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Imagerie MALDI:
Concept, avantages
et limites
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Imagerie par spectrométrie de masse MALDI

Un potentiel énorme pour les applications cliniques...
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MALDI Imaging Mass Spectrometry
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o Classification de tumeurs
o Différenciation d’états pathologiques

o Diagnostic précoce ou pronostic
o Mise en évidence de voies impliqguées dans une pathologie

o Suivi de traitements pharmacologiques

Mais aussi un outil puissant pour I’analyse in situ de petites molécules,
lipides, fragments d’ADN...



Le principe de I'imagerie par spectrométrie
de masse MALDI

Frozen Section MS Images

MALDI TOF
Mass Spectrometer
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Stoeckli et al. Nature Medicine 2001; 7: 493 -496



Pourquoi I'imagerie par spectromeétrie de masse?

La protéomique sur tissus entraine des contraintes
importantes:

@ Disponibilité des échantillons
@ Extraction des protéines

@ Abondance des protéines d'intérét

@ Obtenir des informations sur la composition protéique dans chaque
région du tissu

@ Reconstruire une carte bidimensionnelle de la densité des ions
(image) correspondant aux signaux détectés

@ Comparer les profils moléculaires (images) entre un tissu normal et
pathologique




Quelle approche pour quelle question?
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Imaging ou Profiling ?

Lagarrigue et al,. Biol Reprod 2012; 86(3): 74-83



Imagerie MALDI - Workflow

Etapes Application Spectromeétrie
de lavage de Matrice de masse MALDI

Tissu
congelé

Cryosection

La résolution spatiale est un enjeu critique

Les travaux en cours

v  Ameélioration et normalisation du signal, délocalisation, déegradation

des peptides et des protéines (Seeley et al., 2008; Lemaire et al., 2006; Lagarrigue et al.,
2011)

v  Ameélioration des protocoles de dep6t de matrice (Lagarrigue et al., 2011)

v Imagerie sur coupes paraffinées (Lemaire at al., 2007; Aemi et al., 2009; Casadonte &
Caprioli, 2011)

v Nouveaux lasers et autres développements instrumentaux (Luxembourg
et al. 2004; Chaurand et al., 2007; Lagarrigue et al., 2011)




Application de matrice

ImagePrep (Bruker Daltonics) — Vaporisation vibrationnelle

Active drying: Nitrogen gas
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Acquisition des images
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Relative Intensity
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La distribution de chaque m/z peut étre visualisée

Sous la forme d’une carte de densité




Des centaines de cartes de densité a partir d’une seule expérience
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Crédit photo: Bruker Daltonics



Importance de la résolution spatiale

Testicule

Une résolution de 80 um est suffisante pour corréler les signaux moléculaires aux
évenements physiologiques (anatomie simple - maturation des spermatozoides)

Une résolution de 80 um n’est pas suffisante pour reconnaitre I’anatomie d’un organe
complexe

A




Correlation histologie vs. images moleculaires

Exemple de 4 protéines
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4936.6: Base des tubules

4964.5: Base des tubules

5455: Section apicale des tubules

10261: Lumen (flagelles des spermatides step 18-19)



Identification des protéines candidates
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Validation par immunohistochimie

Exemple de la thymosine 810
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moléculaire pour structures de 1-5
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Adapted from Lagarrigue et al., 2011 Mol Cell Proteomics






Selection de régions d’intérét

From 31 Arbitrary To 122 sites selected by
large spots... pathologist

Pathology Coded ID’s

Blue - DCIS

Black - IMC

Red - Stroma

Green -  Norm/Inflammation

Colors are useful for later
groupings of data

Cornett, et al. Mol Cell Proteomics 2006; 5: 1975-1983



Visualisation des données

Histone H2A

Y Axis Title

—IMC Avg
——— DCIS Avg

Relative ion intensity

X Axis Title

Spectral average computed for each

annotated cell type

Cornett, et al. Mol Cell Proteomics 2006; 5: 1975-1983




fresh frozen
tissue

Développements en cours et enjeux actuels

Improvement of lateral resolution : Improvement of lateral resolution :
- reduction of droplet and crystal size - optimization of the laser technology
- development of new deposition methods (on the laser beam diameter and shape)
(sieving[réf] or sublimation[réf]) - development of customized intruments ?
Detection of higher mass proteins : Detection of higher mass proteins :
- addition of adequate organic solvent [réf] - development of high mass detectors [réf]
or detergents [réf] into the matrix solution
image
cryo- matrix MALDI-MS uvi reconstruction/
" oo aser -~
section deposition analysis profiling
thick  thaw-mounting onto matrix-coated tissue
section) conductive ITO slide e
Improvement of data mining : statistical
- development of unsupervised or 5
supervised methods adapted to IMS [réf] analysis %
o
-
biomarker
candidates
identification identification
Optimization of identification wokflows :
- from tissue homogenates with [réf] or
without [réf] enzymatic digestion
- directly from tissue with [réf] or without [réf]
Increase in the analysis throughput : validation prior enzymatic digestion
- increase in the laser repetition rates (on large sample - use of high-resolution mass spectrometers

- precise and faster sample stage movement cohorte) [réf] or coupling with ion mobility [réf]



Pour mémoire...

Acces aux banques de tissus paraffines

Atteinte d’une résolution a I’échelle cellulaire (10 pm)
Caracterisation directe des m/z sur les coupes

Outils d’analyse statistique adaptes

Quantification absolue in situ
Imagerie MALDI tridimensionnelle

Imagerie MALDI

Mise en évidence de protéines d’intérét sans a priori
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