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Résumeé

La technique d’analyse par spectrométric de masse (MS) MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption lonisation) sur tissus a €té introduite a la fin des années 1990. Elle a depuis
connu un essor de développements pour qu’aujourd’hui elle soit considérée comme une
méthode de choix pour la recherche de biomarqueurs de pathologies dans un contexte
anatomique. Cependant, la méthodologie connaissait certains aléas liés a la nature de
I’échantillon. Le premier but du doctorat a été de développer des procédures afin de repousser
les limites de détection des protéines sur tissus. Ces approches, qui nous ont permis de mieux
extraire des composés du tissu pour des analyses directes ont alors pu étre mises en
application avec d’autres méthodes de protéomiques comme I’electrophorése bidimentionelle
pour I’identification parall¢le des composés. La suite des travaux consista au développement
d’outils plus spécifiques pour la recherche de biomarqueurs via les analyses sur coupes de
tissus. Les analyses PCA ont tout d’abord été mise au point pour des approches de type

bottom up ou top down sur des biopsies de cancer de la prostate, qui nous a servi de modele.

Les étapes suivantes ont alors été 1’application des différents outils développes a la
recherche de biomarqueurs du cancer de I’ovaire. Différents objectifs ont alors été ciblés pour
permettre le criblage des biomarqueurs sur de larges cohortes de tissus, 1’identification
paralléle de ces biomarqueurs par des approches bottom up et la validation de certains de ceux
ci par méthodes classique de biochimie comme le western blot mais aussi par profiling ou
imagerie MALDI. Grace a I'utilisation de méthodes classiques d’immunohistochimie et de
methodes nouvellement développées d’extraction de protéines sur coupes de tissu, il a éte
possible de déterminer que le fragment C-terminal de Reg-Alpha, la sous unité 11S de
I’activateur de I’immunoprotéasome, avait une forte prévalence dans une large gamme de

tissus de cancer de ’ovaire.

L’utilisation des analyses sur tissu nous a également permis d’explorer une
problématique de haute importance en clinique, la détermination de I’origine histologique du
cancer de I’ovaire. Les cancers de I’ovaire €pithéliaux ont une similitude avec d’autres types
de tissus mullériens et selon une théorie recemment avancée, auraient une origine associee a
ces tissus. La préservation du contexte anatomique des composés analysés nous a alors permis

de comparer la composition moléculaire de différents types tissulaires de patientes
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sélectionnées. Des analyses en composante principale (PCA) ont été réalisées dans un premier
temps pour comparer la nature moléculaire des tissus dans une représentation
bidimensionnelle. Des analyses protéomiques nous ont ensuite conduit & déterminer les
acteurs protéiques qui pourraient étre mis en jeu dans les mécanismes communs de
cancérisation entre le plus prévalent des cancers de 1’ovaire épithéliaux, le cancer séreux, et
son potentiel tissu d’origine, le tissu tubaire. Il est alors apparu que la sous régulation des
certaines protéines, comme celles de la défense immunitaire ou de 1’adhésion cellulaire a la
matrice extra cellulaire, pourrait étre a 1’origine du développement de cellules cancéreuses
tubaire dans 1’environnement ovarien. L’approche d’analyses de protéines de régions
histologiques d’intéréts nous a également permis d’obtenir une liste de marqueurs tres
specifiques de chaque type de cancer, dont certains constituent une nouvelle preuve de la
possible étiologie tubaire du cancer de ’ovaire séreux. Cette approche nous a également
permis de prouver la grande pertinence des analyses respectant le contexte anatomique de

I’échantillon.

Le dernier objectif de ce doctorat a été la détermination de I’implication des
proprotéines convertases dans le contexte du cancer de 1’ovaire. Ces enzymes jouent un rdle
important dans la maturation de substrats qui ont une action promotrice de la cancérisation et
de la métastase. L’objectif a alors été de déterminer la redondance fonctionnelle de ces
enzymes dans des modéles cellulaires knock down (KD) pour chacun des membres de cette
famille. Divers test, de prolifération, de clonogenicité et de croissance in vivo ont mis en
évidence la haute importance de PACE4 dans les diverses caractéristiques de la lignée
cellulaire SKOV-3.

Dans I’ensemble de ces travaux, nous avons exploré un peu plus en profondeur les
acteurs de la cancérisation de 1’ovaire. De nouvelles approches pour des investigations en
clinique ont été abordées et ont conduit a la decouverte de biomarqueurs tres spécifiques du

cancer de I’ovaire épithélial.
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Abstract

On-tissue MALDI mass spectrometry analysis technique has been introduced at the
end of the 90’s and has widely been developed until the point that it’s now considered as a
method of choice for biomarker research of pathologies in an anatomical context. Therefore,
some issues remained, linked to the nature of the sample. The first goal of this PhD has been
to develop procedures which allowed us to push back the limits of detection of proteins on the
tissue. With these approaches, we better extracted compounds on the tissue sections for direct
MALDI analyses and we combined these approaches with other proteomic methods such as
bidimentional electropheris for the parallel identification of the biomarkers. The next aims
consisted in the development of more specific tools for biomarker research using analyses on
tissue sections. Principal Component Analyses (PCA) have first been tuned for bottom up or
top down approaches on prostate cancer biopsies.

The next steps were the application of the different developed tools to ovarian cancer
biomarker research. Different goals were then settled for the screening of biomarkers on large
cohorts of tissues, the parallel identification of these biomarkers using bottom up approaches
and their validation by classical biochemistry methods such as western blot and also by
MALDI MS profiling or imaging. Thanks to the use of classical immunohistochemistry
approaches and newly developed methods for protein extraction on tissue sections, we have
been able to determine that the Cterminal fragment of Reg-Alpha, the 11S
immunoproteasome activator subunit had a great prevalence for a large range of ovarian

cancer tissues.

The use of on-tissues analyses also allowed us to explore a high clinical impact issue,
which is the determination of the histological origin of ovarian cancer. These cancers have
similarities with other mullerian tissue types and, according to a recently stated theory, would
derive from these tissues. Anatomical context preservation of analysed compounds allowed us
to compare the molecular composition of different tissue types of selected patients. PCA were

first used to compare the molecular nature of the tissues by a bidimentionnal representation.

Proteomics analyses then allowed us to determine the molecular actors that could be
involved in common mechanisms of cancerization between the most prevalent of epithelial

ovarian cancers, namely serous ovarian cancer and its potential tissue of origin, the tubal one.
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We showed that the down regulation of some proteins such as innate immunity proteins or
proteins for cell adhesion to the extra cellular matrix would cause the nesting of tubal cells in
the ovarian environment. The approach of analyses of regions of interest also allowed us to
obtain a list of highly specific biomarkers for each type of cancer, in which some of these
brought a new evidence of the probable tubal etiology of ovarian cancer. This approach also
allowed us to proove the high relevance of analyses regarding the anatomical context of the

sample.

The last aim of this thesis has been the determination of proprotein convertases
involvement in ovarian cancer context. These enzymes play a critical role in the processing of
substrates that promotes cancerization. The goal was then to determine the functional
redundancy of these enzymes in Knock Down models for each member of this enzyme
family. Diverse tests, such as proliferation, clonogenicity and xenografts highlighted PACE4

importance in few cancerous aspects of SKOV-3 cell lines.

This works allowed us to deeply explore the molecular actors of ovarian cancerization.
New approaches for clinical investigations have been tackled and lead to the discovery of

highly specific epithelial ovarian cancer biomarkers.
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Listes des abréviations

1,5 DAN: 1,5 DiAminoNaphtalen

ACN: Acetonitrile

ADAM: A Disintegrin And Metalloproteinase
ADAM-TS: A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs
ADN: Acide Désoxyribonucléique

AGP: Alphal acid Glycoprotein

Ani: Anilin

AP: Amino Pyridine

APOAL: Apolipoprotein-Al

ARN: Acide Ribonucléique

A.U.: Arbitrary Unit

B2M: beta2-microglobulin

BEHAB: Brain Enriched HyAluronan Binding protein
CA 15-3: Cancer Antigen 15-3

CA 72-4: Cancer Antigen 72-4

CA-125: Cancer Antigen 125

CAM: Cell Adhesion Molecule

CART: Classification And Regression Tree

CD46: Membrane cofactor protein CSF1: Macrophage colony-stimulating factor 1
DHAP: Di Hydroxy Aceto Phenon

DHB: DiHydroxyBenzioicAcid

EGFR: Epithilial Growth Factor Receptor

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EphA2: Ephrin Receptor

ERK: Mitogen-activated protein kinase 3

ESI: Electro Spray lonisation

Fas-L: Fas Ligand

FDA: US Food and Drug Administration

FFPE: Formalin Fixed and Parrafin Embedded

FN: Fibronectin
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FT-ICR: Fourier Transformé-lon Cyclotron Resonance
HCCA: HydroxyCinnamic alpha-Cyano-4-Acid

HE4: Human Epididymis Protein 4

HFIP: HexaFluorolsoPropanol (1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol)
HGF: Hepatocyte Growth Factor

hK: human Kallikrein

Hp: Haptoglobin

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography

HSP: Heat Shock Protein

ICAM: Intercellular Cell Adhesion Molecule

ICAT: Isotope-Coded Affinity Tag

IGF: Insulin-like Growth factor

IL13: Interleukin-13

IL6R: Interleukin 6 Receptor

InVS: Institut de Veille Sanitaire

ITO: Indium Tin Oxide

KD: Knock Down

KL-1: Katanin-like protein

LAR: Leukocyte common Antigen-related Receptor
LASA: Lipid Associated Sialic Acid

LC: Liquid Chromatography

LDI: Lazer Desorption lonization

LPAATB: Lysophosphatidic Acid Acyltransferase

M: molaire

M2-PK: Pyruvate Kinase Tumor M2

MadCAM: Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule
MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
MCP: Micro Channel Plate

MEKK2: Mitogen-Activated Protein Kinase/extracellular signal regulated Kinase Kinase 2
MIF: Macrophage Inhibitory Factor

MMP: Matrix Metalloproteinases

MPK1: Mitogen-activated Protein Kinase 1

MRM: Multiple Reaction Monitoring
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MS: Spectrométrie de Masse

MSI: Mass Spectrometry Imaging ou imagerie par spectrométrie de masse
MT-MMPs : Membrane Type Matrix Metallo Proteases
NCI: American National Cancer Institute

NGAL: Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin

NGF: Nerve Growth Factor

NGFR: Nerve Growth Factor Receptor

OCT: Optimal Cutting Temperature

PAGE: Polyacrylamide Gel Electrophoresis

PC: Proproteine Convertase

PCA: Principal Component Analyses (Analyses en composante principale)
PEDF: Epithelium Growth Factor

Protein Kinase: PK

PTH: ParaThyroid Hormone

Pyr: Pyridin

SA: Sinapinic Acid

SA/3AP: Sinapinic Acid/ 3-Acetyl Piridin

SAM: Significance Analysis of Microarrays

SDA: Symbolic Discriminant Analysis

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

SELDI: Surface Enhanced Laser Desorption lonisation

sh: small hairpin

SILAC: Stable Isotope Labeling of Amino acids in Culture
SIMS: Secondary lon Mass Spectrometry

SMALDI-MS: Scanning Microprobe Matrix-Assisted laser Desorption/lonization Imaging
Mass Spectrometry

SPORE: Specialized Program of Research Excellence
STATS3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3
STIC: Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma

SVM: Support Vector Machines

TF: Transferrin

TFA: Trifluoro Acetic Acid

TFE: Tri Fluoro Ethanol
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TGF: Transforming Growth Factor

TLR: Toll like Receptors

TMPP: tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphine
TNF: Tumor Necrosis Factor

TNFRZ1: Tumour Necrosis Factor Receptor p60
TNFR2: Tumor Necrosis Factor Receptor 2
TOF: Time of Flight

TQ: Triple Quadrupole

TTR: Transthyretin

VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecules
VEGF: Vascular Endothelium Growth Factor
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Depuis longtemps, I’homme s’est interrogé sur la maniére d’explorer son
environnement afin de décrypter les informations codées qui composent la réalité. Sa vision
n’est qu’une interprétation élaborée des phénomeénes physiques 1’environnant. Cette
perception est completement relative & son évolution biologique et son histoire personnelle i.e
son expeérience dans un contexte social défini.

L’évolution récente des pensées, et notamment le détachement des esprits des dogmes
religieux, a conduit I’homme moderne a s’armer d’outils qui lui permettent de « sonder » les
imperceptibles lois du vivant. Les premieres lignes de Claude Bernard, dans son «
Introduction a [’étude de la médecine expérimentale » (1865) résument parfaitement ce
périple de la quéte du savoir :

« L’homme ne peut observer les phénomeéenes qui [’entourent que dans des limites tres
restreinte, le plus grand nombre échappe naturellement a ses sens, et [’'observation simple ne
lui suffit pas. Pour étendre ses connaissances, il a di amplifier, a [’aide d’appareils spéciaux,
la puissance de ces organes, en méme temps qu’il s’est armé d’instruments divers qui lui ont
servi a pénétrer dans [’intérieur des corps pour les décomposer et en étudier les parties
cachées »

Cette pensée, a I’époque, résume et a la fois prévoie les événements scientifiques qui
rythmeront 1’ére de la science. L’homme moderne sera capable de mettre a profit les

mécanismes physiques pour accéder aux plus infimes échelles du réel.

La premiere curiosité humaine nous a conduit a I’observation de I’infiniment petit.
La plus vielle lentille fabriquée a partir de verre poli a été datée a environ -700. Celle-ci a été
découverte a Ninive, le dernier territoire Syrien au Kurdistan. Des écrits de la Rome antique
mentionnent aussi des outils plus élaborés comme des poches d’eau ou des émeraudes aux
formes de lentilles concaves. La premiére utilisation scientifique de ces lentilles est survenue

au cours du XVlle siecle, celles ci ne servant auparavant qu’a la correction de la vue.
L’invention du premier microscope est difficile a attribuer étant donné que différents
types ont été fabriques a la méme peériode. Cependant, les observations de plus grande qualite

ont été réalisées par Antoni Van Leewenhoeck et Robert Hooke.
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En 1664, Robert Hooke utilise un jeu de boules et de lentilles de verre pour agrandir
I’image de poux, de champignons et de cellules végétales dont il publiera les observations
dans le journal Micrographia. C’est alors que fut inventé le premier microscope optique.
Parallelement, en 1668, alors qu’il cherchait un moyen de compter les fils des tissus, le
drapier Hollandais Antoni Van Leewenhoek fabriqua un autre type de microscope. A partir
d’observations faites de sa salive, il fiit alors le premier a décrire les bactéries qu’il appellera

« levende dierkens » pour animalcules vivants.

Figure 1 : Microscope de Robert Hooke

Dés lors, I’observation humaine ne se limita plus au simple organe sensoriel qu’est son
ceil mais fat capable de fabriquer un outil qui lui permit d’observer le vivant de maniére plus

fine.

L’évolution des premiers microscopes permit d’accéder a la notion de tissu biologique
et a poser les fondements de I’histologie. En 1799, dans son « Traité des membranes en
général et de diverses membranes en particulier », Bichat définit alors un tissu comme un
ensemble de cellules ayant des caractéres morphologiques analogues. L’observation de

coupes minces d’organes permet alors d’accéder a une échelle inférieure a celle de
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I’anatomie. Les fonctions des organismes vivants complexes sont régies par des structures
dédiées.
Les XIXe et XXe siecles furent ensuite animés par la succession de découvertes qui

conduirent a notre vision moderne de 1’organisation du vivant.

En 1839, Theodor Schwann observe que tous les étres vivants sont constitués de
cellules, et que ces « petites chambres », déja décrites par Robert Hooke, sont 1’unité
commune de structure et de développement de tout étre vivant, vegétal ou animal. Une
nouvelle étape est alors franchie dans 1’exploration du vivant. La cellule est alors pergue
comme la « micro entreprise » du vivant, c’est 1a que sont élaborées les fonctions de base du

vivant.

A partir de 1890, les images furent affinées grace aux développements de techniques
de revétement, et le champ de vision s’est elargi. Depuis cette époque, la structure de base du
microscope n’a pas changé. Pour obtenir une meilleure résolution, il faudra attendre le
développement du microscope électronique, introduit en 1930, avec un grossissement de
800000x. Les avancées majeures ont été faites au niveau des optiques, les mécaniques et la
lumiére. Depuis son invention, la gamme de grossissements des microscopes va de 200x a
1500x en moyenne, ce qui signifie que la majorité des observations sont faites pour des tailles
entre 200 et 400 fois plus petites que la taille de 1’objet observé. Juste avant la seconde guerre
mondiale, deux avancées techniques dans les optiques ont été apportées, le contraste de phase
(inventé par Zernike) et le contraste par interférence. Cela a permis 1’observation d’objets

transparents, comme les cellules vivantes.

En paralléle aux microscopes, des techniques d’immunohistochimie permettant la
localisation d’antigénes dans les tissus, cellules, organismes, bactéries, virus, etc., ont été
introduites. L’immunohistochimie est née a la fin des années 1930. En 1940, Conn et ses
collaborateurs ont développé un anticorps couplé avec un traceur fluorescent. De nouvelles
procédures de fixation (éthanol, méthanol, acétone, acide picrique et paraformaldéhyde)
furent parallelement développées ainsi que 1’enrobage de tissus dans la paraffine et les
procédures d’ «antigen retrieval ». A ce jour, des developpements sont faits pour

I’immunohistochimie en multiplex.
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En résumé, I'imagerie des tissus par microscopie nous permet de localiser de
nombreuses molécules d’intérét a une résolution cellulaire ou subcellulaire. La limite de la
méthode est la détection d’environ 50 antigénes différents simultanément. La limite actuelle
majeure de cette technologie est le tissu en lui-méme et les méthodes pour sa préservation.
Tous les développements faits pendant les sept dernieres décennies sur la préparation du tissu
sont sur le point de devenir les fondements pour 1’imagerie MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption ionization). Aujourd’hui, on peut se poser les questions suivantes : peut-on tirer
profit de ce savoir afin d’améliorer la technologie et qu’apportera la technologie d’imagerie

MALDI dans le domaine de 1’imagerie des tissus ?

Depuis son introduction dans les années 1980, le MALDI est devenu un outil de choix
pour I’analyse des biomolécules, spécifiquement de larges composés. Devant le besoin
croissant d’information moléculaire sur les peptides et les protéines et grace a la facilité des
sources MALDI pour ’analyse d’échantillons bruts, des analyses directes sur tissus ont été
envisagées rapidement. De nombreuses analyses de peptides de cellules ou d’organelles de
différents invertébrés ont été reportées a partir des années 1990, et beaucoup d’entre elles
concernent 1’étude de la maturation de neuropeptides a partir de leurs précurseurs. En tirant
profit de la grande sensibilité de la spectrométric de masse MALDI, 1’analyse directe de
cellules uniques a également été envisagée. L’analyse directe offre le grand avantage de
permettre 1’¢tude de cellules dans leur contexte naturel, en évitant de longues étapes de
purification et de séparation. Dans cette optique, il a été nécessaire de tirer profit du savoir
acquis par d’autres techniques de spectrométrie de masse telles que le LDI (Laser Desorption
lonization) ou le SIMS (Secondary lon Mass Spectrometry), et alors le lien entre les méthodes

histologique et de spectrométrie de masse a pu étre créé.

Le MALDI, comme d’autres techniques de désorption, a été développé a partir de la
physique, ou I’imagerie de surfaces d’échantillons est tout a fait commune. En effet, un
nombre important de technologies d’imageries différentes a émergé, contrairement a d’autres
techniques de spectrométrie de masse qui ont leurs racines dans le domaine de la chimie ou
I’analyse porte principalement sur des liquides et ou les aspects morphologiques ne sont
généralement pas d’une importance majeure. Cet aspect manquant a 1’analyse a été développé
a la fin des années 1990 par le groupe de B.Spengler, qui a reporté que des données acquises

sur des échantillons solides pouvaient étre traitées pour reconstruire des courbes de densité ou

33

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

des images moléculaires de biomolécules. Le groupe de R.M. Caprioli a quant a lui réalisé
I’automatisation de cette méthode au niveau des coupes de tissus grace au développement

d’un logiciel informatique et a permis ainsi la naissance de 1’imagerie MALDI.

A I’heure actuelle, les analyses par spectrométrie de masse directes sur tissus sont bien
adaptées a des investigations en protéomique clinique. Aux techniques d’imagerie du vivant et
d’histologie, une dimension moléculaire peut désormais étre envisagée. Apres les fulgurantes
avancées des XIXe et XXe siécles dans les connaissances en biochimie et dans le
développement de technologies pour les études en protéomique, il est possible de sonder le

statut physiopathologique de tissus de natures différentes, dans leur contexte anatomique.

Seulement 350 ans aprés ’invention du premier microscope, et suite a une explosion
d’inventivité associée a I’entrée de I’humanité dans une ére de pensée moderne, I’homme a
progressivement pu voir le vivant a différentes échelles et en cerner les mécanismes. Il a
désormais une connaissance accrue des acteurs de la «machine » physiologique et
moléculaire qu’il est et il est désormais possible de connaitre les molécules responsables des
pathologies qui I’affectent. Désormais, 1’imagerie par spectrométrie de masse permet
d’associer la technique d’histologie a la dimension moléculaire du vivant, dont il n’a pu

cerner les aspects fondamentaux que trés récemment.

Cette these de doctorat est articulée en deux parties, consistantes avec les différents
travaux réalisés au cours de ces trois ans de cotutelle entre le Laboratoire de Spectrométrie de
Masse Biologique Fondamentale et Appliquée de I’Université des Sciences et Technologie de

Lille, et I’Institut de Pharmacologie de Sherbrooke.

La premiére consiste au développement de la méthode d’imagerie par spectrométrie de
masse MALDI et a son application pour la recherche de biomarqueurs du cancer de I’ovaire,

que j’ai utilisé comme méthode pour découvrir de nouveaux marqueurs de la pathologie.

La deuxiéme partie de cette thése consiste a 1’étude de I’implication des proprotéines
convertases dans le cancer de I’ovaire. Le role de ces protéases a sérines a été mis en evidence
dans différents types de cancers par la maturation de différents substrats connus pour étre

impliqués dans diverses étapes de cancérisation. Cette partie consiste a la création de modeles
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cellulaires qui permettront de déterminer si la sous expression de certains de ces enzymes

permet d’atténuer les certains caractéres cellulaires propres au cancer.

Je conclurai ce manuscrit par les perspectives envisageables permettant de lier les
études de biologie fondamentale avec les analyses pour la recherche de biomarqueurs et leurs

applications en pharmacologie.
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Chapitre 2 : Le cancer de ’ovaire, état de I’art de la

recherche de biomarqueurs
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2.1. Le cancer de I’ovaire, un « tueur silencieux »

Malgres d’énormes progrés dans le domaine de la recherche contre le cancer, cette
maladie représente une des causes principale de mort dans le monde. Pour nombre d’entre
eux, la précocité du diagnostic permet un traitement efficace de la maladie. L’identification de
molécules qui pourraient étre utilisées comme des indicateurs de 1’apparition précoce de la

maladie, alors qu’elle est encore localisée, est nécessaire pour un traitement efficace.

Les cancers de ’ovaire épithéliaux sont des pathologies a évolution « silencieuse »,
tant les symptdmes ne sont perceptibles que généralement tardivement. C’est pourquoi cette
malignité est souvent appelée « silent Killer » (1). lls sont en France au 7éme rang des cancers
chez la femme (2) et au 3eme rang des cancers gynécologiques apres celui du sein et du col
utérin. Il est la 4eme cause de déces par cancer chez la femme en représentant 5,5% des déces
par cancer dans cette population (3)(4). Les rapports de I'Institut de Veille sanitaire (InVS)
projettent pour I'année 2011 en France 4617 cas et 3154 décés. Le taux annuel d'incidence
standardisé est de 7,9 pour 100 000 et le risque cumulé sur la vie de cancer de l'ovaire est
estimé a 1,2%. Aux Etats-Unis, le risque cumulé sur la vie est de 1,4% en population générale
mais augmente jusqu'a 16 a 54% chez les patientes porteuses d'une mutation BRCA 1 ou 2
(5). Apres une augmentation de l'incidence jusqu'en 1987, due a une diminution de la parité,
on observe une diminution de l'incidence d'environ 1,2% par an grace a la géneralisation de la
contraception orale chez les générations les plus récentes. L’évolution de la mortalité est
semblable a celle de I’incidence avec une diminution des taux plus importante que pour
I’incidence entre 2000 et 2005. Le taux annuel moyen d’évolution sur cette période est de —
2,8 %. Le risque relatif d'avoir ou de décéder un cancer de I'ovaire diminue donc pour les

patientes nées apres 1933.

Ce cancer touche donc les patientes en péri ou post ménopause, avec un age moyen de
63 ans. Le cancer de l'ovaire a pour caractéristique un trés mauvais pronostic di a son
diagnostic souvent tardif. 65 a 80% des patientes sont diagnostiquées a un stade avancé (111B,
I1IC et 1V) (5-10). La survie a 5 ans tous stades confondus est de 39%, elle passe d'environ
80% pour les stades IA a 15% pour les stades 1l et IV (4, 8, 10, 11). Ceci est en partie d{ au
fait que le cancer de I'ovaire ne se manifeste que par des symptoémes non spécifiques parfois

absents, méme a un stade avancé (1). En effet, généralement asymptomatique au moment du
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diagnostic, plus de 70% des patientes affectées par le cancer de I’ovaire présentent déja un

stade avance de la maladie (12).

De plus, il n'existe pas de stratégie de depistage devant I'absence de marqueurs
pertinents. Les conditions idéales pour un biomarqueur seraient une sensibilité de 100% et

une spécificité de 99,6% qui correspond a une valeur prédictive positive de 10% (13, 14).

L’évaluation et la validation de biomarqueurs nécessite des procédures rigoureuses
pour en assurer la validité clinique. Ce processus suit différentes étapes, incluant la
découverte, ’exploration préclinique, les essais cliniques, la validation, et le criblage

prospectif pour le suivi de la maladie (12, 15).

De plus, dans le cancer de I’ovaire, il est reporté 1’existence de plusieurs sous types
histologiques pouvant étre distingues, reflétant différentes étiologies. Cette hétérogeneité de
catégories de néoplasmes pourrait alors expliquer les propriétés des différentes tumeurs et
pourrait étre mis en évidence par une différence dans les biomarqueurs détectés. Le criblage
génétique et la protéomique pourrait alors étre utiles pour la découverte de biomarqueurs et le
suivi de I’efficacité de traitements comme ceux actuellement utilisés pour le traitement du

cancer et permettre une thérapie plus adaptée (12, 16).

2.1.1. Le dépistage du cancer de I’ovaire

En clinique, Cancer Antigen 125 (CA-125) est le biomarqueur le plus utilisé pour la
détection des cancers de ’ovaire épithéliaux. Découvert en 1981, c’est le seul marqueur
sérique significativement associé au cancer de 1’ovaire. Cependant, il a également été mis en
évidence dans le cas de 1’endométriose, mais aussi des affections bénignes causant des
inflammations pelviennes. Normalement, le niveau sérique de CA 125 est de moins de
35U/ml. Ce taux est augmenté de 90% chez des patientes ayant un stade avancé de cancer
(stades 111 et 1V) mais seulement de 50% pour les patientes au stade précoce de la maladie.
Cette protéine appartient a la famille des mucines, une protéine de haute masse moléculaire
qui normalement couvre les épithéliums (17, 18). En vertu de leur localisation, les mucines
ont des fonctions extrémement importantes dans la physiologie cellulaire comme, par

exemple, 1’adhésion. Des altérations dans les structures en oligosaccharides ont été mise en
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évidence dans différentes formes de cancer (19). CA 125 est un marqueur utile pour le suivi
de la réponse a la chimiothérapie, afin de prédire les récidives et pour la discrimination entre
les masses bénignes et malignes (20, 21). Le développement d’un algorithme calculant le
risque d’avoir un cancer de 1’ovaire, basée sur des valeurs de CA125 a montré que 20% des
cancers de I’ovaire ont peu ou pas d’expression de CA 125 et a démontré 1’'importance de
I’identification de marqueurs sériques additionnels, de méme que de nouvelles molécules
capable de remplacer ou de compléter CA125, pour faciliter une détection précoce du cancer
de I’ovaire (22).

A T’heure actuelle, 1’ultrasonographie transabdominale ou transvaginale a été proposée
en combinaison a la détection de CA-125 pour un dépistage de masse et une détection des cas
précoce de cancer de 1’ovaire (23). Des études confirment 1’efficacité de cette combinaison
pour le dépistage du cancer de 1’ovaire, mais une étude du NCI (American National Cancer
Institute) a montré que ces deux modes de dépistages, seul ou en combinaison peuvent aussi
produire un nombre important de faux positifs, conduisant & des chirurgies inutiles (24). Par
ailleurs, I'échographie pelvienne souffre d'une trop faible spécificité (39 a 87%) pour
caractériser les tumeurs ovariennes, méme avec l'aide du doppler couleur, rendant nécessaire

le recours I'IRM et donc impossible son utilisation pour un dépistage de masse.

Le dépistage de masse par échographie pelvienne ou dosage du CA-125 n’est donc pas
une méthode pertinente. L'inefficacité d'un dépistage associant dosage du CA-125 et
échographie pelvienne est montrée par une étude américaine qui a utilisé cette stratégie de
dépistage annuel chez 35000 patientes. 70% des patientes présentant un cancer de l'ovaire ont
malgré tout été diagnostiquées a un stade avancé, soit un résultat similaire a une population ne
bénéficiant pas d'un tel dépistage (6). Il est tout de méme parfois réalisé pour les 5 a 10% de
patientes présentant un contexte héréditaire de cancer de l'ovaire et du sein, avec une mutation
du géne BRCA 1 ou 2. Méme dans ces conditions, le dépistage présente un faible intérét en
termes de réduction de mortalité. La meilleure option pour ces patientes est alors

I'annexectomie prophylactique (11).

2.1.2. Les biomarqueurs du cancer de I’ovaire

Les meilleurs résultats obtenus pour la détection précoces de cancers de 1’ovaire furent

alors la détection combinée de CA125 avec d’autres marqueurs sériques. Par exemple, les
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niveaux sériques totaux d’inhibin sont des marqueurs sensibles et spécifiques des cancers de
I’ovaire épithéliaux pour des patientes ménopausées, la production d’inhibin par les ovaires
étant arrétée apres la ménopause, mais continuant pour les tumeurs ovariennes. Apres la
ménopause, les niveaux d’inhibin circulante sont indétectables mais élevés pour les patientes
souffrant d’un cancer de I’ovaire (25). L’inhibin semble étre complémentaire a CA-125 et les
deux marqueurs ont une sensibilité ainsi qu’une spécificité de 95%. Il existe plusieurs formes
d’inhibin, celles-ci étant composées de deux sous unités (alpha, betaA, betaB) formant
I’inhibin A ou I’inhibin B. Des études sont en cours afin d’évaluer quelles sont les formes

spécifiques du cancer qui pourraient étre utilisés avant la ménopause (26).

De nombreux autres marqueurs protéiques ont été trouvés et associés a la présence de
cancer de I’ovaire. Parmi ceux-ci, la mesothelin, qui est une protéine de la surface cellulaire
présente sur les cellules mésothéliales normales, est fortement exprimée dans de hombreux
cancers, incluant le cancer de I’ovaire. Des taux élevés de cette protéine ont été détectés chez
des patientes présentant un cancer de 1’ovaire (27). De plus, ces taux semblent également étre
élevés a des phases précoces de la maladie, autant que pour des stades plus avancés (28). La
mesothelin sérique serait également un test utile pour le suivi de la maladie car, apres
chirurgie, une baisse rapide du niveau de cette protéine est observée. D’autres études corrélant
la mesothelin sérique avec une information clinique détaillée, comme le stade de la tumeur, la
réponse au traitement, seront également a effectuer pour déterminer si la mesothelin sérique a
une significativité pronostique et si elle peut étre utilisée comme biomarqueur pour effectuer

un suivi apres d’autres thérapies que la chirurgie (27).

Des résultats probants ont été obtenus pour le pronostic et le suivi de la réponse au
traitement. Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) est un facteur de
transcription impliqué dans de nombreuses maladies neoplasiques. Il est normalement situé
dans le cytoplasme et peut étre activé par phosphorylation via I’activation de la voie STAT3
par diverses cytokines, hormones et facteurs de croissances. La voie STAT3 régule diverses
réponses biologiques, comme le développement cellulaire, la différenciation, la prolifération,
la motilité et la survie. L’expression de STAT3 phosphorylée est augmentée dans les cancers

de I’ovaire précoces et sa localisation nucléaire est associée a un mauvais pronostic (29).
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D’autres études sont nécessaires afin d’élucider le mécanisme d’activation de STATS3,
son effet sur les cibles en aval et son r6le dans la transformation néoplasique des cellules

épithéliales ovariennes (30).

Lysophasphatidic Acid Acyltransferase (LPAATB) est un enzyme qui catalyse
I’acétylation de 1’acide lysophasphatidique, en générant des acides phosphatidiques, qui
agissent comme des seconds messagers dans la régulation cellulaire tumorale dans les voies
de prolifération et de survie (31). Une augmentation de 1’expression de cet enzyme a été
corrélée a un faible pronostic et est associée a une survie diminuée. Il pourrait étre un outil
d’identification de cancers de 1’ovaire a haut risque, méme pour des tumeurs de phases

précoces (32).

Parmi les facteurs pronostiques, il y a aussi de nombreux membres de la famille des
Kallikrein humaines (hK), des protéases a sérine, tel que hK8. Ce marqueur pourrait étre
considéré comme un marqueur de pronostic négatif pour des patientes atteintes de cancer de
I’ovaire (33, 34).

La Pyruvate Kinase (PK) est un enzyme clé dans la glycolyse. L’isozyme M2-PK est
clivée en une forme dimérique. C’est cette forme dimérique qui est surexprimée dans les
cellules tumorales, et est appelée Tu M2-PK pour Pyruvate Kinase Tumor M2 (35, 36). Tu
M2PK est secrétée par les cellules tumorales durant la nécrose et le renouvellement cellulaire.
Il apparait que cette protéine est également largement surexprimée dans le cas du cancer de

I’ovaire. Ce marqueur a une sensibilité de 70% et une spécificité de 65% (36).

cMET est un proto-oncogéne qui encode pour un récepteur membranaire a tyrosine
kinase (37). Il est exprimé chez environ tous les mammiféres et joue un role important dans
différents processus cellulaires. Son ligand est Hepatocyte Growth Factor (HGF) et sa
surexpression ou son inactivation est impliquée dans différentes maladies tumorales. cMET
aurait un role dans le cancer de 1’ovaire et pourrait étre une cible d’agent thérapeutiques. |l
serait surexprimé chez les patientes présentant un cancer de 1’ovaire en stade tardif et pourrait
étre un facteur pronostique potentiel pour les patientes présentant un stade avancé de cancer
(38).
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Les Matrix Metalloproteinases (MMP) sont un groupe d’enzymes protéolytiques
calcium-zinc dépendent, capables de réduire beaucoup de composants de la matrice extra
cellulaire, pouvant étre produites par les cellules tumorales et stromales (39). Dans les cellules
stromales, de hauts niveaux de MMP2, MMP9 et MT1-MPP, sont liés a un faible pronostic
chez les patientes affectées de cancers de 1’ovaire épithéliaux (40). Les membres de cette
famille de protéines sont généralement activés par les proprotéines convertases qui ont éte
démontrées comme étant des enzymes clés pour I’acquisition du phénotype tumoral et la

progression meétastatique des cellules cancéreuses (voir ci-dessous).

Il existe donc de nombreux marqueurs qui pourraient représenter de bons témoins de
la présence et de 1’évolution du cancer de 1’ovaire et étre envisagés en remplacement de
I’utilisation de CA125. On peut également citer Ephrin Receptor (EphA2) (41), un récepteur a
la tyrosine kinase, le facteur de transcription Pigment Epithelium Growth Factor (PEDF) (42),
les cytokines Interleukin-13 (IL13) (43), Macrophage migration inhibitory factor (MIF) (44),
la protéine de la famille des Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) (45),

Membrane cofactor protein CD46 (46), parmi tant d’autres facteurs protéiques.

Un élément important d’interrogation pour la création de tests de dépistage du cancer
de I’ovaire est I’utilisation simultanée de plusieurs marqueurs en complément du dosage de
CA 125. L’analyse nommée Classification And Regression Tree (CART), repose sur
I’utilisation de 5 marqueurs protéiques: CA 125, le facteur de transcription OV X1, Cancer
Antigen (CA) 15-3, CA72-4 et Lipid Associated Sialic Acid (LASA) et a montré une
sensibilité augmentée par rapport a 1’utilisation de CA 125 seul, 90,6% et une spécificité de
93,2% (47).

L’utilisation simultanée d’un panel de six biomarqueurs que sont leptin, prolactin,
osteopontin, Insulin-like Growth factor 1l (IGFII), Macrophage Inhibitory Factor (MIF)
associes a CA 125 pour la détection du cancer a été proposé par I’équipe de Mor (48). Aucun
de ces marqueurs, utilisé individuellement ne permettait de différencier de maniere adéquate
les échantillons controle d’ovaire sain et les échantillons de cancer. Cependant, la
combinaison des 6 marqueurs simultanément a permis une meilleure différentiation des tissus.

Les résultats ont éte testés avec 3 algorithmes pour la classification des tissus. Il a été reporté
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pour ce test une sensibilité de 97,5%, une spécificité de 99,67% et une valeur prédictive

positive de 99,97% pour des stades précoces du cancer de 1’ovaire (48).

Certains biomarqueurs incluant Human Epididymis protein 4 (HE4), mesothelin,
osteopontin, ont été validés par le comité du SPORE (Specialized Program of Research
Excellence) pour leur haute sensibilité et spécificité pour la différentiation des cancers de
I’ovaire épithéliaux par rapport aux épithélium ovariens normaux (49). Cependant ces
marqueurs n’ont pas atteint le critere de diagnostic précoce du cancer de 1’ovaire qui est une

valeur prédictive positive de 10% (22).

En 2009, la FDA (US Food and Drug Administration) a approuvé le premier test
sérique OVAL, élaboré pour assister la détermination du caractére malin d’une masse suspecte
découverte par imagerie médicale. Cependant ce test n’est pas utilisé pour le dépistage et ne
peut étre utilisé seul. Il a été approuvé pour une utilisation en combinaison avec d’autres
évaluations chirurgicales, ce qui réduit son utilité. Ce test repose sur I’immunodétection de
cing protéines incluant apolipoprotein-Al (APOAL), beta2-microglobulin (B2M), transferrin
(TF), transthyretin (TTR) et CA-125 (50) En 2010, la FDA a également approuve le test
incluant la protéase sécrétée human epididymis protein 4 (HE4), pour le suivi de la récidive et
de la progression du cancer de I’ovaire. Ce marqueur, utilisé seul, a une sensibilité de 67% et
une spécificité de 96% (51). Combiné aux marqueurs mesothelin et CA 125, le test proposé
peut détecter les cancers de I’ovaire épithéliaux avec une sensibilité de 93% et une spécificité

de 98% (52).

Ces éléments de recherche prouvent que I’utilisation simultanée de plusieurs acteurs
de telles ou telles maladies serait judicieuse pour 1’élaboration de tests de dépistage puissants.
On peut alors avancer que la recherche doit en partie servir la découverte d’autres marqueurs
de D’apparition précoce de la pathologie pour en permettre 1’utilisation dans un kit de
dépistage plus efficace que I’utilisation seule de CA 125. Ce marqueur n’est d’ailleurs utilisé
que pour le suivi de la pathologie et de 1’efficacité des traitements connus & ce jour pour les

cancers de 1’ovaire.
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L’apparition de nouvelles technologies pour la caractérisation des protéines a dans ce sens
contribué a 1’explosion des découvertes dans le domaine de la recherche de biomarqueurs de

différentes pathologies.
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2.2. La proteomique au service de la recherche de biomarqueurs

des cancers de I’ovaire épithéliaux

Au niveau de la machinerie moléculaire régissant 1’ensemble des mécanismes
biologiques, la protéine peut étre considérée comme un élément clé. L’action des protéines
n’est pas isolée mais intégrée dans un réseau qui implique de nombreuses fonctions
cellulaires. Le protéome est ainsi défini comme 1’ensemble des protéines d’un organisme dans
un contexte biologique et a un instant déterminé. L’avancée des techniques d’identification et
de caractérisation des protéines au cours des dernieres années a permis d’en étudier leur
implication dans divers processus biologiques. La protéomique est donc la science de 1’étude
des protéines d’un organisme biologique a un instant donné. Elle a pour avantage de permettre
I’é¢tude de I’ensemble des protéines dans leur réseau d’interaction et de fonctionnalité, et

d’obtenir la cartographie protéique compléte d’un organisme.

Depuis ces dernieres décennies, la démonstration de puissance des technologies a haut
débit a favorisé leur utilisation pour de nombreuses applications biomédicales. Dans ce
domaine, elle est devenue un outil incontournable pour 1’identification de biomarqueurs et a
joué un role trés important pour la découverte de biomarqueurs du cancer de I’ovaire. En
effet, les méthodes de protéomique permettent d’étudier simultanément I’expression de
centaines de protéines et de cibler les différents mécanismes biologiques impliqués dans la
genese de la pathologie en étudiant le réseau d’interaction et de fonctionnalité des acteurs de
la pathologie. L’analyse différentielle de tissus sains et pathologiques dans des cohortes
importantes et dans des conditions standardisees permet de donner la cartographie moléculaire

de telle ou telle pathologie.

La présence de biomarqueurs découverts par des techniques de protéomique peut
ensuite étre validée par des approches classiques telles que le Western Blot, I’Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (53), la microscopie sur de larges cohortes de tissus
regroupés en blocs de « tissue microarrays » (54), ou sur différents types de lignées cellulaires
(55). Un panel entier de biomarqueur peut également étre testé grace a la technologie des
biopuces a protéines (56). Enfin les marqueurs détectés peuvent également étre valides par

des techniques plus spécifiques de spectrométrie de masse avec 1’utilisation du mode Multiple
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Reaction Monitoring (MRM) qui permet de quantifier une sélection de peptides tryptiques,
chacun de ceux-ci représentant un marqueur candidat (57, 58). La MRM permet en effet, a
partir de fragments d’ions d’un peptide, d’en définir les ions signatures. Ces fragments sont
alors utilisés pour mesurer la quantité des biomarqueurs dans des fluides biologiques par

exemple.

Les méthodes de protéomique utilisées pour la découverte de biomarqueurs potentiels
reposent sur ’utilisation de 1’électrophorése en gel des techniques de spectrométrie de masse
pour la quantification et la caractérisation directe des composés protéiques. Les voies
d’investigation passent par des étapes de préparation de 1’échantillon suivies de méthodes
pour la séparation des protéines avant I’utilisation de méthodes pour leur identification. La
figure 2 (59) représente bien les différentes stratégies possibles pour 1’investigation du
protéome. A chaque problématique, un choix adequat existe pour la préparation et la
manipulation de 1’échantillon pour la recherche de marqueurs de la pathologie. Leurs
principales déclinaisons et leurs applications aux recherches sur le cancer de I’ovaire seront

décrites ci-dessous.
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Figure 2 : Voies d’investigations en protéomique tissulaire (59)
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2.2.1. Les méthodes en gel

A 1’époque de 1’émergence de la notion de protéomique, la méthode par excellence
pour la recherche de marqueurs potentiels aura été 1’electrophorése bidimentionelle en gel de
polyacrylamide (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, PAGE) (60-62). Il existe plusieurs
déclinaisons de la méthode, la plus commune étant la 2D-PAGE (63) qui consiste en la
séparation des protéines d’un échantillon selon une premiére dimension de point isoélectrique
de ces protéines. La seconde dimension va ensuite consister a séparer les protéines de la
premiére dimension selon leur masse moléculaire sur un gel SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
PAGE. La 2D-PAGE a été utilisée pour comparer I’expression et 1’identité des protéines
differentiellement exprimées entre des tissus tumoraux et normaux (64). Les avancées
techniques de la technologie d’électrophorése 2D ont conduit a 1’utilisation de gels de plus
larges formats et de meilleures résolution, de méthodes de coloration plus sensibles, et a
I’utilisation de la spectrométrie de masse pour I’identification des protéines (65). La
specificité de la 2D PAGE a été augmentée avec I’utilisation de la microdissection laser (60,
62, 66-68). Cette methode a été un outil puissant dans le domaine de la protéomique car il
permet de se procurer une population pure de cellules. Grace a cette méthode, il est possible
de procéder a la séparation, au sein d’un méme tissu, des cellules normales des malignes et de
faciliter ’analyse et la comparaison de composition en ADN (acides désoxyribonucléiques),
ARN (acides ribonucléiques) et protéines entre ces populations (60, 62, 66-68). A titre
d’exemple, un couplage microdissection laser et séparation en électrophorése 2D a révélé que
FK506 binding protein de 52 kDa (69) et la RhoG protein dissociation inhibitor ainsi que la
glyoxalase étaient surexprimées dans les cancers de 1’ovaire invasifs en comparaison avec les

cancers de I’ovaire a faible malignité (70).

Cette méthode a permis de caractériser de nombreux marqueurs potentiels mais ne
permet malheureusement pas de séparer ou de détecter les protéines de bas et moyens poids
moléculaires (<15000Da) du protéome. Ce point est un désavantage dans le sens ou il a été
reconnu que cette gamme de masse basse pourrait contenir de nombreux peptides qui
pourraient avoir été clivés via des processus normaux ou pathologiques (60, 71, 72). Dans ce
sens, les techniques basées sur I’utilisation de la spectrométrie de masse représentent un outil

adapté pour la recherche d’un bon nombre d’acteurs de la genese de la pathologie.
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2.2.2. Les méthodes basées sur la spectrométrie de masse

Les approches « hors gel » ont, depuis une dizaine d’années, suivies d’importantes
avancées. La spectrométrie de masse est aujourd’hui I’outil de référence en protéomique pour
sa superiorité en sensibilité, haut débit, et sa versatilité pour la visualisation de différentes
catégories de protéines associées a diverses pathologies. La composition classique du
spectrometre de masse est la suivante : la source d’ionisation, ’analyseur de masse, et le
détecteur de courant ionique, représentés dans la figure 3. Cet agencement permet une
multiplicit¢é de combinaisons pour accéder a des caractéristiques d’analyse voulues. Le
principe général de la spectrométrie de masse repose donc sur 1’ionisation des composés de
I’échantillon, les ions sont ensuite dirigés vers 1’analyseur grace a un champ électrique. La
trajectoire ou la vitesse de mouvement des ions dans I’analyseur jusqu’au détecteur,
dépendante de leur rapport masse sur charge (m/z) permettra la mesure de ce rapport apres
conversion au niveau du détecteur du courant ionique en courant électrique. Les informations
peuvent ensuite étre visualisées via une interface informatique. Les méthodes de
spectrométriec de masse présentent 1’avantage principal de permettre d’identification des

protéines de faible abondance avec une grande sensibilité.

Echantillon lons fons
{proteines)

¥

Figure 3 : Les différentes parties composant un spectrometre de masse

Les différentes techniques basées sur la spectrométrie de masse utilisée pour la
recherche de biomarqueurs du cancer de ’ovaire incluent entre autres la FT-ICR (Fourier
Transform-lon Cyclotronic Resonance) MS, 1’Orbitrap MS, le Triple Quadrupole (TQ) MS
couplés ou non a la chromatographie en phase liquide (LC, Liquid Chromatography), le
SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption lonisation) TOF et le MALDI TOF (Time of
Flight) MS.

Les applications du diagnostic basées sur la spectrométrie de masse évoluent a ce jour

dans deux directions : le profiling de protéines pour le diagnostic basé sur la classification via
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des groupes de protéines (73) d’une part et la caractérisation de protéines basée sur des
techniques de LC-MS « on-line » et via I’utilisation du MALDI TOF en « off-line » (74). Elle
peut également étre utilisée pour 1’étude des interactions antigéne-anticorps couplés a des
surfaces activées (75). Enfin la métabolomique est également utilisée pour le diagnostic du
cancer de ’ovaire (76).

L’avantage principal de 1’utilisation de la spectrométric de masse est de permettre
d’accéder a la quantification absolue de marqueurs spécifiques de maladies ainsi que la
possibilité d’étudier les modifications post traductionnelles qui jouent un role clé dans divers

événements de signalisation associés a la progression de la maladie (77).

2.2.2.1. Le SELDI

Le SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption lonisation) est une méthode de
préparation de I’échantillon adaptée a I’utilisation de la source MALDI. Elle repose sur
I’utilisation de puces dont la surface fonctionnalisée posséde des affinités chimiques pour les
biocomposés de ’analyte. Ce dernier est directement déposé sur la surface, I’interaction avec
les éléments de fonctionnalisation opére, et des lavages sont effectués pour retirer les
¢léments n’ayant pas d’affinité avec la surface. La matrice utilisee pour le processus de
désorption/ionisation laser est ensuite déposé sur la surface pour co-cristalliser avec
I’échantillon retenu et procéder a I’analyse par spectrométrie de masse. Cette technique
présente I’avantage de rapidité de préparation et la possibilité d’utiliser des détergents pour
I’extraction des protéines de 1’échantillon. Une large variété de surfaces, représentées dans la
figure 4 peut étre utilisée pour diverses problématiques et la recherche de composés de

diverses natures (78).

49

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

P isstaae S "(5' T ey A £ Ty T Sl
& _f ?; % R '/\:i:%) W \|/' % L YQ f$% ! "‘,’I TP \rl’h)%/‘
Hydrophobic Anionic Cationic Metal Ion Hydrophilic

« .“ QOY;@% | \\Ir \\”//

“ram,

Activated Surface Antibody - Antigen  Receptor - Ligand  DNA - Protein

Figure 4: Différents types de surfaces composant les chips SELDI (78).

Le SELDI permet d’identifier rapidement des biomarqueurs de faibles masses
moléculaires et des signatures de protéines, en général dans 1uL de sérum ou de matériel
tissulaire (79). Cette technique est a la frontiére entre la chromatographie et le MALDI TOF.
Elle peut également étre comparée aux tests ELISA pour ses caractéristiques de haut débit,
sélectivité, reproductibilité et sensibilité, avec un avantage évident de spécificité grace au
couplage a la spectrométrie de masse qui permet d’avoir la masse des composés détectés (77,
80). Les surfaces pouvant étre fonctionnalisées avec des anticorps, la technique du SELDI a
également pu étre utilisée pour la détection de panels d’antigénes dans le cancer de la prostate

ainsi que leur quantification (81, 82).

Une étude a été réalisée par Petricoin et coll. sur les sérums de 50 contrbles non
affectés et de 50 patientes atteintes du cancer de 1’ovaire. Des groupes de protéines ont pu étre
déterminés, a partir desquels les cancers de I’ovaires de stade précoce ont pu étre discriminés
avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 95% et une valeur prédictive positive de
94% (9).

Parmi les quelques marqueurs identifiés par SELDI, on peut citer 1’Haptoglobin (Hp),
une glycoprotéine sécrétée par les cellules du foie et impliquée dans le métabolisme de
I’hémoglobine. Les résultats des tests ELISA ont montré une sensibilité de 64% pour Hp-
alpha et une specificité de 90% seule, et une sensibilité de 91% et une spécificité de 95%

combinée avec CA125.
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2.2.2.2. Spectrométrie de masse ESI (Electro Spray Ionisation) et découverte de

biomarqueurs

Les techniques de chromatographie en phase liquide couplées aux sources d’ionisation
en électrospray permettent d’obtenir en une analyse un nombre important de protéines. L’une
des études les plus abouties en protéomique sur le cancer de I’ovaire a été réalisée via une
méthode de séparation en phase liquide bidimensionnelle : une isoelectrofocalisation liquide
suivie par une HPLC (High Performance Liquid Chromatography) en phase inverse, a partir
de lysats de cellules de lignées cancéreuse ovariennes. Les éluats de chromatographie furent
alors analysés avec un spectrometre de masse ESI TOF. Les protéines séparées en deux
dimensions furent alors collectées, digérées et identifiées. 300 protéines ont été identifiées de
cette facon (83). Une méthode similaire a été utilisée pour la classification des tissus
cancéreux ovariens. 24 tissus ont ainsi pu étre classés et les marqueurs des différents sous
types identifiés, grace a I’utilisation de I’analyse PCA pour la différentiation des sous types
histologiques (10).

Une dimension quantitative peut également étre ajoutée a [1’utilisation de ces
techniques couplant la LC avec la MS ESI. La méthode la plus populaire de profiling
quantitatif est la méthode ICAT (pour Isotope-Coded Affinity Tags). Avec cette méthode,
deux échantillons de protéines peuvent étre marqueés en utilisant des réactifs ICAT composés
de carbones légers ou lourds (**Clight ou **Cheavy) qui se lient aux peptides contenant des
cystéines. Les protéomes des deux échantillons sont ensuite mélangés, digérés, séparés par
HPLC et identifiés. Le ratio d’intensité entre les m/z des peptides communs entre les
échantillons donne une information sur la quantité de protéines et de marqueurs potentiels des

tumeurs par rapport aux tissus sains comparés (84, 85).

Une autre méthode utilisée pour I’identification et la quantification de marqueurs
tumoraux est le SILAC (pour Stable Isotope Labeling of Amino acids in Culture). Cette
méthode repose sur I’incorporation métabolique d’acides aminés différentiellement marqués.
Toutes les protéines seront marquées aux acides aminés SILAC, contrairement aux méthodes
ICAT, qui peuvent avoir moins de 100% de marquage. Avec des cellules marquees au

SILAC, il est possible de procéder a une purification subcellulaire d’organelles et d’en étudier
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le protéome subcellulaire. L’analyse protéomique différentielle par spectrométrie de masse se
fait ensuite de la méme fagon que pour les réactifs ICAT (86). La technique du SILAC
requiert cependant son utilisation pour la quantification de protéines issues de cultures
cellulaire. Mais cette méthode a également pu étre adaptée a la quantification de protéines de
tumeurs via I’utilisation du mélange dit « Super-SILAC » de plusieurs cultures cellulaires

préparées avec les réactifs SILAC, mélangés a un eéchantillon tumoral (87).

2.2.2.3. Le MALDI

Parmi les sources d’ionisation, le MALDI fait partie de celles présentant le plus
d’intérét et étant la plus utilisée en protéomique clinique. Le principe de cette source repose
sur le processus de désorption et d’ionisation assistée par 1’utilisation d’une matrice. Dans les
années 1980, Karas et Hillencamp démontrent que des molécules organiques composés de
groupement aromatiques mélangées a un échantillon, permettent, une fois irradiées par un
faisceau laser, de détecter les composés de cet échantillon (88). L’analyte et la matrice,
déposés sur une surface métallique, et aprés évaporation du solvant s’organiseront dans un

réseau de microcristaux.

Un faisceau laser vient ensuite irradier la surface de la préparation pour permettre
I’ionisation et la désorption des composés de 1’échantillon. Il existe deux modes d’analyse ou
les ions tantdt négatifs, tantdt positifs peuvent étre détectés. Avec ce mode d’ionisation, on
retrouve le plus souvent des ions protonés une seule fois, sous la forme [M+H]*. Les valeurs
de m/z détectés sont donc celles de la masse de chacun des composés. Les ions sont ensuite
accélérés via I’application d’une différence de potentiel différente selon que 1’analyse se fait
sur les ions positifs ou négatifs, entre la surface métallique ou la préparation aura été déposée

et une grille d’accélération. La figure 5 illustre le principe de la source MALDI.
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Figure 5 : Préparation de 1’échantillon et fonctionnement de la source MALDI

Depuis I’invention de la source MALDI, de nombreux composés ont été développés
pour étre utilisés en tant que matrice. Ces différentes classes de molécules ont été testées pour
I’analyse de diverses catégories des composés et sont listés dans le tableau 1. L’obtention de
composés monochargés, et le caractére doux de I’ionisation permet 1’étude de molécules
intactes, et donc d’analyser des molécules intactes. C’est pourquoi le MALDI est en général
couplé a I’analyseur en temps de vol (Time Of Flight ou TOF) qui est le seul a permettre

I’analyse de molécules d’assez hautes masses moléculaires monochargées.
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Molécules a analyser | Matrice (Abbreviation) | Matrice (Nom complet)
Proteines/peptides
Masse < 10 kDa CHCA a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
Masse > 10 kDa SA Sinapic acid
HABA 2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoic acid
Laser IR Succinic acid
Laser UV 2,6-Dihydroxyacetophenone
Laser UV Ferulic acid
Laser UV Caffeic acid
Matrice liquide Glyerol
Matrice liquide 4-Nitroaniline
Oligonucleotides
Masse < 3.5 kDa THAP 2,4,6-Trihydroxyacetophenone
Masse > 3.5 kDa HPA 3-Hydroxypicolinic acid
Anthranilic acid
Nicotinic acid
Salicylamide
Sucres
DHB 2,5-Dihydroxybenzoic acid
CHCA a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid
3-Aminoquinoline
Acides THAP 2,4,6-Trihydroxyacetophenone
Lipides
DIT Dithranol
DHB 2,5-Dihydroxybenzoic acid
Oligosaccharides
| |1-Isoquino\imo|

Tableau 1 : differentes matrices utilisées pour 1’analyse de biocomposés

Le principe de I’analyseur TOF repose sur la mesure de la vitesse des ions dans un
tube de vol soumis a un vide poussé. En effet des ions de masses différentes accélérés et
soumis a un vide poussé auront une vitesse de mouvement différente et sur une distance assez
longue, leur ratio m/z ainsi que leur masse, pourront étre différentiés. Deux modes existent a
I’utilisation du tube de vols en tant que détecteur, i.e les modes linéaire ou réflecteur. Le mode
réflecteur permet la refocalisation d’ions de méme masse qui auraient acquis une énergie
cinétique différente lors de leur désorption et auraient donc une vitesse différente. Ce mode,
qui nécessite 1’'utilisation d’un miroir électrostatique, une Série d’électrodes aux potentiels
décroissants, permet d’obtenir une meilleure séparation des ions et une meilleure résolution
spectrale. Cependant, ce mode est largement limité en gamme de masse par rapport au mode
linéaire. La figure 6 représente le principe de I’analyseur en temps de vol dans ces deux

modes d’utilisation.
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Figure 6 : Mode de fonctionnement des analyseurs en temps de vol, en mode linéaire et réflecteur

Dans le domaine de la recherche de biomarqueurs du cancer de 1’ovaire, des profils
protéomiques de digestion tryptique ont été décrits. L’utilisation de la spectrométrie de masse
a haute résolution a permis la classification de groupes de protéines plus efficaces qu’avec des
appareils de faible résolution (8). Des approches en glycoproteomique ont également été
développées pour identifier des marqueurs du cancer de 1’ovaire. Des changements dans la
glycosylation ont été trouvées par MALDI-FT-ICR-MS (89).

2.2.3. L’analyse par spectrométrie de masse directe sur tissu

L’avantage du fait que I’échantillon analysé en MALDI soit solide permet d’envisager
une réduction des étapes de préparation de celui-ci, telle que I’extraction, requises pour une
analyse en phase liquide. Cet avantage est utilise pour les analyses directes sur tissu. Les
analyses directes sur tissus permettent de donner une réponse rapide sur la composition
globale de biocomposés d’un échantillon tissulaire. 11 existe donc deux modes d’analyse
moléculaire sur tissu, le « profiling » et I’imagerie. Cette approche a montré sa capacité a
génerer des profils protéiques riches directement a partir de tissus. En comparant des tissus de
divers types, il est possible de distinguer les profils de tissus sains par rapport aux cancéreux
et de les classer au niveau moléculaire en fonction des différents grades histologiques de la

pathologie. Aujourd’hui, en considérant le nombre de publications associées a la recherche de
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marqueurs de pathologies utilisant la méthode de profiling ou d’imagerie sur tissu, et plus
particuliéerement d’analyses MALDI, les techniques d’analyse par spectrométrie de masse
directe sur tissus peuvent étre apparentées aux techniques connues d’histologie classique. La
dimension moléculaire permet de donner le terme d’ « histologie moléculaire » a cette
approche. Le but actuel de 1’imagerie par spectrométrie de masse pour des applications en
clinique est de donner un criblage multiplex des biocomposés d’une coupe analysée de
maniere classique en laboratoire d’anatomo-pathologie. Les techniques d’immunohistochimie
classiquement utilisées permettent de révéler la présence de biomarqueurs d’intérét liés a une
pathologie. L’analyse par spectrométrie de masse permet quant a elle de donner le profil de
plus d’une centaine de marqueurs potentiels d’une maladie en une seule analyse. Cela permet
de donner un nouveau regard au pathologiste sur la pathologie, ses acteurs et en conséquence

pourrait I’inciter a une nouvelle appréciation pour son diagnostic et son pronostic.

Comme précédemment mentionné, il existe deux modes de collecte des données a
partir d’un tissu: le mode « profiling » et le mode imagerie. Le mode profiling permet
d’obtenir une information globale du contenu en biocomposés sur une surface relativement
importante de tissu. Ce mode d’analyse requiert peu de temps de préparation de 1’échantillon
et permet de répondre en général efficacement a des questions simples de localisation
moléculaire, lorsque les surfaces a analyser sont assez larges et bien définies. Le mode
imagerie par spectrométrie de masse (Mass Spectrometry Imaging, MSI) permet quant a lui
de donner une information de localisation précise des biocomposés analysés sur toute la
surface du tissu. En effet, en mode imagerie, les analyses par spectrométrie de masse sont
réalisées sur toute la surface de la coupe, selon une résolution définie. Une image est
composée de pixels d’un nombre défini par unité de surface analysée, en définissant la
résolution. Au niveau de ’acquisition des données, il existe a ce jour deux modes connus: le
mode microscope et le mode microsonde (figure 7). En mode microscope, la surface entiere
de la coupe est irradiée par la source d’ionisation pour que les ions produits puissent étre
détectés par un détecteur de position. Ce mode est une translation directe de la microscopie
photonique a 1’analyse moléculaire sur tissu. Il requiert une grande complexité et une grande
précision de montage optique et son utilisation n’a par conséquent jamais été démocratisée
depuis son invention. Le mode microsonde est beaucoup plus simple de fonctionnement et de
mise en place sur des appareils commerciaux. L’analyse se fait ici point par point sur la

surface de la coupe. Selon un pas défini, une analyse de spectrométrie de masse sera réalisée

56

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

au niveau de chaque position de la coupe sur sa surface. Un ensemble de mesures de m/z sera
obtenu pour chaque spectre de masse et I’intensité relative de chaque élément sera ensuite
reportée pour 1’ensemble des positions analysées sur la surface de la coupe de tissu. Cette
intensité relative sera cartographiée sous la forme d’une image moléculaire par une échelle de
couleur. La superposition de cette image avec le scan optique de la coupe analysee permettra

de cartographier au niveau histologique la présence relative du composé d’intérét.

a Microprobe mode b Microscope mode

ition-correlated spectra /)
pos ¢ pact _~/ Position sensitive
<o detector

Mass analysis
retaining spatial inegrity

mass analysis _-

: Magpnified
/chemical images

focus defines spatial
origin ofions. -

Figure 7: Fonctionnement des modes microsonde et microscope en imagerie moléculaire (90).

