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Cationisation spécifique par le lithium de lipides biologigues pour
I'imagerie par spectrométrie de masse
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Les technigues dimagerie biologigue constiluent le
moyven e plus efficace de mesurer, de maniére locallsée,
la variation de difiérents paramétres au sein dum
tissu biologigue. Des études antérieures ant montré
gque limagerie par spectrométrie de masse MALDI
est une technique de cholx pour efudier la répartition
des dilférents mélabalites, e particuller les lipides.
L'apprache qul a #té envisagée pour analyser les lipldes
a partir de coupes de cerveaw de rat repase sur la
constatation gue ces molecules dintérét M ferment
divers adduits en phase gazeuse | [MeH]=, [M+Nal+,
[M=K]+, Ainsi, e signal de |a molécule M est fractionne
efi 3 signaux dinlensités diffdrentes, Cecl a paur
consdguence de diminuer Uintensité du signal de ion
correspondant & la molécule ciblée et Fimage qui en
résulte perd en définition car nest considérée gu'une
partie de l'infermatien attribuée a notre mobdcule,
Il est donc intéressant d'optimiser un protocole de
préparation des échantillons pour déplacer "dquiiibre
entre ces différents addults vers un type lonlgue unigue,
comme par exemple des joms [M+Lil* formeés par
addition de sels de lithium. Les images acqguises sur des
colpes de cerveau de rat démontreront 1a pertinence
d'une telle approche.

De= coupes sagitlales de cervead de ral (12um
d'épaisseur) sont prépardes g -20°C avec un cryostat
CM3050-5  (Leica Microsystems  SA,  Manterre
France) et sont immédiatement déposées sur une
plague en acler inoxydable. Une-solution de matrice
acide a-cyano-d-hydroxycinnamigue  {a-CHCA 10
mg.mi-l dans acétonitrile/eau/acide trifluproacétigue
TOFI0M00 wivivl servant de référence est préparde
pour Famalyse en mode d'ionisation. positif. Au cours
de notre etude cing contre-ions dodure, chiorure,
acétate, citrate, et triflucroacétated ont été testds
chacun 3 différentes concentrations en lithium 0.2
0.5 14 2 mgimL, L'appareil emplayé pour déposer ces
selutions de matrice est un nébulisateur robatisé (LEAP
Technologies, Carrbore, W3AY Les images lipidiques
0Nt acquises arace a un spectrometre de masse 4800
MALDI TOE/TOF (Applied Bicsystems, Les Uls, Francel
La distance entre deux pixels adiacents a été fixée a
100 jum, ce qui définit la résolution fatérale. Les images
ont ébé enregistrées en utiksant le logiceel 4000 Series
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Imaging el braité avec le logiciel TissueView (Applied
Biosystems, Les Ulis, France), A partir de spectres acquls
au niveau du thalamus et du cervelet les praportions
refatives en adduit sodium, potassiem, et lithium ont
6té catculées a 'aide de lalre des pics correspondant
aux especes [M+H]», [M+Mal+, [M+K]+, [M+Li]+ des
phosphatidylchotings PC32:0 et PC34:,

Lipdure, le trifluoroacétate ef 'acétate de lithium
presentent ‘des proportions elevées -en adduit lithié.
Neanmoing icdere de lithium compligue la praparation
des echantitbens enmadifiant "homagéndite du dépdt de
matrice. L'acétate de fithium entraine une délocalisation
des lipides suf toute |la coupe & partic de 1 mg/mL, Le
trifluoroacétate de fithium est le sel qui présente les
meilieurs. résuftats, et 'analyse des spectres permet de
constater gue ce sel conduit & une meilleure sensibilite
quie les autres. Ainst pour le PCI2E, Iy @ un addult de
100% d'adduits avec Ie [ithium sont formés 3 partir de
2 mg/mlL dans le thalamus et le cervelet. Cependant
une concentration en sel trop importante entraine une
défocalisation des lipides sur |a coupe de tissu c2 qui
fausse l'analyse. Une concentration en LITFA de 1 mg/
mL semble &tre la mieux appropriée peur 'imagerie. Les
ions mfz 734,57 [PCAZ:0+H |+, mfz TEOS86 [PCI41+H] +.
m/2 74057 [PCIZ:04Li1+ el mjz 766586 [PCI4:1+LI1+
sont coslocalisés dans la matidre grise du cerveal de rat.
Les spectres MS/MS des espéces lithiées présentent des
taux de fragmentation éleves correspondant a la perte
de chaines d'acide gras ce qul permet de caractériser
structuralement tes phosphatidylcholines sur unie coupe
de cerveau de ral

