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Résumé

L’imagerie par spectrométrie de masse MALDI est i@ohnique jeune dotée d’un trés
fort potentiel ; elle est capable de nous donnelotalisation de pres d’'une centaine de
composés sur un tissu en une seule analyse.

Appliquée dans le domaine de la protéomique ouidomédical, cette derniére a déja
permis de repérer de nombreux biomarqueurs régldés des cas de cancers ou dans de
nombreuses autres pathologies. D’autres applicattomme I'étude de médicaments ou de
lipides ont également été décrites avec succedilaant 'imagerie ou le « profiling » c'est-
a-dire l'acquisition directement sur le tissu paspectrometre de masse MALDI

Cependant comme toute echnologie récente, il esisséire de repousser ses limites
pour tenter d’améliorer certains points et de va@rcette stratégie.

Le but de mon travail a été de développer de nawegstemes pour I'imagerie
MALDI, notamment en ce qui concerne le choix denlatrice a utiliser, ou le traitement de
'echantillon en vue d’améliorer la qualité de Buisition. La possibilité d’analyser des tissus
fixés et paraffinés conservés dans les bibliothegies anatomopathologistes a également été
étudiée, permettant d’augmenter considérablemendrigre d’échantillons analysables.

De plus, afin d’étendre le type de molécule pouérd localisé en imagerie MALDI,
nous avons développé un nouveau concept appeléabagmous permettant de réaliser des
images d’acides nucléiques ou de protéines dehates masses moléculaires. Ce type de
localisation restait inaccessible par cette teamijgsqu’a présent.

Enfin, dans le cadre de I'étude du cancer de li@yaious avons utilisé I'imagerie et le
profiling sur tissu afin de rechercher des biomarga potentiels de cette maladie. Ce type
d’'information peut s’avérer crucial pour un évenhtlgpistage précoce ou pour une meilleure

compréhension des processus de la maladie.
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Nomenclature, abréviations, définitions et acronyme

2A4M5NP : 2-amino-4-methyl-5-nitropyridine
3AQ : 3-aminoquinoline

3-APY : 3-acetylpyridine

3HPA : hydroxypicolinic acid

6-OHDA : 6 hydroxydopamine

ACN : acetonitrile

AD : analyse directe (sur tissu)

ADN : acide desoxyribonucléique

ANI : aniline

ARNmM : acide ribonucleique (messager)

CID : Collison Induced Dissociation

DAB : diaminobenzidine

DANI : N,N-dimethylaniline

DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0]lundec-7ene

DHB : dihydroxybenzoic acid

DIENI : N,N-diethylaniline

DNPH : dinitrophenylhydrazine

ESI : electrospray

FFPE : formalin fixed paraffin embedded tissue
HCCA : a cyano hydroxycinnamic acid

HIS : in situ hybridization

HPLC : high performance liquid chromatography
IHC ou ICC : immunohistochemistry

IMS : imaging mass spectrometry

IR : infrarouge

LAMMA : laser microprobe mass analysis

LC : liquid chromatography

LC/MS : liquid chromatography / mass spectrometry
LD : laser desorption

LPI : lisophosphatidylinositol

m/z : rapport masse sur charge

MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
MEOH : methanol

MS/MS tandem mass spectrometry

PA : phenylenediamine

PAF : paraformaldehyde

PC : phosphatidylcholine

P1 : phosphatidylinositol

PIP : piperidine

PIsSEtn : plasmenylethanolamine

PNA : p-nitroaniline

PSD : post source decay

PtdEtn ou PE : phosphatidylethanolamine

PY : pyridine

RT-PCR : reverse transcription polymerase chain reaction
SA : sinapinic acid

SIMS : secondary ion mass spectrometry

TFA : trifluoro acetic acid

TOF : temps de vol

TRIS-HCI : Chlorydrate de tris(hydroxymethyl)aminomethane
UV : ultra violet
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Introduction

Au 2° siécle aprés JC, des philosophes se sont poséomdreuses questions
concernant la réalité des choses. Qu’'existe-tillegnent ? De quoi sommes-nous sirs ? Que
peut-on voir avec certitude alors que nos yeuxmes mefletent peut-étre pas la réalité ? Pour
ces philosophes, tout pouvait étre improbable &rpdu moment ou les arguments avancés
étaient pertinents : le scepticisme était né. Geasd philosophique, responsable de bien des
exces, n'a heureusement pas été le dogme incoatdardes scientifiques qui I'ont suivi, et
notamment en ce qui concerne la vue et 'obsemahious en retiendrons cependant que tout
peut étre possible si les arguments sont viables.

Ainsi, depuis des siecles, 'lhomme débordant deosité s’est intéressé a I'étude des
phénomenes qui I'entourent, faisant confiance @ dles ses cing sens : la vue.

De grands scientifigues ont découvert, et ce umicmum par I'observation, des
phénomenes ou des résultats qui sont toujourslealald’heure actuelle.

Pour n'en citer que quelques uns, Lavoisier dédbaur 18™ siécle qu’un gaz léger,
appelé plus tard hydrogene, se dégageait dansldi@que de I'eau était jetée sur un fer
chauffé au rouge. Un exemple plus marquant redieviendeleiev, qui réalisa la classification
périodique des éléments uniquement par I'obsenvakeoréactions entre des composes.

Et qu’en est-il de la premiere étude de planétéaide d'une lunette modifiee par
Galilée ? Cette lunette était au départ un petiroscope destiné a voir « le plus petit », et il
fut détourné avec succes pour visualiser ce qui &splus grand ».

Cette anecdote rappelle que I'observation des phénes est réalisable lorsque le
scientifique possede les bons outils, et que cersadécouvertes ne peuvent étre faites que

dans ces conditions.

De nos jours, la simple observation a I'eeil nu néfitsgénéralement plus, et la
nécessité de développer de nouvelles techniqudsseleations est primordiale. Ainsi, une
part importante de la recherche est destinée aela#ement de nouvelles techniques
permettant I'étude de molécules, de réactions,evdiprganes entiers. Dans le domaine
meédical, des techniques telles que I'échographidecscanner sont régulierement utilisées
pour du diagnostic ou de la prévention.

Une troisieme technique appelée IRM (prix Nobelrdédecine attribué & Paul C
Lauterbur et Peter Mansfield en 2003), basée suhdarie de la Résonance Magnétique
Nucléaire (RMN), permet également ce type d’appedétigure 1).
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Figure 1: Exemple d'imagerie médicale utilisée de nosgauiRM.

La RMN s’est vue attribuer en 2002 le prix Nobelctdamie en méme temps que deux
autres techniques analytiques du domaine de ldrepe&trie de masse : I'électrospray (ESI)
et la désorption/ionisation laser assistée par icgatfMALDI) qui nous intéressera tout
particulierement par la suite. Ce prix Nobel esssada récompense pour de nombreux
développements réalisés en spectrométrie de mapsésdle nombreuses années. Les progres
technologiques visibles notamment par la miniasios, la création de nouveaux analyseurs
et de nouvelles sources de production d’'ions onéreimce domaine a de plus en plus de
performance, élargissant ainsi son champ d’appicatAinsi, de I'impact électronique
principalement utilisé pour des molécules orgarsgleESI et le MALDI ont définitivement
ouvert I'analyse aux molécules polaires et aux loiécules telles que : lipides, sucres, acides
nucléiques, peptides et protéines, reliant ainsispectrométrie de masse au domaine
biologique.

Depuis quelques années, cette collaboration a ymies nouvelle ampleur avec
'explosion des études protéomiques, donnant liedeanombreuses études et méme des
congrés spécialisés dans ce domaine. Ces recherepe&sentent un domaine vaste de
'analyse avec I'étude comparative entre deux gihisiologiques d’organes ou de cellules,
l'identification de composés par MS/MS, la carasgdion des protéines (étude des protéines
et de leur(s) ligand(s), phosphorylations/déphoggatons)... Ces travaux, notamment
appligués a I'étude sur les cancers, sont deverdice @ leurs complémentarités avec d’autres
techniques déja existantes de génomiques ou dectiptomiques, des outils particulierement
puissants pour une approche globale de I'étud&aliération du génome (Table 1).
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Platform

What we can learn

What is detected

Tolls used for analysis

Genome

The hereditary
components to cancer, as
well as genome alterations
in somatic cells that lead
to cancer

Chromosome structural
changes; gene copy-
number changes; gene
rearrangements;
mutations/polymorphisms;
methylation changes

DNA sequencing;
cytogenetics; CGH; array
CGH; SNP analysis;
RLGS

Transcriptome

Changes in gene
expression that are
associated with cancer

Changes in RNA
abundance; alterations in
alternative splicing

Differential-display
analysis; SAGE; DNA
microarray analysis; PCR-
and non-PCR-based
gene-expression assays

Proteome

How proteins are modified
or how their levels change
in tumours

Protein levels; post-
translational modifications;
localization; protein-
protein interactions;
enzymatic activity

Sample enrichment
strategies (fractionation,
protein tagging);
separation-based profiling
(2D gels, MS, LC, LC-MS);

non-separation-based
strategies (protein
microarrays, direct MS
analysis); protein-
detection strategies
(immunohistochemistry,
immunofluorescence)

2D, two dimensional; CGH, comparative genomic hybridization; LC, liquid chromatography; MS, mass spectrometry; PCR,
polymerase chain reaction; RLGS, restriction landmark genome scanning; SAGE, serial analysis of gene expression; SNP, single
nucleotide polymorphism.

Table 1: Stratégies de « profiling » utilisables pour riecherche d’altération du
génome (HanasiNature Reviews2004

Certaines techniques telles que « immunohistoehisret « immunofluoresence » sont
connues pour I'observation et I'étude des protéifes technigques biochimiques puissantes,
permettent la visualisation de la répartition d’ymetéine au sein d’un tissu, démontrant ainsi
leurs utilités depuis de trés nombreuses annégsendant, ces techniques ont cependant
plusieurs inconvénients ; dans les deux cas, e#gsiérent une bonne connaissance au
préalable de la molécule a analyser afin d’obtdes anticorps spécifiques de cet antigene.
Cette étude est parfois longue, car I'obtentioederotéine est parfois délicate et fastidieuse,
nécessitant des étapes d’extraction et de puiditabien adaptées avec des rendements
suffisants pour sa caratérisation complete.

Dans le cas de I'immunohistochimie classique, ledén de la protéine est basée sur la
formation d’un polymere de haute masse moléculasgnluble dans I'eau, formé a partir de
réactifs tels que diaminobenzidine (DAB) ou chl@aphtol. Une fois la polymérisation
radicalaire réalisée, le polymére est visible aarasicope par un marquage brun sur le tissu
(Figure 2).
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X50 X100

Figure 2. Detection de la protéineHIP/PAP1 dans des tissusxcrpatiques par
immunohistochimie (révélation au DAB) (D’apres Rost al,Cancer Researgt2002.

Pour la détection par fluorescence, beaucoup @uosilsle que le DAB, un des points
cruciaux est déliminer la fluorescence spontanée akrtains composés. Ainsi, la
colocalisation de plusieurs protéines est impossiar la détection au DAB et délicate par
fluorescence nécessitant 'émission a plusieurguears d’onde. Cette derniére reste surtout
limitée par le nombre de fluorophore existant. @ela@t, elle reste une technique trés
sensible puisqu’elle permet la détection de pepfietéines au niveau subcelluaire a des
concentrations de I'ordre de I'atomole. Le doublrquage est une information cruciale pour
I'étude du protéome et des intéractions protéimet#mes ; les liaisons récepteur/ligands, les
cascades enzymatiques, les localisations pro-pexgieptides qui représentent des processus
biologiques qu’il est important d’observer, d'étediet de visualiser pour répondre a
d’éventuelles pathologies, troubles et déreglements

Dans ce contexte, le développement de nouvellbntdagies permettant I'analyse en
peu d'étapes, de plusieurs molécules en méme tepnpsd tout son sens. La technique
d’'imagerie idéale doit permettre de détecter, dallser et de caractériser simultanément de
nombreuses molécules connues et inconnues. Labg@dgile la technique et la résolution
spatiale de I'image sont évidemment des paraméleésde cette méthode.

La complexité de I'échantillon doit également rese en compte : les composés peuvent
étre différents du point de vue de leur compositibimique, de leur taille (de quelques
dizaines de daltons a plusieurs centaines de msillet bien sdr de leur structure. De plus, une
variabilité peut également exister au sein d’'uretge molécule ; c’est le cas des peptides et
des protéines qui peuvent subir des modificatiars-fraductionnelles, des changements de
conformations ou des hydrolyses enzymatiques (ratbur de peptides).

Méme si cette technique révolutionnaire n’existes pencore, limagerie par
spectrométrie de masse est capable de satisfairegrand nombre de ces critéres.

Curieusement, I'imagerie par spectrométrie de m@s4s) pour I'étude de protéines ou de

11
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tout autre composé d’intérét biologique peut akegapprocher de I'lRM dans I'observation
des organes ou de tissus, hormis le fait que detienique est invasive et fournit des
informations moléculaires non accessibles par I'IRM

Cette technique est basée sur la détection dedaemaoléculaire des composeés et celle-ci ne
dépend que de la composition atomique de la maéedihsi, 'IMS et 'analyse directe sur
coupes permet de repérer simultanément des cemtdeneomposés connus ou inconnus en
une seule analyse, ces derniers pouvant étre fidsntlans un premier temps par la
comparaison de la masse détectée et d’'une mass&dence.

Une expérience d’'imagerie se déroule généralenmeela chaniére suivante (Figure 3) :
'organe, la cellule ou le groupe de cellules sprélevés, et des coupes de 10-20um sont
réalisées a l'aide d’'un cryostat ou d’un microtofes coupes sont déposées sur un support
compatible avec I'analyse (plaque conductrice) paiisoupe peut ensuite étre analysée par
spectrométrie de masse. Dans certains cas, un cgntpat étre rajouté juste avant I'analyse
pour réussir I'acquisition (MALDI).

L’analyse en imagerie est basée sur la possiliétééaliser un profil ou « profiling »
point par point des composés contenus dans le @&sa implique l'utilisation d’un logiciel
ou d'une combinaison de logiciels, permettant dalisér de maniere automatique le
déplacement de I'échantillon, I'acquisition desdes, et la sauvegarde des données. Ainsi,
ces logiciels doivent étre capables d’enregisgercoordonnées (x ; y) de chaque acquisition
sur la coupe, puis de reconstruire I'image obterela sous-entend évidemment que la

position relative des ions est conservée duranalise.

salected jon seiected lan tatal

Imaga of A° Image of P Iom image
MALE Specirum

A P

Figure 3. Représentation du concept d'imagerie par spectriande masse pour 2
composés A’ et P'détectés sur une coupe de ti€sorioli et al, Anal. Chem1997)

12
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Cette technologie repose néanmoins sur plusieursaiotes ; elle nécessite de travailler sur
un échantillon complexe et qui de plus est solidet en conservant une zone d’analyse bien
définie. Les composés contenus dans le tissu doétentransférés en phase gazeuse, ionisés,
(source), puis séparés avec un analyseur (piegadrigble (Q), temps de vol (TOF),
FTMS...), avant leur détection par un détecteur gmpeo Cela implique, qu'a linverse
d’autres techniques comme I'IRM, les composés ertrtits de la surface a analyser.

De plus, ce transfert des analytes solides en pbageuse ne peut étre réalisé que par
guelques sources utilisées en spectrométrie deemass

La premiere possibilité utilise des sources d’ilmiidn laser ou des ions de hautes énergies
pour désorber les analytes de la surface du tlsslagit des sources de Désorption Laser
(LD), des sources SIMS (Secondary lon Mass Speetryinou des sources MALDI.

La deuxieme approche repose sur la technique dation par électrospray, dans laquelle
'analyte est introduit en phase gazeuse et owmeposé est ionisé durant I'évaporation d’un
aerosol de solvant hautement chargé (contenaoblaposés a analyser). Il s’agit des sources
DESI (DESorption lonization by electrospray) réceemmintroduites par G. Cooks, et dont
les premiéres publications en « profiling » susug appellent un avenir prometteur pour
'imagerie (Cooks et aScience2006).

Il est évident qu'un grand nombre de composés rtaj@s est détecté par ces
techniques ; néanmoins, dans le cas par exemplprd&snes, la proportion de ces derniéres
est plus faible en pourcentage relatif, comparéae@ehniques de protéomiques classiques qui
extraient une quantité tres importante de proténgartir des tissus. Un des points importants
pour cette technique sera donc de s’affranchiregepcotéines majoritaires afin d’atteindre le
« sous protéome » responsable des activités biplegi

L'imagerie par spectrométrie de masse est encowmejeet de nombreux
développements technologiques sont encore a réaliséément clé reste la préparation de
I'échantillon variable en fonction de la consergatdu tissu (plusieurs jours ou années), de sa
nature (fixé, congélé) ou de la molécule a détd&BIN, protéines, peptides, lipides...)

Ainsi, le champ d’application de cette technologge important (Figure 4) et s’ouvre de plus
en plus sur les domaines cliniques et pharmacalegign parallele d’analyses en lipidomique,
protéomique classique, ou protéomique fonctionnéle peut penser que cette technologie

formera peut étre un jour la protéomique pathologiq

13
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. . Pharmaceutical/
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Figure 4 : Champ d’applications possible de I'IlMS et le filing sur tissus (D’'apres
Cooks et alsScience2006.

L'objectif de ma thése porte sur 'amélioration ldetechnique d’imagerie MALDI.
Les difféerents points qui seront abordés se sitwarts la préparation de I'échantillon,
(traitement des tissus, matrices MALDI, détectienrsbuveaux composés sur coupe...) tout
en se basant sur des applications biologiques a@tieocclinique que sont le cancer de I'ovaire

et la maladie de Parkinson.
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CHAPITRE | : 'IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

1. Les sources de désorption laser, les sources MALBt 'imagerie MALDI

Les sources de désorption laser ont été un ditiaderie particulierement important
au travers d’appareils tels que le LAMMA (LAser Miprobe mass Analysis) utilisé pendant
pres d'une trentaine d’années. Cette techniqueutiise un laser IR C®a méme permis
d’obtenir des images moléculaires de composésdimles provenant de tissus. Le processus
de désorption cause cependant de nombreuses fregioes et cette approche s’avere donc
limitée en terme de gamme de masse (environ 300 @&tje technique reste extrémement
utile pour I'étude des compositions élémentairdedeajue les transitions de métaux dans les
tissus tout en ayant une bonne sensibilité. Laluéen spatiale de cette technique peut
s’approcher de 500nm lorsque le laser est pardicrient bien focalisé.

Plusieurs études biomédicales ont été réaliséessagees par désorption laser (LDI).
On y trouve par exemple I'imagerie d’aluminium et br chez des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer (Good, et colAnn, Neural 1992, ou I'étude de la réponse bactérienne
a certaines drogues en suivant les cations inttdaiebs de cellules uniques (Seydel et coll,
Biomed. Environ. Mass Spectrph®88.

Par cette limitation de gamme de masse pour |lantgel LDI et le besoin de plus en plus
insistant d’analyser des bio-molécules de granile,tplusieurs équipes se sont intéressées a
développer des sources plus performantes.

Introduite dans la deuxieme moitié des années é80Karas/Hillenkamp, la source
MALDI est devenue l'une des stratégies les plusgarntes pour I'ionisation désorption de
composeés biologiques sous leur forme intacte.

Cette technique vient en continuité du LDI ou lioradie cette fois-ci, un échantillon solide
avec un laser. L'analyte est mélangé a une solat@petites molécules organiques appelées
matrice, possédant une forte absorption a la lamgd®nde du laser (généralement un laser
azote émettant dans I'UV a 337 nm). Le mélangeadedtrice a forte proportion par rapport a
'analyte, permet d’obtenir apres évaporation duast des cristaux de matrice ou sont inclus
en partie les analytes. L’irradiation des cristpax le faisceau laser conduit a I'absorption des
photons par les molécules de matrice, conduisdeixéitation électronique de celles-ci. La
relaxation de I'énergie au sein du solide conduitna éjection de matiere (désorption des

molécules de matrice) entrainant avec elles lescotds d’analytes (Figure 1.1.1). Cette
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€jection produit un jet moléculaire gazeux appelémgau, principalement constitué de

molécules neutres, et dans une moindre mesur@des|ui peuvent étre analysés.

Figure 1.1.1: Principe de I'ionisation MALDI (De Hoffman et,abunod 1999.

Méme si le processus de formation des ions n’egirerpas bien connu, il semblerait
gue les molécules d’analytes soient ionisées esgpfazeuse par transfert intramoléculaire
d’un proton ou d’un cation depuis la matrice aun gskis agrégats produits.

La matrice est ainsi I'élément primordial de cetéy®e ; suivant le type de matrice utilisé,
différentes classes de molécules peuvent étre sgedyavec des résolutions, des seuils de

sensibilités et des fragmentations différents. ([@alnl.1.1)

Matrice Structure Utilisation Références
Acide a-cyano-4- "o cN Protéines, peptides Beaviset al,
hydroxycinnamique /

(HCCA) COOH 1992

Protéines, peptides,

Acide 2,5- oligosaccharides

dihydroxybenzoique
(DHB)

Strupatet al,

1991

ou acide sinapinique

HOOC. : OH
HO
Acide 3,5- OCHs Protéines, ' )
diméthoxybenzoique Hojij\/\ polyméres Beavis et Chatit,
HaCO' COOH

(SA) 1989
Oligonucléotides, .

6-aza-2-thiothymine HSYN\ o protéines Lecchiet al,
(ATT)

SN o, 1995

. _— Wuet al,

| ks | S
hydroxypicolinique ‘ glycop
(HPA) W eoon Kari«;gtsah

Tableau I.1.1: Matrices les plus utilisées pour I'analyse dentwlécules en MALDI.
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De nombreuses autres matrices ont été découvetrtesnt utilisables en MALDI
suivant l'analyte considéré ; de nombreux dévelapg@s et publications sont toujours en
cours dans ces domaines afin d'augmenter les peafozes en terme de résolution, intensité
du signal, ou contaminants.

Parmi ceux-ci, nous pouvons citer par exemple lesrioes basiques et notamment la 2-
amino-5-nitropyridine testée par Fitzgerald et Ahdl. Chem 1993 pour la détection de
protéines et d’oligonucléotides ou de composés anuétre sensibles a I'acidité des matrices
conventionnelles, la 3,4 diaminobenzophenone (DAB®)ins sensible a la présence de
contaminants tels que urée ou guanidine (Xu etAalal. Chem 2006 ou encore le
systeme « sol-gel » (Lin et é\nal. Chem2002 qui est un polymere formé a partir de la
matrice DHB elle-méme, et qui permet de diminuerlimites de détection tout en obtenant
un dépdbt plus homogeéne (Figure 1.1.2).

o b 60

o o—3i"3 %0
-1l - S0 WO

T \ o PO g
.5.0 5 A [
2 p———0 % 0 ¢
o P o 155, oH o2
¢ . ! o 9 8 i o
S0 OH &= ig-pH Ho B T
4 O Ho 4 0. ¢ 0 » o
6. 2N o B e e Ho 7
5o c P .
o ! N O o O ho (o P
g -OH ati® 5'0 % OH -.’JHL: a-1g
1 O-Si—gq-® uo'o
2 HO 0, |
o\ o0 "'O :I-D - o 5 .
LS. = 5 08 g bl

; / 2
O
o e g ?

o =0 -0
a oo

Figure 1.1.2 : Exemple d’'une structure « sol-gel » formée pAygondensation entre le
DHB et le TEOS. (Lin et alAnal. Chen2002.

Des matrices dites « ioniques » issues de la liamds « liquides ioniques » peuvent
elles aussi améliorer les signaux en terme d'int@&nst de sensibilité ; elles sont
généralement formées a partir de la réaction amee matrice MALDI acide et une base
organique (Armstrong et ajnal. Chen2001J).

Dans certains cas, les résultats des analyses MAdiIDIfait des caractéristiques de
I'échantillon, peuvent aussi étre améliorés graatdisation d’'un deuxieme analyte rajouté
avant I'étape de cristallisation. Pour I'analyss deides nucléiques, ce « Co-analyte » s’avere
étre primordial du fait d'une part, de la fragiléd phase gazeuse des acide nucléigues qui
fragmentent facilement, et d’autre part de la présede nombreux sels résiduels accrochés

aux terminaisons phosphate réduisant considérahtelmeésolution. Dans ce cas, le citrate
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de diammonium ou l'acétate d’ammonium, permettept stabiliser la structure des
oligonucléotides grace au citrate (diminution deagmentations) alors que les ions
ammoniums, en prenant la place des sels résidoeimettent d’améliorer sensiblement la
résolution en diminuant les adduits 'Nat K. (Nordhoff et alMass Spectrom. Re%996.
Avec une autre matrice, 'ATT, l'utilisation de sp@ine comme co-analyte stabilise les acides
nucléiques en s’intercalant dans le complexe, peamteainsi une amélioration des signaux
(Asara et alAnal. Cheni999.

Parfois, un deuxiéme co-analyte est lui-méme rgjautn mélange matrice/co-analytel ; c’est
le cas avec la matrice 3HPA, ou I'ajout d’acidegzyme carboxylique (PCA) dans un mélange
3HPA/ diammonium citrate permet d’améliorer endareésolution et le rapport signal/bruit
(Zhou et alRapid Commun. Mass Spectro2®04). L’ajout de fucose ou de fructose comme
second co-analyte peut réduire I'excés d’énergiesimis par le laser aux acides nucléiques et
ameliorer ainsi la résolution. (Shahgholi et Mlcleic Acids Researcl2001, Distler et al,
Anal. Cheni999.

Enfin, des mélanges de matrices peuvent étre égateenvisagés ; I'une est la réalisation du
super DHB (s-DHB) (Karas et aDrg. Mass Spectromi993 mélange de matrice DHB et
d’acide 2-hydroxy-5-methoxy-benzoiqueermettant I'analyse de protéines de haute masse.
Des mélanges DHB et HCCA ont également été dqmoits augmenter le nombre de signaux
détectés et l'identification de protéines apre®siipn a la trypsine (Laugesen etlaAm Soc
Mass Spectron2003.

Ces quelques exemples illustrent parfaitemenblie de la préparation d’échantillon
dans cette technique analytique. Dans les bonneditmms, le MALDI est particuliérement
bien adapté a l'analyse de nombreuses biomolécues,plus les ions formés sont
principalement mono-chargés ce qui facilite granelem’interprétation des spectres. Le
MALDI est moins sensible a la présence de sel®mrtaminants que I'ESI, ce qui fait de lui
un instrument trés utile pour des études d’écHansltres riches en sel comme les tissus
biologiques.

Dans le cas de 'analyse directe de tissus cong&éguisition en MALDI peut étre resumée
de la facon suivante (Figure 1.1.3) :
v' l'organe d'intérét est d'abord prélevé (Etape 1@e$ coupes congelées de quelques

microns (5 a 20um) sont réalisées a l'aide d’'unstat (Etape 2).

v' Celles-ci sont déposées sur un support condu@iagque d’analyse MALDI, support

conducteur transparent i.e. ITO). (Etape 3)

19



Chapitre | : L'imagerie par spectrométrie de masse

v’ La matrice est ensuite déposée sur la coupe ets amstallisation (Etape 4),
I'échantillon peut étre introduit dans le spectriraale masse (Etape 5) et I'acquisition
réalisée manuellement en différents points pouerdbun profil des zones d’intérét de la
coupe par analyse directe (« profiling ») (Etape 6)

v' Une expérience d’'imagerie peut aussi étre réabsémode automatique en utilisant
un ou des logiciels adéquats pour l'acquisitionnpgbar point des spectres et la

reconstruction d’images.

> J

+
- — =%k

5

hmm———-

c
Cc

Figure 1.1.3: Déroulement typique d’'une expérience d’'analysecte sur tissus par
spectrométrie de masse MALDI.

Dans ces différentes étapes, plusieurs difficygtssent cependant subvenir.
v' Tout d’abord, dans le cas ou I'analyse n’est patisée le jour méme, la biopsie doit
évidemment étre conservée de maniére a ne pasrdiééqualité du tissu (-80°C), en
evitant toute fluctuation trop importante de tenaere (Etape 1).

v' De méme, I'échantillon doit étre manipulé avec ptéion, de maniére a ne pas le
contaminer avec un composé risquant d'altérer laligude lI'analyse. C'est le cas
notamment lors de I'étape de réalisation des coapesryostat (étape 2); on y utilise

généralement une colle pour fixer la biopsie esgku moment de la découpe par la lame.
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Cette colle appelée OCT ou « tissue teck » estrglement composée de polyethylene-

glycol (PEG) facilement analysable en MALDI, et qubvoque une perte des signaux

provenant de la coupe (Figure 1.1.4). Dans certaass cette suppression peut affecter
prés de 50% des signaux, et il est donc nécesgadrda section a analyser ne rentre pas
en contact avec du PEG (Schwartz efaMass Spectron2003.

(A)

Intensity

OCT tissue slice acT

(B)

Intensity

. 4500 000 TS0 GO 105001
m/z

Figure 1.1.4: Effet de la colle OCT sur des signaux obtenus tbune analyse directe
d’une coupe de foie ; (A) procédure optimale oadle OCT ne rentre pas en contact
avec la coupe qui sera analysée et (B) procédute odlle enveloppe entierement la
biopsie. (Schwartz et al, Mass Spectron2003.

v' Une fois la coupe réalisée, celle-ci est transfésée un support qui doit étre
conducteur afin de maintenir un champ électriguadgene autour de la section lors de
'acquisition MALDI. L'utilisation de supports traparents conducteurs tels que des
lames de verre recouvertes d'ITO, permet d’'une ganme pas modifier les propriétés du
champ électrique et d’autre part, de visualisemmacroscope préalablement a I'analyse
MALDI, les zones d’intérét a étudier (étape 3).tE@bservation peut étre réalisée a l'aide
de coloration histologique (bleu de méthyléne, songutre, bleu de bromophénol, eosine-
safran...), ces derniéres restant compatibles agealljyse MALDI sur tissus. (Chaurand
et al,Anal. ChenR004).

Le rincage des coupes par de I'éthanol 70% peutieme la détection des signaux
notamment en diminuant la concentration en selsecois dans le tissu. Les résultats ne
sont cependant pas toujours reproductibles et di&mérde la matrice employée. Cette
étape est a utiliser avec précaution, car les inegéet peptides solubles dans I'éthanol

sont probablement extraits lors de ce rincage.Wadk et alJ. Mass Spectron2003.
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v' Une des dernieres étapes est, bien entendu, kapiplhn de la matrice (étape 4).
Plusieurs parametres rentrent en compte dans caidentomme le choix de la matrice,
les solvants utilisés pour préparer cette derrdgéte mode d’application sur tissu.

La cristallisation de la matrice sur toute la coegeune étape importante pour obtenir le
meilleur signal et le plus représentatif possiflee ce soit en imagerie ou en « profiling » ;
a cause des aspeérités et des variations de pexppél/sico-chimiques a la surface de la
section, les matrices peuvent cependant cristaBidextérieur de la coupe ou ne couvrir
gu’une toute petite partie de celle-ci. Ainsi, ptnis matrices classiquement utilisées en
MALDI, (HCCA, SA, DHB) seules deux peuvent étreligées sur tissu, la cristallisation
du DHB étant trop délicate lorsqu’il est appliquélement a I'aide d’'une micropipette
(Figure 1.1.5).

(A) BA

Intensity

3000 13000 23000

(B)DHB |

Intensity

3000 13000 23000

(C) HOCA

3000 13000 23000
mfz

Figure 1.1.5: Cristallisation des trois matrices SA, DHB et € sur une coupe de
tissu et les spectres leur correspondant ; lesceatont été préparées a 20mg/mL dans
une solution d’ACN/0,1% TFA dans.8 et appliquées a l'aide d'une micropipette.
(Schwartz et al). Mass Spectron2003.

Les meilleurs résultats pour l'analyse de prot®inat été obtenus en utilisant de
'acide sinapinique a 20 mg/mL ; 'augmentation ldeconcentration a 30mg/mL peut
améliorer la détection, mais la couverture est sibimmogene. Le solvant utilisé peut étre
de I'acétonitrile ou de I'éthanol avec des résal@néralement semblables ; I'acétonitrile
semble cependant donner des résultats légerenadrieurs pour certains types de tissus.

L'utilisation de TFA jusqu’a 2% augmente la détentdes composés de la coupe. Pour la
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détection des peptides, HCCA peut étre utilisétmsus tels que c’est le cas dans les
analyses classique MALDI (10mg/mL dans ACN/0,1% Té&ans HO) (Fournier et al,
Neuroendocrinol. Lett2003. Le DHB quant a lui semble difficile a utiliseogr les
peptides et protéines sur tissus, di a une défamalte la ligne de base et a une
cristallisation inhomogene (Figure 1.1.5 (B)). liligation du DHB peut étre cependant
facilitée par le dép6t de la matrice a I'aide d&lactrospray ou un « sprayer » permettant
de réduire la taille des cristaux et de recounrisidoute la section de la coupe de maniére
homogene (Caprioli et coldnal Chenl997). Cette matrice permet par exemple d’obtenir
de bons résultats pour I'analyse de lipides supedGarrett et collAnal Chen006)

Le « sprayer » ou I'électrospray peuvent cependarg utilisés avec n'importe quelle
matrice pour augmenter la couverture sur tissuaur pbtenir un dépot trés homogene ;
ils sont généralement utilisés pour des expériedimmgerie (Figure 1.1.6), alors que le
dépdbt point par point a I'aide d’une micropipette@un « spotter » automatique est plus
utilisé pour le « profiling ». L’énorme intérét des techniques est de limiter au maximum
la délocalisation des composés du tissu lors gmlieation de la matrice et surtout du
solvant utilisé pour cette derniére. Pour le dgymint par point, la délocalisation est ainsi
limitée a la taille des spots de matrice (agramaisnt figure 1.1.6) ; pour le spray, une
partie du solvant est déja évaporé au moment devEa de la matrice sur la section

limitant le phénoméne.

e

Figure 1.1.6: Schéma général pour réaliser des expériences miefiling » ou
d’'imagerie par spectrométrie de masse MALDI. (DépiReyzer et alJournal of
Proteome Research2005 et Schwartz et al,J. Mass Spectrom.2003.
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Plus récemment, l'utilisation de « spotters » ayare grande précision et capables de
déposer rapidement de petits dépbts de matriceO(¢¥20 de diameétre), ont également
permis de réaliser des expériences d’'imagerie MA[&drni, et al,Anal Chem2006),
tirant profit du fait que la délocalisation des gmsés est limitée a la taille du dépdt et
peut donc étre évaluée. Cette technique permetatiobplus facilement et de maniere
plus reproductible des signaux de la coupe par arapp l'utilisation du spray ;
I'évaporation du solvant et donc la formation distaux avant lI'arrivée de la solution de
matrice sur le tissu oblige a réaliser de nombwkes de couverture et séchage entre les
applications de maniére a ce qu'un maximum de cedgp@uissent étre introduits dans
les cristaux de matrice. (Schwartz etlallMass Spectron2003.

Une des possibilités pour éliminer ce phénomenealdecalisation peut étre aussi de
remplacer la matrice MALDI par des ions Au implantians le tissu a l'aide d’un faisceau
primaire SIMS. (Nokinov et collAnal. Chem2004, Tempez et collJ. proteome Res
2005. Cette technique appelée MILDI (Matrix Implanted,skg Desorption lonization)
permet de détecter des protéines provenant desstigsais cette approche est pour le
moment limitée par les rendements d’ions et le rmenade composés détectés qui restent

relativement faibles par rapport a une analyserésgnce de matrice.

v’ Aprés cristallisation de cette derniere, la coupsutpétre transférée dans le

spectrometre de masse ou se trouve la source MAdiBpe 5).

v' Une fois que les composés se trouvent en phaseigg@zas ionisés, ils sont séparés

dans un analyseur avant d’étre détectés. (étape 6)

Plusieurs types d’analyseurs peuvent étre utiks@e cette source ; historiguement, les
plus utilisés sont les temps de vol (TOF). Avecpesgrés technologiques, sont apparus ces
derniéres années des couplages avec des analpsésesitant de hautes performances et de
plus grandes capacités pour les études structUidi®AvVIS). A titre d’exemple, peuvent étre
cités les couplages avec des pieges ioniques etpmges linéaires (LTQ), avec des
instruments de Résonance Cyclotronique d’ionsrestoamer de Fourier, (FT-ICR) ou encore
les instruments hybrides quadripdles (Q) et TOF BAQ/TOF), ainsi que les MALDI-
TOF/TOF.

Des analyses pourront étre réalisées en diffepmitgs de I'échantillon, avec la possibilité de
« moyenner » toutes les positions en un specttamment lors de I'acquisition sur une petite

cellule ou un organite, ou alors d’enregistrer pecére de masse pour une position spécifique
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avec un tissu de taille plus importante (« prodjli¥). La réalisation d'images en MALDI
passe par le développement d’outils automatisésydiaition, ainsi que des outils puissants
de traitement des données et de reconstructionagés L'image est réalisée a partir du
balayage de I'échantillon dans son entier, gracéémlacement de maniere réguliere du porte
échantillon. Le pas de déplacement est directememapport avec la taille du faisceau laser
(voir plus bas). En chaque point, une moyenne dectegs sera enregistrée dans des
conditions d’acquisition définies par I'utilisatessins déplacement de la coupe. Si un point de
référence est fixé sur le porte échantillon, alessspectres peuvent étre enregistrés avec les
coordonnées d’enregistrement par rapport a ce pl@neférence. Par la suite, pour un ion
particulier, la mesure de son intensité permettraravers d’'un logiciel de reconstruction
d’'images d’obtenir la répartition de la molécule ppport aux coordonnées d’enregistrement.
(Figure 1.1.7)

x4,yl
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Figure 1.1.7 : Représentation schématique du principe de e¢@lisdes images a partir
d’ions moléculaires détectés au sein d’un tissuspactrométrie de masse

Plusieurs logiciels sont a présent disponibles péaliser ces expériences : le logiciel
MALDI Imaging Tools (MIT) développé par Markus Stddi, qui est capable de réaliser
I'acquisition automatique et de reconstruire leages par la suite. Il est également possible
de réaliser uniguement l'acquisition avec ce lagieit de reconstruire les localisations avec
un autre programme appelé Biomap (Novartis). Suwidenméme principe, le logiciel
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Fleximaging de la société Bruker Daltonics perneetéhliser I'enregistrement des spectres et

la reconstruction des images.

Concernant I'acquisition, un des facteurs limitantMALDI reste le temps d’analyse ;
ce dernier est directement en rapport avec le nerdbrspectres enregistrés par position, la
vitesse de déplacement de I'échantillon, la viteBaequisition électronique et surtout avec la
fréquence de répétition de tirs du laser. La plups MALDI est équipé de laser de
fréquence 3Hz, nécessitant donc environ 2 jours galiser une image de 10000 points a 50
tirs par positions sur une coupe congélée. Cettéeduqui peut devenir rapidement trop
importante pour des coupes imposantes, peut canduime dégradation de I'échantillon et
notamment a I'évaporation de la matrice sous le yidussé de la source. Avec des lasers de
fréquence 100Hz, l'analyse ne durera que 5 heumds ihest nécessaire de s’'assurer que
I'ablation de la matrice n’est pas trop importaatees hautes fréquences de tirs.

La surface analysée, c'est-a-dire la taille ducéss laser en chaque point, est évidemment
primordiale pour la qualité des images. En toutgdioe, le pas minimum de déplacement sera
égal au diameétre du faisceau laser. En SIMS, kcdaiu primaire permet de réaliser des
images avec une résolution latérale de quelquesonsc en MALDI, la plupart des
résolutions obtenues sont entre 50 et 150um envitaite résolution est également en
rapport avec la taille des cristaux de matricesotaille des spots sur la coupe.

Certains lasers récemment apparus, tels que MARIBEAM » de chez Bruker
Daltonics, ont la possibilité d’étre focalisés & deamétres inférieurs a 50um, tout en opérant
a des fréquences allant jusqu’a 200Hz (Holle df doMass Spectron2006.

Différentes méthodes peuvent de plus étre envisgyeer réduire la taille du faisceau laser et
notamment des systémes de focalisation du faisd@ans ce domaine, le groupe de B.
Spengler a développé un concept instrumental pédicle SMALDI (Scanning, Microprobe,
Matrix Assisted Laser Desorption lonization), imstent hybride entre le LAMMA et le
MALDI classique, ou le laser peut étre focaliséjuia 1pum. Cet instrument n’a pour l'instant
été utilisé que pour des dépdts de peptides cosumuplaque MALDI et pour la répartition
des ions Naet K" dans des tissus végétaux (Spengler et dol\m. Soc. Mass. Spectrom
2002, mais ce systeme pourrait bien avoir un aveas prometteur.

Une autre stratégie consiste, au contraire, acdé$er le laser de maniére a analyser
de nombreuses régions en un seul tir. La locatisagist obtenue grace a un détecteur de
position. (Luxembourg et colkknal. Chem2004). Des études similaires ont également été
meneées en utilisant une source infra rouge (IR-MBLd2montrant la possibilité d’utiliser ce

type de laser (Luxembourg et call,proteome Re009 pour I'analyse directe et I'imagerie
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MALDI. De ce fait, des matricesompatibles avec I'IR et parfaitement adaptées tasxis
biologiques comme le glycérol ou la glace peuvétéser étre des outils remarquables dans
ce domaine.

Comme décrit précédemment, I'avantage de I'imagetide I'analyse directe sur tissu
réside dans le nombre de composés analysables @rsaule acquisition, sans aucune
connaissance préalable de I'analyte, et sans dtapiaction et de purification fastidieuse.
Avec une source MALDI, limagerie de peptides, deotgines, et de nombreuses
biomolécules peut étre ainsi réalisée. Par conségde nhombreuses applications peuvent étre

recensées en imagerie MALDI ou en analyse direetiésdu ou de cellule.

Les premiéeres applications d’analyse directe MAIsDI coupe datent de 1994 (Li et
coll, J Biol. Chem 1994. Par la suite, différentes études sur des nelés cellules
endocriniennes d’invertébrés, (Dreisewerd, et cloit, J. Mass Spectroml997), et de
vertébrés (Xénope et rat) ont été realisées (Jimeneoll,Exp. Nephral1998. Des analyses
directes de neurones uniques chez la Lymnée oneragat été décrites par I'équipe de
Sweedler (Moroz et coll). Exp. Biol 1999. Plus récemment, des études de cette méme
eéquipe sur des vésicules a noyau dense chez laplyg permis d’étudier la maturation
d’hormones conduisant a la libération de peptideadbifs (Rubakhin, S.S.Nat. Biotechnal
2000.

Différents paramétres doivent cependant étre pmiscempte lors de la préparation de
I'échantillon, car les résultats obtenus peuverd étodifiés, notamment lors de la présence
importante de sels provenant du milieu physiologiqRRubakhin, S.SAnal. Chen2003.

Dans d’autres études sur cellules uniques, cerfmpsides ont pu étre caractérisés par des
études Post Source Decay (PSD) (Li et callal Chem1999 ou des études CID sur des
analyseurs magneétiques (Jimenez et 8tichemistry1998.

Dans le cas de lI'imagerie MALDI, les premiers &rax ont été réalisés par I'équipe de
Caprioli en 1997 (Caprioli, et CollAnal Chem 1997 et suivis de trés nombreuses
applications, comme par exemple, des images maliéeslde cerveau de souris, de gliomes
humains, (Stoeckli, et colNat. Med.2001) de la tige pituitaire chez le rat, ou de I'épidite
chez la souris (Chaurand, et coll, Proteomics, 003
Dans ces études, plus de 400 protéines peuvendéteetées en imagerie MALDI dans la
gamme de masse allant de 2 kDa jusqu’a 100 kDde @eissibilité de « screening a haut
deébit » de plusieurs molécules en peu d’analyseserxale parfaitement dans la recherche de
nouveaux biomarqueurs de pathologies souvent éedliss des etudes protéomiques (Hanash,
Nature Reviews009).
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Difféerentes maladies ont ainsi été étudiées avecpartie importante concernant les
cancers (Stoeckli, et colNat. Med.2001) : cancer du colon, (Chaurand et c&ltpteomics.
2007), adénocarcinomes de la prostate, (Masumori df €alncerRes2001), tumeurs du
cerveau (Schwartz et colClin. CancerRes2004). Il est possible par cette technique de
déterminer un « profil signature » de la patholof@aprioli, CancerRes 2005) celui-ci
pouvant étre utilisé pour le suivi des thérapi&saluation de I'avancée de la maladie et
surtout dans le diagnostic précoce qui manque lerneht dans la plupart des pathologies
cancéreuses. Dans le cas de tissus provenantaeegli I'équipe de Caprioli est parvenue a
identifier ce type de signature protéique (Figute8)), permettant méme de corréler le taux de
survie des patients avec le profil protéique détext analyse directe MALDI (Schwartz et
coll, CancerRes2009.
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Figure 1.1.8: Découverte de signatures protéiques a partitbidpsies issues de
patients et analysées par spectrométrie de masddOMa\Ir tissu (A) et variation des
signaux observés pour trois protéines (B), la @ilcy(m/z 10092), la Dynein light
(m/z 10262) et une protéine de masse m/z 9747, ldanas de tumeurs du cerveau
entre des patients STS (Short-Term Survival : ssni5 mois) et LTS (Long-Term
Survival : survie >90 mois). (D'aprés Schwartz ell,cCancerRes2005 et Caprioli,
CancerRes2005.
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D’autres pathologies que les cancers ont égaleréentétudiées par imagerie/profiling
MALDI des protéines et peptides ; c’'est le casalenbladie d’Alzheimer (Stoeckli, et coll,
Anal. Biochem2002, de la maladie de Parkinson (Iésion au 6-OHDAgrg®n et coll,J.
proteome Re2004et2005 ou aprés Iésion au MPTP, (Skdld, et cdllproteome Re0089,
également dans le cas d’administration de droglke geie la gentamicine (nephrotoxicité)
(Meistermann, et coll, MCP). Quelques exemples atmlisations de ces protéines sont

résumés figure 1.1.9.

(1) (2)

3) (4) )

Figure 1.1.9: Expériences d’imagerie par spectrométrie de enddaLDI: (1) 3
protéines d’un glioblastome humap 4ctin en vert, S100A4 en violet, et thymodide
en jaune), ayant une forte concentration dans lee zoroliférative de la tumeur
(D'aprées Stoeckli, et collNat. Med.2001) (2) imagerie moléculaire de 3 protéines
dont la thymosinef34 en jaune, et la CRISP-1 en vert détectées dapglilyme de
souris; la figure (e) représente la localisatioe €RISP-1 par technique
d'immunohistochimie classique, ou la répartitiontestue est équivalente a celle
reconstruite en imagerie MALDI (d’aprés Chaurandcell, Proteomics.2003) (3)
Protéine PEP 19 dans du cerveau de rat sain (ef) éladans un rat atteint de la
maladie de Parkinson (en bas). (D’aprés Skoéld lettgroteome Re2006. (4)
Imagerie de la transthyretine dans le rein dethau$é a la gentamicine (réponse a une
toxine) (d’apreés Meistermann, et cddpll. Cell Proteomics2006. (5) Localisation de
plusieurs protéines dans une tumeur de sourisr@baReyzer et coll]. proteome Res
2005.
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Afin de corréler I'image du composé et son addiviiologique, I'identification du
produit détecté sur le tissu est une étape incomaile de cette technique. L'imagerie
MALDI en mode MS/MS sur une surface entiére, petam¢td’obtenir des informations de
séquences sur des peptides ou des petites protindissu n'a pas encore été décrite.
L’identification des protéines et peptides, esteetifiee par la comparaison des masses
détectées et des masses théoriques. Une extractiossu réalisée en paralléle, suivi par les
techniques classiques de protéomique (digestigsigye et identification par LC-MS/MS)
permettent de confirmer ou de réaliser cette ifleation. Lors de I'étude de biomarqueurs,
cette identification est elle-méme appuyée par wabdation utilisant les techniques
biochimiques classiques, telles que immunohistohiffHC) ou hybridationin situ (HIS)
pour TARNm.

Les cellules peuvent aussi étre extraites du ,tigsu utilisant la technique de
microdissection laser (Xu et coll. Am. Soc. Mass Spectro2002 : il est possible de
sélectionner un méme type de cellule afin de réaties études plus poussées et notamment
de caractériser, avec les instruments de protéanulgssiques, les composés a cibler.

Une autre approche consiste a utiliser des surfa@sentant des propriétés particulieres, afin
de fixer les composés de la coupe vers un supPartexemple, des membranes ayant des
propriétés hydrophobes (C18) ont été utilisées amerres pour réaliser des empreintes
peptidique/protéique. La matrice est appliquéectiment sur la membrane, et I'acquisition
MALDI réalisée sur cette derniere. Les composéntdtatement retenus sur la membrane,
des séries de lavage pour éliminer les sels rdsighgeivent étre réalisés. (Caprioli, et Coll,
Anal Cheml997). Par la suite, avec l'utilisation de membrane en P\@yant également des
propriétés hydrophobes, il a été possible de eraldes digestions trypsiques et des
expériences PSD pour l'identification des protéif@saurand et collAnal Chenl999. Une
version plus élaborée de la fixation de composéslest membranes a également été décrite
avec la technique du « scanner » moléculaire (Roéneoll, Mech. Ageing. Dev2005 ; il
s’agit de digérer la surface du tissu par des eeg)fimnées sur une membrane semi-perméable.
Les peptides issus de la digestion sont ensuitsfeés et identifiés par « fingerprint » en
MALDI. Dans cette approche, les peptides transféoéservent leur localisation et il est alors

possible de réaliser les images des peptides dsslasdigestion.

L’imagerie MALDI peut également étre utilisée p@iudier la répartition des drogues
ou de composeés de faible masse dans des tissussocetlules ; cette analyse est simple,
rapide et demande comme pour le cas des peptidete®protéines peu de préparation

d’échantillon comparé a une analyse classiquesatitiune extraction. Cependant, I'addition
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de matrice produit de nombreux ions pouvant interf@vec les signaux de la drogue elle-
méme, et les signaux obtenus en mode réflectetirssonent faibles. Lorsque ce n’est pas le
cas, la technique peut étre employée avec sucoesne dans I'étude sur la peau de la
ketoconazole contenue dans des shampoings (Burodil,dRapid Commun. Mass Spectrom
2009. Si la quantité de drogue est assez importame,expériences en mode MS/MS sur
tissus peuvent étre réalisées afin de confirmerdaence de la molécule d’'intérét comme il a
été le cas pour I'analyse de chlorisondamine oaadaine dans du cerveau de rat (Wang et
coll, Anal Chen005. A partir de la MS/MS il est également possibéerélaliser des images
a partir d’'un ion fragment majoritaire. Ainsi, pdigtude de deux anti-tumoraux détectés dans
des biopsies (Reyzer et call,Mass Spectron2003 ou de la clozapine dans le cerveau de rat
(Hsieh, Rapid Commun. Mass Spectro®09, des images sur un ion fragment majoritaire
ont permis de réaliser sans ambiguité une carta tipartition de ces drogues dans le tissu.
L’analyse MALDI en mode MS/MS prend alors tout smms par rapport a 'analyse SIMS ou
I'étude structurale est plus délicate.

Pour les lipides, la problématique est globalemaninéme que pour les drogues ;
plusieurs expériences de détection sur tissu @neféectuées par différentes équipes sur le
cerveau de rat (Jackson et céhal Chem2005 et sur des yeux de bovins (Rujoi et coll,
Anal Chem2004). Dans certains cas, I'ajout de lithium et I''gdiion de matrice particuliere
comme la 2,6dihydroxyacétophénone (DHA) permett@aiméliorer les signaux ou les
fragments obtenus en MS/MS dans le cadre d’andlggEhospholipides et de sphingomyeline
(Jackson et coll). Am. Soc. Mass Spectra2005.

Appliquée a la dystrophie musculaire de Duchenmaagerie MALDI des lipides a permis
d’'observer par exemple, des modifications dansolaposition des phospholipides chez la
souris (Touboul et colEur. J. Mass Spectrara004).

Ainsi, I'imagerie MALDI est capable de nous donnarlocalisation simultanée de
nombreuses protéines, drogues ou méme lipides ramtdans un tissu. Des études de
profiling MALDI permettent la recherche de nouvslimolécules régulées et notamment des
protéines modifiées entre 2 états physiologiquemtilonné la taille du faisceau de I'analyse,
imagerie MALDI est réalisée au niveau d’'une chdlu
A l'inverse, une seconde technique d’imagerie, IS permet de réaliser des images a un

niveau sub-cellulaire ouvrant I'accés a un autpe ty'information.
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2. L'imagerie SIMS

Le Secondary lon Mass Spectrometry ou SIMS esttectenique de spectrométrie de
masse ancienne puisque les premiéres recherchBsodeson datent de 1900 (Honigt. J.
Mass Spectrom. lon proced$85.

Il faut attendre les années 1960 pour voir appardés premiers résultats d’imagerie SIMS
par Castaing.

En SIMS, les ions de lanalyte (ou ions secondairesnt désorbés a l'aide d'un
bombardement de la surface par un faisceau d’iomsape (Figure 1.2.1). Ce faisceau ne
peut fonctionner que dans un vide poussé P<tbr) et est généralement composé d’ions

monoatomiques, polyatomiques ou de clusters dayast une haute énergie (keV).

Secondary Species g Incident
Neutrals

Lons (+/-)

Particle

recombination zone
for cluster formation

~5A

Figure 1.2.1: Principe de la spectrométrie de masse SIMS, rodaisceau incident
primaire vient frapper la zone a analyser provotubémission de particules
secondaires (d’aprés Walker et@dnnées interngt

Difféerents modes d’analyses sont possibles en SidM$node dynamique est un mode
ou la densité d’'ions du faisceau primaire est irtgyae, et ou une érosion rapide et profonde
de la surface est observée. Les ions détectépsanipalement des ions monoatomiques ou
des petits agrégats de molécules ayant une graretgi€ interne. Le mode statique, ou la
densité d’ions est plus faible, n"'endommage queplesniéres couches de I'analyte ou du
tissu et permet de détecter des composés de plisshmasses, voire des molécules entiéres.
Ce mode est le plus adapté pour la réalisationatjes. (Pacholski et &fhem Reyv1999),
(Todd et alJ. Mass Spectrop2007).
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Les ions secondaires obtenus peuvent étre ne@9e3%4), de charges positives ou négatives
(0,1%) ; differents analyseurs peuvent étre uslis&ec ce type de source (quadripdle,
secteurs magnétiques) et notamment le temps dewiopermettent une bonne transmission

des ions et une bonne résolution des signaux (Gh&id. Mass spectrom. lon phyo81).