Etant donné que 1’échantillon a analyser doit étre solide, les types de sources utilisées
sont limités a celles qui reposent sur le contact d’un faisceau incident avec la surface a
analyser. Ce faisceau peut étre constitué d’ions primaires accélérés avec la source SIMS
(Secondary lon Mass Spectrometry), de gouttelettes de solvants chargées pour le DESI
(Desorption Electrospray lonisation) ou un faisceau laser avec les sources LDI (Laser
Desorption lonisation) et MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation). Le mode
d’ionisation MALDI est le plus populaire pour une application en analyse directe sur tissu. Je
me focaliserai principalement, dans cette introduction et dans la présentation de mes travaux a

la description et a I’utilisation de cette source pour les analyses directes sur tissu.

2.2.3.1 Profiling et imagerie MALDI

En 1994, a été proposé par 1’équipe de Geraert de directement analyser les
neuropeptides de cellules neuronales de mollusques (91). Deux ans plus tard, 1’équipe de

Sweedler utilisait la méme stratégie pour 1’analyse de neurones d’invertébrés marins (92).
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Enfin en 1997, Caprioli décrit pour la premiéere fois la technique d’imagerie par spectrométrie
de masse qui consiste a reporter de maniere informatisée I’information d’intensité de chaque
valeur de m/z d’intérét d’un spectre de masse sur une surface analysée (93). Le mode
d’analyse en imagerie sur coupe est donc ne des developpements du MALDI. Depuis son
invention, des nombreux progrés ont été faits pour le développement de la méthode, tant sur le
plan de la préparation de 1’échantillon, que sur les outils informatiques et instrumentaux
proposés par les constructeurs pour la réalisation de ’analyse et I’interprétation des résultats

(94, 95).

Ces développements, dont je décrirai les divers aspects ci-dessous, ont conduit a
I’utilisation de la technique pour de nombreuses applications a la recherche de biomarqueurs

et la classification de divers cancers.

2.2.3.2. Principe de I'analyse MALDI sur tissu

Le principe de base de 1’analyse MALDI directe sur tissu repose sur les fondements de
I’histologie et de la spectrométrie de masse MALDI. Une coupe de tissu de 8§ a 20um
d’épaisseur est réalisée a 1’aide d’un cryostat ou d’un microtome et est placée sur une lame de
verre conductrice. Ces lames de verre sont des lames de microscopie recouvertes d’une fine
surface conductrice faite d’Indium Tin Oxide (ITO), et permettent de procéder a la fois a des
expériences de microscopie optique et a des analyses de spectrométrie de masse. Le tissu est
ensuite préparé pour I’analyse MALDI. Quelque soit le mode d’analyse choisi, la solution de
matrice MALDI est déposée a méme le tissu. Avec I’évaporation du mélange de solvant, et
dépendamment de la nature de celui-ci, une certaine quantité des biomolécules-peptides,
protéines, lipides- présente au sein de la coupe sera extraite de celle-ci et incorporée au sein
du reseau de cristaux de matrice formés. Pour le mode imagerie, le dépbt de matrice doit
respecter I’information de localisation des biomolécules au sein de la coupe et étre adapté a
une analyse point par point afin de permettre une analyse standardisée au niveau de chaque
position de la coupe. Il est donc nécessaire que la matrice soit déposée de maniére homogene
sur la surface d’interét a analyser. Le depdt doit permettre une extraction des composés
équivalente entre chaque position a analyser. Cette extraction a une position doit également
étre indépendante de celle d’une autre position, la délocalisation des composés étant initiée

par une extraction avec des larges gouttes de solvant sur de larges zones de tissu. Il existe
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plusieurs méthodes de dépdt homogene de la matrice qui permettent de contrdler cette
extraction sur la surface de la coupe de tissu, dont je décrirai dans la suite de cette
introduction les différentes déclinaisons.

L’¢échantillon ainsi préparé peut ensuite étre dirigé vers la source du spectrométre de
masse MALDI pour en effectuer 1’analyse. Le faisceau laser irradiera la zone a analyser pour
produire des ions des biomolécules en phase gazeuse, qui seront distingués selon leur ratio
m/z. Cette discrimination des molécules en fonction de leur masse permet d’en mesurer
simultanément leur intensité. L’information de spectrométrie de masse recueillie a un endroit
précis de la coupe de tissu représente I’ensemble des biomolécules ionisables a cette position.
Cette position et son information moléculaire peut étre reportée aux positions de la coupe

histologique pour en différentier les profils entre les différents sous types tissulaires.
La figure 8 résume les différentes étapes de préparation de I’échantillon pour 1’analyse

MALDI de coupes de tissus, en mode profiling et en mode imagerie a partir d’échantillons

tissulaires congelés.
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Figure 8: Modes d’application des analyses directes sur coupe

2.2.3.3. Nature de I'échantillon tissulaire

Contrairement a d’autres types d’études en protéomique reposant sur ’utilisation des
échantillons tissulaires, la préparation et la conservation du tissu dans le but de garder son
intégrité anatomique sont primordiales pour une analyse directe sur coupe. Celui-ci doit étre
en premier lieu protégé des modifications moléculaires induites par 1’environnement telles
que I’oxydation ou son contenu intrinséque comme la protéolyse par les enzymes présents
dans le tissu. Aussi, la préservation de I’intégrité structurale du tissu est primordiale pour la
localisation cohérente de composés d’un tissu. Les méthodes pour la préservation de
I’échantillon utilisées pour les analyses directes sur coupe ont été empruntées a celles existant
pour I’histologie. Les principales techniques de préservation de 1’échantillon reposent sur la

congélation rapide ou sur la fixation chimique.

La premiére des méthodes consiste a congeler le tissu de la maniére la plus rapide afin
que I’intégrité cellulaire du tissu puisse étre conservéee. A des températures entre 0 et -25°C,
I’activité cellulaire est ralentic mais existe toujours. C’est en dessous de -40°C que les
échanges physicochimiques sont neutralisés. Il faut atteindre une température de -80°C pour

pouvoir conserver un tissu a long terme et en conserver son intégrité moléculaire.
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Une congélation lente et a faible température conduit en général a la formation de
larges cristaux de glace, résultant d’échanges entre les solutions intra et extracellulaires, dont
la concentration en sel est différente. Ce phénoméne conduit finalement & la destruction
compléte de la cellule. La congélation doit donc se faire de maniére assez rapide pour éviter la
formation de ces larges cristaux. Une température trop €levée peut également étre a 1’origine
de la formation de gros cristaux. La congélation doit étre donc rapide et faite dans une gamme
de température allant de -50 & -80°C. La méthode adéquate utilisée pour la conservation du
tissu est donc la congélation dans 1’isopentane (2-Methyl Butane) refroidi a -60°C. Ce solvent
étant toujours liquide a cette température, il permet une congélation rapide et optimale du
tissu. L’échantillon est ensuite conservé a -80°C jusqu’a utilisation. Les tissus sont ensuite
montés pour la realisation des coupes au cryostat avec de la colle OCT (Optimal Cutting
Temperature). Ce type de montage permet d’obtenir des coupes de 5 a 10uM d’épaisseur et
permet une analyse d’un panel varié de biomolécules sur une assez large gamme de masse.
Celle-ci n’est alors limitée que par les propriétés de I’appareil, quand il est utilisé pour

I’analyse d’échantillons complexes.

Un autre type de préservation est la fixation chimique. Le plus souvent, des aldéhydes
sont utilisés, qui créent des ponts chimiques (ponts méthyléne) entre les protéines. Cela
permet de lier ensemble toutes les protéines afin de d’obtenir un maillage moléculaire. Le
fixateur le plus communément utilisé dans les laboratoires d’histologie est le formaldéhyde ou
formalin, qui agit en liant les protéines notamment par les résidus lysine de celles-ci. En
général, ces tissus sont enrobés dans de la paraffine pour en former des blocs. On parle de
tissus fixés a la formaline et enrobés dans la parrafine (FFPE pour formalin Fixed and Parrafin
Embedded). Cette fixation donne une tres grande stabilité aux tissus dans le temps et permet
d’en obtenir des coupes tres fines, de ’ordre de 3 a 4 um, avec I’utilisation du microtome.
Cependant 1’analyse MALDI sur ce type de tissu est rendue trés difficile de par les pontages
chimiques existants entre les proteines intrinseques. En effet, le faisceau laser ne permet pas
de rompre les liaisons covalentes formées par les ponts méthyléne entre les protéines. Le tissu

est sous la forme d’un réseau solide de protéines qui ne peut étre détruit par le faisceau laser.

Il existe d’autres types de fixations de tissus bien adaptées a une utilisation pour des
analyses directes en spectrométrie de masse, basées sur I’utilisation de solvant comme

1’éthanol (96) ou de fixateurs n’induisant pas la formation d’un maillage des protéines du tissu
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tel que le RCL2 /CS100 (97). Le fixateur PAX gene a également été proposé pour la fixation
des tissus pour une utilisation en imagerie MALDI, pour des analyses sur protéines natives
autant que sur digestats protéolytique (98). Ces fixateurs présentent I’avantage, en plus de ne
pas lier les protéines entre elles, de ne pas étre volatiles ni toxiques mais leur utilisation n’est
malheureusement pas démocratisée dans les laboratoires d’anatomo-pathologie. En
protéomique clinique, ils ne sont donc utilisés que dans les laboratoires qui peuvent se
procurer des tissus dans les hdpitaux ou ces protocoles pour la préparation des échantillons

tissulaires peuvent-étre acceptes.

2.2.3.4. Préparation de I'échantillon

Les méthodes de base de préparation des coupes de tissu sont également empreintées
aux méthodes de I’histologie classique. Cependant, I’adaptation a la spectrométrie de masse et
une analyse moléculaire globale nécessite de préparer 1’échantillon de maniére a le rendre
compatible a la spectrométrie de masse MALDI afin que la détection des biomolécules soit
optimale. En ce qui concerne les tissus frais, ceux-ci seront composés de sels qui limiteront
une cristallisation optimale de la matrice, d’autre part les protéines n’étant pas incluses dans
un maillage moléculaire, leur composition est instable et une fixation est requise pour éviter la
dégradation de celles-ci avant de permettre la préparation du tissu a température ambiante
sans qu’une dégradation des protéines ne soit observée. De plus, le travail sur tissus frais
permet 1’accessibilité a une large gamme de biomolécules mais la facilité de détection de
molécules de faible gamme de masse en limite généralement la détection des biocomposés de
plus haute masse moléculaire. Cela est di aux propriétés des détecteurs qui équipent
généralement les spectrometres de masse MALDI TOF. Ceux-ci sont de type Micro Channel
Plate et fonctionnent sur le principe de conversion du courant ionique produit par les ions
désorbés, transportes a travers le tube de vol et arrivant au contact du détecteur en un signal
électriqgue mesurable. Le détecteur, une fois activé par un ion de basse masse moléculaire,
nécessite une phase de stabilisation a un état d’équilibre pour la détection d’un ion de m/z
plus haut. Dans un mélange complexe, les ions de plus faible masse moléculaire arrivant les
premiers au contact du détecteur, peuvent parfois, en fonction de leur nombre, saturer celui-ci
et en limiter la capacité a détecter des composes de masses moléculaires plus élevees. Des
méthodes sont donc nécessaires afin d’adapter la préparation de la manicre la plus adéquate a

la problématique d’analyse.
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Il y a deux manieres de fixer un tissu frais qui sont utilisées pour des techniques
d’immunohistochimie et peuvent étre utilisées pour la préparation des échantillons a analyser
en spectrométrie de masse. En premier lieu, la dessiccation est un élément de préparation des
coupes acceptée dans tous les laboratoires qui pratiquent 1’analyse par spectrométrie de masse
directe sur tissu. Elle permet de limiter la dégradation des protéines par les enzymes
protéolytiques intrinseques au tissu. Des solvants tels que I’acétone ou 1’éthanol permettent
également de fixer de maniére efficace les tissus. L’éthanol permet également le retrait
efficace des sels de la coupe de tissu qui génent 1’analyse MALDI. Classiquement, des bains
de ces différents solvents a des temps déterminés sont effectués afin de procéder aux étapes de
fixation/dessalage (99). Des solvants sont également utilisés pour permettre le retrait des
composes de basses masses moléculaires. Diverses études ont été réalisées pour connaitre leur
propriété de fractionnement des composés de la coupe (99, 100). Parmi ceux-ci, le
chloroforme apparait comme le plus adapté pour le retrait des lipides de la coupe, qui sont les
composés « parasites » de I’analyse des peptides et des protéines (99). A ce niveau, des
traitements plus élaborés faisant appel a I’utilisation de détergents et de solvents permettant de
décomplexifier localement les structures tissulaires et cellulaires peuvent étre utilisés afin
d’accéder a des classes de molécules dont la détection pourrait étre masquée par les propriétés

structurales ou chimiques globales du tissu (101, 102).

Concernant la préparation des tissus FFPE, de la méme maniére que pour la
préparation en immunohistochimie, les tissus sont coupées au microtome et les coupes
déposées sur lames de verre recouverte de polylysine. L’adhésion des coupes se fait par dépot
de la coupe sur une goutte d’eau qui sera ensuite chauffée jusqu’a évaporation complete.
Comme mentionné précédemment, il est nécessaire d’adapter des méthodes spécifiques pour
le travail de spectrométrie de masse sur le maillage moléculaire dont est constituée la coupe
de tissu. Ces techniques sont les techniques d’antigen-retrieval classiquement utilisées dans
les laboratoires d’anatomo-pathologie. Celles-ci peuvent consister a soumettre le tissu a de
fortes pressions, a de fortes températures (103), a des micro-ondes (104-106), en présence ou
non de diverses solution telles que le SDS (107) ou un mélange d’hydroxyde de sodium et de
méthanol (108, 109). Les coupes peuvent aussi étre soumises a un chauffage par microonde
dans une solution de tris-EDTA a pH9 (110). A ce jour, il est reconnu que I’ajout d’une
solution d’acide citrique a pH6 associée au chauffage de celle-ci comme traitement de la

coupe de tissu améliore significativement la qualité, la richesse et 1’intensité du signal pour
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des analyses directes en spectrométrie de masse (111). Pour des analyses en protéomique, il
est necessaire de procéder a la digestion enzymatique de la coupe afin de réduire le maillage
tissulaire & un digestat de protéolyse, généralement par la trypsine, enzyme largement

démocratisé pour les analyses par spectrométrie de masse.

2.2.3.5. Analyse d’identifications sur tissus

Comme toute analyse protéomique, il y a deux choix possibles pour faire I’analyse des
protéines sur tissu. Les deux voies d’investigations connues sont les analyses en top down et
en bottum up, schématisées dans la figure 9. La stratégie top down consiste en 1’analyse de
protéines natives. Cette approche est trés compliquée quand elle est appliquée a un mélange
complexe tel qu’un tissu. L’identit¢é d’une protéine est toujours déterminée par la
fragmentation de celle ci et 1’évaluation des fragments produits. En top-down, cela peut
consister en 1’analyse des séquences des extrémités fragmentées de la protéine ou en I’analyse
des fragments sur toute la longueur de la protéine. L’analyse en bottom up consiste quant a
elle a la digestion protéolytique préalable du mélange protéique, et a 1’analyse des peptides de

digestion par fragmentation et détermination de la séquence de ceux-ci (112).

Dépendamment du type d’échantillon choisi, du but recherché pour 1’analyse et des
limitations de la méthode, un choix judicieux de la voie d’investigation devra étre fait. En
effet, comme mentionné précédemment, 'utilisation de tissus FFPE pour la recherche de
biomarqueurs de pathologies ne permet que 1’utilisation de la voie bottom up. Les deux types
d’approche sont utilisables sur des tissus frais. Cependant, en top down, il n’existe a ce jour
pas de méthode pour la fragmentation des ions monochargés de proteines obtenues avec la
source MALDI sur toute leur longueur. Le choix de la matrice est également tres important
pour le choix de 1’analyse. L’HCCA sera donc trés adéquat pour les analyses bottom up et la
fragmentation de peptides de digestion trypsique. Pour I’analyse top down, la matrice 1,5
DiAminoNaphtalen (1,5 DAN) permet la fragmentation des extrémités C-terminales des
protéines et la détermination de leur séquence. Cette matrice pourrait donc étre envisageable
pour une analyse top-down des protéines tissulaires. Son utilisation fera 1’objet d’une partie

des développements présentés dans ce manuscrit.
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Figure 9: Modes d’analyses top-down et bottom up en protéomique.

2.2.3.6. Choix et dépét de la matrice

Choix de la matrice

Pour chaque problématique d’analyse, un choix judicieux de la matrice utilisée doit
étre réalisé, de la méme maniére que pour des analyses MALDI classiques. Cependant, un
certain nombre de développements a été réalisé pour la fabrication de matrices « modifiées »
pour une amélioration du signal obtenu sur coupe. Le solvant utilisé pour la dissolution de
cette matrice apparait étre un élément fondamental dans la préparation de I’échantillon. Les
seuls éléments détectés par analyse directe sur coupe seront les éléments qui auront été les
mieux extraits de la matrice tissulaire et incorporés dans les microcristaux de matrice formés

apres évaporation du solvant.

Conventionnellement, la matrice MALDI classique utilisée pour I’analyse des peptides
sera I’ Alpha-Cyano-4-Hydroxycinnamic Acid ou HCCA. Pour I’analyse des protéines, 1’acide
sinapinique  (SA) est utilisé. Enfin, pour [D’analyse des lipides, la DHB
(DiHydroxyBenzioicAcid) ou la DHAP (Di Hydroxy Aceto Phenon) sont classiquement
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utilisées. Les matrices utilisées pour 1’analyse des autres catégories de biocomposés sont

reportées dans le tableau 1.

Les principaux développements pour la fabrication de matrices plus adaptées a
I’analyse sur coupe consistent a I’amélioration chimique de ces matrices. Ainsi, des matrices
ioniques ont été développées pour une analyse sur coupe de tissu (113). Ces matrices sont des
sels organiques formeés par réaction acido-basique d’un mélange équimolaire de I’acide que
forme la matrice et d’une base organique. Des matrices ioniques de divers types ont été créées
pour la détection améliorée sur coupe des différentes classes de composés tels que les
peptides avec I’HCCA/ANI (Anilin), les protéines avec la SA3/AP (Acetyl Pyridin). Les
matrices ioniques, en fonction de la base choisie peuvent étre sous une forme solide ou
liquide. Certaines matrices ioniques liquides fabriquées sur une base de DHB telles que la
2,5DHB/Pyr (Pyridin), 2,5DHB/3-AP (Amino Pyridin), 2,5DHB/ANI se sont révélées étre
des matrices efficaces pour ’analyse de lipides (114). L’utilisation de matrices ioniques pour
I’analyse moléculaire sur coupe présente deux principaux avantages, le premier étant de
permettre une détection bien plus sensible des composés : les signaux MS étant en effet bien
plus intenses avec 1’utilisation de matrices ioniques par rapport a I’utilisation de matrices
classiques. Le deuxieéme avantage apporté par les matrices ioniques est I’uniformité de dépot.
Cette caractéristique est un atout majeur pour une utilisation en mode imagerie. La
cartographie moléculaire nécessite en effet que les cristaux de matrice soient les plus petits
possibles et le dépot le plus égal possible entre les points d’analyse sur la surface de la coupe.
Un autre avantage de ces matrices est leur stabilité¢ dans le vide. La séquence d’analyse par
imagerie MALDI pouvant durer jusqu’a plusieurs heures, il est nécessaire que le dépot entre

le premier point d’analyse et le dernier puissent rester integres jusqu’a la fin de 1’analyse.

Dépobt de la matrice

Le dépot de la matrice est I’étape cruciale de la préparation de I’échantillon qui doit
étre réfléchie de la maniére la plus adaptée possible au but recherché dans I’analyse. Le mode
profiling ou imagerie détermine en premier lieu du mode de dép6t du melange solvant/matrice
qui sera choisi pour I’extraction et la cocristallisation des biocomposés de la matrice. En
analyse directe sur coupe de tissu, le volume de matrice déposé en une seule étape est un

facteur trés important de I’analyse. L’extraction de composés sur une coupe de tissu repose
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sur le principe d’extraction solide-liquide. La nature du solvant ainsi que son volume sont des
facteurs trés importants dans ce processus. Plus le volume de solvant déposé est grand, plus
importants seront les échanges entre la phase solide de la coupe et liquide de la goutte de
solution de matrice jusqu’a saturation de la solution déposée en soluté. Ainsi, une plus grande
concentration de composé se retrouvera extraite de la coupe et 1’analyse MALDI sera en
consequence plus prolifique. La détection des biocomposés d’un tissu par analyse est donc
inféodée a un équilibre entre la résolution recherchée et la qualité et la richesse du signal
obtenu. Il existe une balance entre la taille des gouttes et donc le volume de matrice deposé
sur la surface de la coupe, qui déterminera la précision de la localisation moléculaire. Le
mode profiling consiste a mettre en évidence une signature du contenu global en protéines
d’une surface de largeur assez importante. Cette méthode est assez bien adaptée a la
comparaison de deux zones bien différenciées d’une coupe de tissu. Dans des applications
clinigues, bien souvent les parties malignes et bénignes sont différenciées sur de larges zones
tissulaires. Dans ce contexte, une simple analyse différentielle est suffisante pour la
découverte de marqueurs tissulaires de pathologies. Un dépot manuel de matrice, d’un volume
adapté a la surface du tissu a analyser a I’aide d’une micropipette est alors le moyen le plus
simple et le plus approprié¢ pour ce type d’investigation. L’avantage de 1’approche est de
déposer un grand volume de matrice et ainsi de faire pencher la balance résolution/signal en

faveur de la qualité et de la richesse spectrale.

En mode imagerie, le principe de la balance résolution/signal s’applique également.
Cependant, pour obtenir une extraction des composés et une cartographie de ceux-ci
standardisés sur la surface de la coupe, le dépbt de matrice doit étre réalisé de maniere
absolument homogeéne, donc de fagon automatisée. Il doit étre réalisé de maniere a respecter
la localisation moléculaire des composés a détecter sur la surface de la coupe. La méthode
choisie doit donc étre adaptée a la résolution voulue pour la réalisation de I’image. Il existe
deux principes de dép6t automatisé de la matrice : le recouvrement par spray et le micro
dépdt. Au début de I’utilisation de I’imagerie par spectrométric de masse MALDI, les
sprayers prévus pour une utilisation pour la chromatographie sur couche mince étaient
utilisés. Cette méthode est peu colteuse et simple d’utilisation, ce qui en fait encore a ce jour
une méthode de dépot de matrice de choix pour des equipes qui débutent des applications
d’imagerie par spectrométric de masse. Cependant cette méthode de dépdt apparait peu

reproductible. Des systémes de dépdt complétement automatiques sont alors recommandés
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pour une standardisation de la méthode. Les microspotters commerciaux permettent de
déposer des gouttes de 100 a 200 pL sur la surface du tissu et sur plusieurs cycles, de sorte
que quelques nL de solution finale sont déposés sur chaque position a analyser. Le
fonctionnement des deux microspoteurs commercialisés repose sur la formation de gouttes a
partir d’un quartz piezo electrique soumis a des vibrations (Chip 1000 Schimadzu) ou sur
I’utilisation d’ondes acoustiques (Portrait 630 Labcyte). Le nébulisateur commercial,
ImagePrep fonctionne par la vibration d’une lamelle percée de micro-orifices soumise a
vibration. La solution de matrice, au contact de cette lamelle en sortira sous forme de
microgoutelettes qui tomberont sur la surface de la coupe. Un autre appareil vendu par Leap
Technology permet une nébulisation d’un spray chauffé afin de permettre une évaporation
plus rapide du solvant. Une évaporation plus rapide est plus adaptée pour une préparation
rapide de I’échantillon. Ces appareils de spray déposent en plusieurs étapes une fine couche
de matrice sur la surface de I’échantillon et une meilleure extraction des composés. La figure
10 schématise les différents modes de dépdt de matrice et les différents résultats obtenus aprés

dépot.

Figure 10: Différents modes de dép6t de la matrice : (a) manuel, (b) automatisé par spray, (c)

automatisé par dépot de nanogoutellettes et résultats obtenus.

Les appareils permettant un dépdt de matrice par spray évitent au maximum la
délocalisation de la matiere dans le tissu et permettent une résolution de 1’image optimale.
Cependant, ils ne permettent pas une extraction optimale de celle-ci. Les appareils
fonctionnant sur la base du microdép6t limitent la résolution de I’image a la distance entre

chaque spot de dép6t mais permettent une extraction bien améliorée par rapport a la méthode
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de spray. De plus, des réglages de ces appareils permettent de réduire le temps des cycles de
dép6t ou la partition de la zone a préparer en plusieurs sous zones afin que ’humidité de
chaque spot soit préservée durant toute la durée du dépdt et donc d’éviter un phénomene qui
se produit avec les méthodes par spray qui est la perte d’efficacité d’extraction apres les
premiers cycles de depdt. En effet, la diffusion de la matiére dans le tissu étant importante si
un volume important de solution est déposé en spray. Il est important de partitionner le dép6t
de la matrice en cycles et de controler le séchage intégral de celle-ci entre chaque cycle. Bien
qu’une humidité puisse étre préservée entre chaque cycle du dépét, celle-Ci ne reste que trés
limitée. Le phénoméne pouvant étre observé est alors celui du masquage du signal par la
matrice. Dépendamment de I’efficacité d’extraction du mélange matrice/solvant lors des
premiers cycles de dép6t, les cycles de dép6t suivant peuvent, plutdt que de poursuivre celle-
ci, ne permettre que le dépdt de couches de matrice sur d’autres couches de matrice. Les
dernieres couches de matrice n’auront alors pas incorporé les biocomposés du tissu. Un choix
judicieux est alors a faire par le manipulateur en fonction de ses objectifs analytiques de
résolution ou d’extraction des composés, les avantages et les inconvénients des différentes
machines disponibles étants toujours balancés entre le niveau d’extraction des composés de
différentes classes et la résolution accessibles grace a leur utilisation. Le tableau 5 résume les

différentes propriétés des instruments permettant le dépdt de matrice sur les coupes de tissu.

Instrument Sociétés Mode de dépot Taille moyenne
des gouttes
déposées
: T <
ImagePrep Bruker Mlc'ro ne:bullsatlon 50 um,
vibrationnelle moyenne 25um
CHIP1000 ysteme p H
électrique
TMiD LEAP Technologies VAITERE (TS IELT; <50 um
par Nano-pompes
Micro nébulisation
MALDI-spotter pneumatique <50 um
Suncollect sunChrom Micro-dépot par 200 um
capillaire
Portrait™ 630 Reagent . .
Multi-Spotter Labcyte Inc Ejection acoustique 200 um
. - Micro-dépot par
Spootnik Siliflow s 300-600um
capillaire

Tableau 5: Instruments permettant le dépot de matrice sur coupes de tissus.
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2.2.3.7. Acquisition des données MALDI, reconstruction des images

Acquisition des données

Les caracteéristiques de la méthode ont évolué dans le temps avec les caractéristiques
des instruments commercialisés a cet effet. Une avancée majeure en imagerie MALDI a été
I’amélioration des caracteéristiques des lasers. La vitesse d’activité de ceux-ci est déterminante
sur la vitesse d’analyse et le temps d’obtention d’une séquence d’imagerie. Les premiers
appareils de spectrométrie de masse MALDI étaient équipés de lasers N2 permettant la
répétition de 3 & 20Hz. Progressivement des lasers plus robustes de type Nd:Yag ont
remplacé les lasers N2 pour une utilisation de haut débit de 200Hz & 2KHz. Les lasers des
appareils de la marque la plus populaire pour une utilisation en spectrométrie de masse,
Bruker, sont équipés de cette technologie de lasers, sous la marque SmartBeam. La majorité
des appareils équipant encore actuellement les laboratoires d’imagerie MALDI possedent des
lasers de répétition de 200Hz. Les nouvelles générations d’appareils permettent aujourd’hui
d’accéder a des répétitions de SkHz.

Une autre caractéristique importante des lasers pour une application en spectrométrie de
masse est la taille du faisceau laser au contact de la coupe de tissu. La largeur minimale de
celui-ci détermine la résolution maximale possible d’obtenir. Celles ci se situent a des valeurs
entre 25 et 50uM pour les appareils utilisés pour I’imagerie. Des développements au niveau
de la focalisation du faisceau ont permis d’atteindre ces propriétés. Il est important de noter
que la diminution de la taille du faisceau laser et de la surface d’analyse entraine une perte de
I’intensité du signal important. Un montage optique réalisé par 1’équipe du Pr B. Sprengler,
associé a I’utilisation d’un analyseur Orbitrap a permis d’atteindre une résolution de 5 um
mais I’application de cette méthode dénommée SMALDI-MS (pour Scanning Microprobe
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Imaging Mass Spectrometry) ne se limite qu’a

I’analyse des lipides.

Aujourd’hui, I’application d’imagerie MALDI est celle qui requiert la plus grande
robustesse et les caractéristiqgues les plus performantes au niveau instrumental. Les
développements des constructeurs suivent donc les tendances des nouvelles problématiques.
On peut de maniére réaliste imaginer une vitesse d’acquisition des images encore augmentée
au cours des prochaines années. Un développement du systéeme de mouvement continu du

faisceau laser a deja été proposé pour permettre une analyse MALDI plus rapide (115).
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Les logiciels pour I’histologie moléculaire proposent également un mode « profiling
automatisé » afin de standardiser 1’acquisition de données provenant de tissus préparés
manuellement. Ce mode permet d’obtenir les informations moléculaires d’un tissu a tres haut
débit. L’automatisation de la méthode permet, en protéomique clinique, une analyse
comparative de tissus tout a fait correcte. Il permet également de comparer de trés larges
cohortes de tissus en un temps tres restreint. Cela représente un avantage certain pour la
recherche de biomarqueurs du cancer si I’on considére qu’une acquisition en imagerie
MALDI peut prendre jusqu’a plusieurs heures, et que les surfaces pathologiques a analyser
sont en général tres larges. De plus, la découverte d’un marqueur pertinent nécessite de le

retrouver dans de larges cohortes.

La figure 11 (116) récapitule les différentes étapes de préparation de 1’échantillon,

acquisition des données et les différents modes d’analyse MALDI directe sur tissu.
Enfin, dans le tableau 2 (117) sont répertoriés les appareils disponibles pour les

analyses d’imagerie de profiling, leurs caractéristiques et celles des données générées et des

logiciels pour leur exploitation.
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Figure 11: Etapes de préparation et d’analyse des tissus pour les modes profiling et imagerie.(116)

© 2012 Tous droits réservés.

72

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Gamme de FORHaE
Instrument Société Masse Logiciel des
données
5800 MALDI Nd-YAG
—_——— . TOF- 4800 Img,
TOF/TOF™ AB Sciex TOF 1000 Hz full TissueView Analyze
Analyzer
4800 MALDI )
TOF/TOF™ AB Sciex veis NO-YAG full 4.800 '”.‘9’ Analyze
TOF TissueView
Analyzer 200 Hz
flexImaging,
Autoflex IV Bruker o Smarltlbeam full AP Analyze
E— TOF 1 KHz AnalyzeThis!,
BioMap
smartbeam- flexImaging, Xmass
UltrafleXtreme Bruker TOF- I full ClEEIE R e
TOF AnalyzeThis!,
1000 Hz BioMap XML
Solarix Mi Bruker hybrid smartltl)eam— 100 - 10 flexImaging, | Xmass,
E—— FTMS kDa BioMap XML
1 kHz
. ion trap N2 .
AXIMA QIT™ Shimadzu TOE 50 Hz to 20 kDa | Axima2Analyze | Analyze
AXIMA Assurance | Shimadzu TOF N2 E?ingg(r)) e Axima2Analyze | Analyze
50 Hz
; to 500 kDa
AXIMAAX(I:'?AnEdence _;_I'(())II:: N2 (linear) | Axima2Analyze | Analyze
o Shimadzu 50 Hz to 80 kDa | Axima2Analyze | Analyse
Snletens ueh (reflectron)
Thermo N2
MALDI LTQ XL Fisher | lontrap | g 1z S0 BiOOO I';nTaQeg“ur;es't izﬁl\\;"l’_
Scientific g
MALDI LTQ Thermo ion trap— N2 50-4000 | LTQ Tune, RAW,
Orbitrap XL et CUEEL 60 Hz Da ImageQuest | imzML
Scientific hybrid
MALDI SYNAPT Q-IMS- Nd-YAG MassLynx,
G2 HDMS Waters 0aTOF to 40 kDa BioMap XML
- 1 kHz
Q- :
il g‘APT Waters | TWave- | N4YAS | 45 40 kDa VeS| XML
22 Ms 0aTOF 1 kHz P

Tableau 2 (117): Instruments actuels principalement utilisés pour I’imagerie MALDI et leurs
caractéristiques (liste non exaustive).
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2.2.3.8. Analyse des données pour des applications en protéomique clinique

L’imagerie et le profiling par spectrométriec de masse, pour des applications dans la
recherche de biomarqueurs de pathologies, générent une quantité de données tres importantes.
Ces données doivent étre intégrées et interprétées dans une problématique d’analyse et de
recherche spécifique. L’information spectrale peut étre résumée a l’intensité relative des
rapports m/z des éléments détectés dans le mélange complexe de protéines qu’est le tissu. La
recherche de biomarqueurs consistera donc a comparer la totalité des informations contenues
dans un groupe de spectres par rapport a un autre groupe de spectres. Les différences
d’intensité des pics de quelques m/z contribueront a la différentiation globale des groupes
d’information. Extraire cette information est quasi impossible a 1’eil nu et requiert
I’utilisation d’outils adaptés. Il existe plusieurs options pour la comparaison d’informations
spectrales, empreintées aux outils de statistique. On peut mentionner parmi ces outils
I’analyse discriminante linéaire, les algorithmes génétiques et les analyses en composante
principales. La puissance de ces outils est mise en évidence de maniere ultime avec les
classifications par Support Vector Machines (SVM) qui utilisent les informations de plusieurs
pics de m/z pour la discrimination de la nature d’un tissu par rapport & un autre. Ces
« classificateurs statistiques » de données ont été utilisés pour I’analyse directe de coupes de
cancer de la prostate. Ils ont permis de différentier des tissus cancéreux de non cancéreux
avec une sensibilité de 85,21% et une sensibilité de 90,74%. Ces classifications ont pu étre
réalisées a partir de 1’évaluation de I’intensité de 22 peptides et protéines(118). Ils ont
également pu étre utilisés pour 1’analyse des puces de tissu (TMA, tissue micro array). Les
tissues micro arrays sont des microéchantillons tissulaires de multiples patients disposés sur
une méme lame. Les tissus FFPE ne pouvant étre utilisés qu’en analyse bottom up, il a été
possible, pour I’équipe de Groseclose et coll. de procéder a la digestion de 112 tissus de
cancers de poumon et a la classification de ceux-ci sur une base de 73 peptides tryptiques,
avec une sensibilité de 97,9% pour le type adénocarcinome et de 98,6% pour le type cancer a

cellules squameuses (110).

En 2010, I’équipe du Pr. A. Walsh et coll. a réussi avec I’utilisation de tests statistiques a
mettre en place une classification précise de tissus du cancer de I’estomac, en se basant sur
une classification préalable par un biomarqueur connu du cancer du sein, le récepteur Her2

(119) (figure 12). Dans ce type d’analyse statistique, un lot « training » de donnees est utilisé,
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contenant les échantillons tissulaires de patients positifs a un marqueur decouverts par
immunohistochimie, et un autre de quantité équivalente négatifs a ce méme marqueur. Des
analyses par spectrométrie de masse sont ensuite realisées sur chacun de ces tissus. En
utilisant ce jeu de données, un modele de prédiction de la présence du marqueur peut étre
établi en fonction de la présence ou non de certains pics de m/z donnés entre les tissus et de
leur intensité, grace a I’utilisation de divers tests statistiques. Un lot d’échantillons dit « test »
équivalent est alors utilisé pour vérifier la fiabilité du modele élaboré. Le principe mis en
application est présenté dans la figure 12. Dans I’étude de 1’équipe d’Axel Walsh (118),
I’efficacité de prédiction du modéle a également été vérifiée sur un autre type de pathologie

dont Her2 est également le marqueur : le cancer de 1’estomac.

2000 x LI
Breast CA Gastric CA
(Munich)
HER2 status FFPE: FFPE:
evaluation IHC, FISH IHC, FISH IHC
48 X 14 x
Breast CA Gastric CA
IMS

experiments

30 x 18 x 14 x
Breast CA Breast CA Gastric CA
Training set Test set Training set

I ~ |
HER2 | | 0 o |
predictioilm I u i :
: B Classification models: a :

== Random Forest, = )p———————
Support Vector Machine

setting  training set (HER2+/HER2—) test set (HER2+/HER2—-)

Gastric Cancer (4/10) Gastric Cancer (4/41)
Breast Cancer (15/15) Gastric Cancer (4/41)
Gastric + Breast Cancer (19/25) Gastric Cancer (4/41)

Gastric + Breast Cancer (19/25) Gastric + Breast (10/53)
Cancer

OO w e

Figure 12: Utilisation de calculs statistiques pour 1’¢laboration de profils moléculaires de tissus

HER2+(118)
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Une étude approfondie a permis la découverte d’une signature du statut Her2+, dans le
contexte du cancer du sein associée a ce modéle de classification, basée sur 7 protéines avec
une sensibilité de 83% et une spécificité de 92% (120). Une des ces proteines correspondant a
un pic de m/z 8404, a pu étre identifiée, grace a des expériences complémentaires d’extraction
de proteines sur tissu, et de LC-MS/MS. Cette protéine est la cystéine-rich intestinal protein 1.

La figure 13 montre un exemple du profil protéique obtenu pour la différentiation des tissus.

Breast Cancer (n=15)
HER2-positive

Breast Cancer (n=15)
HER2-negative

Relative Intensity

Gastric Cancer (n=4)
HER2-positive

Gastric Cancer (n=10)
HER2-negative

4000 6000 8000 10000 12000 14000 [m/z]

Figure 13: Profil moléculaire discriminant des tissus Her2+(118)

L’utilisation de tests statistiques associ€s a des expériences de spectrométrie de masse
MALDI sur tissu permet également de donner une information complémentaire a I’expertise
anatomopathologique. L’information de quantification relative précise des composés d’un
tissu apportee par une analyse du tissu permet en effet de donner plusieurs dimensions
additionnelles a la connaissance des propriétés du tissu. L’importance de cette information a

bien été mise en évidence par I’équipe de Caprioli en 2010 (121).

Des tests statistiques dont les «Support Vector Machine » ont ici été utilisés pour la
comparaison des différents sous types de profils moléculaires de biopsies de cancer du rein,
composés chacun d’une partie cancéreuse et d’une partie saine. La figure 14 montre le type
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de tissu et la limite entre la zone pathologique et la zone saine déterminée par
I’anatomopathologiste. Une analyse par spectrométrie de masse a permis [’analyse
moléculaire du tissu, en passant par les différentes zones de celui-ci. Un test, initialement
destiné a I’analyse de 1’information contenue dans les puces a ADN ou ARN (les SAM pour
significance Analysis of Microarrays) a permis de comparer indépendamment I’information
moléculaire contenue dans chaque point d’analyse. Ainsi, il a pu étre déterminé que
I’information contenue de part et d’autre de la limite entre les tissus sain et cancéreux
contenait des groupes de protéines dont la quantité était augmentée ou diminuée autour de
cette zone. Par contre, d’autres protéines étaient présentes autour d’une zone qui n’avait pu
étre différencié par les anatomo-pathologistes. La représentation de cette zone est illustrée
dans la figure 14. Dans cette zone intermédiaire a la zone normale et la frontiére, il a été
détecté que la quantité de protéines impliquées dans le transport des électrons dans la
mitochondrie était diminuée, mettant en évidence un métabolisme plutdt basé sur la glycolyse
plutdt que la phosphorylation oxydative dans les cellules bordant la tumeur. Ces marqueurs
pourraient donc étre considérés pour la détection d’un mécanisme de progression de la tumeur
(122, 123). Cette approche est a prendre particulierement en considération pour les cas
pathologiques ou le retrait de tissu durant la chirurgie est limité. 1l est parfois difficile d’avoir
une idée précise de la situation de la frontiere entre le tissu sain et le tissu cancéreux. Pour le
cancer du sein par exemple, la résection chirurgicale se limite au retrait de tout ou partie des
lobules affectés. Depuis plusieurs dizaines d’années, d’énormes progres ont été réalisés au
niveau chirurgical pour limiter au maximum le niveau de «scarification » des patientes
associé au retrait des tissus cancéreux. L’association de ce type d’analyse moléculaire a
I’analyse histologique extemporanée pourrait en effet affiner les décisions prises par le

chirurgien en cours d’opération.
Au vu de ces resultats, on comprend bien 1’utilit¢ d’adapter les outils statistiques a

I’analyse moléculaire sur tissu afin d’en révéler I’information, qui ne serait pas visualisable a

I’ceil nu.
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Figure 14: Discrimination de sous types moléculaires autour des frontiéres tissu sain/cancéreux par

calcul statistique(120).
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Un des outils les plus populaires utilisé en analyse moléculaire sur tissus est 1’analyse
en composante principale. Cet outil, intégré a des logiciels intuitifs, permet de maniére
accessible, de comparer la complexité de 1’information d’un groupe de spectres par rapport a
un autre groupe de spectres. La figure 15 montre le principe de classification de I’information
spectrale. En composante principale, 1’information contenue dans un spectre est une
information multidimentionnelle ou chaque pic de m/z donné représente une dimension.
L’intensité de chaque pic peut étre alors placée sur une échelle de valeurs de cette dimension.
Par exemple, si I’on considére un spectre de masse compos¢ de trois pics, I’intensité de
chacun d’entre eux peut étre placée sur chacune des dimensions d’un espace tridimensionnel.

Chaque spectre d’un groupe pourra alors étre représenté par un point dans cet espace 3D.

Figure 15: Représentation tridimensionnelle de I’information d’un spectre composé de 3 pics.

(Mustrations du logiciel Bruker Clinprotools)

Le fonctionnement de 1’analyse par composante principale est résumé dans la figure
16. Un nuage de points est obtenu dans un espace tridimensionnel. Ce nuage de points
posseéde une certaine forme, représentative des variances moléculaires présentes au sein du

groupe de spectres analysés. Le calcul de I’analyse en composante principale consiste a
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I’évaluation de ces variances pour en déterminer les principauX axes. Ces axes représenteront
les composantes principales de variance du groupe de spectres analysés. Il existe au maximum
trois axes de composantes, qui forment les dimensions d’un espace tridimensionnel afin de
permettre une représentation visuelle des variances. La premiére composante principale (PC)
constituera I’axe ou la variance sera la plus importante, la deuxiéme correspond a celui ou la
variance sera encore importante mais moindre par rapport a la premiére dimension. Enfin la
troisieme PC sera I’axe ou la variance sera la moins importante. Il est important de noter que
I’exemple donné est celui d’une situation ou un spectre n’est composé que de 3 pics, or
I’information spectrale est bien plus complexe. Pour un groupe de spectres de n pics, le calcul
d’analyse en composante principale est donc réalisé pour la simplification des n dimentions en
un nuage de spectre en trois dimensions. L’analyse en composante principale permet donc une
simplification de l’information spectrale en un point qui pourra étre distingué¢ d’autres
spectres par sa distance avec ceux-ci. Elle permet de donner une réponse rapide sur la
similarité d’une information moléculaire globale par rapport a une autre. 1l est alors possible
d’extraire du calcul les facteurs (les dimensions) qui sont responsables de la discrimination
d’un spectre par rapport a un autre. En analyse différentielle de tissus pour des problématiques
cliniques, les pics de certains m/z, qui seront a I’origine de cette discrimination représenteront

donc les marqueurs potentiels de la pathologie.
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Figure 16: Mode de fonctionnement de I’analyse PCA. (Illustrations du logiciel Bruker Clinprotools)

A partir de la classification de I’information par PCA, il est également possible de
procéder a la classification hiérarchique des spectres qui permet de regrouper les spectres

entre eux par ordre de similitude. Le résultat obtenu est celui d’'un dendrogramme tel que ceux
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que I’on peut obtenir avec une classification phylogénétique. Deux spectres trés proches
seront reliés entre eux. Les comparaisons ultérieures se feront ensuite par comparaison de ces
groupes de spectres avec d’autres groupes de spectres ou d’autres spectres isolés. Des groupes
entiers de spectres peuvent ainsi étre différentiés entre des tissus tres différents. Si des sous
types de tissus sont différentiables au sein d’un tissu ou que des variations moléculaires
existent, il sera possible de s’en rendre compte par clustering hiérarchique. Des sous divisions
seront alors visibles au sein des branches principales du dendrogramme. Ce type de
classification est possible avec les spectres d’une méme image afin de différencier les zones et
sous zones histologiques au niveau histologique. 1l existe a ce niveau plusieurs méthodes pour

la classification hiérarchique des distances.

2.2.3.9. Analyses MALDI directes sur tissu et cancer

L’approche d’analyse directe sur tissu a été appliquée a de nombreuses investigations
en recherche sur le cancer. Diverses pathologies ont été utilisées comme modéles

d’application de la méthode dans le domaine de la recherche de biomarqueurs.

L’imagerie par spectrométrie de masse MALDI a pu étre utilisée pour 1’étude de
tumeurs du cerveau. Plusieurs marqueurs ont pu étre localisés a des zones différentes de la

tumeur, révélant leur implication dans différents mécanismes de tumorisation (124).

L’utilisation de ’outil SVM a permis de déterminer les profils des différents stades
d’évolution des gliomes (125). La figure 17 représente les pseudos gels des spectres obtenus
pour les différents types tissulaires. Cette représentation permet de donner un apercu visuel
rapide des différentiels protéomiques obtenus pour les différentes classes de tissus. Les
spectres sont vus « par le dessus » et chaque bande correspond au sommet du pic pour un m/z
donné. L’intensité de chaque pic est représentée par 1’intensité de la couleur de la bande, ou a

la couleur de représentation, si une échelle d’intensité polychromatique est utilisée.
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Figure 17: Classification de tissus malins par Support Vector Machines et représentation en pseudo

gel des spectres des différents grades de la pathologie.

Il a également été possible de différencier des gliomes de différents stades et d’en

identifier les différents marqueurs (126-128). Les premieres applications de constructions

moléculaires 3D ont pu étre faites a partir de tumeurs du cerveau, corrélées avec des images

de la tumeur en IRM. Ainsi la localisation de plusieurs marqueurs a pu étre mise en relation

avec les images classiquement utilisées en médecine (129, 130) comme illustré dans la figure

18.

Figure 18: Combinaison

0
de I’imagerie IRM et de l’imagerie MALDI pour la localisation de

marqueurs moléculaires
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Les analyses MALDI sur tissu sur la recherche sur le cancer du sein. Comme
mentionné précédemment, ce cancer a pu étre utilisé comme modeéle pour la classification de
tissus ou la présence de marqueurs spécifique avait été verifiée (119, 120). La classification
sous tissulaire de ce type de cancer a également été determinée, montrant une forte
hétérogéneité intra tissulaire (131, 132). Ce modeéle a également pu étre utilisé a partir
d’échantillons FFPE, associé aux méthodes d’antigen retrieval pour la découverte de
marqueurs (133) ou la vérification de marqueurs connus (134). La méthode utilisée dans cette
derniere investigation est la combinaison de la torche a plasma a I’utilisation d’anticorps
couplés a des molécules d’or ou d’argent. Cette méthode a permis la quantification, de

maniére sensible et reproductible de marqueurs retrouvés par Immuno Histo Chimie.

Pour le cancer du poumon, 1’analyse MALDI directe sur tissu a été utilisée pour la
prédiction de I’appartenance d’un tissu a un groupe histologique ou a un autre, qui puisse
donner une indication sur le pronostic de la pathologie. 15 protéines ont alors pu étre
déterminées comme étant des marqueurs du cancer du poumon a petites cellules, a faible
pronostic (135). Dans une autre étude, I’analyse des tissus FFPE apres digestion tryptique a
permis, avec I’utilisation de classificateur par SVM, de mettre en évidence 73 pics qui
permettaient de déterminer les régions cancéreuses des tissus avec une précision de 97% et le

cancer a cellules squameuse avec une précision de 98% (110).

Des tissus de cancer de la prostate ont été analyses par MALDI pour la découverte de
marqueurs dans des zones déterminées comme cancéreuses en anatomopathologie. 22 pics ont
alors été déterminants dans la prédiction de ’appartenance a des zones cancéreuse avec une
sensibilité de 85,21% et une spécificité de 90,74% (118).

Dans une autre étude, MEKK2 (mitogen-activated protein kinase/extracellular signal
regulated kinase kinase 2) a été identifiee pour la premiére fois comme marqueur du cancer de

la prostate par imagerie par spectrométrie de masse sur une cohorte de 54 tissus (136).

Les analyses sur puces de tissu, ont également pu étre réalisées sur des modeéles de
cancer du pancréas ou des protéines sont également apparues comme étant discriminantes
(137). Une etude a permis de démontrer qu’il était également possible de détecter des

protéines marqueurs du cancer dans des tissus initialement determinés par le pathologiste
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comme étant des tissus bénins (138). Encore une fois, il a été démontré dans cette étude
I’utilit¢ d’utiliser I’analyse moléculaire sur tissu en complément de 1’analyse anatomo

pathologique pour 1’¢élaboration du diagnostic.

Récemment, I’analyse par PCA d’images de coupes de myxofibrosarcome annotés par
des pathologistes ont permis de révéler I’existence de tissus de types intermédiaires aux tissus
tumoraux et sains qui n’étaient pas révélés par ’analyse anatomo-pathologique(139). La
figure 19 représente les résultats obtenus des types et sous types histologiques obtenus apres
analyses PCA et classification hiérarchique. Les branches correspondant aux types

intermédiaires n’étaient pas visualisées par le pathologiste.

(A) 29.15 (168) (B)
45.04 (,520‘[ intermediate

32.14 (161)

high-grade-like

216.15 ’1690“_

low-grade

intermediate
low-grade-like

Figure 19: Classification hiérarchique de sous types moléculaires de myxofibrosarcome (139)

De la méme maniére, Deininger et coll, en 2008, avaient démontré aprés analyse a
partir de biopsies de cancer de ’estomac, que la classification hiérarchique appliquée a
I’imagerie MALDI permettait une analyse tres fine de la composition moléculaire du tissu et
de reconnaitre des zones tissulaires qui n’étaient pas visibles par une analyse
histopathologique classique (140). La figure 20 montre les résultats globaux de la

classification hiérarchique permettant de différencier les différentes sous classes de tissu.
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Figure 20: Classifications hiérarchiques de sous types moléculaires de cancer gastrique (140).

Imagerie et recherche de biomarqueurs du cancer de ’ovaire.

Les principales applications de la recherche de biomarqueurs du cancer de 1’ovaire ont
été faites par notre équipe. En 2007, a été utilisée la méthode d’imagerie MALDI, combinée a
d’autres méthodes de protéomique classique pour la recherche et I’identification de marqueurs
potentiels pertinents du cancer de ’ovaire (141). 48 tissus (25 adénocarcinomes contre 23
tumeurs bénignes) analysés par profiling ont permis la découverte d’un marqueur de m/z 9744
specifiquement localisé dans les zones cancéreuses de I’ovaire. Parallélement aux analyses de
profiling MALDI, les protéines ont été extraites du tissu et séparées par HPLC. La digestion
des fractions d’intérét a permis I’identification du peptide de m/z 9744 comme étant le

fragment C-terminal de PA28 aussi appelé RegAlpha ou régulateur 11s de
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I’immunoprotéasome. La figure 21 montre les résultats de 1’analyse d’identification par

approche top-down ou bottom up du peptide de m/z 9744.
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Figure 21: Découverte du fragment Cterminal Reg-Alpha comme marqueur du cancer de 1’ovaire
(140).

Le complexe régulateur 11S est associé au protéasome 20S, qui est constitué de 3 sous
unités : alpha, delta et gamma (142). Cette association permet la dégradation protéolytique
lors de la présentation des peptides produits au CMH de classe I. La présence du fragment C-
terminal de la sous unité 11S du protéasome indique que celui-ci n’est plus sous une forme
active et donc que la machinerie de présentation de I’antigéne ne peut ainsi plus étre active.
Ce mécanisme pourrait étre induit par une infection virale. La présence de ce marqueur dans
différents tissus pathologiques a pu étre validée par Immuno-Histo-Chimie sur une large
cohorte de tissus, ou il présentait une localisation cytoplasmique dans les tissus cancéreux et

nucléaire dans les tissus bénins.

La découverte de ce marqueur est a mettre en relation avec les différents aspects

moléculaires d’immunosupression auparavant décrits dans la littérature. En effet, des etudes
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récentes ont prouvé que I’ascite constituait un environnement propice a 1’évolution des
cellules tumorales en tant que « fantdmes » vis-a-vis du systeme immunitaire. Cela est entre
autre mis en évidence par I’existence de marqueurs associés a la présence de lymphocytes T

régulateurs (143).

La présence de ce marqueur a également pu étre observée dans les liquides d’ascite et
kystique, révélant son utilité comme marqueur de dépistage. Dans cette étude, la présence de
Reg-Alpha n’avait cependant pas été recherchée de maniere approfondie dans des échantillons
de stade précoce de cancérisation. Or, la découverte d’un marqueur pertinent d’une pathologie

nécessite qu’on le retrouve a des stades tres précoces de la pathologie.
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2.3. Les proprotéines convertases

Les différentes phases de I’acquisition du caractére cancéreux d’une cellule et de la
progression de celles-ci au de au travers de I’organisme sont régies par des protéines de
différents types qui permettent ces gains de fonction particuliers. La fonction de certaines de
ces protéines n’est possible que grace a une maturation moléculaire qui permet leur activation.
Les modifications post traductionnelles constituent en effet les dernieres étapes du vivant pour
I’activation moléculaire. En effet, la sous ou la sur-régulation d’un acteur moléculaire dans
une pathologie n’est rien sans que celui-Ci ne soit a un état actif. Cet état nécessite parfois

’action d’un effecteur enzymatique qui permet une conversion chimique appropriée.

2.3.1. Nature des proproteines convertases

Les proprotéines convertases sont des sérines protéases calcium dépendantes qui
permettent le clivage de proprotéines aprés les sites de clivage consensus R-X-K/R-R et les
séquences minimales RXXR.

Celles-ci sont encodéees par neuf genes dérivés des homoloques kexin chez la levure et
subtilisin chez la bactérie. Elles permettent le maintien de 1’homéostasie cellulaire via
I’activation de nombreuses protéines qui requiérent un clivage protéolytique avant leur action
(144). Parmi les 9 proproteines convertases connues, 8 appartiennent a la famille S8A des
protéases a sérine, selon la banque de données des peptidases, MEROPS (145). Elles ont en
commun cing domaines caractéristiques tels que le peptide signal a 1’extrémité N-terminale,
responsable de ’entrée de 1’enzyme dans la voie de sécrétion, un prodomaine qui est une
chaperonne intra moléculaire qui permet la conformation correcte de 1’enzyme mais permet
également une inhibition de celle-ci dans une forme inactive avant qu’elle n’atteigne le
compartiment cellulaire qui contiendra une concentration de calcium et un pH adéquats pour
son autocatalyse qui permettra son activation. Le domaine catalytique, conserve a hauteur de
50 a 70% entre les différentes PC possede une homologie avec les autres membres des PC et
contient la triade catalytique composée des acides aminés Asp, His et Ser, commune a toutes
les protéases a sérine qui permettent 1’interaction et le clivage de substrats composés d’acides

aminés basiques. Le domaine P joue un role important dans la stabilit¢é de 1’enzyme, la
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dépendance au calcium et au pH. Enfin la partie C-terminale varie pour chaque PC et a un
role dans leurs localisations cellulaires distinctes dans les voies de sécrétion (figure 22). Ce a
quoi s’ajoutent aussi comme éléments de régulation les disparités d’expression au sein des
différents organes. Différentes fonctions sont partagées entre les différents membres de cette
famille d’enzymes. Les enzymes furine, PC1/3, PC2, PACE4, PC4, PC5/6 sont impliquées
dans le clivage de précurseurs dans les voies de sécréetion régulée et constitutives (figure 23).
Le clivage par les PC résulte en I’activation et I’inactivation de composés clés.
L’identification des substrats spécifiques a chaque PC est cependant tres difficile en raison de
la forte homologie du domaine catalytique. En effet, il apparait qu’in vitro, beaucoup de
substrats peuvent étre clivés par plusieurs membres de cette famille d’enzymes. In vivo, la
specificité de ces enzymes pourrait étre plus importante si on considére la spécificité de
localisation de ces différents membres. L’évaluation de la spécificité de ces enzymes in vivo

est donc critique pour en déterminer la réelle fonction, dans un contexte biologique.

Furin

PC1/3
PC2
PACE4

PC4

PC5/6A

PC5/6B

PC7

PCSK9

SKI-1/81P

e 1
e 1
[ .
R 1
_ [ .
_ [ [N
||
]

1

|:| Signal peptide |:| RGD motif . Amphiphatic region
. Prodomain . Cys-rich domain . Ser/Thr rich domain
I:I Catalytic domain . Transmembrane domain . Cys/His rich domain
. P-domain . Cytoplasmic domain \L Prodomain cleaving site

Figure 22: Les différents types de proprotéines convertases et leurs domaines (146)
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Figure 23:Localisation intracellulaire des proprotéines convertases (146)

2.3.2. Implication des PC dans la progression tumorale et la malignité

Le cancer est un processus séquentiel qui consiste premiérement a 1’acquisition du
phénotype malin puis a la prolifération des cellules cancéreuses, a I’invasion des cellules dans
leur environnement anatomique et dans le réseau de circulation sanguine et lymphatique.
L’étape ultime de progression cancéreuse est la dissémination métastatique a distance d’une
tumeur provenant d’un site tumoral initial a la totalit¢ des organes de I’individu affecté.
Toutes ces étapes sont régulées par des acteurs moléculaires produits par la cellule cancéreuse
elle-méme ou par la population de cellules qui compose le micro environnement tumoral. Les
PC ont été associées au cancer depuis les années 1990. Dans un premiers temps, les PCs
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neuroendocriniennes telles que PC1 et PC2 ont été trouvées dans différents types de cancer
neuroendocriniens (147-149). Les PCs ubiquitaires sont elles aussi impliquees dans nombreux
de cancers non neuroendocriniens. PACE4, par exemple aurait un réle particulierement
important dans le cancer du sein (150), les cancers de la téte et du cou (151), et comme
démontré tres récemment, le cancer de la prostate (152). Furine et PC7 semblent également
étre surrégulées dans de nombreux cancers (150, 153, 154), et seraient associées a la
progression tumorale, entre autres fonctions qui seront décrites ci-dessous.

Les proprotéines convertases agissent pour la maturation d’un grand nombre d’acteurs
moléculaires de la pathologie, généralement a des étapes avancées de la progression de la
maladie. Parmi ceux-ci, nombre de facteurs de croissance traduits sous la forme de
proprotéines sont soumis a des maturations par les proprotéines convertases qui permettent
leur activation et leur action sur la croissance des cellules cancéreuses. Ceux-ci agissent
également pour le recrutement de vaisseaux sanguins requis pour 1’apport important de
nutriments et d’oxygéne aux cellules cancéreuses, qui ont leur activité métabolique largement

augmentée (155).

Dans les étapes ultérieures de progression de la maladie, la cellule cancéreuse requiert
tant6t la destruction de protéines membranaires, tantot leur fabrication pour les phases de
décrochage de celles-ci de I’environnement tumoral, tantdt leur ancrage a un nouveau site
histologique. De plus, des enzymes requis pour la dégradation de la matrice extra cellulaire et
la progression de la cellule dans I’environnement tissulaire pour leur implantation sont

sécrétées ou dirigées a la membrane cellulaire (156).
La figure 24 résume l’implication des différents substrats des PC aux différentes

étapes d’évolution des cellules cancéreuses. Dans cette figure, chaque fleche horizontale

pointe les protéines impliquées substrats des PCs.
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Figure 24: Mécanismes de la métastase et implication des différents substrats des proprotéines

convertases (156)

2.3.2.1. Substrats des PC dans le cancer

Bien que I’implication spécifique de chaque PC dans chaque type de cancer soit
encore peu claire, certains de leurs substrats sont associés a des évenements caractéristiques
des phénotypes cancéreux. Parmi ceux-ci, les métalloprotéases de la matrice (MMP,
MetalloProteinases), les facteurs de croissance, et les molécules d’adhésion cellulaire
contrblent respectivement la dégradation de la matrice extracellulaire, la croissance cellulaire,

et la migration (156).

Les métalloprotéases (MMP)

La destruction de la membrane basale et de la matrice extra cellulaire est associée a la
progression tumorale et a la métastase. La matrice extra cellulaire est une structure protéique
complexe composée de collagene, de protéoglycanes, de fibronectine, de vitronectine et de
laminines. Les protéinases sécrétées a partir des cellules malignes et stromales dégradent les

composants de la matrice afin de faciliter leur progression au sein du tissu héte. Avant de
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pouvoir étre active, la premiere étape menant a ce processus consiste a I’activation des
métalloprotéases par les différentes PCs aprés leur traduction. Parmi ces protéases, on
retrouve les MMPs, les MT-MMPs (Membrane Type MMP), les ADAMs (A Disintegrin And
Metalloproteinase), et ADAM-TS (A Disintegrin And Metalloproteinase with
Thrombospondin Motifs). Ces enzymes sont corrélés avec des événements de dissémination

métastatique et d’agressivité locale.

La stromélysine-3 est un membre de la famille des MMP. Cet enzyme serait activé par

la furine avant sécrétion dans I’environnement extracellulaire (157, 158).

Les MT-MMPs sont surexprimées dans une large variété de cancers, comme le cancer
du colon et du cerveau (159-161). Les MMPs permettent ’activation de proMMP2 en MMP-2
et augmentent I’invasion cellulaire in vitro et in vivo (162, 163). Cette derniére dégrade

notamment le collagéne des membranes basales.

