
pour I'étude et la compréhension des pathologies neurologiques. Le recours a des modéles murins
d’études de pathologies neurologiques est prépondérant dans la littérature par rapport aux
échantillons humains. L’application principale de la LA-ICP-MS, la bioimagerie élémentaire, permet de
déterminer la distribution spatiale et la quantification d’'un élément. On peut ainsi rechercher
laccumulation de multiples éléments au niveau d’'une région donnée ou encore comparer la
distribution multiélémentaire de tissus pathologiques (tissu tumoral par exemple) par rapport a des
tissus sains. Cette technique permet aussi de voir I'effet d’'un traitement sur la répartition élémentaire
au niveau tissulaire et d’'identifier les mécanismes impliqués dans les effets thérapeutiques. L’autre
application de la LA-ICP-MS, la détection de protéines par marquage a I'aide d’un anticorps couplé a
un élément donné, constitue une alternative intéressante aux colorations immunohistochimiques du
fait de sa sensibilité et de son niveau de résolution spatiale. De plus, sa capacité d’analyse
multiélémentaire offre la perspective d’études multiplexes pour la détection simultanées de plusieurs
protéines par marquage par anticorps. Enfin, 'analyse par LA-ICP-MS peut étre associée a la
réalisation d’autres techniques d’imagerie par spectrométrie de masse apportant des données
complémentaires au niveau protéique ou biomoléculaire et permettant la réalisation d’études

métallomiques complétes.
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Glossaire

6-OHDA

AAR

CCD

GFAP

ICP

ICP-MS

L-DOPA

LA-ICP-MS

LASER

MALDI

MPTP

Nd-YAG

NeuN

pBR

SOD1
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6-hydroxydopamine

Adenosine A, receptor

Charge-coupled device

Glial fibrillary acidic protein

Inductively Coupled Plasma

Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry

L-3,4-dihydroxyphenylalanine

Laser Ablation Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry

Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation

Matrix-Assisted Laser Desorption

1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine

Neodynium-doped yttrium aluminium
garnet

Neuronal nuclear protein

Peripheral benzodiazepine receptor

Superoxide dismutase 1

6-hydroxydopamine

Récepteur A1 de I'adénosine

Dispositif a transfert de charges

Protéine acide fibrillaire gliale

Plasma a couplage inductif

Spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif

L-3,4-dihydroxyphenylalanine

Ablation laser couplée a la
spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif

Amplification de la lumiére par
émission stimulée de radiations

Désorption-ionisation laser assistée
par matrice

1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine

Grenat d’yttrium-aluminium dopé au
néodyme Nd

Antigéne nucléaire neuronal

Récepteur périphérique des
benzodiazépines

Superoxyde dismutase 1
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Résumé frangais

L’ablation laser couplée a I'ICP-MS (LA-ICP-MS) est une technique d’imagerie multiélémentaire
par spectrométrie de masse reposant sur la combinaison entre un systeme d’ablation laser et un
ICP-MS. L’ablation laser permet l'introduction directe d’un échantillon solide dans la torche ICP
sans processus de minéralisation préalable. La grande sensibilité et le bon niveau de résolution
spatiale de la LA-ICP-MS ont contribué a son développement et a son utilisation pour 'analyse
des tissus biologiques humains ou animaux, en particulier le cerveau. En effet, certains éléments
dont des métaux sont décrits comme ayant un role démontré ou suspecté dans le développement
de pathologies neurologiques (Alzheimer, Parkinson, etc.). Cette technologie de bioimagerie par
spectrométrie de masse permet 1’étude de la distribution spatiale d’'une multitude d’éléments a la
surface d’'une coupe d’échantillon ainsi que de déterminer la répartition d'une protéine par
marquage par anticorps couplé a un élément donné. Des mesures quantitatives peuvent étre
réalisées mais représentent une des difficultés de I'analyse par LA-ICP-MS. Ces données sur la
distribution élémentaire de tissus sains ou pathologiques présentent donc un intérét pour la
compréhension des mécanismes physiopathologiques en jeu dans diverses pathologies
neurologiques (maladies neurodégénératives, tumeurs cérébrales, etc.), la recherche de nouvelles
voies thérapeutiques, 1'étude de l'effet d'un traitement au niveau élémentaire, etc. L’analyse
élémentaire peut étre complétée par des analyses biomoléculaires afin d’établir des études
approfondies au niveau métallomique. Cette revue présente d’abord les aspects méthodologiques
et techniques de l'analyse par LA-ICP-MS avant d’exposer des applications de cette technologie
parmi les plus récentes dans le cadre de I'étude de certaines pathologies neurologiques.

Rubrique de classement : Biochimie
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Mots-clés Cerveau
Bioimagerie par spectrométrie de masse
Meétaux
LA-ICP-MS
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