Une large variété d’ions peut étre utilisée consmerce en analyse SIMS tels que Ar+,
Xe+, Gd, In", CS, Au", CQ," ou Gy’
On distingue les sources d'ions solides comme @S, d’énergie supérieure a 10 keV et
de diameétre de faisceau d’'ions 2-3um, et des ssuiek (Liquid Metal lon) tels que Gaou
In*. Pour ces derniéres, les plus populaires, du ntigtste (comme le gallium, liquide a
température ambiante) circule entre un petit réserst la pointe d'une aiguille qui est
soumise a un haut champ électrique, provoquantréietion des ions primaires (Figure 1.2.2) .
Dans le cas du gallium, I'énergie cinétique dessi@d est de l'ordre de 20 & 60 keV
(Pacholski et alChem Rey1999, et la taille du faisceau est a moins de 1um idmetre

(pouvant approcher les 100 nm dans certains casld(&t alJ. Mass Spectron2001).
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Figure 1.2.2: Représentation schématique d’'une source LMIr§Blta et al.J. Mass
Spectrom2005.

Pour les métaux qui ne sont pas liquides a terypérambiante, ils sont mélangés a
d’autres composés afin de diminuer la températeréudion jusqu'a quelques centaines de
degrés (de 1064°C pour l'or pur, jusqu’a 356°C pamirmeélange or/germanium) et chauffés
par un filament pour devenir liquide dans la source
Méme si ces sources LMI au Gau In" permettent de réaliser des analyses avec une

excellente résolution latérale, le taux de désomptiles analytes n’est pas trés efficace,
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limitant alors la gamme de masse et la taille desiposés détectés (généralement un
fragment de la choline de m/z 184 sur tissus). {Ble et alJ. Mass Spectron2005
Néanmoins, du fait de [I'excellente résolution dusdaau primaire (moins d’lpum
généralement), et sachant que la taille d’'une lecllarie entre 10um et 50um, des images de
tres grande qualité a un niveau sub-cellulaire peugtre réalisées et permettent d’étudier des
phénomenes biologiques sur tissus. (Colliver eAml. Chem1997)

Des expériences d’'imagerie sur une coupe de cemneaat néonatal comparé a un cerveau
agé de 20 jours, permettent par exemple de suavferination des connections nerveuses et

donc leur développement (Figure 1.2.3).

2383

Figure 1.2.3: Images SIMS d’'un fragment de phosphatidylcho(iméz 184) réalisées
sur une coupe de cerveau de rat néonatal (a) eingucoupe de cerveau de rat agé de
20 jours (b). (Todd et al. Mass Spectron2007).

De nombreux développements en SIMS et imagerieSStbhcernent 'augmentation
de l'efficacité de désorption des composés afinghaenter la gamme de masse analysable et
détecter ainsi des composeés de plus haute masse.

Pour augmenter la désorption et 'ionisation, uas stratégies consiste a limiter 'impact du
faisceau primaire sur le tissu ou I'analyte pomitér la fragmentation des molécules. Comme
nous l'avons vu précedemment, il est possible dyaea des composés de trés haute masse
(>1000000 Da) en MALDI en utilisant un petit compaaomatique (la matrice) lors de la
préparation de I'échantillon (cf partie MALDI) ; tte matrice joue un rdle dans la réduction

des fragmentations lors de I'analyse MALDI. (Zenebal,Mass Spectrom. Re\1998
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La combinaison de cette propriété de la matriceLMRet de la technique SIMS, le
Matrix-Enhanced SIMS ou ME-SIMS a permis la détettile molécules en solution jusqu’a
environ 10kDa (Wu et ahnal. Chem1996. Le groupe de Piersma et Heeren (Mc Donnel et
al, J. Mass Spectron2005 a développé avec succes cette technique pour léneagur tissus,
en déposant sur la coupe un composé qui cristalliaeide 2,5 dihydroxybenzoique,
normalement utilisé comme matrice en analyse cjassiMALDI. De fins cristaux de
matrices sont formés de maniére homogéne a lacgeudiatissu en vaporisant par électrospray
le mélange matrice/solvant. (Schwartz eflaMass Spectron2003,cf partie MALDI)
L’application de cette technique a un petit moditdogique (Lymnaea stagnalis) a permis la
détection de différents peptides directement darsysteme nerveux de cet animal (Maarten
Altelaar, et al, Anal. Chem2009. L’a caudorsal cell peptide (m/z 1169), le pepiidén/z
1566), le carboxyl terminal peptide ou CTP (m/z @5%eptides issus de la maturation de
I’lhormone CDCH jouant un rble dans la conceptios omufs de la Lymnaea, ont ainsi pu étre
repérés avec une source SIMS.IDes expériences d'imagerie ont permis d’obsetaer
localisation du peptided et du CTP, ainsi que dun peptide de masse plusests,
TAPGWamide (m/z 430) au sein du systeme nerveuguie 1.2.4). La répartition de ce
dernier observée en ME-SIMS correspond a la lamadis précédemment décrite lors
d’études en immunohistochimie classique chez ceerd@rmal.

La résolution spatiale du ME-SIMS avec une souméesemble étre autour de 3 pum,
ce qui représente une diminution d’un facteur 3 rp@port a I'analyse sans matrice (1 um

environ). Cette résolution reste donc suffisanter pétude a un niveau sub-cellulaire.

. 100um . )

Figure 1.2.4: Imagerie moléculaire ME-SIMS du peptide CTP de 25690 (1) et du
peptided m/z 1566 (3), par rapport & la localisation du D{2B de m/z 154 en rouge,
du N& en bleu et du Ken vert. Dans le cas des images du cholesterat() peptide
APGWamide (B), les images moléculaires peuvent@&iredlées avec I'image optique
obtenue au microscope (A).

(D’'aprés Maarten Altelaar, et #ipal. Chem2005
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Si le ME-SIMS posséde une gamme de masse pluduieles spectres obtenus avec
ce type de stratégie sont malheuresement domiméeens issus de la matrice elle-méme ;
ces derniers co-localisent avec des ions issus ishu ttels que des phospholipides,
compromettant la localisation d’un certain nombeecdmposés.

Par ailleurs, la détection de petits peptides t@riécédemment n’est pas toujours observée
avec succes probablement di a un probleme de #iésilc’est le cas notamment lors de
'analyse d’un cerveau de rat par la méme équipaumun peptide n'a été repéré par ME-
SIMS alors que ces derniers étaient présents lorsedanalyse directe sur tissu du type
MALDI. (Maarten Altelaar, et alAnal. Chem2006.

D’autres familles de composés ont également é&&éds de cette maniere pour
améliorer 'ionisation des composés en SIMS ; destas des métaux, (Metal-Assited SIMS
ou MetA-SIMS) destinés par exemple a produire des isecondaires cationisés a l'argent
(Nygren et alFEBS Lett2004), ou a I'or (Delcorte et aAnal. Chem20032.

Cette stratégie a été appliquée avec succes panalyse de cellules de neuroblastomes
(Maarten Altelaar, et alAnal. Chem2006, notamment pour la localisation de lipides et de
cholestérol apres dépot d’une fine couche d’or.dette technique, I'intensité des signaux a
été grandement améliorée et la gamme de masseuétarviron jusqu'a m/z1200 ; la
résolution latérale calculée s’approche de 1,5 penqui représente une amélioration d’'un
facteur 2 par rapport a la techniqgue ME-SIMS. Ldsérmmenes expliquant cette
augmentation d’intensité en présence de dépbt la@alsont encore a I'étude.

Les spectres obtenus par cette technique sont @apenches en clusters d’or chargés (ou en
cluster du métal utilisé) ce qui complique lintegfation des signaux. Dans le cas de l'argent,
le signal majoritaire sur tissu est celui du chided cationisé avec le métal, et la répartition
d’autres composés est alors difficile a obtenir.

Enfin, la technique MetA-SIMS ne permet de réalgge des analyses en mode positif
(Brunelle et al. J. Mass Spectrom2005 privant l'opérateur d'un grand nombre
d’'informations et de répartitions de composés lgigjoes, notamment des classes de lipides
bien détectables en mode négatif (phosphatidylkioiss{Pl), phosphatidylserines (PSer) etc.)
(Pulfer, M et alMass Spectrom R&003.

Une autre possibilité pour améliorer la désorpeonSIMS est d'utiliser des clusters
d’ions comme source primaire ; ce phénoméne ai dté observé il y a une trentaine
d’années par Andersen et Bay, (Brunelle eaMass Spectron2005 qui donnera lieu par
la suite a de nombreux développements (Winogkad|. Chem2005.

L'utilisation de clusters d’ions et donc de conxge poly-atomique permet de

bombarder une petite surface simultanément avesiepits atomes et d’augmenter ainsi
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fortement I'émission des ions secondaires commst de cas pour la phénylalanine en

solution (Figure 1.2.5).

Figure 1.2.5 : Rendement d’émission des ions secondaires plediaylalanine en mode
négatif (m/z 164) en fonction de la vélocité paitéimle masse de différents clusters
Au," (n=1 a 5) (Brunelle et al. Mass Spectron2005.

En 2004, I'équipe de Laprévote utilisa des clustéos délivrés a partir d’'une source LMI
pour augmenter les signaux en imagerie SIMS etisg¥ala localisation de lipides et
phospholipides (jusqu’a 900 Da environ) du cervelgu souris, tout en conservant une
résolution latérale inférieure a 1um (Touboul etAadal. Chem2004). Des clusters d’ions
Aus’, qui représentent un bon compromis entre améiratu signal, I'abondance des ions
primaires, durée du pulse et résolution latéraie été privilégiés aux clusters plus importants
ou les temps d’acquisition en imagerie auraientrég longs a cause d’une intensité des ions
primaires plus faible. D’autres équipes ont égalenuélisé ces clustensour I'étude de PI et
de sulfatides dans le cerveau de souris (Sjovall, énal. Chem2004)

Afin d’augmenter la vitesse d’acquisition des imsgdes clusters de bismuthsBi
peuvent étre utilisés a la place des clusters ouboul et al,J Am Soc Mass Spectrom.
2005). Les clusters de bismuth sont plus facilement éneislad source LMI (potentiels
d’ionisations plus faibles du bismuth), et I'intédsdu courant primaire est alors supérieure.
Les acquisitions en imagerie SIMS peuvent aloses @is rapides, tout en donnant des images

de qualité comparable aux images obtenues avedutsgsrs d’Ay” (Figure 1.2.6).
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red=283
blue=255

Figure 1.2.6: Localisation de plusieurs lipides sur une cowjge cerveau de rat,
obtenues par imagerie SIMS utilisant des clustéf®B mode négatif (1-2) et en mode
positif (a-f). (D’apres Touboul et al,Am Soc Mass Spectrog@05.

En utilisant ces clusters, la répartition de plusseclasses de lipides et de composés de masse
inférieure a 1200 Da peut étre aisément et finemaalisée. Par exemple, dans des coupes de
muscles de souris atteintes de la dystrophie maseule Duchenne, I'analyse d’acides gras,
de triglycérides, de tocophérols, de coenzyme Q@eetholestérol a permis de différencier
des zones de stress oxydatif, de dégénérescende mgénération en fonction du composé
considéré (Touboul et al, Lipid. Res; 2005. D’autres applications ont été réalisées sur le

cheveu ou sur la peau pour étudier ce type de mieléc

Les futurs développements en imagerie SIMS peudteatnombreux ; tout récemment,
il a été découvert que le ME-SIMS, le MetA-SIMS les ions poly-atomiques peuvent
cumuler leurs effets. Ainsi, I'utilisation de Bisur une section de tissu recouverte d’or permet
d’obtenir des signaux lipidiques environ 2 foisplatenses que l'utilisation des clusters seuls
(McDonnell et al,J Am Soc Mass Spectror200§. Cette préparation semble cependant
applicable aux composés de masse inférieure a DaQ@ecouvrant donc surtout la gamme
des lipides. Il est toutefois possible que desasad autres que I'or puissent encore améliorer

le signal.
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D’autres clusters d’ions pourront bien sir étredis plus en détail, tels que ceux a base de
Augoe OU ceux a base de fullerene ; les premiers résuitstenus en imagerie sur ce dernier
semblent prometteurs (Ostrowski et Ahal. Chem 2005) puisque le signal de lipides est
augmenté d’un facteur 1000 par rapport & une satiassique Ga Des images de composés
tels que cholestérol m/z 369, ou sulfatide (m/z)28# €galement été réalisées avec ce type
de source.

La technique SIMS manque de méthode de caraciérispar MS/MS ; récemment, un
« PSD-like » a été décrit pour I'imagerie SIMS pettant d’obtenir quelques informations
sur des composeés de faible masse provenant dyueisde réaliser une image a partir des ions
fragments obtenus (Touboul et &apid Commun. Mass Spectro@009. Les futures
applications dans ce domaine sont de réaliser SIVIS avec une cellule de collision afin
d’augmenter le nombre et l'intensité des ions fragts.

L'imagerie SIMS s’avere donc étre, de par sa td&wi latérale, son acquisition rapide
et la gamme de masse analysable (notamment |distiisation de clusters d’ions) un outil
remarquable pour I'imagerie de lipides et de corépggsqu’a une masse d’environ 1200 Da.
L’analyse de peptides par cette technique est lgoomoment difficile (technique ME-SIMS)
et I'analyse de protéines irréalisable, nécessitatilisation de nouveaux outils pour combler
cette lacune.

Néanmoins, SIMS ou MALDI sont deux techniques s#dis sous vide poussé et ne
permettent pas I'étude de composesivo. Cette possibilité est récemment apparue avec une
nouvelle méthode d’imagerie par spectrométrie dessmaappellée DESI basée sur les

principes de I'ESI.
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3. La source DESI

C’est au milieu des années 1980, que Fenn réalipeemiere étude électrospray de
molécules de haute masse. Il fallut attendre 204 poir apparaitre la premiére étude en
deux dimensions de I'ESI (Ford et Rlapid Commun Mass Spectrd2004).

En ESI, un aérosol (ou spray) de gouttes de solaatement chargées (ou les composés a
analyser sont dissouts) est formé a pression atmaspie dans un champ électrique. La taille
des gouttes se réduit progressivement par combmaiges phénomenes d’évaporation du
solvant et d’explosions coulombiennes, jusqu’a téoibion d’aggrégats chargés qui seront
introduits en phase gazeuse. Le champ électrique@isé grace a un potentiel électrique de
1 a 4kV et appliqué entre une aiguille (en métaluoucapillaire en verre conducteur) et
'entrée du spectrométre de masse. Les goutteld¢taslvant sont émises a partir de I'aiguille
en formant un cone de Taylor.

En DESI, un spray fin de gouttelettes chargéest\fimpper une région a analyser (tissus,
peau, vétements, drogues...) se trouvant a pressinosphérique. Ces goutellettes vont
extraire de la surface de petits composés ou aesdbécules de haute masse, et ces derniers
vont étre ionisés et emmenés jusqu’au spectrona&renasse ou ils arriveront sous forme
désolvatés (Figure 1.3.1).

Tout comme I'électrospray, le DESI est une méthddece, ou les ions secondaires
ont peu d’energie interne, causant peu de fragriensaet permettant donc de détecter des
molécules intactes. Grace au mécanisme de déstidvaidentique pour ces 2 techniques, les
spectres obtenus en ESI et DESI sont similairear B peptides, protéines ou tout autre
composé de masse importante, les ions formés sohichargés (protonés ou déprotonés)
ou/et détectés sous forme d’adduits(N€&...).

Méme si la MS/MS réalisée avec l'aide d’'un gaz ddision sur des ions multichargés
(notamment les deux fois chargés) est particuliergrefficace et utilisée fréquemment pour
l'identification et la caractérisation de compos@#gec cette technique, 'ESI reste une
technique d’ionisation douce avec peu de fragmiemtates analytes en sortie de source (sauf
lors de I'application d’'un potentiel plus importamr le cdne de désolvatation).

Ainsi, le DESI peut étre considéré comme une varsio SIMS a pression athmosphérique,
ou les clusters d’eau sont considérés comme dasetux d’ions primaires (cf partie SIMS).
Les avantages du DESI sont multiples : aucune paipa d’échantillon, grande sensibilite,

technique applicable sur des produits complexes...
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Figure 1.3.1 Analyse haut débit d’échantillon brut se trouvanitair libre par DESI
(D’apres (Cooks et agcience2009.

Les ions détectés en DESI dépendent de plusiearamegtres: la nature de
I'échantillon, le solvant utilisé (polarité, pH, meentration et nature du sel), et le substrat ou le
support sur lequel est déposé 'analyte (Wisemaal. &ngew. Chem. Int. EQ005. Celui-ci
peut étre trés variable : plastique, métal, pagtier..

En fonction de la substance a détecter, l'inclioaislu spray, la tension pour réaliser ce
dernier, ou la distance entre l'analyte et I'ailgupeuvent varier ; par exemple, une tension de
5kV, une distance de 5mm et un angle de 40° sadéales pour la détection de petites
molécules. L'angle sera plus important et la disgaraccourcie pour la détection de protéines
(Takats et al. JMass. Spectron2005. Ces conditions sont directement en rapport dec
phénomene de d’ablation des composés de la swgtdide par les gouttelettes chargées.
Comme en ESI avec un analyseur adéquat (triple rigpddel, trappe ionique, Q/TOF,
FTMS...) tous ces composés peuvent étre analysésode MS puis en mode MS/MS ; un
exemple est illustré figure 1.3.2, ou l'ion de masd/z 214 détecté dans un échantillon d’urine
(sans préparation préalable, juste en déposantchantllon et en le laissant sécher) est

sélectionné, puis identifié apres analyse des sgeMS/MS.
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Figure 1.3.2. Détection par DESI et identification par MS/MS I@e L-Aspartyl-4-
phosphate a d'un dép6t sur papier de 2uL d'urineyEp avec un meélange 1:1
methanol/eau (1% acide acétique) (D’apres Cooks 8tience2006).

Un large panel de molécules peut étre analysajantles composés volatils ou semi-volatils,
(pesticides, hydrocarbures aromatiques...) des co@sp@eu polaires de petites tailles
(terpenes, lipides...), des composés polaires deepdiiilles (acides aminés, drogues) des
protéines (avec un spectre similaire a un specE8Iden solution), et méme certains ions

inorganiques comme les perchlorates.

L’industrie pharmaceutique fut une des premiérestiser cette technique, avec
notamment pour de I'analyse haut débit et le cémti@ médicaments en tablettes tel que la
Vicodin dans le cadre de I'étude de contrefacond(iRoez-Cruz ;Rapid Commun. Mass
Spectrom 2006, ou de I'étude de pilules d’ecstasy (LeutholdAét Rapid Commun. Mass
Spectrom 2006. Dans ce domaine, des appareils hybrides tels lgUBESI-IMSQTOF
utilisant la technologie de « I'ion mobility » poune plus grande sélectivité, et un QTOF
pour I'accés a la MS/MS avec une bonne résolutioné&é développés pour la détection
rapide (environ 2 minutes) des composés contenas das comprimés, des patchs a la
nicotine, ou des cremes (Westémal.chem.2005.

Pour I'armée ou la sécurité des aéroports, desadad’'explosifs avec une sensibilité proche
de la femtomole (Cotte-RodrigueAnal.chem. 2005 ont également été analysées avec
succes sur ce type de source.

Des approches plus quantitatives ont égalemergtatbées, mais elles sont plus délicates a
mettre en ceuvre (impossibilité d’utiliser un staxddaterne dans un échantillon solide) ; cela
nécessite d'augmenter le nombre d’analyses po@nahiin résultat plus « statistique ». Les
résultats restent cependant intéressants avec nak®ur de 20% (Cooks et &@cience
2009.
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Ainsi, les champs d’application du DESI s’averngatticulierement étendus, allant de la
sécurité, a I'industrie pharmaceutique en passaniepbiomédical.
Le champ d’application qui nous intéresse le plgs lden évidemment celui concernant
'analyse de tissus. Etant donné que l'analyse peatréalisée a pression atmosphérique et sans
préparation d’échantillon, le DESI permet d’étudiéchantillonin vivo « en temps réel ». Des
analyses directes en DESI ont été réalisées sgiephs catégories de tissus, permettant la
détection de nombreux lipides du type phospholpidelans le pancréas de souris, des
phospholipides ont été massivement détectés some fd’especes cationisées au potassium ;
l'identification a été confirmée par des expérienea MS/MS sur le tissu a I'aide d’'un piege
ionique. Dans le cas du cerveau de rat, des lip@psvalents ont été aisément détectés
(Wiseman et alAngew. Chem. Int. EQ009.
Ces analyses de lipides sur tissus en DESI pe@entéalisées, tout comme en ESI, en mode
positif ou négatif, permettant la détection dedgs de différentes classes suivant la polarité :
phosphatidylinositols et phosphatidylserines en enoégatif, et phosphatidylcholines et
sphingomyeline en mode positif. Les profils dedgs détectés en DESI sont similaires a ceux
d’'un extrait lipidigue du méme tissus analysé en, BSrmis la présence d’'un plus grand
nombre espéces cationisées dans le cas du DE®katpement di au Kendogéne de la
coupe (Puolitaival, et aRoster ASMZ0095.
Des analyses de sections de foie humain cancémnix,déja permis de repérer des
modifications touchant la distribution de certainéssses de lipides (phosphatidylcholines et
sphingomyeline notamment), en comparant des tigsusraux et des parties saines (Figure
1.3.4). Ces résultats sont en accord avec desuxapeécédents de Glunde et cdllapcer
Research2004) constatant une augmentation des classehaspipatidylcholines dans des

tissus cancéreux.
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Figure 1.3.4: « Profiling » lipidique réalisé en DESI (mode pifssur des coupes de
foie humain cancéreux (adénocarcinome) sans auaitement préalable du tissu. La
courbe rouge représente la distribution de la gumhyeline (16:0) sous forme
protonée, sous forme adduit Net adduit K (m/z 703, m/z 725, m/z 741) suivant la
position du spray dans la tumeur (spray 1 :1 methesu + hydroxyde d’ammonium
0,1%, (Wiseman et aAngew. Chem. Int. EQ005 et D’aprés Cooks et agcience
2006.

Pour linstant, la majeure partie des résultatblips sur tissus ou cellules en
« profiling » par DESI concerne la détection dedgs. Wiseman et coll lors de I'analyse
d’'une coupe de coeur de poulet sont néanmoins pasva détecter de petits peptides et des
constituants provenant de I'hémoglobine ; I'analgeepeptides et de protéines serait donc
viable par ce type d’approche, méme si rien ne nodgue pour l'instant qu’'une étude
différentielle en protéomique puisse étre réalisée.
Pour le moment, aucune image moléculaire n'a enétéeréalisée avec cette technique,
toutefois, cette possibilité d’analyse vivo, c'est-a-dire de tissus encore vivants ou des
cellules encore viables, remplissant toujours haigsion biologique, ouvre des potentialités
et des applications pour le DESI qui sont impressmtes.
En premier lieu, les analyses sont réalisées agmngdritables conditions physiologiques, sans
traitement de I'échantillon, ni conditions d’anadgsradicales pour le systeme biologique. I
n'y a aucun risque de modification des composéstishu (oxydation, dégradation des
produits...)
Ainsi, il est peut étre possible d’analyser le mé&sbantillon avant et aprés un traitement
chimique, biologique ou pharmaceutique : pourgumipas suivre en direct les effets d’'un

médicament anti-cancéreux sur des cellules, étudieieillissement de ces derniéres et la
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mise en place des processus d’apoptose, détesterdeanismes des réactions immunitaires
face a un organisme étranger, le rejet ou le neairdes greffes ?

Pour réaliser cette approche, il faut évidemmemisiciErer que le nombre de cellules non
détruites apres I'acquisition, reste suffisant pooe nouvelle analyse. L'observation d’'une
section de tissu apres analyse DESI montre quédi@dlon est gravement endommage,
guelle que soit la partie du tissu analysée (laéiggammorale pouvant étre plus fragile par la

présence de la tumeur). (Figure 1.3.5).

Impact du spray
(Mode +)

Impact du spray
(Mode -)

Zone tumorale Zone saine

Figure 1.3.5: Observation des impacts du DESI sur une coupdoigecancéreux,
suivant la polarité (+ ou -) et la zone analyséentrale ou saine) (d’aprés Puolitaival,
et al.Poster ASM2005.

La destruction du tissu est évidemment due a Bicbpdu spray sur la section
nécessaire pour obtenir le phénomene de désorpfienphénoméne est renforcé par la
résolution latérale importante du spray variant5@@ pum a 1 mm. Cette résolution est
evidemment un parametre critique pour la quali®ideges et de I'analyse lors de I'étude de
profils au niveau cellulaire. Cette résolution trogportante est donc, pour le moment, un des
facteurs limitant cette technique d’'imagerie ;Xlste néanmoins d’autres points qu'il reste a
développer.

Les futures recherches sont en partie axées slimiaution de la taille du spray, en réduisant
par exemple, la taille de l'aiguille (Puolitaivat, al. Poster ASM2005. D’autres recherches
sont axées sur I'étude de l'ionisation de difféesnfiamilles de composés (classes de lipides,
acides nucléiques, peptides...), mais aussi sumpladectibilité de I'analyse, sachant que de
nombreux parametres rentrent en compte pour réliasquisition (angle du spray, débit,
solvant etc.)

Ainsi, pour I'analyse directe sur tissus, sacharg ps conditions de spray pour désorber en
des protéines en DESI ne sont pas les mémes quelgtmcter des composés de plus petite
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taille, sera-t-il possible d’obtenir en une seutguasition et avec les mémes parametres, des
protéines de taille intéressante et des lipidesleal peptides plus petits qui co-localisent ?
Quelle sera la gamme de masse dynamique analysabbette technique sur le tissu ?

De la méme maniére, les techniqgues MALDI et SIM8édfi€éient des le départ d’'un systéeme
intégré permettant le déplacement trés précisatddintillon en x et y ; a I’heure actuelle, la
plupart des travaux publiés sur le DESI sont réalisn utilisant une source électrospray
classique, et celle-ci ne dispose pas d’'un plateay permettant le déplacement de la coupe
en automatique pour lacquisition des images. Centpal’automatisation nécessite
d’'importants développements « machine » qui sonir pénstant en cours d’essais dans
différents laboratoires (Puolitaival, et Bloster ASM2005.

Le DESI sur tissus s’avere donc étre une technexdeEmement prometteuse. Sans
aucun traitement de I'échantillon et donc en armalgsvivo, des classes de lipides, parfois
méme impliquées dans des proliférations tumoraespu étre détectées et identifiees. Ces
résultats ouvrent des possibilités remarquables fimagerie et 'observation de composés
au sein d’'une coupe, avec la possibilité d’étudess processus biologiques en temps réel.
Pour que cela devienne possible, de nombreux dévehoents doivent étre réalisés ; la taille
du spray, la reproductibilité et les conditionsl'dealyse, la gamme de masse dynamique et
surtout 'automatisation de la technique pour I'gege, restent encore a faire.

Des sources DESI modifiées avec un spray plusl&D() commencent cependant & faire leur

apparition, preuve que ces nouveaux développersenten cours de réalisation.

Ainsi, il existe différentes techniques d’imagepar spectrométrie de masse qui
peuvent étre choisies suivant plusieurs parameéteesiveau cellulaire ou subcellulaire requis
pour I'étude est un premier critere de choix, ¢dirmagerie MALDI peut étre appliquée tout
comme le DESI et le SIMS, au « profiling » de dregwu de lipides sur tissus (avec
notamment I'acces aux images en mode MS/MS), lasluésn latérale du MALDI reste 20 a
50 fois plus faible que celle obtenue lors d’analgMS. L'imagerie MALDI apparait donc
comme complémentaire, car celle-ci est parfaiteradaptée a la détection et a I'imagerie de
peptides et de protéines sur tissus contrairementlaux autres techniques décrites ici.

De ce fait, Il est possible en MALDI d’effectuer sdeétudes protéomiques situ de
pathologies pour la découverte de biomarqueurd, ¢ous’affranchissant des techniques
d’extraction, de purification et de séparation d&cHantillon classiquement utilisées en

protéomique. C’est typiquement ce genre d’applicatjue nous rencontrons dans le cadre
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d’étude sur le cancer de l'ovaire. L’ensemble @gehmniques avec différentes applications en

fonction des caractéristgiues des appareils sonigé tableau 1.3.1.

Substance(s) investigated = Sample (sample preparation Lateral (depth) Mass range MS imaging Imaging
method) resolution * observed as m/z method (laser or time
(detection primary ion
limits) source)
Cholesterol, sulfatides, Mouse brain sections (freeze- ~1 pm 800 Static TOF-SIMS
phosphatidylinositols and drying) (Aus™)
phosphatidylcholines
Phospholipds, cholesterol Mouse brain slices and mouse 427 nm 900 Static TOF-SIMS 1 h 30 min
and diglycerides muscular cells grown onto (Auq®, AU5Y) for 64 mm?
plastic slips (drying) area
Phosphatidylcholines and The protozoan Tetrahymena 250 nm 184 Static TOF-SIMS

2-aminoethylphosphonolipid thermophila (freeze-
fracturing)

Extract of the caffeine- C18 thin-layer 77um 800 (5 ng) lon-trap ESI-MS

containing plant /lex chromatography plates

vomitoria

Peptides and proteins Serial mouse liver and human 50 pm 35,000 TOF-MALDI-MS ~2 h for 80
brain glioma sections of 5-12 (337 nm) x 96 pixel
um (snap-freezing, cryostat image

cutting and thaw-mounting;
matrix deposition by discrete
droplets or spray-coating)

Proteins Mouse brain and human ~25 uym 80,000 TOF-MALDI-MS 42 min for
glioblastoma xenograft (337 nm) 1000 spot
sections (freezing, coating array
with a solution of matrix)

Oca, Mg”, ¥K*, BNa’, Primary fibroblast cells, Later ~50nm, 81 parts per Magnetic sector

8Br and 2°CN" leukemia progenitor cells and depth ~20 nm million 3D-SIMS (Ga*)

individual chromosomes (cells steps
were cryofixed, cryofractured

and dried)
2C, BNa, *Mg,¥K, LLC-PK1 kidney cells, T98G 500 nm 160 CAMECA IMS-3f 0.4 s for 250
“0Ca,*Gd, "**Gd, '%5Gd, human glioblastoma cells SIMS (0;") pm; image
%6Gd, 'Gd, "8Gd, '°Gd and (freeze-fracturing and freeze-
Z6(1ZC14N) dry]ng)
Substance P and B- Peptide standards (dried 0.6 pm 1384 (800 zmol ~ SMALDI (262 nm 3-50 min for
cyclodextrin droplet preparation and for B- and 337 nm) 100 pm? area
picospotted samples) cyclodextrin)
Antitumor drug SCH226374  Mouse tumor sections, rat ~200 pm Hybrid quadrupole 3.5 h for ~17
and compound A brain sections of 12um TOF analyzer x 14 mm
(freezing, desiccating and MALDI-QQTOF MS  image
drying on MALDI sample plate, (337 nm N)
spotting or coating with MALDI
matrix

* Maximal lateral resolution presented was measured or estimated.
Abbreviation: SMALDI, scanning microprobe matrix-assisted laser desorption ionization.

Tableau 1.3.1: Récapitulatif des techniques d’'imagerie utilisalen fonction du type
de composés analysé, de la résolution, de la gaglenmeasse analysable, et du temps
d’'acquisition. (D’aprés Rubakhin et cdyug Discov Today2005
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CHAPITRE Il : NOUVEAUX DEVELOPPEMENTS EN IMAGERIE P AR

SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI

OBJECTIFS ET ORGANISATION DU MEMOIRE

L'imagerie MALDI est une méthode en plein essontdes nombreuses applications
démontrent la pertinence dans les domaines dedamattologie, de la protéomique clinique
et de la médecine.

Cette technologie déja performante est cependacbrenjeune, démontrant l'utilité de
travailler sur de nouveaux développements pour Gasse repousser ses limites.

Le but de ce travail est double: aider au déymapent de cette technologie
prometteuse et bien sdr, utiliser cette techniqoer pdes applications médicales ou
biologiques.

Une des premiéres limites de l'imagerie MALDI comee le choix de la matrice ; comme
décrit précédemment dans la partie bibliographifuexiste de trés nombreuses matrices et
protocoles utilisables en MALDI, en fonction desgmiétés physico-chimiques de I'analyte.
En imagerie MALDI et « profiling », seulement dematrices (HCCA et SA) peuvent étre
facilement utilisées du fait des probléemes de alfisation sur le tissu, et des faibles
rendements ioniques parfois obtenus dans des amsligxtrémes. Une troisieme matrice, le
DHB, ne peut étre utilisé que dans certaines cimmditavec des résultats parfois variables, du
fait du systeme de dépot par ESI qu’elle requikrdevient donc important d’élargir le
nombre de matrices utilisables dans ce domaine, dihugmenter le nombre d’analyses
réalisables : acces plus facile au mode réflecéetoutes les polarités et®ublication n°)

De la méme maniére, tres peu de préparations diéttbas ont été déterminées jusqu’a
présent concernant le traitement du tissu ; ledqges exemples décrits dans le cadre de
'analyse d’acides nucléiques en solution démoniignérét de ces protocoles.

Un des rares traitements de coupe utilise I'éth@oohme solvant de ringage. Les résultats
sont cependant parfois variables et surtout aucdnanation n’est fournie lorsque 'analyse
est réalisée sur des tissus longuement stockéssagignaux ont pu étre perduBublication
n°2)

Tous ces travaux effectués en imagerie concernatdmment la recherche de

biomarqueurs pour la protéomique clinique, ontréadisés sur des tissus frais et congelés qui
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sont parfois difficiles a conserver et a obteniprés des hopitaux. De ce fait, aucune étude
rétrospective sur 10, 20 ou 30 ans ne peut étlesééaen imagerie MALDI a cause d’un
manque d’échantillons. Une solution consisteratwdier la possibilité de travailler sur des
tissus fixés et paraffinés, tels que ceux utiliséans les bibliotheques des
anatomopathologistes. Dans ces banques résidemtesienombreuses biopsies issues de
pathologies diverses qui sont classées et réep&gmpar ces mémes médecins depuis des
années. L’analyse de ce type de tissu ouvriraibla de I'imagerie MALDI pour des études
rétrospectives sur une multitude d’échantillonsjrda recherche ou I'étude de biomarqueurs
(Publication n°3).

Aujourd’hui, 'analyse MALDI est plutét dédiée aahalyse de peptides et de protéines pour
une gamme de masses allant jusqu’'a 35 kDa envawocune information concernant les
protéines de plus haute masses (100 kDa et plus)e® oligonucléotides n’est pour le
moment accessible par cette technique. L'imagesienpttant de réaliser en une seule analyse
la localisation de plusieurs composeés, serait-dsfme d’envisager une multi détection pour
ces molécules ? Ce point est important, car il p#nait de réaliser des cartes de co-
localisation ARN/protéines, ADN/protéines, peptigestéines de haute masse moléculaire,
permettant d’approfondir ou de comprendre les @m®u® biologiques qui y sont corrélés
(Publication n°4)

L'imagerie par spectrométrie de masse MALDI a détré son intérét grace aux
nombreuses applications qui ont été réalisées. apeure partie de celles-ci concerne la
recherche de biomarqueurs dans des cancers telsetiiedu cerveau, de la prostate ou du
colon. Il est bien sOr important de pouvoir utitisette technique pour d’autres types de
cancers ou de pathologies.

Parmi celles-ci, le cancer de l'ovaire est la isoiee cause de mortalité tous cancers réunis.
Pour cette maladie, il est nécessaire de dévelogeeroutils de diagnostic précoce et de
découvrir de nouvelles molécules cibles, afin deettipper des traitements plus efficaces.

(Travaux 9
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1. Deévelopements de nouvelles matrices pour I'imagerjgar spéctrometrie de
masse Maldi

. Les matrices et I'analyse directe de tissus

La matrice en MALDI joue un réle fondamental sues | processus de
désorption/ionisation. De méme, la qualité des esagn imagerie MALDI est directement en
rapport avec la qualité des spectres obtenus dysandirecte sur coupe.

Le tissu est un matériel biologique tres compleddes composés peuvent eévidemment étre
présents a des concentrations tres variées. Coplede est accentué par la découpe du tissu
en fines coupes de quelques microns, ce qui pexgnawer I'exposition du contenu des
cellules avant I'analyse. A cela se rajoute la @més de sels qui peut également jouer sur la
cristallisation. Il en résulte que les matricedoenissent pas les mémes résultats lorsqu’elles
sont utilisées en solution et sur tissus ; airsiDHB particulierement utilisé en MALDI
classique pour I'analyse de peptides, protéinesligonucléotides, ne permet pas d’obtenir de
bons rapports signal/bruit pour ces derniers lagsbest appliqué sur la biopsie.

Le travail sur coupe apporte également des comdaisupplémentaires quant a la matrice a
utiliser ; comme nous l'avons vu précédemment, ibgénéité du dépot est un parametre
indispensable pour ce type d’'étude, obligeant dansins cas (notamment pour le DHB dans
I'étude des lipides) a recourir & des systemesegétd particuliers qui sont parfois longs.

Par conséquent, les propriétés requises pour uneet® matrice utilisable en imagerie

seraient :

1) une bonne qualité spectrale en terme de résolusensibilité, intensité du signal,
rapport S/N...

2) une bonne cristallisation, notamment un bon pougouvrant de maniére a analyser
un maximum de régions en un minimum de temps, andine homogénéité de
cristallisation,

3) une grande stabilité du dépbt pendant I'analysabilgé sous vide, résistance aux tirs

lasers)

Une étude bibliographique des matrices utilisabdes MALDI classique, nous montre
I'’énorme choix qui s’offre a nous pour cette recher; cependant, un critére décisif reste la

cristallisation qui doit étre homogéne sur I'ensénde la surface.
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Pour cet aspect, I'imagerie se rapproche des esitéeidispensables a la réalisation d’analyses
semi-quantitatives par MALDI. Dans ce domaine, geblications utilisent de nouvelles
matrices appelées « matrices ionigues » baséek $achnologie des « liquides ioniques »

utilisés en chimie organique.

. Des liquides ioniques aux matrices ioniques...

Les liquides ioniques sont des sels organiquedodaule générale [A B'], qui
peuvent étre formés par exemple a partir d'unetidraacide/base en milieu organique. Ces
composés ont des propriétés trés intéressantesneinetamment capables de dissoudre la
plupart des molécules organiques et inorganiques,en étant stables sous vide ou a haute
température.

Utilisés depuis le début du 2@iécle en chimie organique comme solvants, ils @t
longtemps appelés « solvants verts » du fait ded@mnnante capacité a étre recyclés apres les
réactions (WeltonChem. Rev1999. De cette maniére, les solvants plus toxiques deke
DMF, DMSO, THF, ont pu étre remplacés par ces ptedaniques, qui pour leur part, ne
sont pas ou peu toxiques pour I’'homme. Ainsi, delm@uses réactions de chimie organique
classique ont pu étre réalisées dans ces milieeeG ane réutilisation de ces composeés
jusqu’a 5 ou 6 fois sans modification des rendemdatla réaction. D’autres expériences avec
des catalyseurs, ou des réactions plus complexpslgmérisation ont également été décrites
avec succes. Certaines réactions réalisées emoélgiotie et en électrosynthése organique
démontrent que ces composés peuvent égalementimiagourant électrique (Barhdadi et
coll, Chem. Commur2003.

Globalement, chaque couple [AB'] peut présenter des propriétés physico-chimiques
particulieres telles que point d’ébullition, contuité électrique, état physique (liquide ou
solide) etc., ce qui signifie qu’'un grand nombresdévants aux propriétés différentes peut
étre produit.

Plus recemment, Armstrong et coifal. Chem2001),ont démontré la possibilité de coupler
les propriétés des liquides ioniques avec cellessmdatrices MALDI créant des « matrices
ioniques » et exploitant ainsi cette diversité.

Les matrices étant pour la plupart acides, dertoésbreux produits ont pu étre synthétisés en
modifiant les couples matrice/base organique. Dasices ioniques solides, liquides, et de
couleurs multiples ont pu étre ainsi décrites. éesles réalisées sur des peptides, protéines et

polyméres (PEG) ont démontré que les performanaescas matrices étaient parfois
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supérieures a celles des matrices classiques, nmaamen ce qui concerne la sensibilité,
l'intensité des signaux obtenus et I'uniformité ldecristallisation, qui apparaissent comme
10X supérieure pour certaines matrice ioniques 9Np2r rapport a HCCA (Figure 11.1.1). La
diversité des propriétés physico-chimiques obsendsmns les liquides ioniques semble, de
plus, conservée si I'on regarde le type de cristlbn de chague matrice ionique, par rapport
a la matrice de départ (Figure 11.12)) ; cela signifie qu'un grand nombre de matrices au

propriétés variables suivant la base et la matriitisées peuvent étre synthétisées.

(]_) Intensity of M+H" signal® (2)

PEG 2,000 | Bradykinin | Human
insulin

GOOH
“C'_O_C”_U =N CHCA 40,000 40,000 24,000

[ u,(@\'\‘““] [IIO—@—CI[—Eu;::N] N°29 23,000 1,000 7,000 E

§2,000 45,000 64,000

[ @ ] [Jlu—@—(‘l[:i,ggzﬂ] N 032

sample intensity .

. RSD,
matrix analyte range average [

ionic Liquid bradykinin 16 000—24 000 18 000 15.9
C

CHCA bradykinin 0=7000 2000 150

Figure 11.1.1 : (1) Augmentation du signal observée lors de I'utilmatdes matrices
ioniqgues HCCA/1-methyl-imidazole (N°29) et HCCA/mine (N°32) synthétisées a
partir d’'HCCA. (D'aprés Armstrong et colynal.Chem2001)

(2) Exemples de cristallisation de matrices ioniquqaidles et solides : HCCA (A),
HCCA/1-methyl-imidazole ou N°29 (B), DHB (C), DHB/pdine (D), SA (E), SA/ N,
N-N, N-diméthyléthylenediamine (D’apres Armstrong all, Anal.Chem 2001 et
Tholey et coll Anal. Bioanal Chen2008.

(3) Analyse de l'uniformité de la distribution de laalykinine en fonction de la
matrice utilisée soit la matrice ionique N°29, da€CA. (D’aprés Armstrong et coll,
Anal.Chem?2001).

Cette cristallisation a été le point de déparhdlgses semi-quantitatives par MALDI,
pour des sucres (Mank et colnal.Chem 2004), des amorces d’acides nucléiques et des
peptides parfois méme sans standard interne, (tolgtJ. Am. Soc. Mass Spectrogq04,
Tholey et col] Anal.Chem2006 ou des acides aminés, (Moghaddam et &adlid Commun.
Mass Spectron2004).

Méme si la plupart des matrices utilisées danstreemux sont a I'état liquide, I'équipe de

Gross démontre que les études quantitatives sorfibigpaneilleures avec des matrices
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ioniques solides ou les cristaux sont tres homag@neet coll,J. Am. Soc. Mass Spectrom,
2004)

Pour la quantification d’'acides aminés ou de I'gsal de médicaments, (Santos et coll,
Anal.Chem2004),il existe toujours le risque d’une interférencerenés signaux de matrice

et I'ion du composé a détecter, comme nous l'aviemsligné lors de I'analyse directe de
médicaments dans les tissus par MALDI. Cependad, rhatrices ioniques produisent
généralement moins d’ions de matrices que sa c®uwsiant conversion, ce qui facilite la
détection des petits composés.

Une propriété supplémentaire qui pourrait nougredser pour une application en
imagerie MALDI est le comportement sous vide pousséces composés ; dans une étude
réalisée sur le 3HPA sous forme classique et smasef matrice ionique, (Figure 11.1.2) cette
derniere semble avoir été moins dégradée apreedi@d passées dans le spectrométre de
masse (Carda-Broch et cdlapid Commun. Mass Spectrd2003. Cette caractéristique peut
s’aveérer fort intéressante si I'on considere qu’anquisition d'imagerie MALDI peut parfois

durer jusqu’a quelques jours.

e

H CIHY

original probe after 48 h at 0.0001 Pa

Figure 11.1.2 : Comportement des matrices ioniques de type 3-kipat 2, 5 et 6) par
rapport au 3-HPA classique (spot 8) lors d’'une sitfum de 48H sous vide poussé
(d’apres Carda-Broch et coRapid Commun. Mass Spectrd203.

Enfin, plusieurs applications utilisant ces masiant été recensées notamment concernant
'étude de carbohydrates, de phospholipides, destigprotéique ou de phosphopeptides,
démontrant le vaste champ d’application de cesiceat(Tholey et collAnal. Bioanal Chem
2009

Cette grande variété de classes de molécules abdgset cette augmentation de l'intensité
du signal pour celles-ci, cette stabilité plus imi@ote de la matrice sous vide, les pics de
matrice plus limités et cette homogénéité de lstalfisation font des matrices ioniques une

classe de molécules a tester sur tissus pour digsiées applications en imagerie MALDI.
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PUBLICATION N°1

Solid lonic Matrixes for Direct Tissue Analysis and

MALDI Imaging

R. Lemaire,t# J, C. Tabet,* P. Ducoroy,? J. B. Hendra,? M. Salzet,t and 1. Fonmier*t

Laboratoire ae Neurommunologie des Annélicdes, Equipe imagens MALDI, UWWR-CNRES 5017, Batment SN3, Université des
Soiences et Technologies de Lile, 50855 Vileneuve ddscg Cedex, France, Synthése, Stnuchure ef Fonctan de Molécuies
Broachves, UMR—CNRS 7613, Boite 45, Université Pleme et Mane Curie, 4 place Jussieu, FE252 Paris Cadex 05, France,
and Flateforme Frotéomigue, IFR 100, 8 Boulevard ow Maréchal de Lafire de Tassigny, 21000 Dion, France

[Dhrect analysis of tissue by MALTE-MS allvws the acouisi-
tion of s blomolecular profile while maintaining the
otegrity of the tissue, giving cellular localization, and
avolding tedious extraction and purification steps. How-
ever, direct tissue analysis generally leads to some extent
to & lowered spectral quality due to vanagon m thickness,
freeang tissue date, and nature of the tissue. We present
here new technical developments for the direct tissue
analysis of peptides with lonic liguid made of matrix
mixtures {o-cyanc-4-hydroxyemmamic acid (CHCA)2-
ambo-d-methyl-S-nitropyridine and o-cvano-4-hydroxy-
cowamic acid/ N, N-dimethvlaniline (CHCA/DANIY). The
properties of these direct tissue analysis matrixes, espe-
clally CHCA/ anilme when compared to CHCA, 2,5-dily-
droxvhenzoic actd, and sinapinic acid, are as follows: (1)
better spectral quality in terms of resolution, sensiivity,
mtensity, noise, number of compounds detected, and
contaminat tolerance, (2) better crystallization on ts-
sUes, 1.e., coverage capacity, homogeneity of crystalliza-
tion, homogeneity of crystal sizes, and time of crystall-
zation, (3) bewter anakbvsis duration in term of vecuum
stability, (4) better resistance to laser irradiation espe-
clally for high-frequency lasers, (5) better tonic vield in
negative mode, and (6) enough fragmentation vield to use
the PSD mode on sections to det structural mformation.
Applied to MALDI imaging on a MALDI LIFT-TOF with a
S-Hz laser frequency, these tonic matrixes have allowed
the realization of a new tvpe of image in both polantes
and reflector mode usmg the same tssue section. These
results give a new outlook on peptide tissue profiling by
M5, charactenzaton of compounds from tissue slices, and
MALDI-MS high-guality imsging.

Since its introdiction in the mid 1080s,* matix-assisted laer
desarption/ionizatien (MALDI) mass spectrometry has become

*Te  whom  comespondence  should  be  addressed.  E-mail:
abelle fournier@univlille- L.
t Universit# des Sciences et Technologies de Lille
 Universigé Pierre et Marie Curie.
5 Platedorme Protéomique.
(1) Earas, M.; Hillenlanp, F. Assl. Chow, 1988, &0, 22002801
2y Earas, M.; Hillenkamp, F; Beavis, B C Chair, B T. Asal Chewm. 1991,
3, 11034~ 12024
(2) Tanaka, K; Waki, H; Ido, Y., Akita, 5; Yashicda, Y.; Yohida, T. Rapid
Compmin. Mass Spoceom. 1988 2 151-152.

10.9021/3cD514660 CCC: 53350 & oo American Chemical Sodety
Publshed on Web CODIDO0]

a powerful tool in the field of bological research and is used for
the detection, identification, and characterization of peptides and
proceins from complex mixiures, More recently, MALD] imaging
was imtiated by the Capricl groupt~8 and is now developed by
several laboratories™ U These developments were applied to
several biological questions demonstrating the potential of MALDT
in the medical field. In fact, direct analysis by MALDTis now used
for pharmaceutical or protecmics questions to detect drygst4
for bomarkers discovery, or diagnosing pathology such as colon
carcer,® prostate adenccarcinomas,'® neurcendocnine carcino-
raz,'® and brain tmaors.?

Howewer, direct analysis of crude samples by mass spectrom-
ety requires maximum resolution, sensitivity, and dynamic mass
range since Hssues are very complex systems presenting a wide
range of molecules interacting together, same of which are
expressed in very lowconcentrati on in comparisan to some others
or presenting very close sz ratio. To obtain optmal perfor-
miances, such a technique still requires new developments etthar
i instrumentation (e.g., new detectors 18 higher repetition rate
lasers, 1on microscope images,'® and SMALDT technique for high-
resolution Imaging) o in sample preparation. Thus, one alternatne
iz to develop new MALD matrixes since a matnx 1= fundamental

i) Capricli, B2 M Farmer, T. E; Gile, | Ausi. Chess. 1007, 62, 47514760,
5) Stoeckh, M.; Farmer, T. E; Caprioli, B. M. Nar. Med 2001, 7, 492-496,
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for the desorption/ionization process, thus contributing to spectral
quality, Le, peak resoluicn, sensitieity, ntensity, and noise.
Actually, e-cvanc-d-hydrocycmnammic acid® (CHCA), 2 5-dihy
draxybenzoic acid® (2,5-0HE), and sinapinic asid™ (SA) are the
three matnxes commonly used for the analysis of peptides/
proteins. For direct analysis of issues, matrix choice 1= even mare
restrictive since homoegeneity of crystallization becomes a crucial
parameter in zuch conditions, In this respece, CHCA and 34 are
good candidates for direct analysis whereas 2 5-DHE crystallization
is tao hetercgeneous for such applications except if a special
spotting systems 1z used. Mevertheless, direct tissue analysis
generally leads to same extent to a lowered spectral quality due
probably to che tissue, eg., thiclness, freezing date, or type of
tiz=ue. Thus, development of new matnxes for tssue analysiz 1=
therefore a necessity for addressing such problems.

The properties of a new matrix for MALDID imaging as
compared o CHCOA SA or 25-DHE must e (1) better spectral
quality in term of reschition, sensitieity, intensity, noise, number
of compounds detected, and tolerance for contarminants, (2) better
crystallization on fissues, Le., covenng capacity, hemogeneity of
crystallization, homogeneity of crystal sizes, and time of crystal
lization, (3} better analysis duration in term of vacuum stability,
and (4} better resistance to laer rradiation especially for high
frequency lasers.

As previcusly described by Armstrong et al.= coupling 1onic
Tiquide to MALD] matreees could penerate better matnxes, [nface,
iomic iquids are mcreasingly used particularly in crganic synthe-
sis= and present lots of different interesting properties such as
sobvent recycling, low vapor pressure, or electrical conductivity.
[omic liquids can be obtained from an acid/base reaction leading
to liquids presenting the general formula [A-, B*]. Classical
MALDI matrices being acidic, acid/base reactions were already
tested and could be performed using different bases to symthesize
zalt complexes with different MALDI ionic matrxes 2 5-DHE,
CHCA, sinapinic acid, and 2-HPA==)

In the present study, we report that, in many cases, the =salid
iomic matreces” performance is equal or higher than their classical
analogues. Particularty, a sigmificant signal and sensitoaty improse
ment were ohserved for anilme and dimethylaniline denvatives.
Comsidering the properties of some liquid 1onic matnxes as
previousty described by Mank and co-workers,® and in particular
shot-toshot reproductbility, softer d escrption properties, increase
of signal/noize ratio, broader applicability, and high stability under
vacuum conditions, we were interested in weing solid lonic
matrizes for peptide anabysis directly from tissue samples. Expert
ments on rat brain sections demonstrate the use of such salid
jomic matreges for direct analyeis of tissues especially looking in
terme of shottosho reproducibility, higher stabality under vacuum,

(19} Beavis, B. C; Chaudhary, T.; Chait, E. T. Srp. Mas Spectrem, 1001, 27,
156158

(2 Sropat, E.; Karas, M. Hillenkamp, F. st | Mars Spectrom. fon Procomes
1901, 215, Fa-102,

(21} Beawis, B. C; Chair, B. T. Bepid Commun. Mass Spectrom. 1080, 12

(22 Armstrong, [t W Zhang, L. E; He, L; Gross, M. L Asall Chewn. 2001,
73, 6792666,

(23) Welton, T. Chem. Rev, 19090, 22, 2071-2063,

(24) Barhdadi, R.; Courtinard, C; Madelse, I Y.; Troupel, M. Chem. Comman.
Z003, 12, 1424- 1425,

(Z5) Carda-Broch, 5; Berthold, A; Armstrong, [t W, Rapid Commin. Mas
Specirown. 2003, 27, 55— H60,

(26) Mank, M: Sahl B Boehm, G, Asel Gvewe. 2000, 20, 2009-20950,
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crystallization homogenetty, signal intensity in both positive and
negative mod es, sensitraty, and performances in PED mode. Used
to perform molecular imaging, solid jonic matrixes have also
shown interesting properties compared to classical matnzes with
very low ablation rate and especially for high laser repetition rates
(=20 Hz) allwing several scans of the same tissue section without
any loss in signal intensity.

EXPERIMENTAL SECTION

Materials. CHCA, aniline (ANI), N N-dimethylaniline (DANT],
NMN-diechylaniline (DIEND), tnethylamine (EbNH), 2-amine-4-
methyFsmiropyridine (2A4M5NF), S-aminoquincline (3401, py-
ridine (FY), 1 8diazabicyclo[5 4.0]undecTene (DB, pperidine
(FIP), angiotensin 2, Des-Arg-tradvlanin, substance P, ACTH
18—23, ACTH 7—38 and bovine insulin were cbiamed from Sigma-
Aldrich and used without any further purification. Trifluoreacetic
acid (TFA) was purchased from Applied Bicsysterms and aceto-
nitrile poa. and methanol p.a. from ]. T. Baker.