Les adamalysines sont des meétalloprotéases dépendantes au zinc associées a la
membrane cellulaire elles aussi activées par les PCs. Elles permettent le clivage de facteurs de
croissance tels que le Transforming Growth Factor (TGF) alpha, I’Epithelial Growth Factor
(EGF), Katanin-like (KL-1) protein, Macrophage colony-stimulating factor 1 (CSF1), Fas
Ligand (Fas-L), et des récepteurs tels que Tumour Necrosis Factor receptor 1 (TNFR1),
TNFR2, p75 Nerve Growth Factor Receptor (NGFR), Interleukin 6 Receptor (IL6R),
Leukocyte common antigen-related receptor (LAR) (164, 165). Elles ont été associées a de

nombreux cancers tels que ceux du sein, de la prostate, du poumon, et du colon (166-168).

Les ADAMTS sont des membres de la famille des ADAMs, contenant des motifs de
type thrombospondin. 1l a été montré que les ADAMTS 2 et 4 et 11 clivent I’aggrecan a plus
de 5 sites, résultant en sa dégradation (166, 169, 170). Brain Enriched HyAluronan Binding

protein (BEHAB) est également clivé dans les gliomes, cancers hautement invasifs (171).
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Les molécules d’adhésion cellulaire

Les molécules d’adhésion cellulaire sont des protéines de surface cellulaire qui
contribuent aux interactions intercellulaires et entre les cellules et la matrice extra cellulaire.
Elles contrlent le trafic cellulaire, les migrations au travers des endothéliums et la
localisation de divers acteurs cellulaires lors de I’inflammation ou de la progression tumorale
(172). Les Cell Adhesion Molecules (CAMs) sont classées dans trois catégories: les

immunoglobulines, les intégrines et les sélectines.

Les immunoglobulines sont composées des Intercellular Cell Adhesion Molecules
(ICAMs) 1, 2 et 3 des Vascular Cell Adhesion Molecules (VCAMSs) et des Mucosal
Addressin Cell Adhesion Molecules (MadCAMs). Elles sont induites par divers facteurs de
croissance et cytokines tels que les interférons gamma, I’interleukine 1, le Tumor Necrosis
Factor (TNF) alpha, IGF1 et les endothélines qui sont tous des substrats des PCs (173-179).

Les intégrines sont impliquées dans progression tumorale et métastatique (180, 181).
Ce sont des récepteurs hétérodimériques alpha-béta qui lient des ligands tels que les ICAM et
VCAM et divers éléments de la matrice extracellulaire. Les domaines extracellulaires des
sous unités sont requis pour la fixation des ligands. Alors que la partie cytoplasmique interagit
avec le cytosquelette et induit des changements dans la forme de la cellule, sa mobilité et
permet la transduction des signaux de croissance et de survie cellulaires (182, 183). De plus, il
a été démontré que I’activation des intégrines pourraient médier 1’activit¢ des MMPs et de
I’urokinase de nombreuses cellules tumorales, telles que dans les mélanomes et le cancer du
colon (184-186).

Les selectines comprennent les L- et P- et E selectines et sont impliquées dans
I’adhésion des leucocites a I’endothélium. Celle-ci est initiée par de faibles interactions qui
induisent un mouvement de roulement (« rolling ») sur la surface endothéliale. Ce mécanisme
est utilisé par les cellules cancéreuses pour leur dissémination par I’intermédiaire du réseau
circulatoire (172, 187-189). Les selectines lient alors différents types de glycanes, de

glycoprotéines, de glycolipides, de protéoglycans ou de tetrasaccharides sialyl-Lewis (190).
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Les facteurs de croissance et leurs récepteurs

La croissance des cellules cancéreuses et de leurs métastases nécessite des signaux
spécifiques générés par la présence de facteurs de croissance dans 1’environnement tumoral.
Ces facteurs permettent I’entrée et la progression dans le cycle cellulaire des cellules. Il en
existe de deux catégories : les facteurs de compétence qui permettent 1’entrée dans la phase
G1 du cycle cellulaire et les facteurs de progression qui promeuvent la division cellulaire
(191-194). Beaucoup de ces facteurs sont traduits sous forme de proprotéines et sont clives
par des enzymes de la famille des PCs pour leur activation. Cette activation est liée a une
augmentation de la croissance tumorale. Les facteurs clivés par les PCs incluent I’'IGF-1, les
endothélines, le Nerve Growth Factor (NGF), la Parathyroid hormone (PTH) et le TGF-béta
(195) (193, 196-199). Les facteurs de croissance fonctionnent en général par I’activation du
récepteur a tyrosine kinases qui transmettent le signal vers 1’intracellulaire (193). L’activation
du récepteur a travers la liaison des ligands induit généralement la dimérisation du dit
récepteur et 1’autophosphorylation des monomeres impliqués, ce qui va permettre

I’association de protéines impliquées dans la signalisation cellulaire (193, 200).

2.3.2.2. Implication des PC dans le cancer de I'ovaire

Dans le modele de cancer abordé lors de mon doctorat, I’implication des différentes
proprotéines convertases n’est pas clairement €lucidée. L’équipe de Bassi a proposé en 2007
que I’expression de furine était largement augmentée dans les tissus de cancer de I’ovaire
épithéliaux, contrairement a PACE4 dont la quantité était diminuée. Cependant, cette étude ne
tenait pas compte de certains parameétres importants tels que la survie aprés 5 ans de la
patiente dont le tissu éte analysé (154). En effet, il a méme été montré dans cette méme étude
que le taux de PACE4 et PC7 était bien plus important dans les tissus des patientes qui

avaient un taux de survie au-dela de cing ans important (figure 25).
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Figure 25: Expression de différentes PC dans le cancer de 1’ovaire, pour des survies des patientes

supérieures ou inférieures a 5 ans (154).

Le niveau d’agressivité de la cellule cancéreuse pourrait alors étre 1i¢ a I’implication
d’une balance de différentes PC. Certaines convertases pourraient alors prendre le relai sur
d’autres a différentes étapes de la progression de la maladie. Les convertases d’importance
majeure pour la création d’inhibiteurs thérapeutiques seraient alors celles dont I’expression est
augmentée lors des phases précoces de la maladie, alors qu’un traitement est encore possible.
La méme observation étaient a déplorer dans 1’é¢tude de 1’équipe de Nachtigal et coll. en 2002
qui démontrait 1’existence d’un mécanisme de régulation épigénétique de la PC PACE4,
conduisant a sa sous régulation, dans des cultures primaires de cellules cancéreuse provenant
de I’ascite de patientes, et de certaines lignées cellulaires stables (201). Un effort important de
la part de la communauté scientifique serait alors nécessaire pour la détermination du réle
pondéré de chaque PC dans différentes lignées de cancer de 1’ovaire, a corréler avec des
données in vivo. Pour des analyses sur tissus provenant de patientes, il est également trés
important d’obtenir les renseignements nécessaires concernant la progression de sa maladie.
Des cibles des enzymes précoces de la maladie seraient alors hautement pertinentes pour

I’élaboration de traitements médicamenteux.

97

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Les objectifs de mon doctorat ont été établis autour de deux axes de recherche.

- Le premier a été de montrer en quoi ’imagerie et plus particuliérement le profiling
MALDI peuvent étre utiles a la recherche de marqueurs d’intéréts et a la définition de
signatures moléculaires des différents stades de la pathologie. Nous verrons également
comment ’analyse moléculaire peut étre au service de problématiques purement
cliniques. La méthode d’analyse MALDI directe sur tissu est encore une technique
jeune qui nécessite une adaptation a la problématique recherchée. Une tres grande
partie du manuscrit présenté ici consiste a la description détaillée de 1’élaboration de
développements pour 1’amélioration de la technique et leur utilisation dans des buts

spécifiques liés a la recherche de biomarqueurs du cancer de ’ovaire.

- La deuxieme partic du manuscrit consiste a la détermination de I’implication des
proprotéines convertases dans le cancer de 1’ovaire. Ces enzymes sont des marqueurs
fonctionnels maintenant bien connus de différents types de néoplasies. Cependant, la
balance d’action des différentes convertases est a ce jour largement méconnue dans le
contexte complexe de la progression du cancer de I’ovaire. Le but de cette deuxiéme
partie aura été d’utiliser une stratégie novatrice de génération de lignées cellulaires
knock-down pour chacune des PCs endogenes séparément pour la détermination de

leurs fonctions spécifiques dans le cancer de I’ovaire.
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Chapitre 3 : Résultats
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Partie 1 : Développement de méthodes pour I’extraction de

protéines de hautes masses moléculaires sur tissu
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Objectif 1 :

La premiére question a laquelle nous voulions répondre était celle de la pertinence de
la technologie d’analyse sur tissu pour 1’étude des protéines ayant une masse supérieure a
30kDa. En effet, il fallait repousser les limites de la technique qui buttait au niveau de la
détection de protéines supérieures a 30 kDa lors des analyses classiques. Un parallele avec les
analyses protéomiques en gel 2D était important pour la comparaison entre ces deux
technologies en vue d’avoir une vision plus globale du protéome. Dans ce contexte, nous
avons développé dans un premier temps des stratégies permettant 1’accés a ces protéines de

hautes masses.

Publications 1 & 2 :

Frank J., Longuespée R., Wisztorski M., Van Remoortere A., Van Zeijl R., McDonnell L.,
Salzet M., Fournier I. MALDI mass spectrometry imaging of proteins exceeding 30 000 Da.
Med Sci Monit. (2010 ) 16(9):BR293-9.

Van Remoortere A, van Zeijl RJ, van den Oever N, Franck J, Longuespée R, Wisztorski M,

Salzet M, Deelder AM, Fournier I, McDonnell LA. MALDI imaging and profiling MS of
higher mass proteins from tissue. J Am Soc Mass Spectrom. (2010) 21(11):1922-9
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La détection de certaines classes de molecules dépend de maniére importante du solvant
utilisé par la solubilisation de la matrice qui est déposée sur la coupe de tissu analysée. Afin
d’atteindre le but de 1’analyse, un choix pertinent de la solution de matrice ainsi que des
adaptations particuliéres doivent étre réalisées afin d’accéder a la gamme de masse d’intéret.
Dans la gamme de masse des protéines, le dépbt classique de matrice ne permet pas de
détecter sur une coupe des protéines ayant une masse supérieure a 30kDa. Or, de nombreuses
protéines d’intéréts comme les protéines membranaires ou les récepteurs ont des masses bien
supérieures. En protéomique classique, il est possible de détecter des protéines hydrophobes
ou membranaires via le développement de certaines procédures utilisant soit des solvants
hydrophobes pour I’analyse directe sur coupe (202) soit du Triton X-100 comme détergent
(203) ont eté réalisées. De plus, il a clairement été démontré que 1’analyse directe sur coupe
permet la détection de différentes classes de protéines suivant les propriétés de la solution
contenant la matrice qui est déposée sur la coupe. Dans ce contexte, de nouvelles procédures
ont donc été développées afin de faciliter I’extraction de protéines hydrophobes directement

sur coupe de tissu.

L’objectif des développements présentés dans ce chapitre était d’élaborer différents
protocoles de traitement des tissus afin de permettre 1’analyse des protéines de hautes masses
moléculaires en imagerie MALDI. Le travail réalisé a consisté a permettre une extraction
sélective des protéines les plus hydrophobes ainsi que leur meilleure intégration dans le cristal
d’acide sinapinique. Plusieurs protocoles ont été¢ mis au point pour permettre I’analyse directe
de protéines de masses moléculaires supérieures a 50 kDa. Différentes étapes pour la
préparation de 1’échantillon ont été appliquées aux tissus. L’application de dépdts successifs
de matrice a différents volumes et différentes concentrations sont testés afin d’obtenir un
rapport signal/bruit optimal pour les protéines habituellement détectées en analyse directe
avec un dépot a la pipette. Enfin, des traitements spécifiques avec des solutions d’acides ou de
composés aux propriétés chaotropes ont aussi été testés et répétés pour permettre la
dénaturation des protéines visant a permettre leur meilleure incorporation dans les cristaux
d’acide sinapinique. Des solvants apolaires ont également été utilisés pour ’extraction des
protéines les plus hydrophobes (94). La premiére image du « protéome de haute masse
moléculaire » a été réalisée grace a I’utilisation du détecteur CovalX (204). Cet appareil est

congu pour la détection de complexes non covalents de hautes masses moléculaires,
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difficilement analysables avec les détecteurs de types Micro Channel Plate (MCP), équipant
classiquement les spectrométres MALDI/TOF ou TOF/TOF.
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3.1. 1. Extraction des protéines des hautes masses moléculaires sur coupe

3.1.1.1. Optimisation du dépét de la matrice

L’acide sinapinique (SA) est historiquement la matrice la mieux adaptée pour la
désorption/ionisation des composés de haut poids moléculaires (205). Contrairement a
I’analyse classique de mélange de composés sur plaque, I’analyse directe de tissu demande en
premier lieu une bonne extraction des molécules en plus d’une bonne incorporation de celles
ci dans les cristaux de matrice. Afin d’améliorer ces paramétres, et d’étudier ’effet de la
quantité de matrice (206) et du volume de solvant déposés, différentes concentrations de
matrice dans différents mélanges ont été testées pour I’analyse directe de coupes de cerveaux
de rat. Les résultats montrent (figure 26) qu’une solution classique de SA déposée sur une
coupe (figure 26a), permet d’obtenir un signal, mais avec des pics de faible intensité et peu
de signaux pour une gamme de masse supérieure a m/z 20 000. Lorsqu’une deuxiéme couche
de cette méme solution est déposée aprés séchage complet de la premiere, le spectre obtenu
(figure 26b) présente des pics de plus forte intensité et en plus grand nombre. De nombreux
pics sont également détectables au dessus de m/z 20 000. Néanmoins ce type de dépodt reste
difficilement compatible pour I’imagerie MALDI. Pour étudier si la concentration de SA avait
un impact sur le signal obtenu, des tests ont été réalisé en déposant une solution deux fois plus
concentrée que la normale (figure 26c¢). Les spectres obtenus montrent un profil similaire a
celui obtenu avec les deux couches de matrices (figure 26b) avec de nombreux pics obtenus
au dessus de m/z 20 000. Enfin pour Vvérifier si le signal obtenu est dépendant de la quantité
finale de matrice déposée ou du volume de solution déposée, une solution concentrée a
20mg/ml de SA a également été utilisée mais en déposant un volume deux fois plus important
pour recouvrir la coupe (figure 26d). Dans ce cas, les pics obtenus présentent le méme
rapport signal/bruit, le méme nombre de pics et la méme intensité que ceux obtenus avec un
volume moins important mais une concentration de SA plus importante.

Ces expériences permettent de montrer que la qualité des spectres obtenus dépend de
la quantité finale de matrice déposée plus que du volume de solution utilisée pour recouvrir la

coupe, du moins lorsque celui-ci excede 10uL. Pour la suite des expériences d’analyse
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directe, la concentration de la matrice est donc fixée a 40 mg/mL pour des dépdts de 10uL de

matrice.
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Figure 26 : Spectres de masse obtenus a partir d’analyses directes de coupes de cerveaux de rat sur
lesquelles ont été déposé, a) 10uL de SA a 20mg/mL ; b) 2 x 10uL de SA a 20mg/mL ; ¢) 10uL de SA

a 40mg/mL ; d) 20uL de SA a 20 mg/mL

3.1.1.2 Utilisation de Chaotropes

La suite des expériences eut pour but de trouver un protocole permettant d’améliorer

la détection des ions de m/z supérieurs a 20 000. Dans cette perspective, les premiéres

manipulations ont été inspirées par les protocoles couramment utilisées en analyses

protéomiques classiques, comme [’utilisation de chaotropes. En effet la solubilisation des

protéines se trouve améliorée en rompant les interactions inter et intramolécules. Ces

interactions sont majoritairement de types non covalentes comme les liaisons ioniques,

hydrogénes ou les interactions hydrophobes. Pour rompre ces liaisons, 1’urée peut étre utilisée

(207, 208). Des tests avec des dépdts d’urée ont donc été entrepris pour étudier I’effet sur

I’extraction des protéines sur coupes. Le traitement de la coupe a 1’urée ne peut se faire qu’a
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une concentration de 1M, car les cristaux obtenus quand l'urée est déposée a une
concentration de 8M sont trop épais et provoquent une suppression d’ions et un bruit de fond
importants au niveau du signal. Pour analyser une coupe apres le dépot d’une solution d’urée
1 molaire (1M), un dépo6t de deux couches de solution d’acide sinapinique est nécessaire,
I’urée génant la formation de cristaux de matrice lors d’un unique dépdt de matrice. La figure
27 présente les résultats d’une comparaison entre une coupe sans (figure 27a) ou apres dépot
d’urée (figure 27b). Le spectre obtenu apres traitement montre des signaux de plus grande
intensité et en plus grand nombre pour des masses supérieures a m/z 20 000. Des pics sont
détectables jusqu’a m/z 50 000 alors qu’en absence de traitement, peu de signaux sont
détectables au dessus de m/z 35 000.

Néanmoins, ce traitement n’est pas applicable a I’analyse d’une coupe par imagerie
MALDI car le signal obtenu n’est pas homogeéne sur toute la surface de la coupe et que le
traitement est difficilement répétable. De plus aucune méthode de dép6t automatique utilisee
pour la préparation de la coupe en imagerie MALDI ne permet de supporter une telle
concentration d’urée.

Cependant, les résultats obtenus avec ce protocole permettent d’en déduire que
’extraction des protéines est améliorée lorsque que celles-ci sont dénaturées, sans doute gréace
a une meilleure incorporation dans les cristaux de matrice. Un moyen doit donc étre trouvé
pour permettre la dénaturation des protéines, cette fois-ci avec un composé compatible avec

I’analyse en spectrométrie de masse et en particulier ’imagerie MALDI.
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Figure 27 : Analyses directes MALDI de coupes de cerveau de rat non traitées (a), ou traitées par un
dépot de 10pL d’urée 1M dans ’eau (b)

3.1.1.3. Utilisation de solutions acides

Une autre stratégie pour la dénaturation des protéines est la création de protonations
sur les groupements basiques des protéines contenues dans la coupe, induisant des répulsions
de charges au sein de celles ci pour permettre la rupture des liaisons interproteines et une
meilleure intégration dans le cristal de matrice. Dans cette optique, différents protocoles

utilisant I’acide trifluoroacétique (TFA) sont utilisés pour le traitement des coupes de tissu.

Dépot de TEA 10%

Dans un premier temps, une solution de TFA 10% est déposée sur la coupe pour
permettre la dénaturation des protéines. Des expériences avec des concentrations supérieures
de TFA montrent que I’utilisation de solutions plus acides détruit la coupe et rend 1’analyse

impossible. La figure 28 montre les résultats obtenus pour I’analyse directe d’une coupe non
107

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

traitée avec ce dép6t (figure 28a) par rapport a une coupe traitée (figure 28b). De nombreux
pics pour des m/z supérieurs a 20 000 apparaissent pour les coupes aprées traitement. Une
observation est cependant faite : 1’intensité des pics dans les faibles m/z reste élevée, une
suppression des ions pour les protéines de hauts poids moléculaires peut étre induite par

I’abondance des ions relatifs aux peptides.

Bains des coupes de tissu dans le TFA 10%

Les peptides sont des composés relativement polaires, miscibles dans des solutions
aqueuses. Le but de faire des lavages par bains des coupes de tissus est de s’affranchir du
phénomene de suppression d’ions (209) provoquée par I’abondance des peptides présents sur
la coupe en les solubilisant dans la solution de TFA 10%. La figure 28c nous montre les
résultats obtenus aprés avoir plongé la coupe dans un bain de TFA 10%. De nouveaux pics
apparaissent au dessus de m/z 20 000 avec notamment des pics a m/z 50 000. Les pics
précédemment observés aprés un dépdt pipette de TFA 10% sont également présents et
apparaissent avec une intensité plus élevée.

Ces tests sont réalisés plusieurs fois mais cette méthode apparait peu reproductible
pour I’extraction de protéines de hauts poids moléculaires. De plus, elle présente un risque
potentiel de délocalisation des protéines extraites au sein du tissu, ce qui empéche son
utilisation pour I’imagerie MALDI.

Enfin, les groupements apolaires des protéines sont difficilement exposés dans 1’eau
qui va limiter leur dénaturation. Un procédé de traitement des coupes au TFA doit étre utilisé,
qui ne nécessiterait pas le contact du tissu avec ce solvant et puissent permettre une extraction
des protéines de hautes masses moléculaires malgré la suppression d’ion provoqué par

I’abondance des peptides.

Exposition des coupes de tissu aux vapeurs de TFA 10%

Les fluors présents sur les molécules de TFA font que ce composé est tres volatile.
L’exposition des coupes a des vapeurs de TFA permettent de traiter ce tissu avec ce composé
sans le mettre en contact avec 1’eau de la solution. Ce procédé permet de s’affranchir du

risque de délocalisation des protéines provoqué par un traitement du tissu par un bain de TFA
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10%. Des coupes de tissu sont exposées a des vapeurs de TFA 10% pendant 15 a 20 minutes.
La encore, des essais sont realisés avec des solutions plus acides. Celles-ci détruisent la coupe
rapidement et rendent impossible la préparation du tissu pour I’imagerie. L’eau, permettant de
réaliser la solution, freine la volatilité du TFA et la destruction du tissu qui en résulte. Un
dépdt de SA a 40mg/mL est réalisé sur la coupe juste apres traitement de la coupe aux vapeurs
de TFA 10%. Une observation est alors faite : la goutte de SA 40 mg/mL est difficile a étaler
sur la surface de la coupe. L’environnement du tissu, apres traitement de la coupe aux vapeurs
de TFA est donc plus hydrophobe que le mélange ACN/TFA0.1% 7:3 v: v. Cette
observation confirme 1’action attendue du TFA sur le tissu, i.e. I’exposition des groupements
apolaires des protéines, donc leur dénaturation.

Les spectres obtenus aprés analyse directe sont présentés sur la figure 28d. Les pics
jusqu’a environ m/z 50 000 sont présents sur ce spectre en plus grande intensité qu’avec les
traitements impliquant le contact de 1’eau avec le tissu. La manipulation est répétée plusieurs
fois mais le procédé apparait peu reproductible. La solution aqueuse utilisée pour la
solubilisation de la matrice, peu propice au maintien de 1’exposition des groupements
apolaires des protéines est probablement responsable du passage de la protéine d’un état

dénaturé a une conformation repliée.

L’utilisation d’un solvant permettant le maintien des protéines dans leur état dénaturé

serait essentiel apres le traitement du tissu par le TFA 10%.
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Figure 28: Spectres de masse obtenus a partir d’analyses directes de coupes non traitées (a), traitées

par un dép6t de 10uL de TFA 10% (b) par un bain de TFA 10% (c), et par I’exposition a des vapeurs
de TFA 10% pendant 15 minutes(d).

Afin de vérifier que la méthode n’entraine pas une délocalisation des protéines au sein

de la coupe, des spots de SA

sont déposés grace a un systeme de microdépdt (microspotting)

automatique (CHIP-1000) sur une surface chevauchant le tissu et la lame. Les spectres

obtenus pour 1’analyse des spots déposés sur le tissu et sur la lame sont présentés figure 29.

Un signal n’est obtenu que pour les spots déposés sur la coupe et non pour ceux déposés sur la

lame, a la limite du tissu. Cette information indique qu’il n’y a pas de délocalisation et que ce

procédé peut étre utilisé pour la préparation des coupes a 1’imagerie des protéines de hautes

masses moléculaires sans risq
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Figure 29: Coupe de cerveau de rat traitée aux vapeurs de TFA 10% et spotté de SA 10mg/mL. Les

spots analysés sont marqués de fléches rouges et les lettres(a). Spectres de masse obtenus pour
I’analyse des spots b(b) et c(c)

3.1.1.4. Utilisation de solvants apolaires pour l'extraction de protéines de hautes

masses moléculaires

Utilisation du TriFluoroEthanol TFE

Pour la préparation des échantillons en protéomique, une alternative a 1’utilisation de
chaotropes et de surfactants pour la solubilisation des protéines peut étre I’utilisation de
solvants apolaires. Ces solvants créent un environnement favorable a la dénaturation des
protéines et a leur séparation les unes des autres (210-214).

Le TFE fait partie de ces solvants. Il est utilisé pour la solubilisation de protéines
hydrophobes dans divers protocoles d’extraction de protéines. Des études montrent que les
molécules de TFE se regroupent pour interagir avec les régions hydrophobes locales des

protéines en rompant les structures d’eau environnant ces groupes, pour constituer un solvant
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idéal pour I’association de chaines latérales hydrophobes proches les unes des autres. Cette
association des chaines latérales hydrophobes entre elles permet de maintenir les
conformations secondaires au sein des protéines mais de rompre les conformations tertiaires
de celles-ci en entrainant une dénaturation globale des protéines (215-217).

10 pL de TFE sont déposes sur la coupe de tissu apres que celle-ci ai été traitée par des
vapeurs de TFA10%. La solution de matrice est ensuite déposée sur la coupe. La figure 30
montre le spectre obtenu avec ce protocole (figure 30b), comparé a celui sans utilisation de
TFE (figure 30a). Les profils de pics sont similaires pour les deux protocoles, I’extraction des

protéines de hautes masses moléculaires est donc comparable dans les deux cas.
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Figure 30: Spectres de masse obtenus pour 1’analyse directe de coupes traitées par exposition aux
vapeurs de TFA 10%(a); traitées par exposition aux vapeurs de TFA 10%, dép6t de TFE, dépdt de SA
40mg/mL dans ACN/TFAQ.1% 7:3(b)

Néanmoins 1’extraction des protéines de hautes masses moléculaires apparait trés
aléatoire avec 1’utilisation de ce protocole. Il a été démontré que I’action du TFE sur la
conformation des protéines était hautement dépendante de la température (215) . Ce facteur,

difficilement contrélable dans notre cas pourrait limiter I’action du TFE et favoriser un retour
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a la conformation normale des protéines lors de I’application de la matrice solubilisée dans
une solution aqueuse. Un moyen d’éviter ce phénoméne serait de réaliser simultanément
I’exposition des groupements apolaires de la protéine au solvant et la co-cristallisation des
composés avec la matrice. La matrice SA n’étant pas miscible dans le TFE, un autre solvant
doit étre utilisé pour permettre 1’incorporation dans le cristal de matrice des protéines
dénaturés dans le TFE. L’¢éthanol, plus apolaire que I’eau et miscible dans le TFE, est utilis¢
pour la solubilisation de SA pour permettre 1’incorporation des protéines dépliées et solvatées
par le TFE. Une premiere couche de SA EtOH a 20mg/mL est donc déposee puis une
deuxieme couche de SA ACN/TFA a 40 mg/mL pour obtenir une cristallisation optimale de la
matrice. La figure 31 montre le spectre obtenu pour I’analyse directe des coupes apres
traitement avec ce protocole, celui-ci permet 1’obtention en analyse directe de pics de m/z
supérieures a 20 000, jusqu’a environ 50 000. L’intensité des pics observés entre m/z 20 000
et 30 000 est supérieure avec le dépdt de la couche de SA dans EtOH. L’éthanol étant un
solvant apolaire permettant tant le piégeage de protéines solvatées par le TFE, ces protéines
préférentiellement extraites doivent étre de nature trés hydrophobe.
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Figure 31: Spectres de masse obtenus pour 1’analyse directe de coupes traitées par exposition aux

vapeurs de TFA 10%, dépbt de TFE, dépdt de SA EtOH 20mg/mL puis SA 40mg/mL dans

ACN/TFA0.1% 7 :3
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La méthode est répétée plusieurs fois, et s’aveére reproductible. Ce procédé présente
I’avantage de pouvoir étre adapté a I’imagerie MALDI en limitant les risques de
délocalisation des protéines extraites. La température d’exposition des coupes au TFA 10%

doit cependant étre contrdlée pour obtenir une reproductibilité parfaite de la méthode.

Utilisation de HEIP

La cocristalisation de I’analyte avec la matrice s’avere étre un élément important pour
leur extraction. L’Hexafluoroisopropanol (1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol, HFIP) est un
solvant utilisé pour la solubilisation de protéines membranaires entieres (IMP, Integral
Membrane Proteins) (218). Son action sur la dénaturation des protéines est du méme type que
celui du TFE (215). Ce solvant a recemment été utilisé en imagerie MALDI, pour la détection
de protéines dans la cornée de 1’ceil, telle que 1’aquaporine (219). L’acide sinapinique est
totalement miscible avec le HFIP. Ce solvant a donc été utilisé pour la solubilisation de
I’acide sinapinique pour I’extraction et la cocristalisation de protéines hydrophobes. La
premiere stratégie utilisée consiste en un premier dépdt d’une couche d’acide sinapinique
20mg/mL solubilisé dans le HFIP afin d’extraire et en partie d’incorporer les protéines les
plus hydrophobes, puis d’une couche de SA 40mg/mL dans ACN/TFAO0.1% 7 :3 v:v afin
d’incorporer les protéines extraites dans les cristaux de matrices. En effet, le HFIP n’est pas
un solvant permettant une cristallisation de I’acide sinapinique et une désorption des protéines
optimales. De plus un bruit de fond important est généré lorsque l’analyse directe est
effectuée sans ajouter une couche de matrice dissoute dans un mélange de solvants classique
ACN/TFA0.1% 7 :3 v:v.

La seconde stratégie consiste en un premier depot de SA ACN/TFA a 40mg/mL afin
de piéger les peptides et les protéines les plus polaires avant 1’extraction. Puis I’incorporation
des protéines les plus hydrophobes se fait par un dépot d’une solution de SA HFIP 20mg/mL
suivi d’un dépot de matrice SA ACN a 40mg/mL. La figure 32 montre les spectres obtenus
par analyse directe MALDI des coupes aprés chacune de ces stratégies. Les spectres montrent
les pics obtenus en fonction de la présence (figure 32a) ou I’absence (figure 32b) d’une
premiere couche d’acide sinapinique. Les profils sont semblables entre les deux méthodes

avec quelques légeres différences. Certaines protéines semblent mieux extraites et d’autres
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moins en I’absence d’une premiére couche d’acide sinapinique. Sur la figure 32b, les pics
correspondant a des m/z compris entre 20 000 et 30 000 sont plus nombreux et possédent une
plus grande intensité. Cette observation a également ¢té faite lorsqu’une couche de SA dans
EtOH est utilisée pour la cristallisation des protéines les plus hydrophobes solvatées par le
TFE (figure 32). Il est possible que I’incorporation des protéines dans la seconde couche de
matrice dissoute dans le HFIP soit différente en fonction de 1’utilisation ou non d’une
premiere couche de SA dans le mélange ACN/TFAO0.1% pour le piégeage des protéines les
plus hydrophiles. Dans le cas ou seules deux couches de matrice sont déposées (premiere
stratégie), I’acide sinapinique pourrait piéger les protéines de hautes masses moléculaires les
plus hydrophobes extraites en méme temps que leur extraction par HFIP. Les protéines
préférentiellement extraites avec la premiére stratégie seraient plus hydrophobes que celles

extraites avec la seconde.
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Figure 32: Spectres de masse obtenus pour I’analyse directe de coupes traitées par trois couches de
matrice : SA 40mg/mL ACN/TFA0.1%7 :3, SA HFIP, SA 40mg/mL ACN/TFAO0.1% 7 :3 (a), et deux
couches de matrice : SA HFIP, SA 40mg/mL ACN/TFAO0.1% 7 :3 (b).
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Application de la méthode a des échantillons de cancer de ’ovaire.

La procédure d’extraction de protéines de hautes masses moléculaires a pu étre
appliquée a des échantillons tissulaires du cancer de 1’ovaire. Les résultats sont présentés dans

’article ci-joint (article 1) ainsi que I’ensemble des résultats sous forme de spectres bruts.

En conclusion, 1’analyse des hautes masses peut étre réalisée de facon consécutive
avec celles des peptides. En effet, il est tout a fait possible de réaliser 1’analyse des composés
de basses masses dans un premier temps puis celle des hautes masses apres avoir réealise le
traitement au TFE ou au HFIP pour avoir accés aux protéines de hautes masses. De plus,
comme mentionné dans 1’article, les protéines détectées dans le cancer de ’ovaire par cette
technologie semblent tres proches de celles trouvées en gels 2D-PAGE mais tout en gardant la

localisation de celles-ci dans le tissu.

Pour vérifier cette hypothése, des études en gel 2D-PAGE des protéines extraites par
HFIP ont été realisées et celles-ci ont été analysées de facon classique i.e. par digestion sur
gel, puis analyse par MALDI TOF, pour une identification en mode MS par empreinte
peptidique et validation en mode MS/MS. Dans ce contexte, des protéines connues pour étre
impliquées dans le cancer de I’ovaire ont ét¢ mise en évidence comme 1’annexin AS5. Cela
montre donc la complémentarité entre les techniques et ’apport de I’analyse sur coupes par
rapport a une extraction d’un organe entier. La localisation précise de la zone tumorale en
MSI apres PCA et clustering suivi d’une procédure d’analyse des protéines de hautes masses
permet de conserver la localisation spatiale des proteines identifiées et donc de les corréler

avec la pathologie. Ces resultats sont présentés dans la partie suivante du manuscrit.
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3.1.2. Combinaison du profiling de protéines de hautes masses moléculaires sur
coupes de tissus avec D’approche d’électrophorese bidimentionelle pour

P’identification

L’utilisation du HFIP comme solvant de solubilisation de la matrice présente 1’ultime
avantage de permettre 1’analyse d’une gamme de masse de protéines plus large, de hautes
masses moléculaires sur coupes de tissu. A ce jour, aucun autre solvant de solubilisation de la
matrice ne permettait d’extraire les composés d’un rapport masse/charge supérieur a 30000.
Désormais, en combinaison avec 1’utilisation de détecteurs de hautes masses moléculaires, il
est possible d’accéder a la composition tissulaire de protéines de m/z jusqu’a 100KDa.
Cependant, il est toujours impossible de procéder a I’identification de ces protéines. En effet,
I’analyse TOF ne permet pas la fragmentation pour la caractérisation des protéines dans leur
état natif. Arrivé & ce niveau d’investigation, 1’objectif a donc été de combiner d’autres
approches protéomiques pour permettre 1’identification des protéines de hautes masses

moléculaires en paralléle & leur détection sur coupes de tissus.

Il a été nécessaire de procéder a la decomplexification de 1’échantillon protéique. Il
existe plusieurs méthodes pour la séparation de protéines de hautes masses moléculaires. Les
approches d’HPLC nécessitent des colonnes a courtes chaines carbonées, ne permettant
qu'une faible rétention des protéines, pour une meilleure élution de celles les plus
hydrophobes, soit les protéines de plus hautes masses moléculaires. Ces colonnes permettent
malheureusement rarement une élution de protéines de masses moléculaires supérieures a
50kDa (220). Des développements ont récemment permis [’analyse de protéines
membranaires solubilisées dans des détergents mais ne permettent pas 1’utilisation de solvants

hydrophobes d’intérét pour une utilisation pour profiling sur coupes de tissu (221).

L’approche qui apparait alors la plus adaptée a la séparation des protéines de hautes
masses moléculaires apparait alors étre 1’¢lectrophorése bidimentionelle. En effet, les
méthodes en gel permettent une séparation de protéines allant jusqu’a 200 kDa. De plus, des
développements de cette approche permettent la séparation des protéines uniquement en
fonction de leur masse moléculaire. Ces méthodes consistent a la production de gels
bidimensionnels diagonaux. Une premiére dimension va consister a la séparation des

protéines avec un premier détergent et la seconde dimension avec une deuxiéme. La
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différence des propriétés électrophorétiques de ces détergents permettra d’obtenir une
distribution des protéines sur la diagonale du gel. Il a été démontré que la combinaison des
détergent CTAB et SDS permet la meilleure répartition des protéines par rapport a d’autres

combinaisons (222).

L’objectif des travaux suivants a donc été de tirer profit de ces derniers
développements afin d’améliorer notre compréhension de I’action du solvant HFIP sur la
solubilisation des protéines. La méthode d’extraction sur coupe fonctionnant pour des tissus

de cancer de I’ovaire, nous avons décid¢ d’appliquer cette méthode directement a ce modele.

Cette combinaison a donc été utilisée pour comparer les capacités d’extraction des
différents solvants et mélanges de solvants utilisés pour les expériences de profiling par
spectrométrie de masse sur tissu. Pour comparer les différentes capacités d’extractions des
solvants, un nombre égal de coupes alternatives d’un tissu a été récolté et séparé en deux

échantillons.

Deux conditions d’extraction ont alors ¢ét¢ comparées. La premiére consiste a
I’application du mélange de solvants ACN/TFA 0.1% 7 :3, utilisé comme mélange classique
pour la solubilisation de la matrice et I’extraction des protéines lors d’acquisition d’images
MALDI classiques.

Le deuxieme échantillon est soumis a une solubilisation des protéines avec le solvant
HFIP, utilisé pour le profiling de protéines de hautes masses moléculaires sur coupes de

tissus.

Pour chacun des échantillons, un gel 2D a été réalisé séparément. En utilisant
I’approche de gel en diagonal, une large quantité de protéines de hautes masses moléculaires
peut étre séparée si celles-ci sont présentes dans 1’échantillon. Le résultat de la séparation des

protéines dans chacune des conditions est présenté dans la figure 33.
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4 " . e

Figure 33: Résultats de séparations en électropherése bidimentionelle des protéines extraites avec un
mélange ACN/TFA0.1% 7 :3 (a) et avec le solvant HFIP (b)
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Ces résultats prouvent sans équivoque que le pouvoir d’extraction de HFIP par rapport
a un mélange de solvants classique est bien supérieur. On démontre également par ce biais
que les protéines d’un tissu peuvent tout d’abord étre pré solubilisées avant une séparation par
electrophorese bidimentionnelle dans des solutions de détergents. Ce solvant est donc

complétement compatible pour diverses approches protéomiques.

Afin de définitivement prouver que la combinaison des méthodes était efficace pour
une identification des protéines de hautes masses moléculaires, la digestion des spots obtenus
aprés separation des protéines présolubilisées dans le HFIP a été réalisée. Les protéines

identifiées dans a chaque position dans le gel sont présentées dans la figure 34.
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Figure 34: Identification des protéines présolubilisées dans le solvant HFIP. Les protéines

correspondant a des biomarqueurs du cancer de 1’ovaire référencés sont encadrées en rouge.

La figure 34 montre que la majeure partie des protéines identifiées dans le gel sont des

protéines majoritaires. Cependant, certaines protéines identifiées sont des protéines
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réferencées comme étant des biomarqueurs du cancer de ’ovaire. Dans le tableau 3 sont

reportées les principales fonctions des biomarqueurs trouvés ainsi que quelques unes de leurs

références dans la littérature.

Marqueur Fonction dans le cancer de I’ovaire Références
Réarrangements du cytosquelette
Médiateur de 1’activation du plasminogeéne
Migration cellulaire
Prolifération cellulaire
Annexin A2 Adhésion cellulaire (223), (83, 224-228)
Annexin A5 Apoptose (229)
Apoliprotéine Al Transport lipidique (230-235)
Prolifération cellulaire
Régulation du pH
Communication intercellulaire
Carbonic Anhydrase Adhésion cellulaire (236-238)
Ferritin Stockage du fer (239-241)
GRP78 Chaperonne (242, 243)
HSP90 Chaperonne (244-247)
Migration cellulaire
Transgelin Invasion cellulaire (224, 230, 248, 249)
Vinculin Progression tumorale (250)

Tableau 3: Biomarqueurs du cancer de 1’ovaire trouvés dans le gel d’electrophorése bidimentionel.

En conclusion, cette validation prouve 1’utilité de combiner différentes approches pour

la détection de marqueurs de pathologie dans un contexte anatomique grace aux méthodes

d’analyses directes sur tissu, et leur identification. L’étape suivante consistera a réellement
y p

exploiter I’information de localisation moléculaire apportée par les analyses sur coupes de

tissus afin de déterminer les marqueurs des régions pathologiques d’une biopsie grace a des

analyses PCA et d’utiliser I’approche par gel pour identifier les protéines extraites sur coupe.

Cette perspective est illustrée dans la figure 35.
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Figure 34: Perpectives pour la réalisation d’analyses moléculaires sur tissu et en gel d’électrophorése

bidimentionelle.
Dans le but de corréler totalement I’image moléculaire a I’identification des protéines

de hautes masses, il a fallu développer une stratégie intégrant ’utilisation d’un détecteur de

haute masse. C’est ce que nous avons réalisé dans 1’article 2 :
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3.1.3. Imagerie des protéines de hautes masses moléculaires

Avec un détecteur classique de type MCP (Micro Channel Plate), la détection des ions
se fait par une conversion des ions en électron et amplification du signal électronique généré.
Les ions de hauts rapports m/z ont un trajet lent dans le tube de vol, ils arrivent a une vitesse
minime a la fin de leur parcours. Ceci défavorise la conversion des ions en électrons au sein
du détecteur. La technologie CovalX permet la conversion des ions volumineux en ions de
plus petite taille, leur accélération puis leur conversion en électron pour leur détection. Une
analyse directe pour des concentrations de matrice déposées de 20mg/mL et 40mg/mL est
effectuée avec AutoFlexIIl. Avec cet appareil, la concentration optimale d’acide sinapinique
pour I’obtention des meilleurs rapports signal/bruit est de 20 mg/mL. L’AutoFlex est donc
plus sensible que 1’Ultraflex. Cette différence de sensibilité entre les deux appareils peut étre
expliquée par une meilleure sensibilité due a la plus petite longueur du temps de vol de
I’AutoFlex, I’absence de cellule Lift et de réflecteur dans cet appareil, qui peuvent entrainer

une perte d’ions dans 1’UltraFlex.
La figure 36 montre les spectres obtenus pour une analyse directe d’une coupe avec le

détecteur MCP (figure 36a) et avec le détecteur CovalX (figure 36b). Les pics obtenus sont

deux fois plus intenses avec le détecteur CovalX qu’avec le détecteur MCP.
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Figure 36: Spectres de masse obtenus pour I’analyse directe de coupes sur AutoFlexIIl avec le

détecteur MCP (a) et le détecteur CovalX (b)

Le détecteur de hautes masses moléculaires CovalX est beaucoup plus sensible que le

détecteur MCP mais les signaux obtenus avec cet appareil sont tres peu résolus. La seconde

stratégie pour le traitement des coupes avec HFIP est choisie pour essayer le couplage du

procédé d’extraction des protéines des hautes masses moléculaires avec la technologie

CovalX. La figure 37 montre les spectres obtenus pour I’analyse directe avec les détecteurs

MCP (figure 37a) et CovalX (figure 37b) des coupes traitées. Les pics correspondants a des

m/z élevés sont plus de 50 fois plus intenses, avec le CovalX par rapport au détecteur MCP.
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Figure37: Spectres de masse obtenus pour I’analyse directe de coupes traitées par dép6t de trois
couches d’acide sinapinique: SA 40mg/mL ACN/TFA0.1%7:3, SA HFIP, SA 40mg/mL
ACN/TFAO0.1% 7 :3 ; sur AutoFlexIl avec le détecteur MCP (a) et le détecteur CovalX (b)

Des développements restent cependant encore a faire dans les méthodes de traitement
permettant d’obtenir des protéines de hauts poids moléculaire, notamment pour trouver des
moyens de I’appliquer sans entrainer de délocalisation. Néanmoins, une image de protéines
sur une coupe sans traitement a été réalisée avec I’AutoFlexIII et le détecteur CovalX. La
figure 38 montre des proteines de haute masse localisées dans des zones spécifiques du
cerveau de souris. Mais le nombre de molécules détectées a cette gamme de masse reste
faible. Une protéine d’environ 69 KDa est localisée dans le 3° ventricule et a la périphérie du
tissu. Une autre d’environ 46850 Da est localisée dans le cortex cérébral et une de 44600 Da

dans le noyau cérébral et le bulbe rachidien.
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figure 38: Image de protéines de hautes
masses moléculaires : en bleu, protéine de
44600 Da; en rouge, protéine de 46850
Da; en vert, protéine de 69 KDa (a).
Spectre moyen des protéines de hautes
masses moléculaires (b). Cartogrophie des
zones du cerveau: en rouge le cortex
cérébral, en vert le cortex, en bleu le noyau

cérébral, d’aprés Brain Explorer de Allen

Institute (c)

Ces resultats ouvrent des perspectives importantes pour I’imagerie MALDI. En effet,
le couplage du detecteur CovalX avec les techniques d’extraction des protéines grace a
I’utilisation des solvants hydrophobes pourrait dans un avenir proche étre compatible avec
certains instruments de dép6t automatique de la matrice et devrait permettre 1’imagerie des
protéines de hautes masses moléculaires. Cette imagerie des hautes masses pourrait permettre
la tracabilité des anticorps thérapeutiques par exemple dans le cas de suivi de traitement de
pathologie. La corrélation et I’identification des protéines de hautes masses va également
pemettre d’améliorer la detection en multiplex de plusieurs biomarqueurs lors d’analyses de

biopsies extemporanées en vue d’améliorer le diagnostic des patients.

126

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Partie 2 : Des développements des outils analytiques a la

validation de biomarqueurs du cancer de I’ovaire
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Dans le chapitre précédent, a été présentée la maniére dont nous avons pu déevelopper
une méthode afin d’améliorer I’extraction des protéines de hautes masses moléculaires a partir
de coupes de tissus. Cette méthode permet d’élargir la gamme de masse d’analyse des
protéines. Elle est disponible et applicable a n’importe quel tissu, pour n’importe qu’elle
problématique. Il a alors été possible de 1’utiliser pour I’exploration du contenu moléculaire
des différents types de cancer de 1’ovaire épithéliaux. C’est le but d’une majeure partic de

mon doctorat présentée dans ce chapitre.

Afin de commencer la recherche de biomarqueurs du cancer de 1’ovaire, il a été utile
de récolter un nombre suffisant de tissus. Les tissus obtenus peuvent étre sous deux formes de
conservation: ils peuvent étre frais et congelés et dans ce cas, ils sont directement prélevés
auprés de la patiente opérée en bloc opératoire. Dans le second cas de figure, les tissus
proviennent des banques hospitalieres et sont fixés a la formaline et inclus dans des blocs de
paraffine. Dans les deux cas de figure, un comité d’éthique doit évaluer le ratio (utilit¢ du
prélevement pour la recherche)/(risque pour le diagnostic de la patiente) associé au
prélevement afin de vérifier que celui-ci n’est pas nuisible au travail de diagnostic anatomo-
pathologique. La collecte de tissu se fait aprés une explication éclairée du protocole de
recherche a la patiente.

Dans cette deuxiéme partie du manuscrit, sont présentés les différents aspects des
développements d’outils statistiques pour la recherche de biomarqueurs de pathologie, a partir
de données spectrales obtenues dans un contexte anatomique. Nous verrons comment il a été
possible de combiner 1’utilisation de ces calculs aux développements d’extraction des
protéines de hautes masses moléculaires sur coupes de tissus précédemment présentés. Enfin,
nous verrons comment 1’utilisation de 1’ensemble de ces développements permet la validation
de ces différents biomarqueurs pour une utilisation en anatomo-pathologie, a des fins

diagnostiques.

Publications 3,4 & 5:

Bonnel D, Longuespée R, Franck J, Roudbaraki M, Gosset P, Day R, Salzet M, Fournier 1.

Multivariate analyses for biomarkers hunting and validation through on-tissue bottom-up or

in-source decay in MALDI-MSI: application to prostate cancer. Anal Bioanal Chem. (2011)
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401(1):149-65

El Ayed M, Bonnel D, Longuespée R, Castelier C, Franck J, Vergara D, Desmons A,
Tasiemski A, Kenani A, Vinatier D, Day R, Fournier I, Salzet M. MALDI imaging mass
spectrometry in ovarian cancer for tracking, identifying, and validating biomarkers. Med Sci
Monit. (2010) 16(8):BR233-45

Longuespée R, Boyon C, Castellier C, Jacquet A, Desmons A, Kerdraon O, Vinatier D,
Fournierl, Day R, Salzet M. The C-terminal fragment of the immunoproteasome PA28S (Reg
alpha) as an early diagnosis and tumor-relapse biomarker: evidence from mass spectrometry
profiling. Histochem Cell Biol. (2012) 138(1):141-54
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3.2.1. Développement d’outils statistiques pour I’analyse en bottom-up et top
down des images MALDI

Objectif 1:

Cette partie est dévolue a I’utilisation d’outils statistiques pour 1’analyse des
informations relatives a 1’analyse par imagerie MALDI. L’information spectrale est tellement
complexe que des supports statistiques sont nécessaires pour la discrimination des groupes et
sous groupes moléculaires au sein méme d’une coupe de tissu. Il a été nécessaire d’adapter
des méthodes de calculs par analyses en composante principale et de classifications
hiérarchiques pour une utilisation pour des données d’imagerie par spectrométrie de masse

MALDI. Les résultats sont reportés dans I’article 3.

La détermination de marqueurs spécifiques d’un stade physiopathologique nécessite
donc I'utilisation d’outils statistiques pour la comparaison des informations spectrales de
différentes provenances. La premiere méthode de calcul pour la comparaison des spectres est
I’analyse en composante principale qui permet d’accéder aux m/z discriminant d’une région
ou d’une autre du tissu (cf généralités). Cette méthode de calcul peut étre appliquée
directement aux informations spectrales d’une acquisition en imagerie MALDI. Il est alors
possible de remonter aux informations moléculaires qui permettent de discriminer les régions
histologiques les unes des autres. Cependant, ’interprétation des résultats est parfois
fastidieuse dans la mesure ou une forte disparité moléculaire est requise pour discriminer les
pics d’une région par rapport a une autre. Afin de palier & ce probleme, il est possible
d’utiliser une approche en deux étapes, appelée PCA-SDA (Symbolic Discriminant Analysis).
La premiére étape permet de classer les sous-régions du tissu en fonction de leur contenu
moléculaire. Cette étape est permise grace au clustering hiérarchique. Ce type de calcul
permet de déterminer des signaux discriminants entre deux échantilons qui serviront a créer
des fonctions qui seront une base pour la classification d’autres sous types cellulaires. Les

différents types d’approches sont illustrés dans la figure 39.
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Figure 39: Différentes voies d’investigation pour I’analyse de tissus pour la recherche de

biomarqueurs

L’analyse par clustering hierarchique permet d’obtenir un dendrogramme ou chaque

branche constitue un niveau de discrimination. Dans chaque branche principale est contenue

I’information de sous classsification tissulaire. Grace a 1’utilisation du logiciel ClinProTools,

cette classification est visualisable sous forme d’image ou chaque sous type tissulaire classé

peut étre représenté par une couleur, superposable a une image optique.

La méthode de classification hiérarchique a tout d’abord été testée sur cerveau de rat,

cet organe présentant des zones histologiques facilement différentiables. Les résultats obtenus

sont présentés dans la figure 40.
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Figure 40: Résultats obtenus de 1’analyse de classification hiérarchique d’une image de tissu digéré a
la trypsine. (a) dendrogramme de classification des spectres (b) image des sous groupes moléculaires

retrouvés (c) Superposition de I’'image des « clusters » avec I’image optique du tissu.

La deuxieme étape de la PCA SDA est I’analyse par PCA des zones de tissu d’intérét
déterminées par des régions d’intérét (ROI), discriminées par clustering hiérarchique.
L’analyse est alors plus aisée car elle permet de ne comparer I’information spectrale que d’un
nombre de sous types tissulaires voulu. Deux types d’informations sont alors obtenus: la
discrimination des spectres et la discrimination des pics qui permettent la différenciation des

spectres. Les résultats de cette seconde analyse sont présentés dans la figure 41.

132

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

77573 (13)

) -
nzsa(sml 10691 (1882 e

S—— | Imee(somI 23045 (19240 0047 (107,

4—}:1 11114 (312) PRl 1+

-_ébdr&beuhmna

m/z2793

Figure 41: Corrélation des données de classification hiérarchique et d’analyses PCA. Image d’un

cluster (a), analyse PCA (b), images de pics differentiés par la PCA (c, d)

Des étapes de validation de la méthode ont ensuite été réalisées afin de déterminer si
celles-ci était réalisables pour des approches top down ou bottom up. Pour ce faire, la
réalisabilit¢ de I’étape de clustering hiérarchique a été vérifiée pour les peptides
protéolytiques de coupes de cerveau ayant été soumises a digestion trypsique. La méthode a
également pu étre testée sur des peptides dérivés au tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphine
(TMPP), un composé qui permet d’améliorer I’efficacité de la fragmentation des peptides. Les

résultats de la validation de cette étape sont illustrés dans ’article 3.

Nous avons développé une méthode d’analyse en top down des protéines tissulaires.
Celle-ci repose sur I’utilisation d’une matrice spécifique, la 1,5 DiAminoNaphtalen (1, 5
DAN) qui va orienter la fragmentation des protéines via leurs extrémités Cterminales
immédiatement apres leur désorption et la formation d’ions de fragmentation de type c et z.

Ce type de fragmentation opere au niveau méme de la source MALDI, d’ou I’appellation du

133

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



© 2012 Tous droits réservés.

Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

processus de fragmentation « In Source Decay » (ISD). Nous avons également élaboré une
matrice ionique fabriquée sur la base de la 1,5 DAN, la 1,5 DAN/Camphre. L’adduit d’un
dérivé cyclique terpenoique a en effet permis I’obtention de signaux spectraux plus intense
qu'avec la 1,5 DAN seule. En plus d’une meilleure sensibilit¢ pour 1’analyse, son
homogéneité de cristalisation a permis son dépot de maniére plus aisée et d’obtenir une

meilleure reproductibilité de résultats.

La méthode de clustering hiérarchique a également étre pu étre utilisée sur des images
ISD, avec le dépdt de la 1,5 DAN via le microspotting grace au CHIP 1000 et le sprayage

grace a I’ImagePrep. Ces résultats sont présentés dans la figure 42, ci-dessous.

$420182) .. !,1537(33)".' L -”"{01-

(o e . LSS ()
0418 (323) ® 9645 (91)
2hag l’ssasmas.

Automatic microspotter Automatic sprayer

Figure 42: Images des sous types moléculaire retrouvés sur coupes de cerveau de rat aprés analyses
par classification hiérarchique et comparaison avec les régions morphologiques, aprés images ISD, via

le microdépét (a, b), ou micronébullisation (c, d)

Les pics détectés correspondent majoritairement aux fragments ISD de myéline. Les
régions histologiques sont différenciées en fonction de 1’abondance relative de cette protéine
dans les différentes zones du cerveau de rat. Ces essais permettent de valider la technique de
PCA SDA pour les différentes approches de bottom up et top down utilisées en imagerie par

spectrométrie de masse. Cette approche a ensuite pd étre testée sur un modele de pathologie.
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Le modele utilisé ici est le cancer de la prostate. Le tissu a disposition comportait différentes
classes de tissus. L’une était composée de tissu tumoral et une autre était composée de stroma
et d’acini. Une premiere analyse d’imagerie MALDI a été¢ effectuée dans chacune de ces
régions et le calcul de clustering hiérarchique réalisé pour la différenciation de celles-ci sur la
base de leur contenu moléculaire. Comme illustrés dans la figure 43; la classification
hiérarchique montre une différenciation des tissus en deux couleurs, suggérant une signature
moléculaire spécifique pour chaque type de tissu. L’étape suivante d’utilisation du clustering
hiérarchique fut de déterminer 1’affiliation de tissu de nature non connue sur la base d’une
prédiction apportée par les analyses précédentes. Deux régions d’intérét ont alors été
déterminées et des images moléculaires ont été réalisées sur ces zones. Les informations
spectrales ont alors été intégrées au calcul de classification hiérarchique précédemment
effectué. 11 a alors été possible d’affilier les tissus a un statut bénin ou cancéreux en fonction
de la couleur affichée. La premicre région d’intéret apparut étre un mélange de tissus
cancéreux et benins alors que la deuxiéme région d’intéret pouvait étre différentiée par une
autre couleur, correspondant donc a un autre profil moléculaire, suggérant que le tissu est

d’une nature différente des deux autres tissus analysés.
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Figure 43: analyse de classification hiérarchique sur biopsies de cancer de la prostate. Classification
de tissu s de nature connue (a, b) et classification de la nature de tissus grace a la premiére

classification (c, d, €)

Une analyse PCA a ensuite pu étre réalisée a partir des zones différentiées de départ,
cancéreuse et saine. Une liste de pics discriminants de la zone cancéreuse a pu étre obtenue,
ces pics correspondant a des marqueurs potentiels de la pathologie. L’analyse PCA et

I’1identification des certains de ces marqueurs est présentée dans 1’article 3.

En conclusion, ces travaux montrent la grande utilité des outils statistiques pour
I’analyse de données d’imagerie MALDI. Les analyses PCA et de classification hiérarchique
permettent de donner une représentation aisée des informations différentielles entre des
échantillons. Les analyses PCA et de classifications hiérarchiques peuvent désormais étre
considérées comme les méthodes de prédilection pour des analyses sur des images seules pour
la recherche de biomarqueurs. Cependant la validation de biomarqueurs nécessite de
retrouver ceux-ci sur un grand nombre d’échantillons. Un autre objectif pour 1’utilisation de la
PCA est donc de prouver sa faisabilité pour des analyses sur de larges cohortes de tissus.
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3.2.2. Recherche de biomarqueurs du cancer de D’ovaire : application des

développements d’extraction des protéines et des outils statistiques

Objectif 2 :

L’objectif des travaux suivants flit d’étendre la recherche de biomarqueurs a de larges
cohortes de tissus. Cette fois ci, les analyses devaient étre appliquées directement sur le
modele de pathologie du cancer de 1’ovaire. Associé a cet objectif d’utilisation d’outils
statistiques, la méthode d’extraction de protéines de hautes masses moléculaires sur tissus
devaient également étre appliquée afin d’optimiser la richesse de 1’information spectrale
obtenue sur une coupe de tissu. Un autre objectif a également été 1’application des analyses
PCA et de classification hiérarchique sur des images de cancer de I’ovaire. Le dernier objectif
de I’article fat la validation des biomarqueurs via plusieurs méthodes. La premiére étant
’utilisation de 1’approche de nano LC-MS, les autres des approches plus classiques de
biochimie et d’histologie comme le western blot et I’immunohistochimie. Ces résultats sont

présentés dans 1’article 4.

La suite du travail consista donc a effectuer des analyses MALDI directes sur coupes
afin de cibler les profils moléculaires communs a différents types de tissus tels que bénin
versus cancer, a différents stades de la pathologie. La technique d’extraction de protéines de
hautes masses moléculaires sur tissu a été appliquée ici afin d’élargir la gamme de masse
d’analyse des composés au sein du tissu. Cette analyse peut désormais étre réalisée pour les
peptides, les protéines et des protéines de hautes masses moléculaires. Les résultats de ces
différentes analyses sont illustrés dans la figure 44. Pour chacune des approches, un dép6t de
matrice a été effectué manuellement, directement sur la coupe de tissu. La gamme de masse
des peptides de la coupe a été obtenue grace a I’application de la matrice HCCA. Les
protéines ont été détectées apres application de la matrice SA dans le mélange classique de
solvants ACN/TFA0.1% 7 :3. Enfin, les protéines de hautes masses moléculaires ont éeté
détectées grace a I’utilisation de I’approche d’extraction de protéines de hautes masses
moléculaires sur coupe reposant sur I’utilisation du HFIP comme solvant de solubilisation de
la matrice. Ces méthodes ont pu étre appliquées consécutivement, sur la méme coupe de tissu.
En effet, il est possible par cette approche de retirer la matrice utilisée pour la détection de
composé d’une gamme de masse donnée, et de la remplacer par une autre, pour une analyse

d’un autre type.
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Figure 44: Détermination de signatures moléculaires des tissus bénins, borderline du cancer
de I’ovaire, dans la gamme de masse des protéines de hautes masses (a), de masses

intermédiaires (b) et des peptides (c)

Les résultats de 1’analyse sont présentés sous deux formes. Les spectres sont tout
d’abord alignés et représentés sous une forme de « pseudo gels» qui permettent de
représenter 1’intensité des pics des spectres de masses a des m/z donnés. Les analyses ont éte
effectuées sur plusieurs tissus, afin de pouvoir retrouver des marqueurs pour permettre une

validation préliminaire de marqueurs d’intérét.

L’analyse des peptides a permis de discriminer des m/z autour de 3300 et 2800 dans
les tissus d’adénocarcinomes. Dans les tissus bénins, un profil était présent pour des m/z de
1200 a 2000. Pour les analyses de tissus dans les zones cancéreuses, deux profils peuvent étre
observés pour des m/z autour de 9500, 14000 et 17500. Entre les tissus bénins et borderline, il

a été possible de discriminer une signature de m/z entre 4900 et 5200 dans les tissus bénins.
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Gréace aux analyses de hautes masses moléculaires, un profil de m/z entre 23000 et 25000 a
été détecté dans les tissus cancéreux, et des masses allant jusqu’a 65000 et 68000 ont été

détectées dans les tissus bénins et borderline.

Ces derniéres analyses démontrent donc la puissance de 1’extraction des protéines de
hautes masses grace au HFIP et 1’utilité de I’approche pour une recherche de biomarqueurs
sur coupes de tissus. Il est également important de noter que de nombreuses positions
analysées n’ont pu donner de spectre avec le dépdt de matrice classique, faute d’incorporation
des protéines dans les cristaux de matrice et a cause de la faible extraction procurée par le
mélange de solvants classique. Ces positions apparaissent en noir dans la représentation en
pseudogel des spectres des différents groupes de tissus. Le traitement au HFIP a permis une
extraction efficace de ces proteines sur toute la surface du tissu et a donc permis d’obtenir un
signal pour chaque position qui avait manqué a I’analyse classique des protéines. Le
traitement au HFIP pourrait donc étre utilisé de maniére systématique pour I’analyse de

protéines de gammes de masses intermeédiaires.

Le deuxiéme axe du travail fut d’appliquer les développements faits des analyses PCA
et des classifications hiérarchiques des images MALDI au modé¢le du cancer de 1’ovaire. Les

résultats de I’analyse sont présentés dans la figure 45.
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Figure 45: Analyse PCA et image du fragment cter de Regalpha. Préparation de la biopsie pour
I’analyse par imagerie MALDI (a), analyses PCA de 1’image (b), differentiation des pics de la zone
cancéreuse et de la zone saine. (c,d), image du fragment Cterminal de Reg-alpha (a, 3e cadre)

Pour cette expérience, la matrice ionique SA/3AP (Sinapinic Acid 3 Acetyl Piridin) a
été déposée par microdépdt sur toute la surface de I’une coupe de biopsie, composée de tissu
sain et de tissu cancéreux. La SA/3AP est une des matrices ioniques développée au laboratoire
(113) qui permet d’obtenir de meilleurs signaux MS sur coupes de tissus. L’image MALDI a
été réalisée et un calcul par PCA a été effectué de manicre non supervisée sur ’ensemble des
spectres de la coupe. Les spectres de la zone cancéreuse ont alors pu étre discriminés de ceux
de la zone bénigne sur une base moléculaire. Dans ce cas précis, le faible nombre de sous

types tissulaire de la coupe ne nécessitait pas de procéder a une approche de PCA SDA.