Laddition de sels:de lithium & la seluticn de matrice
facifite danc fa caractérisation structuraie in situ et
spatiale de lipides dans des echantillons biclogigues.



P3-002
Imagerie par spectrométrie de mass TOF-SIMS appliquée a
I'ophtalmologie : étude de la distribution du principal conservateur

des collyres, le chlorure de benzalkonium
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Grace 4 leurs proprigtés désinfectantes, les chlorures
de benzathonlum (BAC), sels d'ammonlum quaternaire
possédant une chaine alkyle wariable, sont employes
dams de trés pombreuy produits d'usage courant. En
ophtalmelogle, ce sont des conservateurs utliises dans
les solutions de nettoyage des lentiiles de contact et
dans les collyres oo s sont ré—putés pour lavoriser la
péndtration des principes actifs. Les effets cytotoxiques
sur fa surface oaculaire de faibles doses en utilisation
chronigue sonl désormais bien - connus el concernent
die maniére cruciate les patients glaucomateus gul sont
obligatoirement traites a vie pour eviter la cecite, Ainsi, la
distribution des BACs dans P'eeil mérite d'éire rédvalude
4 fakde doutils d'lmagerie modernes ot puissants, tels
que 'imagerie ToF-SIMS, dans des modéles d'utilisation
répétée et pralongée afin de comprendre les impacls
die cette toxiclté sur des structures primordiales dans la
pathalogie glavcomateuse comme le filtre brabéculaire
&t le merl optique.

La spectrométrie de masse {SM) d'ions secondaires
couplée a un analysaur a temps de val (ToeF-51MS5) est
une technigue de choix pour Manalyse en surface des
tissus Dlotoglgues. Elle permet en une simple acguisition
de |ocaliser sur une échelle de l'ordre du micrométre
de nombréux  composés  biologiques.  Limagerie
par SM a été donc emplovée afin de caractériser |a
distribution spatiale des chiorures de benzalkonium
et de definir les conséguences  physiopathologiques
au niveau meléculaire, Lidentification des zones
d'accumulation de ces conservabeurs est d'un intérét
majeur en ophtalmelogie, car les effels peuvent lre
particuligrement déidtares pour les porteurs de lentilles
et les patients glaucomateus,

Des yeux de lapins atbinos ont éte instilles deux fois
par jour aveo deux gouttes d'une salution de BAC 3
0.01%, concentration communément utilisée dans: les
splulions de collyres commerclaus, pour une durée
de un et cing mols, Aprés sacrifice, les youx ont &té
rapidement énucléés, ef conservés a -80°C dans uneg
gomme lragacanthe, Des coupes séridées de 20 um
d'épaisseur ont et reéalisées a -30°C avec un cryostat
Letca CMIDE0-5, et déposees alternativemant sur des
plagues en verre el en silicium pour respectivemeant les
analyses histologigues et ToF-5IM5. Les immages ioniques
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=ont oblenues avec un speclromélre de masse ToF-
SIMS IV, munl d'une source déllvrant des agrégats de
bismuth (Bid+). Les images de S00x500 pm? (résolution
spatiale de 2 um), ainsi que des images pouvanl avair
une surface de plusleurs mm+ ont ét¢ enregisirdes en
made d'ionisation poesitif, avec 2565256 pixels,

