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Imagerie par Spectromeétrie de Masse par

Temps de Vol %

Section mince
congelée

Images MS

e Images TOF-MS

Cartes de densité ionique

Analyseur par temps de vol
(TOF): analyse parallele de tous
les ions

1 acquisition = autant d'images
potentielles qu'il y a de pics
dans les spectres ! et autant de
spectres que de pixels...

o OF MS o Trés grande quantité de
[ é
.............. données
4000 6000 8000 10000
lons ou Spectre de masse [m/z]
Photons ® Laser UV: MALDI'TOF

e Sonde ionique: TOF-SIMS

Stoeckli, Chaurand, Hallahan, Caprioli, Nature Medecine 2001, 7, 493-496.
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Comparaison MALDI et SIMS| /cS,,

Le MALDI* "intégre" sur plusieurs microns de profondeur %
*Matrix Assisted Laser Desorption lonization

Mélange entre la MATRICE et une molécule
échantillon (5000 pour 1)

Co cristallisation (échantillon solide)

Y@ @ Impulsion Laser UV (108 W.cm2)

Désorption - lonisation des molécules
échantillons (lons moléculaires [M+H]*)
Analyse des ions moléculaires par
spectrométrie de masse par temps de
vol

Surface d'un cristal d'acide
sinapinique aprés irradiation par
= 256 tirs laser (N, 337 nm,

2.5 pd/pulse)

1. Fournier, J.C. Tabet,

G. Bolbach,

Int. J. Mass Spectrom. 2002,
219, 515-524

-

Le SIMS est une analyse de surface (mode sttique)

lon primair

lons secondaires, )
atomes, molécules, ° Pas de matrice

électrons, photons e Lesions secondaires ne proviennent que des premiers 50-
100 A

(G.Bolbach & al, Int. J. Mass Spectrom. lon Processes 112
(1992) 93-100)

° Seulement quelques centaines d'Angstréms sont
endommagés

..... . Profondeur d'analyse (50-100 A)

Profondeur endommagée (100-500 A)
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Spectrométres de masse TOF-
SIMS équipés de sources d'ions a
métal liquide (ions Ga*)
permettant des résolutions
latérales << 1um

Tres peu utilisés en spectrométrie

de masse organique:

o Faible efficacité des sources d'ions
Ga* au-dela de 100-200 Da

» Eloignement de communautés
scientifiques différentes

Imagerie TOF-SIMS

lan Mirrar

lon Gun ;&

H
Fulsing f’f

Spectrum

‘ Detector

e
. .
oCcusing / \ Transport Oplics

Raster \ Extractor

P Electron Flood Gun
Target [N

@' IOM-TOF GmbH
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Augmenter I'émission ionique avec des agrégats

L’'impact d’un projectile polyatomique est
le moyen unique de bombarder une tres
petite surface simultanément avec
plusieurs atomes

Projectile Ga,*

lons ou
Neutres

\'/

Projectile Au,*
® analytical.
| emi

The Magic of
Cluster SIMS

Dépbt d’'une
grande densite lons ou
d’énergie trés Neutres

pres de la \ /

surface

stry

Importante augmentation
de I'émission ionique

L ___.a-'-""i"r-l:uhzlnr of Single-Element

Calibiation Solutions

N. Winograd, Anal. Chem 2005, 77, 143A-149A
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Augmenter I'émission ionique avec des agrégats

Phénylalanine
(M-H) m/z 164.2

Aus*

x 10

\ Au

f_r___yyf—-f.—"'"

o1 020
E/A (keV/u)

L
] 0.05 0.10

M.Benguerba, A. Brunelle, S. Della-Negra, J. Depauw,
H. Joret, Y. Le Beyec, M.G. Blain, E.A. Schweikert,

G. Ben Assayag, P. Sudraud

Nucl. Instrum. Methods. Phys. Res. B 1991, 62, 8-22

127 keV/atome
1.61 101%/cm?