Parmi les ions discriminés dans la région cancéreuse, certains avaient des masses
correspondant a des marqueurs déja décrits dans la littérature. Un des ions correspondait au
fragment C-terminal de Reg Alpha, déja détecté par notre groupe dans des stades avancés de

cancer de ’ovaire (141).

Ce marqueur, comme mentionné plus haut, apporte une nouvelle preuve de I’existence
d’un phénomeéne d’immunosuppression dans le contexte du cancer de 1’ovaire. Nous avons
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alors décidé de valider ce marqueur par d’autres méthodes telles que 1I’immunohistochimie ou

les méthodes de western blot. Cette étape de validation est présentée dans la figure 46.

MALDI MSI

Figure 46: Validation de Reg-Alpha par imagerie MALDI (a, b), immunohistochimie (c,f), Western
Blot (d), validation des transcrits de Reg-Alpha (e)

D’autres analyses d’imageric MALDI ont pu étre réalisées, ou I’ion a été retrouvé
spécifiquement dans les zones cancéreuses. Les expériences d’immunohistochimie sur
plusieurs types de tissu ont alors permis de retrouver ce marqueur a une localisation nucléaire
dans les tissus normaux et plutét cytoplasmique dans les zones de tissus cancéreux. Les
analyses en Western Blot nous ont permis de retrouver la partie N-terminale dans les
échantillons bénins comme cancéreux et la partie C-terminale spécifiquement dans les tissus
cancereux. Enfin, des analyses de RT PCR ont été réalisées sur des transcrits provenant de
cellules SKOV3, la lignée modéle caractéristique du cancer de 1’ovaire séreux, et ont révélé sa

présence au niveau transcriptomique.

Le marqueur Orosomucoid a egalement pu étre validé de cette fagon. Les résultats sont
illustrés dans la figure 5 de I’article 4.
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Parmi les m/z discriminants de la région cancéreuse, certains correspondait aux masses
d’autres marqueurs déja décrits, comme apolipoprotein Al et la protéine S100. L’approche de
détection de protéines natives sur coupe ne permettant pas 1’identification des protéines, nous
avons procéde a un retrait de la matrice des tissus analysés, et a la digestion a la trypsine de

ceux-ci pour une analyse en LC-MS/MS des digests tryptiques.

Cette approche a permis de trouver une seérie de biomarqueurs dans les tissus
cancéreux qui sont listés dans le tableau 4. Ces marqueurs ont des masses correspondant a
des signaux retrouvées par imagerie MALDI. Leur présence a pu a nouveau étre validée par la
suite. Les images moléculaires de ces marqueurs sont présentées dans la figure 6 de I’article 4.
Ces marqueurs sont des éléments importants confirmant des mécanismes moléculaires du
cancer de I’ovaire. Des protéines comme la protéine S100 contribuent a la prolifération
cellulaire et I’inflammation via la migration des leucocytes. D’autres protéines sont
impliquées dans des mécanismes immunologiques comme le fragment Cterminal de Reg
Alpha qui révele un phénomene d’immunosupression dans le cancer de 1’ovaire. Les protéines
telles que orosomucoid, alphal acid glycoprotein (AGP) sont aussi associés a des mécanismes
de réaction immunologique. L’apoliprotéine Al est aussi responsable de la baisse
d’expression de certaines protéines membranaires des cellules dendritiques et stimule la
production d’TL10 (143). Hemopexin induit la réduction de TNF et IL 16 des macrophages
pendant I’inflammation et limite la production de cytokines induite par les Toll-like Receptors
(TLR) 4 et TLR2. D’autres protéines glycosylées pourraient avoir un double role

d’immunosupression et de progression de la tumeur (143). C’est le cas de lumican.

Les autres proteines impliquées dans la progression tumorale retrouvées dans les
échantillons sont decorin, biglycan, prolargin. Mucin 9 est une autre protéine glycosylée
surexprimée dans le cancer de 1‘ovaire, qui est également retrouvée dans 1’épithélium tubaire

normal.

Un autre mécanisme mis en évidence via la détection de marqueurs est la signalisation

au cytosquelette. Des protéines comme profilin-1, cofilin 1, vimentin, cytokeratin 19
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contribuent au changement du phénotype cellulaire, comme la conversion des cellules
épithéliales en cellules mésenchymateuse. Ces mécanismes opérent au cours du

développement embryonnaire mais également dans les étapes de la métastase.

Access number Protein name Molecular Mascot score Sequence coverage
mass (average) (average)
P08670_CHAIN_0 Vimentin 53651 89.6+22.3 27+10%
P51884_C(HAIN_0 Lumican Precursor 38428 63.6+5.7 19.3+4%
P02647_CHAIN_1 Apolipoprotein 1 11183 499+4 21.6+4.9%
P51888_CHAIN_0O Prolargin 43809 525+0.7 1740.8%
Q12889_CHAIN_0 Oviductin (mucin-9) 75372 478413 13.3+1.2%
001995_CHAIN_0 Transgelin 22610 49.5+2.48 26+2.44%
P02765 Orosomucoid 2351 45+2.44 20.8+1.8%
P02787_CHAIN_O Siderophilin 77049 381422 12+4.8%
P01009_ISOFORM_2 Alpha 1 antiprotease 39066 298416 21+3.2%
P08727 Cytokeratin 19 44635 293£1.75 10£1.6%
P30086_CHAIN_0 Phosphatidyl Ethanolamine Binding Protein 21056 28.1£0.9 23+2%
P31949 Protein S100 A1 11740 2264025 24.5+0.5%
P02790_CHAIN_0O Hemopexin 51676 21.0+04 6.5£1.2%
P07737_CHAIN_0O Profilin -1 15054 183+09 15.4+4.7%

Tableau 4: liste des biomarqueurs retrouvées dans les analyses bottom up des biopsies du cancer de

I’ovaire

Tous ces éléments permettent de donner une vision globale des différentes stratégies
utilisables pour le criblage de I’ensemble des biomarqueurs du cancer de ’ovaire et des
stratégies associées pour I’identification de ceux-ci. Les biomarqueurs trouvés a la suite de
ces travaux mettent en évidence une partie des phénomeénes moléculaires associés a la

progression de la maladie.
Tous ces résultats sont présentés dans 1’article 4.

Parmi ces acteurs moléculaires, certains pourraient étre assez pertinents pour une
utilisation en clinique a des fins diagnostiques. L’évaluation de I’importance d’un
biomarqueur se fait par la validation de la présence de celui ci dans un grand nombre de
tissus. Celle-ci nécessite d’utiliser de préférence des biopsies présentant un stade précoce de
la maladie, afin de pourvoir envisager le marqueur d’intérét pour un diagnostique de la

maladie aux prémices de son développement. Il serait alors utile d’utiliser différentes
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méthodes d’histologie pour la révélation de la présence du biomarqueur dans un contexte

anatomique. C’est 1’objectif de la partie suivante présentée dans ce manuscrit.
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3.2.3. Analyse ciblée de biomarqueurs du cancer de ’ovaire : exemple d’antigen

retrieval pour la détection du fragment C-terminal de Reg-alpha

Objectif :

Le but des travaux suivants est de valider la présence du fragment C-terminal de PA28
dans une large cohorte de biopsies de cancer de I’ovaire. L’idée fiit de combiner les approches
classiques d’immunohistochimie utilisées dans les laboratoires d’anatomo pathologie, aux
développements récemment apportés par les méthodes d’extraction des protéines sur coupes

de tissu, pour des analyses en spectrométrie de masse.

Les expériences d’imagerie MALDI, associées a 1’utilisation des calculs statistiques
par PCA nous ont permis de trouver un marqueur auparavant décrit dans les études de Rémi
Lemaire au sein du laboratoire (141), a savoir le fragment C-terminal de RegAlpha, donnant
un pic correspondant a un ratio m/z de 9744. Ce marqueur est d’une importance majeure
quant au type de mécanisme biologique associé au cancer de I’ovaire qu’il révele. PA28 est la
sous unité 11S qui va s’associer au protéasome 20S pour former I’immunoprotéasome. Cette
forme va alors pouvoir cliver des protéines endogenes a un turn over plus important et
permettre une présentation de ceux-ci au CMH de classe I. L immunoprotéasome est formé
lors d’infections bactériennes ou virales ou lors de stress de différents types. Nous avons
décidé de nous concentrer sur la validation de ce biomarqueur pour une application en
diagnostic clinique. Par la méme occasion, nous avons utilisé nos derniers développements
pour son extraction sur coupe de tissu afin de permettre de valider la faisabilité de la méthode

pour une éventuelle application dans des laboratoires d’anatomopathologie.

Ce marqueur a tout d’abord été validé en laboratoire d’anatomopathologie. Dans la
figure 47 sont présentés les résultats d’immunohistochimie avec 1’utilisation d’un anticorps

dirigé contre la partie C-terminale de Reg Alpha.
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Figure 47: Validation de Cter-Reg Alpha par immunohistochimie sur différents types de cancer de
I’ovaire. Les résultats de microscopie montraient une localisation cytoplasmique du fragment C-

terminale de RegAlpha dans les tissus sains et cytoplasmique dans les tissus épithéliaux cancéreux.

Un point important de la pertinence d’un marqueur est basé sur sa présence a des
stades précoces de la maladie. La recherche de ce biomarqueur a donc été effectuée sur des
stades tres précoce de la maladie, a savoir les stades | et dans certains cas les stades borderline
de la pathologie.

La procédure d’extraction au HFIP s’est avérée trés utile dans cette investigation.
Dans un tissu de stade I de cancer de I’ovaire épithélial, la région correspondant a
I’épithélium cancéreux est trés localisée et le mélange classique de solvants utilisé pour la
solubilisation de 1’acide sinapinique, le mélange ACN/TFA0.1% 7 :3 ne permet pas une
extraction assez efficace de ce marqueur. Ce probléme est mis en évidence dans la figure 48.
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Figure 48: Comparaison des signaux obtenus pour le m/z 9744 avec le traitement HFIP (a), et un

dépdt classique de matrice (b).

Ces résultats démontrent clairement que la découverte du fragment C-terminal de Reg
alpha est complétement dépendante de la nature de I’approche utilisée pour le traitement de la
coupe. Avec un dépdt classique de matrice, il est difficile de distinguer le pic correspondant
au fragment de Reg alpha du bruit de fond de présent. Avec I’extraction au HFIP, un pic a un

m/z de 9744 était clairement distinguable.

Ce traitement a donc été appliqué sur un tissu de cancer de 1’ovaire épithélial séreux,
au niveau de I’épithélium cancéreux, ainsi qu’au niveau du mésothélium proche de cet

épithélium, afin de prouver que ce marqueur était bien spécifique de 1’épithélium cancéreux.

Ces résultats sont présentés dans la figure 49.
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Figure 49: Profilage de Cter Reg Alpha dans la zone cancéreuse d’une biopsie de cancer de 1’ovaire

de stade 1 de type séreux, validation par immunofluorescence.

La zone cancéreuse extraite dans ce tissu mesure environ 12mm?. Les signaux obtenus
pour ratio le m/z 9744 sont comparés entre les tissus cancéreux et sains. Ce signal était
complétement absent de la partie saine du tissu. Ce résultat a pu étre validé
immunoflurescence. Un signal était trouvé spécifiqguement dans 1’épithélium constituant le
cancer de I’ovaire séreux. Cette approche a pu étre répétée sur d’autres tissus de stade I dont

les résultats sont illustrés dans les figures 50 et 51.
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Figure 50: Profilage de Cter Reg Alpha dans la partie cancéreuse d’un tissu de cancer de 1’ovaire de
type séreux de stade 1.
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Figure 51: Profilage de Reg Alpha dans un tissu de type endométrioide de stade 1.
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Le fragment Cterminal de Reg alpha est donc retrouvé dans 100% des tissus de stades
I disponibles, pour différents types de cancer épithéliaux. Cette découverte est un élément
majeur de la validité de ce marqueur pour un éventuel diagnostic précoce la maladie. De plus,
ce marqueur est retrouvé dans les différents types de cancers de ’ovaire épithéliaux. Le
phénomeéne d’immuno suppression existe donc dans des différents types de cancers et le
marqueur pourrait alors étre utilisé pour le diagnostic du cancer de 1’ovaire, sans distinction
de type.

La méthode a pu étre utilisée également sur d’autres types de tissus de stades plus ou

moins élevés. Les résultats de cette analyse sont présentés dans la figure 52.
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Figure 52: Validation de la présence du fragment Cter de Reg Alpha dans divers types de tissus, a

différents stades de la pathologie

La méthode peut donc étre appliquée a haut débit pour le criblage rapide de ce
marqueur sur une large cohorte de tissus, et son utilisation, simple et efficace, pourrait étre
envisagée pour une utilisation en diagnostic, pour des laboratoires d’anatomo pathologie en

contact avec des plateformes proposant un service d’analyses MALDI sur coupes de tissus.
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Parmi les tissus sélectionnés, certains provenaient de patientes ayant préalablement subi une
chimiothérapie. D’apres 1’information obtenue, ces patientes avaient subi une récidive du
cancer. Dans les tissus de ces patientes, le fragment C-ter de Reg alpha était retrouvé. Cet
élément prouve que ce marqueur peut étre utilisé pour le suivi de la récidive du cancer de

I’ovaire.

Dans la figure 53 est présenté le signal de m/z 9744 obtenu pour un tissu de type
mucineux de borderline. Ce statut histologique constitue une étape précoce au phénomene de
cancérisation. Comme précédemment, un signal est spécifiquement trouvé dans la région

pathologique du tissu.
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Figure 53: Profilage de Cter Reg Alpha dans un tissu borderline de type mucineux.
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La présence du fragment C-ter de reg Alpha dans des tissus borderline a également été validée

par immunohistochimie, comme illustré dans la figure 54.
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Figure 54: Validation de RegAlpha dans des tissus borderline par immunohistochimie

Ce marqueur pourrait donc permettre la détection de la pathologie avant les premiers

stades de cancérisation.

L’utilisation de traitements spécifiques pour 1’analyse moléculaire directe sur tissu est
recommandée. Cette méthode permet de « dévoiler » des éléments moléculaires qui seraient
masqués dans un contexte chimique classique. Il serait alors 1€gitime d’apparenter la méthode
aux techniques d’ «antigen retrieval » utilisées en immunohistochimie. Ces approches
permettent, de facon adaptée, de rendre accessibles les antigénes reconnus par des anticorps
utilisés en laboratoire d’anatomo-pathologie. De maniere générale, 1’utilisation d’un anticorps

est associée a I’utilisation d’un protocole d’antigen retrieval donné.
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L’utilisation du solvant HFIP comme solvant de dissolution de 1’acide sinapinique
nous a ici permis de créer une approche rapide et efficace de détection de ce marqueur dans
des tissus cancéreux de stade tres précoces. Ce test requiert environ 20 minutes de préparation

des tissus contre au moins 2 heures pour une technique classique d’immunohistochimie.

La combinaison de cette approche avec des techniques classiques d’immunohisto-
chimie, nous a permis de valider la prévalence de biomarqueur a une valeur de 88% pour des
récurrences de la pathologie, de 80.5% dans stades | est de 81.25% dans les tissus de stade 111
alv.

En conclusion, nous avons prouvé dans cette partie que le fragment C-terminal de Reg
Alpha était un marqueur envisageable pour le diagnostic dans un contexte anatomique. De
plus, nous avons prouvé la viabilité de notre méthode d’extraction de protéines sur coupe pour
une application en pathologie. Une prochaine étape de validation de la présence de ce
marqueur dans des fluides biologiques tel que 1’ascite, le sang ou 1’urine doit désormais étre
envisagée pour valider la pertinence du marqueur pour une utilisation dans de larges

programmes de dépistage.
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3.2.4. Perspectives

En perspective generale de cette premiere partie sur 1’utilisation des différents outils
pour la recherche biomarqueurs du cancer de I’ovaire, on peut imaginer une méthode de
travail en haut débit de 1’utilisation de I’imageric MALDI pour la validation de biomarqueurs.
Dans un premier temps, il serait possible d’utiliser I’imagerie MALDI pour effectuer la PCA-
SDA afin de discriminer les pics spécifiques de la zone cancéreuse du tissu. Une fois une liste
de masses obtenue, il serait alors possible d’extraire les composés du tissu via la technologie
LESA (Liquid Extraction Surface Analysis) (251). Cette méthode permet de mettre une
surface solide au contact d’une goutte de solvant dans laquelle les composés de cette surface
seront extraits. La solution peut alors étre utilisée pour différent types de couplages afin de
permettre une identification aisée de ces marqueurs. L’utilisation de cette stratégie permettra
de palier aux problemes de sensibilité rencontrés lors de I’identification de composés d’intérét
directement sur coupe. Sur la base de 1’approche adoptée par 1’équipe du Pr. Axel Walsh, il
serait ensuite possible d’effectuer une validation des marqueurs sur une large cohorte de
patientes via I’utilisation d’outils statistiques. Enfin, les biomarqueurs trouvés dans un
contexte anatomique pourraient alors étre testés pour leur présence dans les fluides
biologiques comme le sang, validant ainsi leur pertinence pour d’éventuels tests de dosage

biologiques a des fins de dépistage. Cette approche générale est résumée dans la figure 55.

L’utilisation de cette méthodologie permettrait I’aboutissement de nombreuses études
a large échelle a la découverte d’une liste de biomarqueurs statistiquement validés.
L’utilisation consortiale de cette stratégie permettrait a différents laboratoires de confronter

leurs données et de valider celles-ci a I’échelle internationale.
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Figure 55 : Perspectives pour la recherche de biomarqueurs du cancer de 1’ovaire.
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A ce stade du manuscrit, nous avons pu voir que le développement de méthodes de
préparation chimique des coupes de tissus, en paralléle a des calculs pour I’analyse de
I’information spectrale, permettait de répondre a des questionnements sur la méthodologie de

recherche de biomarqueurs et la validation spécifique de certains d’entre eux.

Les analyses d’imagerie et de profiling MALDI ouvrent donc beaucoup d’opportunités
pour divers types d’investigation. L’analyse sur coupes de tissus peut donc étre un outil

attrayant pour procurer des éléments de réponse a de nouvelles problématiques cliniques.

La suite du projet consiste a I’utilisation des analyses sur coupe de tissu pour un autre
type de questionnement, ayant un impact trés important dans le domaine de la clinique

gynecologique : la détermination de 1’origine anatomique du cancer de I’ovaire.
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3.2.5. Détermination de I’origine du cancer sur la base de profils moléculaires

Objectif :

Une des problématiques majeures du cancer de 1’ovaire dans le domaine clinique est
I’origine de la pathologie. Aujourd’hui, les pathologistes ne sont pas en mesure de déterminer
si I’apparition d’épithélium cancéreux au sein de l’ovaire est un processus « de Novo »,
provenant de 1’épithélium de surface de 1’ovaire ou si le cancer de ’ovaire aurait une origine
cellulaire ectopique, provenant d’autres tissus du tractus génital. Cette distinction présenterait
un intérét majeur pour la prise en charge des patientes, décrit plus bas. Depuis quelques
années, différentes équipes cherchent a valider cette deuxiéme théorie, qui apparait des lors de
plus en plus plausible. La validation de celle-ci aurait un impact clinique extrémement
important pour le cas des cancers séreux. Il serait possible pour le chirurgien d’orienter ces
décisions afin de préserver I’ovaire des patientes qui subissent des salpingo-oophorectomies
prophylactiques. Le but de cette partie est d’utiliser les outils analytiques a disposition afin de
donner des éléments de réponse a la question de 1’origine mullérienne du cancer de 1’ovaire.

Les résultats de ces travaux sont présentés dans 1’article 6.

3.2.4.1. L'origine du cancer de I'ovaire, une problématique a haut impact clinique

Il existe plusieurs types histologiquement reconnus de cancers de 1’ovaire épithéliaux
(6). Le type majoritaire est le type séreux qui représente 60% des cas cliniques. Le type
endométrioide représente 10 a 20% des tumeurs. Enfin des types histologiques minoritaires
existent tels que le cancer épithélial a cellules claires (moins de 10%), mucineux (moins de
5%) et moins de 1% de type indifférencié(11). Il existe aussi plusieurs modeéles de
carcinogenése (11). Le type | regroupe les cancers séreux de bas grade, les types mucineux,
endometrioide de bas grade et le type a cellules claires. Ce type forme des précurseurs
génétiquement stables de type bénin ou borderline avec un continuum de progression
tumorale. lls se manifestent par la formation de tumeurs annexielles de grandes dimensions
souvent limitées a 1’ovaire, ont une progression lente et un bon pronostic. Le type II
représente 75% des cancers de I’ovaire et comporte les cancers séreux de haut grade, mixte,
les carcinosarcomes et les types indifférenciés. Ils ont souvent une instabilité chromosomique

et sont généralement cliniquement agressifs. Enfin il existe plusieurs stades de progression de
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la maladie (252). Il est genéralement accepté par les cliniciens qu’il existe une progression
clinique d’une Iésion borderline vers 1’état d’adénocarcinome pour certains types de cancers

tel que le type endométrioide.

Cependant plusieurs théories s’opposent pour expliquer la carcinogénese ovarienne.
Une théorie ancienne est celle d'une apparition de novo du cancer. Cependant, le col,
I'endométre et les trompes ont pour origine embryologiques les canaux de Miller alors que les
ovaires dérivent de I'épithélium mésodermique du sinus urogénital. Cette théorie semble
aujourd’hui remise en cause. Elle aurait été initialement acceptée du fait de l'absence de
preuve fiable d'une autre origine(6). Selon une autre théorie, la plasticité de I'épithélium
mésothélial ovarien de surface permettrait sa métaplasie en épithélium millerien. Enfin, il a
plus récemment été proposé la théorie selon laquelle les tumeurs de phénotype millerien
(séreux, endométrioide et a cellules claires) dériveraient d'un tissu mullérien et non du
mésothélium ovarien. Plusieurs études viennent soutenir cette hypothése. Dans le cas du
cancer sereux, la plus fréquente des néoplasies ovariennes, il a été montré que dans 80% des
cas, le cancer ovarien est associé a des lésions cancéreuses in situ de I'épithélium tubaire
appelées STIC (Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma). Ces derniéres pourraient étre a
I'origine du cancer ovarien, d'autant plus que des mutations de p53 communes aux cancers et
aux STIC ont été mises en évidence chez certaines patientes (6). Cette théorie est illustrée

dans la figure 56.
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Figure 56: Schématisation de la théorie de 1’origine ectopique des cancers de I’ovaire épithéliaux

La validation de cette derniére théorie permettrait a terme d’améliorer la qualité de vie
d’un grand nombre de patientes présentant un risque de développer un cancer de ’ovaire. En
effet, le cancer de I’ovaire épithélial le plus prévalent est le type séreux représentant, comme
mentionné précédemment, 60% des cas. Les patientes présentant une mutation du géne
BRCAL et ayant une ascendance auparavant affectée par la maladie, sont généralement prises
en charge chirurgicalement de maniere préventive, pour le retrait complet des annexes,
composées des ovaires et des trompes. Cette opération a malheureusement pour conséquence
la perte de la fertilité de la patiente, ainsi que de ces menstruations. Une patiente a risque peut
donc perdre la possibilité de procréer et étre ménopausée a un age précoce. Si ’origine du
cancer de l’ovaire était validée, alors il serait possible de limiter la chirurgie a la
fimbriectomie, qui consiste au retrait de la frimbria i.e la zone anatomique qui constitue la
jonction entre le pavillon de la trompe de Fallope et I’ovaire. Les patientes pourraient garder
une partie de leur ovaire, rester fertile tout en gardant un cycle menstruel et ainsi conserver le

méme niveau de qualité de vie.
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Afin d’apporter des ¢léments de réponse a la question de I'origine du cancer de
I’ovaire, nous avons décid¢ d’utiliser les méthodes d’analyses moléculaires dans un contexte
histologique. L’investigation a ¢été décomposée en deux parties. La premicre étape de celle-Ci
a consisté au ciblage rapide des profils moléculaires des sous types histologiques directement
sur coupe, par acquisition de spectres MALDI et analyses PCA pour avoir une visualisation

sur deux dimentions de la composition globale et différentielle des tissus.

La deuxiéme étape a consisté a I’extraction des digestats trypsique sur tissus qui ont
servi pour I’analyse MALDI afin de faire leur analyse en LC-MS/MS. Les informations de
distributions relatives des protéines ont alors pu nous informer des divers mécanismes qu’il
pourrait y avoir en commun entre les cancers de 1’ovaire séreux et le cancer de la trompe. Ce
type d’analyse nous a également permis d’accéder a [I’identification de biomarqueurs

hautements spécifiques des tissus sélectionnés.

3.2.4.2. Analyses directes sur coupes de régions histologiques d’intérét associées au

cancer de l'ovaire

Nous avons décidé d’utiliser des outils statistiques associés a I’application du profiling
MALDI dans le but d’apporter des ¢léments de réponse a la problématique clinique de
I’origine du cancer de I’ovaire. Pour cette investigation, nous nous sommes concentrés sur les
types les plus prévalents de cancer de 1’ovaire épithéliaux, les types séreux et endométrioide.
Une étape d’antigen retrieval par soumission des coupes aux microondes a été réalisée afin de
modifier la conformation du réseau protéique induit par la fixation au formaldéhyde. Malgré
cette étape, ’analyse de protéines natives n’est pas possible en raison de la force des liaisons
existant entre les protéines. Une étape de digestion trypsique a donc été realisée sur
différentes zones des tissus pour effectuer une analyse en bottom up. 50 spectres ont été
acquis pour chague type de tissu afin de comparer des groupes de données sans que la
variabilité spectrale au niveau du tissu n’entrave I’interprétation des résultats. Des analyses
PCA ont alors été réalisées pour comparer ces différents groupes de spectres. Une fois
I’ensemble des spectres récoltés sur ces différents sous types de tissu, il a été possible
d’utiliser la PCA afin de comparer les groupes de spectres les uns avec les autres et d’en
déterminer les « tendances » d’évolution moléculaire.
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La premiére analyse a reposé sur la comparaison de tissus ovariens canceéreux et sains
avec les tissus tubaires. Les resultats des calculs PCA sont présentés dans la figure 57A. Les
résultats illustrent un profil moléculaire tubaire proche de celui obtenu pour les tissus de
cancer de I’ovaire séreux. Les résultats de classification hiérarchique montrent que les
spectres provenant du cancer de I’ovaire sont tres différents des spectres provenant de I’ovaire
sain et sont plus similaires a ceux de la trompe de Fallope. Une deuxieme analyse a été faite
pour un cas ou il existait a la fois des 1ésions cancéreuses au niveau de I’ovaire et au niveau de
la trompe. Les résultats sont présentés dans la figure 57B. Il était alors possible de déterminer
que les spectres du cancer de la trompe avaient un profil intermédiaire entre la trompe saine et
le cancer de I’ovaire. Cela suggere qu’il pourrait y avoir une évolution moléculaire des tissus
sains de la trompe vers un état cancéreux et que le cancer de l’ovaire aurait un profil

moléculaire qui est I’évolution du cancer de la trompe.
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Figure 57 :Profils moléculaires de cancer de I’ovaire séreux et de trompe de Fallope
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Le méme type d’analyse a été effectué pour deux cas de cancers endométrioides
présentés dans la figure 58. Dans le premier cas (figure 58A), la patiente présentait a la fois
des tissus cancéreux et borderline d’endométre et ovariens. Les profils PCA montraient un
ordre de profils allant des spectres borderline a cancéreux et d’endométriaux a ovarien. Cette
analyse confirme que 1’état tissulaire cancéreux serait 1’évolution de 1’état borderline et

suggere que les lésions de I’endomeétre pourraient étre a 1’origine des Iésions ovariennes.

Dans la deuxiéme analyse, I’endometre de la patiente présentait une zone
d’hyperplasie. Les spectres de cette zone ont été inclus dans I’analyse. Ceux-ci présentaient
un profil intermédiaire entre I’endométre sain et cancéreux. Comme pour [’analyse
précédente, les profils moléculaires montraient une évolution vers le stade borderline de

I’ovaire puis le stade cancéreux.
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Figure 58: Figure : Analyse moléculaire de tissus de cancer de I’ovaire endométrioide et de
I’endométre

Ces éléments viennent en support de la théorie de 1’origine ectopique du cancer de

I’ovaire. Cependant une étape d’identification des protéines différentielles entre les types de
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tissus permettrait de cibler les acteurs moléculaires en commun entre les types de cancers et

leur tissus mullériens d’origine supposée.

3.2.4.3. Analyses protéomiques des régions tissulaires d’interét

L’identification sur tissu étant trés difficile, celle-ci a été réalisée via une autre
approche. Des extractions sur les zones de tissu d’intérét ont été réalisées grace a des rincages
a D’acétonitrile. Une extraction des peptides en phase solide a ensuite été faite et les extraits
analysés en LC-MS via I’instrumentation Orbitrap. Cette méthode a été appliquée pour les
tissus associés au cancer de I’ovaire sereux présenté dans la figure 57B. Les différentes
identifications ont alors été comparées entres les types tissulaires afin de discerner les
potentielles similitudes entre les types de cancer de 1’ovaire épithéliaux et les tissus mullériens

qui pourraient étre a leur origine.
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Figure 59 : Distributions relatives des processus cellulaires et des fonctions moléculaires des protéines

communes identifiées entre les tissus de cancer de 1’ovaire et de cancer de la trompe.
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Dans la figure 59A est présenté le diagramme des protéines en commun entre les
tissus de cancer de 1’ovaire séreux, de cancer de la trompe de la méme patiente et de I’ovaire
sain associé. Ce diagramme montre qu’une majorit¢é des protéines est retrouvée
communément entre les tissus cancéreux de ’ovaire et de la trompe. Le nombre de ces
protéines est supérieur a celui des protéines retrouvées entre 1’ovaire sain et 1’ovaire
cancereux. D’aprés cette observation, le tissu cancéreux ovarien présenterait plus de

similitudes avec le profil de cancer de la trompe que le profil ovaire sain.

Dans la figure 59C sont représentées les processus cellulaires communs entre le
cancer de I’ovaire séreux et le cancer de la trompe et dans la figure 59D, les fonctions
moléculaires de ces proteines. La procédure d’analyse a été la suivante: sur la base des scores
d’identification des protéines obtenues, celles sur- et sous- régulées dans le cancer de I’ovaire
sont sélectionnées. Parmi ces protéines, ont été considérées celles dont le score est similaire
entre le tissu du cancer de 1’ovaire et du cancer de la trompe. Ces protéines, qui ont une
expression similaire entre les tissus tubaire et ovariens, pourraient en effet étre les acteurs
moléculaires communs des mécanismes de cancérisation de la trompe et de 1’ovaire. A partir
des ces données, une recherche sur la base des numéros d’accessions des protéines d’intérét a
alors été réalisée avec le logiciel Blast2GO afin d’accéder a I’ontologie génétique des
protéines obtenues. Les principales fonctions cellulaires régissant les phénomenes de
cancérisation communs entre le cancer de la trompe et le cancer de I’ovaire séreux peuvent
alors étre obtenues et classées en fonction de leur importance. Dans la figure 59D, on peut
alors se rendre compte que la cancérisation de la trompe et de 1’ovaire sont régies par des
processus impliquant la liaison moléculaire. L’activité catalytique apparait comme un autre
processus également trés important. Les marqueurs retrouvés concordent avec un certain
nombre de données obtenues pour le cancer de 1’ovaire (143). Ces données permettent
d’apporter une nouvelle preuve que les mécanismes de cancérisation des cancers de I’ovaire
séreux et de la trompe pourraient étre communs. Dans la figure 60 sont illustrées les
interactions qu’il existe entre les différentes fonctions moléculaires retrouvées communément

entre les cancers ovariens et tubaires séreux.
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Figure 60: Réseaux d’interaction des protéines communes entre le cancer de 1’ovaire séreux et le

cancer de la trompe d’une méme patiente.
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A partir de ces informations, il est possible de remonter a la fonction moléculaire de
chaque protéine d’intérét dans 1’analyse. A chaque fonction moléculaire représentée dans le
diagramme, correspond un groupe de protéines. Grace a 1’utilisation du logiciel Cytoscape, il
a alors été possible de tracer le réseau d’interactions existant entre les protéines de diverses
fonctions. De plus, il est possible d’ajouter a cette analyse une information de quantification
différentielle entre les échantillons. La sur- et sous- régulation des protéines dans les deux
types de cancer représentés dans le réseau d’interactions peuvent alors étre mis en évidences
par un code de couleur rouge/vert. Plusieurs de ces reésultats sont présentés dans la figure 60,

dans les réseaux sont notés les noms des génes codant pour les protéines identifiées.

Dans un premier temps, il est possible de vérifier si les accessions représentées dans le
réseau correspondent a des genes reconnus comme étant impliqués dans les pathologies
néoplasiques. Cette information a pu étre obtenue grace un pluggin Reactome qui permet de

rechercher dans les banques de données NCI.

La figure 60A donne une vision globale des protéines sur et sous régulées dans ces
deux types de pathologies. On observe qu’une majorité de protéines est sous régulée dans ce

modele.

Dans les figures 60B, C et D sont représentés les réseaux d’interactions des proteines
impliquées dans diverses pathologies. Il apparait qu’une majorité de protéines identifiées a
déja été caractérisée dans des néoplasmes (figure 60B). Plus spécifiquement, une majorité des
protéines a déja été caractérisée dans des néoplasmes du systéme reproductif féminin (figure

60C) et dans le cancer de I’ovaire (figure 60D).

Parmi les principales fonctions moléculaires représentées, on trouve I’adhésion

cellulaire. Ces fonctions sont représentées dans la figure 60E.

On observe gque la majorité de ces protéines sont sous régulées dans ce réseau. Cette
observation suggére que des mécanismes de métastase pourraient étre impliqués
communément entre les cancers de 1’ovaire de la trompe séreux. Dans ce contexte, le cancer
de I’ovaire épithélial serait dii a une métastase précoce d’un autre type de tissu cancéreux

mullérien.
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Un autre type de mécanisme représenté est I’activation du complément. La figure 60F
montre qu’il y a aussi une sous expression des protéines du complément. Cela correspond au
mécanisme d’immunosuppression observé auparavant comme par exemple avec le clivage de

I’activateur de I’immunoproteasome PA28.

Ces resultats illustrent des mécanismes déja connus dans les processus de
cancérisations épithéliales de 1’ovaire. Les protéines ici présentées sont toutes des protéines
communes entre le cancer de 1’ovaire et le cancer de la trompe séreux. Des phénomeénes
communs donc existeraient entre ces deux types de néoplasies. Sans donner une conclusion
définitive sur I’origine du cancer de I’ovaire, ces résultats suggereraient une origine tubaire du

cancer de 1’ovaire séreux.

A partir de ces mémes analyses de comparaison, il a été possible d’extraire la liste des
protéines spécifiques des cancers de 1’ovaire séreux et de la trompe. Nous avons également pu
en étudier les différentes fonctions moléculaires et les processus cellulaires relatifs a ces
protéines. Ces resultats sont présentés dans la figure 61. Les proteines retrouvées
spécifiguement dans les differents cancers correspondent a celles qui permettent le

développement spécifique de chaque cancer.
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Figure 61 : distribution des fonctions moléculaires et des processus cellulaires relatifs aux protéines
spécifiques des cancers de 1’ovaire et de la trompe (a-d) et réseaux d’interaction des protéines anotées

comme des protéines de néoplasie ovarienne dans la banque de donnée NCI (e, f)

Dans la figure 61A et B sont donc representées les fonctions moléculaires,
respectivement du cancer séreux et du cancer de la trompe. On remarque que ces deux types
de cancers ont en commun une prédominance de protéines ayant des fonctions de liaison.
Cependant, d’autres fonctions moléculaires viennent s’ajouter dans le cas du cancer séreux
comme des fonctions de transport transmembranaire ou la fonction peptidase. Le modelage
cellulaire par I’actine, la prolifération et 1’adhésion intercellulaire font partie des fonctions
majoritairement représentées dans le cancer séreux. Si la théorie de 1’origine tubaire du cancer
de I’ovaire séreux est réelle, alors la cancérisation au sein de ’ovaire serait régie par des

mécanismes qui permettent la croissance tumorale et la differentiation des cellules en
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epithéliums. D’autres protéines représentées dans le cancer de I’ovaire séreux sont des
protéines impliquées dans la liaison aux Heat Shock Proteins (HSP), au transport et au
catabolisme lipidique et 1’activation de la voie MAPKinase. Ces événements sont en accord

avec les découvertes précedentes de biomarqueurs du cancer de 1’ovaire (143).

Dans la figure 61 C et D sont représentés respectivement les processus cellulaires
impliquant la présence de ces protéines respectivement dans le cancer de ’ovaire séreux et
dans le cancer de la trompe. On observe que les processus cellulaires impliqués sont similaires
entre les deux types de cancer. Les processus métaboliques, de réponse aux stimuli,
d’organisation cellulaire sont les fonctions les plus majoritairement représentées. Ces

fonctions correspondent a celles majoritairement retrouvées dans divers types de neoplasies.

A ce niveau de ’analyse, il est possible de faire le lien etre les fonctions partagees et
spécifiques des cancers de 1’ovaire séreux et de la trompe. Nous avons observé une large
sous-régulation de protéines communes entre le cancer de 1’ovaire et de la trompe, dont les
proteines de I’adhésion a la matrice extracellulaire et de I’immunité innée. Dans le cancer de
’ovaire séreux, les protéines spécifiques a haut scores sont des protéines impliquées dans les
interactions cellule-cellule, la prolifération et le remodelage cellulaire. Dans 1’idée ou le
cancer de I’ovaire séreux dériverait bien de la trompe, alors le processus initial consisterait au
détachement des cellules tubaires de leur environnement tumoral pour migrer vers 1’ovaire.
Ce mécanisme correspond a un processus de métastase déja bien connu dans le cancer de
I’ovaire (143). L’évolution de ces cellules serait possible par un mécanisme
d’immunosupression au sein de leur environnement. Cela va dans le sens de la découverte du
fragment Cterminal de RegAlpha (253) dans les coupes de tissu du cancer de 1’ovaire. Une
fois implantée dans 1’environnement ovarien, la cellule tubaire peut alors proliférer et subit

d’importants changements pour sa différentiation en tissu épithélial.

Ce type d’expérience nous a également permis de mettre en évidence un certain
nombre de biomarqueurs hautement spécifiques des divers tissus analysés. Parmi les

marqueurs du cancer de I’ovaire séreux, on trouve a trés hauts scores les proteines pour le
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remodelage cellulaire telles qu’actin, beta actin like protein ou microtubule-associated
protein, etc. Des protéines impliquées dans le remodelage nucléaire constituent un autre
groupe de proteines trés représentées telles que histone H2B, histone H3, ou heterochromatin
proteinl binding protein. Les modifications épigénétiques représentent un mécanisme
important pour la repression de genes et aura un réle dans les phénomeénes de cancérisation de
I’ovaire (254). Dans les plus hauts scores, nous avons également trouvé des protéines
impliquées dans le métabolisme telles que transketolase (255), impliquée dans la voie des
pentose-phosphate souvent utilisée dans les processus cancéreux (143). Nous avons aussi
trouvé des protéines la glycolyse, une autre voie métabolique utilisée dans le cancer de
I’ovaire (256), telles que 6-phosphofructokinase ou enolase. Comme mentionné auparavant,
des proteines impliquées dans I’interaction cellule-cellule sont représentées telles que zyxin
(257) ou desmoglein. Enfin, nous avons trouvé une majorité de protéines impliquées dans la
synthése d’ARN et de protéines, avec de hauts scores. Parmi celles-ci, nous avons trouvé:
heterogenous nuclear ribonucleoproteins, ribosome-binding protein, eukaryotic traslation
initiation factor, protein disulfite isomerase, 60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein, regulation of

mRNA domain-containing protein, etc..

Toutes ces proteines ont un haut score et devraient étre prise en considération pour des

analyses sur de larges cohortes de patientes.

Pour ces protéines spécifiques du cancer de 1’ovaire, nous avons également utilisé le
plugin Reactome NCI afin de trouver les protéines qui avaient déja été caractérisées dans les
néoplames ovariens. Le réseau de ces protéines et représenté dans la figure 61E. Nous y
avons trouve des protéines impliquées dans 1’activation de la voie de signalisation de
Epithelial Growth Factor Receptor (EGFR) (257, 258) comme les GTPases KRAS (258) et
NRAS(259), Mitogen-activated protein kinase 1 (MPK1), et Receptor tyrosine-protein kinase
erbB-2. Focal adhesion kinase 1(260) est impliquée dans la voie du récepteur a Vascular
Endothelium Growth Factor (VEGF) et promeut 1’angiogenése Via la voie des integrines, ainsi
que la voie Mitogen-activated protein kinase 3 (ERK)(261) et résulte en la progression
cancéreuse. Fibronectin (FN1) est une des protéines extracellulaires qui activent la voie des

integrines (262). Cette derniére induit la polymerisation de 1’actine pour le remodelage
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cellulaire. Une autre protéine, Metastasis-associated protein, est impliquée dans la voie de la
proteine p53 (263).

Une série de biomarqueurs spécifiques de la trompe a également pu étre mise en
évidence. Parmi les protéines a hauts scores, beaucoup correspondaient a des protéines déja
décrites dans le cancer de 1’ovaire selon la banque de données NCI via le pluggin Reactome.
Le réseau de ces protéines est représenté dans la figure 61F. Cet élément marque
I’importance de 1’'usage des analyses en contexte anatomique, dans la mesure aucun marqueur
de la trompe n’a pu étre retrouvé dans le contexte de cancer tubaire. Nous avons également
retrouvé Periostin. La présence de cette protéine a été reportée dans I’environnement de
beaucoup de types cellulaires cancéreux. Periostin est un composent de la matrice
extracellulaire qui agit comme un ligand pour les intégrines alpha-V/beta-3 et alpha-V/beta-5
pour permettre I’adhesion et la migration de cellules epithéliales (264). Cette liaison permet
aussi le recrutement de EGFR et I’activation des voies de signalisations médiées par Akt/PKB
(Protein Kinase B) et FAK (Focal Adhesion Kinase) (264). L’activation des voies de
signalisation par Periostin permettent la survie cellulaire, I’angiogenése et la métastase dans le
cadre du cancer de I’ovaire (265, 266). Dans ce cas particulier, nous avons trouvé Periostin
spécifiquement exprimée dans D’environnement du cancer de la trompe non dans

I’environnement du cancer de 1’ovaire.

Ce fait marque I’importance de prendre en compte le contexte anatomique pour des
analyses en protéomique. Nous avons pu prouver qu’un marqueur, auparavant considéré
comme un marqueur ovarien, est en fait un marqueur de la trompe. Ceci n’a été possible
qu’en comparant le pool de protéines du cancer de la trompe avec celui du cancer de I’ovaire.

Cette stratégie permet donc d’obtenir des biomarqueurs plus spécifiques.

Cela permet aussi de donner un élément de réponse a la problématique de 1’origine du
cancer de ’ovaire. Periostin, spécifiquement située dans le tissu du cancer de la trompe,
pourrait induire la métastase de cellules qui se dirigeraient vers un organe hote tel que I’ovaire

et y évoluer en tumeur ovarienne.

174

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Un autre biomarqueur du méme type, Osteopontin qui induit également la migration et
la prolifération cellulaire via la liaison aux intégrines (267, 268), avait auparavant été trouve
dans les cancers de 1’ovaire épithéliaux et avait été sélectionné avec 5 autres pour la détection

du cancer de I’ovaire via I’utilisation multipléxée de ces biomarqueurs (269).

En conclusion, il a été possible de donner un apercu des mécanismes communs et
spécifiques des cancers de 1’ovaire séreux et de la trompe. Cela n’a été possible que grace a
des analyses protéomiques respectant le contexte anatomique des échantillons tissulaires. De
plus, cette méthode, appliquée a la comparaison de plusieurs tissus de natures proches, permet

d’établir I’existence de biomarqueurs de pathologies bien plus spécifiques.

Nous avons prouvé que la stratégie d’analyse sur coupes de tissus dans le respect du
contexte anatomique présente d’énormes avantages par rapport a des approches plus
classiques. Elle nous a permis dans ce cas précis d’apporter quelques éléments de réponse a la
question de I’origine du cancer de ’ovaire et de prouver que la comparaison de différents
tissus au sein d’une méme patiente permettait de mettre en évidence des biomarqueurs
spécifiques des différentes pathologies, en un nombre limité d’expériences. Bien qu’il serait
necessaire de répéter ce travail pour d’autres cas sélectionnés, le fait de comparer des tissus

provenant de la méme patiente constitue un controle important de 1’expérience.
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Les résultats des deux premieres parties de ce manuscrit demontrent 1’importance de
I’approche d’analyse par spectrométrie de masse MALDI sur coupes de tissu. Il a été possible
de procéder, avec I’utilisation d’autres techniques de protéomique, au criblage général de
biomarqueurs sur des biopsies de cancer de 1’ovaire. L’identification de certains d’entre eux a
été possible et la validation du fragment Cterminal de Reg-Alpha a été possible, avec
I’utilisation de techniques d’extractions de protéines sur coupes. Les problématiques de
recherche de biomarqueurs et de la recherche de I’origine du cancer de I’ovaire ont pa étre

étudiées grace a cette méthode.

Divers mécanismes biologiques ont alors pu étre distingués dans les cancers de
I’ovaire épithéliaux. Beaucoup des marqueurs identifiés sont des acteurs des mécanismes de

prolifération cellulaire et de métastase.

Il a été prouvé que de nombreuses protéines impliquées dans ces mécanismes
nécessitent d’étre maturées avant pour leur activation dans les fonctions des cellules acquises
pour la canceérisation. Parmi les enzymes nécessaires & cette maturation, les proprotéines

convertases apparaissent étre tres influentes a toutes les étapes de la progression cancéreuse.

L’étude de I’implication des proprotéines convertases dans le cancer de 1’ovaire est
décrite dans la troisieme et derniére partie de ce manuscrit. Une lignée cellulaire modeéle a été
utilisée pour la modulation de certaines des proprotéines convertases et la mesure de leur

impact sur les différentes caractéristiques cancéreuses des cellules.
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Partie 3 : Détermination de ’implication des proprotéines

convertases dans le cancer de ’ovaire
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Cette partie porte sur une investigation purement biologique dans ce présent
manuscrit. Dans le cadre de la cotutelle de doctorat, une partie de celui-ci a consisté a I’étude

de la potentielle implication des proprotéines convertases dans le cancer de I’ovaire.

Comme mentionné dans I’introduction, les proprotéines convertases sont des enzymes
clés de la maturation de différentes protéines impliquées dans de nombreux processus
biologiques. Depuis les années 1990, la démonstration de leur implication dans de nombreux
types de cancers a été de plus en plus en plus détaillée. Définir I’implication relative des
différentes convertases dans différents types de cancers pourrait permettre de considérer

certaines d’entres elles comme de potentielles cibles pharmacologiques.

Les proprotéines convertases sont des protéases a sérine clivant aprés les acides
aminés basiques contenus dans le motif consensus RXK/RR et leur séquence minimale est
RXXR. La spécificité relative de ces enzymes est tres difficile a définir in vitro, étant donné
leur forte homologie au niveau du domaine catalytique. De plus, dans la cellule, la présence
des différents membres de cette famille d’enzymes est balancée par des régulations qui

définissent leurs contributions relatives.

3.3.1. Stratégie d’investigation

Pour connaitre 1’implication d’une PC dans un contexte physiopathologique, il est
nécessaire de travailler sur un modele cellulaire approprié. Plusieurs approches sont alors
envisageables. Dans le cas des études sur le cancer, il serait possible de surexprimer une PC
de maniére stable dans une lignée cellulaire et de déterminer si les caractéres cancéreux de
cette lignée sont augmentés. Cependant la surexpression pourrait engendrer des artéfacts
importants. Comme mentionné dans le chapitre 1, les proprotéines convertases ont une
localisation intracellulaire définie et ’augmentation de I’expression de 1’une ou 1’autre des
convertases pourrait modifier sa localisation. De cette facon, des substrats connus pour étre
impliqués dans des mécanismes de cancérisation pourraient étre maturés uniquement dans le

contexte ou la PC est surexprimée. Les propriétés de cette nouvelle lignée seront alors
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induites par 1’action de substrats qui n’existent pas naturellement et I’évaluation de celles ci

sera donc artéfactuelle.

La meilleure approche pour I’étude de ’action des proprotéines convertases dans le
cancer sur modeles cellulaires est donc la création de lignées sous exprimées en PC d’intérét.
Une concentration de PC intracellulaire diminuée résultera en une plus faible quantité des
substrats endogénes responsable des caracteres cancereux. Pour les lignées pour lesquelles la
PC sous régulée est responsable la malignité, une atténuation des caractéres cancéreux devrait

alors étre observée.

Le but du travail a donc été de créer des lignées de cellules SKOV3 dont la quantité de
PC est diminuée afin d’observer si les caractéres d’agressivité de ces cellules pourraient étre

atténués.

3.3.2. Détermination de I’expression des PC dans le modéle cellulaire SKOV-3

Dans un premiers temps, la quantité relative des différentes convertases a été

déterminée par PCR quantitative. Les résultats de cette analyse sont présentés dans la figure

62.
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Figure 62: Expression des PC dans la lignée cellulaire SKOV3.
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Ces mesures montrent que les PCs présentes en abondance dans le cancer la lignée
cellulaire SKOV3 sont furine, PACE4, PC5/6, et PC7.

Nous avons donc décidé de concentrer nos études sur les convertases, qui parmi celles-
ci, avaient été décrites comme étant particulierement impliquées dans différents types de
cancer, a savoir la furine, PACE4, et PC7. Des lignées knock down de chacune de ces PC ont
alors été créées afin de déterminer le niveau de « redondance fonctionnelle » de chacune

d’entre elle.

3.3.3. Knock Down des PC dans les cellules SKOV3

Pour la création de lignées déficitaire en PCs, des shRNAs délivrés par infections
lentivirales ont été utilisés (270). Le fonctionnement de cette approche est illustré dans la
figure 63. Des cellules de cancer du rein de la lignée HEK293T, sont utilisées pour la
production de virus contenant une cassette plasmidique codant pour un ARN complémentaire
des transcrits de la proproteine convertase a étudier. Ces cellules sont transfectées avec les
genes essentiels a 1’encapsidation virale en présence du plasmide contentant le shRNA et le
géne de sélection. Les virus produits servent a délivrer le shRNA la lignée cellulaire afin que
I’ARN viral contenant la séquence complémentaire de la PC soit transmis a la cellule pour
étre rétro trancrit au sein de la cellule et intégré dans son génome. Cela permet ainsi la
création d’un transfectant stable (270). A partir de cette séquence, est produit un ARN small
hairpin (ShRNA) qui sera détruit par le complexe DICER dans le cytoplasme afin de former
un small inhibitor RNA (siARN). Celui-ci ciblera spécifiquement les transcrits ARN de la PC
et ’ARN double brin forme sera ensuite détruit, conduisant ainsi a la délétion des transcrits
naturels de PC de la cellule. Cette méthode permet de créer des lignées stables produisant en
permanence des SiIRNA (270). C’est une alternative efficace a 1’utilisation de siARN
directement délivrés aux cultures de cellules. Cette méthode apparait en effet plus fastidieuse
et plus colteuse. Elle nécessite de réaliser une transfection de ces siRNA a partir d’une lignée
d’intérét afin d’observer un effet pendant quelques jours. Cette méthode est également tres
colteuse en materiel nécessaire pour la transfection (lipofectamide) et pour la création des si
RNA. De plus, les siRNA ont pour autre désavantage de ne pas pouvoir étre utilisés in vivo,
par exemple dans le cas de xénogreffes, contrairement aux shRNA qui assurent un silencage

continu du gene cible (271).
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La technologie des shRNA est a ce jour largement démocratisée pour diverses
applications en biologie pour 1’étude de la fonction de protéines dans des domaines comme la
virologie et la cancérologie (272-284). La stratégie ShRNA a tres récemment été utilisée pour
la fabrication d’un vaccin contre le cancer validé en phase I. Celui-ci consiste en un plasmide
codant pour un shRNA ciblant les transcrits de furine et donc réduisant la maturation des

facteurs de croissance immunosupressifs TGFB1 et TGF2 (285).

Packaging

pPPACK packaging plasmid

HEK 293T cells

Packaging cell making pseudovirus

Transfection

Figure 63: Schématisation de la technologie des sShRNA (286)
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3.3.3.1. Mesure du Knock Down des PC

Pour chaque PC, il existe cing séquences commercialement disponibles pour la
création de shRNA. Parmi ces 5 séquences, deux apparaissent comme relativement plus
efficaces que les autres. Ces deux séquences ont donc été utilisées pour la création de deux
lignées de cellules shPC, pour chaque proprotéine convertase. Une lignée contrble est
également créée, appelée Non Target qui contient une séquence en acides nucléiques qui ne

cible aucune séquence connue du génome. Les résultats de PCR quantitative de chaque PC
sont présentés dans les figures 64 a 67.

Expression de PACE 4 dans les
lignées SKOV3 shPACE4
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ratio transcrits/NT

@

Lignées

Figure 64:Expression de PACE4 dans les différentes lignées SKOV3 shPACE4
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Expression de PC7 dans les lignées

ratio transcrits/NT

Figure 65:Expression de PC7 dans les lignées SKOV3 sh PC7
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Figure 66 : Expression de Furine dans les lignées SHOV3shFurine
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Expression de PC5/6 dans les
lighées SKOV3 shPC5/6
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Figure 67:Expression de PC5/6 dans les lignées SKOV3 sh PC5/6

Pour chaque lignée, une séquence sh est plus efficace que 1’autre et sera donc utilisée
pour la suite des expériences. Les lignées utilisées seront donc shPACE4-50, shPC7-94,
shPC5/6-79 et shfur-38.

3.3.3.2. Test de la prolifération des lignées KD

Des tests peuvent alors étre réalisés sur les différents types de lignées cellulaires. La
premiere question posée est celle de I’implication des différentes proprotéines convertases
dans la proliferation cellulaire en général, bien que cette caracteristique dépende de plusieurs

autres facteurs.

La croissance relative des différentes lignées shPC devait alors étre évaluée. Pour ce
faire, un test XTT a été réalise pour la mesure de la croissance des différentes lignées
cellulaire sur 96h. Le test est une variante du test MTT qui consiste a la mesure du nombre de
cellules vivantes dans un échantillon. Celui ci repose sur [’utilisation du sel de
tétrazolium MTT  (bromure de  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  tetrazolium

bromide). Celui-ci contient un anneau de tétrazolium qui est réduit dans la mitochondrie en
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formazan par la succinate deshydrogenase des cellules vivantes actives. Ceci conduit a la
formation d’un précipité de couleur violette, dont la quantité est proportionelle a la quantité de
cellules vivantes. Pour calculer la quantité relative des cellules, il est nécessaire de retirer le
composé et le milieu du puit ou ont poussé les cellules, et de dissoudre celles-ci avec un
mélange d’isopropanol est d’acide formique puis de mesurer les DO a 550nm de chaque
solution par spectroscopie (287-291). Malgré la fiabilité du test pour la mesure de la
prolifération cellulaire, celui-ci s’est avéré inapplicable aux lignées SKOV3. En effet, apres
I’incorporation du sel de tétrazolium et la transformation en formazan, la cellule apparait étre
extrémement peu adhérente au plastique des plaques de 96 puits utilisées pour leur culture. Ce
phénomeéne est problématique lors du retrait du milieu adduit de MTT. Les cellules peu
adhérentes se décollent et ne pourront pas étre solubilisées pour en mesurer le formazan

qu’elles contiennent.

Le réactif XTT est un dérivé du sel de tétrazolium (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) qui, transformé dans la mitochondrie, donne un
composé de couleur orange. Ce dernier est soluble dans 1’eau, ce qui permet d’éviter les
étapes de retrait du milieu et de solubilisation des cellules qui nuisent a la mesure.
L’absorbance est alors mesurée pour la longueur d’onde de 475nm. Ce test permet une mesure
précise de la prolifération des différentes lignées SKOV3shPC (292-295).

La mesure est faite chaque jour, tous les 24h aprés le dép6t des cellules dans les
plaques 96 puits. Les résultats de ces tests sont reportés dans la figure 68. Celle-ci est répétée
sept fois afin d’évaluer ’écart type entre les valeurs obtenues. Les valeurs mesurées aux
différents temps sont normalisées par rapports aux valeurs obtenues a 24h, afin d’éliminer les
erreurs dans les nombre de cellules déposées au début de I’expérience. Les cellules déposées
étant toujours en phase de latence pour leur prolifération 24h apres le dépdt, la coloration
XTT a 24h est en effet représentative du nombre de cellules déposées au bébut de

I’expérience.

Les resultats montrent que la prolifération des cellules SKOV3 shPACE4 et shPC7 est
significativement diminuée (d’environ 40%) par rapport aux cellules contréles Non Target.
Ceci est un premier élément pour la compréhension de I’implication des PC dans le contexte

du cancer de I’ovaire.
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Figure 68:Test de prolifération des lignées SKOV3 shNonTarget, shFurine, shPC7, shPACE4, et
shPC5/6, normalisée par rapport a la valeur de colloration XTT a 24h.

3.3.3.3. Test de la capacité des lignées KD a former des colonies

Une autre problématique pour ’é¢tude de la propriété des cellules SKOV3 est la
capacité a former des colonies. La formation de colonies donne un indice sur le potentiel
d’une cellule a autosuffir a sa croissance, comme dans le cas d’une cellule unique colonisant
un organe distant de la tumeur primaire. Le test utilisé, appelé test de clonogénicité consiste a
déposer dans des plaques de culture cellulaire de 2mL, les cellules a une faible densité, de

sorte que I’effet d’interaction entre les cellules soit négligeable pour leur croissance (296).

En effet, une grande partie des protéines de la cancérisation clivées par les PC pour

leur activation sont les facteurs de croissance. Ces facteurs sont nécessaires a différentes
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phases de la cancérisation pour la croissance initiale des cellules pour le développement des
tumeurs et des métastases. De part le fait qu’une cellule agit indépendamment pour sa
croissance dans ce type de test, celui-ci peut donner une information sur la quantité des

facteurs de croissance produits par chaque cellule.

Les résultats sont présentés dans la figure 69 ci-dessous.

1501

1004

50+

% nombre de colonies/NT

Figure 69: Test de clonogénicité des lignées SKOV3 shNT, shFurine, shPC7, et ShPACE4 et shPC5/6

Les résultats du test, repétés 3 fois montrent un potentiel de formation de colonies
diminué pour les lignées SKOV3 shPC7 et shPACE4 lorsqu’elles sont comparées a la lignée
contr6le Non Target de maniere plus significative que ce qui était observé pour les tests de
prolifération. Ces valeurs suggerent que les cellules auraient une certaine difficulté a pousser
de maniére autonome. Ce phénomeéne pourrait étre expliqué par une sécrétion amoindrie en
facteurs de croissance. En effet, si la cellule cancéreuse a besoin d’un niveau seuil de facteur
de croissance pour se diviser, et que le Knock Down de certaines PC occasionne un effet sur
la maturation de ces facteurs de croissance, alors ce seuil pourrait étre plus difficile a atteindre
quand la sécrétion ne se fait que de maniére autocrine. Dans ces conditions, des cellules

déposées en plus grande densité pourraient bénéficier de la sécrétion des cellules
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environnantes et voir ce seuil rapidement atteint alors que des cellules déposées en faible
nombre ne pourraient se diviser qu’aprés une longue période de production de facteur de
croissance jusqu’au seuil adéquat. Cela pourrait étre une explication de I’impact plus
important des Knock Down de PC dans les tests de clonogénie que dans les tests de
prolifération. Dans ce test, les lignees shFurin et shPC5/6 ont une capacité a former des
colonies similaire a la lignée contr6le shNT et renforce les résultats de prolifération présentant

ces enzymes comme ayant peu d’influence sur la croissance des cellules SKOV3 in vitro.

3.3.3.4. Test des lignées KD de PC in vivo

Des tests in vivo ont ensuite eté réalisés sur modele murin pour les lignées shPACEA4,
shPC7, shFurin, shPC5/6 le contréle shNT. Le modéle de xénogreffe choisi est la création de
tumeurs sous cutanées, qui est largement décrit dans la littérature (297-303). Selon les
informations obtenues, un minimum de 1.10° cellules est requis pour la création de tumeurs
sous cutannées (298). 2.10° cellules ont donc été injectées sous la peau de souris
immunodefiscientes Nu/Nu. Ces souris sont modifiées au niveau du gene FOXNL1 afin de
limiter la différenciation de leurs lymphocytes T au niveau du thymus et ainsi éviter la
réaction immunitaire qui pourrait étre provoquée par I’implantation de cellules cancéreuses.
Une deuxiéme modification génétique permet d’obtenir des souris sans poil, permettant leur
meilleure manipulation et la meilleure visualisation de la croissance des tumeurs. Une mesure
a été réalisée tous les trois a quatre jours pour le suivi de la croissance des tumeurs. Les

résultats de la croissance des tumeurs sont présentés dans la figure 70.
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Figure 70: Volumes moyens des tumeurs de lignées SKOV3 shNonTarget, shPACE4, shPC7,

shFurin, shPC5/6 au cours du temps aprés implantation.

Comme reporté dans la littérature, une phase de latence est observée pour la formation
des tumeurs avant 1’entrée ce celles-ci dans une phase de croissance exponentielle (298). Dans
le cas présent, cette phase dure environ 30 jours. Pendant cette période, les tumeurs montrent
une augmentation puis une diminution de leur volume avant d’entrer dans la phase
exponentielle. D’apres les résultats, il semblerait que la phase de latence pour la lignée PC7

est inférieure a celle des autres lignées.

Apres cette péeriode de latence, les tumeurs croient de maniére exponentielle. On
observe alors qu’apres 12-13 jours aprés cette phase de latence, les tumeurs issues de
I’implantation des lignées SKOV3shPACE4 ont une taille significativement inférieure aux
tumeurs issues de la lignée contréle shNon Target, et ce sur toute la durée de I’expérience.
Les lignées shFurin et shPC5/6 ont une croissance similaire au témoin shNonTarget.

Cependant, les tumeurs issues de la lignee shPC7 ont une croissance plus rapide que les
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tumeurs contréles. Ces résultats vont dans les sens inverse des résultats obtenus par test de
prolifération. Dans une autre étude, des résultats similaires ont été obtenus avec des tumeurs

issues de lignées cellulaires du cancer de la prostate (Couture et coll. article en rédaction).