Deus lons ont L& détectés & la surface des échantilions
des voux de fapin traltés au BAC, correspondant & un
melange de benzododecinium (C2THIAN+, mfz 304300
et myristalkoniom (C23H4ZN+, m)z 332.33). Les images
wnlgues indkquatent une distribution a la périphérie
extérieurs du globe oculaire, plus precisement au
nlveauw de "épithelium carnéen et conjonclival, le limbe
tjonction entre la cornde ot la scldral, ainst que proche
de P'angle irido-cornéen. Ces deux zones d'intérét a la
surface oculaire cantiennent respectivement les cellules
souches cornéennes, et le systeme d'écoulernent de
I'humeur agueuse, Le nerf optiqgue et la paplile n'ont
pas rdvéle |la préasence de BAC. Les images ToF-SIMS
nous ont permis de montrer une augmentation des
zones d'accumulation du benzalkonium avec des yeux
traités pendant cing mois. La corrélation spatiale entre
tes Images ignigues ef I'lmmunchistologie a mis en
evidence les zomes d'infiltration inflammatoire et de
maorl cellulaire (apoplosel.

En conclusion, l'imagerie par ToF-SiMS présente un
intérét majeur pour déterminer |z disirioution de
moigcules dans 'meil, principes actifs ou excipients &
effets deletéres notoires comme dans cette étude sur
tes chlorures de benzatkonlum, Elle puvre dimportantes
perspectives pour 'evaluatian fine de la toxicité lide & la
présence de la molécule en termes. de lipidomique ot de
metabolomigue.
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lonic Matrices and MALDI Mass

some features and parameters
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Intraduction:

Since its introduction(1), MALDI mass spectrometry
imaging AMALDI-ME has become a powerful and
versatile teol lor analyzing different classes ol
endogenaus{2] and exogencus[3] molecules within
fissue  sections. MOALDI-M3| shows continuously
increazed perfformances in term of sensitivity, spatial
resolution, speed of acquisition number and class of
detected molecules. Recently, it was shown that the use
of lonic Matrices {IMs) altows for a better detection ol
somie blomalecules Includimg Npids(4), peptides[S] and
proteinsie]. In cantrast, some of these matrices do not
show any Improvement when used in claszical target
preparation, Morecver, even IT IMs provide better images
in terms af number and intensity of detected motecutes.
the fundamental explaining such improvements has not
vet been studied. This is partially due teoour still rather
poar knowledge on the desorptionfionization process
Involved In MALDI by itsell. Howewver, physicochemilcal
parameters o matrices seem to play an important
role. We have therefore investigated the properties of
classical matrices versus several IMs used as MALDI-
M3i matrices. Matrices were compared using dried
droplet preparation or spray coating on both classical
target and tissue sectlons. Matrices were compared
on the Basis of different parameters and features
including matrix crystal size, matriy organization on
tissue sections, analybe irradiation effects, initial axial
velacity and effective temperabure (Teff). Initlal velocity
measurements .on classical targets an tissues were
perlormed by using the delay extraction method[7) and
Tett was estimated using thermometer fons Including
benzyipyridinium ions[8].

Preliminary resufts:

The first analyses have revealed that botn standard
peptides intensity and matrices. crystals morghology
{size and density) are extremely related Lo the deposit
method (dried droplel ws. spray coating) and also
to the sample holder {fmetal s, tissue section). The
measured initial axial velacity w0 was found slightly
nigher for HCCASANI compared to HCCA espacially after
spray coating on fissue section. Typically, for insulin
on tssue vO~TOOmy's with HCCA-ANI and vO-605m/s
for HCCA, Using dried droplet on metal the [nitial
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velocity are 570m/s lor HCCASANI and 425mjs for
HCCA, respectively, The crystal morphology studied
by Scanning Electron Microscopy (SEMI is extremely
different on tissue and on metal after dried droplet and
spray coating. Especially, the spray coating on tissue
sections is featured by a high matrix coverage formed
by very small and MMat crystals. This can Be inlerpreted
a5 a “sponge” effect of the tissue for which the solvent
is- partially and guickly absorbed within the fissue
preventing 3 complete crystalfization.

This feature seems to influence the analyte irradiation
effect, ie, the decrease of intensity vs the number of
lazer shots. This decrease was less pronounced on spray
coating on metal than on dried droplet. An intermediabe
behavior was abserved after spray coating on tfissus
especially for IMs. This resull suggests that IMs lmit
the diffusion of peptides within the tissue section and
could explain why a better extraction of endogenous
compounds was observed.