Sample Solutions. (a) Calibration Mocture. External calibrs-
tion was performed using a sclution of standard neuropeptdes
1.6 @M bradykinin, 1.6 M substance P, 1.6 aM ACTH 158—-35,
22 uM ACTH 738, 4.8 uM bovine insulin, and 4.8 M bovine
ubiquitin i 0.1% TFA/H:0. External calibration was performesd
on sample depesited on the sample holer. Thus, with the
vanations of tssue slices thickness (ranging from 15 to 20 m),
differences of calitration were noticed when comparing mass
spectra from different tissue slices.

(b) Sensivity Tests. Substance P at 2.5 gM in 0.1% TEAH:0
wae diluted 9 times in water in order to get concentrations ranging
from 1 pmol/ul to 125 amal/ul.

() Intensity Tests. For positive mode analysis, substance P
was used at 08 uM. ACTH 1830 was used at 3.2 g M for negative
miode.

Preparation of lonic Matrixes. All solid ionic matrzes
CHCASDANI, CHCA 28 MENE, CHCAS3AD) and liquid femic
matres (CHCA/DIENT, CHCA/DEL, CHCA/ERMH, CHOAS
FIF) can te produced using classical protocols used for iomc
ligquids synthesi= ™= The Slmg samples of CHCA, SA, or ather
MALDI matnzx were dissolved in 20 mL of methancl. An equimclar
ammount of base was added. The salution was mmixed for 1 h, and
the solvent evaporated i a vacuum evaporator for 45 min (T =
50 90, P =40 mbar). The resulting compound was placed in a
desiccator for 30 min to eliminate residual solvent and stored at
—20 °C. Just before use, the ionic matnxes were prepared by
dissobving 10 mg of compound in 1 mL of acetonitnle/water (21,
viv, 0.1% TFAL

Both =olid ionic matrixes used in this study, CHCASAN] and
CHCA/PY, can also be prepared just before use, fallowing a faster
protocol: 1 equiv of base (4.8 gL for CHCASAN] and 4.29 L. for
CHCASPY) was added to a sclution of 10 mg/mL CHCA (1 mL)
in acetanitrile/water (2:1, w/'v, 0U01% TEA). The mixture was then
vortexed and sonicated for 10min before application to the tssue.

For classical CHCA and SA, 10 and 20 mg of the matrix were
dizzolved respectively in 1 mL of acetonitrile/water (2:1, w'v, 0.1%
TEAH:).

Tissue Preparation. Adult male Wistar rats weighing 250—
350 ¢ (animnal use accreditation by the French mimstry of the
agnculture Ne. (4860 were used in the study and maintaimed
under standard care. Animaks were sacrificed by decapitation and
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Table 1. Signal Evolution in Positive and Negative Modes Using CHCAZA4MSNP or CHCA'DANI versus CHCA

matnx mode anatyte #
CHCA/ZAAMENF + sP 10
CHCA + =1 10
CHCA/ 20 MENF + apahdb 5
CHCA + apahdb 5
CHCA/ 284 MENF - ACTH 18- 10
CHCA - ACTH 18- 10
CHCASTANI - ACTH 1839 ]

3 numtue-rl:ufexi-]en
M + HI* or [M |~ iore in counts numbser (a.u.). © Red,

signal intersity range averaget intersity e (%)

14000 — 20000 210000 2040
1E30— 14500 SOEs ]
1851— 14500 2011.0 ]
G70—1524 1084.0 ki
2E—H564 43805 500
111672246 19825 (£33
HEZ0— 1400 102180 420

ments (rample/macnx preparat on and analyses) wsing new preparations each time. * Signal intensity values are given for
relative standand deviation.

immediately dissected to remove the brain. Frozen sections of
15 or 20 gm were obtained in a cryostat and tramesferred onto the
MALDI stainless steel plate.

Sample Preparation for MALDLMS Analvsis. For direct
anabysis, 20 ul of matree soluton was applied onto the frozen
section using a micropipet. The sample was then allowed to diy
at room temperature.

For classical analysis, 1 gl of sample solution and 1 gL of
matnx solution were mixed on the MALD] plate according to the
procedure of the dried-droplet preparation.

MALD-MS Analysis. MALDITOF mass spectra were ac-
quired on a Voyager-DE STR masz spectrometer (Applied Eio-
syatems, Frammingham, MA) using delayed extraction and a pulsad
nitrogen laser at 227 nm.

{a) Classical Analy=is in Linear Mode. Acquisiion param-
eters were set as follows: acceleration voltage, 20 kW, first grid
voltage, 8% puide wire voltage, 005%; extraction delay time, 200
ns.

(b} Direct Analysis in Linear Moede. Acquisition parameters
were as follows: acceleration woltage, 25 kV, first grid voltage,
24%; guide wire voltage, 0.06%; extraction delay time, 200 ns.

{c) Direct Analvsis in Reflector Mode. The following
parameters were used: acceleration voltage, 25 kY, first grid
voltage, T5%; puide wire voltage, 0005%; extraction delay time, 200
= Each recorded mass spectrum results from the average of 400
lazer shits on the area of interest, considenng four or five different
lecalizations depending on the size of the cut Slices were
visualized in the mass spectrometer with a color CCIY camera
(SONY).

{d) PSI} Mode. The following parameters were used: accel
eration valtage, 25 kV; first grid voltage, 72%; extraction delay time,
200 n=. The ion precursors were selected using the timed 1on gate
(12 mm) of the instrument. Acquisttion of the preduct ions was
usually done ac 1.0, 098, 085, 075, 060, 041, 027, 0.19, 012,
(067, and 005 mirrer ratios, and the resulting indindual specira
{each an average of 200 shots) were stitched to produce a
composite product on spectrum. In the case of in =ity direct
analyziz, only the three first wind ows (1.0, 0,98, 0.65) were used.

MALD Imaging. For MALDIIMS, imaging wae performed
on the Ultraflex LIFT-TOF (Bruker Dalionics, Bremen, DE} n
reflector positive and negative medes, using a 337-nm pulsed
nitrogen laser and with a repetition rate of 50 Hz. For image
reconstruction, the Flexlmaging v. 1060 software (BEruker
Daltonics) was used. For positive mode, 10000 points covering
the whole slice with 100 laser shots per position were scanned,
and for negative mode, 8000 points with 100 shots were performed.

From each position, the software records an average mass
spectrum with s coordinates on the slice. Images were recon-
dructed using the same parameters for CHCA and for iomc
ratreE.

RESULTS AND DISCUSSION
Several lonk matrixes were synthesized and first tested on

gtandard compounds. Three of these matrizes (solid) were farther
gudied regarding their properties and are presented below. In
particular, two new solid lonic matrxes, CHOAS 284 MENEP and
CHCA/DANL, were compared with the previously described
CHCASANL=

Studies with Standards. CHCADANI was abtained from a
reaction between CHCA and the bese N Ndimethylaniline. On
the other hand, CHCA/284MEN P was synthesized by acid /base
reaction between two classical matrixes, CHCA and a basic matnix,
ZAAMENE Y Eoth matnxzes were evaluated for the production of
M5 ion signal in positive and negative modes by recording 400
lazer shots moving slowly arcund over the whele spot of & mizxhare
of substance P (500 fracl/ul) or ACTH 15-39 (1 pomol/ul).

{a} Evaluation of Spectral Cluality in Positive Mode. The
first step was (o compare the energy threshol for 1on production
of substance P and ACTH 18—29_ respectively, with CHCASDANI,
CHCA 284MENF, and CHCA/AN] matroces. In all cases, varia-
tions were always less than 3% between CHCA and these sclid
ionic matrxes. Furthermore, inall our intensicy studies, the laser
energy was set 206 higher than the energy threshold for peptide
ions production in erder to obtain high encugh signal. In the
positive mode, & significant signal increase was observed wsing
CHCA 284MENP 1onic matnix (Takle 1), The signal was 2.5-fald
higher with the 1onic matrix in the case of substance P than wath
CHCA For apomyoglobin, the signal was also higher by a factor
of 1.8 with the solid 1onic matrix, demonstrating the usefulness
of this matrix for both peptide and protein analysis. However, we
et note that the apormyoglobin signal is wide, resulting in low
resalution. This can probably te attributed to matree adducts as
observed for ZA4MSNP in 1ts nemonic form.® For CHCASAN]
and CHCASDANI on substance P, results were in the same order
as for CHCA/2A4MSNP {data not shown) and for CHUASANI
comparable to what was previously obtained by Armstrong et al =
for bradylanin.

() Evaluation of Spectral Cuality in Negative Mode.
Megative mode could be advantagecus for direct analysis of tiesue,
especially for detection of compounds such as phosphorylated

(27) Fitzgenald, M. C; Farr, G. B Smith, L M. Assi. Chew. 1003, 65 2200-
a1
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Figure 1. Typca MALDI mass spectrum obtaned for ACTH 13- 308 {1 pmad) in the linear negatve ion mode using CHCADANI (a), CHCA
284M5MP (o), and CHCA () as matrix. lonic matrix formula is enclosed to each mass specirum.

peptides = lipids 2% or phospholipids® that may show extensive
adduct signals in pesitive mode. It can ako be used to obtain
complementary structaral informmuatien u=ing P50 Reduction of
=alt =igmals lead to a resolution increase and easier interpretation
of data. Generally, negative 1on mede 1s not extensively used in
MALDI because jon preduction vields with conventional matnzxes
give low counts of negative ion= Here, we have tested the 1onic
matnxes in order to find out whether they may give better 1on
viels in this mode than conventional matnxes. [onic matrixes
have been previcusly tested for kow molecular weight compound==
{amine acid), but no stadies on peptides/ proteins have yet been
done. In negative mode, the best signals were recorded for the
three solid ionic matnzes CHEASANT CHCA/DANI, and CHCAS
ZAAMSENP (Table 1) A 2old mcrease in signal was observed as
presented for ACTH 18—39 with sclid 1onic matrixes (Figure 1a
and b)Y in companson with CHCA (Figure 1), In the case of
CHCASZ8AMSNP, this increase could be attributed to the
2ZRAMSNP group of the tonmic matrix. The baske properties of this
group could help in the ionization step (deprotonation of the

22 Asara, M. Allison, J. [ Aee Sor. Mass Spocieom, 1996, 18 35—44.

124 Schiller, 1; Sab, B Arnhold, 1 Fuchs, E; Lebig, 1; Muller, bL; Pethowic,
M Spatkhotz, H; Zachornig O Arneld, K Prog Lipid B 2004, 42, 49—
455

(40 Al Saad, EL A Zabrouskow, V., Siems, W, F; Enowles, M. B Hannan, B
M Hille, H. H., Ir. Bapid Commwn Mars Speciam, 2003, 27, 5706,

21} Estrada, B; Yappere, M. C; [ Mass Spectrom. 2004, 39, 412422

122} Clipston, N. L.; Jai-Nhuknan, ].; Cassady, C. . It | Mas Speateowm, 2003,
FRZ 2FA-381

i23) Moghaddam, M. I; Heinzle, E; Tholey, A Bapid Comman. Mass Spocirom.
2004, 28, 141- 145
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analyte) by enhancing proton transfer from the analyie to the
matree. In this respect, for classical matree deprotonation of the
anahyte would be more difficult since che matrix only shows acidic
properties. lonic matnxes are salts that display the charactenstics
of both acidic and basic groups, as was observed In previous
arganic studies.® Looking to these results, CHUA/DAN] and
especially CHCASANT have proved to be the best matreees n term
of signal intensity enhancement in both the pesitive and negative
micd es.

(e} Sensitvity Tests. To detect biomolecules o tissue,
matroees must be very senzitive due to the low amount of material
cortained in a tiesue section of 15 gm for each species of peptide)
and the low accessibility of molecules embedded in cells or tissue.
This can be particularly critical when tissue 1= analyzed for
discovering potential biomarkers,

Sensitivity of CHOAS 204 MSNF and CHCA/DANI was tested
uzsing substance P oand ACTH 15-39 peptides at different
concentrations in both negative and pesitive modes. Best results
were obtained using CHCASDANL The limit of detection was
found to be 250 amol in the posiive mode and 100 fmol in the
negative mode. These values have to be compared to CHCA for
which the minimum amount detectable has been found in our
experimental conditions to be respectively 1 and 250 frool
Although, CHCA/ZAAMENF wath 150 fmol has shown better
sersitvity than CHCA in the negative mode, it appeared to be
100 times less sensitive than CHUA in positive mode. CHCAS
AN was found to be more sensitive than CHCA on substance P
in the positive mode as previously observed by Armstrong et
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Figure 2 MALDI mass specira recorded during drect analysis of a rat brain section in reflecior posiive mode using (a) CHCA and (b) CHZA

AMI for mass range 1200-2000.

was attributed to the important laser fluence required for desorp-
tionionization of molecules using these matrizes. This phenor-
enon 1= chserved in addition to the increase of fluence generally
required for all experiments when working with tissue slices.
Howewer, this result could also be explained by assuming a poor
meorporation of the molkecules embedded in the tissue into the
matnx crystals or some critical parameters obstructing the
desorption process. The different acquisition parameters of the
metrument were modified (gnd voltage, laser fluence, or delay
time), but no interesting spectra were recorded.

In the reflector mode, the ncrease of signal using CHCAS
AN (Figure 2b) and CHCATAN] compared to CHCA (Figure
2a) was confirmed. Increase of ntensity for the two lonic matnxes
& eazily obzerved in the mass spectra. [n all cases, CHUASAN]
hiaz always shown higher signal intensity than CHCA (Figure 2)
Moresrer, 1ons in the mass range sz 2230—3750 and especially
at sz 8600 are observed whereas nearly no ions are detected
abowve a2 5000 for CHCA A similar crend in signal incresse was
observed using CHUA/DANT but to a less extent than for the
aniline derivative (data not shown ).

Thus, ionic matrixes as CHCASAN] result in better accurancy
and sensitivicy on tissue in the reflector mode for an extensmve
mass range (/2 1000—10 000) in comparison with CHCA

F Analtical Chemisiy

We ako compared mass spectra recorded with SA o those
obtaimed with CHCASANTiomic matree for direct anabysis. 54 was
tested due to itz commeon use & matnx for direct tissue analy=i=3
Az expected, better signals were detected using the 1onic matnx
for miass range below e SOO0.

Criher tonic matnxes formed between sinapini: acid and aniline,
N N-dimethylaniline, or N, Mdiethylaniline base were also synthe-
azed and tested. However, the results obtained were generally
equivalent to the classic SA matroe (data not shown).

(e} In Situ [Hrect PSIL The signal increase for CHCA/DAN]
and CHCASAN]T was wused in comuction with PSD to study peptide
fragmentations directly from tissue sections. In spite of the known
fact that icnic matrizes produce less fragmentation™ than CHUA,
the signal ncrease should be sufficient to overcome this defi-
ciency. However, FSD directly fram tizsues is always problematic,
leading tovery few fragment lons even for small peptides, CHCA
iz known o be the matrix of choice for fragmentation by PSD.
Even when using CHCA, scarce fragmentations have been
observed when directhy probing tissue. When PSD was perfonmed
with the 1onic matrxes, a higher fragmentation yiekd was observed
in tissue with CHCASANI (Figure 2). Some mirror ratic windows
(below 0.75) have mven nearly no fragment iors. Thizin sty FSD
was repeated several times on different slices from the same brain,
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Table 3. Typical Variation of Signal Intensity between CHCA/ANI and CHCA for Direct Analysis on Rat Brain Slice in

the Mass Range mfz 1000— 10 000 for 16 Peptides

O

I
Ho it

0

[all]

FHy

Q

intemsity® :
_——— increqss

/2 probable matnix mnalric factor
ohsd calcd assgnment? SEqUence CHCA AMI ANI/CHCA
1087.4 10474 Arg vassopressin CYFOQMNCERG 283 A25 1.1
15124 15147 melanatropin TWMGHFEWTDRF J28 G54 20
16410 16307 samatostatin AGCENFFWETFTSC 284 644 23
16002 15800 neurctensin QLYEMEPRRFYIL 136 674 4.8
17841 unknown 1610 4160 26
18440 18458 C-terminal flanking peptide ALMNSVAYERSAMONYE 143 425 A0
18501 unknown SE0G 30
713 7l prolactin releasing peplide FrPR2 TPDINPAWYTCRGIEFVGRF 411 B4R 21
sl H5116 CLIP (1-21) PYENVPHNVAENESAEAFFLEF 1048 283 28
=62 =078 unknown 182 2417 148
WTE4 unknown 220
Ms0T MELA CAlanking peplide of NFY SSPETLISDLLMEESTEMAF- 168

KTELED FehIw

42301 unknown 131 1816 134
49701 unknown T187 STO0 7.8
E221.4 unknown 103 1125 109
BITES unknown 130

1 Assigniments based on molecular weight measurementz Y ¥ Analysis were performed at the same beer intersity (considering energy threshold

for jon production)

from different brains, and for different pepiide ion precursors.
Reproducible fragmentation was observed for each parent ion
uzing the same acquisition parameters. Different delay time,
accelerating voltage, or laser intensity were studied in order to
optimize the fragmentation. However, no total PSD was obained.
FSD fragmentation can be obtained from precursor ion masses
of up to mfz 2000 (ep., m/z 1785). For CHOCASDANL licde
fragmentation was observed for melecules m the kbw-mass range
(< ez 10000, For higher masses, no significant fragmentation was
obeserved probably due to the weak intensity of the parent 1on
{data not shown).

Tounderstand the peor fragmentation rate observed in tizsue,
we checked out the hypothesis that it could be due to the presence
of zalts. Salt adducts are known to be very stable in the gas phase
and consequently lead to poor fragmentation rates. [f some of the
compounds observed are cationized ions, they wall not result in
any fragmentation. In this respect, if negative mode analyses are
performed, thiz will rerove any ambiguity as to the nature of the
iore since in classical conditions manly [M — H]- ions are
observed. However, considenng, for example, sz 1785 paptide,
presenting very few fragmentations in FSD in positive mode, we
have performed the same analysis in negative mode, where the
peptide peak is observed at /s 1752 and corresponds to the [M
— HI~ ion. The mas= shift is of only two mass units as compared
to the positive mode, demonstrating that che tons are in cheir
protonated [+ H] form in the positive mode. Thus, dificulties
of fragmentaticn in positive mode on tissue sections cannot be
attnbuted to adduct 1ons and must probably come from more

complex factors. Low fragmentation rates could suggest that ions
formed from tissue slices would have less internal energy.

(d} Direct Analvsis in Negative Mode. The ditferent solid
ionic matreies were tested n the negative mode for direct tssue
analysiz. Three 1onic matrixes, CHCA/DAN ], CHCAZ /A MSNE,
and CHCAS AN, have given particularly pood results in negative
mode A significant incressed improvement was observed with
these matrixes in comparizon to CHCA, confirming the results
previously obtaimed with standards. CHCADANI and especially
CHCASANT were the matroees mving the highest incresse
intenzity and the best sensitivity. This phenomeneon is illustrated
n Figure 4 by comparing CHCASANI (Figure 4a) to CHCA
(Figure 4b).

We also compared direct analysis in negative and positive
modes on one spot by switching only the voltage polarity as
presented for CHCA/DANI in Figure 5. Due to the lower
serEitivity In negative mode, less intense signal was observed in
this mode. Mevertheless, some compounds, &g, sz 050 ar 995,
can be detected with a higher ntensicy. Moreover, adduct
suppression in the negative mode gives easier readability of the
mass spectra. For the mass range below /s ~1200, resclution
iz greatly mproved (egg., m/z 787 or 811, see insets) probably
due to lipids” numercus adducts in positive made.

MALIM Imaging of Rat Brain Tissue Sections. Generally,
for direct analysiz of peplides/protens in tssue sections, only
lasers with comventional repetition rate frequencies ranging from
2 to 20 Hz are used. The number of posiions to scan to perform
MALDI imaging leads to very long acquisition time, eg., ~92 h

Analytical Chemistry G

61



Chapitre Il : Nouveaux développements en imageaiespectrométrie de masse MALDI

% Inden sity
5

Aldd A RLE 181

]
18.0 167.4 LA

4542
Mass (miz)

a
Ha#ld 12 2 MR

Mass (miz)

E12.8 761.0
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to scan 10 000 spots averaging 100 shots per position and only
- b far the same experiments with a 50-Hz repetition rate laser.
The imprevements n laer technology give access to 200-Hz
repetition rate lasers. However, at such rates, conventional MALD]
matnxes such as 54 or CHCA are much less suitable for analysis
resulting in abundant material remaoval during the gection process.
Cronsequently, after several hours of acquisition, intensity 1s much
lower and some signals are not observed any more, leading in

H Analyical Chemisty

loss of resclution of the resulting images. In comtrast, jomic
miatries are more resistant under the same conditions. Direct
analysis of rat brain tissue sections using CHCAS AN shows that
there iz very little matenal ejection and the morphology of the
matree crystalz has not changed after the scan (no damages
observed). The size of the matnx crystals could gve a first
explanation of these results. CHCASANI (Table 2a) presents quite
large crystals compared to CHOA (Table 2d). In more fundamental
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Figure 5. Typed linear MALDI mass spectra for the drect analysis of a rat brain secton (a] in positive and (b) in negatve modes at the same
ocalization using CHZADAMI. The insets present a zoom n the mass rangs 770-310.

studies, Sadeghi and Vertes™ have demonstrated that smaller
crystals are completely volatlized under laser shet irradiation
whereas larnger crystaks undergo a kind of layer by layer (peel
mig ") evaporation. Thie, considenng matres covering capacity and
resistance to laser irradiation, high signal intensity, and sensitnity
capabilities, CHCASAN] was chosen among all the ionic matixes
for MALD] imaging. Experiments were performed using a
MALDELIFT-TOF analyzer with a 50-Hz repetition rate laser.
Images were obtained by scanning the whole rat brain section in
10000 positions, averaging 100 shots per position in reflector
mode. Direct anabysis and imaging parameters were optirnized
using CHCA, and the same method was applied for an ionic
miatrix. A first scan was acquired in positive mode, and the section
was rescanned on the same pesitions in negative mode. Finally,
a last scan was performed in the positive mode agam. Using
CHCA/ANIL, no major decrease in signal intensity was neticed
berween the first and the third scans (Figure 8). For CHCA
decrease of intensity was clearly observed as illustrated in Figure
G for sz 1224, After three scans, the section was stll totally
covered with 1onic matnx, which was not the case with clas=sical
CHCA This inevitably kads o loss in image rescluticns, since
soimie peaks are not observed any more in the comesponding meass
spectra (e.g., sz 2062 and 1224).

Several images reconstructed from both positive and negative
data for some sz ratice are shown in Figure Ta and b The images

(25 Sadeghi, M Vertes, A Appl Swel Soi. 1998, [27- 1859 226-24,

demonstrate a lesser delecalization for CHCA/AN] than CHCA
considenng a classical depesition weing a micropipet. This
phenomenon iz well dlustrated by the molecular image recon-
structed for peptide at sz 2005 (Figure 7a). This was attributed
to the very fast and homogeneous crystallization of this matnx
on the tissue. The comparizon of the images using CHCA and
the ionic matnx shows a better resolution for CHUASANI with a
higher signal intensity and detection. Rat bran regions can be
easily recognized by companng MALDI ionic matnx imaging to
rat brain maps (Figure 7e). For instance, in pesitive mode, peptides
at #/x 2015 are found to ke in forceps minor of corpus callosum
{froi} and antenor commissure (aca), but peptide at sz 4741 s
in the rest of brain. For s/ 2028 in negative mod e and s/ 2080
in positive mode, similar localization was observed despite the

poorer detection in negative mode for ather regions than corpus
calksurm.

Eetter sensitraty using CHUASAN] was confirmed for several
1ons as for sz 4741 (pesitive mode)l or 2082 {negative mode).
Consequently, precize lecalization of these peptides wsing MALDI
mnaging is impossible usng CHCA when it can be done using
CHCASAN]T ionic matnzx.

CONCLUSIONS AND APPLICATIONS

Taken together, we have developed and tested lonk matroes
for tissue analysis by MALDL. lonic matrees have particularly
nteresting properties, when compared to classical matrixes for

Anatytica! Chemistry |
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Thus, ionic matrix & CHUASAN] with its remarkable proper-
ties, 15 an impertant development in direct tissue anabysis and
MALD imaging techniques.
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Cette étude démontre [lintérét d'utiliser les ntas ioniques telles que
HCCA/2A4M5NP, HCCA/DANI et surtout HCCA/ANI, poures études de « profiling » sur
tissus et pour I'acquisition des images en MALDI.

Plusieurs propriétés de ces matrices sont a nateapport aux matrices classiques :

1) Augmentation de lintensité des signaux, notamnpnir pres d’une quarantaine de
composés détectés sur tissus, et de la sensiimlitécertains ions tel qu'’il a été décrit
en analyse « liquide » par Armstrong et coll dansds de la bradykinine.

2) Possibilité de réaliser des analyses en mode téfleet des expériences PSD patrtiels

sur tissu pour obtenir des ions fragments.

Ces acquisitions en mode réflecteur sont partimiient intéressantes pour la réalisation
d’'images tres précises. La reconstruction de cesiates est effectuée en définissant la
masse de l'ion, avec une précision qui peut étfanidépar 'opérateur dans le cas de
I'utilisation du logiciel « Fleximaging ». Dans @s du mode linéaire, la précision est
généralement autour de 5Da et peut étre difficilgméduite afin de compenser les
fluctuations de m/z qui peuvent subvenir pendaatduisition sur tissu (aspérités de la
coupe, effets de charge résiduels). Cette valdud’atleurs un parametre par défaut qui
ne peut étre modifié dans le logiciel « MALDI Imagi Tools ». Avec l'acquisition en

mode réflecteur, ce parameétre peut étre facileméshit a 1Da étant donné la bonne
précision en masse obtenue ; cette valeur a diagllété utilisée pour la reconstruction des
images dans l'article. Cette acquisition prenddoadn importance lorsque I'imagerie de
deux composés de masse trés proche doit étreégatis ou le pas de 5Da utilisable en
linéaire est trop important, risquant d’entraines do-localisations. Les expériences PSD
peuvent aussi permettre de confirmer la présend&losence d’'un de ces composeés a un

endroit du tissu (cf partie cancer de I'ovaire).

3) Possibilité de réaliser des images en mode pesitiEgatif.

L’acquisition en mode négatif est évidemment crhecjgour I'imagerie des lipides, ou

certaines familles ne sont détectables que loisydiaitions dans cette polarité.
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4) Plus faible ablation des cristaux de matrice la@d'dtilisation de laser haute cadence
de tirs (50Hz et plus).

Le temps d’acquisition en imagerie MALDI est comnms I'avons vu, un point crucial
qu’il faut améliorer. L'utilisation de lasers a hiaucadence de tirs (200Hz) permet de
réduire considérablement cette durée, mais il daetla matrice soit capable de résister a
cette répétition. Les matrices ioniques et notanmintd@CA/ANI sont des matrices
résistant mieux a I'ablation, permettant de réalidasieurs passages sur la méme coupe si
nécessaire. Ce point peut évidemment étre le dépaviestigations pour l'utilisation de

ces matrices en protéomique a haut débit.

5) Cristallisation homogéne et rapide sur le tissuadnant peu de délocalisation.

Cette caractéristique permet de s’affranchir descdués utilisant les spotters
automatiques ou les sprayeurs, pour realiser dagasde bonne qualité. En matrice
ionique, une simple application de la matrice auee micropipette suffit pour pouvoir

réaliser I'acquisition.

Les perspectives de cette étude sont multiples :nhatrices ioniques sous forme
HCCA notamment HCCA/ANI, sont plus spécifiques adktection des composés dans la
gamme de masse jusqu'a 10 kDa environ, et surang th zone des 5/6kDa. Elles ont été
utilisées avec succes dans des problématiqueggimioles comme dans notre étude du cancer
de I'ovaire (voir plus loin).

HCCA/ANI a également été utilisé avec succés ergéria sur d'autres types de tissus ou
pour d’autres régions du cerveau de rat (Figuled).

Anatomie

Figure 11.1.3: Imagerie MALDI d'une région du cerveau de rantéraural
9.20mm/Bregma 0.20mm) en utilisant la matrice iaritHCCA/ANI (mode réflecteur,
polarité positive).
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Pour des masses moléculaires supérieures, HCCA¢alNén compétition avec SA, qui peut
fournir de meilleurs résultats pour la détectioa geotéines.

Il est donc souhaitable de réaliser des matricegju@s permettant d’améliorer les résultats
pour l'acquisition des protéines. Plusieurs masriggniques pour protéines ont déja été
synthétisées (SA/DANI, SA/ANI, SA/DIENI...) au labdoire, mais les résultats en terme de
gualité du signal sont pour le moment comparablegux obtenus avec le dép6t de SA
classique, avec des cristallisations plus ou mieimsogenes.

A l'inverse, HCCA/ANI permet la détection de nominxdipides sur la coupe quelle que soit
la polarité utilisée lors de l'acquisition ; d’aesr matrices ioniques plus spécifiques de
certaines classes de lipides, de médicaments ciddsaminés peuvent étre a I'étude.

Ainsi, notre étude a démontré I'intérét d'utilisers matrices pour des acquisitions sur tissus
et la réalisation d'images. Néanmoins, Si l'on dEscorréler ces dernieres a une
problématique biologique, il est absolument nédessdiidentifier ces composés par une
approche peptidomique ou lipidomique selon la md@ étudier. De ce fait, nous nous
sommes également intéressés a la possibilité idertiices matrices pour des études de
peptidomique classique, apres extraction des coéspodu tissu. Généralement,
l'identification s’effectue apres extraction desmmosés a I'aide d’un tampon, suivie par des
étapes de purification et de séparation permetiatitenir le composé isolé. Ce dernier
pourra alors subir un traitement a la trypsinespurie expérience de MS/MS ou de PSD sur
les fragments obtenus. Ainsi, de nombreuses frastldPLC peuvent étre analysées pour
repérer le composé recherché. Une piste a expfmar un gain de temps lors de ces
identifications réside dans des supports « préspott sur lesquels la matrice a été
précedemment déposée sur la plaque d’analyse. @ré ple nos recherches se sont
concentrées sur la possibilité d'utiliser ses sugpoou de nouveaux supports avec de
nouvelles matrices, qui permettraient de travailans ces conditions pour des composés

extraits des tissus.

. Matrices ioniques en conditions préspottées.

Tout récemment, certains constructeurs ont initodur le marché des plaques
MALDI sur lesquels la matrice HCCA a été déposéeristalisée a I'avance, permettant une
standardisation de la préparation d’échantillonuetgain de temps pour l'analyse. Des
résultats similaires a la prépartion classique H@DA'analyte et la matrice sont mélangés au

moment de l'analyse ont été trouvés en utilisartecpréparation. Cette technique vise
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directement le marché de la protéomique clinique, ptusieurs centaines d’échantillons
peuvent étre a analyser en peu de temps. Partég s échantillons peuvent étre également
conservés pendant plusieurs mois apres recristatiis sans dégradation majeure des signaux,
permettant ainsi un archivage de la préparatiorelfbert et collHUPO 2005. Dans ce
contexte, plusieurs conditions de stockage onttéstces que ce soit au niveau de la
température, ou de la présence d'un gaz neutreuramibla palque MALDI. Ainsi, des
conditions optimales (-20°C sous air ambiant) artps le stockage d’'un digest de 250 amol
de BSA pendant une période de 9 mois sans pesdiguaal. (Figure 11.1.4)

1000 1500 2000 1m0 1500 20 mix

Figure 11.1.4 : Influence de la température de stockage d’'urddige BSA (250 amol)

analysé aprés préparation « préspottée » entre9lnais. La plaque MALDI a été

préalablement enfermée dans un sac rempli d’acufa différence majeure n’ayant
été observée lors d’'un stockage en gaz neutrebfareet collHUPO 2005)

Les liquides ioniques utilisés en synthese organigermettent de dissoudre facilement
n'importe quel composé organique ou inorganiqueette propriété est également retrouvée
dans le cas des matrices ioniques (Tholey et Aoigl. Bioanal Chen2006). Comme nous
I'avons décrit precédemmertincorporation de I'analyte dans les cristaux datrnte est une
étape cruciale pour la réalisation de I'analyse NDALDans le cas d’'une étude en condition
préspottée ou précristallisée, cette étape peat @trs délicate car les cristaux sont déja
formés, doivent étre redissouts, puis recrist@bs@vec l'analyte. Ainsi, cette propriété
attribuée aux liquides et matrices ioniques deodidee aisément les composés peut nous étre
utile dans cette approche. De plus, a notre cosaiai®, la matrice SA n’est pas utilisable en
condition préspotée limitant l'utilisation de ces®me a une seule matrice (HCCA). Le
passage sous forme ionique de SA permet til ceregele conditions ? Est-il possible
d’améliorer la qualité des signaux, les limitesddgection ou tout simplement la gamme de
masse pour HCCA ou pour SA en condition precristaliaprés leur changement sous forme

ionique ?
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Différentes matrices ioniques ont donc été syrges notamment sous forme SA,
mais également sous forme HCCA tels que décrit damnmublication N°1, avec toutefois
introduction de nouvelles bases organigues comiae 3-acétylpyridine, et Ila
phénylenediamine. Pour cette derniere, deux extédmNH sont disponibles, et nous
permettrait d’étudier une matrice ionique doublety@otonée au niveau de la base afin de
former un complexe ionique du type [B," M] avec M la matrice MALDI et B la base
organique. Quelques exemples de matrices testées ahte étude sont résumés tableau
11.1.1:

Matrice Produits utilisés Abréviation Formule Etat
o) ?Hg .
1 Acide sinapinique / Aniline SA/ ANI @N@a - o Solide
OH
O\
/CHa ° CHs
2 Acide sinapinique / N,N diméthylaniline SA/DANI QHN'\o
o o Solide
o]
Hzc\o 4 OH
CHy
. . - .. . Ho HyC i
3 Acide sinapinique / Triéthylamine SA/TRIETHY \ Solide

O NH™
[ = \
(‘)H3 o) < CHs
CH,
Acide sinapinique / Dbu SA/DBU ( o
i Liquide
I

o CHy
I
5 Acide sinapinique / Pipéridine SA/PIP { Wy o N o Solide
OH
O\
CH;
o (‘SHQ
6 Acide sinapinique / Pyridine SA/PY </ \/‘NH'O-J\/\QiO Solide
OH

o O\CH CHy
s
7 Acide sinapinique / phenylénediamine SA/PA HZNQN@J\/\@(’ Solide
o\CH
8 acide a cyano hydroxycinnamique / phenylénediamine HCCA/PA - < > "4 . Solide

9 acide a cyano hydroxycinnamique / 3 acetylpyridine HCCA/3APY 2/ \jw >—<\—Q ol
10 acide O cyano hydroxycinnamique / aniline HCCA/ ANI Q% q \CN Solide

Tableau I1.1.1: Récapitulatif de quelques matrices ioniquesétssten conditions
« préspottees ».
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Dans un premier temps, nous avons décidé de testapacité des matrices
ioniques en conditions préspottées sur des sohutiln peptides standard comme la
substance P (SbP), TACTH 18-39, et l'ubiquitinevin®. Les analyses ont toutes été
comparées avec HCCA en conditions précristalli@@eselon la préparation classique
(goutte seche).

Pour cette gamme de masse des peptides, les melpectres en terme de rapport S/N, de
résolution et de reproductibilité de recristallisatont été obtenus avec les matrices sous
forme HCCA N°8 et surtout N°9 et 10, ce qui coragp aux résultats observés dans nos
études sur tissus ou dans d'autres applicationsitekecpar différents groupes lors de
I'utilisation classique d’'HCCA/ANI (N°10) ou d’awgs matrices sous forme HCCA.

Pour HCCA/3APY (N°9), de bons signaux ont été obsempour la SbP, 'ACTH et
'ubiquitine. Les distributions des peptides sagrnblables comme dans le cas de la substance
P avec la détection de la forme protonée majoeitdér forme sodium, et la forme potassium ;
la forme oxydée de la substance P apparait tré&sdégent a m/z 1364,6, que ce soit avec
HCCA ou avec HCCA/3APY en conditions préspotéeglassiques. (Figure 11.1.5 spectres
noirs). Pour étudier la capacité de conservatiandatrices ioniques, les deux dépots ont été
analysés pendant 3 mois, chaque semaine, pourvebsane éventuelle variation de
I'intensité ou de la distribution des composés.ples, de nouveaux peptides ont été déposés
sur des dépodts de matrice vierge, pour confirmerlgs matrices pré-déposées conservaient
leurs propritétés.

Ainsi aprés 3 mois d’expériences sur ce premier6gépubiquitine n’est plus (ou
difficilement) détectée dans le cas d’'HCCA, maiseegore présente dans le cas de la matrice
ionique. Curieusement, les distributions des peptidnt subi des modifications : la forme
oxydée est devenue majoritaire dans le cas d’'HCCha dorme doublement oxydée est
également trés abondante ; la forme non oxydéé¢ alesiment plus observable. A l'inverse,
dans le cas d’HCCA/3APY, la forme non oxydée esben présente sous sa forme protonée
et adduit sodium. La forme oxydée est I'espece miajoe, mais I'abondance de la forme
doublement oxydée est plus limitée. (Figure lldpBctres bleus).

Il est difficile de considérer qu’'un phénomene ¢dation se soit produit sur les peptides a
I'intérieur des cristaux rendant ce signal plus am@nt. Ainsi, I'espéce majoritaire contenue
dans le crystal (M+H) semble plus affectée par la dégradation que l@spaxydée

(M+H+0O)" qui parait moins sensible.
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Figure 11.1.5 : Analyse de peptides standard en condition ptégpour HCCA (A) et
HCCA/APY (B) avec une matrice nouvelle préparépeésres noirs) et aprés 3 mois de
viellissement (Spectres bleus) pour ces deux médesdts (C) et (D).
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Dans le cas de la matrice ionique, les especeslertmboins dégradées ou moins oxydées
laissant suggérer que la matrice est plus stablpernettrait de conserver des dépots plus
longtemps. Cette hypothese semble renforcée paerte du signal plus importante dans le
cas de l'ubiquitine avec HCCA. Cette expérienceééadé plus reproduite a plusieurs reprises
(X3) avec des résultats semblables, y compris empacant avec les preparations classiques
d’HCCA. Ce phénomene est également apparu lorautlgsation de la matrice HCCA/ANI
hormis pour la détection de I'ubiquitine qui é&guivalent 8 HCCA en condition préspotée.
Dans un deuxieme temps, les matrices HCCA/ANI eCARPY ont été testées dans des
conditions réelles d’analyse protéomique classjquaur cela, des peptides issus de 500uL de
sérum humain sont extraits en conditions acides purifiés sur cartouche C18 (cf partie
cancer de l'ovaire). Aprés lyophilisation de lawgmin obtenue, I'échantillon est repris dans
50uL d'eau et 1uL d’extrait est déposé sur les icedrprécédemment cristallisées (N°9 et 10
et HCCA). (Figure 11.1.6)
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Figure 11.1.6 : Analyses en conditions précristallisées de peptiextraits de sérum
humain, avec HCCA (A), HCCA/ANI (B), HCCA/3APY (C).
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Dans cette deuxieme étude, les spectres obtemsisdéo I'utilisation des matrices
ioniques précristallisées ont tous été de meillegrealités par rapport a HCCA utilisée dans
les mémes conditions. La différence majeure seve@ans le nombre de peptides détécté et
donc dans une meilleure sensibilité acquise awwembtrices HCCA/APY et HCCA/ANI.

Cette derniere est la plus performante pour unengarde masse allant jusqu’'a 5000 Da
environ (Figure 11.1.6 (B)), ce qui correspond @gaént a la gamme observée en imagerie.
Pour HCCA/APY, les signaux sont moins riches dastteczone (Figure 11.1.6 (C)), mais la

désorption semble meilleure pour des composés asuslede 5kDa par rapport & son
homologue aniline.

Des analyses en conditions classiques avec HCCAegalement été réalisées a titre de

comparaison. (Figure 11.1.7)
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Figure 11.1.7 : Analyse des peptides sériques en préparati@siglae avec HCCA (A)
par rapport & une analyse en mode préspotté avEAHOI (B).

Dans cette analyse, le nombre de peptides déteetéHCCA classique (A) et HCCA/ANI
préspottée (B) étaient comparable. Certaines nuadiifins en terme d’abondance ont parfois
étée observées (gamme de masse 2700 pour HCCA/ANS@D pour HCCA) mais ce
phénomene est probablement di a la spécificitérdgsgces et non au mode de préparation.
Des résultats équivalents ont été observés avecAHEN en dépdt classique.
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Pour une gamme de masse plus étendue (supéri&llad, ¥acide sinapinique (classique) a

aussi été comparé avec HCCA/3APY préspottée. (EibLir.8)
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Figure 11.1.8 : Comparaison entre une analyse classique dedespiériques avec SA
par rapport a une analyse préscristallisée avecAtBAPY

Il en résulte que les signaux dans une zone de Zk[B&Da sont semblables, mais que
HCCA/3APY permet une meilleure détection des p@stidour les faibles masses. A l'inverse,
SA permet la détection de composés dans les plusheasses.

Ainsi, les matrices ioniques HCCA/ANI et HCCA/3APpermettent d’obtenir de
meilleurs résultats que HCCA en condition prédigée. Par rapport a HCCA en dépbt
classique, les matrices ioniques préspottées femgnt des résultats comparables dans les
masses jusqu'a 5kDa (HCCA/ANI) et méme légéremantdassus avec HCCA/3APY
(5kDa/8kDa) par rapport aux analyses avec l'acit@pinique. Dans ce sens, ces deux

matrices ioniques semblent donc complémentaires exéype de préparation.

Dans une troisieme étape, les matrices ont étéetessur un deuxieme mélange
constitué d’ubiquitine bovine, d’apomyoglobine deeal et d’albumine bovine (BSA), pour
étudier leurs capacités de désorption dans leefianasses vers une détection de protéines
dans ces conditions. Les analyses préspottéedéunbmparées a des analyses classiques en
utilisant SA. Cette derniére en condition de psaliisation, ne nous a pas permis d’obtenir
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de signal pour ces protéines ou sur des peptidmss Dette étude, les meilleurs résultats ont
été enregistrés avec les matrices 3, 4 et pagreutient la matrice N°8 (HCCA/PA).

Pour cette derniere, il semble que la matrice smits forme monoprotonée et non diprotonée
sur les deux amines, si I'on en croit la détectlert’ion phénylénediamine détecté sous forme

monochargeée (Figure 11.1.9).
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Figure 11.1.9 : Détection des ions de basse masse pour la matfCCA/PA et
observation de I'ion monochargé de m/z 108,78 spordant a la phénylénediamine
monochargée.

Des temps de synthése plus longs n'ont pas periotgedir pour linstant la molécule
doublement protonée. Des expériences a reflux peu@ae envisagées pour favoriser
I'échange acide/base. Cette matrice a toutefoimigette détecter les 3 protéines en conditions
préspottées avec des concentrations de l'ordre gedmoles/puL pour l'ubiquitine et la
'apomyoglobine et de 5 picomoles/uL pour la BSAg(Fe 11.1.10). Les résultats sont

semblables a ceux enregistrés avec SA en prépacéssique.
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Figure 11.1.10 : Analyse de protéines avec HCCA/PA en conditigtpstallisée.

Néanmoins, la préparation de cette matrice ionegieelativement délicate et doit étre
utilisée rapidement apres dissolution dans le ng&ahCN/HO-TFA. Des dépots réalisés a
des temps croissants apres la dissolution de lacmatans le solvant, nous permettent de bien
visualiser le phénomene (Figure 11.1.11) ; malhasegnent, les propriétés de cette matrice

disparaissent lorsque la préparation est agée’de 1IED'rendant son utilisation difficile.
HCCA/PA

P T
- =

0’ 30’ 180’

Figure 11.1.11 : Evolution de la critallisation d’HCCA/PA en faien du veillisement
de la solution de matrice.
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Il est possible que I'extrémité NHhon protonée réagisse avec le TFA présent daswu#on
modifiant ainsi le complexe ionique. Ce phénomemaait donc étre stabilisé si 'on parvient
a faire réagir les deux amines avec le groupem@®Ii€ de 'HCCA avant I'utilisation de la
matrice. Des études complémentaires dans ce sehactoellement en cours.

Enfin, cette stratégie de matrice préspotée peentéellement étre appliquée pour I'analyse
directe de tissus et I'imagerie de composes ridnd@tre délocalisés lors de I'application de
la matrice. Ainsi, nous avons par exemple test@dssibilité d’étudier des lipides et les
phospholipides suivant ce type de préparation.i®lus tailles de coupes ont été analysées
(5um, 10um, et 20um), mais les meilleurs résutiatseté obtenus avec des coupes de 5um
d’épaisseur seulement. Les résultats obtenus agendatrices ioniques précristallisées ont été
comparés avec l'analyse directe classique lorsquendtrice est appliqguée sur la coupe.
(Figure 11.1.12).

D’une maniere surprenante, nous sommes parvenageater des phospholipides issus de la

coupe lorsque celle-ci est juste posée sur la ogatri
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Figure 11.1.12 : Analyse directe de tissu réalisée suivant leglitimns classiques avec
HCCA (A) (application de la matrice sur la coupé)ea préparation préspottée avec
HCCA/3APY (B).

Ainsi, I'analyse de phospholipides contenus dasstiksus est possible lorsque la coupe est
appliguée sur une matrice précédemment cristalligtane si I'intensité des composés est

plus faible comparée a l'analyse classique, le ment® lipides détectés est important et
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semble aussi riche que lors de I'application denkdrice sur la coupe. Ce résultat semble
indiquer que cette stratégie est applicable en eamagréspotée, permettant la localisation de
composeés risquant d’étre délocalisés lors de liagpbn d’'un solvant quelconque sur le tissu

(solvant pour dissoudre la matrice). Des résubliatablables ont été obtenus avec la matrice
ioniqgue HCCA/ANI.

Ces premiers tests nous amenent aussi a considémofondeur de I'analyse en
imagerie MALDI : la désorption des composés lorsigumatrice se trouve a 5um en dessous
de l'analyte signifie que le laser est parvenuaadrser toute I'épaisseur de la section. Ainsi,
I'analyse en un point de la coupe semble étre ainmim de 5um de profondeur, information
qui n’était pas encore accessible a notre connaiss&ette hypothese pourra étre vérifiée par

une observation de I'impact du laser sur le tisssumpicroscopie électronique a balayage.

Ainsi, les matrices ioniques en conditions présast peuvent permettrent de réaliser
des analyses de peptides jusqu'a 5kDa avec HCCA/ANI jusqu'a 8/9 kDa avec
HCCA/3APY avec une sensibilité et une qualité gpéet équivalentes a HCCA en
préparation classique. Les résultats obtenus datis étude nous indiquent que 'HCCA
précristalisée fournit de moins bons résultats gipdité, S/N...) que les matrices ioniques
dans les mémes conditions. De plus, apres dépptatluit a analyser, la dégradation de la
matrice et donc de I'analyte semble étre ralentier pes matrices ioniques par rapport aux
matrices classiques. Ces résultats pourront étssi @onfirmés sur des expériences a plus
long terme (>a 6 mois ?). D’autres matrices ionggpeurront étre testées par la suite pour
tenter d’améliorer la gamme de masse analysablee fire, HCCA/PA permettra peut-étre
ces études, a condition de protoner les deux andin@soduit de départ.

Pour le moment, HCCA/ANI et HCCA/3APY semblent déjdlisables en analyse a haut

débit ou la préparation de la matrice est préatabig effectuée et standardisée. Cette
approche semble aussi envisageable pour I'anaiysetel de coupes et spécialement dans le
cadre de l'étude de la localisation ou de Ilimagerie composés délocalisables

(phospholipides).

L'utilisation de nouvelles matrices en conditiariassiques ou précristallisées est une
premiéere possibilité d’amélioration des analysestisgu par MALDI. Cependant ce théme
peut étre abordé sous plusieurs aspects et uneedeixoie d'étude peut se situer dans la

préparation de I'échantillon.
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2. Analyse de tissus et traitements des coupes

De nouvelles méthodes de préparation de I'échamtiet notamment la possibilité de
traiter le tissu avec un solvant ou un liquide ae d’améliorer la détection ou l'intensité des
signhaux, peuvent également étre envisagées. Cefpanation est d’autant plus importante
gue le signal est difficile a obtenir; c’est lescaurtout pour des tissus stockés depuis
longtemps ou les signaux ont pu étre perdus, reduit modifieés (clivages, oxydation des
peptides/protéines ou des lipides...).

Comme nous l'avons décrit précédemment, des éngddisées par Schwartz et call Mass
Spectrom2003 ont montré que des ringcages a I'éthanol 70% pbuéduire la concentration

en sels et ainsi améliorer la détection tout emiéknt le surplus d’hémoglobine qui sature le
signal. Dans ce cas, la possibilité d’extraire tfesipeptides et protéines solubles est bien sir
a considérer ; gu’en est-il par rapport a la ddisation de ces composés ?

Cela explique peut-étre les problémes de reprdulitii observés dans le cadre de
l'utilisation de ce solvant ; ce dernier semblerfoude bons résultats lors de l'utilisation
d’'HCCA (Figure 11.2.1, gamme de masse des peptidesemble plus délicat avec l'acide
sinapinique ou I'amélioration reste « marginalé&shwartz et coll). Mass Spectron2003.

Unwashed

Ethanol

Figure 11.2.1 : Effet observé lors du ringcage d’'une coupe &h#ébl en utilisant la
matrice HCCA (D’apres Schwartz et cdll,Mass Spectron2003.

Ainsi, ce protocole parait délicat a utiliser sles tissus longuement conservés, ou le
signal a été réduit ou perdu. Pour ces biopsisssinaux en analyse directe des peptides et
protéines sont souvent plus difficiles & obtenir,cantraire des phospholipides qui restent en
général facilement détectables. Parfois, on peuhené&marquer une coloration légerement
jaune de la coupe, qui est probablement une madgueydation ou de modification des
lipides. Si ces derniers restent encore massivedetattables, est-il possible que ces signaux,

devenus majoritaires, empéchent la détection degpasés restants ? Un des moyens les plus
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simples pourrait étre d’éliminer les lipides ettd@ier la détection des peptides et protéines
apres cette extraction.

Les protocoles d’extraction des lipides développépuis de nombreuses années, sont
particulierement nombreux mais peu variés au nivdauprincipe de départ. lls sont
majoritairement issus des travaux de FoleB{ol Chem1957 pour I'extraction a partir de
biopsies plutét séches et Bligh et Dy&af J Biochem Physidl959 pour des échantillons
plus riches en eau (plasma et sérum, tissus majinSes extractions sont basées sur I'étude
d’'un diagramme de phases CHCCH;OH H,O et la réalisation d’'une solution ou ces trois
solvants sont miscibles, si I'on respecte les pribgus. Différentes modifications de ces
protocoles ont été réaliseées, notamment concetiagmit de NaCl pour aider a la séparation
des phases une fois I'extraction lipidique réaliSémutes ces techniques ont ainsi en commun
I'utilisation de méthanol ou d’éthanol et surtow chloroforme ou de dichlorométhane, qui
solubilisent les lipides.

Le chloroforme étant, de plus, peu polaire, lestigep et protéines précipitent pendant
'extraction et peuvent méme étre récupérés pows dealyses protéomiques ; ainsi,
I'extraction de ces composeés pendant un rincagetéskde la coupe parait limitée. D’autres
solvants comme I'hexane peuvent eégalement étrisagipour I'extraction (Ferraz et call,
Biochem Biophys Metho@904).

L’'analyse des lipides extraits peut étre réalisée ge nombreuses méthodes comme la
chromatographie sur couche mince, la chromatogeagrmiphase gazeuse (GC), I'électrospray
ou le MALDI, 'APPI, ou I'APCI en fonction du typele lipide a étudier. Cependant, les
lipides biologiques étant majoritairement des cos@sonon volatils et sensibles a la
température, leur analyse par GC est parfois délma réduite, obligeant 'opérateur a utiliser
des techniques de dérivations pour augmenter i@ de ces derniers. (Murphy et coll,
Chem Re2001).

L'utilisation de I'ESI permet de s’affranchir dee dype de préparation, avec la
possibilité d’analyser des extraits lipidiques cterps, notamment lors de I'utilisation de la
MS/MS (précurseur ou perte de neutre). De nombsedssses de lipides sont analysables,
comme les acides gras, (saturés, insaturés, br@ncles eicosanoides (prostaglandines,
leukotrienes...) des stéroides, des vitamines ou dghingolipides (céramides,

sphingomyeline...) (Murphy et colChem ReR00)) (Figure 11.2.2).
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A B

Relative Abundance

Figure 11.2.2 : Détection des espéces moléculaires par ESlegtifitation en mode
MS/MS de différentes classes de lipides : (A) Acdachidonique, (B) prostaglandine
(E2), (C) céramide C16, (D), hexadécanoyl coenzpméurphy et coll,Chem Rev
2001).

Cette technique est aussi particulierement biemptédaa I'étude des phospholipides et des
différents constituants de cette famille. Ces kgidconstituants majeurs des membranes
cellulaires, remplissent un nombre important decfioms biologiques majeures notamment
dans la compartimentation cellulaire, la signailisates protéines, I'adhésion intracellulaire,
et le support du cytosquelette. Ces composés gaieréent les précurseurs de nombreux
meédiateurs lipidiques (leukotrienes et prostaglaesli(FunkScience2001), ou de molécules
de signalisation comme l'inositol triphosphate euwliacylglycérol (Taylor, €ll, 2002.

Les constituants de cette famille sont multiplesaismpeuvent étre différenciés en
spectrométrie de masse par la détection d’un Iercéiractéristique ou de la perte d’'un neutre
spécifique. (Figure 11.2.3). La position des acidgas en position 1 ou 2 du groupement
glycérol peut étre quant a elle, déterminée gréiceto des ions correspondant a la perte des
groupes RCOOH et RCOOH (Hsu et coll) Am Soc Mass Spectr@@00)
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A HO-+-X =Choling HO=CH~HZ  Choline gycerophospholipid (PC)
Ethanolamine  yo oW-~fH, Ethanolamine glyceraphosghalipid (PE)
g me-omn =
I Ph glycerol (P1dG
B Giyesral s osphatitylglycerol (PidGro)
i (4]
HaB—D—#L—O—'x Myo-Inaaital %H Phosphatidylinasitol (Pldins)
o HO- i
Saring HD—_CH,_-\I»’ﬁ'l:. Phosghatidylserine (PidSer)
coo-
Hydrogen oxide HO--<H Phosphatidic acld (PrdH)
+E8l ﬁ:@ 184

Figure 11.2.3 : Structure générale (A) et différentes classephiespholipides existants
(B) (Han et coll, Mass Spectrom RewR005 et détection d'un mélange de
phosphatidyléthanolamines (PE) et de phosphatidiiteds (PC) dans un extrait de bile
de rat (C). La détection des phosphatidylcholingecdes différentes chaines d’acides
gras (R1 et R2) peut étre réalisée en mode pragufE9 apres sélection de l'ion

caracteéristique de la phosphocholine (m/z 184)afbs Pulfer et colMass Spectrom
Rev2003.