€
c
A

S. Bouneau, A. Brunelle, S. Della-Negra, J. Depauw,
D. Jacquet, Y. Le Beyec, M. Pautrat, M. Fallavier,
J.C. Poizat and H.H. Andersen,

Phys. Rev. B 2002, 65, 144106 1-10

Au, 16 keV

A(\
O

(Y=317)

@
X YEX
QIR
& ©°
o, ¢
)

&

Au, 16 keV

Q

O

1.08 ps

1.08 ps 5.70 ps

3.60 ps 20.0 ps

5.70 ps

Les couleurs représentent la
température en unités de la
température de fusion de l'or
(1338K).

8.80 ps

T.J. Colla, R. Aderjan, R. Kissel,
H.M. Urbassek,

20.0 ps Phys. Rev. B. 2000, 62, 8487-8493
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Imagerie par spectrométrie de masse
TOF-SIMS Agrégats
Coupe de cerveau de rat %

Field of wiew: 18000.0 x 18000.0 pm=

J I of
The An‘:gr';'fggn Society

Blue=184 red=(255+283) red=283 Mass r—
Green=764 green=892 blue=771 blue=255 specmmeh.y Nolime o]
Superpositions

256x256 pixels

Taille de pixel 70x70 pm?

lons primaires Bis*

Densité de dose d'ions primaires 109 ions.cm
Temps d'acquisition ~3h

Aucune matrice

nnnnn
lipids,

D. Touboul, F. Kollmer, E. Niehuis, A. Brunelle, O. Laprévote, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2005, 16, 1608-1618
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Imagerie par spectrométrie de masse IS
TOF-SIMS Agrégats
Coupe de cerveau de rat %

Field of view: 206.0 x 256.0 ym=

Bi.*

M:184 M: 363 M: 755
mc: 8 tc:1.088e+5 mc: 16 to:1 824e+5 mo 7 toc:d 690e+4
Field of view: 205 89 x 25509 ym?

e WL Images enregistrées en bordure du
M 184 TUM3ed M785 corps calleux
mc:d4d too1 Bobe+h mcoi118tc:? 36Be+  mc45 toc:7 Q9h0e+a .
Field of view: 266.0 x 256 0 prm@ 256x256 pixels

i B Taille de pixel 1x1 pm?
Densité de dose d'ions primaires
1072 jons.cm™
Temps d'acquisition : 4, 10 et 100
minutes

mc: 31 to:2 65de+6 Mo 180 to:d 2058+ mc Bl tc:1.168e+6

D. Touboul, F. Kollmer, E. Niehuis, A. Brunelle, O. Laprévote, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 2005, 16, 1608-1618
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Pourquoi deux méthodes d'imagerie
TOF-SIMS et MALDI-TOF ? %

. Co_upe de tissu
e Gammes de masse Epaisseur 20 ym U
difféerentes surface
e SIMS: ' — D m D
LlpldeS et matrice

meétabolites
< 1000 Daltons

l l

PI'OfOI’IdeUI’ < 500 A TOF-SIMS Faisceau
‘ion Faisceau
e MALDI: / e
Pept,l.des et =, — ,,.?I /7/ Acquisition —HA — /.?I /7/
proteines s~ de l'image ——r—%/
> 1000 Daltons \ /
Profondeur qq um @
@ ) ) 5 B
L 9 Complémentanté Images par . .
spectrométrie de masse Spectre de masse

A. Brunelle, D. Touboul, O. Laprévote, Spectra Analyse 2006, 250, 20-26
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Complémentarité des 2 méthodes d‘'imagerie
TOF-SIMS et MALDI| ks

e Acquisition successives sur la méme coupe de cerveau de rat
SIMS

1¢re image :
ions positifs, 16x16 mm?2, 256x256 pixels de 62,5x62,5 um?, faible dose
non destructrice
2nde image:
ions négatifs, mémes conditions
3¢me image:
ions positifs, "zoom" sur une petite zone de 500x500 um?2, 256x256 pixels

de 1,95x1,95 um?, dose 100 fois plus grande mais toujours non
destructrice (de méme pour le cumul des trois images SIMS)