Measurements on Teff will be also presented and a
rationalization of all these data will be discussed.
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Mise en évidence par cluster-ToF-SIMS d'urine animale dans |'art

rupestre africain
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Entre Bandiagara et Mopt| au Mall, dans I'amas rochaux
qui domine le village de Sangd, sur une parar appelée
“auvent Desplagnes”, du nom du lewtenant qui fut
le premler europfen 4 y avoir accés, sont peints des
slgnes dont seuls les Initiés peuvent Comprendre
veritablement le sens, Ces peintures sont liées au rituel
de la circoncision, rituel trés Impartant chez les Dogon
qui se déroule généralement tous les trais ans, Sous cet
auvent; les jeunes gargons sassolent sur des pierres
ol e sang de leur circoncision va lalsser des traces.
Ces "plerres & graffitls" vont ensuite étre orndes par
fes pores de motifs rouges, noirs et blancs, vingt jours
aprés la cerémonie. De méme, sur la parol efle-méme,
fes signes sent repeints dans les mémes couleurs.

La litterature ethnologique fait mention de 'utifisation
de l'urine d'animaux de différentes espdces comme les
olseauy, ézards ou serpents pour 13 fabrication de la
couleur anche utilisée pour peindre les motifs. L'uring
de ces animaux dits uricotéligues, est principalement
composée d'acide urigue ou de sels d'urates.

Le but de notre étude a5t de prouver ['utilisation d'urine
animale pour la labrication du pigment blanc d'une des
plerres peintes rapportées en 1931 par Marcel Griaule
et conservées au Musée du quai Branly 3 Paris. Nous
avors wtilisé IMimagerie par spectromeétrie de masse
cluster-ToF-5IM5 et la microdiffraction des rayons X
pour comparer un microprelévement de peinture réalise
suf cetle plerre, avec un slandard commercial d'acide
urlgue et un échantilon d'urine de serpent, recupéré &
la ménagerie du jardin des plantes & Paris,

Les mesures par ToF-5IMS en mode d'ionisation positive
et négative permettent de différentler avec certltude
acide urigue et sels d'urates. || est ainsi possible de
construire une stratégle snalyligue pour l'analyse d'un
matériau susceptible de contenir ces constitsants. Le
mode dionisation négative est wtilisé pour prouver
la présence de I'une ou Vautre des deux espéces, par
fa présence de la molécule déprotonde ([M-H]-a mfz
167,01 accompagnés de ses ions fragments, alors que
fionisation positive permet de trancher sans ambigdits
pour 'une ou autre, Les sels d'urates sont caractérisds
par différents adduits polassium et sodium ; mfz 2289
[M-H=Na#k]+, mfz 2449 [M-H+2K]+, mf: 2663
[M-2H+Na+2K]+ et m/z 2829 [M-2H+3K]+ correspondant
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b Furale une fais et deux fols déprolonds, sceampagnes
d'autres icns fragments, Pour Facide urique par contre,
ta malécule protonge ((M+H]+ 8 mfz 169,03} et sex fons
fragments sont principaterment détactés,

En ce gul concerne le plgment blanc de la pierre
Dogon. nows avons pu prouver qu'il était censtitug
exclusivement d'acide urigue, Cest la premigre [ois
qu'il est prouwé scientifiqguement que de l'urine animale
a ét€ utifisée comme pigment par s Dogons, La
prasence d'acide urigue au lleu de sels d'urale attendus
nermalement. pourrait Btre expliguée par la préparation
du pigment lors de son application sur |2 pierre,
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Cartographie lipidigue du colon de souris cftr-/- par cluster TOF-