Une hypothése pour expliquer ce phénoméne pourrait étre la suivante : le modeéle
cellulaire ici utilisé serait un mode¢le inverse au processus de métastase du cancer de I’ovaire.
Dans le processus de métastase, les cellules tumorales perdent leur caractére épithélial par
mécanisme de transition épithélio-mésenchymateuse afin de pouvoir se détacher de leur
environnement tumoral et migrer a travers la cavité péritonéale vers de nouveaux foyers de
croissance. Dans le cas présent, des cellules provenant d’une lignée cellulaire, donc n’ayant
pas de différentiation épithéliale sont implantées dans un environnement tissulaire. Les
cellules doivent alors utiliser un processus inverse pour se différencier en épithélium et établir
la formation d’une tumeur. La phase de latence observée correspondrait alors a I’organisation

de ce processus.

On peut facilement imaginer que dans lignées SKOV3 shPC7, d’autres proprotéines
convertases compensent 1’absence de PC7. Ces PC de «compensation fonctionnelle »
pourraient étre alors les PC préférentiellement responsable de la maturation de substrats
responsables de la différentiation de la cellule en lignée épithéliale. Cela expliquerait

pourquoi la phase de latence des cellules shPC7 serait plus courte.

La croissance des tumeurs SKOV3 shPACE4 concorde cependant avec les données de
prolifération cellulaire, et de clonogénicité préalablement obtenues et celles obtenues avec le

cancer de la prostate (152).

A la fin de I’expérience, une pesée des tumeurs est effectuée. Les résultats de ces
pesées sont présentés dans la figure 71. Ceux-ci concordent avec les résultats préalablement
obtenus par la mesure des tumeurs sur la souris. Les poids des tumeurs des lignées shPC7 sont
significativement plus hauts que ceux des lignées shNonTarget, et I’inverse est observé pour

les tumeurs de la lignée shPACEA4.
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Figure 71: poids moyen des tumeurs des différentes lignées 50 jours apres implantation.

Dans la figure 72, sont montrées les tumeurs sur souris et apres ressection pour les
lignées sShPACE4 et shNonTarget. On peut remarquer grace a 1’échelle, la plus petite taille des
tumeurs shPACE4 et leur plus faible vascularisation, plus visible avant résection, sur

I’animal.
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Figure 72 : Souris Nu/Nu xénogreffées avec les lignées SKOV3 shNonTarget (A) et ShPACE4 (B) et

tumeurs resséquées.
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L’ensemble de la démarche scientifique pour 1’étude de I’implication des PC dans le
cancer de I’ovaire montre ainsi I’importance de chaque étape. Des tests sur les lignées
cellulaires sont requis pour valider I’implication de chacune des PC d’intérét dans la lignée
cellulaire éetudiée. Cependant, seul le test in vivo permet de donner une indication de la

pertinence de I’implication de la PC en question dans le modele de pathologie.

Cette démarche nous a permis de prouver que PACE4 apparait comme un élément
majeur dans la progression tumorale du cancer de 1’ovaire. Cet enzyme avait auparavant été
démontré par notre équipe comme étant la PC la plus importante parmi les autres convertases
dans le cancer de la prostate (152). Des données ont également montré son importance dans
un autre modéle cellulaire (Couture et coll. données non publiées). On peut alors imaginer
son importance dans une gamme encore plus importante de néoplasies. PACE4 jouerait un
réle prédominant dans le clivage de substrats importants dans la progression de nombreuses
affections néoplasiques. 1l serait alors intéressant de quantifier les PC aux niveaux
transcriptomiques et protéomiques au sein de la tumeur. La découverte d’une forte
concentration de transcrits de PACE4 dans les tumeurs de lignées Knock Down des autres PC
renforcerait les idées suivantes: d’une part PACE4 est la principale PC impliquée dans le
cancer de ’ovaire et il existe une « redondance fonctionnelle » entre les différents membres
de PC.

3.3.4. Perspectives

Un grand nombre de perspectives s’ouvre au vue de ces travaux. Tout d’abord, les
mémes expériences devraient étre faites sur d’autres lignées cellulaires, d’autres types de
cancer de I’ovaire épithéliaux. De plus, il serait interessant de savoir quels mécanismes
biologiques sous jacents a 1’action des proproteines convertases sont impliqués. L’impact des
PC sur les voies de signalisations, I’apoptose, la croissance cellulaire via la maturation de
récepteurs, de facteurs de croissance, devrait étre étudié. Des analyses protéomiques seraient
envisageables afin d’avoir une vision globale des acteurs moléculaires impliqués dans 1’action
des proprotéines convertases. Une dimension cinétique serait également a greffer a cette
analyse pour les études in vivo afin de connaitre les mécanismes sous jacents a la phase de

latence pour la formation des tumeurs pour chaque lignée cellulaire. L’analyse des tumeurs en
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phase exponentielle pourra également renseigner des protéines qui déterminent la différence
de croissance significative entre les différentes lignées. Une série de marqueurs pourra alors
étre obtenue, et ceux-ci auront une relation directe ou indirecte a 1’action enzymatique de la
PC d’intérét. Ces marqueurs pourront alors étre comparés a ceux obtenus par analyses
protéomiques obtenus sur les tissus de patientes. Enfin, les biomarqueurs d’intérét pourront
étre recherchés dans le sang de la souris. Ces biomarqueurs seront alors envisageables pour
une potentielle utilisation pour le suivi de [Defficacité thérapeutique d’inhibiteurs de

proprotéines convertases.

A ce niveau, une série de peptides a été développée au sein du laboratoire de Robert
Day, ayant une action plus ou moins ciblée sur certaines proprotéines convertases, dont
PACE4. Cet enzyme étant visiblement important pour ’agressivité des cellules SKOV3, il
serait possible d’utiliser un inhibiteur spécifique de PACE4 pour le traitement de tumeurs du
cancer de 1’ovaire. Cela constituerait une stratégie de thérapie ciblée idéale dans la mesure ou
I’inhibiteur ne ciblerait que PACE4. Selon le principe de « redondance fonctionelle » décrit
ci-dessus, I’action de ce peptide ne serait alors pas délétére aux autres cellules. PACE4,
largement exprimée dans les cellules du cancer de ’ovaire serait la cible thérapeutique, mais
sa compensation fonctionnelle par les autres PC n’aurait aucun effet sur I’effet thérapeutique
du peptide, les autres PC n’étant pas ou étant peu impliquées dans les mécanismes de
cancerisation. Ces cellules saines, inévitablement également touchées par I’inhibiteur de
PACE4 pourrait tirer profit de ce phénomene de compensation fonctionnelle et des PC de
compensations pourraient alors agir pour une maturation des substrats naturels, sans

complication majeure.

Le suivi de I’action du traitement pourra également étre réalisé par une approche de
recherche de biomarqueurs. Les marqueurs de I’action de PACE4, préalablement trouves
pourront alors étre recherchés dans le sang de la souris et dans les tumeurs, par analyses
protéomiques ou analyses directes sur coupe. La cinétique de présence de ces marqueurs sera

a mettre en relation avec 1’efficacité sur traitement sur la régression de la tumeur.

Ces objectifs, illustrés dans la figure 73 ouvriraient de nombreuses applications dans
les domaines de la recherche de biomarqueurs ainsi qu’en pharmacologie. Pour la premiére
fois, il serait alors possible de combiner ces deux domaines en un projet commun. Par la

méme occasion, I’action de PACE4 dans le cancer de 1’ovaire et d’autres mod¢les néoplasies
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pourraient alors étre explorée au travers de tous les substrats directs ou indirects a son action

enzymatique, impliqués dans la progression des différents cancers.
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Figure 73 : Perspectives aux expériences in vivo des lignées shPC : applications pour la recherche de

biomarqueurs et de suivi pharmacologique.
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Conclusion géneérale et perspectives
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Les approches pour 1’étude des molécules de la physiologie et des pathologies n’ont
cessé de se diversifier depuis I’avénement des biotechnologies permettant 1’amplification, la
purification et 1’identification de biomolécules. L’implication des protéines dans un large
éventail de processus biologiques font la force de la biochimie et plus récemment de la
protéomique. Cette jeune science consiste a étudier I’ensemble des protéines d’un échantillon
biologique a un temps donné. Elle permet de tracer les grandes lignes des processus
biologiques impliqués dans un contexte physiopathologique, via I’identification simultanée
d’une grande partie des protéines contenues dans un échantillon. Depuis 1’avénement de ces
approches, la diversification des procédés a permis au chercheur de s’adapter a de multiples
problématiques scientifiques. La spectrométrie de masse est depuis plusieurs dizaines

d’années, devenue la technique la plus utilisée pour des analyses en protéomique.

Elle est en effet largement utilisée comme instrumentation pour I’identification de
protéines purifiées et séparées de diverses facons. Les protéines peuvent en effet étre séparées
par des méthodes en gel et ensuite identifiées individuellement par empreintes peptidiques par
spectrométrie de masse MALDI, avec en support des analyses MS/MS. Les spots séparés
peuvent également étre digérés et soumis a séparation en phase liquide puis analyse par
spectrométrie de masse ESI. L’information protéique est en effet tellement riche que des
protéines présentes dans un spot peuvent étre nombreuses. La technique peut étre encore
simplifiée lorsque le mélange protéique est directement digéré et soumis a analyse LC-MS. A

cela, diverses adaptations pour la quantification des protéines peuvent étre utilisées.

Toutes ces analyses permettent de travailler sur un extrait de protéines provenant d’un
échantillon d’intérét. Mais elles ne permettent pas de garder le contexte spatial d’un
échantillon. Pour la problématique d’analyses histopathologiques, il est important de
discriminer les différentes zones tissulaires afin d’en faire le différenciel moléculaire. Une
approche est alors possible, qui est la microdissection laser qui permet de sélectionner un
groupe de cellules d’intérét pour en faire I’analyse. Mais cette technique fastidieuse a

engendré I’idée, chez de nombreux chercheurs de faire une analyse sur un échantillon brut.

Les analyses MALDI sur des coupes de tissus ont alors été pensées et la méthode
développée. Il est désormais possible d’ajouter a une analyse histopathologique, une
dimension moléculaire. Il nous est possible de différencier des types tissulaires sur une base

moléculaire. Au cours des années, divers développements ont été réalisés pour I’amélioration
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de I’extraction chimique des biocomposés et I’analyse informatique de celles-ci. Certains de

ces développements ont été présentés dans ce manuscrit.

Dans un premier temps, il a été utile de développer différentes approches qui
permettent d’¢largir la gamme de détection des protéines sur coupe. L’analyse sur coupe,
jusqu’a quelques années auparavant était limitée a des m/z allant jusqu'a 30000. Diverses
méthodes pour la dénaturation des protéines, leur extraction a la surface des coupes et leur
incorporation a la matrice ont alors été développées et présentées dans ce manuscrit. Ce type
d’amélioration nous a permis, uniquement grace a I’utilisation d’un solvant de solubilisation
autre que les mélanges de solvants habituels, le HFIP, d’extraire des protéines a des m/z
jusqu’a 70000. De plus, I'utilisation d’instrumentations adaptées, comme des détecteurs
congus pour analyser des protéines de hautes masses moléculaires, nous a permis de
cartographier certaines de ces protéines de hautes masses moléculaires sur coupes de tissu de
cerveau de souris. L’utilisation de solvant a pu étre faite pour la pré-solubilisation de tissus et

la séparation de leurs protéines en gel d’électrophorése bidimensionnelle.

Le deuxiéme axe de développement flit 1’utilisation de calculs par PCA et de
classification hiérarchique pour la discrimination des différentes sous classes de tissus sur une
base moléculaire. Des essais sur le modele de cancer de la prostate nous ont permis de
prouver que des sous types tissulaires de natures inconnues sont différentiables sur une base
moléculaire prealablement établie sur des tissus de natures connues. L’analyse de recherche
de biomarqueurs est ensuite possible en utilisant la PCA sur des régions d’intérét et non sur
I’ensemble de la coupe de tissu analysée en imagerie MALDI, qui ajouterait une complexité a

I’analyse.

Ces différents développements ont alors pu étre réalisés pour des applications pour la
recherche de biomarqueurs du cancer de 1’ovaire, sur une large cohorte de patientes. Des
analyses directes sur coupe pour une cohorte de tissus nous ont permis de discriminer des
familles de marqueurs moléculaires de différentes gammes de masse sur une base d’analyse
moléculaires par PCA et pseudogels. Parallelement, des calculs PCA sur des images MALDI
nous ont permis de valider la présence du fragment C-terminal de Regalpha, un marqueur
préalablement découvert dans les zones malignes de biopsies du cancer de I’ovaire. Ce
marqueur réveéle un mécanisme important d’immunosuppression dans le cancer de I’ovaire.
PA28, ou RegAlpha constitue 1’activateur de 1’immunoproteasome 11S. Cette forme du

protéasome est retrouvée lors d’infection virales ou bactériennes et permet la dégradation
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rapide de protéines intracellulaires pour une présentation au CMH de classe I. Son absence
dans sa forme native signe un mécanisme de degradation qui donne a une cellule infectée

I’avantage de ne pouvoir étre détectée comme étrangére vis-a-vis du systéme immunitaire.

Ce marqueur a finalement pu étre confirmé au niveau anatomopathologique par des
méthodes classiques d’immunohistochimie, en parallele a I’utilisation de notre méthode
d’extraction nouvellement développée. En effet, nous avons pu prouver ’efficacité de cette
méthode pour une utilisation clinique dans le cadre de la recherche de biomarqueurs. Cette
méthode pourrait remplacer les techniques déja connues d’immunohistochimie et apparaitrait
comme une approche d’antigen retrieval pour le démasquage de certains composés sur coupe

de tissu frais et pourrait étre envisagée pour une utilisation en anatomopathologie.

Les analyses PCA ont été appliquées a une autre problématique importante du cancer
de I’ovaire qu’est la détermination de 1’origine cellulaire des différents épithélium cancéreux.
La connaissance du tissu réellement responsable de chacune des pathologies pourrait en effet
avoir un impact important sur la prise en charge des patientes au niveau chirurgical. Dans bien
des cas, la chirurgie consiste au retrait de 1’ensemble ou d’une majeure partie du tractus
génital, causant de nombreux problemes dans la vie personnelle des patientes. Si selon une
théorie récemment avancée, et dont la démonstration est faite par plusieurs groupes de
pathologistes, les différents types de cancers de 1’ovaire épithéliaux auraient une origine autre
que I’ovaire, alors il serait possible sauver une partie des ovaires affectés. Cette nouvelle prise

en charge permettrait d’améliorer considérablement la qualité de vie des patientes.

Par des comparaisons de différents groupes de tissus, il a été possible de représenter
dans I’espace les différents groupes de tissus par PCA. Ces représentations nous ont permis
d’observer des similitudes entre les tissus du cancer de I’ovaire et les tissus mullériens
associés. L’identification des protéines étant difficile sur coupes de tissu, des analyses en LC-
MS ont été réalisées sur des extraits de ces différentes régions d’intérét. Le nombre des
protéines identifiées a pu étre compare et a révélé que plus de protéines était retrouvées en
commun entre les tissus ovariens et tubaires pour les cas séreux qu’avec les autres types de
tissus. Un profil moléculaire commun existe donc entre les tissus de cancer de 1’ovaire séreux
et les tissus tubaires. Ces analyses viennent en support de la théorie d’origine ectopique du

cancer de 1’ovaire.
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Au cours de ces différents travaux, différentes approches ont été utilisées pour
I’identification des protéines dans les tissus de cancer de 1’ovaire. Certaines de ces protéines
correspondent a des biomarqueurs des cancers de 1’ovaire épithéliaux déja identifiés par

divers groupes et d’autres ont été nouvellement découverts.

Parmi les protéines trouvées dans les analyses bottom up, mucin-9 a été identifiée
spécifiqguement dans les zones cancéreuses des biopsies. Cette protéine est une glycoprotéine
qui sert de récepteur cellulaire & des stimili externes pour une réponse cellulaire de
prolifération et de progression cellulaire. Comme les autres glycoprotéines, ce marqueur
pourrait également servir a 1’adhésion des cellules cancéreuses aux cellules endothéliales via
les sélectines lors du processus d’extravasation pour la migration métastatique. De
nombreuses protéines d’interaction du cytosquelette avec la matrice extra cellulaire sont
également trouvees, telles que profilin 1, cofilin-1, vimentin et cytokeratin 19, révélant des

phénomenes de remaniements morphologiques de la cellule pour sa migration métastatique.

Dans les analyses en top down des protéines séparées par gel 2D, I’annexin A2 a pu
étre identifiée, portant cette méme fonction ainsi que les fonctions d’activation de la
migration, la prolifération et adhésion cellulaire. D’autres protéines reportées dans le tableau
3 portent les fonctions de transport lipidique, de régulation du pH, de communication
intercellulaire, stockage du fer, chaperonne.

Certaines de ces fonctions peuvent étre considérée comme universelles aux
caractéristiques biologiques portées par toute cellule cancéreuse. L’apparition de ces
caractéres est bien évidemment régie par d’autres acteurs moléculaires qui n’ont pas été

répertoriés dans ces analyses.

Parmi ces protéines, nombre ne sont actives que lorsqu’elles sont maturées par
d’autres protéines, les protéases. On compte plus de 200 types de protéases, dont les
proprotéines convertases font partie des plus influentes. Elles permettent la maturation de
protéines impliquées dans de multiples processus physiopathologiques dont fait partie le

cancer, comme décrit dans le chapitre 1.

C’est pour cela qu'une partie du projet a été¢ accés sur I’étude de I’implication des
proprotéines convertases dans les phénomeénes de cancérisation de 1’ovaire. J’ai alors pu cibler
celles qui semblaient impliquées dans le cancer de 1’ovaire et créer des lignées knock down

qui permettraient de vérifier si I’absence de telle ou telle PC permettait d’atténuer les
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caractéres cancéreux de la cellule. Les lignées une fois créées grace a la technologie des
shRNA ont alors été testées in vitro et in vivo pour diverses caractéristiques. Les lignées
shPACE4 et shPC7 ont dans un premier temps montré une baisse de leur prolifération et de
leur clonogénicitée. Ces lignées ont donc alors été sélectionnées pour effectuer des tests in
vivo. Ceux-ci m’ont permis de valider que la lignée shPC7 permettait une croissance plus
rapide des tumeurs par rapport a cette méme lignée contréle. Cependant, la lignée cellulaire
SKOV3 shPACE4 provoquait également une croissance ralentie in vivo par rapport a la lignée
contrle « Non Target », prouvant I’importance de cet enzyme dans le cancer de 1’ovaire, au

méme titre que dans le cancer de la prostate.

Les expériences réalisées sur les PC dans le cancer de 1’ovaire ouvrent des
perspectives sur des expériences de recherche de biomarqueurs associés a I’action des
différentes PC. D’une maniére plus large, il serait possible de combiner les champs
d’investigation en biologie fondamentale, les approches de protéomique pour la recherche de

biomarqueurs et les essais cliniques en pharmacologie.

Tous ces travaux prouvent I'importance d’utiliser les différentes déclinaisons des
méthodes de protéomique pour des applications de recherche de biomarqueurs. Le
développement des toutes derniéres technologies permet a ce jour d’accéder a une sensibilité
extréme pour la détection d’infimes variations du protéome entre des échantillons de divers
types. Associé aux approches de découvertes de biomargueurs en contexte anatomique, il sera
bient6t possible, avec 1’utilisation de la technologie LESA développée par Advion (304)
(figure 74), d’accéder a une information riche au sein de région d’intérét de tissus. Il sera
alors possible d’explorer en profondeur la complexité des mécanismes sous jacents a des
observations morphologiques d’altération des tissus. Ces stratégies pourront alors é&tre
intégrées a tous types d’applications en recherche fondamentale de 1I’implication de protéines
dans un type de pathologie donné. Il est fort a parier que la réussite de cette stratégie puisse
révolutionner la perception de I’ensemble de la communauté scientifique sur I’utilité de ces
méthodes analytiques pour répondre a de nombreux questionnements sur la nature

moléculaire d’événements physiopathologiques.

202

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Figure 74 : Instrumentation Triversa Nanomate d’Advion permettant le LESA
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Background

After 10 years of continuous development MALDI mass spec-
trometry imaging (MSI) has become a powerful and versa-
tile tool for analyzing different classes of endogenous and
exogenous molecules [1,2]. It has become an established
technology for imaging drugs and their metabolites [3,4];
molecular images of peptides and small proteins up to 25
kDa can be routinely obtained [2,5-8]; and recently, major
improvements have also been reported for imaging lipids
[9-13]. However, proteins exceeding 25 kDa are not rou-
tinely detected by MALDI MSI. This represents a real meth-
odologic limitation, as many classes of proteins with impor-
tant biological activities — such as most cytokines, growth
factors, enzymes, receptors, proproteins, and neuropep-
tide precursors — are larger than 25 kDa. Two recent arti-
cles reported sample preparation methods that enable MSI
of higher mass proteins [14,15]. The first method uses ex-
tensive water washing procedures to deplete abundant solu-
ble proteins followed by automated application of a matrix
solution containing a high percentage of organic solvent.
This sample preparation allowed detection of a 28-kDa in-
tegral crystalline lens membrane protein [14]. In the sec-
ond approach, a matrix application protocol using Triton
X-100 was shown to help detect proteins ranging from m/z
25000 to 50 000 [15].

These observations suggest several lines of reasoning for the
lack of sensitivity for higher mass proteins, which can be ex-
ploited for the further development of sample preparation
methods. The use of organic solvents or Triton X-100 sug-
gests higher mass proteins may not be detected, because
they are not efficiently solubilized in the matrix solution
and consequently, are not extracted from the tissue. The
detection of higher mass proteins after depletion of abun-
dant soluble proteins suggests competition with the abun-
dant proteins for incorporation into the matrix crystals
and/or ionization in the MALDI process (suppression ef-
fects [16]) may be another reason limiting routine detec-
tion of higher mass proteins.

MALDI predominantly generates singly charged protein
ions, so a high-mass protein ion will be detected at high
m/z. The technology typically used for protein MSI, a time-
of-flight mass spectrometer equipped with a micro-channel
plate (MCP) detector, is not well-suited to the detection of
high m/z ions. The initial impact of an ion onto the detector
releases some electrons, which are then amplified through
the MCP to generate the signal. The MCP detection process
is known to favor lower m/z ions because the ion to electron
conversion efficiency is nonlinearly dependent on veloci-
ty; exhibiting a threshold velocity below which no signal is
obtained, then increasing rapidly with increasing velocity
before reaching a plateau in which detector response is in-
sensitive to increasing velocity [17].

In TOF analyzers, ion velocity is inversely proportional to the
square root of the m/z ratio. lons of high m/z may not be de-
tected within the optimum detection-efficiency plateau and
thus generate less detector signal. Furthermore, MCP detec-
tors have a finite amplification potential within any single
time-of-flight scan. Lower mass ions, detected first, can sat-
urate the detector leading to even lower detection efficien-
cies for higher mass ions. In typical MALDI applications in
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proteomics, such as peptide fingerprinting and LC-MALDI,
high-mass insensitivity is rarely a problem because complex
mixtures of proteins with masses above 20 000 are not an-
alyzed. The tissue sections analyzed by MALDI MSI can re-
sult in a significant background, which is more intense in
the low-mass region but continues throughout the entire
mass range [18]. If detecting a wide mass range this back-
ground, as well as peptide/protein ions of lower mass, can
saturate the MCP detector and further decrease the detec-
tion efficiency for higher mass protein ions.

In the present paper, we have investigated the development
of sample preparation methods based on hexafluoroisopro-
panol (1,1,1,3,3,3-hexaluoro-2-propanol, HFIP) [19,20] and
2,2,2-trifluoroethanol (TFE) solvents for protein solubiliza-
tion optimized for high-mass proteins. Using these sample
preparation procedures proteins, up to 70 kDa were detect-
ed. This opens the door of protein biomarkers tracking di-
rectly from tissue without any extraction keeping their tis-
sue localization.

Material and Methods

Materials

Sinapinic acid (SA), 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol
(HFIP), trifluoracetic acid (TFA), 2,2,2-Trifluoroethanol
(TFE), ethanol (ETOH), acetone, acetonitrile (ACN), chloro-
form, water CHROMASOLYV plus for HPLC (H20) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).

Samples
Rodent brains

Adult male Wistar rats weighing 250 to 350 g and adult, male,
wild-type mice weighing 30 to 50 g (animal use accredita-
tion by the French ministry of the agriculture No. 04860)
maintained under standard care were used. Animals were
killed by decapitation and immediately dissected to remove
the brain, which was then flash frozen in liquid nitrogen
and stored at —80°C.

Ovarian biopsies

Tissues, ascites, and cystic fluids were obtained with in-
formed consent and institutional review board approval
(CCPPRBM Lille: CP 05/83), from patients undergoing ovar-
ian tumor resection at Hospital Jeanne de Flandre (Lille,
France). Patient information was collected, including sex,
age, treatment received before and after surgery, extent of
surgery, current status (alive, alive with progressive disease,
deceased, and cause of death), and survival from the time
of original pathologic diagnosis. Samples were collected
at the time of surgery, immediately frozen, and stored at
—80°C until analysis.

Tissue preparation
Animal brains and ovarian biopsies
Thin 10- to 12-um tissue sections were cut from frozen rat/

mouse brains and ovarian biopsies using a Leica CM1510S
cryostat (Leica Microsystems, Nanterre, France) and placed

223

http://doc.univ-lille1.fr



Med Sci Monit, 2010; 16(9): BR293-299

Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Franck J et al - MALDI imaging of high mass protein

onto ITO-coated conductive glass slides (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). For ovarian biopsies, histopathologic
diagnoses were performed by a pathologist, blinded to the
original clinical diagnosis, from adjacent H&E-stained sec-
tions. Tissue sections were submitted to different washing
steps to remove salts and abundant lipids. Each tissue section
were firstimmersed in a bath of cold acetone [21] for 30 sec-
onds followed by a bath of cold ETOH 95% [22] for 30 sec-
onds, and finally immersed in chloroform (21) for 1 minute.

MALDI MSI and profiling

Five mL of a solution containing 10 mg/mL of SAin
AcN/aqueous TFA 0.1% (7:3, v/v) was prepared. The so-
lution was deposited on to the tissue using an automatic
sprayer (ImagePrep, Bruker Daltonics). Molecular images
were acquired on an UltraFlex 1l MALDI-TOF/TOF instru-
ment (Bruker Daltonics) equipped with a Micro-Channel
Plate (MCP) detector. The instrument is equipped with a
Smartbeam laser and is controlled by FlexControl 3.0 (Build

158) software (Bruker Daltonics). All protein spectra were
processed with FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics) using
the Top Hat baseline subtraction method and 4 cycles of
Gauss smoothing with a width of 2 m/z.

Mass spectrometry imaging datasets were recorded in posi-
tive ion, linear time-of-flight mode, and averaged at 1000 la-
ser shots for each position. Analysis of higher mass proteins
required higher laser fluencies. Typically, for these experi-
ments, the laser offset was set to 30%, laser range 20%, laser
fluence 70%, and the laser focus set to medium. The images
were acquired following a raster of 200 by 200 pm and recon-
structed using FlexImaging 2.1 (Build 15) (Bruker Daltonics).

High-mass protein profiling

Two sample preparation procedures were developed. In
the first procedure, a micropipette was used to deposit a
droplet of 10 mg/mL SA in pure HFIP followed by a drop-
let of 20 mg/mL SAin AcN:0.1% TFA (7:3, v/v). In the
second procedure, a droplet of TFE: 20% TFA (1:1, v/v)
was deposited onto the tissue, then a droplet of 20 mg/mL
SAin ETOH: 0.1% TFA (9:1, v/v), and finally a droplet of
10 mg/mL SA in AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v).

High-mass protein MSI
Automatic spraying

A solution of 10 mg/mL SA in TFE: 10% TFA (1:1, v: v) was
first deposited on to a rat brain tissue section using 20 cy-
cles of spraying for 1.5 seconds and drying for 30 seconds.
A solution of 10 mg/mL SA in ETOH: 0.1% TFA (9:1, v/v),
which was deposited after a final solution of 5 mg/mL SA
in AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v) using the same spraying meth-
od. High-mass protein analysis also was performed after im-
aging low mass polar proteins by removing the matrix from
the tissue section with a bath of MeOH: H,0 (1:1, v/v) for

1 minute, and then applying the high-mass matrix solution.

Automatic micro-spotting

A chemical inkjet printer (CHIP-1000, Shimadzu, Kyoto,
Japan) was used to sequentially deposit arrays of nl-sized

© 2012 Tous droits réservés.

Figure 1. MALDI MSI of proteins obtained from a rat brain tissue
section prepared by automatic spraying of the matrix
solution 10 mg/ml SAin AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v). (A)
Optical image of the tissue section, (B) overlaid molecular
images of protein ions detected at m/z 6717, 7538 and 14
123, (C) molecular images of protein ions detected at m/z 6
717,7063,7 538, 8 466, 14 123 and 18 407.

droplets of matrix solutions with a 300-um pitch on to a rat
brain tissue section. Fifteen nl of a solution of 10 mg/mL
SA in TFE: 10% TFA (1:1, v/v) was first deposited onto the
tissue, followed by 10 nl of a solution of 10 mg/mL SA in
ETOH: 0.1% TFA (9:1, v/v), and finally by 15 nl of a solu-
tion of 5 mg/mL SA in AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v).

Fesults

MALDI MSI of proteins

In MALDI MS as well as in MALDI MSI, proteins are typi-
cally analyzed using SA as matrix in a polar solvent such as
AcN: 0.1% TFA. Figure 1 shows protein MSI measurements
from a rat brain tissue section prepared using automatic
spray deposit of the matrix solution 10 mg/mL SA in AcN:
0.1% TFA (7:3, v/v). These conditions generate a thin, ho-
mogenous layer of small crystals covering the tissue section
and enabling images with specific distributions to be record-
ed (Figures 1A,C). Such sample preparation conditions are
typically for high spatial fidelity MSI of proteins in tissue;
however, only a restricted number of proteins and within a
restricted mass range are typically observed, with most pro-
tein signals below m/z 25 000.

It has been shown that washing the tissue sections with or-
ganic solvents such as chloroform [21] and ETOH [22,23]
before depositing the matrix provides spectra with a high-
er intensity and more protein signals in the mass range up
to 20 000, and that Liam images can be obtained showing
the specific location of the proteins. Without the organic
wash, only a few proteins could be detected (Figure 2) that
have a relatively low intensity and signal/noise ratio. In con-
trast, spectra acquired from tissue prewashed with organ-
ic solvents from an adjacent rat brain tissue section, show a
high number of intense protein signals up to m/z 20 000 and
a few protein signals with lower intensity above 20 000 m/z
(Figure 2). This effect has been attributed to the removal
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Figure 2. MALDI Mass spectra from rat brain tissue sections prepared
by deposition of the matrix solution 10 mg/ml SA in AcN:
0.1%TFA (7:3, v/v). (A) unwashed tissue, and (B) tissue
prewashed with successive baths of cold acetone, cold 95%
EtOH, and chloroform prior to matrix deposition.

of salts and small organic compounds such as abundant lip-
ids that lead to ion suppression effects [16]. Nevertheless,
even with organic washes, protein signals above m/z 20 000
were either detected with very low intensity or not at all.

Sample preparation for high-mass profiling

In typical tissue proteomics experiments, protein extrac-
tion involves different steps to disrupt noncovalent in-
teractions and separate the proteins from other mole-
cules. The main interactions are noncovalent, including
ionic, hydrogen bonds, and hydrophobic interactions.
Hydrophobic interactions can be disrupted by using com-
pounds or solvents that provide a competing hydropho-
bic environment or that disrupt protein structure (cha-
otropes). In polar solvents or pure water, a hydrophobic
environment is created by detergents such as Triton X100
or SDS [24], and protein structures can be disrupted by
chaotropes such as urea [25]. However, the high concen-
trations of detergents and chaotropes required for solu-
bilization are mostly incompatible with MALDI mass spec-
trometry. Finally, denaturation of proteins by changing the
solvent’s pH has been shown to solubilize proteins with
an efficiency close to that of SDS-based extraction [26].
With this background in mind, several procedures were
investigated to improve protein solubilization, and thus,
extraction and sensitivity.
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Figure 3. Mass spectra acquired from a rat brain tissue section after
(A) TFE treatment and (B) HFIP treatment.

Initial experiments involved using a micropipette to depos-
it a 10% TFA solution onto a rat brain tissue sections to de-
nature the proteins. A matrix solution of 20 mg/mL SA in
AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v) was then deposited onto the tis-
sue. Close examination of the mass spectra obtained with
this sample preparation method revealed no notable im-
provements. In a second study, the MSI compatible deter-
gent octyl beta-D-glucopyranoside [27] was investigated. A
solution of 10% TFA (ag.) containing 1% detergent was de-
posited onto rat brain tissue sections and subsequently cov-
ered with the same SA matrix solution. The mass spectra
recorded using this second protocol also did not show any
notable improvement compared with those obtained with-
out any such treatment.

The matrix solution normally used to extract proteins from
the tissue is based on the polar solvents AcN and 0.1% TFA
(ag.). AcN is a relatively hydrophobic solvent known to solu-
bilize many proteins of intermediate hydrophobicity. It was
then investigated if the hydrophobic solvents TFE [28,29]
and HFIP [30], which have been used to extract membrane
proteins [31-33] and high-mass proteins [34], could aid in
detecting high proteins directly from tissue.

A solution of 20% TFA: TFE (1:1, v/v) was deposited onto
the tissue section to extract the proteins from the tissue. In
MALDI, co-crystallization of proteins with the matrix is cru-
cial for their analysis. As SA is not soluble in TFE, another
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Figure 4. Mass spectra acquired from a rat brain tissue section
after deposition of (A) SA in AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v), and
after removal of the first matrix coating followed by HFIP
treatment (B) or TFE treatment (C).

solvent was used to dissolve the matrix. After the TFE treat-
ment, 10 pL of the solution 20 mg/mL SA in ETOH: 0.1%
TFA (9:1, v/v) was deposited onto the tissue to co-crystal-
lize the proteins with the matrix. However, this led to for-
mation of large matrix crystals and a dramatic increase in
chemical noise in the mass spectra. Recrystallization of
the large matrix crystals by addition of a third solution,

20 mg/mL SA in AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v), produced small
white matrix crystals containing higher mass proteins. Mass
spectra recorded from rat brain tissue sections after the
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Figure 5. Mass spectra acquired from ovarian cancer tissue after
deposition of (A) 20 mg/ml SAin AcN: 0.1% TFA (7:3,
v/v), and after subsequent matrix removal and HFIP
treatment (B).

complete 3-step procedure contained protein signals up
to m/z 50 000 with good S/N (Figure 3A). In comparison,
spectra from an adjacent tissue section that was not pre-
pared using the 3-step TFE procedure contained no ions
above m/z 30 000.

The number of steps needed for denaturation, extraction,
and incorporation of high-mass proteins in matrix crys-
tals using TFE makes it quite impractical for MSI. The sol-
vent HFIP is known for its extraction efficiency of hydro-
phobic proteins and was found to be an excellent solvent
of the matrix SA; therefore, enabling direct co-crystalliza-
tion with high-mass proteins. It was found that high-mass
proteins could be detected by depositing the matrix solu-
tion 20 mg/mL SA in pure HFIP, followed by addition of
the recrystallization solution 20 mg/mL SA in AcN: 0.1%
TFA (7:3, vIv). This led to detecting the higher mass pro-
teins, up to m/z 70 000, with higher sensitivity and higher
reproducibility than were obtained using the TFE proce-
dure (Figure 3B).

© 2012 Tous droits réservés.
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Table 1. Molecular masses of peaks found in MALDI MSI after using the HFIP high-mass protein sample preparation that are consistent with known

ovarian cancer protein biomarkers.

Molecular mass (Da) determined

Molecular mass (Da) protein

Protein name by MALDIMSI with high-mass .~ "o~ " . References
procedure identified in ovarian cancer

Tetranectin (CAA45860) 17775 17776 [36-39]

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 22576 29571 [40]
precursor

Plasma retinol-binding protein precursor 22986 22990 [41]
Metalloproteinase inhibitor 1 precursor 23152 23153 [42]
Kallikrein 5 Precursor 26842 26838 [43]

Isoform 1 of Urokinase plasminogen activator 3694 36949 [44,45]

surface receptor precursor

Figure 4 indicates that detecting high-mass proteins from
tissue requires specific treatments using hydrophobic sol-
vents. Smaller, polar proteins could be detected before
high-mass protein analysis by sequential sample prepara-
tion and MSI analysis of the same tissue section. Rat brain
tissue sections were first prepared using a solution contain-
ing 20 mg/mL SA in AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v). After an-
alyzing the tissue section, the matrix was removed by im-
mersing the tissue in a bath of MeOH: H,0 (1:1, v/v) for
1 minute. The tissue was then dried, and the TFE or HFIP
treatment applied. The spectrum obtained after the first
matrix preparation, before TFE/HFIP treatment, includ-
ed only low-mass proteins up to m/z 20 000 (Figure 4A).
After removing the first matrix layer and HFIP/TFE treat-
ment, high-mass proteins up to m/z 70 000 were obtained
(Figure 4B,C). This strategy offers new perspectives for pro-
tein analysis and imaging from tissue sections by allowing,
for the first time, measurement of small polar proteins fol-
lowed by higher mass proteins.

Application in pathological proteomics: biomarker
analysis

Recently, our group has applied MALDI MSI for biomark-
er research of ovarian cancer. MALDI MSI allowed detec-
tion of different markers, including the Cter fragment of
the immunoproteasome 11s (m/z 9744) as a biomarker for
serious cancers [35]. We tested high-mass sample prepara-
tion procedures on ovarian cancer biopsy samples to de-
termine if additional proteins could be detected. This was
performed as a second MSI experiment to retain the lower
mass polar proteins provided by the standard sample prep-
aration procedures. 10 pl of the solution 20 mg/mL SA in
AcN: 0.1% TFA (7:3, v/v) was deposited onto an ovarian
cancer biopsy tissue section. As shown in Figure 5A, many
small, polar proteins were detected up to m/z 30 000 but few
were found above this mass. After removal of this matrix us-
ing a bath of MeOH: H,O (1:1, v/v), the HFIP procedure
was applied. Figure 5B shows the MS spectrum obtained af-
ter HFIP treatment, the number of peaks detected in the
m/z 20 000-50 000 range has clearly increased. Some masses
are in line with ones detected in classic proteomics (Table

1). Future investigations will determine if the higher mass

proteins released using the new sample preparation strate-
giesinclude new candidate biomarker proteins.

discussion

To date, protein MSI of tissue sections has been limited to
lower mass proteins. In this study, we developed new sam-
ples preparation protocols by improving protein extraction
from the tissue. It was demonstrated that highly hydropho-
bic solvents HFIP and TFE enabled high-mass proteins to be
detected, even without the high-mass detector. These treat-
ments led to detection of proteins up to m/z 70000. High-
mass procedures can be implemented after a regular MSI
experiment of small, polar proteins to increase the num-
ber of proteins detected and to expand the mass range of
proteins included in the analysis. This was performed with
rat brain tissue and with ovarian cancer biopsy tissue, and
demonstrated that small, polar proteins (first MSI experi-
ment) and higher mass proteins (second MSI experiment)
can be sequentially analyzed in a single tissue. The higher
mass proteins made available by these strategies increase the
possibility of detecting new candidate biomarkers.

Conclusions

Targeted chemical treatments are needed to improve pro-
tein extraction from tissue and to incorporate them into the
matrix crystals. Future work will concentrate on improving
protein sensitivity and translating these sensitivities to MSI,
in which the need to minimize protein delocalization can
reduce protein extraction efficiency.
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MALDI Imaging and Profiling MS of Higher
Mass Proteins from Tissue

Alexandra van Remoortere,” René J. M. van Zeijl," Nico van den Oever,?

Julien Franck,” Rémi Longuespée,” Maxence Wisztorski,” Michel Salzet,*
André M. Deelder,? Isabelle Fournier, and Liam A. McDonnell?

? Biomolecular Mass Spectrometry Unit, Department of Parasitology, Leiden University Medical Center,
Leiden, The Netherlands

® Hogeschool Leiden, Leiden, The Netherlands

¢ Université de Lillel, CNRS-FRE 3249, MALDI Imaging Team, Laboratoire de Neuroimmunologie et
Neurochimie Evolutives, Villeneuve d’Ascq, France

MALDI imaging and profiling mass spectrometry of proteins typically leads to the detection
of a large number of peptides and small proteins but is much less successful for larger proteins:
most ion signals correspond to proteins of m/z ~ 25,000. This is a severe limitation as many
proteins, including cytokines, growth factors, enzymes, and receptors have molecular weights
exceeding 25 kDa. The detector technology typically used for protein imaging, a microchannel
plate, is not well suited to the detection of high m/z ions and is prone to detector saturation
when analyzing complex mixtures. Here we report increased sensitivity for higher mass
proteins by using the CovalX high mass HM1 detector (Zurich, Switzerland), which has been
specifically designed for the detection of high mass ions and which is much less prone to
detector saturation. The results demonstrate that a range of different sample preparation
strategies enable higher mass proteins to be analyzed if the detector technology maintains high
detection efficiency throughout the mass range. The detector enables proteins up to 70 kDa to
be imaged, and proteins up to 110 kDa to be detected, directly from tissue, and indicates new
directions by which the mass range amenable to MALDI imaging MS and MALDI profiling MS

may be extended.
Mass Spectrometry

(J Am Soc Mass Spectrom 2010, 21, 1922-1929) © 2010 American Society for

ince its inception 10 y ago, MALDI imaging
Smass spectrometry (imaging MS) has developed

into a powerful and versatile tool for biomedical
research [1, 2]. It is now routinely used for analyzing
peptides and small proteins up to 25 kDa [3-6], admin-
istered drugs and their metabolites [7], and recently
major improvements have been reported for lipids [8].
Despite this success, proteins exceeding 25 kDa are not
routinely detected. Proteins larger than 25 kDa include
many proteins with important biological activities, such
as most cytokines, growth factors, enzymes, receptors,
proproteins, and neuropeptide precursors. Increasing
the mass range of proteins amenable to MALDI imag-
ing MS might enable these biologically crucial proteins
to be included in current applications, e.g., biomarker
discovery.

The most common technique currently used to ac-
cess larger proteins in MALDI imaging MS analyses is
based on proteolytic digestion of the tissue’s proteins
followed by MALDI imaging MS of their tryptic pep-
tides. Note on-tissue digestion has the additional ad-
vantage that it can be applied to formalin fixed tissues
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as proteolytic peptides can be generated that are not
bound within the cross-linked protein matrix. For ex-
ample, Djidja et al. used on-tissue digestion to deter-
mine that the 78 kDa protein GRP78 may be a new
candidate protein biomarker of pancreatic adenocarci-
noma [9]. In principal, this ‘bottom-up’ strategy could
enable proteins of any mass to be detected. In practice
the large increase in complexity associated with proteo-
lysing the entire tissue’s protein content will cause
many tryptic peptides to have identical nominal mass
[1], thus undermining the identification of potential
biomarkers. Furthermore, bottom-up MALDI imaging
MS discards all information regarding protein isoforms
unless the appropriate tryptic peptides are explicitly
included in the analysis. Recently it was shown that
post-mortem protein degradation of GRP78, the protein
identified as a candidate biomarker in the above bottom-
up strategy, is isoform-dependent [10], and it is difficult
to control protein degradation in human tissue sam-
ples. Direct MALDI imaging MS of proteins, if per-
formed with sufficient mass resolution, would have the
advantage that many isoforms can be identified on the
basis of the resulting difference in mass.

MALDI imaging MS of higher mass proteins has
been conspicuous by its rarity. Three recent articles
have reported sample preparation methods that help
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increase the mass range of proteins amenable to the
technique. The first method uses extensive water wash-
ing steps to deplete abundant soluble proteins, followed
by application of a matrix solution containing a high
percentage of organic solvent. This preparation allowed
the detection of a 28 kDa integral crystalline lens
membrane protein [11], but would be difficult to apply
as a general strategy as its success is based solely on
extensive on-tissue protein purification of membrane
proteins (which remain anchored to the insoluble mem-
brane during the repeated water washes). The second
method uses Triton X-100 and xylene to aid the detec-
tion of proteins ranging from m/z 25,000 to 50,000 [12].
The images were very noisy, indicating insufficient
intensity, but provided several lines of reasoning for the
lack of sensitivity for higher mass proteins. The use of
organic solvents or Triton X-100 suggests higher mass
proteins may not be detected because they are not
efficiently solubilized by the matrix solution and con-
sequently are not extracted from the tissue. Franck et al.
recently extended these sample preparation strategies
and reported how the solvents 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP) and 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) could
also be used for MALDI MS analysis of tissues [13].
Unfortunately the very low viscosity and harsh chemi-
cal abrasiveness of HFIP and TFE make them difficult to
apply with the automated sample preparation stations
commonly used for MALDI imaging MS.

All of the above sample preparation strategies report
empirical methods by which the signals of higher mass
proteins could be increased but have not addressed an
inherent weakness in the mass spectrometry: MALDI
predominantly generates singly charged protein ions so
a high mass protein ion will be detected at high m/z. The
technology typically used for protein MALDI imaging
or profiling MS, a time-of-flight (TOF) mass spectrom-
eter equipped with a micro-channel plate (MCP) detec-
tor, is not well suited to the detection of high m/z ions
[14]. The initial impact of an ion onto the detector
releases some electrons, which are then amplified
through the MCP to generate the signal. The MCP
detection process is known to favor lower m/z ions
because the ion to electron conversion efficiency is
nonlinearly dependent on velocity, exhibiting a ‘thresh-
old” velocity below which no signal is obtained, then
increasing rapidly with increasing velocity before
reaching a plateau in which detector response in insen-
sitive to increasing velocity [15]. In TOF analyzers ion
velocity is inversely proportional to the square root of
the m/z ratio. Ions of high m/z may not be detected
within the optimum detection-efficiency plateau and thus
generate less detector signal. Furthermore, MCP detectors
have a finite amplification potential within any single
time-of-flight scan [16, 17]. Lower mass ions, detected first,
can saturate the detector, leading to even lower detection
efficiencies for higher mass ions [16, 17].

The lower sensitivity of TOF mass analyzers using
MCP detectors for higher mass ions has been known for
some time. Chen et al. have demonstrated that the

© 2012 Tous droits réservés.
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lower ion-to-electron conversion of higher mass ions,
detector saturation, and m/z-dependent ion transmis-
sion (to the detector) are sufficient to explain the
entirety of the observed decrease in signal intensity
with increasing mass (without invoking any chemical
bias) [14]. This study was primarily concerned with
oligonucleotide detection but also demonstrated that
protein analysis provided equivalent results. Further-
more, this investigation of the instrumental effects that
are responsible for the decreased sensitivity of higher
mass ions was performed using a simple mixture of just
seven oligonucleotides. Even with this relatively simply
system, saturation of the MCP detector could reduce the
intensities of the heavier oligonucleotides by ~ 80% [17].
In MALDI applications in proteomics, such as peptide
fingerprinting and LC-MALDI, high mass insensitivity
is rarely a problem since complex mixtures of proteins
with masses above 20,000 are rarely analyzed. The
tissue sections analyzed by MALDI imaging and pro-
filing MS can result in a significant background, which
is more intense in the low mass region but continues
throughout the entire mass range [18, 19]. When detect-
ing a wide mass range, this background will exacerbate
MCP detector saturation and further decrease the de-
tection efficiency for higher mass protein ions. Low
mass ions are routinely deflected (or the detector bias
switched) to avoid intense low mass ions, such as
matrix and lipid ions, from saturating the detector [17].
Nevertheless in MALDI imaging and profiling MS the
significant background and lower mass peptide and
protein ions represent a high ion load that will reduce
detection efficiency for higher mass ions.

Hillenkamp and workers have investigated high-
mass detection of MALDI generated ions using a single
stage dynode [20] and used this technology to analyze
large molecular ions [21, 22]. Commercial detectors
explicitly designed for the detection of higher mass
proteins and protein complexes have been designed by
Comet and CovalX. The Comet Macromizer is based on
a superconducting tunnel junction (STJ) cryodetector.
The STJ detector can detect very low kinetic energies
and is able to perform single ion detection on the basis
of their kinetic energy [23]. In a MALDI-TOF instru-
ment, the kinetic energy of an ion is determined by the
accelerating potential and charge state of the ion, con-
sequently an STJ detector is able to detect all ions with
equal efficiency (no mass dependence) [20]. A particular
advantage of STJ detectors is that multiply charged ions
can be distinguished on the basis of their higher kinetic
energy. The higher detection efficiency and higher
capacity of the ST] detector has been exploited for the
analysis of complex protein mixtures: it was demon-
strated that the STJ detector could detect multiple
higher mass proteins that were not detected using an
MCP [24]. Unfortunately the Comet Macromizer is no
longer commercially available.

The high mass detectors from CovalX, HM1 and
HM?2, use an ion conversion detector to increase the
detection sensitivity of higher mass ions: incident ions
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first collide with a conversion dynode array to create
smaller secondary ions, which are then reaccelerated
into a secondary electron multiplier as higher velocity
ions that are detected with higher sensitivity [25]. In
addition to more sensitive detection of higher mass
protein ions, these high mass detectors possess a much
larger charge capacity and thus are not as prone to
detector saturation as the typical MCP detector [25].
Here we demonstrate that a commercial detection sys-
tem optimized for high mass ions and which is much
less prone to detector saturation, CovalX’s HM1 detec-
tor, significantly improves the sensitivity of MALDI
imaging and profiling MS for higher mass proteins. Its
combination with recently reported sample prepara-
tion procedures for accessing higher mass proteins
enables these very large ions to be detected from
tissue with higher sensitivity, and includes the dem-
onstration of MALDI imaging MS of proteins exceed-
ing 50 kDa and the first MALDI profiling MS of
proteins exceeding 100 kDa.

Experimental
Materials

Sinapinic acid (SA), 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol
(HFIP), trifluoroacetic acid (TFA), ethanol (EtOH), ace-
tone, acetonitrile (AcN), chloroform, Tween 20, sodium
dodecyl sulfate (SDS), Triton X-100, and hydrogen
peroxide were purchased from Sigma-Aldrich (Zwijn-
drecht, The Netherlands) and used without further
purification. Peroxidase-blocking reagent containing
3% hydrogen peroxide was purchased from Dako (Hev-
erlee, Belgium).

Samples

Adult male Wistar rats weighing 250-350 g and adult
male wild type mice weighing 30-50 g (animal use
accreditation by the French ministry of the agriculture
no. 04,860) maintained under standard care were used.
Animals were sacrificed by decapitation and immedi-
ately dissected to remove the brain, which was then
flash frozen in liquid nitrogen and stored at 80°C.

Tissue Preparation

Thin 12 m thick tissue sections were cut using a
cryomicrotome and thaw mounted onto conductive
glass slides (Delta Technologies, Stillwater, MN, USA).
The tissue sections were then freeze dried for 1 h
followed by different washing steps to remove salts and
abundant lipids. Each tissue section was first immersed
in a bath of cold acetone for 30 s followed by a bath of
cold EtOH 95% for 30 s, and finally immersed in
chloroform for 1 min. Different sample preparation
procedures for MALDI imaging and profiling MS of
higher mass proteins were then compared by manually
depositing arrays of 0.5 L droplets of matrix solution

© 2012 Tous droits réservés.
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using a micropipette (profiling) or applying a uniform
coating of the matrix solution using an ImagePrep auto-
mated sprayer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Standard

Mouse brain tissue sections were washed with chloro-
form and ethanol and prepared with a matrix solution
of 20 mg/mL SA in AcN:0.1% TFA (7:3, vol/vol).

HFIP

A matrix solution of 20 mg/mL SA in pure HFIP was
deposited onto the washed tissue, followed by the
addition of a recrystallization solution of 20 mg/mL SA
in AcN: 0.1% TFA (7:3, vol/vol) [13].

Leinweber

Mouse brain tissue sections were placed onto a droplet
of 20 mg/mL SA in 90% EtOH containing 0.5% Triton
X-100 and 0.1% TFA. After the matrix solution was dry,
a droplet of a suspension of SA in xylene (freshly
prepared by sonication) was deposited onto the tissue
and the tissue dried in a vacuum desiccator. Additional
droplets of matrix were then added using 20 mg/mL
SA solutions in 90% EtOH and in 50% AcN [12].

Tween

A matrix solution of 20 mg/mL SA in AcN:0.1% TFA
(7:3, vol/vol) and containing a low concentration of
Tween 20 was deposited onto the washed tissue and
allowed to dry [26].

H,0,

A 3% solution of H,O, was deposited onto the tissue
and left to incubate for 30 min in a saturated vapor
pressure chamber. The tissue was then dried in a
vacuum desiccator and prepared using a matrix solu-
tion of 20 mg/ml SA in AcN:0.1% TFA (7:3, vol/vol).

Mass Spectrometry

All experiments were performed using an AutoFlex III
MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
equipped with an MCP detector and a high mass
detector (HM1, CovalX, Switzerland) and were con-
trolled using FlexControl 3.0. All protein spectra were
then processed with FlexAnalysis 3.0 using the Top Hat
baseline subtraction method and four cycles of Gauss
smoothing with a width of 2 m/z.

MALDI mass analysis of higher mass proteins was
found to require higher laser fluence. For these experi-
ments, the laser offset was set to 30%, laser range to
20%, laser power to 70%, and the laser focus to medium.
Mass analysis was performed using delayed extraction
(800 ns), 20 kV acceleration voltage, and all ions below
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3.5 kDa were suppressed using an ion deflector. The ion
signals from 3.5-100 k m/z were recorded using a 0.5
GHz digitization rate and the mass spectra externally
calibrated using insulin clusters and BSA clusters ([nM
H] ,n 1-4 for insulin and n  1-2 for BSA).

MALDI imaging MS experiments were performed
using a pixel (and laser raster) size of 200 200 m,
1000 laser shots for each pixel, and were acquired in
fully automated mode using FlexImaging 2.1. Mass
analysis of each pixel took 6 s.

Results and Discussion

It has previously been shown that washing the tissue
sections with organic solvents such as chloroform and
EtOH before matrix deposition increases the number
and intensities of protein signals up to 20 kDa [27-29].
To test if the increased high mass sensitivity and charge
capacity of the high mass HM1 detector may benefit
imaging MS of higher mass proteins, mouse brain tissue
sections were washed with chloroform and ethanol,
prepared with a matrix solution of 20 mg/mL SA in
AcN:0.1% TFA (7:3, vol/vol), and then analyzed using
an AutoFlex III MALDI-ToF equipped with an MCP
and a HM1 detector. When selected, the HM1 detector
is mechanically moved into the ion optical flight path,
in front of the MCP detector (18 cm on the Autoflex III).
Once the detector is in position, the post-acceleration
voltage (20 kV) and gain voltage (2 kV) are applied and
the detector signal switched to the output of the HM1
detector. The whole process takes 1 min.

Figure 1 shows the spectra obtained by accumulating
of 10,000 laser shots over the whole tissue. The MS
spectrum recorded with the MCP detector shows many
signals up to m/z 20,000 but only a few very low
intensity peaks of higher m/z (Figure 1a). In contrast, the
mass spectrum obtained with the high mass HM1
detector contains many peaks up to m/z 50,000 (Figure
1b). Several studies have established that the detection
sensitivity of higher mass proteins using an MCP de-
tector is highly attenuated in multi-component mix-
tures, due to detector saturation [14, 17, 24, 25]. The
tissues analyzed in a MALDI imaging and profiling MS
analysis contain a very large number of proteins that
will exacerbate this loss of sensitivity due to detector
saturation.

Images of proteins were obtained from another tis-
sue section, obtained from a different region of a mouse
brain, after washing in organic solvents and SA matrix
deposition by automatic spraying using both the MCP
and the high mass HM1 detectors. The dataset recorded
with the high mass HM1 detector included many pro-
tein signals above m/z 30,000 with a mean S/N level
above 4, Figure 2. Molecular images of the higher mass
protein peaks detected at m/z 44,600, 46,800, and 66,000
all generated smooth images with clearly different
distributions.

The highest mass MALDI images previously re-
ported show the distributions of a protein detected at

© 2012 Tous droits réservés.

Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

MCP detector
30007

20001

Intensity [a.u.]

1000 1 0 peaks, m/z > 20k & S/N >4

L e

@ 10000 20000 30000 40000 50000
a m/z
x104
High mass HM1 detector
3.
=
3, 2+
2
2
ko)
=
14 15 peaks, m/z > 20k & S/N >4
0 T T T T T
(b) 10000 20000 30000 40000 50000
m/z
Figure 1. Example MS spectra from a single mouse brain tissue

section after deposition of the matrix solution 20 mg/mL SA in
AcN:0.1% TFA (7:3, vol/vol) and measured using an MCP detec-
tor (a) and the high mass HM1 detector (b). The number of peaks
above 20 kDa with S/N 4 is indicated. The error bars show the
variability of the higher mass protein peaks across six repeats.
Note that the two detectors have different intensity scales.

m/z 47,900 [12] and at m/z 66,460 [30]. The former
publication includes many peaks between 25 and 50
kDa, whereas the latter reports only the protein at
66,460. In the former report the tissue was prepared
using a stepwise sample preparation protocol using
Triton X-100 and xylene, which had been developed for
the analysis of higher mass proteins, but the experiment
was performed using an MCP detector. The results
shown above clearly indicate that an MCP detector may
under-represent protein ions of higher m/z.

Several sample preparation strategies have been re-
ported for the analysis of higher mass proteins. A
comparison of the mass spectra recorded with an MCP
detector and the high mass HM1 detector for several of
these sample preparation strategies explicitly demon-
strates the higher sensitivities that can be obtained
using the high mass HM1 detector. Figures 3a and b
show the mass spectra obtained using the Triton X-100
and xylene protocol developed by Leinweber et al. [12].
The mass spectrum obtained using the MCP contains
weak peaks at higher m/z with low S/N, which are
consistent with the mass spectra and pixilated images
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Figure 2. Mean mass spectrum and molecular images of proteins detected at m/z 44,600, 46,800, and
66,000 from a mouse brain tissue section using the high mass HM1 detector. The tissue was washed
with chloroform and ethanol before deposition of the matrix solution 20 mg/mL SA in AcN:0.1% TFA

(7:3, vol/vol).

included in the original article. When analyzed using
the high mass HM1 detector intense peaks up to 50,000
m/z and several weaker peaks at even higher mass are
obtained. Franck et al. recently reported a multistep
sample preparation protocol based on the highly corro-
sive solvent HFIP [13]. The mass spectra obtained with
the MCP can contain weak peaks up to 50,000 m/z,
Figure 3c tissue 2, but sometimes the peaks are barely
discernable, Figure 3c tissue 1. When analyzed with the
high mass HM1 detector, both tissues generated a series
of high intensity peaks up to 60,000 m/z. On occasion,
the combination of the HFIP sample treatment and a
high mass HM1 detector even led to the detection of
peaks exceeding 100,000 m/z (supplementary Figure 1,
which can be found in the electronic version of this
article).

Figures 1, 2, and 3 demonstrate the increased sensi-
tivity provided by the high mass HM1 detector and also
indicate that low detection efficiency of higher mass
proteins is one of the principal causes for their absence
in previous MALDI imaging MS studies. Further sup-
port for this assertion was obtained by testing newly
reported sample preparation strategies: Mainini et al.
recently demonstrated that the addition of a small
amount of chaotropic agents or detergents (0.05% SDS,
PPS, or Triton X-100) to the matrix solution improved
the intensity and number of protein peaks in the mass
spectrum [26]. These experiments were performed us-
ing an MCP detector, and the majority of the protein
peaks were detected at less than 25,000 m/z. The in-
creased sensitivity for high mass proteins provided by
the HM1 detector revealed that chaotropes and deter-
gents could also aid in the detection of higher mass
proteins. Figure 4a shows how the intensity of the peaks
between 40,000 and 50,000 m/z increases with increasing

© 2012 Tous droits réservés.

Tween content. An imaging analysis of two adjacent
tissue sections, only one of which was prepared with
Tween, clearly demonstrates that the higher mass pro-
teins were only obtained from the tissue prepared with
Tween (Figure 4a).

We then tested whether any of the steps from immu-
nohistochemical protocols could be adapted for MALDI
imaging and profiling MS, to improve the extraction
and thus detection of higher mass proteins. Remark-
ably, it was found that the use of a commercially
available peroxidase blocking solution containing 3%
H,O, also enhanced the detection of higher mass pro-
teins. Figure 4b shows examples of profiles obtained
from adjacent tissue sections prepared by first treating
the tissue with a 3% H,O, solution and then depositing
the standard 20 mg/mL sinapinic acid matrix solution.
As can be seen, a series of intense protein peaks were
obtained up to 50 kDa, as well as some weaker peaks of
even higher mass. The application of H,O, has been
shown to oxidize cysteine and methionine residues [31]
and to lead to the partial denaturation of proteins [32].
As occurs with chaotropes such as SDS, we speculate
that H,O, aided denaturation of proteins might increase
their solubilization in the matrix solution.

Closer inspection of the spectra obtained with the
MCP and HM1 detectors, Figures 1 and 3, revealed that
several of the higher mass peaks observed with the
HM1 detector were sometimes also observed with the
MCP but were detected with much lower intensity. This
is consistent with the higher detection efficiency of
higher mass ions using the HM1 detector: the profiling
mass spectra are the result of 10 k accumulated single-
laser-shot mass spectra, the HM1 detector ensures a
larger fraction of the higher mass ions contribute to the
final accumulated spectrum. Nevertheless, the underly-
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Figure 3. Comparison of spectra obtained from previously published sample preparation protocols

for higher mass proteins using an MCP and a high mass HM1 detector. Leinweber [12] protocol using
an MCP (a) and the HM1 detector (b). HFIP protocol [13] using an MCP (c) and the HM1 detector (d).

The number of peaks above 20 kDa with a S/N

4 is indicated. The error bars show the variability

of the higher mass protein peaks across six measurement repeats. Note that the two detectors have

different intensity scales.

ing spectrum, the ions produced by the experiment,
remains identical. For MALDI imaging MS experiments,
in which each pixel is analyzed with fewer laser shots, the
increased sensitivity offered by the high mass HM1 detec-
tor for higher mass proteins ensures that more pixels
contribute signal to the final image (Figure 2).