MALDI
4eme image :

lons positifs, 13x13 mm?2, 114x 114 pixels de 115x115 um?, avec
application de la matrice donc échantillon déetruit apres I'analyse
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16 X 16 mm?2,
256 x 256 pixels TOF-SIMS| /c5,

Pixels : 62,5 x 62,5 um? Cerveau de rat ions positifs
Dose : 4.108 ions Au,*.cm-2 %

Field of wieww: 16000.0 = 168000.0 pm=

iy
-

m23  M33 MBE M 184
mt:?43tc:4.4?eﬁ mc: 1138 to:1.892e+7 mci314 o7 04Be+6  mci147 toi2 749e+5
vy | e ,-

365 430 M 7ES total ion

mc 270 o1 A33e+E me: 19 to:B . 8593e+4 mic 28 oY 7TRde+h mic: 306 to:1.1358e+38

A. Brunelle, D. Touboul, O. Laprévote, J. Mass Spectrom. 2005, 40, 985-999
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16 X 16 mm?2,

256 x 256 pixels TOF-SIMS| /c5,
Pixels : 62,5 x 62,5 um? Cerveau de rat ions négatifs

Dose : 4.108 ions Au,*.cm2 (méme coupe) %

Field of wiews: 16000.0 x 168000.0 pm=

- e | |ECTES
M 7H M 255 M 283
m|:'25'| tc'B.EEE mc:d7 tc: 8 406e+5 mc: 28 tc: 3. 880e+5

M:385 M: 592 tntal ion
mc:Bd to 1 97 0e+5 mc: 18 tc: . 150e+5 mc: F272 o1 308e+8

A. Brunelle, D. Touboul, O. Laprévote, J. Mass Spectrom. 2005, 40, 985-999
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500 x 500 um?2,
256 x 256 pixels TOF-SIMS

Pixels : 1,95 x 1,95 um? Cerveau de rat ions positifs
Dose : 6.10"° ions Au,*.cm2 (méme coupe)

n\
2

Field of view: 500.0 = 500.0 pm?

mc:ddtc:9.227e+5 mo 113 tc:3 865e+6 mco BBt 1 d4dde+f mo 33 tc 5. 237e+5

M. 2315 - M:3H T M:86.55 M. 184 .97

M:370.26 M:432.19 M: 774 74 total 1on
mcdl o3 d51e+5 mc:H o5 BEde+d mc: 158 tc:1.118e+45 mc 953 o3 BYYe+7

"Zoom" zone rouge de la diapo précedente

A. Brunelle, D. Touboul, O. Laprévote, J. Mass Spectrom. 2005, 40, 985-999
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13 x 13 mm?,

114 x 114 pixels MALDI

Pixels : 115 x 115 um? Cerveau de rat ions positifs

150 tirs laser par pixel (méme coupe) %

m/z 3593.5

m/z 6756.5

Images MALDI obtenues en utilisant
le logiciel de traitement IMT
développé a I'ICSN et déposé a
I’Agence pour la Protection des
Programmes, Paris

A. Brunelle, D. Touboul, O. Laprévote,

J. Mass Spectrom. 2005, 40, 985-999 m/z 5031.5
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Superposition TOF-SIMS & MALDI
Cerveau de rat ions positifs
(méme coupe) %

Cholestérol
m/z 369

m/z 3593.5

m/z 6756.5

Images MALDI obtenues en utilisant
le logiciel de traitement IMT
développé a I'ICSN et déposé a
I’Agence pour la Protection des
Programmes, Paris

A. Brunelle, D. Touboul, O. Laprévote,

J. Mass Spectrom. 2005, 40, 985-999 m/z 5031.5
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Superposition TOF-SIMS & MALDI
Cerveau de rat ions positifs
(méme coupe)

MALDI

Cluster-SIMS

~50um

~Tum

Matrice

Pas de
Matrice

Peptides
Protéines

m/z 3593.5

A. Brunelle, D. Touboul, O. Laprévote,
J. Mass Spectrom. 2005, 40, 985-999

Lipides
Métabolites

m/z 6756.5

Images MALDI obtenues en utilisant
le logiciel de traitement IMT
développé a I'ICSN et déposé a
I’Agence pour la Protection des
Programmes, Paris

m/z 5031.5
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La Dystrophie Musculaire de
Duchenne (DMD)