SIMS et analyse multivariée
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La morphelogie de la mugueuse du colon est um
paramétre fondamental dans i caractérisation de
plusieurs maladies et un point de contréle important
pour 'évaluation des thérapies. Parmi ces pathologies
se trowve la mucoviscidose (MY, une maladie génetigue
attribuée a des mutations dans |le géne CFTR, De
nombreuses étodes aszocient la MYV & un contenu et un
midtaboiisme anormal de certains lipides dans le-plasma
et ies tissus des patients et des modeles animaux. La
souris knockoul pour exan 10 de cfbr présente, parmi
d'autres sympidmes, une obstruction, malabsorption et
inflammation intestinales, ainsi qu'un déséquilibre des
acldes gras de la mugueise de ce tlssu. Le bul de notre
dtude a &té la réalisation d'ume cartographie lipidigue
de la mugueuse du colon de souris et 1a recherche
d'alterations du contenu etfou de la distribution spatiale
des lipldes dans ke modiie MY en rapport avec la
morphologie intestinale,

Des coupes de cdlon de 10pm dépaisseur onl été
obtenues a partlr de 3 sourls MV et 3 souris contrale
{WT} et-analysées a l'aide d'un spectromatre de masse
TOF-5IM5 1V (lon-Tal GmbH, Minster, Allemagne)
équipd d'une source a pointe liguide émettant des ions
agrégats Bid+, Les images ont éte acquises en mode
disnisation négalil avec une réselulion spatiale de 2um.
Les données ont été aralysées manuellement ou par
des analyses statistiques multivariées, incluant M'analyse
par compasantes principales (ACPL le clustering de
partition, le clustesring hiérarchigue. et l'analyse par
algorithmes genétiques (AAG)

L'analyse manuelle des données a montré  une
localisation majoritalre du sulfate de cholestéryle au
niveau de la bordure de 'épithefium, de Pacide gras
Cl6:1 dans les glandes de Lieberkihn, ainsi gue de 'acide
gras C18:0 damns |2 lamina prepria et la sousmugueuse.
La comparaison des spectres extraits des régions
dintérél des souris WT et CF a mantré que le signal
correspondant a la vitamine £ et de Facide gras Cl6:0
augmente significativement dans la bordure épithaliale
du colon de souris MV Quinze ions ont 18 sélectionnés
pour I'ACP et le clustering de partition. Ces analyses
ont permis la caractérisation de plusieurs structures
morphologigues du célon en lonction des variations
en acides gras C14:Q C16:0, 0161, C18:0, C161, C18:2,
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C20:3 C20:4 el C22:, en phosphalidylélhanelamine
phozphocholine,  phosphatidylinosital,  chalestérol,
vitamine E et sulfabe de cholestéryle, Ainsi, les glandes
de Lieberkhn sont caractérisées par des niveaux élevé
de Cled, 0, 061 et phosphatidylethanclaming;
la lamina propria et la sousmuqueuss sont corrélées
avec une guantité relablve édlevée en CI6:0, C18:2 sl
phosphocholing; fa bordura épithdiiale interne avec
Cie:0, 130, 0182, C18:2 b e sulfate de cholestéryle ;
el la bordure épithéliale externe avec C14:0, €162, T18:1,
e phosphatidylinositol ef la phosphatidyléthanclamine.
De plus, 'analyse par ACP de ces 15 variables & partir
de la région des glandes de Lieberkihn -ol CFTR est
plus fortement exprimé- permet une ségrégation
presque compléte des sourls MY et WT par la premigre
composante principaie. Celte ségrégation est compléte
en cholsissant par AAG une série de 12 lons, tels que
Cd:, C16:0 et plusieurs fragments de phospholipides.
Ces jons permetient également une separation correcte
des individus par clustering hidrarchlgue,

L'ensemble des résuitats suggere  que limagerie
TOF-SIMS couplée a des analyses mullivariges est
une approche trés putssante peur la recherche de |a
distribution spatiale de signatures lipidiques associges 3
des élats physiopathalogiques particuliers, comme calul
du modile murkn de ia M.
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Practical Considerations on Normalization in MALDI Imaging
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Mormalization of MALD! imaging data is a topic of debate,
as It can lead to artifacts. The use of normalization
is- always based on certain assumpiions, which are
nol always mel on real world data, We present here
datasets that lead to artifacts with the commaonly used
normalization on TIC or the veckor norm and propose
ways to detect and avoid these.