Dans certains cas, l'identification de ces compgsgut étre facilitée par I'utilisation
de métaux (cations lithium par exemple), qui fasenit les fragmentations (Hsu et cdllAm

Soc Mass SpectrorB000 ou dans le cas de lutilisation de certains apigrou les
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expériences de perte de neutre ne peuvent étiséeEal(ESI-Q/TOF) (Ekroos et coAnal
Chem20032.

Des techniques de séparation & deux dimensioréesiten amont de I'électrospray peuvent
aussi permettre d’optimiser la détection de nombneliospholipides en une seule analyse
(Taguchi et coll,J. Mass Spectron2000.

Les phospholipides sont également bien analysattedMALDI avec de bonnes
abondances en mode positif ou négatif, quelquelsghospholipide considéré ; I'avantage
est la tolérance aux sels et contaminants quilastimportante par cette technique que lors
d’analyse électrospray. Cependant, comme nous n&awbéja vu, des interférences sont
possibles avec des signaux issus de la matricenéliee. En conséquence, de nombreuses
analyses de lipides sont réalisées avec la mdhtitl® qui produit un peu moins de ces ions.
Des études de phospholipides issus de fluides digples par MALDI ont néanmoins été
réalisées avec succes, dans le cas de fluidescdétisas, (Schiller et collChemistry and
Physics of Lipids2000 ou des études de lipides de lavages bronchideeslier, J et coll,
Chemistry and Physics of Lipid2001). De la méme maniere qu'en ESI, des cations
métalliques comme le lithium (Jackson et cdll,Am. Soc. Mass Spectro2005 ou le
césium peuvent étre utilisés afin d’'améliorer legymentations ou la détection ; il en va de
méme avec certaines matrices notamment pour $atibn du mode négatif (matriqe
nitroaniline ou PNA) (Estrada et coll. Mass Spectron2004).

Pour les études sur tissus par MALDI et quel quel's@e de la biopsie, les phospholipides
restent détectables avec une tres bonne inteasitgntraire des peptides et protéines. Partant
du principe que les signaux lipidiques devenus ritajoes sur des coupes plus anciennes,
pourraient éventuellement masquer les signaux dp8des ou des protéines restantes, nous
avons envisageé de rincer les tissus en présenseldmnts organiques, tels que chloroforme
ou dicholorométhane, et d’étudier les effets déawage sur la détection des composés dans
différentes gammes de masse. Les lipides extraiisrgnt étre analysés et identifiés par une

approche MALDI ou électrospray telles que cellesritiés un peu plus haut.

PUBLICATION N°2

84



Chapitre Il : Nouveaux développements en imageaiespectrométrie de masse MALDI

MALDI-MS Direct Tissue Analysis of Proteins:
Improving Signal Sensitivity Using Organic

Treatments

R. Lemaire, 't M. Wisztorski,! A. Desmons,t J. €. Tabet,! R. Day,?! M. Salzet,? and I. Foumnier*t

Laboratoire gde Neurcimmunologie des Annelides, FRE CNRS 2033, Bat SN3, 1% efage, Universite des Sciences ef
Technologies de Lille, 58655 Vileneuwve dAscg Cedex, France, Synthése, Siruciure af Fonclion de Molécules Bioactives,
UMR-CMRS 7613, Baite 45, Universite Pieme of Mane Curie, 4 place Jussieu, 75252 Paris Cedex 05, France, and
Départemant de Pharmacologie, Faculte de meédecine, Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebes, J1H SN4. Canada

[Hrect tissue anabvsis usimg MALDI-MS allows the genera-
ton of profiles while mantanung the owegrity of the Gssue,
displaving cellular localizatons and avoidng tedious
extraction and purfication steps. However, lower spectral
quality can result from direct dssue anabvsis due to
variations m section thickness, the nature of the tissue,
and the [imited access o peptides/protems due to high
lipid content. To improve signal sensitivity, we have
developed a tissue-washing procedure usg organic
solvents tradidonally used for lipid extraction, L.e., CHClz,
hexane, tohiene, acetone, and xylene. The ncreased
detection for peptides/proteins (m/z SO00-30 000} 1s
close to 40% with chloroform or xylene, and 25% with
hexane, while also improving sample reproducibility for
each sohlent used m the present study. This strategy
improved matrix cocrvstallization with gssue peptides’
proteins and more importantly with cytoplasmic proteins
without delocalization. The extracted lipids were charac-
terized by nancESI-QqTOF M5/MS usmg the precursor
1o maode, lithinm adducts, or both and were identified
as phospholipids including phosphatidvichobne, phos-
phatdvlethanolamme, phosphatidynositol, and bsophos-
phatidvlinositol, confirming membrane lipid extraction
from the tissues.,

Matree-as=isted laser desorption/icnization (MALDDY & now
an extersively used and hard to circumvent technique for
bicmolecular analysis of peptides proteins, ghycoproteins, sugars,
lipids, and even cligonucleotides. Itis a revolationary technology
for protecmic studies when combined wich traditional separation
techniques such as gel electrophoresis or liquid chromatography.
Howewver, such strategies lead to loss of the localization of the
biomalecules inside the tissue Using direct analysis of tssues
and by extension molecular maging by mass spectrometry, this

* Corresponding author. E-mail: isabelle foumier@univdille-1.4r.
P Uniwersité des Sciences ot Technologies de Lilke.
! Un'wemsité Pierre et Marie Curie.
§ Uniwersité de Sherbroake,
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difficulty can be overcome ™ Since, itz introduction by Capnicli
and collaborators, MALD] direct anabysis and imaging of peptides/
proteins were successfully used for the analyses of different tesues
and different applicatiors = Mare recently, MALD] imagng has
been extended to lipid and drug analyses®"15 Several fundamental
developments have also contributed to mprovements m MALD]
imaging performance n instrumentation, sample preparation, and
mformatics (reatment. Several applications have already been
established for this technology for drug biodistribution studies 1315
btomarker discovery, or understanding molecular mechanisms 461018
The applcation of MALD] imagmng iz a promising technique for
pathologies such as cancers or diseases related to aging or
metatalic disorders.

[neressing the representation and che reproducibility of analy-
=iz 1= difficult since t=sues are highly complex matrixes inc luding
a wide range of biomolecules such as peptides/proteins, oligo-
nuckeotides, sugars, and lipids present in various quantities. In
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this regard, tesue sections are more complex samples to analyze
than separated or purified ones. For example, it is chserved that
analytical quality, especially for peptides, proteins, 1= excellent for
freshly dissected tissue samples but that signal inten=ity decreases
drastically with the length of time of conservation. Signal decreaszs
iz due to a low signal-to-nose ratio and poor repreductbality. After
one-year storage, even at —80 *C_ 1t is difficult to obtain good
peplide/ proten spectra for tissues. This phenomencn of tissue
aging must be pointed cut when experiments in direct profiling
or MALDI imaging are undertaken. In fact, it is not always possible
to analyze freshly prepared samples especially when working in
the clinical field, where samples are difficult to collect and are
stored in centralized tissue repositories. It is therefore of even
greater importance to find tssue treatments that can ensure a
good signal for peptides/ proteins from such samples by MALDL
In a previcus publication, the addition of an echanol washing step
was introduced to reduce salis and heroglobin contaminants en
the tissue surface.® To make further improvements, compatible
with protemn profiling, we tested washing tesues with crganic
sobvents traditionally used for lipide extraction, &g, chloroforms 24
hexane = or xylene. This strategy resulted in marked imnprove-
ments of matnx access (o peplides and proteinz in the ti=sue
sections and more particularty to the ones located n the cytoplasm
without any delecalization of the proteins,

EXPERIMENTAL SECTION

Materials. o-Cyano-d-bpdroxycinnamic acid (HUCA), sinapinic
acid (240, angiotensin 11, Des-Arg-bradykinin, substance P, ACTH
18—30, ACTH 7—38, and bowne insulin were obtained from Sigma-
Alnch and uzed wathout any further purification. Triflooroacetic
acid (TFA) was purchased from Applied Eiosystems. Acetonitrle
p.a. and methanol p.a. from J. T. Baker.

Tissue Preparaton. Adult male Wistar rats weighing 250—
350 g (animal welfare accreditation by the French mimstry of the
agriculture Mo, 04860) maintained under standard care were used.
Anirnake were sacnficed by decapitation and immediately dissected
to remove the brain. Frozen sectiors of 15 pm were performed
on a crycstat and immediately transferred onto the MALDI
stainless steel plate, The matree sclution was applied (o several
secticns after 10 min of drying at room temperature. The rest
were kept for crganic sclvent treatments prior to matrix deposition
and MALDY anabysiz

Tissue Treatment. Tesue sections were quickly rinsed using
different arganic schent. Typically, the nnsing was performed with
a wlass syninge, using twice 200 gL of sabvent/om? of tissue, Dunng
the cperation, the MALDI plate was mclined to drain excess
solvent and remove impurities or compounds extracted by the
treatment. After complete drying, matrix was applied onto the
tizsue and dried at room temperature before MALDI anahysis.

Mass Spectrometry. (a} MALDI-MS Direct Analysis.
MALDI-TOF mass spectrawere performed on a Voyager-DE STR
mass spectrometer (Applied Biosystems, Framingham, MA) with
delayed extraction (DE) and a 327-nm pulsed nitrogen laser. Erther

{19) Schwartz, 5 A; Reyzer, M. L; Caprioli, B M. [ Mass Spectrom. 2003, 25,
=T,

(200 Eligh, E. G.; Dyer, W. 1. Goa [, Bivchean. Phpmicl 1050, 37, 011- 017,

(21} Felch, I.; Loes, M.; Sloans Stanley, G. H. || Biol. Chom. 1057, 226, 407-
5,

(22 Fermaz, T. F.; Fiuza, M. C; Dos Santes, M. L Ponies De Carmlho, L; Scares,
N. M. [. Biochesm. Biopbys Methods 2004, 58, 187— 192,
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HCCA or SA was used at concentrations of 10 and 20 mg/mL,
respecipvely, in acetonitile (ACM)/001% TFA-H=0 (2.1, v/%). Bath
matnzxes were applied anto the issue wsing a micropipet ypically
200 @l for a whole rat bram slice) and then dried at reom
temperature. For compounds with s /2= 10000, HOCA matrix was
uzed and external calibration was performed wsing a mixed
solution of peptides (bradykinm L6 ghd, substance P L6 abd,
ACTH 18—2016 uM, ACTH 7—383.2 @M, bovine insulin 4.8 M,
and bovine ubiquitin 4.8 gbd in H00. For higher masses, SA was
preferred as matnx and hemoglobin chain @ {major) and hemo-
globin chan § (major) peaks were used as internal calibrants 5
Slices were wisualized in the mass spectrometer using a color CCD
camera {3ony). Each recorded mass spectrum is resulting from
the average of 200 laser shotz on the area of interest. Acquistion
parameters were set as follow: HOCA matnx {mass range 1000—
100000: acceleration woltage 25 KV, first grid voltage 94%, guide-
wire voltage 0L05%, and extraction delay time 200 ns 5A matrix
{mass range 2000—30000%: acceleration voltage 25 kV, first grid
voltage %, puidewire voltage 0.2%, and extraction delay tme
300 =,

(b MALIN Imaging Experiments. For MALDLIMS, imaging
was performed on an Ultraflex LIFT-TOFTOF (Eruker Daltonics,
Eremen, DE) wing the tomc matrix HOCASAN] for peptides
{below 5000 Da) in pesitive reflector mode!® and sinapinic acid
(20 mig in ACHNSTEA 0.1% i HoD (101, v} for compounds over
5000 Da in positive linear mode. For a better crystallization on
the tissue, the lonic matnx was prepared by increasing the volume
of base (1.5 equiv) added in HOCA (10 mg) dissolved in aveolume
of 1 el of ACH/01% TFA-HAD (21, v/v).

Acquisttion was realized using a 237-nm, pulsed nitrogen laser,
with a repetition rate of 50 Hz. For images reconstruction the
Flexlmaging v. 1.06.0 software (Bruker Daltonics) was used. For
positive mode, 12 000 points covering the whole slice with 100
laser shets per position were scanned. From each position, the
software measures an average mass spectrum with its coordinates
on the slice. Images were recorstructed using the same param-
eters for treated and nontreated sections.

(c) Nano ESL-QqTOF/MS and M5/M5 Experiments.
Analyzes were performed on a QSTAR pulsar quadrupole time-
offlight mass spectrometer (MDS Sciex) equipped with a nano-
electrospray ion source (Promeon Biosystems). Spectra were
acquired in both the positive and negative modes after dissolving
compounds in CHeOH/CHC s (21, w/v). Collision energy was set
at 45 eV for collizional activation. Precursor ion scan expenments
were performed in both the positive and negative mode (5 scans
at 800 ms), with 0.5 amu increments, at unit resolution for the
01 quadrupale. Acquisitions were done with Analyst QS software
and treated with the same software or “m/s" (Genomic Salutions
[rc.}. Far lithiom adduct 1ors, samples were spiked using a 2 mM
LiCl salution.

Immunchistochemistry, Immunchetochemisty expenments
were performed according to classical protocols. Briefly, tissues
were placed m 0.1 M FES buffer (pH 7.4) at 4 =C for 30 min and
then incubated at room temaper ature with 500 4l of a second buffer
0.1 M PES 1% BSA/ 1% normal goat serum,/0005% Trton X 1003
for 30 min. The same buffer was used to dilate the ooptocin
peptide antibody (1/2000, and incubation was performed for 80
min at 30 °C After 2 times washing in PES, sections were
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Figure 1. Low mass rangs regon of the MALDI-TOF mass spectra resufting from the direct analysis m linear positive mode with HCCA as
rmatrix of rat brain fissue seciions from 3 tssue block consesved 6 months at — 80 =G

incubated with peraxidase-conjugated secondary antibody (ann-
rabbit Igts 1,100 developed in goat; Jack=on Immunoresearch Inc.
Europe Ltd) dunng 80 min at 20 °C After another 3 washing
stepa, the sections were mcubated in 3 Y-diaminobenzidine
tetratydrochloride (DAEY wach 0,.06% HaOys for detection. The
DAR reacts with the percxidase group of the secondary antibody,
leading to a brown precipitate. Tissues were then compared using
microscopy after additional washing in phosphate buffer and
ultrapure water.

The procedure and the charactenzation of the anticxytocin
used were according to the one from Salzet ef al=

RESULTS AND DISCUSSION
The following organic sobrents, chloroform, hexane, acetone,

toluene, and xylene, were tested on rat bran tissue sections.
Tizsues were stored (—80 °C storage) for periods ranging fromm
freshly desected to oneyear storage, from which signak for
peptides/ proteins were very weak when compared to freshly
dissected shces, The main difficulty with these experiments was
linked to variatons between animals and in the chemical composi-
tion of the different areas of the brain. Thus, care was taken to
analyze the same area of each section on adjacent sections. To
obtain a statistical analtysis, experiments were repeated at least &
times for each parameter. The first set of expenments was
perfomed using HCOCA as the matnx. [n general, for long storage
after treatment, the analvses revealed a signal increase in pep-
tides/proteins & compared to untreated samples for all sobrents.

(22 Saket, M. Wattez, O Slomianny, M. C Comp. Biechem. Flwsial, Comp
Phymiol 1993, 14, T5-81

A more detailed inspection of the mass specira clearly shows a
major signal decrease in the mass range 500—1000 for all solvents
{Fignare 1. This effect is particularly visible in chloroform-treated
tizsue. Signal loss in this region could be attributed to reduction
of lipids by chlorcform extraction, which is in good agreement
with the chemistry of lipid extraction™* and lipid direct analy
2125028 |t must be noted that partial ipid removal simplifies che
MALD] mass spectra in the low-mass range, thus allowing the
identification of low-mass peptides that were masked by the high
abundance of lipid peaks. As shown in Figure 1, the peak profiles
are shghtly different depending on the sobrent uze, which sugpests
specific extraction of certain classes of lipids depending on the
treatment.

To study the incresse of signal intersity in the mass ranges
corresponding to proteins, experiments were repeated with B4
as a matree. This expenmental set confirmed the ncrease in peak
intensities for the mass range 500030 000 with chloroform and
xylene showing a particularty clear effect (Figure 2) in comparizon
to untreated tissues. Table 1 summarizes the sveragyed results for
all experiments. From the mass spectra (Figure 2), increased
intensity is clearly observed after sobvent treatment of the tissue.
Tahle 1 alsc shows an increase in the number of detected
compounds. On average, 26 more compounds were detected after

(24) Heu, F. F; Tark, 1. | Aw. Soe. Mlass Spocteow, 2000, 17, 802200,

(25) Hear, F. F; Tawk, 1. 1 Aw. Sov. Mlass Spocieos. 2000, 17, 086200,

(25 Heu, F. F; Tark, 1. L Aw. Soc. Mlass Speceos, 2000, 14, 352-2052,

127} Jackson, 5. M.; Wang, H. T.; Woods, A 5 Assl Ghews. 20035, 77, 4522~
4527,

122 Jackson, 5. N Wang, H. ¥; Woods, A S [ Aw, See. Misss Spantrom 2005,
26, 2062-2066.
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Figure 2. oz = 8000 region of the MALDE-TOF mass spectra resuting from the direct analysis in lingar postive ion mods with 54 as matrix
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as inmtemal calibrants).

Table 1. Average Humber of Detected Compounds,
Standard Deviation, and Calculated Increase
Detection for Peptides/Proteins of miz = 5000
Determined from the Mass Spectra Recorded on
Untreated Rat Brain Sections versus Organic Solvent
Treated Ones

ni, of detected standard increass in
treatment compds deviation %) detection (%)
chloroferm 10 a1 22 4
hexane 5 k1] 28 25
talieie 5 =] 22 13
Wyl 5 &5 13 44
acetme 5 1] 20 7
untrested 10 [21] 34 0

a Mumber of expenments.

treatment with xylene and 21 mare with chloroform, for an
incresse in detection of peptides/proteins of 44 and 34%, respec-
tively. A decrease in standard deviations and an improverent in
reproducibilicy were registered after treatment of the tissue for
all sohvents tested. The same trend was obzserved when treating
freshly dissected tissues. However, the effect was less significant
for these tissues and was more dependent on the rat brain region

D Analytical Chemisiy

probed; Le. it presumably depended on che lipid versus pepide/
protein cemposition of the region. Hence, increase in protein
detection is directly related to lipid decrease, presumably due to
lipd extraction, gving easier access to intracellular proteins by
breaching the cell membrane. To optimize protein analyses,
detected peak numibers and intensities were studied as a function
of the sehvent volume used for the rinsing step. Volumes of 50—
500 uL were tested. Treatment times were not considered as a
variable due to the high wolatlicy of some sobvents. Under cur
experimental conditions, we did not observe major differences with
mcreased volumes, & solvent wolume of 200 gL/cm® appeared to
be sufficient for optimal resalts. On the other hand, the washing
procedure has to be repeated twice to get optimal reproducibility,
Emnsing of the sample was preferred to dipping in bath of sobrent
to avoid loss of issue, through detachment from the support. Since
ethanol tissue treatment was previowsly described by Schwartz
et &l to remove salts, we therefore compared ethanol treatment
to chloraferm and xylene treatments (Figure 2. Our data show
that signal intensity, signaltcnoise ratio, and number of peaks
were always higher using either xylene or chloroform.
Corsidering each of the solvent properties, we conclude thar
improved detection and reproducibilicy 1= related to the decre ased
lipd levels in the tissue sections. However, since low-abund ance
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Figure 4. MALDI-TCOF mass spectra using HZCA as matrix n the linsar positve mode of the chlorofomm nnsing solution collected after tissus
treatrrent. (&) ¢00—8000 and (&) 400— 1000 miz

peaks comesponding to lpds remain ob=arvable on the mass lization of pephides/profeins contaimed in the cytoplasm wathin
specira (Figure 1), washing did not allow the total removal of the MALDH matrix crystak.
lipids, We conclude that increased detection is mast likely dueto Ta evaluate the validity of this liypathesis, washing salutions

the opening of the lipidic bilayer and that the schent acts more were analyzed alter tissue treatment. Five nnsing sclubions of each
az a “peeling” agont. This effect would permr a better cocrystal zolvent were collected atter the fizsue treatment. The soluitions
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Figure 5. CID precursor ion spectra using nanoESCaTOF by analyzing the extracts colected after tissue treatment with chionoform for (&)
miz 184 (phosphatidylcholine) in positiee mode, (b)) m'z 182 (phophatidylserne) with Bhiumn adducts in positive mode, and (¢) miz 188
{phosphatdylethanclamine or plasmenylsthanolamineg] in negative mods.

were evaporated under a My stream, dissolved in chloroform/ 241, plasmenvlethanclamine (PlsEin) and phesphatidylethanol
methanol, and then analyzed by MALDETOF and nanoESI- armine (PtdEtn) at sz 196, and phosphatidylcholine () at mfz
QqTOF. MALDI-TOF analyses were performed with toth HOCA 184. By performing precurser 1on scan mode analysis, each form

and 5A matrixes. In none of the cases, did we observe peptide/ of lipids can be assigned. In the case of the phosphatidylzenns
protein peaks that would usually be seen i the tissue section as family (FSer), only neutral less allows the identification of these
shown in Figure 44 for chlorofcrm with HOCA a8 matnx. On the compounds. As newtral loss mode & not availlable on a QTOF
other hand, the presence of lipids was confirmed for all sobvents. mstrumment, lithium salts were used to form lithium adducts and

Ake shown in Figure 4B for chiloraterm with HOCA ipids peaks obéain a charactenstic fragment at s /z 192 2 descnbed by Ekroos
are chserved in the 400 1000 mass range and signals around m/z et al = Figure § presents the CID ion precursor spectra obtained
800 are characteristic of phospholipids. The large number of ipds for precursor ions corresponding to PC, PeEtn, PtdEtn, and Fler

detected in cne extract sugwests the presence of a different class families. For each type of lipid, several compeounds are identifiad.
of ipids. A more detailed charactenzation of cthese lipids present PkEtn can be distinguished from PtdEtn on the base of the
in the chioroform extract was undertaken on a nancES-GqTOF molecular mass and the absence of detection of the second acyl

by studving their CID spectra. As previously described =-31 group in M5/MS mass spectra (Figure fa) as described i the
differentiation in lipid forms can be achieved on the basis of work of Browwers et al® The position of the fatty acyl group on
characteristic product jons. Phosphatidylincsital (P} and lise- the ghyceral backbone chain was elucidated according to the works
phosphatidylinositol (LP[) present a specific fragment 1on at m/z

(323 Ehroos, K Chemushewich, L Vo Simons, K Shewchenke, A Asel Chom,

{250 Han, X.; Gross, . W, Mes Spocrom. Rep 2000, 24, 257-412. 2002, 74, M1-949
(200 Murphy, B C;; Fiedler, ], Hevko, . Chem. Rew. 2001, 201, 475526, (33) Brouwers, J. F; Vemooj, E. A; Tielens, A G.; van Golde, L. M. [ Lipid
(31) Pulfer, M.; Murphy, B. C. Mimss Specirown. Ree, D00E, 22, 352-2564, Res 1999, &7, 164-169,
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Table 2. Assignment of Several Phospholipids Using
Paositive or Heqgative Precursor lon Scanning and
Product lon Mode Experiments on HanoESI-GqTOF by
Analysis of Chloroform Rinsing Extracts of Rat Brain
Tissue Sectiens
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Figure &. C/0 product ion spectra chiained on a nancE51-0gTOF
by analyzing the ewfracts colecied after tssue treatment wih
chioroform.

of Heu and Turk®*™% by performming CID parent 1on scan as
presented n example for FSer 180/226 (Figure 6b) and Pl 16:
0/20d (Figure fc). Most abundant identified lipids are sum-
marized by class in Table 2. Several sulfatides were also detected
but in lower abundance {data not shown). For the other sobrents
including xylene, the same lipids were identified. As expected,
the abundant detection of phospholipids confirmes that treatments
specifically remove lipide from tissue surface, especialty membrane
lipids. Moreover, PtdEtn and Pser are known to be present in
high concentration in the mner monolayer of plasma membranes,
while PC 1= dominant in the outer monolayer. ™ But, more specific
lipids such as PlaEtn known to be very abundant in neuronal cells?!
were aso detected.

Finally, anahrses of the wash sclutions from treated tissue show
that no peptides/proteins are extracted from the tizsue. On the
confrary, many phospholipide are present, from boch the outer
and inner cellular membranes, confirming the hypethesis that lipd
bilayer opening by the sohvent facilitates matrix access to intra-
cellular peptidess proteins for cocrystallization. Tesue treatment
with salvents such s chlorofom is advantage cus when compared
to other strategies!? based on the reduction of salts using ethanol
or ather types of alcohals. Indeed, using this appreach, in our
experience, results in extractiion of hydrophilic peptides/proteins
and explains the reduction of hemoglobin signal ¥ whereas such

iz polarity  identified Tipide preEcUr=or ion
BEULE - 16:1-LP1 m'z 241 characteri=tic
5715 - 16:0-LPL gi-:duzt ion of (M — HJ-
S5 - 18:0-LPL and LFI familie=
619.5 - 2nd-LPL

5.5 - Z=20-PL

&ETE - 160, 20:4-F1

#mss - 18:0, 20d-Fl

WHS - 4Pl

0.7 - H:1-PEEWN iz ]éf -:h_ara:griﬁj-: .
716 = 1- uct ion - H|~
D e el B e et Pudbtn Tatnies
TALE - #2PtdEm

TABS - 16:0/2245-F=Etn

TS - :4-PEEn

545 - 8 2-PEEmn

THGS - 18:0,/ 2004-Frd Ein

TT45 - 4e-PEEm

THLE - 18:0,/22:6-Frd Ein

THLE + 16:0/ 1650 PC #2184 characteri=tic
THLS o+ 16:0/181-FC product ion of (M + HJ*FC
THLE + :0PC

8065 + =:EePC

8105 + =|a-PC

814.5 + =EPC

245 + 18:0/ 226 FC

TRAS + H1-Peer /2 192 characteristic
TGS + i 1-Peer product fon of [M + Lil* PSes
g215 + =2 Peer

2480 + 18:0/ 225 Fer

&E1s + A2 Peer

8705 + 422 Peer

a Lipid abbreviations given in bext.

a phencmenaon is not obeerved with xylene/chloroform treatments
as demonstrated by the washing solutions’ analysis. Peptide or
protein remcoval by sobrent treatments must really be considered
to prevent the potential loss of information during direct analysis
of tissue,

Corsidering these results, increased detection limits of pep-
tide/ protens can be obiained for tesue profiling m MALDI-MS
without extraction of peptides/prateins. However, this does not
mean that pepiides/proteins do not migrate from their onginal
Izcation under the sobrent treatment effect or that the tissue keeps
itz integrity. Knowing that sohents such as chlorofomm or acetone
mduced precipitation of proteins* migration of proteins at the
tizsue surface by solvent drageing effects was examined. Indead,
direct tissue analysis of specific area and MALD] imaging of tzsue
sections fally require localization and tissue structare preservation.
To confirm the lafter, we used an approach based on tissue
observations using optical micrescopy, direct analysis of t=sues,
and mmrmunchstochemistry expenments. Microscopic examination
of the tissue, after treatment and sohrent evaporation, shows that
the tesue secticn has turned white. However, no change in the
tiesue structiure was observed, demeonstrating that microscops
chservations remain valid after tissue treatment (data not shown).
T check delocalization, we stidied peptide/protein signals in

24} Jiang, L; He, L, Fountculakis, M. || Chremategr., A 2004, 1023, 217 220,
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CONCLUSION _
Treatments with organic sohvents such as chloroform, acetone,

hexane, taluene, or xylene are an effective and rapid method for
signal enhancement in MALDT direct tissue profiling. Sobent
treatment effects provide impressve results for archived tissues
which prior to these treatments did not allow proper detection.
These studies demonstrate that salvent treatments remove, at least
partially, lipids from the tissue surface. Among all the tested
sabrents, chloreform and xylene have preven to lead to the higher
increase in signal intensity and number of detected peptides)’
proteins Compared to previous studies with ethanol, chlorofomm)
xylene schvent, nnsing 1s more specific for lipid removal and does
not generate any delocalization or extraction of most soluble
peptides/proteins as tested by immunochistcchemistry expen-
mentz. However, this treatment does not reduce salt adducts a=
akohol treatments. Application of this protocol 1z smtabde for direct
analysiz profiling on tizsues & well as for MALDI imaging
applications. Morecwver, the results suggest that it & possible to
detect, after organic nnsing treatments, compounds that were
masked by lipids in the tissue, like peptides, proteins present in
the cytoplasm. As lipids from the cuter and the inner membranes
are identfied from the washing extracts, we can assume that
treatment opers lipid blavers, increasing peptide/ pratein access
for the MALDT matrx. Mestly, sohent and in particalar chloroform
or acetone will open the membrane layers inducing precipitation
of the proteins at the surface of the tissue, resulting in cocrystal-
lization between the matrx and the protems This aspect is

confirmed by the white color of the tissue, suggesting precipita-
tien. For old tissues, a layer is present at the surface of the tissue
section, probably due to the degradation of lipids and possibly
cmidaticn due to the presence of air. Treatment with chloroform
or xylene probably removes this layer and partially nondegraded
lipid=. Such treatments are a fast and etficient method for working
on fissue stored for a long time intssue banks and open the
oppartunity to work with old samples stored in hospital libraries
from patients with pathologies,
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Ces travaux démontrent la possibilité d'utilisesdraitements a l'aide de solvants
organiques tels que chloroforme ou toluene notamyrafm d’améliorer la détection des
signaux de peptides ou de protéines. Ces traitenpemmettent d’élargir les outils utilisables
lors de la préparation des coupes, qui était jusguésent limitée a l'utilisation éventuelle
d’éthanol 70%. Le ringage avec ce type de solvsinparticulierement adapté a I'amélioration
de l'analyse de vieux tissus, sur lesquels le signait disparu ou était limité, permettant de
retrouver les localisations des peptides et pregilors des expériences d'imagerie. Ces
rincages atteignent uniqguement les lipides des mamels, comme nous avons pu le
démontrer lors de l'analyse électrospray ou MALRkdincages, et il n'y a donc a priori
aucun signe de délocalisation des peptides/pragésid’on s’en réfere a I'étude réalisée en
immunohistochimie sur I'ocytocine. Ce point est ortant, car I'utilisation d’alcool réduit la
guantité de sel présent sur le tissu, mais le eistjextraire les composés solubles dans
I'éthanol est & considérer. Pour étudier ce phénemkes solutions de ringcage ainsi que la

coupe rincée a I'éthanol ont été analysées par MAERure 11.2.4 et Figure 11.2.5).

o 65675 a) Solution de ringage éthanol ..
%‘ 80 4966.4
S 60 15198.0
< 40 7599.0
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Figure 11.2.4 : Analyse de différentes solutions de ringcage géth méthanol et
chloroforme) utilisées pour le traitement de codpeerveau de rat (matrice SA)

De nombreux peptides ont pu étre détectés dansluéion d’éthanol et dans une moindre
mesure dans le méthanol. Pour des solutions emptoseapolaires comme le CHChucun
signal de protéine n’a été détecté. (Figure 11.2.4)
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La comparaison entre le tissu traité et les pretiextraites par I'éthanol indique de
nombreux signaux en commun, preuve que la propode composés extraits lors de cette

étape est relativement importante (Figure 11.2.5).
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Figure 11.2.5 : Analyse directe d’'une coupe de cerveau de a#tta I'éthanol 80% et
analyse de la solution de lavage de cette mémeedmogtrice SA).

Dans ces expériences, les solutions d'éthanol, déanol et de chloroforme ont été
simplement évaporées avant I'analyse puis repdaas de I'eau, si bien qu’aucune technique
d’élimination des sels (ziptip ou seppack) n’audilisée ici.

Ainsi, la quantité de sels extraits lors du rincageéthanol 80% n’empéche pas la
cristallisation de la matrice ou ne semble pas témie signal obtenu ni augmenter
considérablement le nombre d’adduits. Il est dorubg@ble que I'amélioration des signaux
observés apres ringage d’'une coupe a I'éthanoligmoe plus de I'extraction des composés
par la solution, que par la réduction des selsadeolipe proprement dit. Cette technique est
peut-étre 'une des voies possible de déplétiorectlis sur coupes, permettant d’éliminer les
protéines majoritaires et d’accéder a d’autres @m®@p appartenant au sous protéome.
Cependant cette extraction peut s’accompagner déldéealisation des composés sur le tissu,
et cette stratégie est donc a utiliser avec prémapbur des expériences en imagerie.

Etant donné qu’aucun signal de protéine ni de gdeptia été détecté dans le cas du
chloroforme, mais que les résultats sont aussi snaproductibles dans le cas de tissus plus
récents ou le « masquage » des protéines papidediest moins important, on peut trés bien
imaginer des mélanges de solvants du type @HTOH ou CHCYMEOH, (ou avec du
xyléne) tels que ceux utilisés dans les techniglees-olch et de Bligh, ou le phénoméne

d’extraction provoqué par I'éthanol ou le méthaserait ralenti par la partie apolaire apportée
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par le chloroforme. De plus, ce dernier en extrayeslipides, devrait favoriser I'accés de la
matrice au travers du tissu. Dans cette approtltdishtion de I'imagerie devra absolument
étre utilisée afin de s’assurer de la limitationaeélocalisation et de 'amélioration du signal.
L’approche chloroforme/xyléne est ainsi particidient effective pour des tissus
relativement anciens (environ 1 an), et il serghlsar intéressant d’évaluer le temps pendant
lequel cette technique reste effective. Cela nawaeo certaines interrogations quant aux
processus se déroulant pendant le vieillissementba®psies : comment sont dégradées les
protéines apres un temps trés long de stockaga ?i¥vraiment dégradation ? Y’a-t-il des
protéines plus sensibles que d’autres a la cons@mva Cela pourrait nous apporter des
précisions quant aux conditions optimales de s@ek#es tissus. Des systemes sous vide
permettraient-ils par exemple de limiter ces phémues ? De plus, sachant que ces lipides et
surtout les phospholipides restent facilement aadles aprés un vieillissement prolongé,
une étude plus approfondie de ces derniers aveomaént une étude de leur oxydation ou de
leur dégradation (production d’acides gras proveres phospholipides, perte d’inositol,
d’éthanolamine, dosage de glycérol...) permettraiitié¢re de dater la conservation d'un
tissu et d’évaluer facilement le temps limite digétion d’une biopsie pour des expériences
d’'imagerie.

Ainsi, le ringcage des coupes au solvant organppreet de prolonger l'utilisation des
biopsies pour des approches d'imagerie et d'analiysete de protéines et de peptides.
Dans cette approche, les biopsies étaient congeléés ces tissus peuvent étre difficiles a
obtenir lorsque il s’agit d’échantillons humainsari3 les hopitaux, les anatomopathologistes
conservent des échantillons prélevés chez desngmt cours des opérations ainsi que les
résultats de toutes leurs observations. Ces préenes permettent aux médecins de
diagnostiquer et de classifier les pathologiesdeduprimordiales afin de s’assurer qu’une
zone cancéreuse a été totalement circonscrite. DEnsdeuxieme temps, ces études
permettront aux médecins d’affiner le traitemengfiafin de réduire les risques de récidive
de la maladie. Toutes les biopsies sont conserdées des bibliotheques gigantesques
permettant une éventuelle étude rétrospectiveismsstsur de nombreuses années (10, 20 ou
30 ans). Malheureusement, ces échantillons ne g@st congelés, mais fixés au
paraformaldehyde et enveloppés dans de la paraHitibeure actuelle, tres peu de méthodes
permettent I'étude de ces prélévements et aucumentore été développée en MALDI ni en
imagerie. L'acces a ces biopsies permettrait dendliser des recherches ou des validations
de biomarqueurs comme cela a déja été réalise agsandirecte sur tissus congelés, mais
cette fois-ci sur un stock colossal d’échantillatsssés depuis de trés nombreuses années

suivant les types de pathologies.
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3. Analyse directe et imagerie de tissus fixés et pdfmes

Avant de pouvoir utiliser les échantillons congsr\par les anatomopathologistes, il
convient évidemment d’étudier leur systeme de iixatEn réalité, il en existe plusieurs
suivant le délai de conservation désiré. Pour tiekages courts - environ 6 mois - la fixation
au bouin ou au bouin hollande peut étre utilisamurRles délais plus longs, la fixation au
glutaraldéhyde et surtout au paraformaldehyde esgénéral privilégiée. Sous sa forme
dépolymérisée, le paraformaldéhyde peut réagirspafonction aldéhyde avec une amine
primaire de protéine comme une extrémitéNtminale ou de lysine (Figure 11.3.1, étape 1).
Apres déshydratation partielle (étape 2), la bas&chiff peut alors former des liaisons avec
d’autres acides aminés comme la tyrosine (étapdl 3n résulte la formation de ponts
méthylenes entre les protéines, formant alors sea particuliérement résistant, et pouvant
étre conservé facilement sans dégradation. Casstigestent parfaitement utilisables par les
techniques d'immunohistochimie classique, perméettiocalisation de nombreux antigenes
(Shi et coll,J. Histochem. Cytochemi995

Figure 11.3.1 : Mécanisme de fixation du paraformaldéhyde (PAfiye les protéines.
(Metz et coll,J. Biol. Chem2004).

Une nuit dans une solution tampon contenant dudttteinyde est suffisante pour maintenir la
viabilité des tissus ; cependant, cette réactmrseamble pas s'arréter apres I'élimination du
réactif, et la formation des ponts méthylénes comtiau cours du temps, augmentant ainsi la

complexité du réseau.

Ces ponts sont particulierement difficiles & romerdeur cassure peut s’accompagner de la

destruction de la liaison peptidique elle-méme. d@aséquent, trés peu d’approches utilisant
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la spectrométrie de masse ont été réalisées swrcbastillons. Récemment, des équipes se
sont intéressées a la possibilité de digérer paremzayme les tissus fixés, puis d’identifier les
peptides aprés séparation chromatographique etrierpés MS/MS. (Crockett et coll,
Laboratory Investigation2005, Palmer-Toy et collJ Proteome Re2005 Hood et coll,
Molecular and cellular Proteomic2005.

Cette approche a permis l'identification de cergaide protéines sur des tissus cancéreux ou
des cellules, mais aucune localisation ni infororatsur la répartition des marqueurs sur la
coupe n'a pu étre obtenue par cette approche, sitags! utilisation d’anticorps pour des
études traditionnelles d'immunohistochimie. Nouslsotions donc réaliser une approche en
imagerie MALDI sur ce type de tissu, ce qui permadttde réaliser la localisation d’un trés
grand nombre de protéines en une seule acquiditiamtrairement a I'immunohistochimie
classique). Cependant, si la réaction de fixationtiaue au fil du temps, comment peut-on
réaliser des études comparatives pour une rechdeclémarqueurs, si un tissu fixé depuis
guelques mois ne fournit pas les mémes résultadagaqu’il a été fixé depuis des années ?
Pour compliguer encore la situation, aucune and§8&DI sur du tissu fixé n'a encore été

réalisée a notre connaissance.

PUBLICATION N°3
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DIRECT ANALYSIS AND MALDI IMAGING ON FORMALIN FIXED PARAFFIN
EMBEDDED TISSUE SECTIONS (FFPE).

Lemaire R.}, Desmons A, Tabet JC? R. Day’, Salzet M*, Fournier I.**

1 : Laboratoire de Neuroimmunologie des AnnélididE-CNRS 2933, MALDI Imaging
Team, Cité Scientifique, Université des Scienceleehnologies de Lille, 59650 Villeneuve
d’Ascqg, France
2 : Synthése, Structure et Fonction de Moléculea@&ives, UMR-CNRS 7613, Boite 45,
Université Pierre et Marie Curie, 4 place Jussi&252 Paris Cedex 05, France
3 : Département de Pharmacologie, Faculté de m@&glddniversité de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, J1H 5N4, Canada
ABSTRACT

Formalin fixation, generally followed by paraffiméedding, is the standard and well
established processing method employed by patrstlogihis treatment conserves and
stabilizes biopsy samples for years. Analysis dPERissue from biopsy libraries has been, so
far, a challenge for proteomics biomarker studi¢e. present here two methods to directly
analyze FFPE tissues by MALDI/MS. The first is lthe® the use of a reactive matrix 2,4-
dinitrophenylhydrazine and is only available forFHE-tissues stored less than 1 year . The
second approach is applicable for all FFPE tissulegtever the time of conservation. This
combines the use of automatic micro-spotting of NDAlmatrix afterin situtissue enzymatic
digest by automatic micro-spotting followed by ne@dMS-MS analysis. Using two adjacent
tissue sections it is possible to perform proteidentification and molecular
images.Combination of these approaches allows MAHDRéct analysis and MALDI/MS

imaging to open the door to clinical studies.

"Corresponding authors
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INTRODUCTION

Since its introduction in the mid 886> MALDI mass spectrometry has become a
powerful tool in the field of biological researchpecially in proteomic. Recently, Caprfdii
and other groupgs™ developed MALDI techniques for direct tissue analysnd molecular
imaging allowing the detection and localizatioradarge number of compounds directly from
tissue in one acquisition. However, at the presiem all applications have been realized on
fresh frozen tissues without any tissues fixationprocess of conservation excepted ethanol
fixation** However, the major source of samples are FFRHessfrom hospitals libraries. No
study has been published yet using the MALDI/MSrapph for FFPE tissues. Recently, few
studies using LC-MS/MS proteomic method on FFP&ugshave been described’ Using
this strategy, large numbers of proteins were ifledt demonstrating the power of this
approach for profiling studies. However, this methdoes not give access to anatomical
localisation of peptides/proteins in tissue. Cuiflserimmunohistochemistry is the best
technology for providing such information. Howevtitis approach requires knowledge of the
protein candidates and the use of specific antésdiocalisation of several proteins in one
experiment is difficult. Thus, this technique apeelato be more suitable for a biomarker(s)

validation and less for biomarkers hunting.
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RESULTS

Formalin fixation is known to induce methylene lged formation between free amine
functions and especially between lysines laterairchNH functions or N terminal part of
proteins.Fixation process has also been describpdrsue during conservation of the sample.
Thus, direct analysis and MALDI imaging were studeere depending upon the conservation
time of the sample using rat brain FFPE blocks adeh

In a first approach FFPE tissues fixed over 24 siamd stored for less than 1 year were
studied and compared to unfixed frozen samplesrm bf spectra quality (i.e. signal intensity
and resolution, signal to noise ratio and massephy direct MALDI analysis. Sinapinic acid
(SA) anda-cyano 4-hydroxycinnamic acid (HCCA) matrices wéxah tried and results
compared with those of frozen tissues. For bothrioes, decrease in signal intensity and
number of peptides/proteins detected were obsetwest of signal was especially important
in the higher mass range and in peculiar using H@SAnatrix. Best results in term of signal
intensity and mass range were obtained using SMpaason of direct MALDI analysis of
FFPE tissues and frozen ones (Figure 1A) with S/asix shows that basically same ions
are observed on both mass spectra, although sigeakity is slightly lower on FFPE tissues
and relative peak intensity different. Most strikinbservation relies in peak shape. FFPE
tissue presents multiple peaks overlapping eacbkrahd inducing loss of resolution and
difficulties in mass measurement, whereas frozempsa present classical single peak shape
and awaited resolution. Multiple peaks show a iépatof +12 Da to the [M+H] ion
generally observed (e.g. m/z 5493.08 and m/z 5505Bhis multiple peaks formation is
directly connected to the process of formalin fimatand had been previously described in
previous work¥ *® These adducts formation can be explained by @amsm described by
Metz et af® suggesting the formation of a Protein-N=CH2 cormub(with AM=12). FFPE
tissues can be analyzed using direct MALDI analysis a decrease in signal intensity and
resolution were observed. Protein cross-linkingnocarbe reversed provoking the difficulties
of analysis. However, it is extremely probable than reacted formalin molecules could also
be a problem for MALDI analysis.

Thus, we studied the possibility of neutralizingideial formalin molecules to improve
signal. In traditional analytical procedures, 2,MHH was successfully used to detect the
presence of ketones or aldehydes molecules inisolu¥loreover, 2,4-DNPH was used as a
MALDI matrix®* by reacting with reactive function and especidiBe aldehydes. Here, we
show that 2,4-DNPH can be used as matrix for ditiesue analysis (Figure 1B). Used on

FFPE tissues, this matrix gives particularly goesduits. High increase in signal intensity is
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observed for the m/z range corresponding to peptige 5000) and peak of adducts
corresponding to protein-N=CH2 ions are suppres$égdure 1B). Adducts suppression
allows for much more precise m/z determination, fordpoeptide mass range MALDI direct
analysis performances are similar those of frozesués. The methylene bridges are very
strong links but it is likely that the 2,4-DNPHable to neutralize aldehydes which have not
reacted with NHgroups, thus increasing the signal of unreactedispe2,4-DNPH has good
performances on tissues. However, for proteins ighdr mass, direct analysis remains
difficult. One of the major obstacles for the udettos matrix for MALDI imaging was its
crystallization pattern. 2,4-DNPH crystallizes wng) needles that do not cover the whole
surface of the tissue. However, mix of 2,4ADNPH wWi#BCA in equal proportion preserves
the benefit of the DNPHle. neutralization of formalin, while HCCA gives thesired even
crystallization of the whole tissue surface. Thistmx mix was, then, used to perform
MALDI imaging on FFPE rat brain tissue sectiongetiofor 6 months to 1 year. As shown on
Figure 1C for images reconstructed from data rembroh the cerebellum area, specific
localization of peptides is observed as given ianegle for m/z 1075, 1594, 2726 and 5163
ions.

For FFPE rat brain tissues stored over more thggal (here 2 years), it is impossible to
obtain good signal by direct analysis of tissueeraftaraffin removal (Figure 1D). This
phenomenon can be attributed to formalin reticatatwhich still progresses with time,
creating a particularly abundant protein networr Buch tissue another analytical strategy
must be developed. Considering that methylene kend strong link, difficult to break
without destroying the peptide backbone, we desigae biochemical approach using
endopeptidases enzymatic digestion. Recently, dpgroach was successfully applied for
protein identification from formalin fixed tissuesing LC/MS/MS> ** 7 However, to our
knowledge, direct digestion on FFPE tissues foedirMALDI-MS analysis was never
developed. Using enzymatic digestion directly @asue performing whole section digestion
by covering the whole slice with enzyme solutionmerous signals corresponding to digest
peptides can be observed, as presented Figure R&kyfusin digestion of the whole tissue
section over 15 min. Interestingly, despite the fhat directly on tissues, even on frozen ones,
fragmentation studies present a difficulty with wéow fragmentation yields as previously
described, peptides from enzymatic digestion present thesital behaviour of peptides
toward fragmentation. Metastable decay experimgetformed on observed peptide ions
with a MALDI-LIFT-TOF directly on the tissue afteligestion, enabled us to identify several
proteins, as exemplified for fragmentation study meptide at m/z 1372.68 that can be

identified to tubulin B-chain by data bank interrogation, confirming thhe peptides
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correspond to digest peptides coming from the ¢isSeveral parameters, such as, the buffer
used, the concentration of the enzyme, the temperand time of digestion were tested. The
Tris or bicarbonate buffers gave similar resul@ancerning temperature, digestion was
preferably carried out at ambient temperature anthajor difference was observed compared
with a digestion at 37°C, probably due to the gjraroncentration of enzyme used.
Concerning the time of digestion, many signals waained with very short incubations (2
min) as well as longer ones (up to 3 hours). Thesebation times remain shorter than the
traditional overnight digestions which could leadsaturation of signal due to the abundance
of detected peptides. In all cases, experimentg weiremely reproducible for identical time
and enzyme concentration. Various enzymes weretasded, mainly V8 protease, aspN and
lys C endopeptidases. As expected, very specifdilgs were obtained according to the
enzyme used (Figure 2B). Other fixation proceduvesye also studied (e.g. Bouin’s
protocol?®), and successfully analyzed after enzymatic digeata not shown). It is thus
possible to obtain and detect peptides/proteinsctlyr from fixed tissues, by MALDI direct
analysis after enzymatic digestion with variousetypf enzyme whatever the fixation process
used.

Same experiments @i situ digestion can be carried out on micro-area (up tom) by
micro- depositing the enzyme solution on specifieaaof the tissue using either a micro-
pipette for larger spot or a very fine capillaryigBstions on very small areas give excellent
results. Micro digestion presents several advastagech are less complex peptides/proteins
mixture to analyze since less of these compourglprasent on small areas, better enzymatic
hydrolysis vyields, delocalisation of only compourdigested on the micro deposited area.
Comparison of digestion profiles obtained from tdifferent regions of the same rat brain
section after MALDI direct analysis clearly demaoasgts the specificity of the strategy

Moreover, in order to give MALDI direct analysis dissues compatible with
histological procedures and especially histologstaining that are classically used in hospital
for diagnosis on biopsy samples, the 2 years dldrean FFPE tissue sections were submitted
to enzymatic digestion after coloration. Chauramdale have shown that many staining
procedures were compatible with direct analysisyel as imaging of frozen tissif@sThe
area of interest can be located then directly aalyby mass spectrometry after matrix
deposition. In our study, methylene blue, toluidirhee, and hematoxylin eosin safran (HES)
staining were tested and compared to adjacentinedtéissue sections using direct MALDI
analysis at the same locations after micro-spotththe enzyme in these specific areas. As
expected, the procedure resulted in good signagi@ 2C). The detection of peptides is
slightly lower than for untreated tissue, in thessiaanges 1000-1500 and 1800 2300 u, but is
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basically the same as for unstained sections. gliemomenon has also been noted during the

124 and for FFPE tissues, a correlation between time

study of frozen tissues by Chauragica
and coloration of the tissue leads to a consideradduction of spectral quality. Nevertheless,
when traditional times of staining are used, vepodj signals, mainly equal to signals
obtained from unstained sections, were observeddii@ct MALDI analysis after trypsic
digestion.

For improving protein identification extraction pexures aftem situ digestion was
studied. Extraction using various techniques angarticular Tris buffer, KD, ethanol and
direct deposition of functionalized magnetic be@@8 or C3 functionalized silica beads) were
tested®. Figure 2D presents MALDI analysis of digestiorpiiges after on tissue digestion
and extraction with different protocols. These hssahow the importance of the extraction
step that orientates protein identification depegdn the physico-chemical properties of the
buffer or support used inducing a pre-fractionatbrthe very complex sample. Extraction of
digestion peptides was followed by purificationpster desalting and buffer removal when
needed (especially for Tris buffer or ethanol esticm) before injection on a nanolLC-
nanoESI system. Method was validated by compariagofHPLC profiles to profiles
obtained by in vial enzymatic digestion after remngvthe tissue region of interest on a slice
with a scalpel. Very comparable results were olthim both strategies comparing same
extraction protocols demonstrating that situ digestion and extraction present identical
performances as vitro ones. Figure 3A presents the traced chromatoglkdained reporting
the total ion current of the mass spectrometercti@t@gainst the retention time obtained after
on tissue digestion with trypsin and extractionngsiC8 functionalized silica beads.
Measuring m/z of peptides for each chromatograpieak, performing automatic MS/MS
experiments on most intense ones and using théadatadatabanks interrogation, more than
one hundred proteins were identified by this apgha@igure 3B). All identified proteins are
proteins expected to be found in rat brain. Fromalonk information subcellular localization
of these proteins can be obtained. It is very edting to observe that proteins from very
different cellular compartment such as cytoplasgtosol, nuclear envelopeor cytoskeleton
are present demonstrating that “MALDI enzyme asdigtirect analysis” digestion does not
occur just at the surface of the cell but realjuice efficient hydrolysis inside cells. Similarly,
identified proteins are implied in very differenblogical activities (e.g. enzyme, regulation,
or signal transduction) showing that this stratatlgws for obtaining a large panel of protein
functions. Moreover, detection of very high masst@ins directly from the tissue e.g. W&
transporting ATPase (111kDa) or neural cell adhesiolecule (95kDa) was possible in this

method. Validation of the strategy an situ enzymatic digestion of FFPE tissues was
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obtained performing a similar analysis by nanoLC/MS of frozen tissues treated with
trypsin, using same digestion time and studyingesamea of the brain, with very similar
protein profiles.

The last challenge was of course to perform MALBging of these 2 years old
FFPE tissues using enzymatic digestion strategge®ling the whole tissue section was
possible but would have induced a possible delpatdin of certain peptides liberate by the
digestion process. Different solution were testedlimit this phenomenon including in
particular spray of matrix, ionic matricé®r the use of an automatic spotter which alloves th
deposition of micro-droplets of matrix point by p8f. Studies clearly demonstrate that
micro-spotting method is the best suited for MALIDlaging. Rastering the tissue section
with automatic micro-spotting of trypsin enzymeoals for getting digest peptides profile of
the whole sample with a maximum delocalizationhaf $ize of matrix spot (i.e. 300 um). For
these studies Tris buffer classically used wasamgul by bicarbonate buffer to avoid desalting
steps required when using Tris buffer. Digestiors wéicient only after several spotting of
the enzyme (3 in general) on the same spots requithus, a high accuracy positioning
micro-spotter. After digestion, matrix solution wiien spotted on the same spots as enzyme
and the tissue section submitted MALDI analysisprding the images again following the
same pathway of deposition. From the data recordesjes of numerous proteins could be
indirectly obtained by looking to their correspamglidigestion peptides images. Especially
images of proteins identified by the LC-MS/MS expwnts can be obtained such as Histone
H3.3 with m/z 1033 ion, NCAM 1 with m/z 1521 ion,y®lin protein with m/z 1803 ion and
malate dehydrogenase with m/z 1103 ions as prasdfigure 3C. All these proteins as
observed from the MALDI images have very differegpartition inside the rat brain tissue
section. Using similar automatic micro digestiohdaed by micro deposition of the matrix it
was possible to check out that same protein |lomidim was obtained for FFPE tissues and
frozen ones, as presented for m/z 1103 ion refarttiorresponding to a digestion peptide of

Malate dehydrogenase protein.