La maladie

e Pour la premiére fois décrite par un médecin et photographe francais,
Guillaume Duchenne de Boulogne (1806-1875)

Maladie génétique liée a une mutation sur le chromosome X (1 gargon /
3500)

e Absence de la Dystrophine (~ 427 kDa), protéine sub-membranaire

o Faiblesse musculaire géneéralisée

e Mort vers I'age de 30 ans (insuffisances cardiaques et pulmonaires)

Au niveau cellulaire

o Destruction des muscles due a une perte d’'intégrité des membranes
cellulaires

o Déficience du métabolisme lipidique

Réunion GN-MEBA SFP Paris 01.12.06 Alain BRUNELLE ICSN GIF SUR YVETTE
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Intensité (x10°)

200 220

Acides gras C | Acides gras C

l‘ll‘lll.lllllll llllll.l‘lllll‘lll
240 260 280 300
m/z

Intensité (x102)

Phospholipides

o _ s, bt o

620 640 660 680 700 720 740 760 780

m/z

Myopathie de Duchenne
et Imagerie TOF-SIMS-Agrégats:
Spectre de masse des ions negatifs

Vitamine E 6
-4
Cholestérol -2
0
320 340 360 380 400 420 440
m/z
3
Coenzyme Q9 A
- 2
Triglycérides [ 1
-0
800 840 880 920 960 1000
m/z

Intensité (x103)

Intensité (x103)

.3
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)"

Imagerie TOF-SIMS-Agrégats:
lons négatifs

Vitamin E o Cuzy’me Q9
100 pm mc:8 tc:1.698e+4 mc:12 tc:2.163e+4
: l e La présence de tocophérol (Vitamine E) et d’'ubiquinone signe,
e | dans une région particuliére de la coupe, I'existence d’un stress
|
1558 f
|

oxydant.
e La sur - concentration, dans cette zone, d’acides

phosphatidiques souligne l'action des phospholipases D activée
par 'augmentation du calcium intracellulaire

| |

Phosphatidic ﬂu:i e Ces deux facteurs correspondent a un processus de
mc:Btc:2.312e+4 degénérescence cellulaire

D. Touboul, A. Brunelle, F. Halgand, S. De La Porte, O. Laprévote, J. Lipid Res. 2005, 46, 1388-1395
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2,

Imagerie TOF-SIMS-Agrégats: %
lons négatifs

e L’accumulation de triglycérides dans une région particuliére
de la coupe correspond a une différenciation de fibroblastes
en adipocytes.

e L'image des acides gras associée a celle des triglycérides
fournit une indication fiable et directe de la composition en
acides gras de ces triglycérides

100 prm 100 pm 100 pym

Trighycerids C16 Fatty Acids C18 Fatty Acids
mc:14 tc:2.230e+4 mc: 198 tc:5.096e+5 mc:258 tc:6.627e+5

D. Touboul, A. Brunelle, F. Halgand, S. De La Porte, O. Laprévote, J. Lipid Res. 2005, 46, 1388-1395
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Rapport de concentration| /c5,
acide oléique/acide %
stearique (C18:1/C18:0)

am‘;,’;mh' A |

© 0
\\ ~
@) @)

A .O

© [<0)
~ ~
O @)

1: Zone destructurée

/' 2: Zone intermédiaire

~ 3: Zone saine

282 284

T T T T T T
276 278 280

286
AL me Diminution de I'activité des A9
; — iminution de I'activité des A9-
I—':'Q':'m EU fe1g0) désaturases (corrélée avec celle
mc:B7 to: 7 2958+ des NO synthases musculaires)
Le rapport C18:1/C18:0 décroit entre zones saines et . -
— Tentative des cellules de stabiliser leur

zones déstructurées et présente une valeur

) e 4 . . . n n produisant un taux pl
intermédiaire dans la région « frontiére » membranes en produisant un taux plus

important d'acides gras saturés
D. Touboul, A. Brunelle, F. Halgand, S. De La Porte, O. Laprévote, J. Lipid Res. 2005, 46, 1388-1395
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Zone saine
Cellules en

dégénérescence %

¢ b, )0 Vitamine E
Zone déstructureée | I;}y'!ﬁ s ~1'* .“ o T Ubiquinone
K+ ¥ fuﬂ' "rf ré; oI, 6 Ac. phosphatidiques
Na* ' ' 18
CI- Adipocytes
F_
Triglycérides
Acides Gras