The above results demonstrate that a range of differ-
ent sample preparation strategies enable higher mass
proteins to be analyzed provided they are detected with
sufficient efficiency. However, the mass resolution of
the peaks in the spectra measured with the high mass
HM1 detector are lower than those measured using
the MCP detector, and is a consequence of the post-
acceleration of the secondary ions after the conversion
dynode (which provides the high mass sensitivity). The

© 2012 Tous droits réservés.

low mass resolution of the high mass HM1 detector
reduces its suitability for MALDI imaging and profiling
MS because too many protein signals overlap. Never-
theless, it clearly demonstrates that the lack of detection
of higher mass protein ions is partly due to the low
detection efficiency of higher mass protein ions using
MCPs, a phenomenon which is exacerbated by the
significant chemical background. The HM1 detector has
been designed for the detection of very large protein
ions and protein complexes, including masses exceed-
ing 10° Da. For very large molecules, i.e., several
hundred kDa and greater, the detected peak width is
limited by the isotopic distribution and adduct forma-
tion [33] and not by the response time of the detector.
For the mass range accessible by MALDI imaging and
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(a) Addition of the detergent Tween 20 to the matrix solution 20 mg/mL SA in AcN:0.1%

TFA (7:3, vol/vol) leads to the detection of more high mass protein ions. (b) Pretreatment of the tissue
with a 3% H,O, solution before the deposition of the matrix solution 20 mg/mL SA in AcN:0.1% TFA
(7:3, vol/vol) leads to the detection of higher mass proteins. The number of peaks above 20 kDa with

4 is indicated.

a S/N

profiling MS, below 150 kDa, it would be beneficial to
decrease the response time of the high mass HMI
detector (350 ns), or CovalX’s revised HM2 detector
(250 ns), to 10 ns while maintaining improved sensi-
tivity and lack of saturation.

Conclusion

Tissue analysis using MALDI imaging and profiling MS
experiments can generate rich spectra containing many
peptides and proteins. However, the number of lower
mass proteins, 25 kDa, far exceeds those of higher
mass. The results shown here clearly demonstrate that
many existing sample preparation protocols generate
higher mass protein ions but the ions are detected with
low efficiency using the standard MCP detector. The
increased signal intensities of higher mass proteins
obtained with the high mass HM1 detector, relative to
an MCP, are consistent with the latter’s known loss of
detection sensitivity with increasing mass and ion load
[14]. MALDI imaging and profiling MS generates a
significant chemical background [18], which will exac-
erbate any losses of sensitivity due to saturation. The
increased detection sensitivity and, particularly, the
lack of detector saturation provided by the HM1 detec-
tor, enables the acquisition of spectra containing pro-
teins up to 70 kDa as well as the detection of even
higher mass proteins. These results, the first reporting
the utility of such detectors for MALDI imaging and
profiling MS, demonstrate that the sensitive analysis of
higher mass proteins directly from tissue requires a
detector technology that can withstand the high chem-
ical background and detect higher mass proteins with
higher efficiency.

© 2012 Tous droits réservés.
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Background

Ovarian cancer isthe fourth leading cause of cancer death
among women in Europe and the United States. Among
biomarkers, cancer-antigen 125 (CA-125) is the most stud-
ied. CA-125 has a sensitivity of 80% and a specificity of 97%
in epithelial cancer (stage Il or IV). However, its sensitivi-
ty is around 30% in stage | cancer, its increase is linked to
several physiological phenomena and it is also detected in
benign situations [1]. CA-125 is particularly useful for at-
risk population diagnosis and for following illness evolu-
tion during therapeutic treatment. In this context, CA-125
is insufficient as a single biomarker for ovarian cancer di-
agnosis. Thus, other biomarkers are required to use a pro-
teomic strategy for diagnosis [2-10].

At this time, 2 strategies have been undertaken by research-
ers. Indeed, several groups have tried to identify ovari-
an cancer markers in plasma or serum using SELDI-TOF
profiling or chromatography coupled to mass spectrome-
try [3,11-16]. Other groups have developed a classic pro-
teomic strategy using comparative 2D-gels and mass spec-
trometry [10,17-19].

Here, we propose another strategy based on direct tissue
analysis and peptide profiling followed by MALDI profiling
and imaging. Ovarian carcinomas (stages Il and V) and
benign ovaries were directly analyzed by MALDI-TOF-MS.
Hierarchical clustering based on principal component anal-
ysis (PCA) was carried out using ClinProTools software to
classify tissues. Principal component analysis was used in the
unsupervised mode to differentiate tumorous and healthy
spectra based on their proteomic composition as deter-
mined by MALDI-MSI. Two stage IV tumor regions as well
as 2 healthy regions were identified. To validate the proce-
dure, 2 biomarkers identified in the 2 carcinoma regions
were characterized using tissue MS-MS and nanolc-IT-MS.
Validation was performed by specific MALDI imaging using
the Tag-mass concept, and PCR was performed on mRNA
extracted from patients or from an epithelial cancer cell
line (SKOV3). The first biomarker was identified as a frag-
ment of the immunoproteasome Reg-Alpha [20], and the
second was identified as orosomucoid.

Taken together with recent results from gastric cancer diag-
nosis [21,22], our results suggest that MALDI-MSI is a prom-
ising technology for tumor classification and for identifying
specific biomarkers in various types of tumors.

Material and Methods

Materials

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA), sinapinic acid
(SA), 3-acetylpyridine (3AP), 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-
2-propanol (HFIP) ammonium bicarbonate (NH,CO,),
trisma base, xylene, methanol (MeOH), ethanol (EtOH),
acetonitrile (AcN), angiotensin I, Des-Arg-bradykinin, sub-
stance P, ACTH 18-39, ACTH 7-38, and bovine insulin were
obtained from Sigma-Aldrich and used without any further
purification. Trypsin was from Promega. AspN, LysC enzyme
was from Roche. Trifluoroacetic acid (TFA) was purchased
from Applied Biosystems. Acetonitrile p.a. and methanol
p.a. were from J.T. Baker.

Samples

Tissues, ascites, and cyst fluids were obtained with informed
consent and institutional review board approval (CCPPRBM
Lille: CP 05/83) from patients undergoing any ovarian tu-
mor resection at Hospital Jeanne de Flandre. A total of 48
tissue samples from 25 patients with grade 11l and IV ovar-
ian cancer, and 23 benign tumors, were analyzed. Patient
information was collected, including sex, age, treatment
received before and after surgery, extent of surgery, cur-
rent status (alive, alive with progressive disease, deceased,
and cause of death), and survival from the time of original
pathologic diagnosis. Samples were collected at the time of
surgery, immediately frozen, and stored at —80°C until anal-
ysis. Typically, 10- to 12-um thick sections were cut using a
cryostat and thaw-mounted on flat, electrically conductive
sample slices. Histopathologic diagnoses were made by an
anatomopathology blinded to the original clinical diagno-
sis from subsequent H&E-stained sections.

Tissue preparation

Frozen ovary sections were immediately transferred onto a
conductive Indium-Tin Oxide (ITO) glass (Bruker Daltonics,
Wissenbourg, France). After drying the sections for 5 min-
utes at room temperature, tissues were heated to 37°C for

20 seconds to adhere to slides and placed under a vacuum
for 10 minutes. They were then rinsed in chloroform and
analyzed in MALDI ms for MALDI imaging analyses [23].

MALDI Imaging and Specific MALDI Imaging
Automated tissue profiling

For automated profiling assays, markers of 3 mass rang-
es were screened for each section. After the tissue treat-
ment, 10 uL of HCCA 10 mg/mL in ACN/TFA 0.1% 7:3
were dropped to perform the analysis of peptides. The la-
ser settings for these analyses were power 40%, offset 65%,
range 20%, small focus, and 150 ns of pulsed ion extrac-
tion. A methanol 100% wash was then used to remove the
matrix, and 10 pL per section of SA 20 mg/mL in AcCN/TFA
0.1% were dropped to perform the analysis on the proteins
mass range. The laser settings were power 45%, offset 65%,
range 20% small focus, and 150 ns of pulsed ion extraction.
Ten pL of SA 10 mg/mL in HFIP 100%, then 10 uL of SA 20
mg/mL in ACN/TFA 0.1% 7:3 were then dropped to per-
form the analysis on high-mass proteins after their extrac-
tion from the tissue section [24]. For each analysis, 1000
shots were accumulated for 50 spectra per tissue section.

MALDI Imaging

A solid ionic matrix (sinapinic acid SA/3AP) was prepared
just before use and was deposited using a Chemical Inkjet
Printing CHIP-1000 device (Shimadzu, Kyoto, Japan) after
a raster of spots spaced by 250 um center to center. Briefly,

4.8 pL (1 equivalent) of 3AP was added to a solution con-
taining 10 mg/mL of SA in ACN/aqueous TFA 0.1% (6/4,
v: V). The solution was agitated for several minutes before
use. Five droplets of approximately 100 pL were deposed
at each spot per cycle. Twenty iterations were necessary
to reach the total final volume of 10 nL. Images were ac-
quired using an UltraFlex Il MALDI-TOF/TOF instrument
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(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) equipped with a
smart beam laser with a repetition rate of 200 Hz [25] and
controlled by FlexControl 2.5 software (Bruker Daltonics).
Images were performed in positive reflectron mode and
MALDI-MS spectra were acquired in the mass range from
550 to 5000 Da. Six-hundred spectra were acquired at each
spot using a laser frequency of 100 Hz. The images were re-
corded and reconstructed using Fleximaging Il 2.5 (Bruker
Daltonics) software.

Specific MALDI
Imaging

For specific MALDI imaging studies, ovary sections were incu-
bated at room temperature with 500 uL buffer (0.1 M PBS /
1% BSA 7/ 1% normal goat serum /0.05% triton x100) for 30
minutes [26,27]. The same buffer was used to dilute the Reg
alpha antibody (1/100) (Zymed Laboratories, Invitrogen,
ref. 38-2400), and incubation was performed overnight at
4°C. After 3 washes in PBS, sections were incubated over-
night with anti-Human 1gG photocleavable tagged rabbit
antibody (1/100) (Eurogentec) at 4°C [28,29]. The tissues
were then rinsed 3 times for 5 minutes with ultrapure wa-
ter to remove salts, and sections were dried at room tem-
perature before matrix application. In the case of the oro-
somucoid (alpha 1 glycoprotein) biomarker, a monoclonal
antibody (MCA3312Z) was purchased from AbD Serotec
and used at a dilution of 1/50. The secondary antibody is
an anti-human IgG photocleavable tagged mouse antibody
(1/100) (Eurogentec).

Automatic trypsin digestions

The printed array of the CHIP-1000 on the tissue section
was composed of spots spaced by 250 um center-to-center.
Atotal of 40 nL of solution containing 25 pg/mL of tryp-
sin in water was applied to each spot. Five droplets of ap-
proximately 100 pL were deposited at each spot per cycle.
Forty iterations were necessary to obtain the final volume.

MS/MS of digested and derived tissues

MALDI-TOF MS/MS experiments on digested and de-
rived tissue sections were performed using an Ultraflex 11
TOF-TOF instrument equipped with a LIFT Il cell. For
MS/MS experiments, the following parameters were set:
laser repetition rate of 100 Hz with 33% attenuation, ion
source voltages of 8 kV and 7.3 kV on the MALDI sample
plate and first electrode; LIFT cell pulse from ground for
electrode 1 and 2 to 19 kV; and in the last step, electrode
3 was decreased to 3.2 kV. Reflector end voltage was set to
29.5 kV and mid-grid to 13.85 kV. For each MS/MS spec-
trum, 1000 total shots were averaged, including 200 for par-
ent ions and 800 for fragments. Laser fluence was constant
over the experiments.

Protein identification in databanks was performed using
Biotools 3.0 software (Bruker Daltonics) connected to the
Phenyx search engine interrogating the NCBI, Swissprot,
EST, or MSDB databases. Methionine oxidation was set as
the variable modification, and no fixed modification was
used. Taxonomy was specified to be human. Trypsin was
selected as the enzyme, and 2 missed cleavages were set-
tled. The mass tolerance was set at 1 and 0.5 Da for the
MS and MS/MS.

Bottom-up analyses
Peptide tissue extractions

Slices were washed with acetonitrile (60%) acidified with
HCI 1IN (w/5v). The collected supernatants were incubated
overnight at 4°C with gentle rocking. After centrifugation
at 12 000 rpm for 30 minutes at 4°C, the supernatants were
loaded on Sep-Pak C18 cartridges (500 pL extract/cartridge;
Waters). After washing with 5 mL acidified water (0.05% TFA,
Pierce), samples were eluted with 5 mL 60% AcN in acidi-
fied water (0.05% TFA). Sixty percent of the eluted fraction
was reduced in a vacuum centrifuge (Savant). This fraction
was resuspended in 100 plL acidified water (0.05% TFA) and
fractionated on a C18 reversed-phase HPLC column (4.6
mmx25 c¢m, Interchim) equilibrated with acidified water
(0.05% TFA). Elution was performed with a linear gradient
of acetonitrile in acidified water (0.05%) from 0% to 70% at
a flow rate of 500 pL/min. Each fraction was collected man-
ually before being evaporated in a SpeedVac vacuum and re-
suspended with 50 uL of HPLC grade water. Each fraction
was analyzed by MALDI-TOF-MS before trypsin digestion.

Trypsin digestion

After drying, samples (extracted peptides) were placed on
ice for 30 minutes in 50 pL of protease solution (sequence
grade-modified trypsin, Promega, at 0.02 mg/mL in 25
mM (NH,HCO,). Digestion was performed overnight at
37°C. Peptide extraction was performed twice for 15 min-
utes with 50% acetonitrile, 1% TFA for further MALDI-MS
analysis, or with 50% acetonitrile, 1% formic acid for fur-
ther ESI-MS/MS analysis. Trypsin digests were then lyophi-
lized in a SpeedVac concentrator and resuspended in 5 pL
of 0.1% formic acid.

For nanoLC-ESI MS samples

Ten patients with grade 11l and IV ovarian cancer and 10
benign tumors were analyzed.

The cancer tissue sample contains serous cystadenoma, mu-
cinous cystadenoma, and borderlines tissue.

For nanoLC-ESI MS analysis, on a section of 2 cm?, in situ
enzymatic digestion is performed by adding 15 pL of tryp-
sin enzyme (0.033 pg/uL in 25 mM Tris buffer pH 7.4) for
1 hour at room temperature. After enzymatic digestion, pu-
rification of resulting digestion peptides was achieved by us-
ing reverse phase C, coated silica magnetic beads (ClinProts,
Bruker Daltonics) according to the protocol of the manu-
facturer modified for tissues. For this, 15 uL of binding so-
lution was directly applied onto the tissue during 1 minute,
and then 15 pL of magnetic bead was added on the section.
Extraction occurred during 10 minutes. During this step,
beads and digested products were mixed 3 times using a mi-
cropipette directly onto the tissue. Digestion solution and
beads were then deposited in a polypropylene tube and
washed 3 times using 500 pL of H,O/TFA 0.1%. Peptides
were eluted from the beads with 30 uL of ACN/H,0 (1:1,
v/v) and solution was dried by vacuum centrifugation. For
nano LC-MS/MS identification, peptides were redissolved
in H,O/MEOH 0.1% formic acid (9:1 v/v) after elution
and evaporation.

© 2012 Tous droits réservés.

24—
BR1

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Table 1. Forward and reverse primer sequences used in RT-PCR are shown 5o 3.

Primer designation Forward primer Reverse primer
Orosomucoid (TGGGAGAGTTCTACGAAGC CCTCCTGTTTCCTCTCCTT
Actin AGCGCAAGTACTCCGTGTG GACTGGGCCATTCTCCTTAG
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Nano LC-nanoESI-IT MS and MS/MS

Analyses were performed on an ion trap mass spectrome-
ter (Esquire 3000 plus, Bucker Daltonics) equipped with a
nano ESI ion source and on-line coupled to a nano HPLC
system. An injection of 0.5 pL of digest was made with a
Switchos Autosampler (Dionex corporation) and separation
performed on a C18silica bonded stationary phase (75 um
id, 150 mm long, 3 um 100 A pore size, Dionex). Samples
were washed for 2 minutes at 10 pL./min with 100% mobile
phase A (95% H,O, 5% ACN 0.1% formic acid). Peptides
were then eluted using a linear gradient of 1%/minute
mobile phase B (ACN 80%, H,0 20%, formic acid 0.08%)
for 70 minutes at a flow rate of 0.2 uL/min. The Esquire
was operated in a data-dependent MS/MS mode in which
1 MS full scan was followed by 1 MS/MS scan on the most-
abundant peptide ion. Collision energy was set to 35%. The
heated capillary temperature and electrospray voltage were
160°Cand 1.5kV respectively.

Protein identification was performed under MASCOT se-
quence query search program using SwissProt database fil-
tered for the taxonomy “human.” A tolerance of 1 Da for
peptide and 0.5 Da for MS/MS was set. Only protein se-
quences with MOWSE score higher than 20 (indicating
significant homology or identity) and identified in sever-
al samples representing at least 4 significant MS/MS were
considered. Methionine oxidation and acetylation of N —
terminal were defined as variable modification.

Statistical data analysis

For statistical analyses, mass spectra were internally recali-
brated on common peaks (also known as spectral alignment)
and normalized to the total ion count. An average spectrum
created from all single spectra was used for peak selection
and to define integration ranges. These integration ranges
were used to obtain the intensities or areas of single spec-
tra. Signal intensities were used for all calculations. For the
principal component analysis and hierarchical clustering,
the individual peak intensities were standardized across the
data set. The Principal Component Analysis (PCA)was car-
ried out using Pareto scaling, which uses the square root
of the standard deviation as a scaling factor to reduce the
dominance of large-scale intensity changes in the matrix and
other high-abundance ions, as these may mask variations
in lower abundance ions during PCA. The overall outcome
of PCA is greatly affected by the masking of the underlying
relevant information by ions related to matrix coating and
other endogenous molecules. Under unsupervised PCA,
each spectrum is classed as an individual so the principal
components are selected and account for the greatest sep-
aration of each of the individual spectra.

RNA isolation and PCR analysis

mRNA from biopsies or the SKOV-3 cell line was extracted in

2 mL tubes prefilled with Qiazol reagent (Qiagen, France)
and 1.4 mm ceramic beads. The mixture was shaken twice
for 45 seconds at 6500 rpm in a Precellys 24 homogenizer
(Bertin distributed by Ozyme, France). RNA extraction was
performed according to the manufacturer’s instructions,
and the total extracted RNA was treated with RQ1Dnasel
(Promega, France) to prevent genomic DNA contamina-
tion. First strand cDNA was generated from 2 pg of total
RNA using random primers (Promega, France) and the
Superscript 111 reverse transcriptase (RT) kit (Invitrogen,
France) in a final volume of 60 pL.

Omitting RT or RNA from the reaction mixture resulted in
nonamplification and no-template controls. cDNA was treat-
ed with RNaseH (Promega, France) to optimize the amplifi-
cation. For the TLR, Reg-alpha fragment and orosomucoid
genes, forward and reverse primers (Table 1) were designed
with the Primer3 Input software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). Toll Like Receptor (TLR)
primer pairs were obtained from Krug et al. [29] Actin,
GAPDH and 18S were used as reference genes. In each case,
PCRs were performed for 30 cycles using Advantage 2 poly-
merase (Clontech) with an elongation time of 2 minutes.
All PCR products were subcloned into the pGEM-T easy
vector (Promega) and cDNA clones were sequenced with
an ABI Prism 310 genetic analyzer (Applied Biosystems).

gPCR analyses for virus detection genes

Epstein-Barr Virus R-gene quantification kit and CMV
HHV6,7,8 R-Gene diagnostic kit (CE-1VD labeled are pur-
chased at Argene and performed on Applied Biosystems
7500 as recommended by the manufacturer.

SKOV-3 cells stimulation and immunohistochemistry

The human epithelial ovarian cancer cell line SKOV-3 was
grown in RPMI-1640 medium with glutamine, supplemented
with 10% FBS, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL strep-
tomycin. Cells were treated with TGF-b (10 ng mL™) for 24
hours in the absence of serum (B). Controls cells were left
untreated (A). For confocal microscopy analysis, cells were
fixed for 5 minutes with 3.7% formaldehyde in phosphate-
buffered saline (PBS) solution, permeabilized with a 0.1%
solution of Triton X-100 in PBS, followed by 30 minutes incu-
bation at room temperature with phalloidin-TRITC (Sigma).
Slices were then mounted in glycergol and examined using
a confocal microscope (Zeiss LSM 510). Control cells have
a typical epithelial-like morphology in culture flask/Petri
with the tendency to form dense colonies.

E
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Figure 1. Automatized MALDI profiling on three
ovarian tissues classes: adenocarcinoma,
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Western blotting

Whole cell lysates (in lysis buffer as described above) con-
taining 50 pg of total proteins (COF1, PROF1) (Sigma)
were diluted in cold RIPA buffer, resolved on 12% sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gels (mini protean Il elec-
trophoresis system, BioRad) and blotted onto nitrocellulose
membranes. The membranes were blocked with 5% wi/v
nonfat dry milk in TBS containing 0.1% Tween-20 (Sigma)
and probed with selected primary antibodies. After incuba-
tion with secondary antibodies, immunoblots were visual-
ized with the ECL detection kit (Amersham Biosciences).

Fesults

Automatic profiling and PCA for biomarkers tracking

Automatic profiling was performed on 20 samples (10 be-
nign, 6 carcinoma, 3 borderline) laid on the same slides
and submitted to peptides, then small proteins and finally,
high mass proteins tracking using 3 in-house methods, 1 af-
ter 1 based on classical matrix deposition and solvent treat-
ments [23,24,30,31]. The analyses of a MALDI imaging data
set by molecular mass images can be illustrated as a pseudo-
gel (Figure 1). In peptides conditions (with HCCA as ma-
trix), carcinoma specific signatures can be found for m/z
around 3300 and 4800, whereas in a benign larger zone for
m/z ranged 1200 to 2000 can be found. As can be seen, the
borderline profile resembles the benign one. The principal
component analysis (PCA) analyses confirm the observation
(Figure 1). For small proteins (with SA as matrix), 2 signa-
tures can be seen for m/z comprised between 9500 and 14
000 and 1 around 17 500 in carcinoma samples.

It is difficult to discriminate between borderline and be-
nign profiles except for a specific signature at m/z, rang-
ing between 4900 and 5200 is specifically detected in benign
samples, which is absent in both carcinoma and borderline
profiles (Figure 1). In high-mass proteins, a specific zone
comprised between m/z 23 000 and 25 000 in carcinoma
whereas in benign and borderline profiles a zone between

m/z 65 000 and 68 000 is detected (Figure 1). Principal com-
ponent analyses (PCA) confirmed the eyes detected zones
but 2 others are detected through statistics in carcinoma;
that is, 1 around m/z 9000 and 12 000; 1 between m/z 23

000 and 24 000, and the last 1 around m/z 35 000-37 000
(Figure 1). In a borderline profile PCA analyses detected a
zone between m/z 5300 and 5000 and in begin a cross-zone
with the malignant 1 at m/z 10 000 and 11 000 (Figure 1).

All together, these data show that it is necessary to perform
on same samples the 3 procedures, helped with PCA anal-
yses to have a clear overview of different classes of biomol-
ecules present in the samples and to drive the biomarker
hunting. In this context, as it can be seen in Figure 1B, a
classic procedure using SA as matrix for peptides and small
proteins did not allow one to detect high-mass proteins, only
polar ones can be obtained. Thus, the HFIP procedure [32]
was applied, and the number of peaks detected in the m/z
20 000 to 50 000 range was clearly increased (Figure 1A).
Interestingly, several of these peaks are consistent with pre-
viously identified biomarkers using classic 2D proteomic
procedures (Table 2), suggesting that the chemical treat-
ments could enable known biomarkers to be recorded di-
rectly from tumor regions in tissue biopsies. These show that
MSI can be more complementary to the classic proteomic
for biomarker tracking.

MALDI Imaging Mass Spectrometry and Principal
Component Analyses for biomarkers tracking

MALDI imaging mass spectrometry analyses were per-
formed on carcinomas tissues (stage Il or 1V) followed
by PCA analyses using SA/3AP as matrix (Figure 2A).
Unsupervised PCA was used to attempt to identify hid-
den variables between spectra taken from various regions
of ovarian biopsy (Figure 2B). Figure 2B shows the score
plots for unsupervised PCA. Plot PC1/PC2 shows the best
separation, and 2 groups can be separated; that is, tumor
versus healthy regions, which isin line with the histologic
data (Figure 2C). A zoom of the most-separated ions from
the PC1/PC2 plot is presented in Figure 2D, and a group of
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Table 2. Molecular masses of known ovarian cancer protein biomarkers and masses found by MALDI MSI after using the HFIP high-mass protein
preparation procedure compared to molecular masses of previously identified ovarian cancer markers.

Mw (Da) Mw (Da)
Protein Name MALDI MSI with high mass Protein previously identified in References
procedure ovC
Tetranectin (CAA45860) 17775 17776 [67-70]
Neutropil Gelatinase-associated lipocalin 22576 22571 [71]
precursor
Plasma retinol-binding protein precursor 22986 22990 [72]
Metalloproteinase inhibitor 1 precursor 23152 23153 [73]
Kallikrein 5 Precursor 26842 26838 [74]
Isoform 1 of Urokinase plasminogen activator 36940 36949 [75.76]
surface receptor precursor
) Figure 2. MALDI MSI analyses of a mucinous

adenocarcinoma stage IV. (A) mucinous
ovarian carcinoma section containing
tumor and healthy parts submitted to
automatic matrix deposition using a
micro-spotter (CHIP-1000, Shimadzu).
Location of the C-terminal part of Reg-
alpha (m/z 9744) biomarker confirming
the location of the tumor portion of the
biopsy slice. (B) PCA analyses though
PC1, PC2 and PC3 of the mucinous
ovarian carcinoma. (C) Statistical PCA
analyses with PC1 as tumor and PC2

as healthy tissue. Location of tumor
hiomarker vs protein present in the
healthy part. (D) Zoomed view of the
most-differentiated m/z corresponding

specific biomarkers was detected. Their locations in the tu-
mor region are presented in Frank et al. (2009) [33]. From
the PCA results, we detected a fragment of the (PSME 1:
Proteasome activator complex subunit 1, named the Reg
alpha fragment), previously identified [20], is present in
the cancer group with other biomarkers and not present
in healthy tissue.

Biomarker identification

From the list of biomarkers detected by PCA analyses, we
detect the ion at m/z of 9744, which corresponds to the
fragment C-terminal of Reg alpha [20]. We validate it here
through MSI (Figures 2A, 3A,B), immunocytochemistry
(Figure 3C,F), Western blot (Figure 3D), and molecular bi-
ology (Figure 3E) confirmed its specificity to ovarian carci-
noma. lon at m/z of 9744 corresponding to the C-terminal
part of PSMEL1 is detected in the carcinoma area by MSI
(Figure 3A,B), which is confirmed by immunocytochemis-
try, with an antibody raised against the C-terminal part of
the protein (Figure 3C). Western blot analyses of benign
or carcinoma samples were performed either with an an-
tibody raised against the N-terminal of PSME1 or the 1 di-
rected against the C-terminal part (Figure 3D).

to part of the specific tumor biomarkers.

The data reflect the antibody raised against the N-terminal
part recognizes the protein in both carcinoma and benign
samples, whereas the antibody raised against the C-terminal
recognizes its epitope only in carcinoma samples, which is in
line with previous data [20] and the immunocytochemical
results (Figure 3F). Figure 3F shows that this C-terminal frag-
ment is over-present in epithelial cells of carcinoma (Figures

3Fa, b, e, i). It can be detected in endometrioid nondiffer-
entiated (Figure 3F c) or differentiated (Figure 3F a) carci-
noma, sero-mucinous adenocarcinoma (Figure 3F e), and
clear-cell adenocarcinoma (mesonephroma) (Figure 3F i).
In benign tissues, the immunolabeling is also at the level
of the epithelial cells, but more nucleus than in carcinoma
as can be observed in (Figures 3F f, h) the adenofibroma-
tous tumor (Figure 3F g). All together, these data are in line
with the transcriptomic results performed on the SKOV-3
epithelial carcinoma cells (Figure 3E), confirming overex-
pression of PSME1 gene in this carcinoma cell line. These
data confirm that Reg-alpha is a specific ovarian biomarker.
We recently discovered it in ascites liquid (data not shown).

For the other biomarkers detected by PCA analyses, we
could detect the some have already been found in genomic
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Figure 3. Validation of Reg-alpha C-terminal
fragment. (A) MSI analyses of carcinoma
section (red corresponding to ion at
m/z: 9744, Reg alpha fragment). (B)
Zoom of the MSI image of the ion at
m/z: 9744, Req alpha fragment. (C)
Immunocytochemical analyses with
antibody raised against the C-terminal
fragment on stage IV carcinoma
sections. Most of the epithelial cells
are labeled. (D) Western blot analyses
with benign (B) or carcinoma from
different patients (C) with antibodies
directed against either the N-terminal or
C-terminal parts of PSME1. (E) RT-PCR
analyses of PSMET of mRNA extracted
from SKVO3. (F) Immunocytochemical
studies with polyclonal antibody

studies, and share the same mass, for example, protein
$100-A12 (m/z 10568) and apolipoprotein Al (m/z 10155)
[34]. We decided to remove the MALDI matrix from the
slides through a washing procedure and analyze samples
by MALDI before and after trypsin digestion [32] (Figure

4). The differentiated ions then were subjected to MS/MS
analysis by MALDI before analysis by nanoLC-IT/MS in
MS/MS mode. For example, the ion at m/z 1160.5 detect-
ed by MALDI in a patient sample after trypsin digestion
(Figure 4) was subjected to MS/MS analysis (Figure 5A).
The obtained sequence of WFYIASAFR with a score of 42
(Figure 5B) was confirmed by the IT-MS/MS data, and it
belongs to orosomucoid 1. Five others fragments were char-
acterized and gave 30.3% sequence coverage (Figure 5B).
The presence in the biopsy of the mRNA coding for this
protein was confirmed by RT-PCR from patient with ovar-
ian carcinoma (Figure 5C). A 150-bp fragment coding for
orosomucoid was amplified (Figure 5D). Similarly, RT-PCR
performed on RNA extracted from SKOV-3 epithelial car-
cinoma cells confirmed the expression of the orosomucoid
(Figure 5E), further supporting the biochemical data. Finally,
antibodies raised against the C-terminus of Reg alpha and a

raised against the c-terminal part

of Reg alpha. (a) Epithelial cells

of immunolabeled differentiated
endometrioid carcinoma, (b) Epithelial
cells of immunolabeled in carcinoma
region. (¢) CGytoplasmic epithelial cells
immunolabeling of nondifferentiated
endometrioid carcinoma. (d) Epithelial
cells of immunolabeled in clear cells
adenocarcinoma (mesonephroma). (e)
Nuclear epithelial cells immunolabeling
of benign tumor. (f) Nuclear

epithelial cells immunolabeling of
adenofibromatous tumor. (g) Nuclear
epithelial cells immunolabeling of
seromucous area in benign tumor.

(h) Cytoplasmic epithelial cells
immunolabeling of sero-mucinous
adenocarcinoma.

monoclonal against orosomucoid were used for immunocy-
tochemistry using the specific MALDI imaging procedure
[28] (Figure 5F). Both biomarkers were detected using the
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tag-mass procedure in the carcinoma region with specific lo-
calization (Figure 5F b), which was consistent with the clus-
tering distribution (Figure 5F c).

A combination of MALDI TOF-TOF and nanoLC-IT MS/MS
analyses (Table 3) allowed us to characterize 15 biomarkers
(Table 3) from 20 samples (10 patients with ovarian can-
cer and absent in 10 benign tumors). Some of these have
been previously reported as secreted proteins in large-

scale analyses of human

plasma from ovarian cancer pa-

tients [35], human ovarian cancer tumors [36] or ovarian
ascites analyses [37]. Moreover, their location was deter-
mined by MSI using a bottom-up strategy. After tissue tryp-
sin digestion, proteins were reconstructed based on their

Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Figure 5. (A) MALDI MS/MS sequencing of 1160.5
using MALDI TOF-TOF. (B) Sequence
(WFYIASAFR) in red corresponding to
the fragment identified by MS-MS and
localized in the orosomucoid-1 protein.
(C) Sequence of the orosomucoid
obtained by nano-LC-ITMS after trypsin
digestion and by tissue MALDI TOF/

TOF analyses. (D) RT-PCR amplification
of orosomucoid from mRNA extracted
biopsy (5 carcinoma versus 5 benign).
(E) RT-PCR amplification of orosomucoid
from SKOV-3 cell lines. (F) (a)MALDI
specificimaging using the TAG-MASS
concept with a polyclonal anti-Ct Reg
alpha antibody tagged with a reporter
(with a mass of 1309) and a monoclonal
anti-orosomucoid tagged with another
reporter {with a mass of 1569). (b) Merge
of specific MALDI imaging molecular
images of the C-terminal fragment of
Reg alpha and orosomucoid. (c) MALDI
imaging molecular images of the
(-terminal fragment of Reg alpha and
orosomucoid with the correspondence
of the 2 subclass’s location in the tumor
part; each biomarker is characteristic of

1 region.

in silico trypsic digested peptides detected on the digest-
ed tissue (Table 4, Figure 6). MALDI imaging mass spec-
trometry images from digested fragments for the same pro-
tein were cumulative and gave the molecular image of its

Table 3. Biomarkers identified by nanoLC-IT-MS in MS/MS mode from 10 patients with ovarian cancer absent in 10 benign tumors.

Access number Protein name MoILe:suslar M(aas ::rta;c:)re Sequ(e:’ceer;;grage
P08670_CHAIN_O Vimentin 53651 89.6+22.3 27£10%
P51884 CHAIN_0O Lumican Precursor 38428 63.6£5.7 19.3+4%
P02647_CHAIN_1 Apolipoprotein 1 11183 49.9+4 21.624.9%
P51888_CHAIN_0 Prolargin 43809 52.5+0.7 17+0.8%
Q12889_CHAIN_O Oviductin (mucin-9) 75372 47.8+13 13.3£1.2%
Q01995_CHAIN_O Transgelin 22610 49.5+2.48 26+2.44%

P02765 Orosomucoid 2351 451244 20.8+1.8%
P02787_CHAIN_0 Siderophilin 77049 38.1+2.2 12+4.8%
P01009_ISOFORM_2 Alpha 1antiprotease 39066 29.8+1.6 21£3.2%
P08727 (ytokeratin 19 44635 293175 10£1.6%
P30086_CHAIN_0 Phosphatidyl Ethanolamine Binding Protein 21056 28.1+0.9 23+2%

P31949 Protein S100 A11 11740 22.6+0.25 24.5+0.5%
P02790_CHAIN_O Hemopexin 51676 21.0+£0.4 6.5+1.2%
P07737_CHAIN_0 Profilin -1 15054 18.3+£0.9 15.4+4.7%
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Table 4. Trypsic digested fragment of proteins identified by NanoLC-IT-MS in MS/MS and found on tissue after bottom-up strategy and characterized

by MS/MS.

Orosomucoide

Oviductal glycoprotein 1

Alpha anti-protease 1

Mass Fragment Mass Fragment Mass Fragment
1160.59 WFYIASAFR 1118.68 FIASVISLLR 1015.6 SVLGQLGITK
1559.83 ITGKWFYIASAFR 1120.6 LIMGIPTYGR 1110.59 LSITGTYDLK
1752.83 YVGGQEHFAHLLILR 1288.62 FTTMLSTFANR 1568.78 ECGGVFTDPKGIFK

1248.54 SSAYAMNYWR
1508.77 TLLSIGGWNFGTSR
Siderophilin Reg alpha C-terminal Profilin-1

Mass Fragment Mass Fragment Mass Fragment

1577.8 TAGWNIPMGLLYNK 1500.98 QLVHELDEAEYR 1643.9 TFVNITPAEVGVLVGK
1518.2 [EDGNNFGVAV QEK 1470.7 SSFYVNGLTLGGQK
Prolargin Transgelin Hemopexin

Mass Fragment Mass Fragment Mass Fragment
1064.59 SFPNLAFIR 1204.7 TLMALGSLAVTK 1141.58 GGYTLVSGYPK
1309.7 LPGLVFLYMEK 1530.7 TDMFQTVDLFEGK 1120.599 NFPSPVDAAFR

18Redek WUSENPRAK R 1221.62 QMEQVAQFLK
Vimentin S100 Lumican
Mass Fragment Mass Fragment Mass Fragment
12545 LGDLYEEEMR 1060.48 DGYNYTLSK 1178.63 LKEDAVSAAFK
1169.70 ILLAELEQLK 1849.89 TEFLSFMNTELAAFTK 1024.55 FNALQYLR
14287 SLYASSPGGVYATR 1297.66 SLEDLQLTHNK
1533.84 KVESLQEEIAFLK 1180.65 RFNALQYLR
1570.88 ISLPLPNFSSLNLR
Cytokeratin 19 Phosphatidylethanolamine-binding Apolipoprotein 1

Mass Fragment Mass Fragment Mass Fragment

1064.09 SFPNLAFIR 1560.8 LYTLVLTDPDAPSR 1031.51 LSPLGEEMR

1365.7 SRLEQEIATYR 1632.79 NRPTSISWDGLDSGK 1301.64 THLAPYSDELR

1389.67 AALEDTLAETEAR 1949.93 GNDISSGTVLSDYVGSGPPK 1386.7 VSFLSALEEYTK

1586.83 LEHLYLNNNSIEK 1230.7 QGLLPVLESFK

tissue repartition. Interestingly, all the detected proteins

hav

dis

e the same location.

cussion

Proteins associated with cell proliferation

The S100 protein family has been previously detected in ag-
gressive ovarian tumors [16]. In our study, we detected S100

Al1 (Table 3) and S100 A12 (PCA analyses) proteins in tumors.

These characterized proteins can be grouped into func-
tional categories such as cell proliferation, immune re-
sponse modulation, signaling to the cytoskeleton, and tu-

mor progression.

S100 A1l has already been detected in ovarian ascites [37]. S100
Al1 (or calgizzarin) is known to regulate cell growth by inhibit-
ing DNA synthesis [38,39]. S100 A12 is known to contribute to
leukocyte migration in chronic inflammatory responses [40].
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Figure 6. MALDI molecular images of the identified
proteins by nanoLC-ITMS reconstructed
on their trypsic digested fragment.
Directly detected on tissue.
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Proteins involved in immune response modulation

Recent studies have shown that ovarian cancer-associated
ascites may provide an immunosuppressive environment
[41]. In fact, a high CD4/CD8 ratio, which may indicate
the presence of regulatory T-cells, is associated with poor
outcomes. Reduced IL-2 and elevated IL-6 and IL-10 lev-
els favor a Th2 inhibitory immune response. This immu-
nosuppressive climate may explain the observation of non-
responsiveness in ascites-derived T cells [41]. Considering
these data, we tried to identify biomarkers from our pool
that could be involved in such immunosuppression. In fact,
we detected 5 factors involved in immune response modula-
tion in our mucinous tumors: a C-terminal fragment of the

11S immunoproteasome (Reg-alpha), orosomucoid, apoli-
poprotein Al, hemopexin, and lumican.

PSME1 (proteasome activator complex subunit 1, 11S reg-
ulator complex [syn.: PA28 alpha]) cleaved into the Reg-
alpha fragment could lead to default self-antigen presenta-
tion [20]. In fact, PA28 is a regulatory complex associated
with 20S proteasome that consists of 3 subunits: alpha, beta,
and gamma [42]. Binding of the 11S regulator complex to
the 20S proteasome does not depend on ATP hydrolysis,
and unlike the 19S regulatory subunit, the 11S regulator
complex does not catalyze degradation of large proteins.
Rather, it is responsible for MHC-class | antigen processing
[43-45], which is greatly improved by interferon gamma-
induced expression of the alpha and beta subunits [46].

Several viral proteins that interact with these proteasome
subunits have been reported, and they may interfere with
host anti-viral defenses, thereby contributing to cell trans-
formation [47]. The manner in which they bind to the
core particle via its subunits’ C-terminal tails, and induce
an a-ring conformational change to open the 20S gate, sug-
gests a mechanism similar to that of the 19S particle [42].
No role in ovarian cancer has been demonstrated for the 11
S regulator complexes. Our data demonstrate a high level
of expression of PA28 in carcinomas, especially in epitheli-
al cells. The PA28 activator belongs to the antigen process-
ing machinery (APM). Its alteration by cleavage in ovarian
carcinomas may be a mechanism to evade immune recog-
nition. Such a hypothesis has already been proposed for the
case of APM chaperones such as TAP, LMP2, LMP10, and
tapasin in colon carcinoma, small cell lung carcinoma, and
pancreatic carcinoma cell lines. In fact, IFN-g treatment of
these carcinoma cell lines corrects the TAP, LMP, and tapa-
sin deficiencies and enhances PA28 a, LMP7, calnexin and
calreticulin expression, which is accompanied by increased
levels of MHC class 1 antigens [48]. Recently, PSEM2 (pro-
teasome activator complex subunit 2, PA28 Beta) has also
been detected in ascites fluid, which implicates it in immune
cell tolerance toward carcinoma cells and confirms the dys-
regulation of self-antigen processing in ovarian tumors [37].
Moreover, PA28 alpha seems to be a target for Epstein-Barr
virus (EBV) and herpes virus (HV), as we preliminary de-
tected by gPCR (data not shown). In fact, Pudney and col-
leagues [49] have shown that, as EBV-infected cells move
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TLR genes

Figure 7. RT-PCR amplification of Toll-like receptors from SKOV-3 cell
lines.

through the lytic cycle, their susceptibility to EBV-specific
CD8" T-cell recognition falls dramatically, concomitant with
areductions in transporter associated with antigen process-
ing (TAP) function and surface human histocompatibility
leukocyte antigen (HLA) class 1 expression. Implication of
virus in the cause of ovarian cancer is also sustained by the
overexpression of furin enzyme (data not shown), which is
known to be implicated in glycoprotein B cleavage through
a motif R-X-K/R-R in both EBV and HV [50,51].

Among the 4 other factors that might participate in the tol-
erance phenomenon by inhibiting immune activation, the
acute phase protein, orosomucoid (ORM, also known as al-
phal-acid glycoprotein or AGP), is normally increased in
infection, inflammation, and cancer, and it seems to have
immunosuppressive properties in ovarian carcinoma ascites
through inhibition of IL-2 secretion by lymphocytes [52].
Similarly, apolipoprotein Al has been detected in conjunc-
tion with transthyretin and transferrin in early-stage mu-
cinous tumors [53]. ApoA-l is known to decrease expres-
sion of surface molecules such as CD1a, CD80, CD86, and
HLA-DR in dendritic cells, and it stimulates the produc-
tion of IL-10 [54].

Interestingly, hemopexin has recently been demonstrat-
ed to reduce TNF and IL-6 from macrophages during
inflammation, and it limits TLR4 and TLR2 agonist-in-
duced macrophage cytokine production [55]. We demon-
strate that in SKOV-3 epithelial ovarian carcinoma cells,
all TLRs are overexpressed with the exception of TLR9
and TLR10 (Figure 7). This point is also in line with the
overexpression of lumican, which is a small LRR proteo-
glycan in the extracellular matrix. Along with other pro-
teoglycans, such as decorin, biglycan, and prolargin, lu-
mican is known to be overexpressed in breast cancer and
to play a role in tumor progression [56,57]. However, as
demonstrated for biglycan, which interacts with TLR2/4
on macrophages [58,59], we speculate that lumican is also
involved in the activation of the inflammasome through
TLR2/4 interaction. The activation of all danger-sensing
receptors in carcinoma cells can be explained by regula-
tion of inflammation by carcinoma cells to facilitate tu-
mor progression. It seems that ovarian cancer cells act as
parasites and use molecular mimicry [60] to escape the
immune response, and they produce immunosuppressors
to achieve tolerance.

Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Signaling to the cytoskeleton

Several candidate proteins, including profilin-1, cofilin-1,
vimentin, and cytokeratin 19 are involved in intracellular
signaling to the cytoskeleton. Changes in cell phenotype,
such as the conversion of epithelial cells to mesenchymal
cells, are integral not only to embryonic development but
also to cancer invasion and metastasis. Cells undergoing the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) lose their epithe-
lial morphology, reorganize their cytoskeleton, and acquire
a motile phenotype through the up- and down-regulation
of several molecules, including tight and adherent junction
proteins and mesenchymal markers. TGF-b has been de-
scribed to induce EMT in ovarian adenosarcoma cells [611.

In the human lung adenocarcinoma cell line A549, this dif-
ferentiation isaccompanied by modification in the expres-
sion of several cytoskeleton proteins including b-actin, co-
filin 1, moesin, filamin A and B, heat-shock protein beta-1,
transgelin-2, S100 Al11,and calpactin. These changes pre-
sumably increase migratory and invasive abilities [62]. We
recently demonstrated that treatment of the ovarian cancer
cell line SKOV-3 with TGF-b (10 ng/mL, 24 h) increases the
expression of cofilin and profilin-1 at mRNA and protein
level, and modifies its cytoskeletal organization as assessed
by confocal microscopy analysis [63]. After binding to its
receptor, TGF-b stimulates the reorganization of the actin
cytoskeleton and triggers the formation of stress fibers and
cellular protrusions [63].

Tumor progression

In conjunction with S100 proteins and cytoskeleton modi-
fying proteins, we also detected expression of oviduct-spe-
cific glycoprotein (OGP, Mucin-9), a marker of normal ovi-
ductal epithelium. Our data are in line with that of Woo
and associates, who found that OGP is a tubal differentia-
tion marker and may indicate early events in ovarian carci-
nogenesis [64,65].

Conclusions

In summary, PCA and clustering, performed after MALDI
imaging, analysis allow molecular tissue classification and
will be of great help for pathological diagnoses. We con-
firmed that biomarkers detected in our tissue samples
such as orosomucoid and lumican are highly glycosylated,
which is in line with the mucinous phenotype of ovarian
cancers. Thus, clustering analysis in conjunction with spe-
cific biomarker detection can enhance tumor tissue classi-
fication and subclassification and lead to better diagnoses.
Moreover, based on the biomarkers identified in this study,
we propose that ovarian cancer cells act to suppress immune
responses. These findings also suggest that ovarian cancer
can have a viral cause. Viruses are known to orient the im-
mune response to immunosuppression [66]. Further stud-
ies are now in progress to explore this possibility to consid-
er as potential biomarkers for ovarian cancer diagnosis Reg
alpha fragment, mucin-9 in conjunction with oncoviral pro-
teins specific from EBV and HHV®6 viruses
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Abstract The large amount of data generated using matrix-
assisted laser desorption/ionization mass spectrometric
imaging (MALDI-MSI) poses a challenge for data analysis.
In fact, generally about 1.10%-1.10° values (m/z, 1) are
stored after a single MALDI-MSI experiment. This imposes
processing techniques using dedicated informatics tools to
be used since manual data interpretation is excluded. This
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work proposes and summarizes an approach that utilizes a
multivariable analysis of MSI data. The multivariate
analysis, such as principal component analysis—symbolic
discriminant analysis, can remove and highlight specific
m/z from the spectra in a specific region of interest. This
approach facilitates data processing and provides better
reproducibility, and thus, broadband acquisition for
MALDI-MSI should be considered an effective tool to
highlight biomarkers of interest. Additionally, we demon-
strate the importance of the hierarchical classification of
biomarkers by analyzing studies of clusters obtained either
from digested or undigested tissues and using bottom-up
and in-source decay strategies for in-tissue protein identi-
fication. This provides the possibility for the rapid
identification of specific markers from different histological
samples and their direct localization in tissues. We present
an example from a prostate cancer study using formalin-
fixed paraffin-embedded tissue.

Keywords MALDI mass spectrometry imaging - Principal
component analysis - Symbolic discriminant analysis -
Hierarchical clustering - Bottom-up - In-source decay -
Biomarkers - Prostate cancer

Introduction

Thirteen years after its original publication [1], matrix-
assisted laser desorption/ionization mass spectrometric
imaging (MALDI-MSI) has become a commonly utilized
tool for imaging endogenous biomolecules [2-5] and
exogenous compounds [6-9] from a diverse array of tissue
types. Since then, many improvements in MALDI-MSI
performance have been achieved, including improvements
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related to tissue preparation [10-12], data processing and
imaging software [13, 14], and spatial resolution [15, 16].
Biomarker discovery and identification has been a field
of intense research over the past 10 years, and MALDI-
MSI has been proven to provide an interesting and
promising strategy for such investigations [17-26].
However, large amounts of data are generated from
imaging, and the manual determination of fine variations
in marker regulation has become an impossible task with
respect to the number of spectra generated (position-
rastered) for a single image (frequently 20,000-40,000
pixels) and the number of images required to obtain a
statistical overview that accounts for the sample variability
between different experiments for a specific tissue and the
intrinsic variability between tissues from different organ-
isms. Moreover, each MS spectrum is composed of a large
number of points (couple (m/z, 1)), i.e., in general, a
hundred thousand m/z values with their corresponding
intensity. All together, this corresponds to about 10%-
10° m/z values and corresponding intensities for a unique
image. Therefore, an understanding of the fine regulation
of biomolecules to highlight markers of a specific
physiological stage or cell phenotype requires the use of
bioinformatics tools for fast and reliable analyses.

Multivariate statistics is a form of statistics that
simultaneously encompasses the observation and analysis
of more than one statistical variable. Methods of bivariate
statistics, for example, ANOVA and t tests, are special cases
of multivariate statistics that involve two variables. There
are several other types of multivariate analyses that are
divided into two groups: descriptive methods and explor-
ative methods. Descriptive methods include principal
component analysis (PCA), factor analysis of correspon-
dence, multiple correspondence analysis and classification
methods such as hierarchical clustering. Explorative meth-
ods include multiple regression, discriminatory analysis and
segmentation.

Considering the large amounts of data that are analyzed
using the MALDI-MSI approach, data reduction and
multivariable analysis has become a necessity in facilitating
extraction of the information of interest. Among the
different multivariable analytical tools that can be used for
this purpose, PCA has been proven to provide an
interesting method for automatic feature extraction [27].
Several studies have posited arguments that multivariable
analysis though PCA is a good approach for this purpose
and can be used with MALDI-MSI for pathological disease
applications [18, 19, 28-30]. However, some limitations are
associated with the use of PCA. These limitations encom-
pass different factors, such as data analysis complications.
In fact, many spectra can be similar for one principal
component, whereas they can differ for another principal
component, and thus, it is difficult to define the best data

© 2012 Tous droits réservés.

representation. This problem can be resolved by linking
hierarchical clustering directly to PCA [18, 19, 28, 29].

In this paper, we developed a strategy, designated
principal component analysis—symbolic discriminant anal-
ysis (PCA-SDA), to facilitate the identification of bio-
markers. This concept of data mining was also applied to
data sets generated for identification. In fact, protein
identification using direct imaging strategies has been
shown to be possible either by enzymatic digestion using
tissue bottom-up approaches [10, 31, 32] or by in-source
decay (ISD) with top-down approaches [33]. Such strate-
gies also produce large quantity of data, and markers of
interest may be masked within the forest of non-relevant
data. Here, we explored the use of PCA-SDA analysis with
data generated using both bottom-up and I1SD. Finally, the
strategy was applied to a biologically relevant case, namely
prostate cancer, using samples from hospital libraries, i.e.,
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues.

Experimental procedure
Materials

Alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA), sinapinic
acid, trifluoracetic acid (TFA), ethanol (EtOH), acetonitrile
(ACN), chloroform, aniline (ANI), (N-succinimidyloxycar-
bonylmethyl)tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphonium

bromide (TMPP), water CHROMASOLYV PLUS for HPLC
(H,O) were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). Sequencing-grade-modified trypsin, por-
cine enzyme was from Promega (Charbonniéres-les-Bains,
France)

Tissue preparation and treatment
Frozen tissues

Adult male Wistar rats weighing 250-350 g (animal use
accreditation provided by the French ministry of agriculture
No. 04860) and maintained under standard care were used.
Animals were sacrificed by suffocation under CO, and
immediately dissected to remove the brain. Tissue sections
(10 pum) were obtained from frozen rat brains tissues using
a Leica CM1510S cryostat (Leica Microsystems, Nanterre,
France) and applied to ITO-coated conductive glass slides
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Tissues were then
submitted to washing procedures prior to matrix application
for improved detection of peptides/proteins. Washing was
performed by two washing steps using first washing with
cold 95% EtOH for 15 s followed by a washing step with
chloroform for 1 min according to previously published
protocols [11, 34].

254

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Multivariate analyses for biomarkers hunting and validation

FFPE tissues

Prostate tissue specimens Prostate tissue specimens were
obtained from patients undergoing radical prostatectomy for
clinically localized prostate carcinoma. All patients gave
informed consent according to a protocol approved by the
Internal Review Board for research involving human
subjects at Saint Philibert Hospital. All experiments
involving patient tissues were carried out under approval
number CP 01/33, issued by the Consultative Committee
on Persons Protection in the Biomedical Research of Lille.
None of the patients had any treatment for prostate cancer
before surgery. Prostate tissues were fixed by placing the
samples (2.5 cmx2 cm) for 24-48 h in neutral 3.7% (w/v)
formalin solution, rinsed in PBS buffer and then were
paraffin-embedded which allows tissues to be cut into thin
(i.e., a few micrometers) sections. For MALDI imaging
experiments, 10-um-thick tissue sections were cut from the
FFPE whole-mount prostate tissue block, placed on the
ITO-coated slides, and heated for 60 min at 58 °C. The
paraffin was then removed by submerging the glass slide in
toluene two times for 5 min, followed by a light rehydration
in ethanol (100, 96; 70, and 30 °C) baths before drying in a
dessicator at room temperature. Tissue was also counter-
stained with Mayer’s hematoxylin, dehydrated through
graded ethanol solutions, and air-dried for the histological
examinations by the anatomopathologists. According to the
anatomopathology examinations, the tissues appeared het-
erogenous and contained cancer, hyperplasiae, and normal
regions in addition to stromal tissues in each region.

Antigen retrieval Antigen retrieval (AR) process was
performed to unmask proteins and ease access of the
enzyme to its specific cleavage sites. Here, AR was
performed using citric acid or so-called citric acid antigen
retrieval (CAAR). CAAR was performed by immersing the
slides in 10 mM of citric acid for 20 min at 90 °C and then
drying them in a dessicator for 10 min. Prior to the
enzymatic digestion, the slides were incubated in 10 mM
NH;HCO; two times to remove the remaining AR solution
and to condition the tissue for good enzyme activity.

Enzymatic digestion

Automatic trypsin digestions were performed using a high
position accuracy chemical inkjet printer (CHIP-1000,
Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan) [10]. The printed array
of the CHIP-1000 on the tissue section comprised spots
spaced 250 um center-to-center. A total of 20 nL of a
solution containing 25 pug/mL of trypsin in pure H,O was
applied to each spot. Five droplets of approximately 100 pL
were deposited on each spot per cycle. Thus, 40 iterations

© 2012 Tous droits réservés.

were necessary to obtain the final volume. The tissue
sections were then incubated at 37 °C for 2 h in a box with
an atmosphere of saturated MeOH/H,0 (1:1, v/v) to avoid
drying the enzyme droplets.

N-terminal derivatization

Automatic TMPP derivatization was performed using the
automatic microspotting device [10]. A CHIP-1000 was
used to deposit TMPP on the tryptic spots according to the
procedure that has been previously described for trypsin
digestion. A total of 10 nL of solution containing 1 mg/mL
of TMPP in ACN/H,O (3:7, v/v) was deposited on each
spot. Five droplets of approximately 100 pL were deposited
on each spot per cycle. Thus, 20 iterations were necessary
to obtain the final volume for each spot. A solution of
ACN/H,0O containing 1% TEA was then spotted, thus
initiating the derivatization reaction. The automated micro-
spotting was performed either according to a global square
area of points or by dividing this area into smaller squares,
with each including ten-by-ten spots to increase the reaction
yield [10].

MALDI-MSI

Depending on whether the bottom-up or the ISD
approaches were used, solutions specific for the matrices
were deposited using the CHIP-1000 printer [10] or the
ImagePrep sprayer.

Bottom-up approach

A solid ionic matrix CHCA/aniline was used as the matrix
to image peptides and was prepared according to a
previously established procedure [35].

Matrix microspotting Forty nanoliters of ionic matrix
solution containing 10 mg/mL of CHCA, and 7.2 pL of
aniline in 0.1% ACN/TFA (6:4, v/v) was spotted on each
spot. Five droplets of approximately 100 pL were deposited
on each spot per cycle. Thus, 20 iterations were necessary
to reach the total final volume.

Matrix micro-spraying Five milliliters of a solution con-
taining 10 mg/mL of the matrix CHCA/aniline in 0.1%
ACN/TFA (3:2, vlv) was prepared. The matrix was
deposited on the tissue section with the ImagePrep
automatic sprayer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany),
which creates an aerosol via vibrational vaporization and
allows one to monitor the different stages of matrix
deposition, i.e., extraction, drying and matrix layer
thickness. Indeed, the method used to spray CHCA/
aniline included an initialization phase to deposit the first
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layer of the matrix on the slide. This process was
followed by phases that permitted partial moisturization
over several cycles of the tissue section before it had
dried completely. The methods and parameters set-up are
given in Table 1.

MS/MS identification in using bottom-up strategies MS/MS
experiments on digested tissue were performed using the
UltraFlex Il MALDI-TOF/TOF instrument equipped with
LIFT 111 cell using FlexAnalysis 3.0. For MS/MS experi-
ments, parameters were set as follow: laser repetition rate
was 100 Hz, ion source voltages were, respectively, 8 and
7.3 kV on MALDI sample plate and first electrode; LIFT
cell was pulsed from ground for electrodes 1 and 2 to
19 kV and in the last step, electrode 3 was decreased to
3.2 kV; reflector end voltage was set to 29.5 kV and mid-
grid to 13.85 kV. For each MS/MS spectrum, 10,000 total
shots were averaged including 1,000 for parent ions and
9,000 for fragments. Laser fluence was increased over the
experiments for generating lower m/z fragments.

Data analysis Protein identification in databanks were
performed using Biotools 3.0 (Build 1.88) software (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) connected to Mascot 2.2.0.3
search engine and interrogating the Swiss-Prot Protein
Knowledgebase Release 56.1 of 02-Sep-2008 (397,539
sequence entries, comprising 143,289,088 amino acids
abstracted from 172,934 references) with oxidation as
variable modification and no fixed modification. Taxonomy
was specified to be human. Trypsin was selected as enzyme
and one missed cleavages were selected. The mass
tolerance was set at 0.4 and 0.4 Da, respectively, for the
MS and MS/MS.

In-source decay approach

The 1,5-diaminonaphthalene (1,5-DAN)/camphor was used
as the ionic matrix to image ISD fragments of proteins. It
was prepared by adding 1 eqM of cyclic terpenoid camphor
to 5 mg/mL 1,5-DAN in 2% ACN/TFAO (1:1, v/v).

Matrix microspotting Twenty nanoliters of a solution
containing 5 mg/mL of the matrix 1,5-DAN/camphor in
0.2% ACN/TFA(1:1, v/v) was deposited on an array of
spots that were 100 um in size and spaced 200 uM in a
hemi rat brain section, using a chemical inkjet printer CHIP
1000 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

Matrix micro-spraying Matrix micro-spraying for ISD was
performed following the same protocol as described for
MALDI-MSI and using 5 mL of a solution containing
5 mg/mL of the solid ionic matrix 1,5-DAN/camphor in
ACN/TFA 0.2% (1:1v/v).

Image acquisition Images were acquired using the Ultra-
Flex 1l MALDI-TOF/TOF instrument. Imaging was per-
formed in the positive reflectron mode, and MALDI-MS
spectra were acquired in the m/z range from 550 to 5,000. A
total of 300 spectra were acquired for each spot at a laser
frequency of 100 Hz. The images were recorded and
reconstructed using Fleximaging 2.1 software.

Statistical analysis The data set obtained with Fleximaging
v2.1 software (Bruker Daltonics, Bremen) was loaded in
the soft ClinProTools v2.2 (Bruker Daltonics, Bremen) to
conduct a principal component analysis and hierarchical
clustering of the data. The unsupervised method was
selected for the PCA after standardization of the data.
Thus, PC1 and PC2 were found to have the largest
variance. After the hierarchical clustering, the same data
were exported to the image in Fleximaging 2.1 to view
areas with different profiles.

Results and discussion

Determining specific markers of a physiological stage or
cell phenotype using MALDI-MSI requires the use of data
processing and data analysis using multivariable analytical
bioinformatics tools. The most widely used multivariable
analysis is PCA. PCA provides access to m/z, which

Table 1 Vibrational micro-sprayer method used for matrix deposition giving method parameters used for the experiments including sensor
control final voltage, number of cycles, spray time, incubation time and dry mode

Sensor control: final voltage difference Number of cycles Spray time Incubation time Dry mode
Phasel: Initialization 0.65 V 5 to 20 25s 10s 90 s
Phase2 01V 21010 2s 30s+30 s 60 s
Phase3 0.2V 41012 1ls 30530 s Residual wetness
Phase4 0.3V 310 30 1s 30530 s Residual wetness
Phaseb 0.6 V 4to 64 1ls 30s£30 s Residual wetness

© 2012 Tous droits réservés.
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demonstrates differences between or within samples. PCA
is often combined with hierarchical clustering (HC),
because HC classifies the mass spectra according to
similarities between their profiles and thus provides the
ability to highlight regions containing differences in
molecular content. Figure 1 describes the general applica-
tion of the analytical workflow to MALDI-MSI data sets.
The first approach of MALDI-MSI data sets is based on
the supervised or non-supervised PCA mode, which allows
the detection of m/z that demonstrate important variations
within the tissue. PCA is conducted using Pareto scaling,
which uses the square root of the standard deviation as a
scaling factor to reduce the dominance of large-scale
intensity changes in the matrix and other high-abundance
ions, which may mask the variation in lower abundance
ions during PCA. The overall outcome of the PCA is
greatly affected by the ability of ions related to the matrix
coating and other endogenous molecules to mask the
underlying, relevant information. For the unsupervised
PCA, each spectrum is classified individually. Thus, the
selected PCs account for the greatest separation of each
individual spectrum. At the top of each, the scores and
loading plots are shown. In the second approach, we
propose the use of hierarchical clustering (Fig. 1) as an
initial step to identify major spectral difference between
each histological type. This method determines the dis-
criminatory signals and builds functions using these signals
that distinguish sample populations based on their classifi-
cation. Peak lists from MALDI spectra, which were
obtained using data processing software (Flex Analysis
v3.0 and Flex Control v2.5), were used for the statistical
analyses and were clustered by similarity discrimination
based on presence vs. absence as criteria. Statistical
analyses were conducted using PCA with ClinProTools

MALDI Imaging data
set

| Biostatistical software |

T

Hierarchical clustering on — -
tissue Principal component analysis

Identification of a profil of a
region of interest

KModel classification | | Biomarkers detection \

Fig. 1 General workflow to search for biomarkers and model
classification by MALDI-MSI

© 2012 Tous droits réservés.

v2.2 software. In this case, the mass spectra were internally
recalibrated on common peaks (also known as a spectral
alignment) and normalized to the total ion count. An
average spectrum created from all of the individual spectra
was used to perform peak selection and to define the
integration ranges. The integration ranges were used to
determine intensities or areas of single spectra. The signal
intensities were used for all calculations. For PCA and HC,
the individual peak intensities were standardized across the
database.