DISCUSSION-CONCLUSION

FFPE is so far the easiest way for pathologistrésgrve and conserve tissue pieces in
hospital tissue banks but FFPE induices proteinsselinking and provokes difficulties for
MALDI direct analysis. Moreover, cross-linking comdes in time course thus different
analytical strategies must be developped. For ¢cwgasen time below 1 year, direct analysis
remains possible, but notable loss in resolutioth signal are observed especially for higher

mass proteins. Using the 2,4-DNPH reactive masignal of peptides (less than 5 kDa) can
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be retrieved with a normal resolution. Mixing 2,4NPH reactive matrix to HCCA, very good
matrix crystallization pattern is obtained and tiMALDI imaging of the peptides/proteins
can be even directly performed from such tissuéb, @omparable results to frozen conserved
samples.

For longer stored tissue (> 1 year) very few sigran be obtained from the FFPE
tissues and another strategy was developed basetissre enzymatic digestion. This
approach gives abundant signal for MALDI direct lgsia of 2 years old FFPE rat brain
tissues and was proved to be compatible with dabkdnistology colorations. Protein
identification was also possible by extraction aftee digestion and analysis by LC-MS/MS.
“MALDI-MS enzyme assisted direct analysis” allowsetdetection of many proteins with
different subcellular location, biological acties, or molecular mass including high
molecular weight compounds. By combining enzymetgavage on tissue with high accuracy
automatic spotting of enzyme and matrix, and E®hidication of peptides/proteins, we
performed for the first time MALDI imaging on 2 ysaold archived FFPE rat brain tissues,
and successfully obtained the location of sevenatems that have been identified.
Localization of several proteins on frozen tissppeared to be similar when compared to
FFPE tissue as in the case of Malate dehydrogenase.

These results open the door to archived tissuegrtdeomic studies using MALDI-MS
direct analysis and imaging experiments for lo@ian of a high number of compounds in

just one experiment.

METHODS
Material

o-cyano-4-hydroxycinnamic  acid (HCCA), sinapinic  dci (SA), 2,4
dinitrophenylhydrazine (DNPH), ammonium bicarbonatasma base, xylene, ethanol,
Angiotensin 1l, Des-Arg-Bradykinin, Substance P, A€ 18-39, ACTH 7-38 and bovine
Insulin  (Sigma-Aldrich). Trypsin (Promega), Asp-&hd Lys-C endopeptidases (Roche),
Trifluoroacetic acid (Applied Biosystems.) Acetaité p.a. and methanol p.a. (J.T. Baker).
Indium Teen Oxide (ITO) coated glass slides weoenfiBruker Daltonique (Wissembourg,
France).

Tissue fixation

Adult male Wistar rats weighing 250-350g (animallfes® accreditation by the French
ministry of the agriculture N° 04860) maintainedden standard care were uSedAnimals
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were sacrificed by decapitation and immediatelyselised to remove the brain.. Formalin

fixation was obtained according to classical proced®.

Tissue dewaxing and preparation
Tissue sections of 10 um were applied onto ITOigimdTeen Oxided) coated conductive

glass slides. Paraffin was removed as previousgriteed”.

6 months stored FFPE tissues.
2,4-DNPH or a mix of 2,4-DNPH and HCCA was usednasrix. 20-30uL of the mix
was applied onto the tissue using a micropipettedaied at room temperature.
2 years stored FFPE tissues.
For direct analysis several spots of 2uL of enzyme (trypsin 0.033Lgfu25mM
Tris buffer pH 7.4) were performed at different tpon the tissue to obtain representative
proteins/peptides profile. Enzymatic digestion weaized at room temperature after covering
the tissue section to decrease liquid evaporatitech 10 minutes, enzyme was again
deposited on the same spots. After final digestissue was rinced with ethanol 80%. 30 pL
of matrix was then applied on the tissue.
For MALDI imaging , spots of enzyme (trypsin at 0.1 pg/puL in ammonhicarbonate
25 mM filtered in a 0.45 um Pall GxF/GHP filter) neeperformed using a high accurate
position automatic microspotter (MALDI Sun Collegpotter, Gmbh germany) operated with
a 75um capillary column. Thus, the whole tissudigecwas micro-spotted with enzyme
following a regular raster of spots of ~ ? um spaced by ? um center to center. Flow rate
was after optimization set to 300 nL/min, and R?htrypsin was applied each second at
different spots covering the surface of tissue. phegram was repeated several times to
increase time of digestion. HCCA matrix was spotbedthe same spots as for the enzyme
using the same program. No ethanol washing tissyeveas used between trypsin and HCCA

in that case.

Mass Spectrometry
MALDI-MS
MALDI-TOF mass spectra were performed on a VoyddErSTR mass spectrometer
(Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) with dgdd extraction (DE) and a 337nm
pulsed nitrogen laser operating at 3 Hz and 2 msepuidth as previously descrifédEither
HCCA, SA, or 2,4-DNPH were used at concentratidnsdomg/mL, 20 mg/mL and 4 mg/mL
respectively, in ACN/0.1% TFAD (2:1, v/v). Matrices were applied onto the tisaseg a
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micropipette (typically 20uL for a whole rat brashce) and then dried at room temperature.
Each recorded mass spectrum was resulting froraubeage of 200 laser shots on the area of
interest.

MALDI-Imaging

For MALDI-IMS of 6 months stored fixed and parafiembedded tissues, imaging was
performed on an Ultraflex Il LIFT-TOF (Bruker Daltws, Bremen, DE) as previously
describetf. After dewaxing, images were obtained in positimear mode using a mixture of
HCCA and 2,4 DNPH (1:1, v/v). 30puL of the mix wagphed onto the tissue using a
micropipette and dried at room temperature.

For MALDI-IMS of 2 years stored fixed and paraffembedded tissues, imaging was

performed on the voyager DE STR, using MALDI Imagihools (M. Stoeckli, Novartis,
Switzerland) .

Nano RPLC MS/MS

Analyses were performed on an ion trap mass spaetay (LCQ deca XP plus, Thermo
electron). For each run, 0.5 pL of digest was tg@avith a Switchos Autosampler (Dionex
Corporation) and separation performed on a revyanase C18 silica bonded stationary phase
(75 pmi.d., 150 mm long, 3 um 100 A pore size,n@ioCorporation). Samples were washed
during 2 minutes at 10 pL/min with 100% mobile ph&s(95% H20, 5% ACN 0.1% formic
acid). Peptides were eluted using a linear gradirit% mobile phase B (ACN 80%, H20
20%, formic acid 0.08%) during 70 minutes at a flmte of 0.200uL/min. The LCQ was
operated in a data dependent MS/MS mode in whiehM8 full scan was followed by one
MS/MS scan on the most abundant peptide molecatarCollision energy was set to 35%.
The heated capillary temperature and electrospraitage were 160°C and 1.5kV
respectively.

Protein identification was performed with the MAST®equence query search program
using the SwissProt database filtered for the tawon “rattus”. A tolerance of 2Da for
peptide and 0.8 Da for MS/MS was fixed. Only protegéquences with MOWSE score higher
than 32 (indicating significant homology or idewtitand identified in several samples
representing 2 significant MS/MS were considerecetiibnine oxydation was defined as

variable modification.
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Figure Legends

Figure 1 :

A: Direct analysis on a recent FFPE tissue comp#wellesh frozen direct analysis of the
same region. (matrix SA).

B : Direct analysis on a recent FFPE tissue contbtreresh frozen direct analysis of the
same region using 2,4 DNPH as matrix.

C : MALDI imaging experiments on recently FFPE tiss performed on MALDI-LIFT-
TOF/TOF (matrix 2,4 DNPH and HCCA) (upper paneldl alirect analysis on a 2 years old
FFPE tissue (lower panel, matrix : HCCA).D : diraectalysis on FFPE tissue after trypsin
digestion (15 minutes) and MS/MS experiments ormiailon m/z 1547,69.on tissue sections
using MALDI-LIFT-TOF/TOF.

Figure 2 :

A : Direct analysis on FFPE tissue after trypsigedtion (upper panel) or V8 digestion, using
MALDI-MS (linear mode, positive polarity, matrix HCA).

B: Direct analysis on HES stained FFPE tissue dftgosin digestion (upper panel) or
unstained FFPE tissue (lower panel) in the sanews®g MALDI-MS (matrix HCCA).

C : direct analysis on FFPE tissue after a typ8aminutes trypsin digestion (lower panel)
and “multistep” of trypsin digestion (2 minutes aifjestion /extraction /and 28 minutes of
digestion).

Figure 3

A : nanoLC-MS/MS analysis of digested FFPE tissag gnd correlation between direct
analysis and electrospray analysis for several tifilesh peptides/proteins after trypsin
digestion (b).

B : MALDI Imaging on digested tissue in linear modsing HCCA as matrix in positive
mode. Imaging can be compared with rat brain anatdvialate dehydrogenase localization

was superimposed on that of the tissue section.
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Ces travaux démontrent la possibilité de travagie MALDI sur des tissus fixés et
inclus en paraffine. La comparaison des tissus dgénoins de 6 mois a 2 ans démontre que
la procédure de fixation continue au cours du teampgs élimination du réactif. Cependant,
I'utilisation de la trypsine (ou de tout autre emm) permet d’obtenir de nombreux signaux
sur coupe, quel que soit son age et son momentxdaoh, et méme de réaliser des
expériences MS/MS pour des identificatiomsitu.

Dans ce domaine, nous avons également étudié &bpivé d’améliorer les fragmentations
sur tissus en utilisant une modification chimig@e type d’approche a été développé avec
succes par Keough et coll pour des peptides eri@ol(Keough et collProc. Natl. Acad.
Sci.USA 1999, ou une dérivation c6té N terminal du peptide eanps d’orienter les

fragmentations et d’améliorer la sensibilité pendias expériences en mode PSD.

. Dérivations sur tissus

Les dérivations N terminales sont basées sur utajd'un groupement chargé
positivement (ou fortement basique) a I'extrémitél,Ndu peptide. Les spectres obtenus
fournissent une série d’ions plus complete et stimique (uniqguement la série y) et non un
mélange de fragments b et y, facilitant ainsi &nprétation des spectres (Figure 11.3.2). Cette
stratégie est particulierement utile pour I'ideiotifion de protéines ou peptides notamment

lorsque l'utilisation des banques de données disiatie (génome non séquence).

'ogs\/k 0 ]
lonb * — 900000 0000000 o0 0ny;:

Neutre, non détecté lon fragment positif

Figure 11.3.2 : Représentation de I'orientation des fragmentatiass le cas d’'une
dérivation par un groupement acide sulfonique etieriinal (travaux de Keough et
coll.)
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Pour la réaction, on utilise généralement des gmmgmts sulfoniques (Figure 11.3.2) se
greffant sur la partie N terminale. Ces dérivati@ost particulierement bien adaptées aux
fragments issus de digestion trypsique, avec dasuments du type MALDI/TOF (PSD) ou
en ESI avec le CID. On peut distinguer : les déidwves utilisant I'acide sulfonique ; un NHS
ester compatible avec le milieu acqueux (Keougtokt Anal Chenm2003 ; celles a partir de
SPITC (4-Sulfophenyl isothiocyanate) utilisable erilieu organique (ethanol/pyridine)
(Marekov et collJ. Mass. Spectror2003 ou en milieu tamponé (tampon bicarbonate, Lee et
coll, Proteomics 2004). Le mécanisme proposé pour la fragmentation agéewation au
SPITC est le suivant : (Figure 11.3.3)

COOH

Clivage d’Edman / \ Clivage du squelette

S Ry
OH* +
‘c‘) S o N Ry
. H I 7
0—s N \ ‘0—S N N
I I H H
o] N R, o] o]
SPITC bl neutre SPITC bm neutre o
HoN
NN HoN
C 2 NH,*
\C¢ 2
lony,* NH lony, " ‘
\ NH
o Rs CH, |
CH.
R. 2
HoN 3
N COOH
H HoN coo
R, o

Figure 11.3.3 : Représentation de I'orientation des fragmentatparsdérivation N-
terminale des peptides au SPITC (Travaux de Leslk}

L'utilisation de ce type de produit sur tissus igpe que le solvant et le dérivatif puisse
pénétrer a l'intérieur de la coupe et que le temgontact entre les peptides et le réactif
puisse étre suffisamment long. Ces réactions niéeessdres souvent un chauffage au
minimum a une cinquantaine de degrés pendant wme,hee qui est classique des systemes
de dérivations tels que ceux utilisés en chromapiye en phase gazeuse. Ce chauffage

renforce cependant la difficulté de maintenir canste volume du milieu réactionnel.

116



Chapitre Il : Nouveaux développements en imagarespectrométrie de masse MALDI

Appliquées sur des standards, toutes ces dérigaton permis I'acces a l'orientation des
fragmentations ; les meilleurs résultats ont étiermis lorsque le peptide est terminé par un
résidu basique, comme c’est le cas pour le peptis®in de séquence ASHGLAR ou l'ion
m/z 1040 (peptide + dérivatif de masse 215u) adétécté. Des ions de masse m/z 868
(peptide+dérivatif-171) correspondant a la periend’ partie de la dérivation ont également

éte repérés. (Figure 11.3.4).
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Figure 11.3.4 : Spectres MALDI en mode réflecteur positif du tde standard
ASHLGLAR avant et apres dérivation N-terminale aRITSC (panel du haut) et
Spectre PSD (mode positif) du peptide ASHLGLAR d&ren N-terminal par le
SPITC (panel du bas).
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Ces expériences PSD nous permettent de constadiimfensité des ions fragments
est augmentée et a cela s’ajoute, comme nousiicaties, la présence majoritaire de la série y
qui se révele compléte (de yl1 a y8). Quelques tmnespondants a une perte desNH.7)
sont également observés ainsi que quelques fragnm@etnes. Tous ces protocoles ont été
testés sur tissus fixés apres traitement a la itrggsles meilleurs résultats en nombre de
peptides dérivés ont été obtenus en utilisant I#GRn milieu organique ethanol/pyridine ou
le milieu réactionel et le dérivatif sont rajoutasfur et a mesure de la réaction pour maintenir
un volume constant a 60°C.
Apres rincage a I'éthanol 80% pour éliminer I'exciEsréactif, I'analyse directe révéle pres
d’'une trentaine de composés dérivés avec succgsréHl.3.5). Cependant il apparait que les
composés dérivés sont les composés majoritaires. elpériences PSD ont été ensuite
réalisées, mais des séguences « orientées » Swg h¥nt pas encore été obtenues. La perte
du dérivatif a cependant été observée pour cert@@ommme pour l'ion de m/z 1200)

permettant de confirmer que le peptide a bien &téifina.
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Figure 11.3.5 : Spectres obtenus en analyse directe sur tis8iefidéparaffiné apres
digestion a la trypsine et dérivation au SPITC.

Des expériences similaires ont été effectuéedstissus frais, avec ou sans digestion
enzymatique. Des résultats équivalents ont été redsepreuve que cette absence de
fragmentation n’est pas propre aux tissus fixeés.

Sur tissus congelés, nous détectons plus faciledenpeptides deux fois ou trois fois dérivés
(probablement sur les chaines latérales des lysagequi laisse penser que le rendement de

dérivation est correct mais qu’une partie du réaedt utilisée pour une réaction parasite.

118



Chapitre 1l : Nouveaux développements en imagearespectrométrie de masse MALDI

Ici encore, les meilleurs résultats ont été obteaues le SPITC en milieu organique et apres

une digestion a la trypsine (Figure 11.3.6).
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Figure 11.3.6 : Spectre MALDI en mode linéaire positif enregésgur une coupe de
cerveau de rat fraiche (congélée) aprés avoir souaicoupe a une dérivation au
SPITC.

Ces réactions secondaires peuvent néanmoins élnée par des systémes de protection
chimique se greffant sur les chaines latéraleslyd#ses. On peut par suite envisager une
étape de guanidination en présence d’O-methyliso@ikeough et collAnal.Chem 2003
mais il est nécessaire d’adapter ce protocole lgsuissus.

Ainsi, méme si les fragments orientés sur coupemtnpas encore été obtenus, nous
démontrons clairement qu’il est possible de modigl@miquement des molécules contenues
dans les tissus; ces dérivations sur tissus somiothe connaissance les premiéres
modifications chimiques décrites sur coupes. P#e,sil est envisageable de réaliser des
méthylations aprés réductions de ponts disulfures drotéines dans les coupes, afin
d’augmenter le taux de clivage par I'enzyme. Ligétion du MALDI TOF/TOF devrait nous

aider a améliorer le signal aprés dérivation magsea gagner en temps d’acquisition.
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En attendant, une identification plus rapide etspéfficace peut étre réalisée par
nanoLC-MS/MS en mode automatique (data dépendademsuivi d’une interrogation en
banque de données comme il a été décrit dans lkcatiin N°3. Dans cette étude, des
expériences d'imagerie ont également été réalisées succés en utilisant un spotter
automatique de haute précision ; la trypsine egosk&e point par point, puis la matrice, aux
mémes endroits que I'enzyme, limitant ainsi legues de délocalisation. Les localisations
obtenues sur des tissus fixés sont semblablesogakdations de la méme protéine sur tissu
frais.

Plusieurs points sont importants a souligner dastge anéthode ; tout d’abord, du fait du
nombre tres important de signaux obtenus apréstibge une calibration interne sur le tissu
est quasi obligatoire pour ne pas attribuer unadigni appartiendrait a une autre protéine. De
la méme maniére, pour des applications sur laikat@dn de biomarqueurs par exemple, les
parameétres de reconstruction des images doiventBuisis avec suffisamment de précision
(précision de 1 ou 2 Da maximum), pour ne pas @btEimages résultant de la colocalisation
de 2 protéines.

L'utilisation du mode réflecteur peut égalementnpettre de lever certaines ambiguités,
notamment lorsque la largeur d’un signal laissgesgr que plusieurs peptides peuvent étre
détectés avec des masses trés proches. Ceperatanigines difficultés a utiliser le mode
réflecteur sur tissus frais se retrouvent égalersentissus fixés méme apres digestion, et les
signaux sont bien souvent trop faibles, voire is&its avec les matrices traditionnelles. Pour
ce faire, le recours a la matrice ioniqgue HCCA/AJgUt étre envisage.

Ainsi, méme si la cristallisation de cette derniése moins homogéne que sur le tissu congelé,
des acquisitions peuvent étre réalisées avec swtésode réflecteur, avec des intensités

toutefois plus faibles que sur tissu non fixé. (fFegll.3.7).
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Figure 11.3.7 : Analyse directe d'un tissu fixé au PAF (aprepatéffinage) en mode
réflecteur positif, avec la matrice HCCA/ANI. Lestérisques signalent les signaux
attribués a la trypsine.

Afin de s’assurer de la possibilité de réaliser ueeherche ou une confirmation de
biomarqueurs par analyse directe sur tissus apgestobn trypsique tel que décrite dans la
publication 3, nous avons expérimenté ce protocalelyse directe apres digestion +
identification par LC-MS/MS) sur I'étude de cervgaile rats lésés a la 6-hydroxydopamine
(6-OHDA). Cette molécule en provoquant une dégé&o@mce des neurones a la dopamine
par production de radicaux libres, est courammélhisée comme modele pour I'étude de la

maladie de Parkinson.

. Etude sur des cerveaux de rats lésés au 6-OHDA (radie de Parkinson) :

Cette maladie, qui est la deuxieme plus forte dialaeurodégénérative dans le monde,
touche un peu plus d’'un million de personnes ag&e65 ans et plus et se traduit par des
signes cliniques séveres tels que rigidité musayl&iemblements et lenteur des mouvements

ou instabilités de posture.
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Les caractéristiques principales de cette maladie & dégénérescence des neurones a la
dopamine de la substance noire, et la présencelusions cytoplasmiques appelés corps de
Lewy ou s’accumulent certaines protéines et notaminfer synucléine. (BealNature
Reviews NeurosciengeX01)

Des mutations dans les genes codantslynucléine, parkin, et l'ubiquitine carboxy-termin
hydrolase L1 (UCH L1), ont été identifiees commspnsables de certaines formes de la
maladie. Ces genes participent a l'activité du esyst ubiquitine-protéasome, responsable
naturel de la dégradation de certaines protéines kiarganisme (Giasson et callell, 2003.

La perte d’activité de ce systéme contribue au ldgpement de la maladie a travers
I'accumulation de protéines (Mc Naught, et chlature Review Neuroscienc@901).

De nombreuses études protéomigues ont déja pemnétrminer certains biomarqueurs
impliqués dans cette pathologie ; ces marqueurseoelétre un bon point de départ pour

valider notre approche de « profiling » apres digassur tissus fixés. (Tableau 11.3.1).

Protéine Approche protéomique Modification Parkinson modele Publication
pyruvate dehydrogénase gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
NADH ubiquinone oxydoreductase 24kDa gel 2D upregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
NADH ubiquinone oxydoreductase 30kDa gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
cytochrome ¢ oxydase gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
peroxiredoxin 1 gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
peroxiredoxin 2 gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
peroxiredoxin 6 gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
lactoylglutathione lyase gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
profilin gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
vacuolar protein sorting 29 gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
a crystallin chain b gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
Lasp-1 gel 2D downregulated parkin -/- Palacino et coll, 2004
a enolase gel 2D upregulated 60HDA De luliis et coll, 2005
B actin gel 2D upregulated 60HDA De luliis et coll, 2005
calmodulin analyse directe MALDI downregulated 60HDA Pierson et coll, 2004
cytochrome ¢ analyse directe MALDI downregulated 60HDA Pierson et coll, 2004
cytochrome c oxydase analyse directe MALDI downregulated 60HDA Pierson et coll, 2004
ubiquitin analyse directe MALDI upregulated 60HDA Pierson et coll, 2005
Sérum creatine kinase sang (réduction du NADPH)  upregulated human Takubo et coll, 2003
Neurofilament triplet L gel 2D downregulated human Basso et coll, 2004
Neurofilament triplet M gel 2D downregulated human Basso et coll, 2004
peroxiredoxin 2 gel 2D upregulated human Basso et coll, 2004
mitochondrial complex IlI gel 2D upregulated human Basso et coll, 2004
ATP synthase D chain gel 2D upregulated human Basso et coll, 2004
complexin | gel 2D upregulated human Basso et coll, 2004
profilin gel 2D upregulated human Basso et coll, 2004
L type calcium chanel d subunit gel 2D upregulated human Basso et coll, 2004
fatty acid binding protein gel 2D upregulated human Basso et coll, 2004
PEP19 analyse directe MALDI downregulated MPTP Skold et coll, 2006
a enolase gel 2D upregulated G93A (gene SOD1)  Strey et coll, 2004
HSP25 gel 2D upregulated G93A (gene SOD1) Strey et coll, 2004
HSP27 gel 2D upregulated G93A (gene SOD1)  Strey et coll, 2004
phosphatidyl inostol transfer protein o gel 2D upregulated G93A (gene SOD1)  Strey et coll, 2004
apolipoprotein E gel 2D upregulated G93A (gene SOD1) Strey et coll, 2004
ferritin heavy chain gel 2D upregulated G93A (gene SOD1) Strey et coll, 2004

Tableau 11.3.1: Protéines découvertes comme régulées dansatif®@modéles de la

maladie de Parkinson.
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Ces résultats sont parfois curieux, car ils peugrahdement varier entre les différentes
analyses et méme étre contradictoires dans certams par exemple, la péroxiredoxine 2,
protéine impliquée dans le stress oxydatif, a @técessivement découverte comme
« downregulated » dans le modeéle parkin (Paladiraml®, et « upregulated » chez ’lhomme
(Basso et coll). Il en va de méme pour d’autresgimes, comme la profilin.

Heureusement, d’autres semblent soumises a mansbdiguité concernant leur régulation ;
c’est le cas de di énolase, (De Iullis et coll, Strey et coll,) esdeurofilaments (Liu et coll,
Cell. Mol. Life Sci2004et Basso et coll).

Dans I'étude de la faisabilité d’'une approche gmafiling », pour la recherche ou la
validation de biomarqueurs sur tissus fixés au Bpfes digestion, des analyses directes des
zones de cerveau traitées au 6-OHDA ont été réalighiis comparées a des analyses directes
dans les mémes localisations de régions sainesetGess, réalisées sur 10 échantillons (dont
5 traités) restent bien entendu des études préline dues au faible nombre d’échantillons
analysés, et les résultats obtenus sont donc adéoassavec précaution. Notre but ici n'est
cependant pas de découvrir de nouveaux biomarquewis simplement d’observer si des
peptides (ou protéines) régulés peuvent étre ddteet correspondent a des travaux
préecedemment réalisés. Pour palier le faible nomtiézhantillons analysés, nous ne
considérons dans cette étude que les composéesaggpat ou disparaissant completement

entre des zones traitées et non traitées. (Fig3.8)l

Témoin 1

Témoin 2 v Parkinson 1

_v Parkinson 2
Témoin 3 o
g Parkinson 3

L

1750 1770 1790 1810
Mass (m/z)

Figure 11.3.8 : Superposition de 6 spectres obtenus lors d’aralylirectes sur tissus
fixés de régions de cerveaux lésés au 6-OHDA (jhéisit et de mémes régions saines
(ligne pleine) aprés digestion a la trypsine. Uonfarqueur potentiel de masse 1770,3
est signalé par la fleche.
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Les digestions trypsiques sur tissus des zonegsa&hdes zones atteintes ont ensuite été
analysées par nano-LC/LS/MS, en sélectionnaniles iepérés lors de I'analyse directe. Le
méme type de comparaison a été réalisé en digélear® un tube, au méme temps que
précédemment (3 heures), une zone entiere décaupsealpel, comparée a la méme zone
saine avec une surface équivalente.

Cette approche n’est évidemment pas réalisée dgansahditions de bonne quantification, qui
nécessiteraient par exemple le prélevement d’'unen@mbre de cellules dans les deux cas
(utilisation de la microdissection laser) et ladidation des peptides d’intérét par des sytemes
ITRAQ ou 090" (Hood et coll,Molecular and cellular Proteomic£005) Nous souhaitons
pour le moment réaliser une identification des cosd#s détectés comme régulés lors de
'analyse directe, et observer les importantesatiams (apparition ou disparition quasi-totale
des signaux) dans les profils chromatographiquaesr pme possible future étude, plus

approfondie dans ce cas, de recherche de nouvéamaigueurs.

Non lésé ‘
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Figure 11.3.9: Comparaison des profils en 3 dimensions de geptide masse
comprise entre 700 et 800 m/z et élués entre 160eminutes de deux régions
semblables de cerveau ce rat traité et non traitec @HDA.
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La représentation 3D du temps de rétention desdespen fonction de l'intensité et de la
masse, nous permet de repérer certaines varidtigm@tantes entre une zone traitée et une
zone témoin (Figure 11.3.9), démontrant que ce gahapproche peut étre utilisée pour une
recherche de biomarqueurs dans la maladie de Barkin

Un marqueur apparaissant comme régulé négativeorsrde I'analyse directe sur tissu aprés
digestion semble également fortement régulé lokadalyse LC/MS ; il s’agit du peptide de
masse 1770,3, identifie comme appartenant a l&ipetu neurofilament triplet M, et qui n'a
pas été identifié (ou détecté) lors de I'injectidyMS des échantillons simulant la maladie de
Parkinson. Cette protéine a déja été deécrite darseprs études sur la maladie (cf tableau
[1.3.1: Liu et coll,Cell. Mol. Life Sci.2004 et Basso et coll) ou celle-ci apparait comme
régulée négativement dans la maladie de parkinBenplus, la diminution de la quantité
d’ARNm semble étre corrélée avec la sévérité demkladie (Liu et coll). Ces deux
informations sont concordantes avec notre résultat.

D’autres protéines apparues comme régulées dates atetle ont €également été identifiées
pendant les analyses LC-MS/MS. La confirmationlgatétection (ou non détection) entre les
deux types d’échantillons analysés en LC appaggiémdant moins franche et nécessite une
approche plus quantitative. Néanmoins, d’'une marserprenante, de nombreuses protéines
apparaissant réegulées dans cette approche deidigesti’analyse directe MALDI sur coupe,

ont déja été décrites comme étant régulées danal&die de Parkinson. (Tableau 11.3.2.)

analyse masse % var protéine score nbre de fois détection nbre de détection régulation publication référence
directe identifiée calculée

! . . a
(MALDI) (ESI) sur zone saine sur tissu lésé
1399,9 1400,5 0.04 héxokinase 71 3X/5 0X/5 "downregulated" Pastosis et coll
1499,9 1498,8 0.07 péroxirédoxine 6 65 0X/5 4XI5 "upregulated” Strey et coll
1770,6 1770,8 0.01 neurofilament (M) 57 4X/5 0X/5 "downregulated" Basso et coll, Liu et coll
3062,9 3063,6 0.02 o énolase ? 62 0X/5 3X/5 "upregulated”  De luliis et coll, Strey et coll

a _ ., . L .
Détection dans des régions analogues

Tableau 11.3.2: Récapitulatif des molécules repérées comme éégukn analyse
directe MALDI sur tissus fixés et digérés (avecntembre de fois ou elles ont été
détectées), ainsi que leur identification réalised.C-MS/MS et les références ou ces
molécules ont été précedemment décrites dans kdmale Parkinson.

Dans notre analyse, la péroxirédoxine 6 apparaiinee plus abondante, en accord
avec les travaux de Strey et coll; cette molécagioxydante est produite lors des
phénomeénes de stress oxydatif. Cependant, la pédmxine 2 avait également été décrite

comme régulée, mais le sens de la régulation séngblatradictoire suivant les publications.
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Ne sachant pas si cela peut étre le cas pourr@efér nous nous en tiendrons au fait que cette
forme est simplement impliquée dans la maladie.

Une autre protéine,d’ enolase apparait aussi en augmentation dans étotle ; pour son
identification, étant donné la masse élevée dunfead de digestion, la MS/MS n’a pu étre
réalisée avec succes sur ce peptide. Le matchspomdant représente la somme des peptides
détectés appartenant a la séquence, lidentificatigant été confirmée sur un peptide de
masse plus faible (m/z 1803).d_enolase a également été détectée dans le ceroadése
lors de l'analyse LC/MS, mais avec d’autre peptide celui de masse m/z 3063. Méme s'il
faudrait confirmer notre résultat avec une apprqahe quantitative, ti enolase a également
éte décrite comme étant régulée positivement damsdladie de Parkinson, confirmant ici
aussi notre résultat. Cette enzyme, surtout présiars les cellules gliales, intervient dans la
glycolyse et se retrouve également plus riche danmaladie d’Alzheimer. Dans cette
derniére, It enolase est connue comme cible spécifique d’okydatt de nitrozation (luliis

et coll).

Enfin, une kinase, elle aussi precédemment décoteme étant modifiee dans la maladie,
nous apparait comme régulée négativement. Cettéeder tout comme di enolase, est une

enzyme intervenant dans la glycolyse.

Ainsi, 4 protéines avec notamment le neurofilamtriglet M, que nous avons
découvertes comme régulées dans la maladie denBankapres « profiling » MALDI sur des
tissus fixés aprés une digestion a la trypsinet dea protéines connues et déja décrites dans
cette maladie. La possibilité d’une recherche devaaux biomarqueurs par cette technique
semble donc viable, a condition bien évidemments@gpuyer sur d’autres approches
permettant d’'une part, d’identifier les composé€ (US/MS), et d’autre part de valider les
variations observées (méthodes de quantificationssgectrométrie de masse, utilisation
d’anticorps...)

Afin d’augmenter la visibilité des biomarqueurssates analyses, il peut étre intéressant de
considérer la méme approche par spectrométrie dearaamobilité d’ions. De cette maniere,
les ions isobares seraient séparés limitant agssambiguités dues aux nombres de signaux
trop importants.

Une autre voie peut aussi utiliser d’autres enzyprésentant moins de sites de coupures que
la trypsine afin de limiter ici aussi le nombreplptides. Nous avons d’ailleurs démontré que

d’autres enzymes pouvaient étre utilisés avec susimeles coupes.
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L’'imagerie par MALDI sur tissus fixés et la rechieecde biomarqueurs par « profiling » sont
donc réalisables au méme titre que pour le tisais.fil est donc maintenant possible de
réaliser des études rétrospectives sur un grandmodiéchantillons en utilisant les biopsies
conservées depuis de nombreuses années dandliethéiues des anatomopathologistes.
Cependant, certaines informations restent encaecassibles en imagerie MALDI, que ce
soit sur du tissu fixé ou sur du tissu frais. Nataent, la détection des ARN messagers, de
I’ADN, ou de protéines de tres haut poids molécelgiose probleme. Par exemple, du fait de
la fragilité des acides nucléiques, la détectiorcae composés est limitée a envion 80 bases,
alors qu'un ARNm peut en compter jusqu'a des mdlie

L’enjeu de cette recherche est grand ; la déteatamide et simple sur tissu des ARNmM
répondrait aux besoins de diagnostics toujours piasoces, en permettant la détection des
transcrits avant la production de la protéine ioupdie dans la pathologie.

De méme, le traitement de cette derniere passatarégnt par I'’étude de médicaments et de
leur répartition dans un organisme, ainsi que defleculté a se fixer sur leurs cibles, incluant
des récepteurs qui sont des protéines de trés hmag®se. Dans la méme optique, le clivage de
certaines protéines en peptides actifs impliqués dartaines tumeurs est un phénomeéne qui
peut étre intéressant a suivre par imagerie. Cgpgnh gamme de masse analysable sur tissu
frais en MALDI se limite a envrion 30kDa. Il reste possibilité de digérem situ les
protéines afin de détecter comme pour les tissés fides protéines de plus hautes masses.
Néanmoins, I'abondance des peptides produits paypgaine rendra difficile la détection des
peptides issus de maturation naturelle.

Ainsi, il est pour le moment impossible avec lehtaque d’'imagerie MALDI de réaliser des
cartes de co-localisation ARNm / proteine, drogeedpteur ou peptide/protéines etc.
L’obtention de ce genre d’informations revient &elépper un nouveau concept permettant

de s’affranchir de ces contraintes analytiques.
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4. L’imagerie spécifique par détection indirecte : leconcept Tag-Mass

L'imagerie éventuelle des ARNm implique bien évigeent une détection simple et sensible
de ces composés sur le tissu, au méme titre qusigaaux obtenus pour les peptides et
protéines. Hélas, I'étude des oligonucléotides qpactrométrie de masse et notamment par
MALDI reste de maniere générale assez complexe.n@mmous avons déja vu dans la partie
d’introduction du MALDI (Chapitre 1.3), deux prirnmales difficultés sont rencontrées lors de
cette analyse; la premiére est liée aux groupemettosphates présents dans les
enchainements d’oligonucléotides (Figure 1l.4.1)r@&nant des échanges de protons de ces

groupements avec les sels présents dans I'envinoeme(Nd et K notamment).
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Figure 11.4.1 : Structure de 'ADN (a gauche) et de 'ARN (a i) avec la liaison
phosphate reliant les différentes bases. (Nord#tafbll, Mass Spectrom. RelQ96)

Ces échanges génerent des espéces fortement stimnet donc des distributions complexes
lors de I'analyse, conduisant & une baisse desalutton. Comme décrit préecédemment, il
existe des systemes de préparations d’échantilfmimettant d’améliorer les résultats :
utilisation de co-analyte comme citrate d’ammonmumacétate d’ammonium, mais également
utilisation de résines échangeuses d’ions sousf@mmonium, permettant de réaliser une
étape de dessalage et de conditionemment des resigoour I'analyse (Nordhoff et coll,
Mass Spectrom. Re1996)
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La seconde difficulté réside dans la faible si@billes bases en phase gazeuse ; des
études ont démontré que la protonation de la nbak conduisait a la formation d’especes
ayant tendance a se fragmenter pendant I'analggecddséquent, la sensibilité est fortement
altérée, et la résolution est elle aussi attei@sdte instabilité est proportionnelle a la tailke d
I'oligonucléotide et de plus, des séquences rigmeguanosine sont plus difficiles a détecter,
car l'ionisation de cette base est moins effec{iBanoub et collChem Rew2005 ; cela
implique que les oligonucléotides de longues tsjllatistiquements plus riches en base G,
sont plus difficiles a ioniser. Cet aspect affegg@alement la sensibilité de la détection de ces
composeés ; de maniere générale, un oligonucléateldd3 bases peut étre détecté a une
guantité de 3 a 5 fmol, alors qu’'une séquence dead@s nécéssite de 1 a 30 pmol (Nordhoff
et coll, Mass Spectrom. Re¥996) Ainsi, méme si des études avec les mémes consit
en bases démontrent que les ARNm sont cependasitspdibles que les ADN, il devient
difficile dans tous les cas de détecter ces madscal partir d’'une longueur de 50 pbases en
utilisant un laser UV, a moins de travailler aves duantités assez éleveées.

Sur tissus, les ARNm d'intérét sont de tres largasmolécules allant jusqu'a plusieurs
milliers de bases (1000 bases = environ 300000 &djien sdr, la quantité de ces molécules
dans la biopsie n’est pas tres importante.

De meilleurs résultats peuvent étre obtenus panalyse de ’ADN ou de I'ARN en utilisant
un laser émettant dans I'IR. Les études réaliséedepPr Hillenkamp ont démontré que les
ions formés étaient plus stables avec cette sghimalhoff et coll,Nucleic Acids Re4994.

De ce fait, la sensibilité est grandement amélignéemettant la détection de produits PCR de

515p bases avec seulement quelques femtomolesdeifpiFigure 11.4.2).
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Figure 11.4.2 : Détection d’'un produit PCR de 515 pbases a & {A) et 300 amol
(B) en IR MALDI (matrice : glycérol). (Berkenkamp &oll, Science1998.
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Par la suite, des oligonucléotides jusqu’a 150@$#S00000 u.) ont été analysés avec succes
par cette méme équipe (Kirpekar et cdlhal.Chem 1999, tout en conservant une bonne
sensibilité avec la matrice glycérol.

Cependant, les sources IR ne sont pas encore aoilisges et sont plus délicates a
utiliser que les sources UV classiques. De plustatonné le mélange complexe de protéines,
d’ARNm ou d’ADN présent sur la coupe, il est fodsgible que I'interprétation des spectres
soit délicate, voire que la technologie elle-méragearmette pas encore cette analyse.

Dans ce contexte, il est nécessaire de dévelopmeimagerie qui soit spécifique de '’ARNm,
de 'ADN ou de trés grosses protéines, mais avepossibilité de pouvoir corréler ces
informations entre elles pour la réalisation deesade co-expressions.

Une des possibilités qui s’offre a nous peut éteedétecter ces molécules de maniére
indirecte ; cette stratégie repose sur l'utilisatide liens photoclivables sous un laser UV.
Ainsi, pour 'ARN ou I’ADN par exemple, un de cesgpements fixé sur un oligonucléotide
peut étre clivé par le laser et permettre le relagg et la détection par le spectrometre d’'une
molécule de masse connue : celle-ci peut alorsa@tby/sée a la place de I'oligonucléotide.

Ce concept de liaison photoclivable sous lampe Wéja été utilisé auparavant avec succes
pour la détection de SNP (Single Nucleotide Polyhmme) par le groupe d’Olejnik
(Nucleic Acids Researcti998 appliqué ensuite dans ce méme domaine en MALE lo
d’une collaboration avec I'équipe du Pr Hillenka(@iejnik et coll,Nucleic Acids Research
1999).

Nous avons décidé d'utiliser ce concept pour l'ierég par spectrométrie de masse en
marquant des molécules avec un lien photoclivabléaut duquel se trouve un peptide de
masse connue ; ce dernier est appelé Tag.

Plusieurs voies peuvent étre étudiées, commeisatibn de sondes d’ADNc « taggées »
pouvant s’hybrider avec 'TARNm ou I'ADN d’intéréfigure 11.4.3), ou I'étude d’anticorps
marqués pour la détection de protéines de hauteemas

La plupart des Tags utilisés dans nos études ésahtés dans le tableau 11.4.1
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Séquence
oligonucléotidique
Bras de liaison
— )
0000000 — —  — " Groupement
— photoclivable
Marqueur Molécule A =337 nm
connue
Masse M Pulse laser UV
A =337 nm
0000000 —

Figure 11.4.3 : Schéma de principe de I'analyse indirecte depolcléotides par Tag-

mass.
Nom Séquence Peptide du tag Masse peptide seul Masse calculée attendue Remarques
oligonucléotidique apres clivage
O1P1 5'CACGT ACA H2N-GRALGVFVC-CONH2 (M+H)"=921,1 (M+H)"=1368,5 Liaison S-S

GGATGTACAG 3 (M+H+0)'=1384,5 (Peptide-groupement activable)

groupement photoclivable M=447,4 u.
(M+H)*=1451,8 (M+H)"=1899,2

02pP2 5'TC GAG AGG Liaison S-S

TAC ATC GTG 3'

H2N-RPKPQQFFGLMC-CONH2

03P3 5'AA GCG GTA
CGAGTAGCAZ
PrenkG  5'CAG GAC TCC CCA

AAG GAG AACAGGA 3

PrenkD 5'GAC GTA CCA GGC
GGTAGCTGCATT T3
U-tag dUTP-Tag
Ac-Tag

(Substance P + Cystéine)

H2N-RPPGFSPFRC-CONH2
(Bradykinine + Cystéine)

H2N-RPPGFSPFRC-CONH2
(Bradykinine + Cystéine)

H2N-RPPGFSPFRC-CONH2
(Bradykinine + Cystéine)

H2N-RPPGFSPFRC-CONH2
(Bradykinine + Cystéine)

H2N-DSPEGLNRKQKPA-CONH2

(Bradykinine + Cystéine)

(M+H)'=1163,6

(M+H)*=1163,6

(M+H)*=1163,6

(M+H)"=1163,6

(M+H)*=1439,6

(M+H+0)"=1915,2

(M+H)'=1611,0
(M+H+0)*=1627,0

(M+H)*=1718,3
(M+H-0)"=1702,3

(M+H)'=1718,3
(M+H-0)"=1702,3

(M+H)'=1718,3
(M+H-0)'=1702,3

(M+H)*=1702,8
(M+H-0)'=1686,8

(Peptide-groupement activable)
groupement photoclivable M=447,4 u.

Liaison S-S
(Peptide-groupement activable)
groupement photoclivable M=447,4 u.

Liaison Maléimide
(Peptide-groupement activable)
groupement photoclivable M=554,7 u.

Liaison Maléimide
(Peptide-groupement activable)
groupement photoclivable M=554,7 u.

Liaison Maléimide
(Peptide-groupement activable)
groupement photoclivable M=554,7 u.

Ac secondaire anti lapin
groupement photoclivable M=263,2 u.

Tableau 11.4.1: Récapitulatif des différents Tags utilisés daas études, ainsi que les
masses attendues aprés clivage (= masse du pegtiletr masse du groupement

photoclivable).
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ONE-SENTENCE SUMMARIES

Biomolecules Specific MALDI Imaging

ABSTRACT -

MALDI Imaging of tissue has become a promising teghe for tracking biomarkers
while giving their localization and structural cheterization. We have now succeeded in
creating a new concept of specific targeting profa&ggonucleotides, antibodies). This
approach is based on probes modified with a phedwelble linker coupled to a tag cleaved
and detected by Mass Spectrometry. The use of pleKtianalyses is the key to this rapid,
highly sensitive and accurate approach correldéugls of expression of different mRNA or
proteins in diseases. This open the door of patjicdb proteomic studies by performing

tissue microarray for diagnosis and patient treatrfalowing.
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INTRODUCTION

MALDI Imaging method is a new essential tool foe ttirect detection and localization
of biomolecules(-5). Developments in this field have led to study #&hlize drugs, lipids,
peptides and proteins in tissue sections. The adgans to avoid time consuming and work
intensive steps such as extraction, pre-purificatinseparatior¢3, 5. Many applications of
this method have recently been successfully rehliEspecially MALDI imaging and direct
tissue analysis can be applied to diseased tigsugisectly hunt for biomarkers in tissués(
6). However the analysis of nucleotidic sequencesfigult and presents a real challenge for
mass spectrometry. Moreover, as classical MALDIysis, MALDI Imaging of protein show
restricted mass range, where some proteins likealmndance molecules, membrane or high

molecular weight proteins do not app@a#-6.

To overcome these problems, we proposed and deacklapnew concept of specific
MALDI Imaging called “Tag-Mass”. This strategy issed on the indirect MALDI imaging
of MRNA or proteins using a probe labeled with atphleavable linker which is cleaved by
the MALDI UV laser releasing a tag molecule. ThegTia a known molecule with a
characteristic mass is efficiently detectable by INDAMS allowing for molecular images to
be performed. By combining this conceptIto Situ hybridation or immunocytochemistry
methods, we are able to perform besides the chdssimwlecular images, specific
transcriptomic and peptidomic/proteomic images b&LDI-MS. Molecular distribution and
correlation of transcriptome and proteome expressieads to important advances in the field
of medical research for earlier diagnosis corretatthe presence of genes with their
concomitant protein expression. Toward these resw show the feasibility of the specific
MALDI Imaging approach which open the way to a napplication field for diagnosis by
mass spectrometry through characterization of bieocutes contained in cells that start to

change their phenotype during diseases development.

134



Chapitre 1l : Nouveaux développements en imagearespectrométrie de masse MALDI

RESULTS AND DISCUSSION

The Tag-mass concept: from indirect detection of pbtocleaved tag

to image of MRNA and proteins

Direct analysis of tissues does not allow the gatinmr of signal from oligonucleotides
due to their large size and low abundance at thel@elevel jointly to analytical difficulties
in mass spectrometr§( 8. Similar challenges are encountered for high m{as80 kDa),
membrane and low abundant proteins when probisgdi®y MALDI-MSg, 4, 5. To solve
these problems and to access the full proteometrandcriptome for MALDI imaging, we
advance a new concept for the specific imagingne$s¢ molecules. The approach is based on
the indirect detection of mMRNA and protewia a “Tag-mass”. The “Tag-mass” is composed
by a molecule of known ma$y( easily analyzable with high sensitivity by MALBbupled
to a probevia a linker that will be cleaved during analysis wling its liberation. In MALDI,
laser irradiation is an efficient way to releasgstdy using a UV photocleavable linker
(Figure 1A).The approach can be extended to perfeilLDI imaging by using specific
probes that will target either mRNA or proteins.iyigprobes incorporating a photocleavable
linker and a tag can be designed (DNA, cDNA or sargtrand cRNA, antibodies) to perform
hybridization methods liken Situ Hybridization (ISH) for oligonucleotides probes or
ImmunoCytoChemistry (ICC) for antibodies probe pedfically target mMRNA or proteins.
Photocleavable tagged oligonucleotides probes @muded in combination with ISH for
hybridizing the probe to its mMRNA target. In MALDhaterial ejection is promoted by laser
irradiation and restricted to the cross sectiora dsetween the laser beam and the sample
surface. The mass spectrum reflects the molecuolaposition of the tissue in this specific
site. If the tagged probe hybridizes to its commatary mRNA sequence then the laser
irradiation will photocleave the linker, inducinggt release, leading to a characteristic signal
of known mass. At positions where no target mRN@ @resent, the characteristic signal for
the tag will not be observed. Thus, similarly tasdical MALDI imaging, by scanning the
tissue section, images of mMRNA can be indirectlyamied by reconstructing the molecular
image of the tag molecule on the basis of its nsgsal in the mass data. This approach
brings mass spectrometry’s sensitivity and the ipdigg of multiple imaging at once using
multiple tags (Figure 1B).

The same strategy can be adapted for mapping targitins using tagged antibodies in
combination with ICC experiments. A specific taggadtibody can be used for direct
experiments. However, to our point of view, additiof the linker and tag on a secondary
antibody recognizing the C-terminus of a primaryilady is easier to use and allows for

135



Chapitre 1l : Nouveaux développements en imagearespectrométrie de masse MALDI

signal amplification. Thus, as for ICC experimergrimary antibody will specifically bind
its target antigen. The tagged secondary antibatlyhen specifically recognize the first one.
Then, as for mRNA, the scanning of the tissue sadily MALDI MS will allow to indirectly
get the protein molecular images, by monitoring tag in the mass spectra. As for
oligonucleotides, multiple different proteins spg®cimages can be obtained by MALDI in
one experiment by using tagged secondary antibaidesloped in different animal species.
Specific molecular imaging of mMRNA and proteinsnigrithe mass spectrometry
sensitivity and multiplex possibilities. This shdul be of great interest for
transcriptome/proteome co-localization mapping it find applications for co-locating a

protein and its corresponding mRNA.

Photocleavable tagged oligonucleotide probes: mMRNMALDI imaging

As first step®), performances of photocleavage dissociation utideMALDI UV laser
were evaluated for oligonucleotides. Photocleavaliker was bounded to the 5’
oligonucleotide end and peptides were chosen asaad photodissociation was assumed to
induce cleavage directly between the phosphatepgama the photoactivable linker (Figure
2A). As shown Figure 2B, photocleavage is efficientler the laser irradiation and lead to the
observation of the expected characteristic sigoal the tag (m/z 1626.37noted P-PC).
However, the MALDI mass spectrum clearly show th@0% photocleavage yields is not
achieved since signals corresponding to the whatigci structure are still observed (m/z
6970.50 for MH ion and 3489.92 for Mpi* ion). Signals at m/z 5351.03 and 2678.79
correspond respectively to the MHand MH?* signals of the oligophosphate after
photocleavage. Peaks are broads inducing decreasass measurement precision because of
salt adducts formation and metastable fragmentatsralways observed for oligonucleotides
analysis in MALDI. At m/z 1163.9, the low abundanpeak was attributed to a fast
fragmentation process liberating the peptide aland associated to the existence in the
structure of a disulfide bridge. To study the podisy of using photocleavage under
multiplex analysis conditions, a mixture of thre&gopeptides corresponding to three
different 20 mers oligonucleotides and three déferpeptides was investigated. As presented
Figure 2C, expected characteristic signals of thetqrissociation (P-PC) were observed as
proved by the presence of peaks at m/z 1346.953.760and 1891.72. As expected from
previous data fast fragmentation ions were alsemesl (m/z 1161.87, 1449.88) and were
especially intense for one of the peptide. For sgbent experiments, bradykinin which gives
the best sensitivity (100 fmoles) and ease of dietein all analytical conditions was selected

(P3). To increase sensitivity by suppressing fesgrhentation signals a new photocleavable
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linker/tag system was designed replacing the damulbridge by a maleimid group for
bounding the tag peptide to the photocleavableelirfkigure 3A). Studies performed on this
structure clearly demonstrate the suppression flagimentation signal and increase of
expected signal for photocleavage. This photoclelavdinker/tag system was used to
construct double strand cDNA oligonucleotidic prebBroenkephalin was chosen as model
target mMRNA because of previous studies giving@ddmackground on this molecules mRNA
repartition in the rat braidQ, 1J. Classical untagged primers and tagged primeasriggthe
photocleavable linker/tag system were designedherptoenkephalin cDNA sequence. Both
types of primers were used for RT-PCR amplificateord have demonstrated to give same
results in term of amplification product and yieilamplification. Using RT-PCR a 400 b.p.
double strand cDNA oligonucleotidic probe was aiddl. The probe was tested for ISH
experiments followed by MALDI direct analysis ofetlhybridized rat brain tissue section for
tag detection. Obtained mass spectra, clearly dstradad the possibility of detecting the
characteristic ion signal for the tag in some dpeoegion of the section hybridized with the
tagged probes. This signal was never found fotiisele sections were the classical untagged
proenkephalin probes were used. However, signahsity for the tag was weak and the
method slightly lacking of sensitivity. Neverthedeshe feasibility of the proposed strategy
was unambiguously demonstrated here. To improvsitsgty but also to increase specificity
and ease of use strategy was slightly modified.

An alternative approach called dUTP-TAG was devethbased on labeling with the
same photocleavable linker/tag system of an urdake on the pyrimidic moiety. This new
designed keep free both 5" and 3’ end of the nuideallowing the synthesis of riboprobes
by in vitro translation to be performed. This first aspectegopportunity for increasing
specificity of the method avoiding for non specthinding to genomic DNA. Moreover, used
of tagged nucleotide basis lead to the incorpomatibone tag for each T nucleotide required
by the amplification process according to the mespience (Figure 3B). This second aspect
increase sensitivity. Finally, the use of taggedleatides as a very practical aspect, since
these nucleotides can be used for all purpesesvhatever probe amplification. U-tagged
nucleotides were tested for photocleavage as pebséigure 3C. Again characteristic signal
of the tag peptide was observed (m/z 1163.23) avitery good S/N ratio and signal intensity,
again maleimid group incorporation preserving fréast fragmentation process. dU-tagged
system was used for amplifying by RT-PCR the preghialin probe. As expected from the
structure (Figure 4A) and previously describeddoiTP-DIG systemsl) (Ree et al., 1992)
dNTP ratios had to be optimized and best resulte wbtained with dU-TAG and dTPP in a
ratio of 1:3. ISH was performed with the multipkeggged proenkephalin amplified probes.
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Direct MALDI analysis of the hybridized rat braiisgue section was then carried out and
compared to the analysis of the adjacent tissuéioseafter ISH with same untagged
proenkephalin probe amplified in the same cond#ianth unmodified dNTP (Figure 5A).
For the multiple tagged proenkephalin probe in Bjgeegion the characteristic signal of the
tag peptide was observed as shown on the massigpegthereas this signal never appear in
none of the region of the rat brain for the clasisprobe. As expected, mass spectra reveal a
clear increase in detection for the ion correspogdo the tag peptide. MALDI imaging was
subsequently performed on this tissue section bgnrsog the tissue and recording
corresponding mass spectra (7000 spots, 100 ums)skgsed on the characteristic tag signal,
molecular image was reconstructed as presentedeFigf8. Thus, the obtained image gives
the molecular image of proenkephalin mRNA. As obséy the image very well fit the tissue
morphology and matches with proenkephalin mRNA rifistion obtained by ISH with
autoradiography detectialf). These experiments are clearly the proof thatcwecept of

specific mMRNA imaging by MALDI mass spectrometryeasible.