«—— Vert=Coenzyme Q9

Rouge = Cl

——— Bleu = Acides gras C18

Fed=C| Green= Collkt
Blue=C18 FA

D. Touboul, A. Brunelle, F. Halgand, S. De La Porte, O. Laprévote, J. Lipid Res. 2005, 46, 1388-1395
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La maladie de Fabry

Maladie lysosomale de la famille des sphingolipidoses due a un déficit en
a-D-galactosidase-A (a-GALA) de transmission récessive liée au
chromosome X (1 cas sur 120 000 naissances)

Accumulations de glycosphingolipides Gb, et Ga,

OH oH_ Structure d’un Gb, (Trihexosylceramide) :

HO
OH

O _on 0
OH HO O ~ AN

OH

- A _
~ TN
Chaine osidique Chaine acyle (base) variable
(a-Gal/p-Gal/F-Glu)

Ga, (digalactosylceramide), enchainement Gal/Gal
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La maladie de Fabry

Atteinte multi systémique sévére dominée par une insuffisance
renale inexorable, des lésions neurologiques et cardiaques
evolutives et des angiokéeratomes

W
\S

)

)
2

Peau

Cellule saine Cellule Fabry

Réunion GN-MEBA SFP Paris 01.12.06 Alain BRUNELLE ICSN GIF SUR YVETTE
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Biopsie cutanee de patient atteint de la
maladie de Fabry (MALDI-TOF) Ko

Coupe de 20 ym d’épaisseur, déepot de
matrice HCCA par spray atmosphérique,
resolution spatiale de 50 um

Spectrum Point: 23 = 26

100 —1.E=10*
B0 —
- Ga, Gb,
e B0 _— \ /
£ 40 _
1.021e+005 _
20

BO% aco 1000 1100 1200 130

Mass (m/z)

Spectre correspondant a un unique pixel

3.403e4+004

D. Touboul, S. Roy, D.P. Germain, P. Chaminade, A. Brunelle,
O. Laprévote, Int. J. Mass Spectrom. in press
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Biopsie cutanée de patient atteint de la maladie de ’CSN

M:369 .36 M: 38535

mc: 16 tc:8.763e+4  mo: 7 tc 1.7 30e+4d
50 pm — a0 pm

Gaz
mc: 10 tc:3.672e+4 mo:8 tc:? BZ26e+4d

Intensity (counts)

Ghs

il—|5|]|m il—|50|m i

Vitamine E

mc: 13 tc:d.910e+4

50 pm

total ion

mc: 12746 tc: 1 4896e+8

60
o
0
iy}
oT
3
40 + =
o
- Q w
§°°§£ o
2- 28 g 2
o111 1
900 950 1000 1050 1100 1150

m/z

Fabry %

50 pum 50 m

_ﬂu . ":;‘. sy it
Aucun traitement de | 'échantillon
236%x236 pm?

Résolution: 1 um 50 —i80pm
15 min d’acquisition |
Dose: 1.25 x 10'? ions.cm

sulfate de cholesterol total ion
mc:5 to:1.086e+4 mc:H36E to:3 81de+7

hulsterul - Vitamine E
mc: G to: 1 48de+4 mc: B8 tc: 2 .307e+4

e Detection d'un faible signal de Ga, et Gb,

e Localisation uniqguement d’une famille
moléculaire avec une résolution de 1 ym

e Colocalisation avec la vitamine E, le
cholestérol et le sulfate de cholestéryl

D. Touboul, S. Roy, D.P. Germain, P. Chaminade, A. Brunelle,
O. Laprévote, Int. J. Mass Spectrom. in press
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Biopsie cutanée de patient atteint de la maladie de| /c5,