PCA-SDA based on hierarchical clustering for biomarker
identification

PCA-SDA based on HC was first tested using the data sets
from an image generated from a rat brain tissue section
under analytical conditions to detect peptides and small
proteins. Following MALDI imaging acquisition, the data
were loaded in the analytical software for HC (Fig. 2). HC
was prepared using a Euclidean distance method and a
ward linkage method based on the PCA results previously
obtained. The dimensions were reduced to 85% of the
explained variance. A dendrogram was then obtained
(Fig. 2A), which could be translated into a molecular image
by allocating a specific color plot to each of the different
clusters of the HC dendrogram, as presented in Fig. 2B. The
molecular image generated from the HC results could be

A 7.7979(13),.,
17.288 (51 3)J_,

59796 (6) ,_
10,691 (188).c &

| l 8.9545 (182)
14.788 (500) | . tH8.0347 (107).

19.061 (854)._I

11114 (312) *
£9.3536 (57)

Fig. 2 Hierarchical clustering applied to a frozen rat brain MALDI
image. Colors correspond to the different clusters found in the
dendrogram. A Dendrogram obtained from the image data set. B
Image representation of clusters of the spectra generated by
hierarchical clustering based on the PCA results. C Superposition of
the clustering on the rat brain tissue section optical image
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superimposed on the optical image of the tissue section
(Fig. 2C) and showed a clear correlation of the different
clusters to the histological tissue types. Each group of
spectra delimitating a cluster differed from other groups
based on spectral profiles convergence for classified in the
same cluster and divergence for spectra classified in
different clusters (Fig. 2B). This is a good method to define
regions corresponding to various cell phenotypes and
subsequently markers of these specific phenotypes. We,
therefore, used HC to define our regions of interest (ROI’s).
To exemplify this, we created a ROI (Fig. 3) in the rat brain
section for the fourth ventricle. Here, we choose to enclose
in the ROI a slightly larger area than the fourth ventricle to
include spectra with different profiles for serving as
negative controls (Fig. 3A). Spectra for this region were
then selectively loaded for PCA multivariate analysis
(Fig. 3B). After PCA analysis, the PC1 versus PC2 loading

was performed to compare m/z that were differentially
detected in the selected ROI because PC1/PC2 provided the
best discrimination. Several different ions presented a high
level of discrimination along the PC1 axis. To perform a
study case, two ions with a high level of discrimination and
that presented a very different distribution within the tissue
sections were selected: ions at m/z 2,030 and m/z 2,793. As
demonstrated by the superimposition of the MALDI images
of these ions onto the optical image of the tissue section
(Fig. 3C and D), these ions had a very different distribution.
In fact, m/z 2,030 was specific to the fourth ventricle
(Fig. 3C), whereas m/z 2,793 (Fig. 3D) demonstrated a
relatively large distribution within the tissue section that
corresponded to other morphological structures in the
tissue. m/z 2793 was absent in the fourth ventricle but
present in the area obtained from the ROI around the
structure, which served as a negative control. The MALDI-
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Fig. 3 Selection of a cluster representing the ROI. A The spectra for
this region were loaded for a new PCA analysis to provide the
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MSI results are usually obtained from the average mass
spectrum, which is reconstructed from all of the spectra
recorded during the image acquisition using the software.
Therefore, by using such a representation of the data, the
m/z present in a small region (i.e., in a few spectra) are not
properly represented in the average mass spectrum, even if
they are very intense. This lack of information is exempli-
fied by the signal at m/z 2,793, is not observed in the
average mass spectrum (Fig. 4A) and precludes the
reconstruction of an image. However, as shown in
Fig. 4B, it was possible to detect this ion specifically in
the fourth ventricle using the PCA-SDA analytical ap-
proach described herein (Fig. 4C), which is in contrast to
other regions (Fig. 4D).

Thus, without the PCA-SDA approach, it would not
have been possible to detect the presence of this marker,
which is highly specific to the 4th ventricle. This shows
that PCA-SDA facilitates the direct tracking of specific
markers in an ROl defined by the HC analysis. As
compared to other proteomic techniques, this will greatly
affect the MSI. In fact, the great potential of MSI coupled
with PCA-SDA is reflected by the ability to quickly detect
specific markers that are present in a pathological region or
in regions containing cells with diverse phenotypes while
conserving their spatio-temporal localization in the tissue.
These signals would be diluted using classical proteomic
strategies in which whole organs are used for extraction.
For all experiments performed on rat brains, biological
material was easily accessible and these experiments were
performed in triplicate from adjacent tissue section from the
same tissue block and from five different brain tissues from
different animals. Similar results were obtained from the
multivariate analysis approach from the different experi-
ments. However, only some examples on various tissues are
presented here. The next step is the identification of the
detected markers in tissues. Therefore, we were interested
in testing the PCA-SDA strategy using data generated from
identification strategies.

Bottom-up approach

The bottom-up strategy was the first technique explored for
on-tissue protein identification [10, 32, 35, 36]. This is
explained principally based on two factors: it is difficult to
use a proper top-down analysis with ion selection on
MALDI instruments, and archived clinical samples (FFPE)
cannot be used for MSI without a digestion step [35, 37,
38]. Therefore, marker screening from a classical MSI
sequence is performed. However, bottom-up and classical
approaches have been shown to lead to complementary data
with proteins specifically observed in one strategy. More-
over, marker screening for archived FFPE samples can only
be performed using digestion data. Therefore, the validity
of statistical analyses from such data, which could be
hampered by a slight delocalization of markers due to the
type of tissue preparation, must be investigated.

PCA and HC from enzymatic digestion data To evaluate
the digestion data, a rat brain tissue section (interaural,
7.20 mm, bregma, 1.80 mm) was subjected to trypsin
digestion prior to matrix deposition (Fig. 5A and C). After
PCA analysis, hierarchical clustering was applied to the
data set. The results of the clustering are presented in
Fig. 5B, and the dendrogram is shown in Fig. 5D. The image
reconstructed from the clustering demonstrated a good
correlation with the different brain areas determined in the
brain section (Fig. 5A, C). The presented images had a low
resolution due to one of the drawbacks of the software used
(the number of data points accepted by the software).
Therefore, HC imaging analysis data sets with a poor
resolution (962 points at 250 pm) were recorded. This
confirmed that a bottom-up strategy could be used for
protein identification in tissues and was statistically
relevant.

HC and N-terminal derivatization To simplify the protein
identification procedure, derivatization strategies were

i A MALDI-MSI average spectrum
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Fig. 4 A MALDI images of the average spectrum with a zoom in the m/z range of the ions at m/z 2,793, which are non-detectable. B Image of the
m/z 2,793 ion distribution. C-D Single MALDI spectra recorded in the region where m/z 2793 is found (C) and not found (D)
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Fig. 5 A Optical image and C
image from the brain atlas of the
rat brain tissue section used in
the bottom-up experiment with
on-tissue trypsin digestion. D
HC dendrogram showing the
differentiation of the different
histological images and B HC
image reconstructed from HC
dendrogram data
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developed in the group to be performed on digestion
peptides [32]. N-terminal chemical derivatization of
peptides was developed in order to help in proteins
identification by unambiguous determination of digestion
peptides primary sequence. In fact addition of specific
chemicals at the N-terminus of peptides, in peculiar
positively or negatively charged groups, have shown to
increase fragmentation ion yields and lead to orientation
of fragmentation towards specific ion fragment series.
This results in MS/MS spectra of much easier interpre-
tation even for de novo sequencing, giving more
confident identifications. Previously, several derivatiza-
tion procedures were developed to be performed in situ
at the tissue level [32] showing the interest of both
derivatization by negative charge (derivatization with 4-
SPITC (4-sulfophenyl isothiocyanate) or 3-SBASE (3-
sulfobenzoic acid succinimidyl ester)) or positive charge
(addition of TMPP (N-succinimidyloxycarbonylmethyl)-
tris(2,4,6 trimethoxyphenyl)phosphonium bromide).
Although if all derivatizations were usable at the global
tissue level, only TMPP was found to be easily compatible
with automatic micro deposition methods preventing
delocalization of peptides during the derivatization process
and subsequently allowing images to be recorded. There-
fore, TMPP derivatization was chosen here to be used for
multivariate analysis studies. In the present study, we
tested PCA and HC on MALDI imaging data recorded
from a rat brain tissue section (interaural, 4.84 mm,
bregma, 4.16 mm) following micro-spotting trypsin
digestion and then micro-spotting TMPP derivatization,
as compared to micro-spotting of trypsin alone (Fig. 6). In
this experiment, two distinct areas that were symmetrical
according to the symmetry axis of the rat brain were

© 2012 Tous droits réservés.

digested (Fig. 6B) and then derivatized (Fig. 6C). As
demonstrated, the classification resulting from HC dis-
criminated two regions, each of which was represented by
a branch of the dendrogram. The first branch (red)
corresponds to the cortex, whereas the second branch
(blue) corresponds to the spectra depicting the corpus
callosum. From the two dendrograms, it is clear that
enzymatic digestion alone and enzymatic digestion fol-
lowed by N-terminal chemical derivatization provide the
same data classification. This result demonstrates that all
types of data can be used for statistical analysis if the data
is of sufficient quality, i.e., if the particular treatment used
does not induce delocalization of the molecules.

In-source decay approach

The bottom-up approach is the most advanced and most
widely used technique for protein identification and
characterization because most instruments permit fragmen-
tation of the amino acid sequence in the mass range of 500—
3,500. Nevertheless, there are several fundamental and
practical limitations to the bottom-up strategy. Most
importantly, only a fraction of the total peptide population
for a given protein is identified, and therefore, only a
portion of the information for the protein sequence is
provided. It is clear from genomic studies that each open-
reading frame can give rise to many protein isoforms that
originate from alternatively spliced products, and each
isoform can present different types and locations of
posttranslational modifications (PTMs). PTMs such as
phosphorylation and glycosylation are known to be
important in the regulation of protein function and cell
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Fig. 6 A Optical image of a rat
brain tissue section presenting A
two pitches that are symmetri-
cally distributed and that corre-
spond to a specific tissue
preparation: enzymatic digestion
(left) and enzymatic digestion
followed by TMPP derivatiza-
tion (right). HC was applied to
the MALDI-MSI data for the
two conditions, and the
corresponding dendrogram and
reconstructed images are pre-
sented B for trypsin digestion
and C for trypsin digestion
followed by TMPP
derivatization

|

Without TMPP
derivatization

metabolism. A consequence of the limited sequence
coverage in bottom-up proteomics is the global loss of
information, including information concerning PTMs. In
contrast, the top-down strategy provides potential access to
a large part, and sometimes all, of the protein sequence,
including its PTMs [39-45]. In addition, the time-
consuming protein digestion step required for the bottom-
up method is eliminated.

Classical top-down strategies are not possible using
MALDI instruments because the instrumentation used for
such purposes is not compatible with the very low charge
states observed in MALDI. However, the top-down method
without ion selection can be used with MALDI to rapidly
generate fragmentation using ISD [39-46]. ISD has been
demonstrated previously [33] for tissue sections. However,
because ISD is not used with ion selection, the resulting
mass spectra are extremely difficult to interpret. Here, we
tested the ability of HC and PCA to facilitate interpretation
of the ISD data. A previous publication has demonstrated
the advantage of using a 1,5-DAN matrix for protein
sequence and glycosylation characterization. The 1,5-DAN
matrix is a good proton donor and tends to fragment
proteins from their C-terminal region to produce ci* and zi*
fragment ions [47]. In the present study, we developed a
specific solid ionic matrix (1,5-DAN/camphor) to achieve
better reproducibility, sensitivity and deposition facility by
micro-spraying or micro-spotting of the matrix for ISD
from tissues. We found that adding the camphor cyclic

© 2012 Tous droits réservés.

B o . With TMPP
: 2 derivatization

terpenoid to the classical 1,5-DAN matrix resulted in
average spectra with more intense peaks, which were found
to be ISD ions. This process facilitated the detection of ions
that corresponded to the tags used for protein identification
in the images (Electronic Supplementary Material Fig. S1).
This ionic matrix was also used for instrumentation
preservation, and it demonstrated greater solubility in
solvents that are classically used with automated micro-
spraying and micro-spotting devices; 1,5-DAN alone was
shown to be a matrix with a high level of deterioration for
the deposition instruments.

PCH and HC for ISD-MALDI-MSI Clustering images
(Fig. 7) were generated from the obtained MALDI images
using 1,5-DAN/camphor, and subsequently, prompt frag-
ments were obtained from whole proteins in the section at
each position. Two different deposition methods for the
matrix, the micro-spotter and the micro-sprayer, were used.
The hierarchical clustering results are shown in Fig. 7A and C.
The histological regions corresponding to the clusters are
demonstrated symmetrically in Fig. 7B and D. We note that
the classification of the spectra correlated with the
histological areas of the tissue section. These clusters
would not be detected if there were no differences between
the spectra determined for each area. Therefore, it is
possible to classify the specific ions by PCA and to
reassemble them with greater ease to identify proteins of
interest while suppressing common ions of the different
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Fig. 7 HC analysis performed
for MALDI-MSI data recorded A
in ISD from a rat brain tissue
section using a 1,5-DAN/cam-
phor ionic matrix deposited with
an automatic micro-spotter (A)
and with an automatic micro-
sprayer (C). (B and D)
Schematic representation of the
spectral classification for each
cluster. Green: cingulum, red:
dentate gyrus, blue: combina-
tion of cerebral cortex and B
hippocampus

542(182) .
%

13548 (505).5— e
08BERY
S

Automatic microspotter

Automatic sprayer

class (common proteins). Unfortunately, we identified only
myelin in the cingulum region of the rat brain section
(Electronic Supplementary Material Fig. S1) using this
technology. Moreover, it was often difficult to analyze
properly one of the amino acid sequences within a spectrum
ISD due to the large number of peaks that were detected for
the different proteins. Thus, using HC, we were able to
identify differences between histological regions and PCA,
which permitted the efficient detection of differences in the
complexity of the I1SD spectra. Importantly, ISD can be only
performed using frozen tissue (never formalin-fixed
paraffin-embedded tissues), and only major proteins with a
high abundance can be detected. The developments of on-
tissue depletion methods are clearly necessary to further the
uses of such techniques.

PCA and HC in the bottom-up approach: application
to FFPE prostate cancer tissues

The opportunity to investigate archived FFPE tissues will
pave the way toward a gold mine of tissue samples that are
stored in pathological institutes for retrospective studies.
Consequently, many efforts by others and by our group [35,
37] have been implemented to find a strategy to analyze
tissues using MALDI-MSI [37, 48-50]. Most of the
libraries are builds of FFPE tissues because this preserva-
tion protocol produces well-conserved morphology and
high stability along time avoiding degradation of mole-
cules. However, the major difficulty associated with such
tissue is the occurrence of protein cross-linking due to
tissue fixation. Indeed, formalin creates methylene bonds

© 2012 Tous droits réservés.

between proteins and prevents direct tissue analysis by
MALDI-MSI. To circumvent this problem, enzymatic
digestion using, for example, trypsin is used to obtain and
to identify protein fragments, and therefore, a bottom-up
approach is used [35]. Because cross-linking is still
pursuing in FFPE tissue blocks during conservation period,
protein accessibility becomes more difficult over time, and
enzyme cleavage can be affected leading to poor enzymatic
yields. Therefore, it is necessary to establish processes that
facilitate access to proteins. Similar challenges are encoun-
tered for HIC of FFPE samples. Over time, many different
protocols have been developed to unmask antigen epitopes
[24, 51-60]. These so-called AR processes are still not well
understood in terms of the associated molecular changes.
The most reasonable hypothesis is that AR allows changes
in the conformation of cross-linked proteins and thus
facilitates access to sites within the proteins. To date, many
different AR protocols have been published [24, 51-60].
However, according to the nature of the tissue used and the
protein (antigen) under consideration, some protocols work
better than others which are not yet well understood.
Consequently, systematic tests of different AR protocols are
required to define the best protocol. Here, we have tested
several AR processes on prostate cancer FFPE tissues
including EDTA pH 8 hot baths or in a pressure cooker,
heat-induced AR using microwave and citric acid pH 6 or
CAAR in a hot bath. CAAR was found to provide better
results for prostate cancer tissue sections with respect to
trypsin digestion approach. We have performed a bottom-
up analysis of FFPE tissue from grade IV prostate cancer
samples using trypsin as the enzyme and HCCA/ANI as the
matrix, with a micro-spraying device. In a grade IV
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carcinoma section, several histological cell types were
observed that resembled tumor or stroma with normal acini
(close to normal) regions, as classified by the pathologist.
Thus, the spectra of these two specific regions were
collected before they were exported for the HC and PCA
analyses (Fig. 8A). The dendrogram from the hierarchical
clustering divides the spectra into two branches. The
locations of these branches are shown in Fig. 8B. Classi-
fication of the spectra correlated with their histological
origin (cancer grade IV in red vs. stroma with acini in
green; Fig. 8B). This ranking suggests that it is possible to
use the MS profiles (in this context, peptides and proteins)
as a “signature” for cell phenotype classification or MSI
histology, and it may allow the development of a new
diagnostic approach based on the molecular signature and
not on a specific biomarker alone. To illustrate this idea,
two ROIs (ROI1 and ROI2) that were determined in
different regions of the tissue were added to the analysis
(Fig. 8C) together with the previous regions. HC analysis

was performed for these four regions. The resulting HC
dendrogram revealed an initial separation into two branches
and then a sub-division of each of these branches into two
others. The first two branches (first division) were
represented as an image on the tissue (Fig. 8D). In
Fig. 8D, grade IV tumor and stroma with acini clusters
can still be observed as distinct areas, with each area
corresponding to a branch. However, it should be noted that
the ROI1 spectra appear close to the stroma and tumor
profiles, whereas ROI2 has a profile that is closer to the
tumor alone. However, based on the sub-branch dendro-
gram analysis (Fig. 8E), we note that the turquoise blue
cluster of ROI2 differs from the red cluster of the tumor and
correspond to a sub-division. In contrast, ROI1 consistently
shows a signature that is closer to the tumor and the stroma
with acini. Therefore, it is possible to use the same
approach for different biopsies and to correlate the
signatures of the clusters obtained for the examined
histological areas using a bank of peptide/protein signatures

48511 (138

16.542 (336)

=]

Stroma + Acini

¥
LS

Fig. 8 HC analysis of FFPE prostate cancer tissue after on-tissue
trypsin digestion. A Delimitation of stroma with acini and cancer
grade IV regions on the optical image of the tissue. B HC results
(dendrogram and image) for the cancer and stroma with acini spectra.
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C Delimitation of the new ROIls on the optical image of the tissue.
D-E HC results (dendrogram and image) for four regions (stroma +
acini, cancer, ROI1 and ROI2)
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Fig. 9 Supervised PCA analysis of prostate cancer grade IV FFPE
tissue after on-tissue trypsin digestion. A Optical images indicating the
stroma with acini and cancer grade IV regions. B Score plot (green:
stroma with acini spectra, red: cancer grade IV spectra). C Loading

generated from tissues for which the pathologic stages are
known.

The spectral classification for the grade 1V tumor and
stroma with acini area also supports the conclusion that
specific m/z are related to the histologic classification. The
PCA-SDA strategy can be performed to track markers for
each cell phenotype (Fig. 9A). The score plot (Fig. 9B) and
loading plot (Fig. 9C) obtained after supervised PCA
analysis provides a list of m/z that are specific to each area
(Fig. 9D), determining clusters. Images of the ions detected
in the stroma with acini are presented in Fig. 9E, and those
detected in the tumor region are shown in Fig. 9F. To further
understand the progression of cancer, it is of primary
importance to identify the ions detected for each cell

© 2012 Tous droits réservés.
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plot. D List of m/z specific for each region. E-F MALDI-MSI images
of the ions determined by PCA in the stroma with acini (E) and in the
tumor region (F)

phenotype, i.e., tumor vs. stroma + acini. As described
previously, enzymatic digestion does not lead to delocal-
ization and allows a hierarchical classification. The PCA
analysis related to the tissue type to be performed to
highlight the presence of specific markers in the different
cell types. Therefore, the bottom-up approach could be

Fig. 10 A MALDI-MSI molecular images of several fragments
of” actin tryptic fragments detected by PCA-SDA from the tissue

section after AR and trypsin digestion, B MS/MS spectra of these actin
tryptic

fragments and C sequence coverage if these four fragments on the
actin protein sequence. These images and MS/MS data were generated
from the adjacent tissue section of the same patient biopsy used in the
experiments corresponding to images presented Fig. 9
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useful for analyses of FFPE tissues from pathologist
libraries. Some ions obtained using PCA-SDA were directly
identified in the tissue section after the CAAR antigen
retrieval procedure by MS? using the MALDI-TOF/TOF
instrument. A second experiment was performed from the
adjacent tissue section of the FFPE biopsy block. Same MS
profiles were again observed with an identical correlation of
ions distribution with respect to the morphology of the
tissue according to cell phenotypes. From this tissue MS?
experiments were undertaken for identification of proteins.
MS? was performed for precursor ions at m/z 944.4,
1,180.54, 1,623.21, 1,743.79, 1,790.08, 2,227.30, and

3,196.48 (Figs. 10 and 11). These ions correspond to actin
fragments (Fig. 10B) or to histone H4, histone 2A type 1-A,
and histone 2B type 1-B (Fig. 11). Interestingly, all of the
actin fragments were specifically localized in the tumor
region and not in the stroma with normal acini, which is
consistent with the PCA-SDA results (Fig. 10A), whereas
the histone fragments were localized in the stroma with
acini (Fig. 8E). The ions related to actin present in the tumor
region presented sequence coverage of 21.5% and were
localized to the C-terminal portion of the protein, which
suggested that the N-terminal portion of the protein was
less accessible due to the presence of methylene bonds or to

Fig. 11 MS/MS spectra
recorded from prostate cancer
FFPE tissue sections after AR
and trypsin digestion of three
different ions (three histones)
found by PCA-SDA to be
specifics of the stroma with
acini region (Al
Histone H2A type 1-A
m/z 944.40
AGLQFPVGR
[B]
Histone H4
m/z 1180.54
ISGLIYEETR
[C]
Histone H2B type 1-B
m/z 1743.79
AMGIMNSFVNDIFER

© 2012 Tous droits réservés.

v e 174278
.5 v

yien

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Multivariate analyses for biomarkers hunting and validation

. . . e . 4 z
protein truncation (Fig. 10C). All the identified proteins, <§t 2<%2%%
related tryptic peptide sequences, identification scores and 2 2 Z :E) = :E) :E) :E)
Mw are summarized in Table 2. lons attributing to the § < % T i I LT
different MS/MS spectra corresponding to the different T | LT R S G
. . X . . o a O OO0 0
tryptic fragments studied are summarized in Electronic glIT<IC<I
Supplementary Material Table S1. These experiments were .
reiterated on another FFPE block from a different patient =
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patient. Identical ions were observed from this biopsy and o G
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via enzymatic digestion, derivatization, and PCA-SDA
based on hierarchical clustering for protein fragment
detection and identification. All of these steps can be
performed for the same tissue and in only one experiment.
Data obtained using the top-down method with ISD can
also be used for PCA-SDA following on-tissue depletion to
highlight proteins other than the major ones. In the near
future, the most promising development will be the
emergence of databases that are based on approaches using
these statistical models. The creation of mathematical
models that represent histological groups could enable a
significant advance for molecularly based diagnostic and
prognostic studies.
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Abstract This study reports on the C-terminal fragment
of the 11S proteasome activator complex (PA28 or Reg
alpha), a novel ovarian-specific biomarker of early and late
stages of ovarian cancer (OVC) relapse, in patient biopsies
after chemotherapy. A total of 179 tissue samples were
analyzed: 8 stage I, 55 stage IlI-1V, 10 relapsed serous
carcinomas, 25 mucinous carcinomas and 12 borderline
and 68 benign ovarian tissue samples. This fragment was
detected by MALDI mass spectrometry profiling in con-
junction with a novel extraction method using hexafluo-
roisopropanol (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol; HFIP)
solvents for protein solubilization and by immunohisto-
chemistry using a specific antibody directed against the
C-terminal fragment of PA28. Due to its specific cellular
localization, this fragment is a suitable candidate for early
OVC diagnosis, patient prognosis and follow-up during
therapy and discriminating borderline cancers. Statistical
analyses performed for this marker at different OVC stages
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reflect a prevalence of 77.66 = 8.77 % (with a correlation
coefficient value p\.0.001 of 0.601 between OVC and
benign tissue). This marker presents a prevalence of 88 %
in the case of tumor relapse and is detected at 80.5 % in
stage | and 81.25 % =+ 1.06 in stage IlI-1V of OVC. The
correlation value for the different OVC stages is p \. 0.001
of 0.998. Taken together, this report constitutes the first
evidence of a novel OVC-specific marker.

Keywords
Biomarker

Ovarian cancer MALDI imaging
Relapse Diagnostic Mass spectrometry

Introduction

Since the concept of directly identifying molecules on
tissues using MALDI ion sources was proposed at the end
of the 1990s (Caprioli et al. 1997), MALDI imaging mass
spectrometry has been used in many clinical applications
(Cornett et al. 2006; ElI Ayed et al. 2010; Lemaire et al.
2006a, b; Pevsner et al. 2009; Schwamborn et al. 2007;
Schwartz et al. 2004; Seeley and Caprioli 2008). A decade
of developments in instrumentation and chemistry has been
required to achieve optimal extraction, detection, and
spatial resolution when mapping compounds at the tissue
level (Franck et al. 2009a, b; Lemaire et al. 2006a, b;
2007a; van Remoortere et al. 2010). These developments,
combined with using the appropriate data-processing tools,
gave rise to the discovery of biomarkers for diverse
pathologies (Bonnel et al. 2011; Djidja et al. 2010;
McCombie et al. 2005; Stauber et al. 2008), of which
cancer is the most studied. MALDI mass spectrometry
imaging (MALDI-MSI) technology makes it possible to
study the molecular profiles of the benign and malignant
portions of a solid tumor. This technique is particularly
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interesting for screening biomarkers in stage | cancer
biopsies, a stage when the disease is still treatable and the
5-year survival rate for managed patients is yet high.

In the USA, ovarian cancer (OVC) is the sixth most
prevalent cancer among women and the second most pre-
valent gynecologic cancer (after endometrial cancer). A
total of 21,550 new cases and 14,600 deaths were reported
in 2009 (Khalil et al. 2010). Cancer antigen 125 (CA-125:
MUC16) is the most commonly used of the known bio-
markers. CA-125 has a sensitivity of 80 % and a specificity
of 97 % in epithelial cancers (stage 11l or V). However, its
sensitivity is approximately 30 % in stage | cancers
because it is associated with several physiological phe-
nomena and is also detectable in benign circumstances
(Lambaudie et al. 2006). Therefore, CA-125 is useful for
monitoring disease progression, but it cannot be used as a
biomarker to screen for early-stage disease in large cohorts
(Lambaudie et al. 2006).

Our group has previously found that the C-terminal
fragment of the 11S proteasome activator (PA28, Reg alpha)
was specifically found in cancerous ovarian biopsies and not
in benign tissues (Lemaire et al. 2005; 2007b) (Table 1).
Using 25 ovarian carcinomas (stage 111 and 1V) and 23 benign
ovarian tissues analyzed by MALDI-TOF-MS, this new
biomarker was detected with a high prevalence (80 %) and
has been fully characterized using MALDI-MS and nano-
ESI trypsin peptides profiling. The full identification was
performed by nano-ESI-QTOF in MS/MS mode. This mar-
ker has an m/z ratio of 9,744 and corresponds to 84 amino
acid residues from the 11S proteasome activator complex

Table 1 This cohort was established 6 years ago through collabo-
ration between FABMS and Hospital Jeanne de Flandre, CHRU Lille
and consisted of 179 specimens

Pathology MALDI-MSI, MALDI  Immunohistochemistry
type identification,  profiling
validation
Serous cancer
Stage | 5 8 8
Stage IlI-1V 35 55* 28**
Relapse 5 10 5
Mucinous cancer
Stage -1V 10 25 15
Borderline 10 12 10
Benign 43 68* 19**

The sample collection was performed with institutional review board
approval (CCP Nord Ouest IV, CP 10/05 then CP 10/12). All of the
human tissues were resected by a surgeon affiliated with FABMS,
preserved immediately in isopentane, placed in nitrogen, and stored at
—80 C until analysis. The data from this cohort have been previously
published (EI Ayed et al. 2010; Franck et al. 2009a; Lemaire et al.
2005, 2007b; Stauber et al. 2006)

* 25 OVC versus 23 benign were identified previously
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named PA28 or Reg alpha. This marker was validated using
MALDI imaging, by classical immunocytochemistry with an
antibody against the C-terminal portion of the protein, by
specific MALDI with an anti-Reg alpha-tagged antibody and
by Western blot analyses. The results confirmed the epithe-
lial localization of this fragment, with a nuclear localization
in benign epithelial cells and a cytoplasmic localization in
malignant cells (Lemaire et al. 2005, 2007b; Stauber et al.
2006). More recently, 20 ovarian carcinomas (stages I, I
and 1V) and 10 borderline and 20 benign ovarian tissue
samples were directly analyzed by automatic profiling mass
spectrometry subjected to hierarchical clustering, using
unsupervised principal component analysis and character-
ized using a tissue bottom-up strategy after on-tissue diges-
tion and shotgun sequencing by nano-LC—IT-MS in MS/MS
mode (EI Ayed et al. 2010; Franck et al. 2010). In all of the
cases, the C-terminal fragment of Reg alpha was detected and
identified. We also confirmed that this peptide is a marker for
the immunosuppressive events that occur during disease
progression (Franck et al. 2009a; Longuespée et al. 2012).

Based on previous data showing that the Reg-alpha
C-terminal fragment can be detected in the late stages (I11-
1V) of OVC and can discriminate among borderline tissues,
we investigated the properties of this marker after
chemotherapy for early-stage OVC. Advanced OVC
treatment involves explorative celioscopic surgery fol-
lowed by neoadjuvant treatment with paclitaxel and plati-
num or with carboplatin and paclitaxel (Lhomme et al.
2009) if carcinosis is visible during the explorative celio-
scopic surgery. Radical surgery is then performed if the
chemotherapeutic treatment efficiently removes the entire
genital tract. The 5-year survival rate remains poor at
approximately 40 % (Kehoe 2008; Tanner et al. 2012). The
responders will relapse approximately 18 months after
completing first-line therapy and will require further sys-
temic therapy. The median survival of patients with
recurrent OVC ranges from 12 to 24 months. The tradi-
tional clinical measures of relapse include disease pro-
gression (usually defined as a 25 % or greater increase in
tumor size), appearance of new lesions and death. In this
context, it is important to have an easily executed, highly
reliable procedure. We investigated the expression of our
proposed marker in the cancerous regions of interest by
comparing the molecular profiles of small cancerous tissue
areas with those of benign areas from the same tissue
section. Extracting the marker compounds from the regions
of interest was challenging due to the small size of the
cancerous or benign regions.

To access a small polar protein with an m/z ratio of
9,744, we previously developed a sample preparation
method using hexafluoroisopropanol (1,1,1,3,3,3-hexa-
fluoro-2-propanol; HFIP) solvent, which is optimal for
polar or high-mass proteins, for protein solubilization (El
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Avyed et al. 2010; Franck et al. 2010). This technique has
been preferred over classical methods (Redeby et al. 2004,
2006). Using this method, the Reg-alpha C-terminal frag-
ment was detected in early-stage (stage 1) serous OVC and
in patients who present with OVC recurrence after che-
motherapy. Therefore, the fragment can be considered a
marker for tumor relapse. This work provides evidence that
Reg alpha is a novel OVC biomarker and that MALDI-MSI
tissue profiling is useful for early-stage OVC diagnosis and
for evaluating the prognosis of OVC patients.

Materials and methods
Materials

Sinapinic acid (SA), trifluoroacetic acid (TFA), and HFIP
were obtained from Sigma-Aldrich and used without fur-
ther purification. Water, acetonitrile, methanol, ethanol,
and acetone were provided by Biosolve. The anti-Reg-
alpha polyclonal antibodies were purchased from Invitro-
gen. The secondary antibodies for fluorescence microscopy
were provided by Jackson, and the mounting medium was
obtained from Vectashield.

Samples

The tissues (179 samples, Table 1) were obtained with
informed consent and institutional review board approval
(CCP Nord Ouest IV, CP 10/12) from patients undergoing
ovarian tumor resection at the Hospital Jeanne de Flandre.
The patient information collected included age, treatment
received before and after surgery, extent of surgery, current
status (i.e., alive, alive with progressive disease, deceased,
and cause of death), and survival from the time of the ori-
ginal pathological diagnosis. The samples were collected
during the surgery, immediately frozen in —50 C isopen-
tane, and stored at —80 C until analysis. Typically, 10-1m
sections were cut using a cryostat and thaw-mounted on flat
electrically conductive sample slices (indium tin oxide).
The histopathological diagnoses were performed by a
pathologist (O.K.) who was blinded to the original clinical
diagnosis using subsequent H&E-stained sections.

Tissue preparation

The frozen 10-Im ovarian sections were sliced on a
cryostat and immediately transferred onto conductive
indium tin oxide (ITO) glass (Bruker Daltonics, Wissen-
bourg, France). The tissues were dried using a desiccator,
and the sections were washed for 1 min in an acetone
solution, 15 s in a 70 % ethanol solution, 15 s in a 95 %
ethanol solution, and 1 min in chloroform.

© 2012 Tous droits réservés.

Microscopy methods
Hematoxylin—eosin-safranin staining

For the hematoxylin—eosin—safranin (HES) staining, the
sections were heated for 5 min and stained with hematoxylin
for 3 min. The sections were rinsed with water prior to being
bathed twice in a solution containing 156 mL of 95 % EtOH,
44 mL of H,O and 80 IL of HCI. The sections were rinsed in
H-0, a solution of 0.48 mL of 35 % NH,OH and 200 mL of
H,0, and H,O for an additional 5 min each. The sections
were then rinsed in 80 % ethanol, stained with eosin for 10 s,
and washed twice with 95 % ethanol and twice in 100 %
ethanol. Finally, the sections were stained with safranin
(10 g/L in 100 % EtOH) for 6 min and washed twice in
100 % EtOH and once in xylene for 1 min.

Fluorescence microscopy

The sectioned tissues were pre-incubated with a PBS buffer
containing 1 % BSA, 0.05 % Triton, 1 % ovalbumin, and 1 %
normal goat serum (NGS) for 30 min and then incubated with a
specific rabbit polyclonal anti-C-terminal Reg-alpha antibody
that was diluted to 1/100 with a PBS solution containing 1 %
BSA, 0.05 % Triton X-100, 1 % NGS, and 1 % ovalbumin
(AB solution). A total of 500 IL of the antibody solution was
added to each tissue section, and the sections were incubated
overnight at 4 C. After washing three times with PBS, the
samples were incubated for 1 h at room temperature with goat
anti-rabbit goat antibody (Invitrogen) conjugated to Alexa
Fluor 488 (1:2,000 in the AB solution), rinsed with PBS, and
mounted with Glycergel (Sigma Life Science, USA). The
samples without primary antibody were used as negative
controls. The slides were maintained in the dark at 4 C until
observation and analysis with an inverted Leica DM IRE 2
microscope. The light exposition was 100 ms.

Immunohistochemistry

The immunohistochemistry (IHC) was performed on par-
affin-embedded ovarian tissues using a standard peroxi-
dase-based staining method. The paraffin-embedded 4-Im
tissue sections were cut on a microtome and dried for 12 h
at 60 C, dewaxed with 100 % xylene for 5 min, and
rehydrated in brief successive baths of 100 % alcohol,
95 % alcohol, and distilled water. The tissue sections were
stored in distilled water until the following steps were
performed. The endogenous peroxidase activity was
quenched with 10 % H,0O, for 5 min. The tissue sections
were incubated with the primary anti-Reg alpha C-term
antibody (Zymed Laboratories, Invitrogen, ref. 3-2400) at a
dilution of 1/50 in TBS (50 mM, pH 7.4) for 1 h at room
temperature. The tissue sections were washed with TBS
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and successively incubated with the secondary antibody
(biotin—streptavidin peroxidase, horseradish peroxidase
(HRP) conjugate) and the chromogen (3,3'-diaminobenzi-
dine) following the manufacturer’s protocol (streptavidin-
HRP, Southern Biotechnology and Associates, Inc.). The
nuclei were counterstained with hematoxylin.

Mass spectroscopy methods
HFIP extraction method

To extract compounds from the small-area stage | tissue
biopsies, a hydrophobic solvent was used following the
procedure previously described by our group (Franck et al.
2010; van Remoortere et al. 2010). A total of 10 mg of SA
was dissolved in 1 mL of HFIP. A total of 3 IL of the
solution was manually dropped onto the region of interest
in 6 0.5-1L droplets. After this deposition, 3 IL of 10 mg/mL
SA in 1 % ACN/aqueous TFA (7:3) was added.

The same procedure was used to extract compounds
from the large-area stage Il and 1V tissue biopsies, except
that a total of 10 IL of SA in HFIP was dropped onto the
tissue section in 5 2-1L droplets. A total of 10 IL of SAin
0.1 % ACN/TFA 7:3 was added.

Tissue profiling using MALDI mass spectrometry

The molecular profiling was performed on an UltraFlex Il
MALDI-TOF/TOF instrument (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) equipped with a micro-channel plate (MCP)
detector. The instrument was equipped with a Smartbeam
laser and controlled by FlexControl 3.0 (Build 158) soft-
ware (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). For the stage |
tissue biopsies, the raw spectra were compared using the
FlexAnalysis 3.0 software (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). The spectra from the stage Il and stage IV
biopsies were processed with the FlexAnalysis 3.0 software
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) using the convex
hull baseline subtraction method. The spectra were recor-
ded in positive ion, linear time-of-flight mode. For these
experiments, the laser offset was typically set to 30 %, the
laser range was set to 20 %, the laser fluence was set to
50 %, and the laser focus was set to small.

Results

Using MALDI-MSI followed by classical proteomic meth-
ods, we previously identified from 25 OVC (stage Il and V)
and 23 benign ovarian tissues, the C-terminal Reg-alpha
fragment marker (Table 1). This marker has been validated
by Western blot (9 OVC (stage Il and V) versus 16 benign

© 2012 Tous droits réservés.
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ovarian tissues) (Lemaire et al. 2007b). A new strategy to
investigate this marker at different OVC stages and grades
has been developed (Table 1). We investigated the expres-
sion of this marker in the cancerous regions of interest by
comparing the molecular profiles of small cancerous tissue
areas with normal areas from the same tissue section.
Extracting marker compounds in the regions of interest was
challenging due to the small size of the cancerous and benign
regions. Therefore, we developed a procedure that improved
compound extraction from small regions of interest by using
the HFIP extraction buffer (EI Ayed et al. 2010; Franck et al.

2010). HFIP is applied directly to the tissue to improve polar
protein extraction. The mass spectra of the classical MALDI
mass spectrometry imaging and the profiling procedure using
only SA without HFIP on the tissue extractions demonstrate
that the C-terminal Reg-alpha fragment with an m/z ratio of

9,744 is either not detected or not clearly distinguishable
from the chemical spectral background (Fig. 1). The spectral
differences observed when detecting this fragment in a 5-mm
cancerous region from stage I OVC serous tissue (Fig. 2)
using the HFIP extraction (Fig. 1a) or classical matrix
deposition procedure (Fig. 1b) confirmed this hypothesis.
The ion at 9,744 can be easily detected in small tissue frag-
ments using the HFIP procedure (Fig. 1a), whereas only a
small SA peak is detected without HFIP (Fig. 1b).

The C-terminal Reg-alpha fragment is a specific
OVC-diagnosis marker

We first validated our on-tissue extraction procedure using
the late-stage OVC samples. Under these conditions, 30
stage Illc and IV serous OVCs versus 45 benign were ana-
lyzed by MALDI-MS profiling after on-tissue extraction
(Fig. 2a). The mass spectra focused on the ion at 9,744,
which corresponds to the C-terminal Reg-alpha fragment
and was present in all of the ten stage Illc or IV serous
adenocarcinomas (ADK, Fig. 2a). We validated these results
on 12 patients using immunohistochemistry (IHC) (Figs. 3,

4). Among these 12 patients, 7 OVC were diagnosed (2 of
which were on the same specimen or on the same cut) and 2
demonstrate a well-differentiated morphology (one benign
or typically benign and malignant morphologies). Moreover,
among the seven ovarian cancers, there was an endometrioid
carcinoma of which a large area of the specimen was found to
be an undifferentiated carcinoma. The two sections amount
to two different ovarian cancers on the same ovary. A total of
15 samples were tested: 8 malignant and 7 benign (Figs. 3,

4). The signal was consistently balanced, with a cytoplasmic
localization in the cancer cases (87.5 % were balanced,
n = 7/8 with cytoplasmic labeling specifically in the endo-
metrioid carcinomas) and a predominantly nuclear localiza-
tion in the benign tumors (96 % nuclear labeling) (Table 2).
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Fig. 1 The spectral differences
observed between the classical
and HFIP protein extraction
methods from small tissue
sections. a The profiling
spectrum obtained from a 4-mm
cancerous region of a stage |
Serous cancerous tissue using
the HFIP procedure; b the
spectrum generated with the
classical drop-of-SA method.
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Fig. 2 MALDI-MS spectra of the HFIP extracts from the carcinoma regions of three different stage I11-1V patients. The ion with an m/z ratio of
9,774 corresponds to the C-terminal Reg-alpha fragment, which is found in each patient and indicated by an arrow
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Fig. 3 Immunohistochemical studies using a polyclonal antibody
directed against the C-terminal portion of the Reg-alpha fragment.
This study was performed on 12 different samples (see Table 2). This
set of pictures represents carcinoma tissues. a Papillary clear-cell

The difference in cellular localization based on the benign or
malignant character of the epithelial samples is illustrated in
Figs. 3 and 4. Moreover, in these surface epithelial-stromal
tumors types, both epithelial and stroma cells are labeled in
IHC with the anti-C-terminal Reg-alpha antibody. It is now
possible to discriminate through the localization of the label-
ing (nuclear vs. cytoplasmic), these tumors which are a class of
ovarian neoplasms that may be benign or malignant. It has to
be noted that in this group of tumors serum CA-125 is often
elevated but is only 50 % accurate, so it is not a useful tumor
marker to assess the progress of treatment. We have now a
novel marker, Reg alpha, which completes the diagnosis.
Statistical analyses performed for this marker at different OVC
stages reflect a prevalence of 77.66 + 8.77 (with a correlation
coefficient value of p\.0.001 of 0.601 between OVC and
benign tissue) (Table 3).

Considering this strict difference, we then investigated
the presence of C-terminal Reg-alpha fragment in the

© 2012 Tous droits réservés.

carcinoma (scale bar 50 Im). b Epithelial cells of immunolabeled
serous carcinoma (scale bar 50 Im). c Epithelial cells of immuno-
labeled serous poorly differentiated carcinoma (scale bar 50 Im).
d Endometrioid carcinoma (scale bar 50 Im)

borderline tissues (Fig. 5). Ten tissues were investigated in
IHC. The borderline cysts (Fig. 5) revealed strong labeling
in the cytoplasm and nucleus, which indicated a malignant
diagnosis for these samples. The HFIP-based MALDI
profiling analyses for the 12 samples (Fig. 6) confirm the
presence of the marker in the malignant portion, and its
absence in the healthy portion of the ovary (Fig. 6) con-
firmed the specificity and usefulness of Reg alpha for
diagnosing borderline tumors. Thus, the presence of the
Reg-alpha C-terminal fragment with an m/z ratio of 9,744
confirms the malignant character of the tissue.

The C-terminal Reg-alpha fragment is a specific
OVC-relapse diagnosis marker

Treatment for advanced OVC involves an explorative
celioscopic surgery followed by a neoadjuvant treatment
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Fig. 4 Immunohistochemical studies using a polyclonal antibody
directed against the C-terminal portion of Reg alpha. This study was
performed on 12 different samples (see Table 2). This set of pictures
represents carcinoma and benign tissues. a Epithelial cytoplasmic
labeling of the undifferentiated contingent on the endometrioid

with paclitaxel and platinum, or carboplatin with taxol
(Lhomme et al. 2009) if carcinosis is visible during the
explorative celioscopic surgery. The patients for whom this
chemotherapy was effective had their reproductive organs
(i.e., ovaries, fallopian tubes, and uterus; Table 4) com-
pletely removed at least 10 months after the initial diag-
nosis. The 5-year survival remains poor at about 40 %
(Kehoe 2008; Tanner et al. 2012). The responders will
relapse within approximately 18 months after completing
first-line therapy and require further systemic therapy. The
median survival of patients with recurrent ovarian cancer
ranges from 12 to 24 months. Traditional clinical measures
of relapse include disease progression, usually defined as a
25 % or greater increase in tumor size, appearance of new
lesions, or death.

In this context, ten patients were surgically explored by
celioscopy. The carcinosis samples from the first surgery or

© 2012 Tous droits réservés.

carcinoma (scale bar 50 Im). b Mucinous invasive carcinoma (scale
bar 200 Im). ¢ Serous cystadenomas (benign ovary tissue; scale bar
50 Im). d Mucinous cystadenocarcinoma (benign ovary tissue; scale
bar 50 Im)

the ovarian samples from the second surgery were analyzed
for tumor recurrence by tracking the C-terminal Reg-alpha
fragment using MALDI-MS profiling (Fig. 7). The C-ter-
minal Reg-alpha fragment was present in the mass spectra
of these patients. In patient 97, for example, the chemo-
therapeutic treatment was completely ineffective. In this
patient, all of the samples taken during the exploratory
celioscopy (the second surgery) were malignant, and the
C-terminal Reg-alpha fragment was found in all of
the biopsies. For patients 66 (Fig. 7 see inset 66) and 81,
the relative efficacy of the chemotherapy allowed the sur-
geon to perform the radical surgery; however, the patients
are still under surveillance. A biopsy from patient 75 that
was collected 7 months after the treatment also presented a
small peak with an m/z ratio of 9,744, confirming that the
tumor was still present and that relapse might be beginning
(Fig. 7; see inset 75). Consequently, this patient received

278

http://doc.univ-lille1.fr



Table 2 The immunohistochemistry results from 12 patients
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Patients  Pathologist diagnosis Epithelial labeling  Cellular localization Stroma reaction
intensity of the labeling

Ovarian cancer 1 ADK Strong Cytoplasmic and nuclear ~ Low and nuclear
2 Papillary carcinoma Strong Cytoplasmic and nuclear ~ Low and nuclear
3 Mucinous ADK Strong Cytoplasmic and nuclear  Low and nuclear
4 Serous ADK less differentiated Strong Cytoplasmic and nuclear ~ Low and nuclear
5 ADK less differentiated invasive  Strong Cytoplasmic and nuclear ~ Low and nuclear
6 Borderline cyst Strong Cytoplasmic and nuclear ~ Low and nuclear
7 Endometrioid ADK Strong Cytoplasmic and nuclear ~ Low and nuclear
8 Endometrioid ADK Strong Cytoplasmic and nuclear  Low and nuclear

Benign ovarian tumors 1 Serous cystadenocarcinoma Strong Nuclear Low and nuclear
2 Adenocarcinoma borderline Strong Nuclear Low and nuclear
3 Benign part of serous ADK Low Nuclear Low and nuclear
4 Serous cystadenocarcinoma Low Nuclear Low and nuclear
5 Leiomyoma Low Nuclear Low and nuclear
6 Mucinous cystadenocarcinoma Strong Nuclear Low and nuclear
7 Serous cyst Strong Nuclear Low and nuclear

The immunohistochemistry used an antibody directed against the C-terminal fragment of the 11s proteasome activator complex (PA28, Reg alpha)

Table 3 Statistical analyses of detection of Reg-alpha marker in the
different cases

Pathology type Statistical prevalence
of the C-terminal fragment (%);

(time_detection/number of samples)

Serous cancer

Stage | 66 %; (14/21)

Stage I11-1V 80.5 %; (95/118)

Relapse 88 %; (22/25)
Mucinous cancer

Stage H1-1V 82 %); (41/50)
Borderline 71.8 %,; (23/32)
Benign 20 %; (26/130)

The method used for statistics takes into account all techniques used
for the detection of this maker. This includes MALDI profiling, IHC,
Western blot, nano-LC-IT-MS, and MALDI-MSI. Considering the
technique used, this marker is detected at 73 % in IHC, 89 % in
MALDI profiling, and 77 % in MALDI-MSI combined with Western.
MALDI profiling seems to be the best technology to detect this
marker. The variation intra-essay of the detection of this marker is
12 % between OVC and benign tissues

radical surgery and is now under surveillance. The positive
control for the experiment was the detection of the C-ter-
minal Reg-alpha fragment in the mass spectra of patients
67 and 79, who had BRCA1 genetic mutation and breast
cancer. Pathology-based recidivism was observed in
patient 66 (Fig. 7 see inset 66), confirming that the pres-
ence of the C-terminal Reg-alpha fragment could be used
to evaluate pathological resurgence or persistence. This

© 2012 Tous droits réservés.

demonstrates that this marker (C-terminal fragment of Reg
alpha) can detect tumor recurrence and can be used to
monitor relapse and treatment efficacy. This marker pre-
sents a prevalence of 88 % in the case of tumor relapse
(Table 4).

The C-terminal Reg-alpha fragment is a specific
early-stage OVC-diagnosis marker

A good marker for disease screening must be found in the
early stages of disease development. We obtained stage |
surgical tissues from different types of OVCs. We then
investigated the C-terminal Reg-alpha fragment in the
cancerous regions of interest by comparing the molecular
profiles of small areas of cancerous tissue with normal
areas from the same tissue section. Due to the difficulty of
diagnosis at the early stage of pathology, this study was
performed on eight collected tissues. Figures 8 and 9 show
the restricted size of the diseased areas from stage la and
stage 1c serous OVC biopsies, respectively. The relative
spectra acquired in each cancerous and benign tissue zone
focus on the mass range of Reg alpha and confirm that it is
present only in the OVC cells. The spectra clearly show
that this marker is specifically localized in the cancerous
regions of the OVC tissue and is absent in the benign tissue
areas. The immunofluorescence data confirmed the locali-
zation of the C-terminal Reg-alpha fragment in the three
cells of the acini (Fig. 8; see inset picture). Moreover, we
confirmed the presence of Reg alpha in stage | tissues
from the most frequent OVC-epithelial cancer types:
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Fig. 5 Immunohistochemical studies using a polyclonal antibody
directed against the C-terminal portion of Reg alpha. This study was
performed on samples from 12 different patients (see Table 2). This
set of pictures represents borderline tissues. a A borderline malignant

endometrioid (Fig. 9), which represents 15 % of epithelial
OVC cases; mucinous OVC (Fig. 10), which represents
5 % of OVC cases; and serous OVC (Fig. 2), which rep-
resents 80 % of OVC cases. We also found this marker in
borderline mucinous tissue. Statistically, Reg alpha is
detected at 81.25 % =+ 1.06 in stage I11-1V and 80.5 % in
stage | of OVC (Table 3). The correlation coefficient for all
OVC stages is p\.0.001 of 0.998.

Discussion

These data confirmed that our novel method was useful for
rapid diagnosis using small pieces of tissue taken from
extemporaneous biopsies. This procedure can be used for
extemporaneous biopsies and will help pathologists pro-
vide a diagnosis. Indeed, the extemporaneous analysis of
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cyst (scale bar 50 Im). b Borderline adenocarcinoma tissue (benign
tissue; scale bar 200 Im). ¢ Borderline malignant mucinous tissue
(scale bar 200 Im). d Borderline malignant mucinous tissue (scale
bar 50 Im)

tissue sections usually relies on a simple visual evaluation
of the HES section of the biopsy. The final pathological
reports confirm the initial diagnosis using IHC for known
pathological biomarkers, such as P53 and HER2/neu, and
are only available 1 week later. This rapid and simple
method can be used for fast tissue marker analysis that
provides additional disease information to the pathologist
and the surgeon for use in the extemporaneous analysis that
will be followed by the IHC-based final report.

Therefore, the C-terminal Reg-alpha fragment bio-
marker has been detected in early- and late-stage OVC
using MALDI mass spectrometry profiling with a specific
HFIP extraction procedure. The presence of Reg alpha in
certain borderline tissues illustrates its usefulness in cases
that are difficult to diagnose. This marker can also be used
to evaluate cancer treatment, and its presence in patients
after chemotherapy and tumor relapse confirms that this
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Fig. 6 MALDI-MS spectra of Mucinous borderline tissue
the HFIP extracts from a =

mucinous borderline region.
The ion with an m/z of 9,774 k
ratio corresponds to the

C-terminal Reg-alpha fragment

and is indicated by an arrow. "
The HFIP extraction from the

healthy region confirmed the

absence of the ion at an m/z of

9,774, validating the specificity

of the C-terminal fragment %
detection. These data
demonstrate that this borderline
tissue is malignant. The inset
illustrates hematoxylin and
eosin (H&E) staining of the
tissue subjected to MALDI-MS
profiling analyses (scale bar

5 mm)

HFIP treatment
on adjacent
section

Table 4 The characteristics of

the patients from whom tissue Patient Patient Observations Type of treatment Time between the
P llected aft di i number age diagnosis and second
was collected after neoadjuvan surgery (months)
chemotherapy
58 58 6 Cycles of carboplatin/taxol 4
Complete surgery
65 61 6 Cycles of carboplatin/taxol 10
Complete surgery
66 69 6 Cycles of carboplatin/taxol 15
Complete surgery carboplatin/Caelyx
67 55 Mutation BRCA1 4 Cycles of carboplatin/taxol 8

Complete surgery
2 Cycles of carboplatin/taxol
69 63 4 Cycles of carboplatin/taxol 8
Complete surgery
2 Cycles of carboplatin/taxol

75 60 6 Cycles of carboplatin/taxol 7
Complete surgery
79 59 Mutation BRCA1 6 Cycles of carboplatin/taxol 1
and breast Radiotherapy and herceptin
cancer associated
81 48 6 Cycles of carboplatin/taxol 11
Complete surgery
95 65 6 Cycles of carboplatin/taxol 12
Taxol
97 59 6 Cycles of carboplatin/taxol 18
Taxol
281
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Fig. 7 MALDI-MS spectra of the HFIP extracts from the carcinoma
regions of ten patients at different pathologic stages after neoadjuvant
chemotherapy. Mass spectra analyses of HFIP extracts from stages |,
Ilic, and IV serous tumors after neoadjuvant chemotherapy. The ion
with an m/z ratio of 9,774 corresponds to the C-terminal Reg-alpha
fragment, is found in each patient, and is indicated by an arrow.
These data confirm that the C-terminal fragment of Reg alpha can be
a good marker for the early diagnosis of tumor relapse. (inset 75 a

protein fragment is a promising candidate for monitoring
patient response during therapy. The data obtained by
MALDI mass spectrometry profiling are consistent with the
IHC data.

A specific antibody allows for discriminating malignant
from benign cells and can be useful for diagnosing bor-
derline tissues. In this context, we performed IHC on
borderline tissues and confirmed the specificity of Reg
alpha in tissue for which a specific diagnosis was difficult.
The borderline OVC stage constitutes a precancerous
lesion, confirming that the Reg-alpha C-terminal fragment
is an early marker of ovarian tumors and can be used as a
screening marker for this pathology. Our specific mass

© 2012 Tous droits réservés.
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tissue analysis example from a patient subjected to 15 months of prior
neoadjuvant chemotherapy with 6 cycles of carboplatin/taxol fol-
lowed by carboplatin with Caelyx before complete surgery. The ion
corresponding to the C-terminal Reg-alpha fragment (m/z 9,744) is
detected. Inset 66 a tissue analysis example from a patient subjected
to 7 months of prior neoadjuvant chemotherapy with six cycles of
carboplatin/taxol. The ion corresponding to the C-terminal Reg-alpha
fragment (m/z 9,744) is detected)

spectrometry protocol obtains molecular information in
under 10 min, as compared to 2 h for IHC. This technology
will give the pathologist a new diagnostic tool that may be
particularly useful for extemporaneous biopsy diagnosis.

In ovarian cancer, the median interval to the first
recurrence is 18-24 months. After recurrence, approxi-
mately 70 % of advanced-stage ovarian cancer cases
relapse, and even in stage | or 1l patients, the relapse rate is
20-25 %. Half of the recurrences occur more than
12 months after the end of first-line therapy, and one-
quarter of all recurrences occur within less than 6 months.
A single carboplatin cycle has been a standard regimen for
patients with platinum-sensitive disease. A phase 1l trial of
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Fig. 8 MALDI-MS spectra of
HFIP extracts from stage la
serous OVC biopsies. The
C-terminal Reg-alpha

fragment (m/z 9,744) is
detected in the acini cells.

The inset shows fluorescent
immunocytochemistry data
using the anti-C-terminal Reg-
alpha fragment and hematoxylin
and eosin (H&E) staining of the

tissue subjected to MALDI-MS Serou's Benl‘gn
profiling analyses (scale bar adenocarcinoma ovarian
5 mm) tissue
HFIP treatment on
adjacent section
o
|
»
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Fig. 9 MALDI-MS spectra of Serous adenocarcinoma Smm Normal Ovarian tissue

HFIP extracts from stage 1c
serous OVC biopsies. The
C-terminal Reg-alpha fragment
(m/z 9,744) is detected in the
OVC cells. The inset shows the
hematoxylin and eosin (H&E)
staining of the tissue subjected
to MALDI-MS profiling
analyses (scale bar 5 mm)
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Fig. 10 MALDI-MS spectra of
HFIP extracts from stage 1c
endometrioid OVC biopsies or
from healthy adjacent tissue.
The C-terminal fragment of
Reg-alpha (m/z 9,744) is
detected in the tumor sample.
The inset shows the
hematoxylin and eosin (H&E)
staining of the tissue subjected
to MALDI-MS profiling .
analyses (scale bar 5 mm) Benign
ovarian

tissue

\ HFIP treatment
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a paclitaxel and carboplatin combination for sensitive
(6 months) patients is currently used after phase I (Ushijima
2010). Patients with persistent ovarian cancer have cancer
cells that are detected after initial surgery and first-line
chemotherapy. Persistent ovarian cancer is detected by ele-
vated serum CA-125, abnormal X-rays and CT scans, or a
biopsy performed during a second-look laparotomy. The
standard course of the initial chemotherapy is approximately
six cycles (or 4 months of treatment). It is thus important to
have good tumor-relapse markers to evaluate whether the
first-line treatment is sufficient or whether a second cycle of
chemotherapy is necessary. In this context, the C-terminal
Reg-alpha fragment is a good candidate for evaluating tumor
treatment resistance. In fact, the marker is useful soon after
treatment, because it can be detected 1 month after 6 cycles
of carboplatin/Taxol followed by pharmacologic treatments
(Table 3). This marker can also be used in conjunction with
mucin-9, which we have previously identified in tumors (El
Ayed et al. 2010; Franck et al. 2009a) and in patients’ serum
(Maines-Bandiera et al. 2010). Notably, the C-terminal Reg-
alpha fragment has also been detected in ascites fluid (El
Avyed, unpublished data). Therefore, these two markers can
be used to track the therapeutic efficacy.

© 2012 Tous droits réservés.
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Abstract

Epithelial ovarian carcinogenesis may occur de novo from the surface of ovarian mesothelial
epithelial cells or from cells originating from other organs. Foreign millerian cell intrusion
into the ovarian environment has been hypothesized to explain the latter scenario. MALDI
mass spectrometry (MS) profiling technology was used to provide molecular insights in these
questions. In this way, the molecular signatures of diseases have been established in their
molecular context. MALDI MS profiling has been used on serous and endometrioid cancer
biopsies to investigate cases of epithelial ovarian cancer. Next, we applied bioinformatic
methods and identification strategies on LC-MS/MS analyses of extracts from digested FFPE
tissues. Extractions from selected regions (serous ovarian adenocarcinoma, fallopian tube
serous adenocarcinoma, endometrioid ovarian cancer, benign endometrium and benign
ovarian tissues) were performed, and peptide digests were then subjected to LC-MS/MS
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analyses. Comparisons of the proteins identified from benign endometrium or ovary to the
three cancer types (i.e., serous ovarian adenocarcinoma, endometrioid ovarian
adenocarcinoma and serous fallopian tube adenocarcinoma) gave us some new evidences of a
possible correlation between the fallopian tubes and serous ovarian adenocarcinoma. We
propose here a workflow consisting in the comparison of multiple tissues in the same patient
case in their anatomical context. This brought us insights in the molecular similitude between
tissues and to access to highly specific markers for a single patient case.

Introduction

The origin of epithelial ovarian cancers is a critical clinical issue. As of today, predisposed
patients for EOC bearing a mutation on BRCA gene are surgically supported by a
prophylactic bilateral salpingo-oophorectomy (BSO) consisting in the complete removal of
the ovary and the fallopian tubes. This causes important inconveniences in the quality of life
of the patient since the total removal of the ovary induces menopauses and consequently
makes those women infertile.

There are currently two hypotheses on the origin of epithelial ovarian cancers (EOCs):
intrinsic or extrinsic (1, 2). Ovarian cancer may develop de novo from the mesothelial
epithelial cells on the surface of the ovary or from cells originating in other organs (1-3)
(Figure 1). If the theory of the mullerian origin of serous ovarian cancers were validated, the
surgeons’ decision for the ovaries removal would be lighted by the fact that the removal of the
junction of the fallopian tube and the ovary would equally reduce the risk of developing
serous ovarian cancers, compared to BSO. A fimbriectomy, which consists in the removal of
the fallopian tube and the junction between the fimbria and the ovary, is already proposed by
some surgeons (4) for predisposed patients with BRCA mutations The theory of de novo
apparition of EOC is supported by the expression of HOX genes, which regulates Mullerian
duct differentiation, in epithelial ovarian cancer but not in normal ovarian surface epithelium
(OSE). Ectopic expression of HOX genes in mouse OSE causes tumors that resemble EOC to
develop. In this scenario, different HOX genes give rise to distinct EOC histological subtypes
(i.e., Hoxa9 for serous, HoxalO for endometrioid, and Hoxall for mucinous cancer (1)).
However, several studies have reinforced the second and newer theory, and the principal types
of ovarian cancer tissues have similarities to normal Millerian-type tissues. Serous cancer
tissue strongly resembles fallopian tube tissue, endometrioid tissue is similar to endometrial
tissue, and mucinous tissue resembles intestinal tissue (1-3). Recent studies of the most
common type of ovarian cancer, serous adenocarcinomas, have shown that 80% are
associated with in situ cancerous lesions of the tubal epithelium called “serous tubal
intraepithelial carcinoma” (STIC), which may be the source of ovarian cancer (5-12).
Moreover, genomic signatures that may be associated with STICs, such as mutations in the
p53 gene, have been observed (13-19). Additional studies have identified other common
signatures of serous ovarian and fallopian tube cancers, indicating that some Maullerian
markers, such as PAX8, are commonly found in fallopian tubes and ovarian cancers and not
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in the mesothelial epithelium of the ovary. Further studies have shown that mesothelial
markers such as calretinin are absent (17).