Photocleavable tagged antibody probes for antigen KL.DI imaging

The same concept was applied for performing spetifages of proteins using tagged
secondary antibody. As previously explained, ineortb gain sensibility and ease of use
secondary antibodies were tagged on the C-ternpadl of their Fc chain (Figure 4B).
Immunocytochemsitry (ICC) experiments were perfatmeth a classical primary antibody
directed against the protein of interest and habiperoxydase or FITC tagged secondary
antibody was replaced by our specifically modifematibody for MALDI imaging. Tagged
antibody was firstly tested for evaluating yield photocleavage and checking out the
presence of expected tag signals. Mass spectratdetick observation of two characteristic
signals for the tag (m/z 1686.43 and 1703.23). ktigm/z signal correspond to the P-PC
moiety observed with the oligonucleotide probese Th/z 1686.43 signal corresponds to
same moiety, minus one oxygen molecule. Such sghale already been described from
photocleavable system but no mechanism was propdsed unexpected less abundant
signals were also observed and were attributecbmoesof the maleimide intermediates of
reaction remaining in the solution even after pcation. As for oligonucleotides,
photocleavage with antibodies was highly efficiesdnducting to the observation of
characteristic signals. For imaging experimentsrdftC, Carboxypeptidase D (CPD) protein
was chosen as the target protein for differentaessnd in particular its specific presence in
some rat brain regions as known from previous stidnd its impossibility of direct detection
by MALDI imaging because of its mass and natureniimi@ne protein of 180 kDd}Y). ICC
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experiment was carried out in parallel on two agljgcrat brain sections using the same
primary antibody and comparing our tagged antibimdihe same FITC labeled antibody. As
shown Figure 5C, several signals were observed fhendirect analysis of the tissue section
with the FITC antibody corresponding to peptidesspnt in the tissue section. Mass spectrum
obtained in the same region with the tagged anyitadsio presents these signals, however, in
this case two more signal that correspond to theeebed signals for the tag peptide are also
observed. This tissue section was then kept for MAImaging scanning on 30 000 spots,
100 um steps. On the base of signal intensityercharacteristic ion at m/z 1686.43 which is
the most abundant one, the image was reconstrgoted) indirectly the image of the protein
(Figure 5D). As observed in the figure very goodagm resolution was obtained. It is
remarkable that protein distribution in the secti®mperfectly correlated to tissue structure as
observed when comparing to a picture of the sedigfore ICC experiments. In parallel, on
adjacent sections same experiments were perfornitpdanti rabbit antibody coupled to a
peroxydase enzyme for specific reaction with cohetric detection using either DAB or 4-
chloronaphtol. Comparison of pictures with T-chlwapthol or DAB labelling to MALDI
image based on the tag detection show that CP2iprat detected in the same brain area
using both methods, thus validating the methodaldgxen, in some specific area such as
hypocampus protein was detected with the tag-masdera while no signal was detected with
the colorimetric reaction, meaning that the indiréetection by mass spectrometry is much
sensitive than classical revelations. ComparingMidé.DI image of CPD to the fluorescence
one obtained on the section on which FITC antibag used; it is observed that MALDI
was even quite as sensitive as fluorescence.ribted that the MALDI molecular strategy
gives a more localized signal as compared to feamece that diffuses and present a certain
amount of background noise due to the natural éscgnce of the tissue. Moreover, at a low
magnification, signals are found in the same alBadluorescence and MALDI imaging.
However, by the present time MALDI imaging does atdow for sub-cellular localization
such as what can be achieved by fluorescence. Meremo quenching as well as auto

fluorescence problems can be observed with tagggblealies.

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

We demonstrate, here, a new concept for specifaging of mRNA and proteins with
MALDI mass spectrometry. This technique is a spec#pproach to image a targeted
molecule in a tissue. The strategy relies on thditatd of a probe molecule, which
specifically targets a biomolecule with a photochdze linker bearing a tag moiety released

by MALDI laser irradiation through photodissociatiand thus easily analyzable. We have
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successfully tested this strategy with peptide fagligonucloeotide and antibody probes.
Thus with this method a 180 kDa membrane proteth@oenkephalin mRNA were imaged.
For oligonucleotides, U-TAGGED nucleotide was fouta be the best alternative for
increased sensitivity and flexibility. Mass speantedric detection was shown to be very
sensitive giving repartition of the molecule on tivhole tissue section and even more
sensitive than most of the classical method usergxydase as substrate, and to give highly
resolved images of molecules that could not bergbgedirectly by MALDI imaging.

However, sensibility of the method can still bereased multiplex experiments with
several different tags will be explored. Imagessalation as also to be improved and is
currently under development. This concept is atsteé extended to other probes including
lectins or aptamers that will allow for imaging pehccharides, peptides, proteins or drugs
respectively (Figure 6). It is also obvious thdfeatent families of tags that will give better
signal detection by MALDI should be developed. ThMALDI matrices or compounds
absorbing at the laser wavelength and possiblyctdike by Laser Desorption lonization
(LDI) will be looked for in order to acquire imageathout the need for matrix. Finally,
photocleavage is a very elegant strategy but linkeat will dissociate by prompt
fragmentation during desorption/ionization processild be a good alternative. Linker
dissociation by fragmentation could perhaps leaa lhigher tag release rate. Moreover, using
such linkers could extend the concept from UV to MALDI or even to SIMS mass
spectrometry for specifically designed linkers aads depending on the ion production
method used. SIMS applications could also be vémadive, as SIMS imaging allows
subcellular probing (classically 1 um resolutidmwever in the current state SIMS is limited
to monoatomic elements or small organic compoundk as lipids. Finally, Tag-mass could
open a great opportunity for mass spectrometrynage all biomolecules present in tissues,
with a very high sensitivity and without being r&sed by low abundance or size. In addition,
specific imaging could be used for relative quacaiion of target molecules. Using similar
tags that differ from each others by isotopic cosifan (e.g. deuteriated molecules) and
presenting the same behavior when analyzed MALUiIs bpening the way for quantification
by MALDI imaging. Finally, the concept could alse kransferred to microarrays for more
guantitative and specific detection.

Such strategy gives the opportunity to obtain twgrteme/proteome co-localization
maps bringing very interesting information on bmtml processes as for example for
diagnosis screening the transcript before the sgilof the corresponding protein. Extending
MALDI specific imaging to aptamer probes for exammlill also allow for example to co-

localized a drug and its assumed receptor target.
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FIGURE CAPTIONS

FIGURE 1:

A. Schematic representation of the concept of MALDagmg of mRNA using tagged
oligonucleotide probes for detection by photoclegva

B. Scheme of the photcleavable linker/tag system fodiréct detection after

photodissociation under the MALDI UV laser waveldng

FIGURE 2:

A. Developed structure of the oligonucleotide tagged tlhe photocleavable linker

tag/system intact and after photodissociation utiteeMALDI laser.

B. MALDI mass spectrum in the linear positive modeaof oligopeptide including a 20

mer oligonucleotide sequence and the photocleaaflsystem with 3-HPA as matrix.

C. MALDI mass spectrum in the reflectron positive raaf three oligopeptides including
three different 20 mer oligonucleotides and thetptieavable linker/tag system with

three different peptides as tags with HCCA as matri

FIGURE 3:

A. Developed structure of the oligonucleotide tagbgdthe photocleavable linker/tag
system with a maleimide group for bounding to g peptide structure.

B. Scheme of the incorporation of the tagged U nuideadh a single strand RNA probe.

C. MALDI mass spectrum in the reflectron positive marfethe U-tagged nucleotide in

solution with HCCA as matrix.

FIGURE 4:
A. Developed structure of the U-tagged nucleotide

B. Developed structure of the photocleavable linkgr/system modified secondary
antibody

FIGURE 5:

A. Compared MALDI mass spectra in the linear positivede recorded on two adjacent

rat brain sections in the same region of the brafter ISH of double strand
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oligonucleotide cDNA probe corresponding to progiiain for classical untagged

proenkephalin probe and the U-tagged proenkeppatibe.

B. Rat brain tissue section picture before ISH expent® and MALDI image
reconstructed by scanning the tissue section &8er experiment with the U-tagged

proenkephalin probe (7000 spots separated eaddOgfit).

C. Compared MALDI mass spectra in the linear positivade recorded on two adjacent
rat brain sections in the same region of the bediar ICC experiment with a primary
antibody directed against carboxypeptidase D pmotaid a rabbit FITC polyclonal
secondary antibody labeled with a FITC or bearirggghotocleavable linker/tag system

D. Rat brain tissue section picture before the ICCeerpent and corresponding MALDI
molecular image reconstructed on the tag peptideacieristic ion screening after ICC
experiment with the tagged secondary antibody (BG€}fibts separated each of 100 um).
and comparison to pictures of specific region @& #djacent rat brain sections after ICC
experiment with FITC or peroxydase secondary adibo

FIGURE 6:

Schematic representation of the concept of theifspemaging for different target

biomolecules and probes.
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ADDITIONAL MATERIALS

MATERIAL M ATERIAL AND METHODS

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA), 3-hydroxydioec acid (3-HPA),
Angiotensin 1l, Des-Arg-Bradykinin, Substance P, BRC 18-39, ACTH 7-38 and bovine
Insulin were obtained from Sigma-Aldrich and usedhout any further purification.
Trifluoroacetic acid (TFA) was purchased from AppliBiosystems. Acetonitrile p.a. and
methanol p.a. were from J.T. Baker.

For Tag synthesis, solvents (DMF, dichloromethgnekthased from Biosolve were of
the peptide synthesis grade and used as they &ee.amino acids, the 4-[4-[1-(Fmoc-
amino)ethyl]-2methoxy-5-nitrophenoxy]butanoic ag¢mhotoclivable linker) were purchased
from Novabiochem, the N-methylmorpholine (NMM), tidN’-Diisopropylcarbodiimide
(DIPCD), N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiide hydrochloride (EDAC), the
N,N-Diisopropylethylamine (DIPEA), from Aldrich, ¢h trifluoroacetic acid, the 2-(1H-
Benzotriazole 1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium aditvoroborate/N-Hydroxybenzotriazole
(TBTU) from Biosolve, the goat anti-rabbit IgG, tR® 10 (G 25 resin column) from Sigma

and the 3-Maleimidobenzoic acid N-hydroxysuccinienester (MBS) from Pierce.

Tag synthesis

Photocleavable tagged oligonucleotide

The peptide is synthesized on Symphony (Proteimhii@ogies Inc.) and purified on a
Delta-Pak C18 15um 100A column (Waters). The oligeotide is synthesized from 3’ to 5’
on Expedite (Applied BioSystem). The amine functath photocleavable linker is added in
5’ before cleavage and deprotection. These steppaformed using a NJH 28% solution
during 24 hours in the dark. The amino oligonucteois then purified on a Delta-Pak C18
15um 300A column (Waters). The amino function of thligonucleotide is coupled to a
heterobifunctional reagent comprising a maleimidiection. The maleimido oligonucleotide
is solubilized in water and added to a 1.2 equivtaté peptide in solution. The mixture is let
under stirring for 16 hours.
The oligo-peptide conjugate is then purified onedt®Pak C18 15um 300A column (Waters)
and characterized by MALDI-MS (see Mass Spectroynsiction).

Photocleavable tagged antibody
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Peptides were custom made by Eurogentec S.A. wihd phase peptide synthesis
(SPPS) on a 0.25 millimole (mmole) scale using F®sftuorenylmethyloxycarbonyl amino-
terminus protection) standard synthesis protocoksgdivalent of Fmoc-AA) with double
coupling reactions (twice 40minutes ) using TBTU/MMhas activator on a Symphony
( Rainin Instrument Co, Woburn, MA, USA ) synthesizThe photocleavable linker (4
equivalents) was introduced manually using DIPCIRIPA (2 hours) as activator.
Purifications were performed by RP-HPLC on a Watbtidford, MA, USA) Delta-Pak C18
[15um-100A-25x100mm] column using a Waters liqumdacnatography system consisting of
Model 600 solvent delivery pump, a Rheodine inje@nd a automated gradient controller
(Solvent A: H20-0.125% TFA; Solvent B: CH3CN-0.1%A, Gradients: 5-15% to 30-60%
B in 20minutes). Detection was carried out usingd®loM2487 variable wavelenght UV
detector connected to the Waters Millenium softw@etrol unit. The Quality Control was
performed by analytical RP-HPLC on a Waters Deld&-FZ18 [5um-100A-150x3.9mm]
column (Solvent A: H20-0.125% TFA,; Solvent B: CH3@N.% TFA. Gradient: 100% A to
60% B in 20minutes) using a Waters Alliance 269p&8ation Module equiped with a Waters
996 Photodiode Array Detector and by MALDI-TOF Msg2¢ mass spectrometry section).

The Functionalisation with the photolinker derigatl peptide A was done as follow: a
solution of 0.5mg of MBS in 300ul of DMF is addeda solution of 4mg@f goat anti-rabbit
IgG in 2ml of PBS and mixed for 30min. The solutisnthen desalted on a PD 10 column
using 50mM phosphate buffer at pH =6. To this dedahctivated IgG, a solution of 1mg of
the photocleavable derivatised peptide in 300.DiIiF and 1ml of PBS is added and stirred
for 3h at room temperature. Afterwards, the reactizixture is dyalised overnight against
PBS (membrane cut-off 12-14 000).
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Synthesis of a dUTP-peptide conjugates with a ploteavable linker

'ﬂ 0 H 0]
N \n/\/\/\ ?‘J\/\/\)\[(\)J\peptide
o} H O

HN | H 0 NO,

_ 0”7 N
Triphos-O ‘w

OH

O

o) J]\/\/\/NHFmoc
F
HN
| GT115A
o) N
DMTO‘@
\ o

OH
o N)I\/\/\/NHFmoc
=Z |
HN | H
\ CMM660A
(0]

IrI—=

@)

DMTO*@
(@)
§ I
)I\/\/\/ NHFmoc
|

OH I

HN H
O)\N CMM653B
DMTOH
o)
o)
0
0
NH-CPGsgq

153



Chapitre 1l : Nouveaux développements en imagearespectrométrie de masse MALDI

In order to prepare this triphosphate a Fmoc ptete€PG resin was required. The
succinylate was prepared from GT115A (100mg). Thene was relatively pure but
contained a small amount (by TLC) of a higher ragnnon-tritylated compound (originates
from the Sonogashira reaction and does not ineeregth subsequent reactions and was not
visible in the NMR spectra of the sample). Sincevdis not possible to purify the succinate,
the reaction was modified slightly. It is normaladd 2 equivalents of succinic anhydride to
the reaction to get quantitative yield but if tissnot removed completely the amino residues
of the cpg resin can become blocked during funefisation. Therefore, 1.5 equivalents were
used since the exact purity of the product is wrd@ned. The reaction did not go to
completion (from TLC this was more than 50% by cangy the intensity of the components
on the TLC by UV(254nm) and the intensity of the DNation on treatment with HCI fumes.
Since the non-succinylated product will not redbe resin was functionalised using this
mixture. The resin was prepared but the loadingiy low, 5.41molg* (180mg).

The resin was detritylated using 2% TCA/DCM waskath DCM and the process
repeated until no orange colour due to the DMTocatvas observed. This was then dried
(suction under argon) and the resin soaked in pyFL:3 (0.4ml) for 5 minutes before a
solution of 0.1M Eckstein’s reagent in dioxane vadsled (0.1ml). The reaction was allowed
to stand for 15 minutes after which time the resas washed (dioxane, MeCN) and dried
(suction under argon). The resin was then soakedainsolution on 0.5M bis-
(tributylammonium) pyrophosphate in anhydrous DMfé dri-n-butylamine for 20 minutes
and the resin washed (DMF, MeCN) and dried (suctioder argon). The product was
oxidised (iodine/water/pyridine/THF for 30 minutesyashed (MeCN) dried (suction under
argon). The Fmoc protecting group was removed (pigéridine/DMF, 0.5ml, 20mins) and
the resin washed thoroughly, (DMF, MeCN) and diigaction under argon). This was then
washed with DCI and a solution of DCI/photolabiteiao linker CEP (1:1, 0.5ml) was added
and the reaction allowed standing for 20 minutdse $olution was removed and the resin
washed (MeCN) and dried (suction under argon). Atune of cap A/cap B (1:1, 0.5ml) was
added and the resin soaked for 5 minutes beforevieg the capping reagents and washing
and drying the resin as before. The product wadised (Y THF/pyr/H,O, 5mins) and the
resin washed and dried as before. This was clefroed the resin with cNEDH at room
temperature for 30 mins, then purified by anionhexge HPLC on a Dionex NucleoPac100
HPLC column using the following solvent system RBuffA:0.1M NHCI with 10%
acetonitrile; Buffer B: 1M NBCI with 10% acetonitrile; flow rate 2.5 mL/min. uagi
6Triphos.mth. This gave 3 fractions (A:-7mins, B3mins and C:-10.3mins). All 3 fractions
were lyophilized over night before being desaltgdréverse phase HPLC Buffer A: Water;
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Buffer B: acetonitrile; flow rate 4 mL/min. The 8attions were again lyophilized overnight
before being suspended in 200ul of water. M.S. glubthat CMM661A pk 1 was definitely
not the triphosphate but it could be either CMM@6Dpor 3 (very similar M.S. profiles).
(CMM662A was formed from CMM661A pk 2 and CMM663Aaw/formed from CMM661A
pk 3).Both samples were then used in the subsegeaation. Bicarbonate buffer (10ul) and
the maleimide NHS ester (50ul) were added to eahpke and the reactions agitated
overnight. The samples were diluted with milliQ aa500ul) and filtered. The samples were
purified by RP-HPLC, buffer A: 0.1M TEAA, buffer BvieCN, flow rate 4mL/min. using
MeCN50.mth and the coupling of the peptide wasiedmut on these fractions.

Tissue preparation forin situ hybridization (ISH)

Formalin Fixed Paraffin Embedded tissues (FFPE)iaes of 10 um were transferred
onto a conductive ITO-glass. Sections were stoted0&C overnight for good adherence.
Tissues were then dewaxed using xylene (2x15 nshuséad then hydrated during 5 minutes
in 3 steps mixed ethanol/water baths (96°, 70°).3B&ctions were prepared according to
classical ISH protocols. Tissues were incubateglyaine 0,1M/Tris HCI buffer (pH7.4), then
treated during 15 minutes with proteinase K fort@iro digestion (1ug/pL in IM/Tris HCI,
0.5M EDTA pH 8). After post-fixation with 4% parafoaldehyde (0.1M Phosphate/5mM
MgCI, buffer pH 7.4) during 15 minutes, bath of 10 mewtvith triethanolamine (0.1M pH
8) were realized. Sections were washed with SSGh2X ultrapure water during 5 minutes.
Probes were denaturated at 100°C during 10 minatesafter a 3 steps tissue dehydratation
(30°, 70°; 96°), hybridization was done during 1@H55°C dissolving cDNA probes in
hybridization buffer (Dextran sulfate 10%, formami®sl0%, SSC 20X 20%, Denhardt’'s 100 X
10%). Tissues were incubated with Rnase (10pg/m2C330 minutes) then rinced 10
minutes with successive SSC/2mercaptoethanol (0.@d%tions (2X, 1X) and twice 0.5X at
55°C during 30 minutes. After rincing slices witl8G 0.1X during 5 minutes at room
temperature, one bath of ultrapure water was me@dlia remove excess of polymers. Tissues
were kept drying at room temperature before MALDAtnx application.

Tissue preparation for immunocytochemistry (ICC)

Adult male Wistar rats weighing 250-350 g (animallfare accreditation by the French
ministry of the agriculture N° 04860) maintaineddan standard care were used. Animals
were sacrificed by decapitation and immediatelyselised to remove the brain. Frozen
sections of 10 um were performed on a cryostat mmehediately transferred onto a

conductive Indium-Tin Oxide (ITO) glass (Bruker Ralics, Wissenbourg, France).
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After drying sections during 5 minutes at room tenapure, tissues were heated at 80°C
during 20 secondes for good adherence on slidgsbriaen sections were incubated at room
temperature with 500 pL buffer (0.1M PBS / 1% BSE/4 normal goat serum / 0.05% triton
X100) for 30 minutes. The same buffer was used itoted carboxypeptisase D (CPD)
antibody (1/400), and incubation was performed gt at 4°C. After 3 times washing in
PBS, sections were incubated with peroxidase-catgagsecondary antibody (anti-rabbit IgG
1/100 developed in goat; Jackson ImmunoresearchHompe LTD) or FITC-conjugated
secondary antibody (anti-rabbit IgG 1/100 developedoat; Jackson Immunoresearch Inc.
Europe LTD) or using Iptocleavable tagged antibody (1/100) during 80utes at room
temperature. After another 3 washing steps in P&ffeh the sections for peroxydase ICC
were incubated in chloronaphtol with 0.05%QH for detection. Reaction was stopped with
several PBS and ultrapurewater baths. For FITC IGlices were prepared using
phenylenediamine in glycerol. For photocleavablggéal antibody, tissues were rinced 3
times during 5 minutes with ultrapure water to remealts, and sections were kept drying at
room temperature before matrix application. Tissmese then, compared using microscopy

Mass Spectrometry
Sample preparation for MALDI/MS analysis.
For classical analysis 1 pL of sample solution angdL of matrix solution were mixed

on the MALDI plate according to the procedure & tiried-droplet preparation.

Classical analysis in linear Mode

Acquisition parameters were set to: acceleratidtage: 20 kV; I grid voltage: 94%:;
guide-wire voltage: 0.05% ; extraction delay tirA60 ns.

Each recorded mass spectrum is resulting fromvbeage of 100 laser shots.

MALDI-MS Direct Analysis and MALDI imaging

MALDI-TOF mass spectra and imaging were performadaoVoyager-DE STR mass
spectrometer (Applied Biosystems, Framingham, MAA) with delayed extraction (DE)
and a 337 nm pulsed nitrogen laser. For classitlyais, HCCA was used at concentration’s
of 10 mg/mL in ACN /HO (2:1, vi/v, 0.1% TFA) and 3HPA at 50mg/mL indfammonium
citrate (100mM). For direct tissue analysis and NDALimaging, HCCA was used at 10
mg/mL in ACN /HO (2:1, v/v). Matrix was applied onto the tissuengsa micropipette
(typically 20 pL for a whole rat brain slice) angen dried at room temperature. External
calibration was performed using a mixed solutionpeptides (1.6 UM bradykinin, 1.6 uM
Substance P, 1.6 uM ACTH 18-39, 3.2 uM ACTH 7-38, 4M bovine Insulin and 4.8 uM
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bovine Ubiquitin in HO). Slices were visualized in the mass spectromedieig a color CCD
camera (SONY). Each recorded mass spectrum istiresdfom the average of 100 laser
shots on the area of interest. Acquisition pararsaetere set as follonacceleration voltage:
25 kV, T grid voltage: 94%, guide-wire voltage: 0.1%, estien delay time: 200 ns.

Images were reconstructed using MALDI Imaging Td®&&T, M. Stoeckli, Novartis
Inc., Switzerland). 30 000 points covering the vehslice with 100 laser shots per position
were scanned. From each position the software mesasun average mass spectrum with its

coordinates on the slice.
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Comme décrit dans cette étude, deux ions caraif@res sont détectés apres clivage des Tags

sous irradition UV. Les ions (M+H)sont probablement formés suivant le mécanisme

suivant :
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Réaction 1: Mécanisme proposé pour la formation des ions HM+apres
photoclivage.

Le deuxiéme ion observé correspondant a la peute atome d’oxygéne (M+H-Okpst sans

doute formé par un mécanisme radicalaire a pagtliiah clivé (M+H)" résultant de la
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Réaction 2: Mécanisme proposé pour la formation des ions HM®)" aprés photoclivage.
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L'utilisation de molécules marquées couplées avelien photoclivable nous a permis
de développer un nouveau concept dimagerie peamtetta localisation spécifique de
molécules de différentes classes telles qu’acidekiques ou hautes protéines.

Ce type dinformation était pour le moment inacdasspar spectrométrie de masse et
s’appuie au départ sur les techniques d’'imagenbique classique comme I'HIS et I'ICC.
Cependant, un réel apport de la technologie TagsMaar I'imagerie de maniére générale est
bien décelable. En effet, la révélation au DAB da digoxigénine ne permet la localisation
gue d’une protéine ou d’'un type d’ARNmM a la foise& I'utilisation de la fluorescence, cette
limitation est repoussée a la détection de 2 oudémes en utilisant des fluorophores
différents et avec un protocole bien adapté. Dangds de l'imagerie tag-mass, ou la
sensibilité semble moins bonne qu’en fluorescentais meilleure qu'avec le DAB, il est
théoriquement possible d'utiliser une infinité deléctules marquées étant donnée la gamme
de masses théoriquement illimitée du MALDI. En jppa, il faut bien évidemment
considérer I'encombrement stérique maximum desessdr la coupe lors des hybridations,
ainsi que la sensibilité de détection qui restellmee pour des masses plus faibles. De la
méme maniere, dans le cas de I'anticorps taggemuitedétection de protéines de haut poids
moléculaire n’est possible que par I'utilisatiomkicorps secondaires spécifiques de la méme
classe que l'anticorps primaire (anti-souris, a&hivre, anti-cheval etc.) ce qui peut
egalement limiter I'approche. En conséquence, tilrasonnable de penser que l'imagerie
d’'une dizaine ou d’'une vingtaine de ces molécukas @tre obtenue sans trop de difficulté.
Ceci représente un gain en terme de vitesse dsitiquni d’'un facteur 20 par rapport aux
techniques DIG ou DAB et d'un facteur 8/10 par @@ la fluoresence dans le cas bien sir
ou les composés sont détectables par spectront#rimasse. Cette vitesse d’acquisition
trouve tout son sens pour la recherche de biomargu®nnus dans certaines pathologies, et
comme outil supplémentaire de détection permetianexemple a des chirurgiens de déceler
sans ambiguité les frontieres d’une tumeur.

Un deuxieme aspect, qui peut étre corrélé au prermpour la détection de
biomarqueurs, réside au niveau de lI'aspect sermtdataf de I'analyse. Si le MALDI est
connu pour ses difficultés a réaliser des analgsesititatives, c’est en grande partie du fait
de la variation de lincorporation des composés sdées cristaux de matrice. Cette
incorporation est majoritairement dépendante deolaposition de I'échantillon (présence
d’'impuretés ou de sels) et surtout de la structlurgoroduit & analyser : lipides ou peptides,

peptides ayant des séquences primaires différette®ans le cas de I'imagerie Tag-mass de
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deux molécules, il est tout a fait envisageabldiltbar des peptides de méme séquence, mais
que I'on puisse différencier par un marquage isiotop particulier (&3 0'2...) comme ceux
utilisés en quantification classique. Il seraitralpossible d’obtenir une localisation semi-
guantitative de de protéines, ou d’ARNm a I'étasddaet de suivre cette évolution aprés
I'ajout de drogues, d’ARNi (ARN interférences), pi@téines, de peptides, ou de lipides etc.
De ce fait, les possibilités et les applications ieragerie « par tag » sont multiples et
diversifiées. De plus, cette technique promettaiea est qu'a ses débuts et de nombreux

développements futurs peuvent étre envisagés (@abld.2).

Développement Type de Tag concerné Applications
multiplexe imaging Tous (ARNm, ADN, Protéines...) Multi-détection de biomarqueurs
Ribosondes Tag ARNmM Détection spécifique des ARNm
Ac taggé anti DIG ARNmM Détection spécifique des ARNm
Tag couplé & une matrice MALDI Tous Imagerie quantitative,

Pas de délocalisation du tag sur le tissu
Lectine taggée Lectine Imagerie des sucres
Aptamére taggé Aptamere Imagerie de tout type de molécule
Matrice ionique pour imagerie dutag Tous amélioration de la signal et sensibilité,

acces au mode réflecteur (reconstruction précise d'images),
réduction de la délocalisation sur le tissu
Tag et tissus fixés / paraffinés Tous 2éme voie d'utilisation possible des tissus fixés

Tableau 11.4.2: Exemples de développements possibles utilisamtédhnologie Tag-
mass.

Parmi ces développements, on peut évidemmentukedrd’imagerie multiplexe de
plusieurs protéines qui peuvent étre en relatiopaint de vue biologique : protéine et son
récepteur, protéines protégées par des protéinepentnnes, processus d’activation
enzymatique (enzyme de phosphorilation et leurkegjh. De cette maniere, il sera possible
de dédier 'imagerie MALDI a un véritable processusysiologique ou médical et plus
uniqguement a une stratégie de recherche de biomargpathologiques. Ces expériences
peuvent probablement étre réalisées sur des tis®sset paraffinés, ouvrant une deuxiéme
voie possible a l'utilisation de ces tissus parcsmenétrie de masse.

De méme, l'activation d’'une protéine ou l'augmeioiatd’'une quantité protéique peut étre
suivie du point de vue de 'ARNm, par l'utilisatiaie ribosondes « Tag » marquées ; cette
technique également utilisée avec les systémes pé@net de réduire I'hybridation non
spécifique ou I'hybridation avec I'’ADN génomiquei @pparait lors de I'utilisation de sondes
ADNCc taggées obtenues au cours d’'une expérienced®@Re nous avons utilisées dans nos
travaux. Dans cette optique, il est envisageahltilider un anticorps taggeé dirigé contre la

digoxigénine qui serait intercalée dans les sondass le but de gagner en sensibilité en
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utilisant la spectrométrie de masse comme détequisisque celle-ci semble plus sensible que
les techniques de révélation classique. Des exprEsede multiplexes ne pourront cependant
pas étre réalisées si I'on utilise uniquement n&tarps.

La détection par le Tag reste cependant moins ldengiie la fluorescence a la vue des
images réalisées avec l'anticorps taggé dirigéreola protéine CPD. La sensibilité peut
néanmoins étre probablement améliorée en utilidaatmatrices MALDI plus sensibles et
compatibles avec l'imagerie ; dans ce cas, il estsiple que [l'utilisation des matrices
ioniques puisse apporter les mémes avantages lexpéliences avec le Tag que lors
d'imagerie classique sur tissus frais: sensibilid&ces au mode réflecteur pour une
reconstruction d’image plus précise, diminutionaldélocalisation des composeés de la coupe,
et acceés a la MS/MS sur tissu peuvent étre dets autpplémentaires utiles a cette stratégie.
Pour la MS/MS, si le signal et les fragments sarffisamments abondants, il serait alors
possible de réaliser des images en mode précwsgeun fragment provenant de la molécule
clivée pour une détection tres spécifique.

Les premiéres analyses du Tag en utilisant desiaastioniques nous ont permis d’obtenir
des signaux intéressants et nous permettent dempgums ces matrices pourraient étre utilisées

avec succes dans l'imagerie spécifique. (Figuted).
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Figure 11.4.4 : Détection du Tag O3P3 a 500fmol (Liaison photadlle positionnée
en 5 phosphate, contenant une bradykinine+ cysyém mode linéaire postif et en
utilisant la matrice ionigue HCCA/ANI. (Analyse lisge apres pré-clivage aux UVs)

Méme si I'une des caractéristiques des matricegjues (et surtout d’HCCA/ANI) est la
réduction de la délocalisation des composés du,tlasmeilleure solution pour éliminer ce

phénomene est probablement de fixer une matrice MAlirectement sur le Tag. De ce fait,
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le clivage et la désorption du composé photodigsseront réalisés sans I'addition de matrice
sur le tissu. Cela pourrait cependant nous condaireertaines interrogations quant au
mécanisme de dissociation et de désorption : ktiir de la matrice (par exemple HCCA)
sur le lien photoclivable sera trés probablemealisée par I'extrémité COOH de la matrice
qui est la plus réactive. Si cette partie contriiboenme il se doit au processus MALDI, le
mécanisme de désorption et d’'ionisation pourraitsaétre modifié. D’autres molécules riches
en cycles aromatiques pourraient également éttiséats pour obtenir un mécanisme de
désorption laser.

De nombreuses autres molécules taggées peuvelitee#isa envisagees, avec l'utilisation de
lectines marquées pour l'imagerie des sucres, @ apgameres qui permettraient alors
l'imagerie de n'importe quelle molécule avec unéni® plus importante (I&* mole) et un
accrochage plus spécifique.
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CHAPITRE Il

L E CANCER DE L’ OVAIRE
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CHAPITRE Il : APPLICATIONS AUX PROBLEMES BIOLOGIQU ES:
RECHERCHE DE BIOMARQUEURS PEPTIDIQUES DU CANCER DE

L'OVAIRE

En partenariat avec Sonia Ait Menguellet, intermeggnécologie.

1. Le cancer de l'ovaire

L'imagerie par spectrométrie de masse MALDI a détr® son intérét par les
nombreuses applications qui ont été réalisées.

La majeure partie des études utilisant I'analysectie et 'imagerie MALDI, ont été axées sur

la recherche de biomarqueurs dans des canceguilselui du cerveau, de la prostate ou du
colon, mais il est bien sdr important de pouvoilisgr cette technique pour d’autres types de
cancers ou de pathologies.

Parmi celles-ci, le cancer de I'ovaire avec 3560ed par an en France, représente la
guatrieme cause de mortalité féminine par canceratleint une femme sur 70,
particulierement dans la tranche d’age 60-70 arex; 4500 nouveaux cas décelés par an. Ces
statistiques font de cette maladie la premiéreamsgble des décés gynécologiques.

Plusieurs explications sont a I'origine de cesfobsf préoccupants. La premiére est I'absence
de diagnostic précoce efficace, ou les cas sonérgiament décelés a un stade tardif
d’extension tumorale. De ce fait, 75% des cancerfodaire sont décelés aux stades lll et IV
(envahissement péritonéal, ganglionnaire ou métigsta & distance) sachant que le taux de
survie a 5 ans passe de 90% pour des stades t@(demité aux ovaires avec capsule intacte),
a seulement 25 % pour des stades Il et 15% posrstides IV (Rapkiewicz et coll,
European Journal of Cancg2004).

La deuxiéme raison est I'absence de traitementsaeffs sur des stades déja avancés, due a
'incomprehension des mécanismes mis en jeu. (Namdrcoll, Nature Reviews Cancer
2005).

La majeure partie des cancers sont épithéliau%)3$t certains résultats obtenus sur
des modeles de souris laissent penser que lemeares ovariens proviennent de I'épithélium

bordant la surface de l'ovaire ; ils migrent enswde maniére trés invasive vers les organes
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adjacents (utérus, trompes etc.) et la formatiofiggede d’ascites dans la cavité péritonéale
est un signe largement utilisé pour déceler sartsgaité la formation de ces carcinomes et
donc, des stades les plus avancés de la maladie.

L'étude des processus impliqués dans cette molaiditiéilaire utilise de nombreux modéles

animaux produisant des cellules éptithéliales eisgahtes. C’est le cas par exemple pour
I'étude de cellules folliculaires chez drosophilalamogasterCes études de « screening » ont

permis de décrire de nombreux genes et protéinefignés dans ce phénomeéne invasif,

particulierement important dans le cancer de I'migiTableau 111.1.1)

Gene name Protein product Biochemical activity Proposed role in migration
sibo C/EBP Transcriptional activator Required for initiation of migration
chic Profilin Actin-monomer-binding protein  Regulates G-actin pool
stimulates actin polymerization
Rac1 RAC 21-kDa GTPase Actin polymerization at leading edge
shg E-cadherin Homophilic cell adhesion Border-cell-border-cell adhesion and border-
cell-nurse-cell traction
zZip Myosin Il Barbed-end-directed actin Retraction of trailing edge
motor
jing AEBP2 homologue  Zinc-finger transcriptional Cooperates with C/EBP
activator
tai AIB1 homologue Steroid-hormone-receptor- Regulates timing of migration in response to
coactivator ecdysone
EcR EcR Hormone-binding subunit of Regulates timing of migration in response to
ecdysone receptor ecdysone
usp RXR homologue Ecdysone-receptor subunit Regulates timing of migration in response to
ecdysone
ecd Not known Ecdysone biosynthesis Regulates ecdysone production
pvi1 PVF1or VEGF17E  Secreted ligand for receptor Guidance of border cells towards the cocyte
tyrosine kinase
pvr PVR Receptor for PVF1, PVF2 and  Guidance of border cells to the oocyte; might
PVF3 function redundantly with EGFR
Torpedo (Egfr)  EGFR EGFR homologue Functions redundantly with PVR to guide
border cells to the oocyte and guides border
cells to the dorsal side, once they reach the
oocyte
Stat92e STAT Signal-activated transcription Functions autonomously within border cells to
factor cause cells to become migratory in response
to signal from polar cells
upd UPD Secreted cytokine that activates  Paracrine signal that stimulates cells next to
the JAK-STAT pathway the polar cells to cluster around the polar cells
and migrate
hop Janus-kinase Non-receptor tyrosine kinase Its activation is necessary and sufficient to
homologue convert epithetical follicle cells to migratory
cells
dome DOME UPD receptor It is required for JAK-STAT activity

Tableau Il1.1.1 : Exemples de genes et protéines impliqués dansidmation de
cellules épithéliales. (Nanora et cdllature Reviews Cance2005).
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Les signes cliniques de la maladie sont variapilsspeuvent étre gynécologiquement
ciblés comme une augmentation de I'abdomen, dekdicupelviennes ou des leucorrhées.
D’autres sont plus généraux, allant des troublgsdtifs aux troubles respiratoires.

Il existe a I'heure actuelle quelques biomarquéumsoraux utilisés dans le cancer de I'ovaire ;
le plus connu est le CA 125 (Cancer Antigen 12% giycoprotéine qui est élevée dans 80%
des tumeurs épithéliales, mais seulement dans 588cpdtientes évoluant a des stades
précoces. La spécificité de ce marqueur est paddigjue, car ce dernier peut aussi
augmenter dans les premiers mois de la grosseass, lds cancers du sein, dans les cas
d’endométriose ou les irritations péritonéalesn sbévation est donc possible dans des
conditions physiologiques classiques ou bénignesogié a d’autres biomarqueurs comme le
CA 15-3, ou le CA 19-9, l'efficacité du diagnosfieut étre améliorée, au profit parfois de la
spécificité du dépistage. Malheuresement aucuneedecombinaisons n’est encore valable

pour un dépistage précoce (Rapkiewicz et &allopean Journal of Cancg2004).

Le cancer de I'ovaire manque ainsi de nouvellésagiies ou chimiothérapies efficaces
dans les stades les plus avancés ainsi et d'aligitgostics performants aux stades les plus
précoces. Ces développements ne seront possildegagd’augmentation des connaissances
sur les mécanismes mis en jeu dans cette maladienet la compréhension des différents
acteurs impligués dans le cancer de 'ovaire. (Kaeo coll,Nature Reviews Cance2005)
Devant cette nécessité, et grace a un partenaviat ane équipe de chirurgiens en
gynécologie a I'hdpital Jeanne de Flandre de L({Re D. Vinatier, Dr J. Lucot et Dr P.
Collinet) nous avons étudié par analyse directetisaus et imagerie MALDI les profils de
biopsies ovariennes cancéreuses humaines que mons ansuite comparés a des profils
obtenus sur des kystes bénins ou des ovaires(s@iscsente d’'organes).

Dans cette approche, les profils peptidiques deid&s d’ascites et de liquides péritonéaux
des patientes ont également été effectués pouc@trélés aux résultats obtenus sur tissus et

observer d’eventuelles modifications de biomargsieur
Cette approche présente I'avantage de travailteciment sur des biopsies, qui de plus sont

humaines, et non sur des cultures cellulaires ceuvent ne pas étre parfaitement

représentatives des procéssus se produisant datnssles entiers.
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2. Analyses d’échantillons tumoraux

Le but de notre étude est de détecter par « p@fil différentiel la présence de
biomarqueurs potentiels dans les tissus. Dans uxiglae temps, ces molécules pourront étre
identifiées puis validées par une approche diffiérele la spéctrométrie de masse comme une
approche d’immunohistochimie ou une approche wedtkert plus quantitative.

Plusieurs difficultés pour ce type de projet sansouligner: tout d’abord, cette
approche protéomique est réalisée sur des éclastitirélevés au bloc opératoire. Le temps
nécessaire pour réaliser les analyses doit étrevadgnt pour chaque prélévement afin de
réduire les variablités inter-échantillons due & dégradations des protéines par les protéases.
De la méme maniere, le stockage des échantillorisétte identique et doit permettre de
maintenir les échantillons viables. Dans cette qu&j tous les prélevements (Ovaire et
liquides ovariens) ont été stockés dans un pretaiaps a 4°C au bloc opératoire avant le
traitement de ces derniers. Aprés transport a B&Ctumeurs ont été rapidement placées a -
80°C et les liquides ovariens aliquotés par 500uis ptockés dans les mémes conditions que
les tissus.

Un soin particulier a été apporté pour que les tuset les liquides soient traités dans les
plus brefs délais.

Une autre difficulté réside, comme pour toute aplpeoprotéomique, a contréler la variabilité
naturelle intra-patiente. Pour une bonne reprétientdu profil peptidique détectable sur le
tissu, une coupe a été analysée en plusieurs pmatgant les principales régions de celle-ci,
en accumulant un nombre de tirs suffisant a I'aiiw@nd’'un bon rapport S/N (généralement
200 tirs par positions). Plusieurs coupes dansrégmns difféerentes de I'ovaire ont été
analysées afin d’assurer une bonne reproductiliétéanalyse.

La derniere se trouve dans la variabilité inteigrde ; cette modification est beaucoup plus
difficile a contrler et nécessite un grand nomtbéchantillons pour étre palliée. Dans cette
étude, tous les tissus obtenus ont été confirmekepanatomopathologistes comme étant de
stade Ill ou IV, et les analyses ont été condwstesdes tissus histologiquement comparables.
De plus, nous n'avons considéré que les marquebssngs/présents entre les biopsies
cancéreuses et les tumeurs/kystes bénins ou owras (prolapsus) ; les pics présentant

simplement une modulation d’intensité n’ont pascétésidéres.
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En premiere partie, les profils d’analyses direcier des coupes de 15um « cancer VS
bénin » ont été comparées en utilisant différentegrioces (HCCA, SA, HCCA/ANI). Les
profils ont été effectués suivant les mémes camultid’analyse, et notamment en ce qui
concerne les matrices : les profils cancéreux tintéalisés en HCCA et comparés aux profils
bénins obtenus avec cette méme matrice. Des erpéseutilisant la matrice SA et
HCCA/ANI ont également été menées.

Dans I'étude, aucun rincage de tissus ni traitendentoupes n’a été utilisé. Comme nous
'avons précedemment décrit dans la séction <emrants des tissus », I'éthanol 70/80%
ameliore les signaux en extrayant une partie desides de la biopsie ; dés lors, il parait
difficile de s’assurer de la bonne reproductibiéécette méthode, et notamment de confirmer
gue l'extraction est semblable dans un tissu nécetsdans un tissu sain. De méme, nous
n'avons pas jugé utile pour le moment d’utilises teaitements au CHgEbu au Xylene, étant
donné que les ovaires sont analysés rapidemerd Eppmrélevement et que les signaux sont
donc riches et abondants. Comme nous l'espérioes, pilofils difféerents semblent étre
détectés suivant la pathologie, méme si certaigisasix restent en commun entre les deux
analyses (Figure I11.2.1). Cependant, une partieetesignaux apparaissant comme variables
sont le reflet de la variabilité inter et intra ipates décrite un peu plus haut. Ces spectres
refletent ainsi trés bien la nécessité de réapbasieurs acquisitions en différents points du
tissu et en également plusieurs endroits de las@oplous avons renouvelé I'expérience sur

des échantillons provenant de 13 patientes carséset 15 patientes bénignes.
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Figure 111.2.1 : Exemple de spectres MALDI en mode linéaire ffogitatrice HCCA)
enregistrés sur une coupe de biopsie d’ovaire @)si® d’'une patiente atteinte du
cancer de 'ovaire et b) biopsie d’'une patientespnéant un kyste (en bleu clair les pics
communs aux deux spectres et en orange les piEgedifiels). Les fleches rouges
représentent la localisation de biomarqueurs remreplusieurs patientes.

Certaines confirmations de la présence des méampaseés sur deux tissus différents
ont été réalisées par I'utilisation de la matrimeigque HCCA/ANI, d’'une part par l'utilisation
du mode réflecteur sur tissu et d’autre part peutains peptides, en réalisant des expériences
de PSD partielsn situ. (Figure 111.2.2). Par exemple, une ambiguité téggiparue pour
certains peptides comme I'ion de masse m/z 126Zctéen mode linéaire chez des patientes
cancéreuses et I'ion de masse 1265 environ ponalljae sur du tissu sain. Une premiere
acquisition en mode réflecteur nous a permis diubtene masse plus précise (m/z 1252,24 et
1252,36) laissant grandement penser que ces desxs@mt identiques. L'obsevation des PSD
partiels identiques entre les deux ions a conficmé2sultat.

Les masses obtenues en mode réflecteur avec leceni@inique ont pu étre utilisées lors des
acquisitions avec HCCA pour limiter les effets dealibration dus au tissu. De méme, lors
des analyses avec l'acide sinapinique, les sigaEhgmoglobine ont permis d’effectuer une
calibration interne sur les ions mono et dichamdgsette protéine, aprés la recherche de la
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masse précise dans les banques de données. Lessrmobssnues dans ces spectres calibrés

ont ensuite été réutilisées comme « calibrant meter pour d’autres matrices, réalisant ainsi

une calibration croisée.
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Figure 111.2.2 : Spectres d’'analyse directe MALDI en mode ré#actsur tissu (A)
PSD partiels enregistrés directement sur des tissiiscancéreux (m/z 1252,24) soit
bénin (m/z 1252,36) en utilisant la matrice ionigd€CA/ANI (gaz de collision :

Xénon)

Nous avons ensuite étudié les résultats obtenes ks différentiels observés pour

I'extraction des liquides d’ascites cancéreux gport a des liquides kystiques bénins. Pour

ces derniers, les peptides ont été extraits agl’didne solution d’HCI 1N, puis pré-purifiés a

I'aide de cartouche de C18 aprés centrifugatiadigtination du culot protéique.

Cette analyse de liquides d’ascites est importacae, cette substance est abondamment

produite dans les stades cancéreux avancés, epasmne decrit dans la partie introductive,

souvent utilisée comme confirmation de la producte carcinomes ovariens.
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Figure 111.2.2 : Spectres MALDI en mode linéaire positif (matrid€CA) enregistrés
a partir des extraits HCI pré-purifiés a) de ldpud’ascite et b) de liquide kystique (en
bleu clair les pics communs aux deux spectres bteanfoncé les pics différentiels).

Comme dans le cas de I'analyse directe de tissutgins composés sont en commun
et d’autres peuvent étre des molécules plus spéedi Le milieu acide utilisé pour
'extraction dénature en grande partie les protite milieu provoquant leur précipitation.
De ce fait, le risque de ne pas extraire certaimsposés fixés sur des protéines transporteurs
comme l'albumine parait fortement réduit.

Cependant, il était important de valider I'abseauda présence des peptides dans ces
liquides par une deuxiéme méthode d’extraction dasé un systeme différent. Nous avons
choisi d'utiliser les sytéme Clinprot (Bruker Daitos) ou des billes magnétiques sont
recouvertes de silices greffées C8, C18, C4 owims. Une fois ces billes dans le liquide
biologique, les peptides et petites protéines \@ahs’adsorber sur les surfaces greffées, et les

composeés peuvent étre extraits puis analysés apgage. (Figure 111.2.3)
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Figure 111.2.3 : Comparaison des profils peptidiques de liquidésscites obtenus
apres extraction HCI 1N (A) et systéme d’adsorptimacte Clinprot C4 (B).

Les profils d’extraction HCI et clinprot sont glbment semblables, et les ions
majoritaires sont retrouvés quelles que soienttéetiniques utilisées. Les différences au
niveau de lintensité des ions, plus importanteasdee cas de l'acide proviennent de la
quantité d’échantillon traité qui est plus faiblar pa technique Clinprot (10uL de solution
contre 500uL). Cependant, certains composés setréilenextraits avec une technique et pas
avec l'autre et réciproquement. Par exemple, las @e masse m/z 1519,3 ou 3216,6 sont
extraits par les billes C4, mais ne sont pas daiddes en extraction. A l'inverse, les peptides
de m/z 4440,6 ou m/z 8132,7 n'ont été détectédagaale I'extraction HCI.

Ces deux approches semblent donc complémentaitespedtocole Clinprot peut donc étre
utilisé pour valider I'absence ou la présence deanes peptides détectés aprés extraction
acide.

L’approche des billes présente également I'avantlege’utiliser que trés peu d’échantillons

et de pouvoir réaliser rapidement les confirmations
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Sur la base de I'ensemble des résultats, une ererfiste de 8 biomarqueurs a été
dréssée. Ces derniers ont été retenus car prédanss au moins 25% des échantillons

cancéreux et jamais dans les échantillons sainsaquts. (Tableau 111.2.2)

Biomarqueur % détection dans les cancers Localisation m/z
1 54% Ascite et ovaire* 1389*
2 46% Ascite et ovaire* 2307*
3 38% Ovaire 7913
4 38% Ascite et ovaire 8254
5 53% Ascite et ovaire 8353
6 46% Ascite 9144
7 46% Ovaire 9217
8 7% Ovaire 9744

Tableau [11.2.2 : Récapitulatif des biomarqueurs potentiels détedors d’analyse
directe de tissus et d’analyse d’extraits peptidigprovenant de liquides d’ascites (%
de sensibilité calculé sur 13 patientes cancérediSekb patientes saines ou bénigne).

La présence des biomarqueurs a la fois dans fsstsancéreux et dans l'ascite (extension de
la tumeur) nous renseigne sur la mobilité de ceet@e composé. Par exemple, les
biomarqueurs a m/z 7913, 9217 et 9744 semblentsptreifiques de I'ovaire et ne semblent
donc pas étre sécrétés ou relargués dans le ligpndeien tumoral. Ces derniers ont
probablement une action ciblée au sein des celllgdekn biopsie. A l'inverse, le peptide de
masse m/z 9144 n’a été détecté que dans le liglideite, ce qui laisse penser a un clivage
biologique de cette molécule par des protéasesune &ynthese par des cellules uniguement
localisées dans le fluide.

Les peptides portant les astérisques (m/z 1389@&t)Zont des biomarqueurs que nous avons
détectés dans les liquides d'ascites mais jamais dies liquides kystiques bénins ; ces
derniers ont cependant été observés lors des asatliyectes de tissus cancéreux et parfois
aussi de tissus sains. Cela nous laisse penseregueomposés sont présents a I'état basal,
mais gu’ils sont majoritairement produits dansitpiide d’ascite suite a la présence de la
tumeur. Cette hypothese reste encore a confirmedgsmétudes complémentaires.

Les deux peptides de masse m/z 8254 et 8353 odétdétés dans I'ovaire cancéreux et dans

le liquide d’ascite, mais jamais dans une partimesdliquide ou ovaire). Ces composés
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peuvent étre nouvellement synthétisés par la tumiengiargués dans I'ascite laissant présager
un réle dans la prolifération.

Nous avons également entamé quelques études sandwprélevé pendant I'opération
suivant le méme type de comparaison ; le but edegunent de rechercher dans le sérum les
biomarqueurs repérés au sein de la tumeur powr tiesir viabilité dans un diagnostic précoce
de la pathologie. Cependant, les profils obtenust gdus complexes et parfois moins
reproductibles, car ils sont le reflet de I'étaygiblogique général de la patiente.

Ainsi, nous avons choisi d’identifier les biomarqte potentiels repérés dans ce travail, afin
de comprendre leur(s) réle(s) dans le processumlogique. Nos études se sont centrées
pour le moment sur le biomarqueur majoritaire qoasnavons déetecté dans 80% des cas

cancéreux environ et de m/z 9744 (Figure 111.2.3).

9744.80

Cancer 1

Cancer 2

Cancer 3

Bénin 1

Bénin 2

R A7) Bénin 3

9400.6 9700.8 10001.0
Mass (m/z)

Figure 111.2.3 : Profils peptidiques obtenus lors d’analysesalée par MALDI sur des
coupes d'ovaires cancéreux et des coupes d’ovaiésentant des tumeurs bénignes, et
détection du biomarqueur potentiel m/z 9744 prédans les tumeurs malignes.
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. Identification d’'un biomarqueur potentiel du cancer de I'ovaire : le
peptide m/z 9744

Une extraction acide au HCI 1N de tissus cancéeeeéxe réalisée afin d’obtenir un
pool peptidique relativement conséquent. Les dstisoont d’abord pré-purifiés sur cartouche
C18 et séparés en trois élutions (une fraction 140% et 100%). Chaque fraction est elle-
méme séparée par chromatographie liquide prépar&@id8, avec un gradient croissant
d’ACN de 1% par minute. Les peptides sont recigeiparément dans des tubes toutes les
minutes puis analysés par spectrométrie de massée.DWAour repérer la fraction
correspondant au biomarqueur recherché.

Le marqueur N°8 a été retrouvé sous forme oxydés tafraction N° 46 correspondant a la
fraction sepack 100%, ce qui représente une élatids% d’ACN environ. (Figure 111.2.4)

Le composeé est largement majoritaire, et deux distincts correpondant aux ions mono (m/z
9763,93) et dichargés (m/z 4886,73) sont détectes.

La méme extration réalisée sur une patiente sampas permis de détecter ce composé apres
HPLC.
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Figure I11.2.4 : Analyse MALDI en mode linéaire positif de la éteon HPLC N° 46
(matrice HCCA)

La fraction N°46 est ensuite soumise a une digesénzymatique a la trypsine
pendant une nuit. Le digest est analysé par MALDFTet malgré les signaux provenant de
l'autolyse de la trypsine, de nombreux peptidesissdu composé de départ peuvent étre
détectés. Une premiére interrogation en banque atméks nous indique une possible

similitude avec une protéine nommée RE@ais avec un score faible.
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Pour lever toute ambiguité, certains peptides Bagmentés en mode MS/MS (CID)
sur un instrument du type nano ESI-Q/TOF. Les peptséquencés a savoir les m/z 454, 0
760,0", 751,G" et 706, 8" (Figure 111.2.5) ont tous permis l'identificatiosu fragment m/z
9744 comme appartenant a la chaine N de RE@u PA 2& ), avec des matchs considérés
comme significatifs (supérieurs a 24), allant de (266, 8", a 45 (751,8) lors de
l'interrogation en banques de données (NCBInr).skquencage du méme peptide que le

751,0%" mais de charge différente (502 nous fourni également la méme identification.

Y E A E D L
160'H g\
9
B
.b_
B <
ko)
b 39
T 5 ©
g & b
§ " %2 e g €
& 4 8 b S,
gs@ g 9 3
L | ¢ TP
o Aol alldoan d) o lj.nl \ ‘l 1
200 m/z 900

Figure 111.2.5 : Expériences MS/MS réalisées en nano ESI-Q/TOFisarprécurseur
501" de séquence QLVHELDEAEYR et permettant une idegatifon de la chaine N

de REGa (Score du match : 37

Cette chaine N de la protéine REGa une masse de 16285 u et est composée de 148 acid

aminés, comme numeéro de référeng2780883 (NCNInr)
1 AVNCNE KIVV LLQRL KPEIK DVIEQLNLVT TWLQLQIPRI EDGNNFGVAV

51 QE KVFELMTS LHTKLEGFHT Q SKYFSERG DAVTKAAKQP HVGDYRQLVH

101 ELDEAEYRDI R LMVMEI RNA YAVLYDIIL K NFEKLKKPRG
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A partir de la séquence théorique de la chaine REG, nous avons réalisé une
simulation de la digestion a la trypsine afin datit le « fingerprint » théorique de la
molécule.