Exclusion of these signals for the calculation of the
TIC soives this. The comparison of data after TIC and
median or noise normalization can be wsed Lo detect the
Inapplicabitity of a TIC normalization, The median/rolse
or TIC with exclusion of mass ranges can be used in such
CA5es,
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Imagerie par spectrométrie de masse Tof-SIMS de gouttelettes
lipidigues durant I'absorption intestinale
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Les lipides représentent environ A0% des calories
ingérées par la populaticn des pays développes, alors
que les recommandations sont de 5 & 10% plus basses.
Cel apporl lipidiqgue excessil lavorise grandement le
développement de 'obésité of de maladles assocides,
Plysieurs &tapes impliguées dans l'absorption des
lipides comme la formation de gouttelettes lipidiques,
I'nydrolyse des lipides par les entérocytes {dans
fa lumigre de [lintestini et leur transport dans les
compartiments infracellulaires, oo las acides gras el les
stérols sont transformés en lipides neutres. ont donc
besoin d'étre eétudiés, Dans cette &tude, nous avons
utilizé 'imagerie par spectromelrie de masse ToF-5IM3
pour comprendre ces changements d'état chimigques et
physiques.

Des sauris agées de (rols semaines onl até traitées par
vaoig orale avec 200 gL d’'hulle de tournesol enrichie
en cholestéral (10 mgfmly, eles ont été sacrifiées
immediatement, aprés 30 min, 1 h et 4 h Les intestins
ont rapldement été prélevés, congelés dans de l'azote
fiquide et des coupes de 12 ym d'épaisseur ont &té
préparées A -20°C avec wn cryostal CM3050-5 (Leica
Microsystems Sa, Manterre, Frances, Les images ioniques
ont été acquises avec un spectromeétre de masse ToF-
SIMS IV (ION-TOF GmbH, Minster, Allemagne) Ce
spectrométre est éguipd d'une source & pointe liguide
émettant des jons agrégats Bid+. Des grandes images
de S00x500 um2 (résolution spatiale - 2 pm) ont été
enfegisirées dans les deux modes dionisation, tandis
que des images de 100x100 pym2 (résolution spatiale :
A00nm) w'onl éie enragistrées guien mode négatil, avec
toujours 256x256 plels. De plus, un spectrométre de
masse 4800 MALDI TOF/TOF (Applied Binsystems, Les
Ulis, France) a été utilisé pour des expériences de M/
M3 Insitu,

Les grandes images permettent d'anaiyser les
changernents glabaux qui s‘operent durant la digestion.
En mede  d'ionisation positif, nous observons une
augmentation de [intensité des ions correspondant
aux monoacylglycérols contenant 18 carbones sur
lewr chaine d'acides gras (MAGIE), aux diacyiglycérols
confenant 3£ (DAG34) et 36 (DAGIS) carbones sur
leur deux chaines d'acides gras el aux triacylgiycerols
contenant 52 (TAGS2), 54 (TAGS4) et 56 (TAGSE)
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carbones sur lewrs trods chaines d'acides gras. Au
contrafre. une diminution de la gquantité refative est
observée pour les monoacylglycerols contenant 16
carbones (MAGIS), En mode dionisation npégatil,
lintensité des plcs-a mfz 2792 et 2812, correspondant
respectivement aux carboxylafes des acides gras C18:2
et C18:1 augmente, alors gue celles correspondant aux
Cleid imfz 255.2) diminue au cours de la digestion,
L'hiite de tournesol contenant essentiellement de TAGs.
composés principalement d'acides gras C1B:2 (60%) et
Cla: (22%) et peu d'acides: gras-en C06 (0161, 0,5%
CI6:0. 6,2%), ces variations pourraient carrespondre
& un phénoméns de rédguilibrage. Oe plus, an observe
I'apparition d'un pic & m/'z 584,3, qui a été |dentifié sulte
a des expériences de M5/MS in situ comme étant de
l'acide taurocholigue, un acide biligire Impliqué dans
I'émulsification des fipides,