Fabry %

50 pum 50 m

hi: 365 .36 M- 38535 | Vitamine E i g
mc: 18 tc:8.763e+4 moi7tc1.735e+4 mc: 13 to3.910e+4 100 pr T
—— 50 pm 50 pm 50 pm

Aucun traitement de | 'échantillon
236%x236 pm?

hulsterul Vitamine E -

P . mc:Gto: 1 484e+4 mc: 8t 2. 307e+d
Résolution: 1 pm 150 um

50 pm
15 min d’acquisition g
Gas Ghs tatal | . 12 -2
mi:1ﬂtc:3_5?28+4 mc:B tc: 2 B26e+d 521??98 tc:1.486e+8 Dose' 125 X 10 Ions.cm

ulfa de hleterDI total ion
mc:5 to:1.086e+4 mc:H36E to:3 81de+7

e Pour des cellules de peau en culture, il existe un lien entre 'accumulation de Ga, et de cholestérol.
Ceci est observé directement sur des coupes de peau de patients atteints par la maladie de Fabry

e Laprésence de vitamine E est le signe d’une réaction inflammatoire locale et intense. Une
dérégulation des NO-synthases, une réduction de la chaine respiratoire enzymatique et une
augmentation de la fréquence de la mutation génétique eNOSG894T ont déja été démontrées.

e Le sulfate de cholestéryl intervient dans la différenciation cellulaire et dans la formation de la
barriere épidermale au niveau de la peau.

D. Touboul, S. Roy, D.P. Germain, P. Chaminade, A. Brunelle,
O. Laprévote, Int. J. Mass Spectrom. in press
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Biopsie rénale de patient atteint de la maladie de

Fabry %

6 M385.35
mc: 390 te: 5 421e+5 me: 140 te:1.796e+5  meo: 233 to:4.076e+5
—— 100 pm 100 prmn 100 prmn

Aucun traitement de | ’échantillon
500x500 pm?

Yitamine E

Résolution: 1 MM mc: 113 tc:9.878e+4  meif3 to:9.833e+4

' 30 min d’acquisition

az Gha total ion . 12 ; -2
mc:d62 to:8.203e+5  moi124 to:d 878e+5 mod9611 to:d . 381e+8 Dose' 106 X 10 lIons.cm

)

Sulfate de cholesterol total ion
mc:22 tod 223e+d4 . modT225 o2 251e+8
5000 +
‘o0 e Detection d'un signal tres intense de Ga, et Gb,
g e Localisation possible d’'une seule espéce
S 3000 moléculaire avec une résolution de 1 um
2 e Colocalisation avec la vitamine E, le cholestérol et le
£ 20004 sulfate de cholestéryl
1000
O T T T T T T T T T T T 1 . .
950 1000 1050 1100 1150 1200 D. Touboul, S. Roy, D.P. Germain, P. Chaminade, A. Brunelle,
m/z O. Laprévote, Int. J. Mass Spectrom. in press
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Biopsie cutanée de patient témoin
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e Méthode fiable, rapide et non invasive

de diagnostic de la maladie de Fabry

Localisation des espéces moléculaires
des Ga, et Gb, sur des tissus

e Mis en évidence des accumulations de
vitamine E, cholestérol et sulfate de
cholestéryl, qui n’avaient été décrites
que sur des cultures cellulaires.
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Conclusion

L’'imagerie par spectrométrie de masse :

e Outil en pleine évolution
e instrumental
e meéthodologique

e Methode sans equivalent pour obtenir des images simultanement sur plusieurs
lons .
e MALDI applications en génomique et protéomique
o TOF-SIMS-Agrégats applications en métabolomique et lipidomique

e Possibilite unique de co-localiser plusieurs moléecules d'interét a I'echelle du
micron

e Méthode complémentaire des autres techniques d’analyses biochimiques

e Applications dans les domaines:
e de la santé humaine
e de la biologie
e de la pharmacologie
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