Ainsi, les peptides résultant normalement de lastign (coupures aprés les acides aminés
basiques en bleu dans la séquence) peuvent égesegur les spectres MALDI du digest de
la protéine. Les signaux repérés sont les suivantz 536,89, 700,68, 890,57, 970,47, 1158,
55, 1500, 98. lls sont signalés en rouge dans daesee et en bleu dans le spectre de

digestion trypsique ci-dessous (Figure 111.2.5) :
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Figure 111.2.6 : Analyse MALDI du « digest » de la fraction N°4&es peptides en
bleu clair sont ceux qui ont été repérés par laiition de la coupure de la chaine N
de REGa . Les éclairs sont les peptides détectés et séquenddS/MS sous forme'2
ou 3 en nano ESI-Q/TOF.

A ces derniers doivent évidemment s’ajouter lestijep détectés lors de l'analyse ESI-

Q/TOF en mode MS ou MS/MS, également signalés egerdans la séquence suivante :

1 AVNCNE KIVV LLQRL KPEIK DVIEQLNLVT TWLQLQIPRI EDGNNFGVAV
51 QEKVFELMTS LHTKLEGFHT QISKYFSERG DAVTKAAKQP HVGDYRQLVH

101 ELDEAEYRDI R LMVMEI RNA YAVLYDIIL K NFEKLKKPRG

Ainsi, sur la base de la séquence théorique, doc#isation des fragments de digestion et en
considérant la masse du peptide intact, il estiplesde déterminer la séquence du peptide

détecté sur tissu et dans la fraction 46 ayant cormaisse 9744 Da :

177



Chapitre 11l : Recherche de biomarqueurs peptidgjda cancer de I'ovaire

1 RIEDGNNFGA VQEKVFELMT SLHTKLEGFH TQISKYFSER GDAVKAAKQ

51 PHVGDYRQLV HELDEAEYRD IRLMVMEIRN AYAYV (84 acides aminés)

Le croisement des données ESI et MALDI permettentouvrir 59 acides aminés sur
la totalité des 84 acides aminés de ce fragmeitt7/8d@o de couverture pour cette séquence.
L’ensemble de ces résultats semble indiquer qupepéide biomarqueur des tissus tumoraux
est un fragment de la chaine N de la protéine REfBi est un activateur du protéasome.

La séquence compléte de la protéine RE@8 kDa) est la suivante, avec en rouge, la partie

identifiée lors de la digestion trypsique et lepéxences MS/MS :

1 mamirvgpea qakvdvfred Ictktenllg syfpkkisel dafl kepaln
eanlsnlkap

61 I|dipvpdpvk ekekeerkkq gekedkdekk kgededkgpp cgpvn cneki
wllgrikpe

121 ikdvieqglnl vttwlglqgip riedgnnfgv avgekvfelm tslhtklegf
htgiskyfse

181 rgdavtkaak gphvgdyrgl vheldeaeyr dirlmvmeir nayav lydii
Iknfeklkkp

241 rgetkgmiy

La protéine RE@ semble donc impliquée dans le cancer de I'ovaiters considere
les premiers résultats obtenus par profiling sssus par MALDI/TOF. Ces résultats doivent
néanmoins étre validés par une approche différdatéa spectrométrie de masse afin de
confirmer la régulation de cette protéine dansalecer.
L'utilisation d’anticorps anti-REG doit nous pernretd’obtenir des informations plus fines
guant a la localisation de cette protéine danslale, étude qui n'est pour le moment pas
réalisable en imagerie MALDI étant donnée la tadlelaser. Dans un deuxiéme temps, une
approche plus quantitative par Western-Blot devraus confirmer s’il y a ou non
augmentation de cette protéine dans les tissus.
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3. Etude de la protéine REGa par approche immunologique.

Les premieres expeériences sur ce sujet ont cérsiétudier I'évolution de la protéine
sur les tissus par immunohistochimie en utlisantinticorps anti REGx polyclonal dirigé
vers la partie CTER de la protéine. C’est dansecaihe que se situe le fragment détecté en
analyses directes MALDI.

Les expériences ont été réalisées sur des couphsniele tissus fixés et paraffinés de cancer
de l'ovaire, et comparées a des tumeurs bénignestitorps primaire a été utilisé au
1/50eme et I'anticorps secondaire (Streptavidirditie/péroxydase DAB) utilisé au 200éme.
Ces expériences ont été réalisées sur une pastiéctiantillons analysés en MALDI ainsi que
des échantillons stockés dans les bibliothéques ahegomopathologistes, incluant des
tumeurs malignes éptithéliales et non épithéli@esjuelques cancers frontieres. (Tableau
11.3.1)

La comparaison du marquage de la protéine dantudesurs malignes épithéliales et
des tumeurs bénignes laisse apparaitre des prendiéfiérences intéressantes. Dans la plupart
des expériences, le marquage de RE@st moins important dans les tumeurs bénignes (2
marquages forts sur 12 échantillons bénins), inexisdans I'ovaire sain (1 échantillon) et
intense dans le malin (7marquage forts sur 11 sia(ifiableau 111.3.1). Dans le meilleur des
cas pour le bénin, REG est majoritairement prédans le noyau des cellules, alors que ce
dernier semble avoir massivement envahi le cytoptaslans le cas des cancers. (Figure
111.3.1).

Figure I11.3.1 : Immunohistochimie d’'une tumeur épithéliale maég(a gauche) et
d'un kyste dermoide (bénin a droite). Le marquage REG a (en marron) est
particulierement important dans le cytoplasme dwras des cancers et présent dans le
noyau chez les bénins a des intensités plus ousnioites.

179



Chapitre Il : Recherche de biomarqueurs peptidgjda cancer de I'ovaire

. o B MALDI:  \VESTERN BLOT 1CC Crerm: ICC Cterm:
Patiente Bénin-Malin Type histologique fragment Cterm intensité du loc. majoritaire du
9744 marquage signal
1 malin adenocarcinome séreux peu différencié X + faible cytoplasmique
2 malin adenocarcinome séropapillaire 0 + fort cytoplasmique
adenocarcinome ovarien séreux peu
3 malin différencié X + faible équilibrée
4 malin adenocarcinome peu différencié - fort cytoplasmique
5 malin adénocarcinome séreux peu différencié X fort équilibrée
6 malin adenocarcinome endométrioide ovarien X + faible cytoplasmique
7 malin carcinome neuro endocrine 0 fort équilibrée
8 malin adenocarcinome séreux peu différencié + faible nucléaire
9 malin sarcome non ovarien 0 +
d'une tumeur frontiére mullérienne mixte
10 malin + frontiére avec aspect prédominant séromucineux X + fort équilibrée
carcinome mucineux intra épithélial au sein
11 malin +frontiére d'un kyste mucineux frontiére + fort équilibrée
12 malin adenocarcinome séreux peu différencié X fort équilibrée
. ™ Malin : 7 MEM 3
8 malins positifs e marquages
sur 9 testés METEEES e cytoplasmiques
sur 11 testés
(88.8%) (63.6%) sur 11 testés
: (36.3%)
Malin : 6
marquages
équilibrés sur 11
testés
Malin: 1 marquage
nucléaire sur 11
testés (9%)
13 bénin thécome ovarien + kyste séreux bénin 0 - faible nucléaire
14 bénin Cystadénome séreux bénin 0 - faible nucléaire
15 bénin kyste endométriosique 0 +
16 bénin fibrothécome et kyste séreux 0 - faible nucléaire
17 bénin Cystadénome séreux bénin+ carcinome iléal 0 + faible nucléaire
18 bénin fibrothécome 0 faible nucléaire
19 bénin Kyste dermoide 0 - faible nucléaire
20 bénin kyste folliculaire 0 - faible nucléaire
21 bénin cystadénofibrome séreux ovarien 0 - faible équilibrée
22 bénin kyste séreux - faible nucléaire
23 bénin cystadénome mucineux 0 - fort nucléaire
24 bénin kyste endométriosique R
25 bénin kyste endométriosique 0 -
26 bénin tératome mature goitre thyroidien - fort nucléaire
27 bénin kyste endométriosique 0 -
28 bénin cystadénofibrome séreux ovarien - faible équilibrée
29 benin kystes endométriosiques (+mélanome) +
30 ovaire sain 0 nul
31 endométre sain endometre oestrogénique faible cytoplasmique
32 trompe saine faible nucléaire
adénoK endocervical microinvasif + adénoK
33 endocol utérin malin __ in situ fort cytoplasmique
glandes saines sur coupe d'adénoK
34 endocol utérin sain endocervical microinvasif + adénoK in situ faible nucléaire
glandes saines sur coupe d'adénocarcinome
35 estomac sain infiltrant peu différencié faible équilibré
36 estomac malin adénocarcinome infiltrant peu différencié fort ?
37 colon bénin adénome colon faible équilibré
38 malin carcinome ovarien X
39 malin adénocarcinome séreux invasif X
40 malin adenocarcinome séreux peu différencié X
41 bénin kyste endométriosique+kyste séreux 0
42 ?
43 ?
44 malin carcinome ovarien X
45 bénin Cystadénome séreux bénin
46 bénin Hydrosalpinx sans kyste ovarien 0

Tableau 111.3.1 : Récapitulatif des analyses directes MALDI (X=874#résent et
O=absent), immunocytochimiques (ICC) et Westernt Béalisées sur 46 patientes ; 39
analyses concernent I'ovaire (malin, bénin ou seiiry) d’autres biopsies (colon, estomac,

utérus).
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Comme nous l'avons précédemment décrit dans lgegakiiographique sur le cancer,
la plupart des cancers ovariens sont des cancérglégix ou il y a production importante
d’épithélium. Or ce dernier est quasi inexistant'éat sain ou bénin. Ainsi, dans une
deuxieme série d’expériences, nous avons étudibidspies saines et cancéreuses riches en
épithélium afin de s’assurer que REGYe pouvait pas étre un marqueur de la production d

ce dernier (Figure 111.3.2).

Figure 111.3.2 : Marquage de RE@ observé dans le cas d’'un adénocarcinome de col
utérin (a gauche) et plus faible marquage danadedtun adénome de colon bénin (a
droite) riche en épithélium.

Ainsi, si le marquage de RE®Gest facilement repérable dans un cancer du cohuté
ce dernier est plus faible dans le cas du colointriézhe en épithélium. A l'inverse, un colon
cancéreux aura un marquage abondant pour REGaat wiérin bénin aura un marquage plus
faible. De cette maniere, nous démontrons que irerdation du marquage de REG semble
réellement en relation avec la présence de carmey lés tissus. Cependant, cette expérience
laisse penser que ce marqueur n'est pas spéciligeancer de I'ovaire. D’autres expériences
réalisées sur de I'estomac cancéreux ou le margetagefort comparé a de I'estomac sain ou
le signal de la protéine était faible semblent camdr ce résultat.

L’abondance de RE@ semble en tout cas étre plus importante dansdeles cancers que
pour les biopsies saines ou bénignes ; il est cepgmécessaire de confirmer ces résultats par
une approche plus quantitative comme le Westerh Blo
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Les protéines sont extraites des biospsies ael’didn tampon TRIS-HCI a pH 7,4
contenant des inhibiteurs de protéases. La quaitdig@rotéines totale de chaque échantillon a
ensuite éte comparée entre les extraits a I'aida dosage Bradford, de maniere a déposer
une quantité semblable de matériel dans le gelekasctions sont réalisées sur 26 patientes
dont 9 atteintes d’'un cancer (cf Tableau IIl.3Aprés migration et révélation, il apparait ici
encore gue la quantité de RE® est plus importante lors des analyses des biospies
canceéreuses (puits 1, 3 et 4 par rapport au piigure 111.3.3). Sur 'ensemble des patientes
atteintes de la maladie, ce marquage positif etzaisgense représente 89% des cas (8 malins
positifs sur 9 : Tableau 111.3.1).

Figure 111.3.3 : Western-Blot réalisés sur des extraits prot&gissus de tumeurs
(puits 1, 3 et 4), par rapport a un extrait deutisénin (puits 2).

Dans certains cas, on observe également un margedgEGa dans les extraits bénins, mais
les intensités restent plus faibles par rapportedraits cancéreux. Ce résultat était en outre
prévisible puisque RE@ est une protéine existant a I'état basal et gasede de plus un role

physiologique important.
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Ces westerns ne nous ont pas permis de détedierglment de 9744 Da repéré lors
des analyses directes MALDI. Cette absence eshpteiment due a la migration plus délicate
dans cette gamme de masse qui ne nous permet pasidkser ce composeé sur le gel. Il est
aussi possible que la sensibilité de cette teclenigusoit pas suffisante pour nous permettre
de I'observer ou tout simplement que I'anticorpgemnnaisse pas la partie clivée.
L'utilisation d’'un anticorps ou d’'un aptameére spiécie de cette séquence pourra étre

envisagé par la suite.

L’ensemble de ces résultats suggére donc que taipeoREGa est impliquée et plus
abondante dans le cancer de I'ovaire. Elle sentbéeu& marqueur de cancer, peut-étre méme
de plusieurs cancers (colon ou estomac, canceceni@ns) et pas une molécule impliquée
dans la synthése d'épithélium. Cette protéine joeierdle d’activateur du complexe
protéasome dont nous avions déja parlé dans lde$s maladie de Parkinson. Cet énorme
complexe de 700kDa est responsable de la dégradaiorelle des protéines intracellulaires
chez les eucaryotes, régulant ainsi la présencemésines synthétisées a partir du génome
(Figure 111.3.4). Deux voies de dégradation sontigmgeables : dans le premier systeme, ATP
dépendant, les protéines a dégrader sont marqueedepl‘'ubiquitine et régulées par une

protéine appelée PA700 (ou 19S).

Figure 111.3.4 : Composition et organisation du protéasome awex différents
activateurs intracellulaires. (McNaught et cblgture Reviews Neuroscienc2601).
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Dans le deuxieme cas, les protéines ne sont pgsitibées, et les complexes activateurs sont
les protéines REG (ou PA 28, ou 11S) composée#ffdectites sous-unités (REG REG[ ,
REGY).

Le protéasome est responsable de la dégradationoddreuses protéines incluant les
protéines ayant de mauvaises conformations, le®ipes virales, les protéines mutées. Ce
systeme régule également des facteurs de transorgmme le NF<B.

Le protéasome est également, dans le cas des mggupérieurs, la source principale des
antigenes présentés a la surface des cellulege \iMH de classe 1 et il participe donc dans
lintégrité de la cellule et dans la réponse immaireé. (Rechsteiner et coll,rends in Cell
Biology, 2005)

L’implication du protéasome dans certains cancepséaeédemment été décrite, notamment
concernant un défaut dans la machinerie de dégpadatilisant les ubiquitines (Adamblat
Rev Cancer2004. De plus, et c’est ici la partie qui nous inté&ege plus, I'inhibition du
protéasome provoque le blocage du cycle celluldaas les cellules normales et induit
'apoptose dans les cellules tumorales. A notrena@sance, aucun travail n'avait relié
jusqu'a présent REG et le cancer de l'ovaire. Mais quel peut-étre Gk rexact de cette
protéine ?

REGa étant un activateur du protéasome, une augmenta¢é@ette protéine dans les cancers
pourrait empécher I'apoptose des cellules maladéanmoins des études ont montré que PA
280 empéchait la prolifération excessive des celldiesysteme vasculaire humain (Faries et
coll, Inter. Journ of Vasc Sur@001). Ainsi, I'apparition d’un fragment de REG dans le
tumeurs est-elle due a une augmentation de ceti&ipe permettant de ralentir la
prolifération tumorale par I'activation du protéas®? Au contraire, y a-t-il une augmentation
pour bloquer les phénomenes d’apoptose ? Ou encad-il coupure de PA28 pour
inactiver le protéasome et un rétrocontble négg@ifrproduction de la protéine) pour
compenser cet effet ? Curieusement, ce clivageradup aux endroits de fixation de REG
avec le protéasome, ce qui laisse suggérer quevition du complexe n’est plus viable une
fois le clivage effectué.

Des expériences sur des cultures cellulaires tuesravariennes ou des animaux
modéles simulant la maladie peuvent ainsi étre sagdes par la suite pour tenter de
comprendre certains mécanismes. Des injectionsA@8d® au sein des tumeurs pourraient
étre réalisées pour savoir si la protéine favooseréduit la croissance tumorale via le
protéasome, ou a linverse l'utilisation d’inhibis REG. Ces expériences sont également

valables du point de vue génétique avec l'utilmatie RNAi ou d’animaux KO. Il peut étre
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aussi envisagé d’étudier I'action du fragment deGREEiministré a des animaux pour voir Si
ce dernier est un simple résidu de la protéin€ibpassede un rdle biologique.
Une autre voie d’étude peut étre de suivre I'évotlutdu biomarqueur au sein de la tumeur

apres administration d’anti cancéreux et de drogues
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4. Conclusion

Les études réalisées a partir d'une trentaineakpies issues de patientes atteintes de
cancer de l'ovaire de stade lll et IV ou de kydiénins (ou ovaire sain) ont permis de mettre
en évidence 8 biomarqueurs potentiels de cetteojuafie. Le marqueur le plus important
présent dans pres de 80% des tumeurs est un fragdesmifi€ comme appartenant a la
protéine RE@ qui est un activateur puissant du protéasomegoaal ayant déja été décrit
comme impliqué dans certains cancers, dans laatgulde I'apotose ou du cycle cellulaire.
A notre connaissance, PA @& avait encore jamais été décrit comme impliquésdée
cancer de l'ovaire.

Des études immunohistologiques laissent appanaiteeaugmentation de cette protéine dans
les biospies tumorales, avec une localisation s cytoplasmique que nucléaire comme
c'est le cas dans les tissus bénins. Ces résuftatstous été validés par une équipe
d’anatomopathologistes (Dr Farine, Hopital Jeanne dlandre, Lille). Des
immunohistochimies sur d’autres tissus cancére@kolicou estomac) positifs eux aussi,
laissent penser que ce marqueur n'est pas spéxifigul’ovaire, mais reste cependant un
marqueur de la présence de cancer; il ne semldeéfpa un marqueur de la production
d’épithélium. Des expériences de Westen-Blot onfiomé cette augmentation de REG dans
le cas des cancers par rapport a des kystes bénins.

Ainsi, le fragment détecté lors d’analyses direcsble étre le résultat d’'une augmentation
de la quantité de REfGdans les tumeurs malignes. Nos expériences nepwugettent pas
de savoir pour le moment le réle de PA28ans le cancer: réle de prolifération, role
protécteur ou action sur le cycle cellulaire ; denbreuses questions restent en suspens.

Des informations pourront probablement étre obtengiice a I'étude sur des modéles
animaux et aussi en réalisant la carte de co-kai#dn du peptide de masse 9744 et de la

protéine entiere par approche Tag-Mass.

La technologie d'imagerie MALDI ayant permis de déerir cette molécule dans le cancer
de l'ovaire pour des stades lll et IV, elle peukeé&nsuite appliquée pour des stades plus
précoces afin de commencer une étude pour le dstigrae cette maladie. Ce travail pourra
étre mené en paralléle a I'étude du sang, afinagleissi I'activateur du protéasome ou ses
métabolites sont présents dans le sang des patieateéreuses, sachant que REG a une

action bénéfique sur le systeme vasculaire.
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Le marqueur pourra aussi étre recherché par speétrie de masse dans les tissus fixés et
paraffinés selon une approche semblable a cella gablication N°3 pour une étude sur un

plus grand nombre d’échantillons.
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L’analyse directe et I'imagerie par spéctrométrie masse sont des technologies
prometteuses permettant la localisation simultati€éenombreux composés en une seule
analyse. Chaque composant de I'imagerie possedavsesages propres ; pour le DESI, la
possibilité d’étudier des composés in vivo en temgal ; pour le SIMS, la réalisation
d'images au niveau sub-cellulaire, particulieremetile pour I'imagerie des lipides et des
drogues. Le MALDI quant a lui, offre la possibilitle détecter des protéines de masse
relativement importante directement dans le tiggrmettant la réalisation de « profiling »
pour la recherche de biomarqueurs potentiels serscéon préalable ni traitement délicat de
I'échantillon. Des expériences d’imagerie sur parfoés d’une centaine de protéines peuvent
ainsi étre réalisees.

Cette technologie étant a ses débuts, de nombiéxetoppements restent a réaliser.

La premiére partie concerne la préparation d’ééhamg avec notamment la recherche de
nouvelles matrices plus adaptées a I'analyse desstiet a I'acquisition d'images. Dans nos
études, les matrices ioniques et principalement ABAI se révelent étre un outil
intéressant en terme d’intensité des signaux obtenule qualité spectrale (acces plus facile
au mode réflecteur), de couverture de la matricdascoupe, de stabilité sous vide, et surtout
de faible ablation de matériel sous irradiatioreta& haute fréquence, ouvrant 'accés a des
acquisitions d’'images a haut débit. Pour I'instaes matrices sont surtout utilisables dans la
gamme de masse des peptides, et des travaux cancé&rmrecherche de nouvelles matrices
pour I'amélioration des signaux des protéines aohiellement en cours.

La technique d’'imagerie idéale, que nous espéroasqgr utiliser un jour, doit étre capable
de travailler sur tous les types de tissus, qgd®nt jeunes, vieux ou abimeés. Une partie de
nos études s’est axée sur I'amélioration des signgudice a [I'utilisation de solvants
organiques. Ces derniers, notamment chloroformgykine, permettent de retrouver des
signaux perdus en imagerie par de mauvaises conglitle stockage ou des temps de
conservation trop longs. Leur principe est basd’sxiraction des lipides du tissu, permettant
un meilleur acces de la matrice dans la coupetr@eaux nous aménent & nous interroger sur
les processus se déroulant lors du veillissememedelerniers et les conditions de stockage
optimales qui pourraient étre envisagées (congervabus vide, sous atmospheére inerte etc.).
Cependant, ces traitements ne sont utilisablesgudes tissus congelés, ces derniers étant la
source unique de toutes les analyses sur tissugppairométrie de masse.

Une troisieme partie de nos études s’est donc swéka possibilité de travailler sur des tissus
fixés et paraffinés tels que ceux utlisés classigent dans les bibliothéques des
anatomopathologistes. L’analyse de ces types destipermettrait de réaliser des études

rétrospectives sur un grand nombre d’'années, & amgmenter le nhombre de biospies
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analysables pour des recherches ou des confirnsadi@ibiomarqueurs. Ces biopsies sont, de
plus, classées suivant leur type histologique, wepgrmettrait de réaliser des études de
« profiling » sur des échantillons comparables dintp de vue médical. Nous avons
développé deux types d’approches permettant deidésaette problématique ; la premiéere
est basée sur l'utilisation d'une matrice réactiee2,4 DNPH, qui permet d’analyser avec
succes des tissus fixés depuis moins de 6 moiser@apt, la fixation au paraformaldehyde
étant un processus actif continuant au cours dpgeihest nécessaire d'utiliser une deuxieme
méthode axée sur une digestion enzymatique afibtefir des signaux lors d’analyse de
biopsies fixées depuis des temps plus longs. Dgérexnces de MS/MS sont alors réalisables
sur ces échantillons soit par MS/MS in situ (MALDDF/TOF), soit apres séparation des
composés par HPLC et séquencage automatique en datdedépendant sur une trappe
d’'ions. En couplant la digestion trypsique et urotgy automatique ayant une grande
précision, nous sommes parvenus a reéaliser desesndg la localisation de plusieurs
protéines sur ces tissus, permettant donc la alidation de plusieurs protéines en une seule
analyse. Cette étude est a notre connaissancenaigee utilisant la spectrométrie de masse
MALDI sur ce genre de tissus. Des études de «lprgfe réalisées sur quelques cerveaux de
rats traités au 6-OHDA simulant la maladie de Restwn, (comparés a des cerveaux de rat
témoins) nous ont permis de repérer et d’identifieelques biomarqueurs connus dans cette
pathologie et notamment le neurofilament M. Cettelé semble démontrer que la recherche
de composés régulés sur des coupes fixées au RAfossible en utilisant conjointement
'analyse directe MALDI et l'identification LC-trage.

Par la suite, de nombreux tests pourront étre sé&alpour améliorer la détection dans ce
nouveau champ d’application. Plusieurs axes deerebles peuvent étre envisagés, comme
celui d'utiliser un instrument doté d’'un « ion miitlyi» donnant I'accés a des cartographies
peptidiques/protéiques a plusieurs dimensionsappbrt d’'un analyseur ayant une tres haute

résolution (FTICR). L'utilisation des matrices iques peut aussi étre envisagee.

Dans l'optique de réaliser des études plus fondéates en biologie ou dans la
recherche d’'un diagnostic plus précoce en médecings avons développé un nouveau
concept appelé Tag-Mass, basé sur la détectiomentdi d’'un composé relargué apres
photoclivage sous UV de la molécule. Par cette rieecte, il est possible de détecter
spécifiguement sur tissus des molécules de hautspwioléculaire, inaccessibles jusqu'a
présent en imagerie MALDI, telles que les ARNm, ABN et des protéines de plusieurs

centaines de kilodaltons.
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Ainsi, nous sommes parvenus dans cette étude dskErcBARNmM de la proenképhaline a
partir d'une sonde de 414 pbases «taggeées », €athoxypeptidase D, une protéine
transmembranaire de 180 kDa grace a I'utilisatiom énticorps marqué par un Tag.

Ce développement ouvre donc la voie de l'imagepécsique, et, avec l'utilisation de
plusieurs Tag sur une méme coupe, permettraiblésation de cartes de co-localisation telles
gue ARNmMm/protéines, protéines/peptides, proteimeglees etc. La sensibilité de cette
technique semble meilleure que des révélationssigass au DAB, mais probablement
inférieure aux techniques de fluorescence. L'avgmtmajeur réside dans la possibilité de
réaliser des multi-localisations de composés en wgeale analyse, avec peut-étre
prochainement la répartition sur un tissu d’'uneaiic de composés en une seule analyse...
Cette approche peut aussi étre envisagée poundbsas semi-quantitatives sur tissus.
Plusieurs développements dans ce domaine resteoteea réaliser ; la possibilité d'utiliser
les matrices ioniques pour limagerie Tag-mass a&dtellement a I'étude et pourrait
permettre d’améliorer la qualité des images etckacsans dégradation majeure de la matrice
a des acquisitions plus rapides sur tissus. Datesétpeuvent étre menées sur des tissus fixés
pour appliquer la technologie Tag-Mass a des biesponservées dans les bibliothéques. De
plus, I'imagerie des sucres avec des lectines &xygé de n'importe quelle autre molécule
avec des aptameres marqués est parfaitement eeaidaget permettrait d’obtenir des images
uniques dans ce domaine. Ces images devraientéétisables en mode MS/MS permettant
une reconstruction des images encore plus spéeifiqu

Des tags couplés avec une matrice MALDI permetitajeant a eux d’éliminer tout risque de
délocalisation.

Cette technologie pourra par la suite étre appécué€imagerie SIMS, ou une liaison du tag
serait cassée par le faisceau d’'ions primaireawmffainsi la possibilité de détecter tous les
types de molécules, y compris les protéines. Gglpeoche est aussi envisageable en MALDI
IR.

Appliquée au cancer de l'ovaire, la technique dys®directe et par extension dimagerie
MALDI sur tissus nous a révélé la présence d’'urtigede masse 9744 Da dans des biopsies
tumorales, identifié comme appartenant a la pret&&EGQx (ou PA2&), un activateur du
protéasome. Ces travaux, réalisés en partenari@c ades gynécologues et des
anatomopathologistes, ont permis de valider paragbe immunologique 'augmentation de
PA281 dans les tumeurs (approche Western-Blot et immstabgique). Méme si le
protéasome et REG ont déja été décrits dans d&apathologies, - et notamment tumorales -,

c’est la premiére fois que cette PA28 apparait iqpigle dans le cancer de l'ovaire. Cette
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molécule est peut étre impliguée dans d’autres tusn@stomac ou colon) laissant penser que
celle-ci n'est peut étre pas spécifique du caneefaVaire, mais corrélée a la présence de
tumeur maligne dans la biospie.

Le r6le de cette protéine est encore a découvirda déterminer si son action est bénéfique
ou au contraire, participe a la prolifération dedlutes. De futures expériences sur des
modeles animaux ou des cellules peuvent prétergrendre a certaines de ces questions.
L’étude des transcrits peut également nous foules informations précieuses et parait
importante pour un éventuel dépistage précoce dwladie. Ce dépistage nécessite I'analyse
de biospies de stades | et Il, afin de vérifigpiésence de REG et son augmentation dans ces
stades plus jeunes de la maladie. Cette étude gp@tme realisée sur des tissus fixés afin
d’assurer un nombre de biopsies conséquent.

L’apport du Tag-Mass au cancer de I'ovaire perragttie co-localiser le peptide de masse
9744, avec la protéine native ; il convient de lamsr en premier lieu que I'anticorps CTER
anti REG ne reconnait évidemment pas le peptidd S&dl.

Du point de vue appareillage, des perspectivesragerie MALDI peuvent se situer dans
l'utilisation de source IR qui utilise des matricefus compatibles avec les conditions
biologiques. Des expériences realisées sur dasstsgec Klaus Dreisewerd a Munster, nous
ont déja permis d’obtenir des résultats intéressantutilisant du glycérol et un spectrometre
doté d'un TOF orthogonal assurant une trés bongeigion en masse. Certains résultats
laissent penser que des composés de la coupe pétredétectés sans méme l'utilisation de

matrice.

Plusieurs utilisations sont donc possibles poimdgerie MALDI, mais plusieurs
voies peuvent aussi étre empruntées : le profgingtissu doit-il étre utilisé pour obtenir une
grande série de profils sans validation supplénrental qu’il a été fait pour le SELDI au
départ ? Est-elle une solution de « démélage bidesarqueurs ou une meéthode de validation
de ces derniers déterminés par une autre techflique
Les développements actuels en imagerie MALDI ehndénble des perspectives dans ce
domaine permettront peut étre un jour a I'IMS deraitre le succés de son homologue
meédical qu’est I'IRM. (Figure 4)

Ceci impliqgue que l'imagerie MALDI « de recherchespit introduite comme technique
d’'imagerie moléculaire en diagnostic dans les fadpita partir d'un prélevement (imagerie
clinique ou pathologique). Cet outil peut trouven sntérét dans le cas des tumeurs frontieres
qui sont parfois difficiles a classer pour les anaipathologistes, ou pour le chirurgien afin

de différencier les parties tumorales des parteees pendant une opération. Ce genre
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d’utilisation sera probalement facilitée par I'mtiuction de source compatible avec I'analyse
in vivo a préssion athmosphérique telle que le DESI, equiphllis est de structure plus
compacte que MALDI ou SIMS. Ce type de source daié spray plus fin (JEDI) permettra
probablement I'accés a des molécules de masse<lgses avec une résolution plus fine.
L’acces facile a la MS/MS par le DESI pourrait éree clef supplémentaire pour ce genre

d’application.

——> DESI?
JEDI ?

L’'imagerie MALDI de 2001 a 2006...

Tout comme Lavoisier ou Galilée il y a quelquexckgs, les chercheurs d’aujourd’hui
continuent a élaborer des théories et des exmitat partir de leur capacité d’observation et
de synthése face a une réaction qui se déroulelsorssyeux. La différence majeure réside
dans les outils utilisés pour ces études. Ces elaraippellent a une amélioration constante,
pour participer a une meilleure compréhension désamismes biologiques complexes,
compréhension primordiale pour le développememalg/eaux traitements pour vaincre des

maladies telles que le cancer.
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1) Matrices loniques

1.1 : Synthése des matrices ioniques

Les conditions de synthéses des matrices ionigoas réunies dans la publication
d’analyse directe et d'imagerie par spectrométaemthsse (publication n°1). On distingue
deux types de synthése, une synthése dite classiglee matrice MALDI (généralement 50
ou 100mg) est dissoute dans du méthanol (20mLpieteaa température ambiante pendant
guelques heures apres ajout de la base en prapa@tjoimolaire. Le solvant est ensuite
évaporé au rotavapor et la matrice ionique obteraug étre utilisée aprés sa dissolution dans
un mélange ACN/pD (2/1v/v, 0,1% TFA).

La deuxiéme voie décrite par I'équipe de A Tholdjoghaddam et collRapid Commun.
Mass Spectrom2004) consiste a dissoudre la matrice acide (10mg/niectement dans la
solution ACN/HO et de rajouter la base organique. La quantitéade peut étre équimolaire,
mais peut aussi étre augmentée jusqu’a 1.5 eq ptamheine meilleure cristallisation de la
matrice sur le tissu (publication n°2).

Ces matrices ont été comparées aux matrices MAld3kmuement utilisées (ou on ionique) :
HCCA (10mg/mL, ACN/HO (2/1vIv, 0,1% TFA)), SA (20mg/mL, ACN/D (2/1 VIV,
0,1% TFA)) ou DHB, (10mg/mL, ACN/AO (1/2 vIv, 0,1% TFA) ou DNPH (4mg/mL
ACN/H,0 (2/1viv, 0,1% TFA)).

1.2 : Matrices ioniques en préspottées

Les syntheses ont été en géneral réalisées ayeottecole de Tholey et coll, hormis
pour la synthese d’'HCCA/PA.
0,5ul de matrice (10mg/mL dans ACNM2/1 VIV 0,1% TFA) est déposée sur plaque
MALDI et laissée cristallisée a température amigar@t,5ul/luL de solution est ensuite
déposée sur le dépdt jusqu’a séchage complet.
Dans le cas de I'étude des dépdts sur trois mais,selution de standards composés de SbP
(pmol/uL), ACTH 18-39 (1pmol/uL) et ubiquitine boe (2pmol/uL) a été utilisée (dépot
de 1uL de la solution finale) sur les matrices poé&es. La plaque MALDI a été conservée a
température ambiante a I'abri de la lumiere.

Les expériences sur la BSA ont été réalisées a ganhe solution a 5pmol/uL dans I'eau.
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1.3 : Préparation des tissus

Des rats Wistar, de masse comprise entre 250 @y 8bt été utilisés dans nos
differentes études ; pour les injections au 6-OHI®&, animaux ont été anesthésiés avec du
pentobarbital (50mg/kg) et perfusés pendant 8 rasiavec du 6-OHDA (8ug dans 4uL de
sérum physiologique et 0,05% d’acide ascorbiquer@rdonnées A=-3,8mm, L=1,5mm,
H=-8,5mm.

Les animaux ont été sacrifiés par décapitationlegtprincipaux organes (notamment le
cerveau) ont été prélevés puis stockés a -80°C.

Des coupes de 15-20um ont ensuite été réaliséeaide Id'un cryostat et déposées
directement sur plaque MALDI. Aprés séchage de Butes a température ambiante, la
matrice MALDI est appliquée sur la section en sditit une micropipette.

Pour l'application a l'aide du microspotter, lesnditions sont résumées dans la
publication N°3.
Dans le cas de I'étude sur des tissus fixés effpa¥sg, les protocoles utilisés sont ceux décrits
dans la publication n°3. Brievement, la paraffisé &@iminée par des bains successifs de 5’
dans le xylene ou le toluene, puis légérement neltgd avec des bains d’éthanol a 100%,
96% et 70%.
Aprés séchage, la trypsine (0,1ug/uL ou 0,033uglaris tampon bicarbonate) est appliquée
a l'aide d’une micropipette ou du spotter automagigPour le profiling, les tissus sont rincés
a I'éthanol 70% pour éliminer I'exces du digestuPkimagerie, cette étape n’est pas realisée

pour limiter les phénomenes de délocalisation.

1.4 : Analyses MALDI :

Les spectres MALDI ont été obtenus sur un VoydgErSTR (Applied, biosystem,
Framingham, USA) doté d’un laser pulsé et d’'unidékxtraction.
En mode linéaire, les parametres étaient : acc&ar20kV, Grid, 94%, Gwire, 0,05%, DE
200ns.
En mode réflecteur, les paramétres étaient : aetida, 20kV, Grid, 75%, Gwire, 0,05%, DE
200ns.
Pour les analyses sur tissus, les mémes paramsetrestilisés hormis pour I'accélération qui

est réglée a 25kV. (cf publication n°1)
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2) Rincages des coupes

Les protocoles utilisés sont résumeés dans lagatin N°2 ; les tissus sont rincés par
les différents solvants en inclinant la plague MALJD on été déposées les sections.
Les identifications des lipides ont été réaliséesnanoESI-QTOF (QSTAR applied biosytem)
en mode MS/MS ou en ion précurseur pour détecsatiféérentes familles.

3) Identification des protéines des tissus fixés paraffinés (Publication N°3)

Les peptides sont digérés sur le tissu a la tngp€,1ug/pL) et extraits a I'aide d’'un
tampon TRIS ou par rincage a I'éthanol ou encofeaau MQ. L'échantillon est déssalé sur
ZipTip selon le protocole du fabriquant et élué@88% d’ACN/ H20 (TFA 0,1%). Aprés
lyophilisation les échantillons sont repris dang 5@'H20 AF 0,1%.

Les séparations sont réalisées sur nanoLC/trapp® fbhermofinigan) couplée a une colonne
C18 Dionex (150 x 75um x 3um x 100A); les peptidemt élués avec un gradient
d’ACN/H20 AF 0,1% a 1% par minutes pendant 70 neswtvec une débit de 200nL/min.

Le LCQ est réglé sur le mode « data dependantwnoscan MS est suivi d’'un scan MS/MS
sur I'ion majoritaire.

L’energie de collison était réglée a 35%, la terapée du capillaire de 160°C et la tension
aux bornes du cone 1.5kV.

Pour la dérivation sur tissu au SPITC, le protativant a été utilisé : aprés digestion du tissu
et ringcage de la coupe a I'éthanol 70%, 20uL d’'sokution HO/Pyridine (1/1 v/v) est
appliqguée sur la coupe complétés par 20uL d'unetisol de SPITC a 1mg dans 200uL
d’éthanol/pyridine/H20 (1/1/2). La coupe est plaégé&0°C pendant 30 minutes et de la
solution ethanol/H2O/pyridine est rajouté pendantdaction pour maintenir un volume de
réactif sur la coupe.

La coupe est laissée séchée a I'étuve puis rapternmeée a I'éthanol 80% avant ajout de

matrice.

4) Tag-Mass (cf Publication N°4)

Les syntheses des Tags ont été réalisées pacités&urogentec (Liége Belgique) ;
les protocoles sont réunis Publication 4 (additionaterials).
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Les sondes ADNCc ont été préparées a partir d’ARMtrags du cerveau de rat au trizol. Les
ARNmM sont traités a la DNAse pour empécher les dicgtions d’ADN génomique lors de la
réaction de RT-PCR. Cette derniére est réaliséarsfnragment de la proenképhaline (414pb)
en utilisant les primers CAGGACTCCCCAAAGGAGAACAGGA (gauche) et
GACGTACCAGGCGGTAGCTGCATTT. Le mix de PCR (50uL) iéteonstitué de 1uL de
chaque primer (20pmol), 2uL de cDNA, et 0,2uL Taglymérase. Les conditions
d’amplifications sont classiques (94°C, 60°C (hghtion), 72°C). L’ADN amplifié est
ensuite purifié sur colonne de silice (Promégaprsde protocole du fabriquant. Pour le
primer taggé, la PCR est réalisée en utilisaneaetblécule a la place des primers habituels.
Pour 'UTP tag, cette derniere est utilisée en avigc du dTTP en proportion 1/3 (Tag/dTTP).
Le témoin positif est réalisé a partir du méme ABMplifié mais marqué a la digoxigénine
(DIG) selon le protocole Roche pour produits PCR.

Les protocoles HIS et ICC sont décrits Publicatid.

5) Cancer de l'ovaire

5.1 : Nature et préparation des prélevements biogpques

Pour chaque patiente, 4 prélévements biologiqoeété réalisés :

- sang hépariné

- sang non hépariné

- biopsie ovarienne

- liquide d’ascite. En I'absence d’ascite on prélamdiquide de lavage péritonéal au

sérum physiologique.
Les échantillons sont ensuite transportés danompartiment a 4°C jusqu’au laboratoire et
les prélevements ovariens sont alors placés a -86f@édiatement avant analyse MALDI on
réalise des coupes d'ovaire (15um) au cryostaDaG2(cf partie préparation des tissus pour
imagerie ou I'analyse directe)
Le sang subit une centrifugation (1500g, 10’ ,4p€)mettant de séparer sérum ou plasma des
globules rouges. Les surnageants sont aliquoté2Q@urL et stockés a -80°C.
Les liquides d’ascite ou de lavage péritonéal slirgictement aliquotés par 500uL dans des
tubes de 1.5mL. En cas de présence de sang dahartélon ; une centrifugation (1500g,
107, 4°C) est réalisée pour éliminer les globulasges et les liquides ovariens sont stockes a -
80°C.
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5.2 : Extraction des peptides des liquides biologies (cas du sérum)

Les extractions sont réalisées a partir des séroibtenus apres élimination des
globules rouges. 200uL d’'HCI 2N sont rajoutés adp20de sérum (concentration finale 1N)
et agités a 4°C pendant une heure. Une fois letipes précipitées, la solution est
centrifugée (8000g, 30’, 4°C) et le surnageant eenit les peptides est extrait. Le culot
protéique peut étre conserveé pour des analyseateultés.

La fraction peptidique est purifiée sur une minitcache SPE C18 (Machery Nagel) de 10mg.
2 élutions de 10% puis de 60% d’ACNM®I TFA 0,1% sont réalisées pour préfractionner les
peptides. Les solutions d’extractions sont lyogB#is et reprises dans 50uL sfHpour

analyse.

5.3 : Extraction des peptides a partir de biospies

400mg d’échantillon solide conservé a -80°C esepauis broyé a I'aide d’un mortier
dans de I'azote liquide. La poudre obtenue esigemtans de 5mL d’'HCI 1N et le mortier est
rincé avec la solution d’extraction ; le tout estsé dans un tube de 20mL et centrifugé a
8000g pendant 30’ a 4°C. Les peptides contenusldansgnageant sont purifiés sur cartouche
C18 (seppack C18, 2g) puis élués avec des solutierif%, 40%, et 100% d’ACNB TFA
0,1%.
Apres lyophilisation des fractions, les protéinestgeprises dans 400uL d’'H20 pour analyse

ou séparation HPLC.

5.4 : Conditions chromatographiques préparatives

Les HPLC préparatives ont été réalisées sur unemehdPLC Beckman couplée a une
barrette de diode. Les longueurs d’ondes de déteait été réglées a 220nm (longueur
d’onde de détection des liaisons peptidiques) 8nhAv(cycles aromatiques). La séparation a
ete éffectuée sur colone Interchim C18, (4,6mm x B%bum) avec un gradient d’ACN 0,1%
TFA a 1% par minute, un débit de 0,5mL/min et apngsction de 200uL de solution. La
collecte des fractions est réalisée toute les ragyiuis les échantillons sont lyophilisés avant

reprise dans 50uL d’eau pour analyse.
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5.5 : Western Blot

Electrophorese en gel de polyacrylamide
L’électrophorése est réalisée sur gel d’acrylamide.

» Gel de séparation (12% acrylamide) : Acrylamide 4i&acrylamide 0.8% /
Tris HCI 4X pH 8.8 / H20mQ. La polymérisation dadtylamide est catalysée
par I'ammonium persulfate 10% (w/v) et le TemedNW,N’-tétra-méthyl-
éthylenediamide) ajoutés extemporanément.

= Gel de concentration (3.9% acrylamide) : préparéroe précédemment.

Apres polymérisation du gel a température ambidete,solutions de protéines

sont déposeées dans les puits :

= Les protéines déposées sont les protéines démstyiée la solution [surnageant
d’extraction + tampon dénaturant de Laemmli]).

= 5 échantillons de protéines sont déposés par @ekant un puit libre entre chaque
dépbt : 1 marqueur de poids moléculaire et 4 édiearst de protéines (correspondant
a 4 biopsies ovariennes différentes).

= L’équivalent de 18 ug en protéines totales est siépgans chaque puit.

La migration des protéines en SDS-PAGE est réalddes un tampon de migration
Tris/Glycine /SDS (2mM / 129mM/0.1%w/v pH 8.3), @ripérature ambiante. La tension
appliguée pendant les premiéres 15 minutes estOd¥¢ 8vant d’étre augmentée a 180 V
pendant 60 minutes (la migration sera surveillédeegel est arrété lorsque le front de

migration atteint le bas du gel).
Transfert sur membrane de nitrocellulose

L’électrophorése terminée, les gels et les membratee nitrocellulose sont équilibrés
pendant 30 minutes dans un bain de tampon de eéramsfrigéré a 10°C, sous agitation

douce.

Les protéines contenues dans le gel sont alorssfénia@es sur une membrane de
nitrocellulose dans un bain de tampon de trangfag base / Glycine / MeOh / H20
réfrigéré a 10°C. Le transfert se réalise dansadees (marque) (Biorad) réfrigérées a

10°C, par application d’'un courant de 45 mA pend&nminutes.
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Incubation avec I’'Ac primaire et secondaire

Avant incubation avec I'’Ac primaire, la membranesggurée par un bain de PBS-Lait 5%
pendant 45 minutes, a température ambiante etagpiagion douce. Cette étape permet de

saturer les sites d'interactions non spécifiqué® ém membrane et les anticorps.

La membrane est alors mise en contact avec I'Amnaire (Cterm) dilué au 1/250° dans
du PBS-Lait 5% (5g de lait/ 100mL PBS), toute l& L8 heures) a 4°C et sous agitation

douce.

Le lendemain, la membrane est rincée trois foisgrfutas dans un volume de PBS-Tween
0.05%, puis elle est alors incubée avec I'Ac seaoed dilué au 1/5000° dans une
solution de PBS-Lait 5%, pendant une heure a temtynér ambiante et sous agitation
douce. La membrane est alors rincée deux fois hit@sndans un volume de PBS puis 5
minutes dans un tampon phosphate.

Révélation

Les protéines sont maintenant marquées spécifiqueeg@euvent étre révéelées par le kit
ECL (Enhanced Chemiluminescence, Amersham). Laxpdese marquant l'anticorps
secondaire oxyde le luminol en présence de peroxffodrogene. Le luminol excité

revient a son état initial en émettant une lumiarel28 nm détectée par un film

photographique.

La membrane est mise au contact du luminol pendagt minute : par bain dans un

mélange des solutions 1 et 2 du kit ECL dans uapgution de 1/1.

La membrane est ensuite mise en contact avecmrrdiliographique en chambre noire,

puis séchés et annotés.
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REVUE MEDECINE SCIENCES

Imagerie MALDI : Une nouvelle technologie pour découvrir et valider de nouveaux
hiomargueurs
Maxence Wisztorski, Fémi Lemaire | Jonathan Stauber, , Somia Ait Menguelet, Olivia Jardin-
Mathé. Michel Salzet et Isabelle Fournier
Laboratoire de Neurommmunologie des Annélides, FRE CNES 2933, équipe Imagerie
MALDI. Batiment SN3, Cité Scientifique, Universite des Sciences et Technologies de Lille,

539630 Villensuve d”Ascq

Résumé

A I'heure de la protéomique, la spectrométrie de masse s est révélée un outil puissant
pour la recherche et l'identification des protéines et des peptides a partir d’échantillons
purifiés. Une nouvelle ére s ouvre, avec I'imagerie MALDI. permettant & la fois la recherche,
I'identification et maintenant la localisation de biomolécules telles que les peptides, les
protémes ou les lipides au sein des tissus. Des développements cruciaux au miveau de la
préparation des échantillons permettent 1"analvse de tissus ou biopsies conservées congelées (-
80°C) depuis plus de 6 mois ou conserveés aprés fixation au paraformaldéhvde et inclus en
paraffine. Le verrou technologique permettant ['accés aux tumorothéques est enfin circonscrit
et la chasse aux biomarqueurs au sein de ces banques. objectif détermunant. est devenue
possible. Le rapprochement des techniques d imagerie MALDI de celles utilisées en routine
par les anatomopathologistes (colorations ou utilisation d anticorps) est également un objectif
immportant. Le développement de 1'imagerie spécifique grace a l'utilisation de sondes appelées
« Tag-Mass » ouvre des perspectives potentielles pour cette technologie. En effet. 1l est
dorénavant possible de localiser une protéine et son ARNm de facon specifique amsi que les
voles de signalisation sur une méme coupe ou 'expression du phénotyvpe pathologique a partir
d'une biopsie. Le développement de ce type de technologie rappelle les travaux similaires
effectués 1l v a plusieurs années en Reésonance Magnétique Nucléaire et qui ont conduit au
développement des techniques d imagerie dites IRM dont I'implantation en milien médical est

considérable pour le diagnostique de certaines pathologies.

° pour la correspondance
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Abstract

At the proteomics’ time, the mass spectrometry appears to be a powerful tool to find
and identify peptides and proteins from purified sample. A new era is now starting, with the
MALDI imaging. allowing both research, identification while conserving the localization of
biomolecules like peptides. proteins, oligonucleotides and lipids in tissues. Crucial
developments at the level of the sample preparations are in progress, in view of tissue analysis
or freezed conserved biopsies (-80°c) since more than & months or conserved after
paraformaldehyde fixation and paraffin embedded. The technical problem allowing the access
to hospital libraries is now off and the biomarkers hunting from tissues derived from these
libraries 15 now an objective key. The relationship between MAILDI imaging and
immunocytochemistry used by pathologist is important. The development of specific MALDI
imaging using probes with a tag (peptide or organic) called “Tag-Mass™ open the field of new
perspectives. In fact, it 15 possible henceforth to localize a protein with its specific mENA and
particularly the signalisation pathway on the same slices or a pathology expression phenotype
from a biopsy. Development of such a technology 1s similar to the one that occurred several
vears ago for Nuclear Magnetic Resonance that leads the development of imaging

technologies called MRI in hospital which 1s intensively used for patheologies diagnostic.
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Introduction

Les récents développements réaliseés dans le domaine de la spectrometrie de masse et
particuliérement sur le plan instrumental font actuellement de cette technique un outil de
choix pour 'application aux recherches biologiques [1]. Les nombreux efforts menés ces
dernieres années pour développer 1'étude du protéome ont démontré le role incontournable de
cette technologie [2]. La combinaison des méthodes de biochimie classigue a la spectromeétrie
de masse a déja permis lidentification de nombreuses protéines aux travers d'études
protéomiques associées aux connaissances croissantes des génomes [3]. Néanmoins de telles
meéthodes conduisent principalement a 'identification de nouvelles protéines et ne permettent
pas d’ obtenir d’informations sur la localisation de I'expression ou encore de suivre 1" évolution
du profil d’expression de l'ensemble des peptides/protéines au sein de tissus ou de groupes
cellulaires voire méme de cellule unigue.

Les nouvelles technologies émergeantes, permettent a 'heure actuelle de developper
des meéthodes alternatives pouvant répondre a ces guestions. A ce titre, le développement
d’analyse directe sur tissus ou sur cellules par Matrix Assisted Laser DesorptionTonization
time of flight (MALDI-TOF) est extrémement prometteur [4]. En effet. de telles analyses
permettent, tout en s affranchissant des lourdes étapes dextraction, purifications et
séparation, d’obtenir directement les profils d expression cellulaires sans perdre la localisation
des composés au sein du tissu. Une telle stratégie d'étude z'adapte parfaitement a la
spectrometrie de masse au travers de l'ufilisation de sources MALDI Le MALDI utilise une
methode d’ionisation parfaitement adaptée a l'étude des composes biologiques puisgqu’elle
permet l'analyse de composés polaires et de hautes masses moléculaires sous lenr forme
intacte, malgré leur fragilité thermique. Son principe de fonctionnement nécessite la formation
d'un réseau cristallin qui sera par la suite soumis a des tirs laser. Ainsi, cefte méthode permet
I'introduction de matériaux sous leur forme solide et ne nécessite pas de disposer de
composes en solution pour obtenir des ions en phase gazeuse. Elle est donc adaptable a
I'introduction de matériel biologique, comme par exemple des cellules isolées ou des coupes
de tissu. Les images sont obtenues par ionisation de 1"échantillon grice a un faisceau laser qui
parcourt toute la coupe (Figure 1). Aprés acquisition des données, un logiciel permet de
selectionner des gammes de masse correspondant a des molécules d’intérét et de reconstruire
des images de localisation. Chagque point correspondra a 1 pixel de I'image et la distance entre
chaque point deéfinira la résolution latérale de I'image.

Cette technique ne se limite pas seulement 3 la localisation des pepfides, mais peut ausst

s appliquer aux lipides, protéines et permet d partir d'une seule coupe I'obtention des
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informations de localisation de ces différents composes. Dans ces conditions, 1l est possible
d'analyser sur un meéme fissu les différentes zones le constituant de maniere hautement

specifique.