Grace & |acquisition d'images & haute résolution
spatiale (400 nm}, naous avons ete capables d'extraire
les spectres de réglons correspondant aux entérocytes
en confact direct avec la lumigre de l'intestin et d'une
région correspondanl au tissu  condonclil localisée
plus profondément dans |3 muqueuse, En comparant
I'gvalution du profil lipidigue au cours de la digestion
de ces deusx régions: beaucoup de variations sont
observées, Alnsl, la quantitd relatlve des acldes gras
Clen, C1&:0 et C18:0 diminee plus rapidement dans le
lissu canjanclif alors gue celle de ['acide laurocholigus
augmente fortement dans 1a région entérocytes, et gue
celle des acides gras Ci8:2 et C183 reste constante dans
la région tissu eonjonctil tandis gu'elle augmente dans
la réglon entérocytes.

Ainsl l'emploi d'une résclution spatiale inférieure
au micron en imagerie par spectrométrie de masse
donne acces d des localisations trés précises de lipides,
informatian trés précieuses pour la comprénension des
mecanismes biologigues de la digestion.
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Apport de I'imagerie MALDI pour I'étude de la sclérose amyotrophique

latérale (SLA)

5. Deforges(i) = O, Merianx2) » M, Salzer{2) = L. FowrmieriZ) = E Charbonierf 1) = M. Wisztorskif2)

{E ravwrsars Tarie Dheacanie

vt reldiry

Inteoduction :

La sciérose amwotrophigue latérate (SLA) est une
maladie neurpdégénérative caractérisée par la mort
des motaneurones associee 4 la perte des fonclicns
miusculaires, Les symptdmes apparaissent & I'age adulbe
et se développent rapidement jusqu'ala paralysie et
la perte des lenctions respiraloires. Malgré les efforts
consentis ces dernibres anmées dans le domaine, les
nombreuses ébudes ne parviennent pas & expliguer les
effets diftérents, parfois opposes, de l'exercice physigue
dans |a SLA. En partlculier, les mécanismes cellufalres et
moléculaires conditionnant ces effets restent inconnus,
Deux protocoles d'exercices onl été développés ches la
SoUris qul, appiiqués dans un moddle de SLA, donnent
des résultats différents en terme de durée de vie et de
neuroprotection (Delorges et al., 2009). Contrairement
aun programme de course modéréde sur tapls roulant, un
programme de nage forceée refarde considerablement
la mort des souris SLA et semble protéger les
motoneurones spinauy do surface moyenne.

Méthodes :

Des sourts BESJLtaS0D-GR3ANGUR.) modeles de |a
SLA ant été soumises cunon awn entralnement 4 la nage.
La région lombaire de la moelle épiniére a &6 préfevée
au cours de la phase sympltomatigue & 115 jours. Sur
coupes de 12am d'épalsseur, différentes préparations de
I'Bchantillon ont été réalisées par un dépdt de matrice
par spray (imageprep, Bruker Daltonics). Des analyses
en Imagerie MALD| a une résclution de 80x80um* ont
éte réalisées dans des conditions spcifiques a I'étude
de différents composés grace & un'Ultrafiex || TOFTOF
(Bruker Daltonics). Les dopndes onl été soumises a des
analyses statistiques de type composante principale ouw
analyse hidrarchigue,

Résultats préliminaires

Dans le cadre de cette étude, imagerie MALDI a &t
utitisee pour étudier les modifications impliquées dans
les neurones activiés spécifiguement par l'entrainement
et ainsi miewx comprendre ies bénéfices de exercice de
nage. Lutilisation d'cutils statistigues nous a notamment
permlz de discriminer des proflls spécifigues entre
substances olanche et grise de moelle épiniére de souris
contriles et de souris SLA sédenlaires ou entrainges &
la nage.
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Lanalyse de ce: modilications est acluellement en
cours ef permettra didentifier les meécanismes Induits
par la nage et par conséquent de relier l'activation de
cerlaines voies de signalisation a l'amélioration motrice
des sourls SLA. Cette approche pourrait permettre de
praposer des molecules candidates pour des essals
thérapeuligues de la SLA.