I De I’analyvse directe de tissu par spectrometrie de masse vers

I'Imagerie MAILDI

Depuis longtemps évoquée, la faisabilité de I'analyse directe de tissus biologiques par
spectromeirie de masse de type MALDI-TOF a été démontrée pour la premiere fois en 1993
par I"équipe du Pr. van der Greef grace a des travaux sur des neurones de Lymngea sftagnalis
[3]. 11 a fallu attendre 1996 et la reprise de ces travaux par le groupe de Jonathan Sweedler [§]
puis les developpements de 1'équipe de RM Caprioli [7] pour que le profiling de tissu par
spectrométrie de masse voie le jour. Les études menées par ce dernier groupe onf permis de
montrer la faisabilité de 1a méthode pour survre les profils d'expression des peptides/protéines
directement au sein de tissus sans traitement préalable [8]. Les résultats obtenus par d’autres
gquipes ont porté sur la cartographie, la distribution spatiale ou la modulation, suite a des
traitements, de la libération de neuropeptides dans le systéme nerveux de différents modéles
d études [9-11]. Sur des modéles invertébrés (dplvsia californica et Lymnaea stagnalis), des
analyses directes ont €€ réalisées sur les cellules exprimant les génes de I"hormone de ponte
de ces deux modeles [12, 13]. Une caractérization compléte des meécanismes de maturation de
cette hormone au niveau d’un seul neurone a pu étre réalisée. Du point de vue clinique, cette
technique de « peptides profiling » est en plein essor [4, 14-17]

Le développement récent de logiciels informatigques spécifiques a montré la possibilité
de suivre lexpression d'un peptide/protéine au sein du tissu et d'obtenir ainsi des
cartographies de 'expression de la molécule. Limagerie par spectromeétrie de masse consiste
en une automatisation de 'analvse directe [7, 18, 19]. Tout comme pour analyse directe, le
faisceaun laser va irradier 1'échantillon en un endroit, ce qui va définir un « spot » et un spectre
de masse sera enregisiré. Le plateau du support de "échantillon va ensuite se déplacer d'une
distance definie par avance, puis un nouvean specire sera enregisire a I'endroit du nouveau
spot. Le support va ainsi se déplacer a intervalles réguliers jusqu’a « scanner » toute la zone
d analyse préalablement choisie. Une fois toute la zone analysée. un logiciel va reconstruire
une image de la répartition d’un rapport masse sur charge choist (Figure 1). Trois éléments
sont decisifs dans cette technique @ 1) la préparation de 1'échantillon, 2) la matrice et 3) son

moede de dépdt.
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Développement
L'utilisation de I'imagerie MALDI au niveau clinigue oblige les groupes i deévelopper de
nouveaux protocoles, de nouveaux supports ainsi que de nouvelles matrices compatibles avec

les colorations histologigues et les procédures mises en ceuvre par les pathologistes.

1. Supports conducteurs transparents
La comparaison des données histologigues, obtenues par l'observation des coupes apres
coloration en microscopie optique, aux images moléculaires, obtenues par spectrométrie de
masse, montrent une trés bonne corrélation et une compatibilité presgque totale [20], une fois
résolus les problémes ligs aux supports d'analyse. En effet, il est difficile de localiser
beaucoup d'éléments tissulaires par microscopie optique quand les coupes sont montées sur un
support opague. C'est pourquoi il est devenu impératif que les tissus soient montes sur des
supports transparents et conducteurs tels que des lames ITO, Nickel ou des lames classiques
recouvertes d'or [21]{figure 2). Effectivement la propriété conductrice des lames est trés
importante pour 'utilisation d'analyseurs temps de vol, car des differences de tension sur la
surface de 'échantillon peuvent induire des variations dans la mesure des temps de vol des
ions preésents dans le spectromeétre de masse, empéchant par la suite d’avolr accés aux
analyses structurales par MS/MS. Cette caractérisation structurale des peptides au sein de la
coupe par des études de la fragmentation des peptides directement a partir des tissus est un
verrow technologique qui pourra étre levé suite a arrivée diinstruments de tvpe MALDI-

TOE/TOFE.

2. Préparation de I'échantillon et digestion trypsique.

Un des points critiques de 1'imagerie, comme toutes les techniques biochimigques, est Ia
conservation de I'échantillon, i e son mode et son temps de conservation. En effet, les tissus
peuvent éire, deés leur prélévement, congelés puis coupés et ensuite analyvsés. A 'heure
actuelle, la plupart des travaux utilisent cette procédure [22].

Dians le cas de coupes congelées avant eté conservees plus de & mois, des traitements par des
solvants organiques peuvent étre réalisés pour eliminer la couche de lipides gui saturent la
coupe [23] et ainsi obtenir un meilleur signal. De plus la possibilité de faire de la digestion
trypsique in sity sur coupes fraiches [24] par le biais ou non d'un transfert sur membrane [25]

devra permettre 1'accés a U'information moléculaire. Cependant, la plupart des échantillons
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conserves par les pathologistes au sein des hopitaux sont des tissus fixés au formaldéhyde
puis inclus dans la paraffine. Le formaldehyde forme au cours du temps des ponts méthylénes,
Pour résoudre ce probléme, des stratégies alliant 'emploi de matrice active [26] et Ia
microdigestion a la trypsine deéposée par microspotteur, ont €té développées [27] (Figure 3).
Ces stratégies sont couplées a la caracteérisation par ESI-Trap des protéines issues d une coupe
de tissu adjacente ayant subie un déparaffinage puis une digestion enzymatique [27]. Le
développement de ce tvpe d'émdes et 'amelioration de cette meéthode permettront
directement, a partir des tissus preéleves, de déterminer les peptides exprimeés dans une zone

bien définie du tissu puis de les identifier en obtenant leur séquence en acides aminés.

3. La matrice
Un autre développement consiste en la mise au point de nouvelles matrices mieux adaptées
aux contraintes de 1'imagerie [26]. Pour réaliser une image moléculaire, les matrices doivent
entrainer une delocalisation rédwite des composes, et donc une cristallisation rapide et
homogeéne sur le tissu [26]. De plus, la quantité de matériel présent sur la coupe est limitée,
donc les nouvelles matrices doivent permetire une angmentation de la sensibilité du signal et
supporter des fréquences de tir laser eleveées (200Hz), ainsi que le vide pousseé de la source,
durant le temps nécessaire a la réalisation d'une image. Les matrices ioniques répondent

parfaitement a 'ensemble de ces criteres [28](figure 4).

4. Le dépot de matrice
Le dépdt de matrice est un point important pour 'Imagerie MAILDI. En effet la matrice doit
extraire les analytes du tissu de fagon verticale et des cristaux doivent étre formés pour eviter
la delocalisation des molécules. Plusieurs approches ont € testées, comme recouvrir toute la
surface de la coupe avec de la matrice par application a la micropipette, déposer la matrice par
spray pneumatique [16)] ou par electrospray [7]. Ces meéthodes peuvent s’avérer difficiles a
mettre en place et 3 optimiser. Actuellement différents groupes de recherche s orientent vers
un dépot de matrice localisé. Des microgouttes de matrices vont étre déposées et espacées
d'un pas régulier. Ces microgouttes sont obtenues par dépdts manuels ou automatiquement
par des systémes robotiques de micro dépots, dépdt piezo, voire dépdt par éjection acoustique
de microgouttes [29]. Ces micros dépdts de matrices vont permetftre 4 la fois de limiter Ia
delocalization d’analytes mais aussi de réduire artificiellement la taille de la zone d’¢jection

de matiere due a l'irradiation par le laser.
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Tous ces développements en imagerie MALDI permettent la reconstruction de cartes
en 2D. 51 on étudie toute une série de coupes d'un organe, grace a un procéde informatique
[30]. il est alors possible de reconstruire non plus une image en 2D mais en 3D. En corrélant
ces resultats aux images de ces coupes obfenues en histologie, il est désormais possible de
vovager a 'intérieur de l'organe et de faire une localisation précise d'une molécule dans

celui-ci

Perspectives

Les études réalisées jusqu’ici utilisent la technoelogie de MALDI-UV. Des travaux sont
en cours pour développer 'imagerie MALDI infraronge [21]. En effet, les potentialités de
I'imagerie MALDI, combinées aux récents développements dans le domaine de l'analyse
MALDI avec des lasers IR permettent d'envisager le transfert de technologie déja acquise a
I'imagerie par MALDI-IR[31, 32]. Les potentialités de ce mode sont importantes puisque les
mecanismes mis en jeu dans les processus conduisant a 1'obtention, a partir d'un dépot solide,
d'ions en phase gazeuse reposent non pas, comme pour les lasers UV, sur des transitions
¢lectronigues, mais sur de 'excitation vibrationnelle, et principalement sur les vibrations des
liaisons O-H et N-H. Ainsi, de nombreux composés sont potentiellement de bonnes matrices,
comme par exemple 'ean. Ce mode autorise donc I'utilisation de matrices liquides ou solides
se rapprochant des conditions physiologiques. De plus, de part la nature des processus
physicochimiques mis en jeu en IR, cette meéthode a permis d'obtenir des résultats
promettenrs dans le cadre de "analyse d oligonucléotides et d"ADN.

Pour palier a ce mangue en MALDI-UV, I'un des deéveloppements les plus
promettenrs est ce que 'on appelle 'imagernie specifique. Sous cette appellation se cache
I'utilisation de sondes (anticorps, ribosondes, aptamers, lectines) marques 3 'aide d'un lien
photoclivable et d'un peptide rapporteur [33]. Ce lien photoclivable est clivé a la longueur
d'onde du laser du MAILDI. L'utilisation de ces sondes spécifiques permet de réaliser des
images en multiplexes d’ARNm spécifiques, d associer la répartition d'un ligand avec son
récepteur, ou d'un précurseur avec ses enzymes de maturation. Le concept du « Tag-mass »
permet également d'émdier, aprés aveir identifié des biomarqueurs, la répartition et
I'expression de ceux-ci au sein d'un tissu. La corrélation de leur expression avec celle de
facteurs de transcription conduit a la localisation au sein du tissu des cellules saines, des
cellules exprimant le phénotype tumeur ou de celles en cours de changement de phénotype

(Figure 5).
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Conclusion

La comparaison des résultats provenant de 1'imagerie par spectromeéirie de masse avec
ceux obtenus par des meéthodes biologiques classiques telles gque 1'immunocytochimie
confirment la fiabilité de la méthode puisque les images d’expressions obtenues sonf frés
semblables. Ainsi, I'imagerie par spectromeirie de masse pourra par sa haute specificité, sa
rapidité et sa sensibilité étre un nouvel outil d'investigation pour 1'analvse ef 'étude des
biomolécules.

Le couplage de l'analyse du transcriptome et du peptidome directement sur des coupes
de tissu ou au niveau d'une cellule unigue est le prochain développement de 1'analyse

MALDI
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Légendes des figures

Figure 1 : Principe de I'imagerie MATLDI-TOF.

a) Une coupe congelée est déposée sur un support. Une analyse microscopique est
effectuce. La coupe est recouverte de matrice avant d’étre analysée en MALDI-TOF.

b) Le laser va balayer la surface de la coupe et un logiciel informatique va permettre de
reconstituer une image bidimensionnelle de la répartition des molécules. Une
superposition entre la carte de répartition des molécules et 1'observation
microscopique peut &tre réalisée pour obtenir une localisation précise de la molécule
dans le tissu.

Figure 2 : a) Image par microscopie optique d'une coupe de ganglion de sangsue déposce sur
une lame conductrice recouverte de nickel b) Analvse directe de la coupe en mode réflecteur.
c) Mode P5D de I'ton m/z 861.7

Figure 3: Schémas des etapes permettant 1'analvse par spectromeétrie de masse de tvpe
MALDI-TOF de tissus fixés et paraffines dépendantes du temps de stockage de 1'échantillon

Figure 4 : Images moléculaires reconstruttes de la répartition de différents ions au sein de la
coupe de cerveau de rat obtenue par balayage de 10000 points a 50 Hz et 200 tirs par position
pour la matrice lonigque HCOCA/ANI a) lére acquisition en mode positif et ©b) seconde
acquisition en mode négatif (avec la permission de Analytical Chemistry)

Figure 5 : Principe de détection de plusieurs ARNm sur une coupe de tissu en uwtilisant des

sondes marquees a 'aide d'UTP-li¢ par une lizison photoclivable par le laser UV ef un
rapporteur peptidique.
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Figure 6 : Principe de I'imagerie spécifique en utilisant des anticorps tagges (lies a une liaison
photoclivlable par le laser du MAIDI et comportant un pepiide rapporieur). a) répartition
moléculaire de la carpoxypetidase D (protéine membranaire de 160 kDa) deétectée par le
concept du Tag-mass, b) scanner de la coupe adjacente ) immunodétection avec un anticorps
marqué a la peroxydase ef immunorévelé par du chloronaphtol.
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Abstract: Phospholipids and glycosphingolipids (sulfatidegrebrosides, gangliosides)
contained in the plasma membrane of neuronal tigsere profiled by direct infrared laser
desorption/ionization orthogonal time-of-flight nsaspectrometry (IR-LDI-0-TOF-MS),
performed on cryosected native slices generated fat brain. Spraying of potassium acetate
onto the slices was found to facilitate data intetgtion in positive ion mode by suppression
of sodium adduct ions. The high mass resolving pafé¢he instrument of ~10,000 (FWHM)
along with an accuracy of the analysis in the lo@ @pm range allows a putative
identification of the lipids and differentiation @ériations in the fatty acid residues based on
their molecular weight. Moreover standard histolaggss slides can be used as substrates
without degrading the mass accuracy of the analig@solving power and mass accuracy are
also independent of the laser wavelength and teskof the tissue slices. Coating the slices
with matrix and wusing an ultraviolet (UV-) laser rfomatrix-assisted laser
desorption/ionization(UV- MALDI-)o-TOF mass specatietry extends the analysis to
peptides and small proteins with molecular weigfatisging from several hundred to well
above 10,000 Da. Tryptic digest peptides and ghritdeaved proteins were recorded after
incubation of native sections with enzyme and sgbeet coating of the slices with MALDI

matrix.
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INTRODUCTION

Molecular profiling and spatially-resolved moleaulmaging of biological tissue by
matrix-assisted laser desorption ionization massctspmetry (MALDI-MS) has recently
found a wide research interekf for example to identify biological markers or fiifferential
analysis studie¥In its simplest form MALDI-MS profiling can allowa rapid analysis: simple
mixing of a tissue (micro-) section with a suitablatrix can generate a profile of the major
peptide/protein content, for example of neuroenidectissué, or that of the major phospho-
and glycolipid constituents of the cell membranégore sophisticated matrix preparation
protocols allow to preserve the spatial distriboitad analyte molecules within the tissue to a
certain extent and to generate a molecular imagsdayning the laser across the slites.
Under ideal preparation conditions, the achievédtieral resolution would be as small as the
focal laser beam diameteHowever, owing to molecular diffusion the spatiesolution is
frequently diminished during the matrix applicatistep. Direct laser desorption ionization
(LDI) mass analysis of native slices avoids théaai preparation step. However, lacking the
MALDI matrix this approach has so far essentialgeb limited to the analysis of small
cations or anions within tissue slices and ¢&lIBirect infrared (IR-)LDI analysis of peptides
and small proteins from lyophilized sampfesr from protein-loaded polyacrylamide d@ls
has been reported in a few studies. In particliaruse of the water of hydration as the “IR
matrix” may have its merits for the analysis o$tis cryosection®. However, for the analysis
of peptides and proteins this latter approach setmse restricted to samples containing
exceedingly high concentrations of anaf{&" In contrast to UV-MALDI-MS, where only
monolayers of material are desorbed at the ionctletethreshold? material on the order of

5-10 um in thickness is typically ablated by a Brg laser pulsé®
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In by far the most applications, “axial” time-ofgfht (a-TOF) analyzers have hitherto
been employed for MALDI-MS tissue profiling and igiag.'* These instruments, in which
the normal of the sample plate is collinear with tbn axis of the first field-free drift tube,
have the advantage of a high ion transmission angnédmited mass range but require well-
defined electrical field conditions in the ion sceiri.e., flat and preferably electrically well
conducting surfaces). Moreover, they need to beadpe with a high-vacuum in the MALDI
ion source. The preparation of tissue slices oncwnmducting glass slides —as standard in
histology— inherently leads to a substantial lessansitivity and in the mass accuracy of the
analysis. Furthermore, any variation in the thidehef the samples requires adjustment of the
instrumental calibration. Metallization of the gdasubstrate or sputtering of a metal layer onto
the preparation can improve the performance (M.Z\Wfiski, unpublished datd}but these
protocols add additional costs and/or cumbersonepgpation steps. Also unwanted side
effects caused by the metallization (e.g., addorechétion between metal and analyte) may be
a concern.

The use of orthogonal (0-)TOF-MS instrumentatifrin which the initially wide
kinetic energy distributions, imparted onto thesiafuring the desorption process, are first
thermalized by multiple collisions with a backgroumgas and ions are then extracted
perpendicular to their original direction of motjdmas recently been shown to permit a high
constant mass accuracy of the analysis that islyiddependent of the type and morphology
of the sample surfac® Moreover, laser fluence is a much less criticahpeeter than in axial-
TOF-measurements. However, a disadvantage assbevdtethe o-TOF-instrumentation is a
potentially high abundance of background signasnfmatrix clusters and potential analyte-
matrix adduct ion formation. Both effects can beilaited to the elevated background
pressure in the ion source allowing for extensive-tholecule reactions® Moreover,
substantial ion transfer times from the ion souré¢he analyzer regions limit the use of o-

TOF-MS for high-speed imaging if “cross-talk” needsbe prevented. On the other hand,
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being based on “continuous” ion extraction in theslpout region and a time-to-digital
conversion detection principle, the o-TOF-instrutaéon is ideally suited for operation with
high-repetition rate lasers to cut down averagdyaisgtime substantially. Owing to the high
amount of material ablated per IR laser pulse,déeoupling of desorption/ionization and
mass analysis is particularly beneficial for IR-MBILMS analysis and efficiently increases
the accuracy of the analysis by an order of madaitifi compared to IR-MALDI-MS-axial-
TOF-MS. Dreisewerd et al. showed recently that tpens up the possibility for the high
mass accuracy analysis of glycolipids directly frivim-layer plates! In a study performed in
parallel to ours, in which direct IR-LDI was cougleith an hybrid ion mobility orthogonal
extraction TOF mass spectrometer, Woods et al. resently reported the detection of some
major phospholipids from matrix-coated and nativairb tissue (mostly sphingomyelin and
phosphatidylcholine)?

In the present paper, molecular profiling of cryaded native and matrix-coated rat
brain tissue slices by high-resolution IR-LDI-o-TOfS and by UV-/IR-MALDI-0-TOF-MS
is reported. Phospho- and glycolipids are tenthbtivassigned based on the detected
monoisotopic masses. Peptide and small proteinsdatected by UV-MALDI-MS after
coating of the slices with matrix. Tryptic digestogucts are furthermore detected after

treating native slices with enzyme followed by matoating.

EXPERIMENTAL

Abbreviations.

Galactose (Gal); Ceramide (Cer); N-acetyl cystéhh&c); N-acetyl neuraminic acid (NeuAc)
Galp1-3GalNAPB1-4(NeuAm2-3)Gapl-4Gld3-Cer (GM1); Cerebroside (CB), hydroxylated
cerebroside (CB-OH); sulfated cerebroside (ST-CBYroxylated sulfated cerebroside (ST-
CB-OH); a-cyano-hydroxycinnamic  acid (HCCA); phosphatic  acid(PA);

phosphatidylcholine  (PC); phosphatidylamine  (PE); hogphatidylglycerol (PG);
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phosphatidylinositol (PI); phosphatidylserine (PSplasmenylethanolamine (PISEtn);
sphingomyelin (SM); hydroxylated sphingomyelin (SMH); sulfatide (ST); hydroxylated

sulfatide (ST-OH).

Materials. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA), sinapic addadykinin fragment 1-7,
substance P, melittin, and potassium acetate wdrained from Sigma-Aldrich
(Deisenhoven, Germany) and used without furtheifipation. Trypsin was from Promega

(Framingham, MA).

Tissue preparation. Adult male Wistar rats weighing 250 - 350 g (aniraaé accreditation

by the French ministry of the agriculture N° 048&@re maintained under standard care.
Animals were sacrificed by decapitation and immedyadissected to remove the brain.
Frozen sections of either 15 or 60 um were obtaméd a cryotome and thaw-mounted onto

standard histology glass slides.

Tryptic digestion. 30 pL of enzyme solution (33 ng/pL in 25 mM Trisffies, pH 7.4) were
applied onto tissue slices using a micropipetterdichuce solvent evaporation, samples were
covered with a small dish. After digestion for eitl8 or 10 minutes at room temperature, the

slices were rinsed with 80% ethanol and allowedrjoat room temperature.

Sample preparation for LDI- and MALDI-MS analysis.

HCCA matrix solution was prepared by dissolving 1@0 mg of HCCA in 1 mL of
acetonitrile/0.1%TFA (2:1, v/v). Sinapic acid mativas prepared by dissolving 20 mg of
sinapic acid in 1 mL of acetonitrile/0.1%TFA (1\y). A volume of matrix solution of 10 -
20 ul was spread over the tissue sections usingrpipette. The sample was allowed to dry

at room temperature, forming a homogeneous micstaitine preparation. Cryosected tissue
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slices were stored at —20 or —70°C prior to use.dfmalysis, samples were thawn under air
and condensed water was allowed to evaporate at temperature. For LDI, samples were
either transferred directly into the mass specttema tissue slices were rewetted with 0.5 M
of potassium acetate using a pneumatic nebulizemsfer into the mass spectrometer was
done after evaporation of the water solvent.

Orthogonal-TOF-Mass Spectrometer

The o-TOF-MS is a modified prototype, similar t@thne described by Loboda et&By
default, this instrument is equipped with aglder emitting 3 ns long pulses at a wavelength
of 337 nm and a repetition rate of 30 Hz. The U\arhas delivered via a fiber optical system,
producing a spot size on the sample of ~20®30 uni. In our modified version, a second
laser port has been added to adopt the beam of: 3 &-laser (BiOptics Laser Systeme,
Berlin, Germany). This laser emits pulses of ~180Gmduration at a wavelength of 2.94 pm
and a repetition rate of ~2 Hz. The IR laser bemadiates the sample under an angle of
incidence of 45°. The focal spot size is approxehatl50 x 200 pni. Samples can be
observed with a CCD-camera of ~10 um optical ré&miu To accommodate glass slides of
up to 30 x 50 mrin size and 1.8 mm in thickness, the central pathe sample plate (50 x
30 mnf) was milled out to a thickness of ~2 mm. An adeptes used for 1 mm thick
microscopic slides. Substrates were fixed with desided pads.

lons are generated in an elevated-pressure iaeesdilled with nitrogen gas (p ~1 -5
x 10" mbar) and are accelerated by a low extraction féld25 V/mm into a quadrupole ion
guide. The quadrupole is filled with,Nat a pressure of ~Fanbar. In normal operation the
lower m/z cut-off of the quadrupole was setrtdz500 in order to optimize ion transmission
for the lipid and peptide mass range. In two expenits monitoring low mass ions, this cut-
off was set tan/z150. After extraction through a differentially pped region, ions enter the
high-vacuum part of the instrument (p ~x110’ mbar) where they are accelerated in
orthogonal direction with respect to their origimabvement. Time-of-flight analysis was
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performed in negative and positive ion mode, usiocgleration potentials of 10 or 20 kV and
a repetition rate of the push-out pulser of a fadz kTime-to-digital measurements were
typically performed with a time resolution of 256.nCalibration of the instrument was
achieved with a two-point calibration using moleguions of bradykinin fragment 1-7 and
either substance P or melittin desorbed from a laeganalyte/matrix preparation. For
acquisition of UV-MALDI mass spectra ~7000 sindgeser pulses were typically applied
according to an acquisition time of ~4 min. Owingthe lower repetition rate of the IR-laser
and the larger amounts of material ablated perepasnaximum of 1200 IR-laser pulses was
applied for IR-LDI- and IR-MALDI-MS. Laser fluencesere adjusted to values moderately
above the ion detection threshold for the individuatrix/wavelength combinations. For the
IR, the sample plate was typically moved to a nieggimg position after a few to ten single
exposures whereas for UV-MALDI a few ten to som&dred laser pulses were typically
applied on a certain position before the positiaswhanged. Mass spectra were processed

using the MoverZ3 software (vs. 2001.02.13, Gendpailtitions, Ann Arbor, Ml).

RESULTS AND DISCUSSION

Direct IR-LDI-MS

Direct IR-LDI-o-TOF mass spectra that were acquifien a cryosected slice of 60 um
thickness in negative and positive ion mode arétgdoin Figures 1 and 2, respectively. The
native slice was sprayed with 0.5 M KAc prior to M8alysis. The two mass spectra were
recorded from random positions in a central arethefslice of approximately 5 x 5 rirn
size. In both ion modes the mass spectra are doeirey a series of ions in tme/zrange
between ~ 700 — 900 (Figures 1a, 2a). The mas®saanyl characteristic mass differences of
2, 16, and 28, observed for several sets of ioae {er example insets in Figure la, 2a)
suggest that these species represent phosphohgidsarying fatty acid residues on the one
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hand, and glycolipids, in particular hydroxylated oon-hydroxylated sulfatides and
cerebrosides on the other. Owing to the high reésoluof ~ 10,000 (FWHM) of the MS
analysis and taking documented data about the Gpittent in rat brain into account, the
identity of these ions may tentatively be assighaded on their monoisotopic mass. Major
phospholipid structures from rat brain tissue ha@en identified previously in several studies,
for example by nano-ESI-tandem MS analySikikely identities of the detected species are
proposed in Tables 1 and 2 for the two ion modespectively, along with the theoreticalz
values of the charged molecule and the experimgrdaterminedm/z values. The detected
ion species are likely to represent the major phos@and glycosphingolipids as they are
expected for rat brain plasma membranes: hydraagland non-hydroxylated sulfatides (ST,
ST-OH) and cerebrosides (CB), phosphatidylcholiR€)( phosphatidylethanolamine (PE),
phosphatidylinositol (Pl), plasmenylethanolamine Isi@h), phosphatidylserine (PS),
sphingomyelin (SM). Although variations in the fattcid chain residues (i.e., the number of
C-atoms and the degree of saturation), are stfaigiardly detectable, the MSlata do not
allow further differentiation as to the site of theodification. For example, the ion at/z
885.54 (Figure 1b) could in principle representtari8:1/16:0 or an Pl 18:0/16:1. However,
the second isoform is the naturally occurring incminigher abundance. A differentiation
would be possible by structural tandem MS analyBis, example by using collisional
activation. This option was not available on theplayed prototype instrument. Tandem MS
analysis would also allow for a safe identificatiohthe head groups and thus type of the
lipids. In part, the distributions of the lipids enap closely such that they can't be
differentiated unambiguously by the mere Mfata.

A noteworthy observation is the apparent detectainthe particularly acidic
phospholipids, PI, PG, and PS, as radical ion sgeiable 1). Less acid lipids (sulfatides,

SM, PIsEtn) on the other hand are only detectetbpsotonated molecules.
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Direct IR-LDI apparently does not induce sizablaginentation of the lipids. For example,
lysolipids frequently observed in MS-analysis usiliifferent methods, are as good as entirely
absent. The low mass ranges franz 130-600, recorded in negative and positive ion enod
are shown in Figures 1b and 2b, respectively. Tkayl identity of a few of these low-
intensity ions are indicated in the figure. Agamns representing head groups or fatty acid
side chains are almost absent. Further exploratione identity of the observed low-intensity

ion species of low mass was beyond the scope qirdsent work.

In the negative ion mode singly sialylated gangties, presumably of GM1 tygé,
namely GM1 36:1 (theoreticah/z of the deprotonated molecule, 1544.87) and GM1 38:
(theoreticalm/z 1572.90) are furthermore detected (see FigureQegrlap with unspecific
dimeric phospholipid ions, produced in the lasesadption process, and an apparently
generally low ion yield renders their identificatianpossible in the positive ion mode mass
spectra (Figure 2 c). Discrete ions seen in tilggré must entirely be attributed to unspecific

dimer formation.

Expectedly, the acidic phospholipids are detectefepentially or even exclusively in
the negative ion mode (Figure la, Table 1). Monatna¢ phospholipids, in particular PE and
SM, are detected with comparable intensity in both modes. In positive ion mode, these
species are almost exclusively detected as potadsiaolecules [M+K] (Figure 2b). Only
the most abundant phospholipids also generate [Nf+ias of some intensity (Table 2).
Owing to the high natural concentration of potassin brain tissue, [M+K] ions form the
base peaks even if spraying of the native slicah WiAc is omitted (data not shown).
However, a higher abundance of sodiated lipids toenplicates data interpretation. Spraying
the slices with 0.5 M KAc solution prior to analysvas found to reduce the sodiated signals

effectively. As a slight drawback comes the fadttpotassium exhibits a distribution of
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naturally occurring isotopes which contains abot @f “*K. In negative ion mode, mass
spectra that were recorded from KAc-coated and aoated slices look similar by both ion
pattern and signal intensities. However, the prielary studies indicate that the addition of
KAc may reduce the unspecific chemical backgroumdsame extent; further studies are
needed to elucidated this effect in sufficient defRupture of the cell membranes is not
expected to occur as a consequence of the apphcafiKAc solution. Like in the negative

ion mode, data interpretation is complicated by c¢lesely overlapping lipid distributions.

This finding again points to the need for a higktimmental mass resolving power if an
accurate analysis of lipids directly from tissudosked for. Peptide ions of notable intensity
do not seem to be produced by direct IR-LDI. Undefragment ions stemming from these

and other cell constituents are, however, likelgdatribute to the chemical background.

Table 1 and 2 can also provide some informatiorutitiee relative composition of the
lipids. In particular specific lipids, for which fnthe fatty acid composition varies, may be
roughly quantified. lonization efficiencies are rexpected to be influenced significantly by
changes in the fatty acid composition. A quanti&atcomparison between ions of different
types of lipids is less straightforward due to théher different ionization efficiencies. The
different locations, from which different lipid sges may originate (e.g., inner versus outer
layer of the membranes, or membranes from diffecefit organelles or the cell wall) may
potentially also result in a different desorptiomization behavior; nothing is known about
this potential effect. The natural isotopic distitibns of C and K also make quantification
more difficult. On the other hand, the ratios betmehe®’C to **C or **K and *)K isotopic
abundance are fixed and could be corrected formmoee sophisticated quantitative analysis.
Only raw data are presented in Tables 1 and 2.eAstl for the major lipids a relative
guantification may nevertheless be extracted froentéble. For example, the ion abundances

suggest that the ratio of singly unsaturated PC1j34nd saturated PC (34:0) in the cell
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membrane is approximately 3:1 (Table 1), wheread?G 36:1 to PC 36:0 yield is somewhat

higher and about 4:1.

Figure 3 demonstrates that direct IR-LDI profilihgs the potential to be developed
into a true imaging technique. Two negative ion maoghss spectra were recorded from the
central part of the brain and from theter partExpectedly the outer region contains a higher

percentage of sulfatides.

UV-MALDI-MS

UV-MALDI-o-TOF-MS analysis from HCCA-coated slicegtends the detectable mass range
to about 10,000 Da. Being the subject of severalging studies, ions above 1000 Da are in
their majority believed to represent peptides amalsproteinsFigure 4a displays an UV-
MALDI-o-TOF mass spectrum that was recorded frotdH@CA-coated slice in positive ion
mode. The HCCA matrix produced only comparativebyv | signal intensities of both
negatively charged lipids and peptide moleculesa(dat shown). The use of sinapic acid as
matrix favors the detection of proteins abowéz 10,000 and extended the accessible mass
range even further — to about amz of 40,000 (data not shown). As is demonstratedhley
insets in Figures 4a for three sets of ionsé2028.01, 4961.36, and 8560.4 Da, up to about
an m/z of ~9000*C-isotopic resolution is achieved by the o-TOF-gsial Previous studies
employing a sister instrument have moreover sholat & uniform mass accuracy and
calibration over a wide mass range is achieved-B&-MS analyis® This is in contrast to
delayed extraction (DE) axial-TOF-MS analysis fdrieh typically only a limited part of the
mass spectra exhibits a high accuracy. Comparedypical axial-UV-MALDI-TOF
measurements (e.g. demonstrated in“fgfan improvement in mass accuracy by an order of
magnitude is achieved. An experiment in which nleaging slices have been determined in

parallel by axial- and o-TOF-MS showed, howevent tqua profile essentially the same
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peptides are detected by the two methods (data shotvn). Further going peptide

identification was beyond the scope of the presamdy

High intensities of phospholipid and sulfatide icare also generated by positive ion mode
UV-MALDI (Figure 4b). A closer look into the phosplipid mass region shows that
essentially the same lipid species are detected\BWIALDI-o-TOF-MS than by direct IR-
LDI-MS (Figures 2a, 4b). However, in addition totgssiated species, higher intensities of
sodiated molecules and even protonated lipids aoelused. The latter species are not
generated by IR-LDI, pointing to substantially dint or additional ionization pathways,
respectively. The additional signals complicate iterpretation of the positive ion mode
mass spectra considerably. Moreover, the poteowiilap with smaller peptides (e.g. the ion
observed ain/z943.47 in Figure 4b probably presents such a geptmatrix cluster ions and
the potential formation of lipid- (and peptide) mpatadduct complexes come as further
drawbacks. Matrix cluster ions are partly assigimeigure 4b with an asterisk (these species
were identified from a mass spectrum that was tdkem a neat matrix sample). Adduct
complexes between analyte (both lipid and peptae) matrix form another concern. Such
complexes have in fact been observed in some oéxtperiments. Apparently, the extent of
adduct formation depends critically on the deta#adt fully elucidated— sample and possibly
on the irradiation conditions. Comparing standard aissue preparations, the degree of both
matrix cluster and adduct complex formation is galtelower, or eventually even absent for
the tissue preparations —like in the mass specthigplayed in Figure 4—. Other groups have
reported that matrix cluster ions and matrix addons are especially prominent in elevated
pressure MALDI sourcé$? Matrix cluster and adduct formation is moreovartigularly
pronounced for cinnamic acid derivatives. Othereagsher have suggested to use high
concentration of additives (e.g., ammoniumphosptfateéo reduce this problem. Using

different matrix systems which are less prone tstelr and adduct formation may also reduce
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this problem. It needs to be seen, however, a®tofar additives and other matrix systems
would be compatible with the delicate matrix pregpi@n procedure necessary for laterally-
resolved imaging studies. Using matrices that aneerwidely employed for the detection of
lipids [e.g., 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB)r 2,6-dihydroxyacetophenone (DHA)may,
however, further facilitate the detection of lipidsnally UV-MALDI-generated peptide ions
of smaller size are inevitably also falling intethpid mass range. For example, the iomé&t

943.47 detected by UV-MALDI-o-TOF-MS (Figure 4b) yn@present such a small peptide.

A substantial drawback accompanying MALDI imagirfgissue is the easy delocalization of
molecules from their original lateral position dwgithe matrix preparation step. Indeed,
medium intensities of lipids and peptides were vdetected from an area just next to the
slices to which matrix (and analytes) have elutednd) the matrix preparation step (data not
shown). Apparently lipids are partly desolved bye tmatrix solution containing 50%
acetonitrile?* Although this problem is clearly aggravated ikelin the current work— rather
simple sample preparation protocols are employedearly poses one of the major obstacles
for laterally well-resolved MALDI-MS imaging. In erast, any major delocalization by
polar solvents (including the almost unavoidablademsed water), or by effect of the laser
ablation is rather unlikely to take place. For epéamIR irradiation of a position just next to
the tissue slice, that was previously extensivefted with aqueous KAc solution, did not

produce any lipid ion signals.

IR-MALDI-MS

IR-MALDI-0-TOF-MS analysis of HCCA- or sinapic acmbated slices hardly produced any
ions with molecular weights in excess of 1000 (dawa shown). However, abundant lipid
signals are again produced in both ion modes (Eidia,b). Notably, some phospholipids
(notably PE, PIsEtn, SM) that are detected in nmadia high abundance by negative ion
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mode IR-LDI (Figure 1b) are almost completely s@ssed in the IR-MALDI mass spectra
(Figure 5a). As similar effect is observed for UNVAMDI-MS. Sulfatides, on the other hand,
are generated with enhanced signal intensitieRBVMIALDI-MS. This observation comes as
a surprise because only part of the tissue (bylseiew 50%) is visibly covered with HCCA
matrix. The suppression must be attributed to extengas phase reactions taking place in the
expanding MALDI plume and thermodynamically fav@rioertain products. In positive ion
mode (Figure 5b), essentially all phospholipids abserved by IR-MALDI-MS that were
already detected in IR-LDI- (Figure 2a, Table 2 &W-MALDI-MS (Figure 4b). However,
like in the UV-MALDI case, owing to the occurrenoé additional sodiated and protonated
molecules the mass spectra become much more comeably, in both IR-MALDI ion

modes the degree of matrix cluster formation iseatow if not absent.

UV-MALDI-MS analysis of tissue treated with trypsin

Molecular identification based on the mass of thetected ion alone is hardly ever
unequivocal. Immunology can provide specific idiedition but is restricted to individual
target structures. MALDI tandem-MS can be usedstasctural analysis and identification of
small molecules directly from tissue sections utypically limited to ions not exceeding
2000 — 3000 Da in mass. Enzymatic digestion of idepdic components contained —and
being accessible to the enzyme— in the tissue @an &n interesting “shotgun” approach to
cleave larger peptides and proteins to producsipes falling well into this mass range. Large
proteins that are not detectable by direct MALDI-MiSthe original tissue sample may even
become demasked. Owing to the high number of entzgritagment ions that will in general
be produced by this approach, a high resolving powfethe mass spectrometer for
differentiation of precursor species will be congmuly.

A tryptic digestion experiment, performed at rooemperature on two native slices,

demonstrates the principle feasibility of this aggmh. In a first experiment, trypsin was
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applied for 3 min before the slice was rinsed vethanol and HCCA matrix was added. The
UV-MALDI-o-TOF mass spectrum recorded from thisgmaeation is displayed in Figure 6a.
Besides for the tryptic peptides this approach ptsduces a set of larger (and new) ions with
m/zvalues up to above 25000 Da. These species préspunmepresent partially cleaved larger
proteins that do not show up in the mass spectakent from the untreated sampiqplying
trypsin for a longer time of 10 min expectedly Isamb more complete digestion. The
exceedingly large number of ion signals in the tigyfragment mass range renders a data
bank search less meaningful but the results cletetgonstrate that tandem-MS analysis on

such a preparation should be possible.

CONCLUSIONS

Molecular analysis of tissue slices employing a NDALion source operated at an elevated
pressure of ~1 mbar and an orthogonal TOF masyzaraprovides several advantageous
features. The analysis can be performed with slafealmost arbitrary thickness without
degradation of a high and mass-independent regplypaower of about 10,000. For
convenience and compatibility with histology, tigssiices can also simply be prepared on
standard glass substrates. The employment of daskR-allows to generate spatially-resolved
phospholipid profiles even from native cryosectédes. Spraying of a concentrated KAc
solution onto the slices was found to facilitatéadeterpretation in positive ion mode by
effectively suppressing the formation of sodium+aadions. In contrast to UV- or IR-
MALDI-MS, the IR-LDI mode moreover produces no mnadted lipids. Both UV- and IR-
MALDI-MS were further found to suppress some typelipids, presumably owing to
extensive ion-molecule reactions in the MALDI pluni&/-MALDI-o-TOF-MS allows the
precise profiling of peptides and small proteinsrirmatrix-coated tissue with equally high
mass resolution. Larger proteins can partially benasked by treatment of the tissue with

trypsin. Employing miniaturized digestion and matpreparation protocols in combination
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with structural analysis and protein identificatibg tandem MS may in the future allow

spatially resolved shot-gun proteomics directhynfrissue slices.
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Table 1. Putative identities of phospho- and glycosphingdlipns observed by direct
IR-LDI-0-TOF-MS from native rat brain tissue sli¢gprayed with 0.5 M KAc prior to
the analysis) in the negative ion mode, along Withtheoretical and experimentalz

values of the monoisotopic deprotonated molecwar jM-H], or radical molecular

Table 1. IR-LDI neg. ion mode

sl

ces coated wi

h 0.5 M KAc

Experimental Theoretical |lIdentity Signal
m/z m/z Intensity
arb. units.

599.33 589.40 LPI 32:0
670.52 670.46 PA 34:2 5p7
673.51 673.52 SM 32:1 2p2
699.49 699.53 SM 34:0 op4
700.51 700.53 PIsEtn 341 10[L9
701.51 701.55 SM 34:1 10J19
702.51 700.54 PIsEtn 34]0 448
715.57 715.53 SM 34:0- 9071

OH?
716.56 716.52 PE 34:1 6p6
718.55 718.53 PE 34:0 4009
726.53 726.56 PIsEtn 36§2 10p1
728.56 728.57 PIsEtn 36]1 1288
742.56 742.54 PE 36:2 487
744.55 744.55 PE 36:1 A2
745.53 745.50 PG 34:2
746.54 , 746.54 PIsEtn 38]6 489
747.53 747.51 PG 34:1 843
748.52 748.55 PIsEtn 385 925
750.53 750.55 PIsEtn 38}4 934
752.57 752.57 PIsEtn 383
754.56 756.59 PIsEtn 382 404
756.59 756.60 PIsEtn 38|1 315
762.49 762.53 PS 34:0 530
764.51 764.52 PE 38:5 3B9
766.54 766.54 PE 38:4 10p6
770.56 770.56 PE 38:2 2p1
772.56 772.58 PE 38:1 66U 6
773.54 773.53 PG 36:2
774.55 774.54 PIsEtn 4016 983
775.55 775.55 PG 36:1
776.56 776.58 PIsEtn 4015 7143
778.57 778.60 PIsEtn 40)4 7154
788.51 788.54 PS 36:1 566
790.53 790.56 PS 36:0 1114
792.54 792.56 PE 40:5 660
794.56 794.57 PE 40:4 765
806.53 806.55 ST 36:1 1114
808.54 808.56 ST 36:0 6p0
821.54 ? 76p
822.55 822.55 ST-OH 3.1 7R0
834.56 834.58 ST 38:1 11442
835.56 835.54 Pl 34:1 1036
849.54 ?
850.55 850.58 ST-OH 391 3p4
857.51 857.52 Pl 36:4 118
860.58 860.60 ST 40:2 5B0

ion, M’ *respectively’

4putative radical ions are denoted by “R”
 to guide the eye, lipids detected with high sigiensity (> 1000 a.u.) are

highlighted
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Table 2. IR-LDI pos. ion mode
slices coated with 0.5 M KAc
Experimenta |Theoretical |ldentity Bignal
| m/z m/z Intensity
478.32 129
577.50 127
694.50 129
697.45 127
710.47 710.43 PA 32:2 (K) 879
712.47 710.44 PA 32:1 (K) 203
713.44 777
715.44 334
723.48 723.53 SM 34:1 (Na| 160
725.48 725.55 SM 34:1 (Na| 18
727.48 727.57 SM 34:0 (N3] 72
737.44 737.50 ? 130
738.529 738.47 PA 34:0 (K)4?
739.45 739.50 SM 34:2 (K) 31%5
740.45 740.49 PA 34:1 (K)?
741.46 741.52 SM 34:1 (K) 1093
743.48 743.54 SM 34:0 (K) 1B3
748.58 199
751.40 179
753.59 264
756.53 756.49 PC 32:1 (Na 462
758.54 758.51 PC 32:0 (N&a A71
761.44 761.47 PG 32:0/ SN 569
36:0 (K)
763.44 763.49 SM 36:4 (K) 198
765.47 765.51 SM 36:3 (K) 279
767.48 767.53 SM 36:2(K) 1276
768.49 768.51 PA 36:1 (K) PIsEtn 34:1
K)

769.53 769.55 SM 36:1 (K) 2145
770.54 770.53 PA 36:1 (K)
771.55 771.56 SM 36:0 (K) 713
772.55 772.52 PC 32:1 (K) 3818

Table 2. Putative identities of phospho- and glycosphinddlipns observed by direct
IR-LDI-0-TOF-MS from native rat brain tissue sli¢gprayed with 0.5 M KAc solution
prior to analysis in the positive ion mode, alonighwthe theoretical and experimental
m/zvalues of the monoisotopic cationized ions, [M¥+hd [M+Na] 2"

®the type of cation is denoted in brackets; praiethdipid species are not detected by
IR-LDI, though they are generated by UV- and IR-MAIL

®to guide the eye, lipids detected with high sigivtensity (> 1000 a.u.) are
highlighted

238



Travaux complémentaires

o
@
[}
2
o

885.54
I

[ep

Intensity

1000+

890.63 888.61
906.62
885.54

Intensity
Q904 62

.
Intensity

892.62

878.60

1700

790.52

806.54
57
2

726.52
% 52

8854

785
834.56
918.65

76
0.5

700.51
=78, 6774.55

715.57

821.54

32.64

©
0
<

94.56
U

T T 6 b

Figure 1. Direct IR-LDI-0o-TOF mass spectra recorded fror@Caum-thick rat brain
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tissue slice in negative ion mode. The tissue sles sprayed with a 0.5 M KAc
solution prior to the analysis. (a)/zrange from 600 to 1050, displaying a series of
phospholipid and hydroxylated and non-hydroxylasedfatide ions. Major ions are
assigned with their putative identity (see Tabléorlan extensive list); unless noted,
labeled ions represent deprotonated molecular esp€edil-H]; presumable radical ions
are labeled with “R”. The inset shows an enlargasttisn showing then/zrange from
m/z 850-900. (b)m/zrange from 130 — 600; this spectrum was recordid tive low
m/z cut-off of the quadrupole set to 150. (0)jzrange from 1350 — 1700 displaying
putative GM1 ganglioside ions; not-assigned iong @resumably representing
“unspecific* phospholipid dimers that are producddring the desorption/plume

expansion process
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Figure 2. Direct IR-LDI-o-TOF mass spectra recorded frorBGapum-thick rat brain
tissue slice in positive ion mode. The tissue siwas sprayed with a 0.5 M KAc
solution prior to the analysis. (a)/zrange from 600 to 1050, displaying a series of
phospholipid and sulfatide ions. Major ions, repreig exclusively [M+K] ions, are
assigned with their putative identity (see Tabfer2an extensive list). The inset shows
an enlarged section showing timézrange from 862 - 872 (lmy/zrange from 130 — 600;
this spectrum was recorded with the lawz cut-off of the quadrupole set to 150. (c)
m/zrange from 1350 — 1700. Only unspecific phosplwbliimers, produced during the

desorption/plume expansion process, are found
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Figure 3. Direct IR-LDI-o-TOF mass spectra recorded frono tareas on a 60 um-
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tissue slice was sprayed with a 0.5 M KAc solutioior to the analysis. Major ions are
assigned with their putative identity (see Tablerlan extensive list); unless noted all
labeled ions represent deprotonated molecular epedil-H]; presumable radical ions
are labeled with “R”.
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Figure 4. UV-MALDI-o-TOF mass spectra recorded from a 60-{lmick HCCA-
coated rat brain tissue slice in positive ion mo@e.full mass spectrumm(z 500 —
14,250). The three insets demonstrate the high reas¢ution throughout the recorded
mass rangeM/z values are given for th8C-monoisotopic peak besides for high mass
values for which average molecular weights, denaiedbrackets < >, are given. (b)
m/zrange from 600 to 1050, displaying a series ofspholipid and sulfatide ions.
Major ions are assigned with their putative idgnf{gee Table 1 for an extensive list).
Positive ions are observed with comparable intassits [M+H], [M+Na]", or [M+K]"
ions (the cation is indicated in brackets). Ideadif matrix cluster ion signals are
labeled with an asterisk. “/ *" denotes that matrlyster and lipid ions could not be
distinguished. In this experiment, the accelerapotential of the TOF analyzer was set

to 20 kV (instead of the regularly used 10 kV)awdr the detection of larger ions.
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Figure 5. IR-MALDI-o-TOF mass spectrum recorded from a 60-fick HCCA.-
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series of phospholipid and sulfatide ions. Majarsi@re assigned with their putative
identity. Unless noted all labeled negatively cleg@rgons represent deprotonated
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cation is indicated in the figure).
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Annexes

1) Quelques mots sur les analyseurs utilises...

1) L’analyseur a temps de vol

Développé par Wiley et Mac laren en 1955, le tedgsol repose sur le fait qu’il est possible

de connaitre le rapport m/z lorsque on connaielgie cinétique et la vitesse d’un ion.

Ainsi, si I'on connait le potentiel d’accélérationitial de I'ion et la distance qu’il doit

parcourir, il est possible de relier le temps deaworapport m/z.

Tous les ions possedent la méme energie cinétiqnetion du potentiel d'accéleration, mais
des ions de masse differentes forme une hétéragéréterme de vitesse. Par conséquent, un

ion léger arrivera plus rapidement au détecteunrmion lourd a energie cinétique égale.

Pour étre viable, le temps de vol requiert I'intiotion des ions par paquets ce qui le rend

particulierement adapté aux sources MALDI ou Iegla utilisés sont des lasers pulsés.

Le temps de vol ne procédant a aucun balayage,lésusns introduits sont détectés ce qui

rend le tandem MALDI/TOF particulierement sensible.

En mode linéaire, le temps de vol souffre d’'un mengle résolution du d’'une part a la
dispersion spatiale des ions causée par le carptésé de lI'analyse et d’autre part par la

dispersion en energie cinétique des ions.

L’extraction retardée (Brown et colMnal.chem 1995) permet de compenser la dispersion
spatiale et la dispersion en vitesse peut étrereoalancée par l'utilisation d’'un réflecteur

électrostatique appelé réflectron (Mamyrin et catly. Phys. JETP1973.
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Figure 1: Principe du PSD en MALDI/TOF (Chaurand et cb#99

Son principe consiste a réfléchir les ions incidesaichant que deux ions de méme masse mais
avec des energies cinétigues différentes ne péoetrpas a la méme profondeur dans le
réflecteur (I'ion le plus rapide pénétrera plusfpralément).(Figure 1)

Ainsi l'utilisation de ces deux systemes permetbtémir des résolutions de I'ordre de 10000
(Vestal et collRapid. Comm. Mass. Spectrah®95

L'utilisation du rélectron permet aussi I'étude degmentations d’'ions métastables dans le
tube de vol (Spengler et coRapid. Comm. Mass. Spectrdii92) par le mode PSD. Les
ions parents et les ions fils ont la méme vitesaes rdes énergies cinétiques et ils passeront
donc des temps différents dans le réflectron. ffémince de temps de vol entre I'ion parent
et les fragments permet de calculer la masse dedils. (Chaurand et coll., Am. Soc. Mass.
Spectrom1999 (Figure 1)
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2) Le piege a ions

Décrit par Paul et Steinwedel dans les année<xgfiebe a ions est constitué d’'une électrode
circulaire chapeautée par deux calottes hyperbedigA I'intérieur du piége, les ions suivent
une trajectoire en forme selle de cheval. Les zaleestabilité des ions sont définies par les
éguations de Mathieu. Les répulsions mutuellesiales conduisent a une augmentation du
rayon de leur trajectoire, et une pression ave@am neutre permet de les reconcentrer a
l'intérieur du piége.

Les ions oscillent selon une fréquence qui leurpeepre et ils peuvent étre expulsés et
détectés suivant deux modes: dans l'ordre crdissi@nleur masse (« mass selective
instability ») en balayant les radiofréquences dtétele circulaire) ou en appliquant des
tensions alternatives aux électrodes externes gr@ra une destabilisation de leur trajectoire
(et leur expulsion du piege) ; c’est I'expulsiorsagante. Ce mode combiné avec avec une
réduction de la vitesse de balayge permet d’augenémtésolution (Cooks et colhem. Eng.
News 1991

Cet appareil permet d’obtenir des spectres de massaode full scan avec une excellente
sensibilité. Au sein du piege, il est égalementsiiids de réaliser des expériences MS/MS et
MS" (généralement n<10). Le gaz de collision estia#llisé pour reconcentrer les ions dans
le piege (généralement de I’hélium)
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Il) Caracteristiques physico-chimiques des acid@engs...

Acide aminé Code Masse | Masse du pH iso-
de résidu électrique®
I'acide impliqué
aminé dans le
entier peptide/ la
protéine
Glycine Gly 75 57 6,0
(G)
Alanine Ala 89 71 6,0
(A)
Sérine Ser| 105 87 5,7
(S)
Proline Pro 115 97 6,3
(P)
Valine Val 117 99 6,0
V)
Thréonine Thr 119 101 5,6
(M
Homosérine Hs 119
(Met, clivage
CNBr, milieu
basique)
Homosérine Hsl 101
Lactone
(Met, clivage
CNBr, milieu
acide)
Cystéine Cys| 121 103 51
©)
Isoleucine lle 131 113 6,0
0
Leucine Leu 131 113 6,0
L)
Asparagine Asn| 132 114 5,4
(N)
Acide Asp 133 115 2,8
aspartique (D)
Glutamine GIn 146 128 57
Q)
Lysine Lys 146 128 9,7
(K)
Acide Glu 147 129 3,2
glutamique (E)
Méthionine Met 149 131 5,7
(M)
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Histidine His 155 137 7,6
(H)

Phénylalanine Phg 165 147 5,5
(F)

Arginine Arg 174 156 10,8
(R)

Cystéine Cam 178 160

carbamido-

méthylée

Cystéine CmC 179 161

carboxy-

méthylée

Tyrosine Tyr 181 163 5,7
(Y)

Tryptophane Trp| 204 186 6,0
(W)
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lIl) Séquencage des peptides par spectrométrieassenen tandem
(MS/MS) : nomenclature

R [H o R +
v AL o
N v
O| R |H ©
X
H O R, H O
N ‘+i “o=c n N
H l\‘l/ H CUNTY, OH
a, R |H X, H o] R
n-1 n-1
H O R, R, H O
b, N et Ve e N i~ o
n H N c=0 N HN OH 2N — , )
\ \ R immonium
R |H O| R
n-1 n-1
S I R w BT
N NH N
H N)\( 3 +K( OH 2 N c=0 F.ragment
! ‘ interne
R |H O O| R R,y H
n-1 n-1 m<n
lons fragments N-term lons fragments C-term 2 liaisons clivées
(1 liaison clivée) (1 liaison clivée)
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V) Les méthodes de clivages enzymatiques...

Enzyme Site de clivage Conditions
Endroprotéases

Trypsine Aprés Arg et Lys pH 8,0-8,5
Chymotrypsine Surtout apres Tyr, PhgpH 7,5-8,5

et Trp mais aussi apres
Ala, Leu et Met

D

Endoprotéas8. aureus
V8
Endoprotéase Glu-C

Aprés Glu, Asp

Aprés Glu

Glu : pH 7,8 dans tampon
bicarbonate ammonium ou pH
4,0 acétate ammonium 8,0
Glu + Asp :pH 7,8 avec
tampon phosphate

Endoprotéase Asp-N Avant Asp et acide | pH 6,0-8,5
cystéique

Endoprotéase Lys-C Aprés Lys pH 8,5

Endoprotéase Arg-C Aprés Arg pH 8

Pepsine

Aprés Tyr, Phe, Trp €
Leu

tpH <2,0: Phe, Leu
pH>2,0: Phe, Leu, Trp, Tyr,
Ala, Glu, GIn

Thermolysine Avant Leu, lle, Met, | 7,0-9,0
Val, Phe et Trp
Proteinase K Non spécifique 7,5-12,0
Exoprotéases
Carboxypeptidase A Tout résidu C-term 8,0
Carboxypeptidase B Coupe a Arg, Lys et | 8,0
Orn
Carboxypeptidase P Tout résidu C-term 3,7
Carboxypeptidase Y Tout résidu C-term 6,0
Aminopeptidase M Coupe résidu N-term| 7,2

principalement di- et

tripeptides
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