The origin of serous ovarian cancer is still under debate but evidences enlightening the
molecular nature of the tissues may be provided by mass spectrometric strategies. In the early
1990s, MALDI (matrix-assisted laser/desorption ionization) mass spectrometry profiling,
which consists of a direct molecular analysis of hundreds of biological compounds in tissues,
was proposed (20). Since the beginning of the last decade, many institutions have invested in
molecular histological screening (20-25), including in ovarian cancer samples (22, 25-31).
Thus, MALDI MS molecular profiling can be seen as a new and important “molecular
histology” tool. We proposed to investigate the molecular nature of serous and endometrioid
cancers using the novel MALDI MS profiling technology (Figure 2A, 2B). This technology
gives a comparison of the molecular profiles from different ovarian cancer tissues with the
corresponding reference tissues. We examined the global molecular profiles associated with
ovarian cancer progression and observed that the different types of epithelial ovarian cancers
have close similitudes with other mullerian tissues. We then aimed to the identification of the
potential molecular actors implied in the close relationship between EOC tissues and
mullerian tissues. To do so, we performed a solvent-based extraction on previously analyzed
regions of interest of different tissues and ran LC-Orbitrap MS analyses. The use of
bioinformatics for the analysis of proteomics information allowed us to depict the common
molecular functions for the cancerization of different organs and gave us access to their
specific molecular content. (Figure 2C)

Materials and methods

Materials

Alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA), trifluoroacetic acid (TFA) were obtained
from Sigma-Aldrich and were used without further purification. Trypsin was purchased from
Promega. Acetonitrile p.a. and methanol p.a. were obtained from J.T. Baker.

Samples

FFPE tissues were obtained from the CHRU de Lille pathology department. An institutional
review approval (CPP Nord Ouest IV 12/10) was obtained without requiring informed
consent from the patients. Contacting the patients, often many years after surgery, was
considered irrelevant by the ethical committee. Our reference pathologist (O.K.) selected
FFPE blocks that contained both ovarian cancer tissue and tissue from the potential Millerian
precursor. To avoid inter-patient variability, each figure in the Results section represents
tissue from the same patient. The International Federation of Gynecology and Obstetrics

(FIGO) stages were determined, and the results of the histological examinations were
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recorded. For the histological imaging prior to MALDI analysis, 4-um-thick tissue sections
were cut from the formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) whole-mount ovarian tissue
blocks. The sections were placed on ITO-coated slides and heated for 60 min at 58 °C (29).
The tissue was counterstained with hematoxylin, eosin and safranin (HES), dehydrated using
graded ethanol solutions, and air-dried for histological examination by our staff pathologist.
The tissues appeared heterogeneous and contained cancerous, hyperplastic, and normal
regions, with stromal tissue in each region (29, 32).

Hematoxylin, eosin and safranin (HES) staining

The following procedure was used for the HES. The sections were heated for 5 minutes,
stained with hematoxylin for 3 minutes, rinsed with water, bathed twice in a solution of 156
mL EtOH (95%), 44 mL H20 and 80 pL HCI, bathed in water, bathed in a solution of 0.48
mL NH40H (35%) and 200 mL H20O, washed with water for 5 minutes, bathed in ethanol
(80%), colored with eosin for 10 seconds, bathed twice with ethanol (95%), bathed twice with
ethanol (100%), colored with safranin (10 g/L in ethanol (100%)) for 6 minutes, and then
bathed twice in ethanol (100%) and once in xylene for 1 minute (29, 33).

Tissue de-waxing.

Ovarian FFPE tissues were used for the retrospective studies. Tissue sections (6 pm) were
generated using a microtome and were applied to conductive glass slides that were coated
with ITO (indium tin oxide) on one side. The paraffin was removed by submersion in toluene
twice for 5 min, followed by a light rehydration in ethanol baths (100%, 96%; 70% and 30%)
before the slides were dried in a desiccator at room temperature (29, 33).

Antigen retrieval.

FFPE tissues have well-conserved tissue morphology and the capacity to prevent molecular
degradation. Due to methylene bridge formation during conservation, trypsin digestion is
often necessary to retrieve protein information. Because cross-linking continues over time in
FFPE tissue blocks, protein accessibility becomes difficult over time. Enzymatic cleavage
may be affected, and this may lead to poor enzymatic yields. Therefore, it is necessary to
establish processes that facilitate protein access. Many such protocols exist (33, 34). These
associated molecular changes of these so-called antigen retrieval (AR) processes remain
poorly understood. The most reasonable hypothesis is that AR allows changes in the
conformation of cross-linked proteins and thus facilitates access to sites within the proteins.
Due to the variation between different protocols, systematic tests of different AR techniques
are required to optimize the protocol. Several protocols were tested here. Citric acid antigen
retrieval (CAAR) provides good results with prostate tissue sections (33). The CAAR protein
unmasking was performed by immersing the slides in 10 mM of citric acid for 20 min at 90°C
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and then drying them in a desiccator for 10 min. Prior to the enzymatic digestion, the slides
were incubated in 10 mM NH4HCO3 twice to remove the remaining AR solution and to
condition the tissue for effective enzyme activity.

Trypsin digestion and matrix digestion

Ten milliliters of a solution of 40 mM trypsin in 50 mM ammonium bicarbonate was dropped
onto each tissue region of interest. The slides were then incubated for 4 hours at 37°C in a
customized humidity chamber (a 10 cm x 15 cm box filled with water to one quarter of the
box height and placed in a 37° incubator). After trypsin digestion, 10 pl of a 10 mg/ml HCCA
solution in aqueous TFA 0.1%/ACN (3:7) was dropped onto each section (35, 36).

MALDI mass spectrometry profiling methodology

The mass spectrometry profiling approach is presented in Figure 2A and 2B (22, 25). The first
step sections and prepares tissue using standard methods. The main concern is preserving
tissue integrity while avoiding molecular composition changes (e.g., enzymatic activation).
The second and third steps are based on MALDI-MS technology. The second crucial step is
the deposition of the matrix on the tissue section. The importance of the matrix for mass
spectra quality is well established, and the proper matrix choice is crucial for a successful
MALDI experiment. It is also important that the MALDI-MSI matrix not induce any
molecular delocalization across the tissue sample. Such delocalization must not spread further
than the area analyzed by one laser pulse. The third step is the tissue data acquisition. This
step is dependent on the mass analyzer and involves optimizing various parameters; the
acquisition step requires the automation of the analytical process. The final step consists in the
process of the data via informatics tools.

Tissue profiling using MALDI

For each tissue, 50 spectra were acquired on spots homogeneously distributed over the
analysis surface. The profiles were acquired using an UltraFlex Il MALDI-TOF/TOF
instrument (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) equipped with a smart beam laser with a
200-Hz repetition rate and controlled by FlexControl 2.5 software (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). The mass spectra profiles were acquired in the positive reflection mode, in the 500
to 5500 Da mass range. One thousand spectra were acquired at each position using a laser
frequency of 200 Hz. The images were recorded and reconstructed using FlexImaging Il 2.5
software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Statistical data analysis
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The data set obtained using Flexlmaging Il 2.5 software (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) was loaded into ClinProTools v2.5 software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
to conduct principal component (PCA) and hierarchical clustering analyses. After
standardization of the data, the unsupervised PCA method was selected. The PC1 and PC2
components were found to have the largest variance (33, 37).

LC MS/MS Analyses

Trypsin-digested peptides from FFPE tissue after the antigen retrieval procedure were
manually extracted from specific tissue regions after PCAs. Using a micropipette, specific
regions were subjected to 20 successive washes with 100 pL of a solution of 80% ACN in
water. The extract solution was then submitted to dry with a SpeedVac (Savent). The dried
peptides were then re-dissolved in 10 pL of 0.1% TFA. Salts were removed from the
solutions, and peptides were concentrated using a solid-phase extraction procedure with the
Millipore ZipTip device with a final 10 pL 80% ACN elution solution. The solution was then
dried again using the SpeedVac. Dried samples were resuspended in water / 5% acetonitrile /
0.1% formic acid. Samples were separated by online reversed-phase chromatography using a
Thermo Scientific Proxeon Easy-nLC system equipped with a Proxeon trap column (100 pm
ID x 2 cm, Thermo Scientific) and a C18 packed-tip column (100 um ID x 15 cm, Nikkyo
Technos Co. Ltd). Peptides were separated using an increasing amount of acetonitrile (5%-
40% over 110 minutes) at a flow rate of 300 nL/min. The LC eluent was electrosprayed
directly from the analytical column and a voltage of 1.7 kV was applied via the liquid junction
of the nanospray source. The chromatography system was coupled to a Thermo Scientific
Orbitrap Elite mass spectrometer. The mass spectrometer was programmed to acquire in a
data-dependent mode. The survey scans were acquired in the Orbitrap mass analyzer operated
at 120,000 (FWHM) resolving power. A mass range of 400 to 2000 m/z and a target of 1E6
ions were used for the survey scans. Precursors observed with an intensity over 500 counts
were selected “on the fly” for ion trap collision-induced dissociation (CID) fragmentation
with an isolation window of 2 amu and a normalized collision energy of 35%. A target of
5000 ions and a maximum injection time of 200 ms were used for CID MS2 spectra. The
method was set to analyze the 20 most intense ions from the survey scan and a dynamic
exclusion was enabled for 20 s.

Analysis

Tandem mass spectra were processed with Thermo Scientific Proteome Discoverer software
version 1.3. Resultant spectra were searched against the Swiss-Prot® Human database
(version January 2012) using the SEQUEST® algorithm. The search was performed choosing
trypsin as the enzyme with two missed cleavages allowed. Precursor mass tolerance was 10
ppm, and fragment mass tolerance was 0.5 Da. N-terminal acetylation, methionine oxidation
and arginine deamination were set as variable modifications. Peptide validation was
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performed with the Percolator algorithm. Peptides were filtered based on a g-Value below
0.01, which corresponds to a false discovery rate (FDR) of 1%.

Only proteins with a Score over 5 were kept for analysis, which represent protein identified
with 2 or more unique peptides. Relative protein expression was calculated on the basis on the
protein Score which have been showed to be a good relative indicator of differential relative
expression (38, 39). We compared the obtained results with an analysis using Scaffold 3
software (40). We considered the method to be quite accurate as this gave similar results
when the quantitative comparison of the different tissues proteins relied on spectral counting
(data not shown). Gene ontology (GO) analysis was performed with Blast2go (41). Network
analysis was performed as follow: Gene name of identified protein where used as input to
retrieve network from STRING (42), this network was next loaded in Cytoscape 2.8 (43) with
relative expression data as Id mapper. The Reactome FI pluggin was used to select
subnetwork of GO term and NCI database associated disease specific proteins.

Results and discussion

The investigation presented here is decomposed in two parts. The first one consists in the
global molecular profiling of ovarian cancer for a first insight in the proteomic content of the
tissues. This is presented in this first part of the results.

Molecular signature profiling of the tissues

Due to the large amount of data acquired through the MALDI MSI approach, data reduction
and multivariate analyses are necessary to extract the information of interest. Among the
multivariate methods available, principal component analysis (PCA) provides a proven
method for automatic feature extraction (26, 33, 37). Several studies have shown that PCA is
a useful data reduction method for use with MALDI MSI in disease applications (26, 33, 37,
44, 45). PCA was applied to the data from several spectral acquisitions. In this bioinformatics
spectral data processing, each peak is considered to be a dimension, and each group of spectra
is considered to be a multi-dimensional space. This process reduces the multi-dimensional
space to two or three dimensions. The PCA approach provides access to m/z, which
demonstrates differences between or within samples (Figure 2B). PCA is often combined with
hierarchical clustering (HC) because HC classifies the mass spectra according to similarities
between their profiles and thus highlights regions containing differing molecular content. In
these ways, the different molecular content profiles can be easily compared between different
tissue types. As shown in Figure 3 (supplementary data), the mass spectra observed in normal,
borderline, and adenocarcinoma ovarian tissues contain a high number of peaks that seem to
present some intensity differences but that could not be precisely quantified manually. The
PCA analysis thus evaluates the relative intensity of all peaks and gives an insight on the
differential molecular signatures. While the progression of ovarian cancer (from an
intermediate to a cancerous state) is widely accepted for some types of cancers such as
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endometrioid one (46), the origin of the malignant tissue (Figurel) remains controversial.
Therefore, we conducted MALDI profiling analyses and then used PCA and HC to study
endometrioid and serous ovarian cancer cases. The first part of the analysis has been
conducted for endometrioid ovarian cancer.

The correlation between each cellular phenotype has been tracked across the m/z detected in
each tissue type. One endometrioid cancer origin hypothesis posits that cells from retrograde
menstruation and endometriosis reach the ovary and develop in endometrial tissue and
eventually cancer (47). For each case, the ovarian biopsy was studied concurrently with its
respective case-matched controls (the endometrial tissues). We focused on cases in which the
endometrioid cancers were associated with endometrial lesions (Figure 4). HES staining and
pathological analysis was used to study FFPE sections from different organs of the same
patient. To ease the analysis and proof the tissues natures, we kept the annotations added by
the pathologist on the tissue section slides.

Two patients were selected because they presented both ovarian endometrioid and
endometrial cancers or hyperplasic lesions.

These sections included borderline (BL) ovarian tissue (in green) and part of an
adenocarcinoma (ADK, in blue) (Figure 4), endometrial tissue (in yellow) (Figure 4), and the
contralateral normal ovary tissue (in red) (Figure 4) and adenocacinomatous or hyperplastic
endometrial tissues (in purple). Adjacent sections were then subjected to the MALDI profiling
procedure after Citric Acid Antigen Retrieval and trypsin digestion to demask the peptide and
protein markers. Principal component analysis (PCA) was then performed for each region of
interest of the sections; the data are presented in Figure 4 for two patients cases in A and B
insets. Figure 4A depicts the analysis for the first patient. Borderline (green) and cancerous
(blue) tissue sections were found in the carcinomatous ovary (Figure 4A1). These tissues were
compared to normal endometrium (Figure 4A2), carcinomatous endometrium (Figure 4A2),
and the normal contralateral ovary (Figure 3A3). In this case, it is easy to distinguish the
spectral profile scatters in the regions of interest, which are circled in the same colors used to
highlight the HES sections scan. The profiles have a specific order in the 2D space that is
determined by the first PCs (PC1 and PC2), ranging from normal endometrial tissue to
ovarian carcinoma and with intermediate profiles for endometrial carcinoma and borderline
ovarian tissue (Figure 4A4). Borderline endometrium and adenocarcinomatous endometrium
tissues share common ions with borderline ovary and adenocarcinomatous endometrium
tissues and with borderline ovary and adenocarcinomatous ovary tissues. In this situation, the
blue arrow represents a possible continuum in the differential molecular contents of the
tissues through the different organs and tissue types. The figure 4B inset presents the analysis
for the second endometrioid ovarian cancer case.

We found in this case normal, borderline and carcinomatous tissues in the ovarian biopsy
sections (figure 4B1). In parallel, this patient presented an atypical hyperplastic zone detected
near the endometrial tissue that has been considered as a region of interest (Figure 4B2). We
found that PC2-PC3 dimensions indicate a slight difference in the molecular profiles of
normal endometrial tissue and hyperplastic tissue (Figure 4B3). In this case, the normal
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ovarian molecular profile is different from the pre-invasive and invasive profiles. In the 2D
PC space, the molecular-based profiles of ovarian borderline and carcinomatous tissue are
placed after the hyperplastic endometrial tissue one after the other. From these observations,
we suggest that endometrial hyperplasia may be a latent state in the progression of carcinoma.
With this global molecular information, we may predict that endometrial hyperplasic cell
could nest in the ovarian environment and evolve in borderline then carcinomatous states.

In this study, we granted a particular regard on serous ovarian cancers since the proof of a
fallopian tube tissue origin may represent the most relevant scope for further clinical
application. Furthermore, serous ovarian cancers represent the most prevalent cases.

We then applied the MALDI profiling method on serous ovarian cancer tissues. The results of
theses analyses are presented in figure 4. The tissues regions of interest are represented in
pink for the normal fallopian tube, red for normal ovary, blue for ovarian adenocarcinoma and
turquoise for tubal adenocarcinoma (Figure 5). Three patient cases have been selected. For a
more defined view of the molecular profiles, we added the results of the hierarchical
clustering of tissues of interest.

The first patient did not present any tubal lesion. We therefore aimed for the comparison of
ovarian carcinomatous regions with the normal fallopian tube tissue. The theory of tubal
origin of serous ovarian tissues indeed also includes the statement that a normal cell from
fallopian tube could evolve in cancer in the ovarian environment.

The first case is presented in figure 5A inset. The PCA in the first two axes (figure 5A2)
showed that normal fallopian tube and normal ovary tissues presented similar molecular
profiles, that were different from the normal contralateral ovarian tissue. The hierarchical
clustering (HC) data showed that the fallopian tube spectra presented an intermediate profile,
between ovarian cancer and the normal ovarian tissue. (figure 5A3)

The last patient presented in figure 5B inset present a fallopian tube adenocarcinoma. (figure
5B1 and 5B2). The PCA (figure 5B3) shows that ovarian cancer presents the following order
of molecular profiles: normal ovary, normal fallopian tube, fallopian tube adenocarcinoma
and ovarian serous adenocarcinoma. This observation is in agreement with the theory of the
molecular origin of ovarian cancer. HC (figure 5B4) also confirms similitude of ovarian
adenocarcinoma and with fallopian tube adenocarcinoma and normal tissues.

These analyses are easy to perform and allow a quick survey on the global molecular
differential content between the tissues. Therefore, because the identification of the proteins
responsible for the molecular differentiation is difficult to obtain with the MALDI TOF TOF
device, we decided to perform an in-depth analysis of the molecular content of tissues of
interest in the serous ovarian cancer case.
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Proteomics analyses of serous ovarian cancer and tubal cancer tissues.

In order to perform the proteomics analyses, peptide extractions from selected regions
(endometrioid carcinoma constituting a first patient sample, serous ovarian adenocarcinoma,
fallopian tube serous adenocarcinoma, and benign ovarian tissues constituting the second
patient samples) were performed, and peptide digests were then subjected to LC MS/MS
analyses.

From the identified proteins, those with a score under 5 were removed for the next analyses
since they were identified from the MS/MS of less than two peptides. We then evaluated the
number of common peptides between tissues of interest. Each accession numbers, proteins
descriptions, gene names and relative scores associated to the selected proteins are reported in
the Supplementary Table 1. The Venn diagram presented in figure6 illustrates the commune
identification between each cancer tissue. The obtained overlapping identifications give an
insight of the molecular similitudes of the tissus. First of all, it appears that the number of
specific proteins in serous ovarian adecarcinoma samples is higher than any the other specific
proteins, suggesting that many cellular processes involving many proteins may be mandatory
for ovarian cancer progression. The number of proteins in the two other cancers is similar. We
then observe that the number of common proteins identified between serous EOC and
fallopian tube serous cancer is higher than with the endometrioid type of EOC and, the
number of common proteins identified between endometrioid EOC and tubal cancer is more
than 3 fold less than between serous EOC and fallopian tube serous cancer. These
observations suggest that serous EOC has a molecular profile that is more similar to tubal
cancer than another type of EOC. This point also supports the hypothesis of an ectopic origin
of EOC. Although these informations give interesting information of the relative molecular
nature of each cancer, this comparison lacks accuracy since this relied on two patients case.
Then, the comparison may be partly tampered by the interpatients variability.

We then decided to focus our regards on a single patient case of ovarian serous cancer. We
then compared the tissues of interest of the sections illustrated in figure 5B.

The Venn diagram in figure 7A reports the common identification of proteins in benign ovary,
serous ovarian cancer and serous tubal cancer for the same patient. As illustrated, much more
proteins are common between tubal cancer and serous ovarian cancer than between serous
cancer and benign ovary. This may suggest that processes implied in serous related cancers
(ovarian and tubal) require a large amount of molecular actors, and that a part of these are
common between ovarian and tubal serous cancers.

Protein identification (id) score where compared between different tissue regions. Differential
protein id between ovarian cancer and benign tissues were selected as proteins specifically
implied in the cancerous processes. Some of these showed highly similar id score between
ovarian cancer and fallopian tube cancer tissues. These proteins were selected as proteins
possibly implied in both ovarian and tubal serous cancers process.

The molecular functions of each of these specific proteins have then been fetched with
Blast2GO. We represented in Figure 7 the pie charts of their cellular localization (figure 7B),
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the biological processes in which they are involved (figure 7C) and their molecular functions
(figure 7D), In these representations, we can realize that the functions principally found in
common between ovarian and tubal cancer have already been found in cancer affilictions. We
can therefore point the major molecular functions related to molecular binding with 35% of
protein binding and metabolism (Figure 7D). Regarding the cellular processes (figure 7C) the
one mostly represented correspond to the well known processes associated to cancer.
Processes such as growth, cell proliferation, cellular component organization, biological
adhesion, response to stimulus and signaling and metabolic processes correspond to
classically described functions in cancerization phenomenons.These elements give a first clue
of the underlying mechanisms related to these two cancers.

All these proteins have been reported in a network representing the functional interaction
between these proteins based on String database interaction probability (figure 8). In this
network, the score-based up and down regulations of each of the common proteins between
ovarian and tubal cancers compared to the normal ovary is represented by a colour code, the
green shade representing negative score changes, and the red shade positive score changes.
We thus postulated that this change in the score ranking would reflect expression changes i.e.
negative score change represent down regulation (Green) and positive score change up
regulation (Red). From this global network (figure 8A), sub networks can be extracted,
corresponding to proteins with functions of interest or related to physiopathological events.
The first observation that can be made is that there is a large predominance of down
regulations, comparing to the up regulations. Framed sub-networked were represent protein
associated to NCI diseases index (http://www.cancer.gov/) and were selected using Cytoscape
implemented Reactom FI plugin. Almost all the selected proteins have already been found to
be involved in neolplasms (figure 8B). A large amount of proteins have also been found in
female reproductive system neoplasms (figure 8C) and especially in ovarian cancer neoplasms
(figure 8D). Amongst the upregulated proteins, chaperones, cell structure proteins and
proteins involved in DNA replication are found. The down-regulated proteins correspond to
other types of chaperone, adhesion and structural proteins..

From these datas, molecular functions of interest were selected to construct sub-networks,
represented in figure 8 (insets at the right). We decided to draw the networks of the proteins
for which the function were mainly represented, namely cellular adhesion (yellow-orange
inset, figure 8E). It appears that a lot of these proteins are down regulated. This corresponds to
a metastatic behavior of the cancerous cells (48). Indeed, in some spatio-temporal context, an
EOC cell can detach from its tissue environment to attach to a new site. During these events,
the plasmic membrane of the cell loses its surface adhesion proteins for its detachment. These
observations could then lighten the common mechanisms that ovarian and fallopian tube
cancer tissues may process. According to the theory of the ectopic origin of ovarian cancer, a
tubal cancerous cell could detach from its tumoral site and attach in the ovarian environment.
Another interesting molecular function observed in this network representation is the
complement activation (purple inset, figure 8F). We also found the proteins associated to this
function, down regulated in the ovarian and tubal cancerous context. This is also in agreement
with previous discoveries. It has indeed been found that there is a phenomenon of
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immunosupression associated to ovarian cancer (48, 49). Here, the complement activation
proteins, namely the complement proteins C3, C5, C6, C7, C9, the Complement component
C8 gamma and beta chains (C8B, C8G), the Complement factor H (CFH), and the Plasma
protease C1 inhibitor (SERPING1) (supplementary table 3) are all down regulated in the
ovarian cancer context. Assuming that EOC would really have a mullerian origin, it is not
difficult to imagine that a suppression of the innate immune reaction is mandatory for the
tubal cell settling in the ovary. The foreign cell could then act as a parasite undetectable in the
immune ovarian environment. This mechanism would also be necessary for evolution of these
same cancerous cells in the fallopian tube environment.

In addition to the inspection of the common molecular mechanism of ovarian and tubal
cancers, we decided to study the specific molecular mechanisms of ovarian and tubal cancers.
Two arguments explain this investigation. First, the analysis of tubal cancer proteins could
give us insights in underlying events in the fallopian tube environment that could prepare the
metastasis of cancerous cells in the ovarian environment. The investigation of the specific
serous ovarian cancer proteins could in another way draw the mechanisms for the evolution of
cancer cells in the ovarian environment. The second argument was that this inspection could
bring us a list of highly specific biomarkers for each cancer. Indeed this specific workflow
allows us to compare tissue types each other in their anatomical context. Each specific protein
then is found in only one tissue and not in the two other ones. The confidence of this
specificity is even higher because we compared gynecological tissues each other. Indeed, as
of today it is still very difficult to attribute a biomarker of gynecological affliction to a
specific organ, better than another.

We first accessed the gene ontology of each protein identified specifically in serous or ovarian
tissus and evaluated their molecular functions. In figure 9 A, B, C and D are represented
respectively the molecular functions and the cellular processes of serous ovarian cancer and
the molecular functions and the cellular processes of tubal cancer. We found that between the
two tissues, the represented molecular functions were not drastically different. The relative
distribution of the functions is similar between the two cancers. This reveals that, although
different proteins are implied in fallopian tube cancerization, the same biological mechanisms
contribute to the two neoplasms.

For example, molecular binding was highly represented in the two tissues. However, some
other molecular functions were added in the case ovarian cancer, such as transmembrane
transport or the peptidase function. Actin modeling, proliferation, intercellular adhesion are
the principally represented functions in serous cancer. Here again, the most represented
function is molecular binding.

However, the close inspection of the nature of the proteins specifically identified in serous
ovarian cancer (supplementary table 1) allowed us to realize that the proteins bearing the
binding functions were drastically different from the proteins found in common between
ovarian and tubal cancer. Indeed, we found that adhesion proteins that were overexpressed in
ovarian tissue were proteins corresponding to an epithelial differentiation. For example, cell-
cell adhesion proteins, cell-cell adherent junction proteins, homophylic and homotypic cell
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adhesion proteins were highly represented functions is this histological context. Some
proteins implied in the cellular adhesion with the extracellular matrix were also found. The
second striking observation was the high content of proteins implied in cellular proliferation.
Thirdly many proteins associated with actin modeling appear as an important overrepresented
function among those proteins. These observations give some insights in the specific
mechanisms that we could find in ovarian cancers. In fact, serous ovarian carcinogenesis
seems to be ruled by highly specific mechanisms. These could consist on the acquisition of
epithelial characteristics combined with a great modeling of the cells shapes, and a greater
proliferation potential. Other represented proteins are implied in metabolism, HSP binding,
lipid transport and catabolism, and MAPK network activation. All these events are in
agreement with previous finding made in ovarian cancer research.

We also used the Reactome NCI plugin to find if the proteins were already characterized in
ovarian neoplasm. The network of these proteins in presented in figure 9E (supplementary
table 4). Amongst these, we found the GTPases KRas(KRAS)(50), NRas(NRAS)(51),
Mitogen-activated protein kinase 1(MPK1)(52, 53), and Receptor tyrosine-protein Kkinase
erbB-2(54, 55)which are all involved in EGF receptor signaling pathway that greatly
promotes ovarian cancer(56-58), resulting in cancer progression. Focal adhesion kinase 1(59)
is involved is VEGF receptor pathway that promotes angiogenesis and integrin pathway and
induces the Mitogen-activated protein kinase (ERK) pathway(53) and results in cancer
progression. Fibronectin (FN1)(60) is the extracellular component activating the integrin
pathway. The integrin pathway also induces actin polymerization for cellular remodeling.

Another protein, Metastasis-associated protein is involved in the activation of p53
pathway (61).

In supplementary table 1, are classified the proteins specifically identified in serous ovarian
cancer from highest to the lowest score. In this table we can clearly distinguish that the most
prevalent proteins correspond to proteins associated to cellular shape changes (62) such as
cytosqueletal proteins, namely actin, beta actin like protein or microtubule-associated
proteins, etc.. Proteins related to nuclear modeling constitute another group of well-
represented proteins such as histone H2B, histone H3 or heterochromatin protein 1-binding
protein. Epigenetic on histones have results in the repression of some genes and in
concerization events(63). In the highest scores, we also found some proteins implied in
metabolism such as transketolase (64), implied in the pentose-phosphase pathway which is
often used in metastatic processes(48). We also find glycolysis proteins, which is another
preferred metabolic pathway (65),such as 6-phosphofructokinase and enolase. As mentioned
before, proteins involved in cell-cell interactions are represented, such as zyxin(66) or
desmoglein. Finally, we found a large majority proteins implied in RNA and protein synthesis
in the highest scores. Amongst these, we found heterogeneous nuclear ribonucleoproteins,
ribosome-binding protein, eukaryotic translation initiation factor, protein disulfide-isomerase,
60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein, regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing
protein, etc. All these proteins have a high score in this analysis and may be considered for
further regard in additional analyses and validation by other methods in large cohorts of
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patients. We have been able to point the most important proteins expressed specifically in
Serous ovarian cancer.

We then investigated the specific biomarkers of tubal cancer. The aim of this investigation has
been the evaluation of the relevance of the biomarkers from ovaries for serous ovarian
cancers. Indeed, if the theory of ovarian cancer origin is validated, it would then be more
appropriate to use markers of the tubal precursors in order to screen large cohorts of patients
for the diagnostic of the highly prevalent serous ovarian cancer. To do so, we used the
Reactome NCI pluggin to find if biomarkers initially discovery in the ovarian cancer context
would be expressed in the fallopian tube tissues (figure 9F, supplementary table 4). We
observed that highly scored proteins that were previously assigned to ovarian neoplasm were
found in the fallopian tube tissue. This is the first clue that some biomarkers normally found
in an ovarian cancer context, could actually be biomarkers of tubal cancer. Amongst these
proteins, we find Fibronectin 1 (FN1), implied in the Integrin pathway for actin remodeling
(60), Cell Division Control Protein 42 (CDC42) which involves cell migration(67)., the
glycolysis Enzyme Gamma -Enolase (ENO2), High-Mobility Group Protein 1 (HMGB1)(68),
involved for helping transcription, replication, recombination, and DNA repair, some cell-cell
junction proteins such as Junction Plakoglobin (JUP) and Alpha Catenin Al, as tubal cancer
is also an epithelial cancer. The Serine/threonine-protein kinase PAK 1(69), Integrin-linked
protein kinase (ILK) are involved in the cytoskeleton remodeling(70).

This network is a striking evidence that the biomarkers initially found in ovarian cancer
context are also biomarkers of the fallopian tube cancer. This statement is even more
reinforced by the fact that the Reactome NCI Pluggin did not allowed us to find tubal cancer
biomarkers in the tubal cancer environment. Ovarian and tubal cancers evidently share
biological functions for each of their development. However, it clearly appears that the
anatomical context gives us a more accurate sight of biomarkers of each gynecological
affliction.

We finally closely investigated the biological relevance of the highest score biomarkers in the
fallopian tube environment in order to highlight the gynecological markers that the Reactome
NCI Plugin could have missed.

Amongst all the high score proteins found in the tubal tumoral environment, the most
strinking one is periostin. This protein has been reported to be present in the environment of
many cancer cells types. Periostin is a component of the extracellular matrix and acts in
cancer as a ligand for alpha-V/beta-3 and alpha-V/beta-5 integrins to support adhesion and
migration of epithelial cells (71). This binding also promotes the recruitment of the epidermal
growth factor receptor (EGFR) and the activation of the Akt/PKB- and FAK- mediated
signaling pathways (70). Periostin-activated signaling pathways also promote cellular
survival, angiogenesis, and resistance to hypoxiainduced cell death. In ovarian cancer, it has
also been previously reported that it promotes ovarian cancer angiogenesis and metastasis (71,
72). In this particular case, we found periostin specifically expressed in the fallopian tube
cancer environment and not in the ovarian cancer one. This point is of high importance in
order to understand the relevance of the adapted workflow. This specific approach, relying on
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tissue proteomics in an anatomical context, allowed us to determine that periostin was a tubal
cancer protein that was not present in ovarian cancer. This also allows us to bring another
response element to the question of ovarian cancer cellular origin. Here, we can speculate that
Periostin, which is highly expressed in tubal cancer, may induce metastasis of fallopian tube
cancer cells and promote their metastasis to a host tissue, which would be the ovary.

Another biomarker of the same type, Osteopontin that also promotes cell migration via the
binding with the integrins, has previously been found in epithelial ovarian cancers and has
been selected with five other biomarkers for the multiplexed screening of epithelial ovarian
cancers (73).

To this angle, ovarian serous cancers may developed after early events of metastasis in the
fallopian tube context for tubal cancer cells settling in the ovary. This theory would be in
good agreement with the relative anatomical positions of fallopian tubes and the ovaries in the
gynecological tracts. Fallopian tubes and the ovaries are physiologically in a close
relationship. For example, during reproduction events, after ovulation, the female gamete
migrates from the ovary to the endometrium through the fallopian tube. In this point of view,
it is not surprising that the predilection-hosting site for a migrating tubal cancer cell settling
would be the ovary.

It is now possible to link the events that we observed to be shared by fallopian tubes and
ovaries and specific events of ovarian cancer. We found that the events shared between
ovarian cancer and fallopian tube cancers consisted in the down-regulation of many proteins.
Supposing that a serous ovarian cancer could derive from a fallopian tube cancerous cell, it
seems that in both cases, this cell could need to act as a molecular phantom in its anatomical
context, this resulting from an under regulation of actors of immunity in the cancerous
context. Then, the adhesion of the cell to the extracellular matrix must be suppressed in order
to detach for its tumoral context. This detachment would be promoted by extracellular matrix
elements. In the ovarian environment, the cell proliferation greatly increases. Also, the cell
may undergo great changes in order to acquire epithelial characteristics. This event is
traduced by an important remodeling of the actin network of the cell and the expression of
proteins mostly involved in cell-cell interactions. All these proteins, specifically found in the
ovarian cancer context may represent biomarkers of the pathology. Indeed, a particular regard
must be had for the membrane proteins that are in close contact with the extracellular milieu
and that could easily be found in circulating fluids.

We also proved that some biomarkers of ovarian cancer are actually biomarkers of fallopian
tube cancer. This discovery highlights the great relevance of the regard for the anatomical
context in the biomarkers research field. At the same time, it could open new ways of
investigation for the clinical screening of ovarian cancer.

301

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Conclusion

Many questions remain regarding the origin of EOC and its mechanisms of progression. The
emergence of proteomic technologies that allows the identification of potential biomarkers in
body fluids and tissues allows biologists and clinicians to access to pathological analysis on
the molecular scale.

We proposed here a strategy in two steps for the study of specific proteins in their histological
context. The first step of the experiment consisted in the quick examination of the molecular
profiles found in the tissues of different nature. The PCA calculation is based on the global
comparison of multidimensional data. We applied these analyses to spectra groups, using the
relative intensities of the detected peaks in tissue sections. This experiment is a quick way to
give the whole molecular contents trends of histological regions of interest on a single or few
biopsies sections. The PCA were applied for the comparison of tissues in the same patient
case in order to avoid the inter-patient tissue variability. We speculated that the analysis of a
weak number of tissues could gain confidence when the patient itself is considered as the
control of the experiment. The 2D representations provided by the PCA allowed used us to
classify these in a way that it could support the hypothesis of mullerian origin of endometrioid
and serous cancers.

The second step of analysis consisted is the deeper investigation of the molecular actors the
tissues of interest. To do so, we performed shotgun proteomics analysis of the tryptic digests
analyzed on-tissue with the MALDI source. The subsequent analysis using Blast2GO and
Cytoscape softwares gave us a global view of the possible biological events that could append
for serous cancer apparition. If we assume that serous epithelial ovarian cancers really
originate from a fallopian tube cancerous precursor, it seems that mechanisms of cell
detachment from tumoral site may be involved, as a mechanism of immunosuppression for a
cell that could be considered as a foreign element in a physiological context. In the ovarian
context, it also seems that specific events could append. The newly settled and
undifferentiated cell could differentiate in an epithelial cell line to form the epithelial cancer
in the ovarian host site.

This kind of experiment can give an important insight of the histological specificity of the
proteins of each pathology. Actually, we introduced a new concept consisting in giving new
evidences to a clinical problematic while acceding the molecular specificity of proteic actors
of pathologies. Based on the relative score values of the proteins found in different tissues, we
have been able to access the relative specificity of the proteins in each tissue. We then have
been able to give the first proteomics insights of the degree of similarity of tissues of serous
ovarian cancer with its possibly related mullerian tissue. This comparison allowed us to draw
the possible molecular mechanisms found in both the apparition of ovarian cancer and its
development.

Drawing the specific mechanisms in serous epithelial ovarian cancer is only possible using
this specific workflow of tissues profiling. This also has to be taken into consideration for
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specific tissue biomarkers studies. The up-regulated proteins in each tissue can be selected for
their specificity against two or more tissues from the same patient.

Indeed, the clinical value of a biomarker useable for a diagnostic test is its specificity for a
cancer type more than another one. Here we propose a list of specific proteins of serous
ovarian cancer, found in its anatomical context, and guaranteed to be absent in the normal
ovarian tissue and in another type of gynecological cancer from the same patient, namely
from it fallopian tube. So these proteins are specific of the cancerous pathological status and
are specific of the ovary, against other gynecologic neoplasm.

This workflow is an example of the great potential of the mass spectrometric profiling method
for biomarker research and for a specific clinical application. We have been able to proof the
feasibility of the method while giving the first proteomics evidences of the potential mullerian
origin of serous ovarian cancer while giving highly specific serous ovarian cancer biomarkers.

The scope of this kind of analysis would be the evaluation of the most appropriate biomarker
research of serous ovarian cancer. If the fallopian tube is the cause of ovarian cancer, large
campaign of biomarkers of fallopian tube cancer may be done. This could give an insight of
the early development of this specific neoplasm and inform of the precise time when the
radical fimbriectomy could be performed for at-risk or even non-suspected patients.

To definitively validate the hypothesis and the biomarkers found, it will be necessary to repeat
this experiment on a large cohort of tissues and interpret the results integrated in statistical
analyses. But the use of the same patient for the comparison analysis represents a strong
internal control of the experiment. At this time, we can speculate that the observations made
after this work could be the cornerstone of the theory of the mullerian origin of serous ovarian
cancer.

To conclude, by our approach we wanted to introduce a new way of investigation for
gynecological cancers biomarker research. On-tissue proteomics allowed us to determine that
ovarian cancer biomarkers should actually derive from fallopian tube cancer precursors. Then,
it may be relevant to compare if biomarkers found in fallopian tube cancers would have good
predictive values for the screening of ovarian cancer in large cohorts of patients. This type of
investigation may have a high scope for early detection of ovarian cancers.
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Figures Legends

Figure 1: Recapitulation of the theories of the Mdllerian origins of ovarian cancer types.
Neoplastic processes can originate in Millerian-related tissues and can spread to the ovaries
via post-ovulation scars or can directly evolve from benign cells. For endometrioid tissues,
retrograde menstruation may have a role in disseminating cells from the endometrium to the
ovaries. In serous cases, cells could come from the STICs evolving at the junctions between
the fallopian tubes and the ovaries. Each tissue subtype and evolution grade is represented by

a color that corresponds to the colors used for the PCA spectra spots in the following figures.

Figure 2:

A: The tissue preparation and analysis workflow for MALDI imaging. The resected organs or
tissues are sliced with a microtome for FFPE tissues or with a cryostat for fresh frozen tissues.
The sections are mounted on conductive slides, the matrix is dropped onto the section, and the
mass spectrometric analysis is performed through the area of the tissue. The positions and
intensities of the ions are represented in a visual format called “image”.

B: The corresponding PCA of the tissue with normal and carcinomatous endometrium. The
PC1/PC2, PC1/PC3, and PC2/PC3 analyses are shown, illustrating the best 2D-space
separation of the ions.

C: After PCA analysis, the tryptic digests are extracted for the tissue sections by solvents
washes. These are submitted to proteomic analyses. The use of specific softwares allows us to
access to the description of the molecular functions of the proteins and their biological

process. It is also possible to elaborate the interaction networks of proteins of interest.

Figure 3 :
The mass spectra obtained from normal, borderline, adenocarcinomatous ovarian tissues and

normal endometrium after antigen retrieval and tissue trypsin digestion.

Figure 4 : PCA analysis of two patients’ tissues with endometrioid ovarian cancer. CAAR
have been applied on FFPE tissue sections. 10 pL trypsin droplets have then been deposited
on each tissue region of interest (ROI) and HCCA matrix. 50 MALDI/TOF spectra have then
been acquired for each region of interest and the obtained data were submitted to PCA for the

molecular-based comparison.

311

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

A: First patient case, HES sections (1, 2, 3) and PCA analyses of normal, adenocarcinomatous
ovarian tissues and normal and adenocarcinomatous endometrial tissues
B: Second patient case, HES sections (1, 2) and PCA analyses of normal, borderline and

adenocarcinomatous ovarian tissues and normal and hyperplasic endometrial tissues

Figure 5 : PCA analysis of two patients tissues with serous ovarian cancer. CAAR have been
applied on FFPE tissue sections. 10 pL trypsin droplets have then been deposited on each
tissue region of interest (ROI) and HCCA matrix. 50 MALDI/TOF spectra have then been
acquired for each region of interest and the obtained data were submitted to PCA for the
molecular-based comparison.

A: First patient case, HES sections (1), PCA analyses of normal, and adenocarcinomatous
ovarian tissues and normal tubal tissue (2), HC of spectra (3)

B: Second patient case, HES sections (1, 2) and PCA analyses of normal and

adenocarcinomatous ovarian tissues and normal and cancerous fallopian tissue.

Figure 6: Venn diagram of specific and commune protein of ovarian, tubal and endometrioid
cancer tissues. CAAR was performed followed by on-tissues digestion. After MALDI TOF
and PCA analysis, the digest has next been extracted from the tissue sections by ACN washes
and caracterized by LC-MS/MS. Only protein with ProteinDiscover score over 5 were kept,

representing proteins identified with a minimum of 2 unique peptides with a FDR of 0,1%.

Figure 7: Analysis of common proteins identified by LC-MS/MS between serous ovarian and
tubal cancers. Venn diagram of protein ids from ovarian, tubal cancer and normal ovarian
tissues of the same patient case (A). Blast2Go was next used to retrieve gene ontology (GO)
from highly similar id score between ovarian cancer and fallopian tube cancer tissues and pie
chart for cellular localization (B), cellular processes (C) and molecular functions (D) were
traced.

Figure 8: Interactions networks of commune proteins between serous ovarian and tubal
cancers

Interactions were retrieved using gene name in STRING network database (A) Full network
was next constructed using Cytoscape with relative expression data as Id mapper; the score-

based up and down regulations of each of the common proteins between ovarian and tubal
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cancers compared to the normal ovary is represented by a color code, the green shade
representing negative score changes, and the red shade positive score changes Reactome NCI
pluggin have then been used to draw the subnetworks for neoplastic proteins (B), female
reproductive neoplasm proteins (C) ovarian cancer proteins (D). Blast2GO molecular
functions were then used to represent the networks for cell adhesion proteins (E) and innate

immune system proteins (F).

Figure 9: Analysis of specific proteins from fallopian tube cancer and serous ovarian cancer.
From Blast2GO annotations, piecharts representing molecular functions of ovarian cancer
proteins (A) and tubal cancer proteins (B) and cellular processes of ovarian cancer proteins
(C) and tubal cancer proteins (D) were traced. Using the Reactome NCI pluggin, known
ovarian cancer markers networks were traced from ovarian cancer (E) and tubal cancer

networks (F)
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Abstract Ovarian cancer (OVC) is the fourth leading cause
of cancer mortality among women in Europe and the United
States. Its early detection is difficult due to the lack of
specificity of clinical symptoms. Unfortunately, late diagno-
sis is a major contributor to the poor survival rates for OVC,
which can be attributed to the lack of specific sets of
markers. Aside from patients sharing a strong family history
of ovarian and breast cancer, including the BRCAL and
BRCAZ2 tumor suppressor genes mutations, the most used
biomarker is the Cancer-antigen 125 (CA-125). CA-125 has
a sensitivity of 80 % and a specificity of 97 % in epithelial
cancer (stage Il or 1V). However, its sensitivity is 30 % in
stage | cancer, as its increase is linked to several physiological
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phenomena and benign situations. CA-125 is particularly
useful for at-risk population diagnosis and to assess response
to treatment. It is clear that alone, CA-125 is inadequate as a
biomarker for OVC diagnosis. There is an unmet need to
identify additional biomarkers. Novel and more sensitive pro-
teomic strategies such as MALDI mass spectrometry imaging
studies are well suited to identify better markers for both
diagnosis and prognosis. In the present review, we will focus
on such proteomic strategies in regards to OVC signaling
pathways, OVC development and escape from the immune
response.

Keywords Ovarian cancer - Molecular pathology -
Cancer antigen - MALDI imaging - Signaling pathway -
Immuno-oncology

1 Introduction

Age, genetic profile, hormonal profile (early onset of men-
ses, high number of ovulatory cycles, late menopause, in-
fertility, endometriosis), environmental factors (e.g., diet,
obesity, smoking, virus), geographical areas, the racial and
ethnic variation (correlated with the genetic inheritance) are
all factors that have been implicated in OVC development
([1,2]); [3.,4] -; [5] Only 5-10 % of OVC is hereditary [6]. In
this context, CA-125 is insufficient as a single biomarker for
OVC diagnosis [7]. OVC etiology is multiple, thus, like
finding a needle in a haystack, identifying and validating a
single specific biomarker appears to be a very low proba-
bility event. There is an unmet medical need to aid in
screening and diagnosis, and thus alternative strategies need
to be considered.
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2. OVC signaling pathways

Major intracellular signaling pathways are involved in OVC
cell development. The understanding of the malignant
mechanisms and the transformation of ovary cells to epithe-
lial OVC are seen as a path to identify specific OVC bio-
markers. The genetic studies reflect that OVC polymorphisms
are highly unstable [8]. In fact, genic amplification, mutations,
hypermethylations, and numerous chromosomal deletions
have been found in OV C pointing the identification of several
main categories of genes involved in OVC development such
as tumor suppressor genes and oncogenes (Table 1) [6,9-12].
Thus, these genes are directly linked to cell signaling path-
ways, which play a central role in cancer cell growth, survival,
invasion, and metastasis [13]. Discovering the “circuit maps"
of these signaling pathways in OVC seems a good challenge
for detecting novel therapeutic strategies [14-16]. According
to literature, the signaling pathways associated with OVC are
the followings: the nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells (NF-kB) pathway, the activator of tran-
scription 3 (Jak-STAT 3) pathway, the mitogen-activated pro-
tein kinase (MAPK) pathway, the proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Src pathway, the ErbB activation pathway, the
lysophosphatidic acid (LPA) pathway, the phosphatidylinosi-
tol 3-kinases (PI3K) pathway, the Mullerian inhibitory sub-
stance receptor pathway, the EGF and VGEF pathways and
the ER beta pathway [17-40].

2.1 Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells pathway

A correlation has been demonstrated between nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-«xB)
activation and OVC clinical profile showing that the expres-
sion of NF-kB p65 in OVC tumors is mainly nuclear and
that their levels correlate with poor differentiation and late
FIGO stage [41]. Positive patients for NF-xkB p65 subunit
staining had lower cumulative survival rates and lower
median survival (20 % and 24 months, respectively) than
negative patients (46.2 % and 39 months, respectively).
Recently, microRNA-9 (miR-9) has been shown to down-
regulate the levels of NF-kB1 [42]. Moreover, results from
gene expression microarray, using the highly specific IKK3
small-molecule inhibitor ML120b or IKKpB siRNA to de-
crease IKKP expression, showed that IKKB-NF-xB path-
way controls genes associated with OVC cell proliferation,
adhesion, invasion, angiogenesis, and the creation of a pro-
inflammatory microenvironment. The NF-xB family pro-
teins are implicated in signaling pathways driving tumor
development and progression by activating anti-apoptotic
genes. It also activates genes involved in cell cycle progres-
sion and the secretion of tumor necrosis factor (TNF) a,
interleukin (IL)-6, and growth hormones. Moreover, NF-xB
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regulates genes promoting pro-angiogenic environment
through enhanced production of 1L-8 and vascular endothe-
lial growth factor and creation of a microenvironment that
may prevent immune surveillance [43-45].

2.2 The mitogen-activated protein kinase pathway

Previous studies identified that mitogen-activated protein
kinase (MAPK) pathway is activated in OVC (ref). The
downregulation of CL100, an endogenous dual-specificity
phosphatase known to inhibit MAPK, plays a role in pro-
gression of human OVC by promoting MAPK pathway
[46]. OVC epithelial cells display 10-25 times less activity
of C100 compared to normal ovarian epithelial cells. The
MEK inhibitor PD98059 sensitized OVC cell lines to Cis-
platin. Upregulation of CL100 in ovarian cancer cells
decreases adherent and non-adherent cells growth and indu-
ces phenotypic changes, including loss of filopodia and
lamellipodia in association to decreased cell motility [46].
Thus, the development of specific MAPK pathway inhib-
itors is currently in process [47].

2.3 The ErbB activation pathway

Overexpression of c-erbB-2 protein in tumors has been
reported from approximately 25 % of patients with epithelial
OVC [48,49]. Multivariate analysis showed that c-erbB-2
overexpression and residual tumors, greater than 2 cm, de-
crease survival rates [48,49].

2.4 The Mullerian inhibitory substance receptor pathway

Anti-Mullerian hormone (AMH) is a member of the trans-
forming growth factor B (TGF-B) family In absence of
AMH, Miullerian ducts of both sexes develop into uterus,
Fallopian tubes, and the upper part of the vagina. Also,
AMH exerts inhibitory effects on the differentiation and
steroidogenesis of the immature ovaries, the follicle of adult
ovaries and as well as fetal and postnatal Leydig cells. Other
proposed targets of AMH actions include breast, prostate,
ovarian, and uterine cancer cells [50].

2.5 Lysophosphatidic acid signaling pathway

Lysophosphatidic acid (LPA) is generated through hydrolysis
of lysophosphatidyl choline by lysophospholipase D/auto-
taxin or via hydrolysis of phosphatidic acid by phospholipase
A, or A.. LPAisa ligand for at least four different heptahelical
transmembrane G protein-coupled receptors (GPCR; LPA,/
endothelial differentiation gene (Edg)2, LPA,/Edg4, LPAs/
Edg7, and LPA,/GPR23/P,Y) results in activation of at least
three distinct G protein subfamilies (Gy, Gi, Gipns) and
initiation of multiple signaling pathways, including Ras/
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Raf/mitogen-activated protein kinase, phosphoinositide-
3-kinase/Akt, phospholipase C/protein kinase C, or
RhoA small GTPase signaling [51]. Activation of these
G-proteins stimulates release of cell surface metalloproteases,
like the ADAM family, inducing subsequently cleavage of
EGF-like ligand precursors and thus EGFR (HER/erbB)
family of. This transactivation process seems to involve
many signaling pathways, e.g., mitogen-activated protein
kinase (p38 and p44/42), protein kinase C or c-Src. LPA
induces cancer cell proliferation, survival, drug resistance,
invasion, opening of intercellular tight junctions and gap
junction closure, cell migration, or metastasis [51].

2.6 Phosphatidylinositol 3-kinases pathway

The phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT pathway is a
key component of cell survival and is implicated in OVC
cell motility, adhesion, and contributes to metastatic/inva-
sive phenotypes of various cancer cells. PI3K was also
reported to be involved in cell growth and transformation.
Its effect is related to indirect or direct deregulation of its
signaling pathway and causes aberrant cell-cycle progres-
sion and transformation of normal cells into tumor cells.
Due to hyperactivation of the PI3K/Akt pathway in many
cancers and its role in multiple aspects of cancer progres-
sion, inhibition of the PI3K/Akt signaling pathway has been
investigated as a treatment for cancer [52]. A proof of
concept is based on the loss of function of inositol poly-
phosphate 4-phosphatase type 1l (INPP4B) from the PI3K/
Akt pathway acting as a tumor suppressor. Remarkably, loss
of INPP4B in ovarian cancer correlates with poor patient
outcomes [52].

2.7 Estrogen receptors pathway

The mitogenic action of estrogen seems to be critical to the
etiology and progression of human gynecologic cancers
[53,54]. Estrogens influence the growth, differentiation,
and function of reproductive tissues by interacting with their
receptors to mediate various signaling pathways associated
with the risk of ovarian cancer [53,54]. Estrogen receptors

Table 1 The genetic polymorphism of the OVC

exist in two forms, estrogen receptor alpha (ERa) and
estrogen receptor beta (ERB) which is the predominant
estrogen receptor in the ovaries [26]. Recent in vivo and in
vitro studies suggest that ERp is involved with the control
of cellular proliferation, motility and apoptosis in ovarian
cancer; and loss of ER[ expression is associated with tumor
progression [55,56].

Taken together, the above studies reveal that all these
signaling pathways are implicated in OVC cell differentia-
tion, cell movement and apoptosis, and are directly linked to
OVC tumor suppressor genes and oncogenes (Table 1). At
this moment, it is relevant to establish a link between these
signaling pathways and proteins specific to OVC cells pre-
viously identified by classical proteomic studies or mass
spectrometry imaging (MSI).

3 Proteomic studies

Since the last decade, proteomic studies have been widely
used to identify key proteins implicated in different ovarian
cancer processes. Using these new technologies, many
authors identified panels of biomarkers and tested these for
their relevant utility to screen early stages of the disease.
Candidate biomarkers have been detected in serum or tis-
sues using SELDI chips analysis. From this method, a
biomarker, the alpha chain of haptoglobulin, has been iden-
tified and found in higher levels in samples from OVC
patient [57]. Then, a protein pattern has been determined
by Yu et al. [58] with 96.7 % specificity, 96.7 % sensitivity,
and a predictive positive value of 96.7 %. Another group
reported the use of the following markers: transthyretin,
beta-hemoglobin, apolipoprotein Al, and when used in
combination with CA 125, has been found to have a ROC
of 0,959 for the detection of ovarian cancer, when CA 125
used alone 0.613 [59]. Two separate classical proteomic
studies in 2006 [60] and 2008 [61], using liquid chromatog-
raphy (LC) separation followed by MS (LC-MS), have
shown that early and late stage endometroid ovarian carcino-
ma MS profiles can be distinguished using a clustering anal-
ysis, which separates profiles based on feature similarity; in

Gene classification Tumors suppressors
ARHI, RASSF1A, DLEC1, SPARC, DAB2,

PLAGL1, RPS6KAZ2, PTEN, OPCML, BRCA2,
ARL11, WWOX, TP53, DPH1, BRCA1, PEG3

Oncogenes
RAB25, EVI1, EIF5A2, PRKCI, PIK3CA,

MYK, EGFR, NOTCH3, KRAS, ERBB2,
PIK3R1, CCNE1, AKT2, AURKA

Gene modulation  Amplification Mutation Hypermethylation Deletion
Activation RAB25, PRKCI, EVI1 and KRAS, BRAF, CITNNB1, IGF2, SAT2
PIK3CA, FGF1, MYC, CDKN2A, APC, PIK3CA,
PIK3R1 and AKT2, AURKA KIT, SMAD4
Deletion BRCAL1, BRCAZ2, MUC2, PEG3, MLH1, BRCA1, BRCA2, PTEN,

PTEN, TP53

ICAM1, PLAGL1, ARH1  TP53, PEG3, PLAGL1, ARHI
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this case, similar protein masses. These studies demonstrate
that “classical” proteomics can generate molecular finger-
prints of a disease. However, the disadvantage of this method
is the loss of molecular discrimination of tissues subtypes
regarding the anatomical context. This effect can be seen in
heterogeneous carcinomas where different structural elements
express specific proteome. Laser capture micro-dissection
(LCM) is one of the techniques used to solve this problem/
inconvenient, but this method is time consuming and based on

cells phenotypes rather than the molecular content of the
cells.

MALDI mass spectrometry imaging (MSI) keeps the spatial
localization of the markers and discriminates cells to theirs
molecular content. Using this technology, our group has been
able to discriminate several novel biomarkers in ovarian can-
cer (Fig. 3[62,63]) e.g., the C-terminal fragment of the immu-
noproteasome 11S, Reg alpha or mucin 9. In 2010,
Hoffmann's team was able to identify 67 proteins, using this
technology on formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) ar-
chived ovarian tissue [64,65]. In sum, proteomic studies per-
formed at the level of the serum, ascites, and tissues have also
clearly shown the presence of protein associated the intracel-
lular signaling pathways activation, i.e., protein associated
with cell proliferation, signaling to skeleton, invasion, resis-
tance (Table 2).

3.1 Proteins associated with cell proliferation

The protein family S100 has been previously detected in
aggressive ovarian tumors [66] and more specifically, S100
All and S100 A12 proteins have been identified by
MALDI-MSI [67]. S100 A1l has been detected in ovarian
ascites [68] and this protein (or calgizzarin) is known to
regulate cell growth through the inhibition of DNA synthe-
sis [69,70]. S100 A12 is known to promote leukocyte mi-
gration in chronic inflammatory responses [71]. The
expression of oviduct-specific glycoprotein (OGP, Mucin-9),
a marker of normal oviductal epithelium has also been
reported in conjunction with S100 proteins and cytoskeleton
modifying proteins [67]. Supportive data were provided by
Woo and associates who found that OGP is a tubal differen-
tiation marker and may indicate early events in ovarian carci-
nogenesis. These data also support the hypothesis, recently
reported, of oviduct ascini as the origin of serous ovarian
carcinoma [1]. From immune components, stromal cell-
derived factor-1 (SDF-1), induces proliferation in OVC by
increasing the phosphorylation and activation of extracellular
signal-regulated kinases (ERK)1/2, which correlates to epi-
dermal growth factor (EGF) receptor transactivation. Similar-
ly, TGF-B produced by Treg cells stimulates tumor cell
proliferation, increases matrix metalloproteinase's (MMP)
production, and enhances invasiveness of OVC cells
[72-76]. In OVC, IL7 has been found in ascites and plasma,
and it's acting as a growth factor like in breast cancer [77-79].
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Table 2 Biomarkers identified by genomic, classical proteomic, or
MSI approaches

Proteomic MALDI
imaging

Genomic

Marker name

Mesothelin-MUC16

STAT3

LPAAT-B (lysophosphatidic
acid acetyl transferase beta)

Inhibin

Kallikrein Family [9,11,13,14]

Tu M2-PK

c-MET

[192]
[192]
[193]

[194]

[195] [67]
[196]

[197-199]

MMP-2, MMP-9, MT1-MPP:
matrix metalloproteinase
EphA2

PDEF (prostate-derived
Ets factor)
IL-13

MIF (macrophage inhibiting
factor)

NGAL (neutrophil gelatinase-
associated lipocalin)

CD46

RCAS 1 (Receptor-binding
cancer antigen expressed
on SiSo cells)

Annexin 3

Destrin

Cofilin-1

GSTO1-1

IDHc

FK506 binding protein
Leptin

Osteopontin

Insulin-like growth factor-I1
Prolactin

78 kDa
glucose-regulated

Protein

Calreticulin

Endoplasmic

reticulum protein ERp29
Endoplasmin

Protein disulfideisomerase
A3

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 2
Macrophage

capping protein
Tropomyosin

alpha 3 chain, alpha-4 chain
Vimentin

Collagen alpha

[158,200,201] [67]

[202-204]
[116,205]

[177]
[116,205]

[206] [67]

[207-209]
[117,210]

[211]

[212,213]
[214]
[212,213]
[212,213]
[215]
[216,217]
[211]
[218]
[219]
[220]

[220]
[220]

[220]
[220]

[220]
[220]
[220]

[220]

[220] [67]
[220]
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Table 2 (continued)

Table 2 (continued)

Proteomic MALDI

Proteomic MALDI

imaging imaging
1(VI) chain Peroxiredoxin 2 [220]
Dihydrolipoyllysineresidue [220] Glutathione S-transferase P [220]
succinyltransferase Ras-related protein [220]
component of 2-oxoglutarate Rab-7
Dehydrogenase Prohibitin [220]
Pyruvate [220] Cathepsin B [220]
dehydrogenase E1 Heterogeneous nuclear [220]
component beta ribonucleoprotein K
Superoxide [220] Tumor protein D54 [220]
dismutase [Cu-Zn] Rho GDPdissociation [220]
Chromobox protein [220] inhibitor 1
homologue 5 Annexin A2 [220]
Lamin B1, B2 [220] ATP synthase beta Chain [220]
14-3-3 protein [220] Heterogeneous nuclear [220]
Cathepsin B [220] ribonucleoprotein K

Acti | icl 22

Heterogeneous [220] ctin, cytoplasmic [220]
nuclear Heterogeneous nuclear [220]

] ) ribonucleoprotein A/B
ribonucleoprotein K Immunoprotease activator [62]
Nucleophosmin [220] fragment 11 S
Peroxiredoxin 2 [220] Mucin-9 _ [67]
Prohibitin [2201 Tetranectic [67]
Receptor [220] Urokinase plasminogen activator [67]
tyrosine-protein Orosomucoid [67]
kinase erbB-3 S100-A2 [67]
Fibrinogen gamma [220] S100-A11 [67]
Chain Apolipoprotein Al [67]
Splicing factor, arginine/ [220] Transge_lin [67]

serine-rich 5 Prolargin [67]
Elongation factor [220] Lumican Precursor [67]
1-beta Siderophilin [67]
Lysosomal protective protein [220] Alpha 1 antiprotease [67]
Hemoglobin beta [220] Phosphatidyl Ethanolamine [67]
subunit Binding Protein
Transitional endoplasmic [220] Hem_o_pexm [67]
reticulum ATPase Profilin -1 [67]
Serum albumin [220] HLA_G ) ) (1]
Protein KIAA0586 [220] Chorionic Gonadotropln [1]

L . Hormone
Similar to testis expressed [220]

sequence 13A
SNRPF protein [220] . . .

. . pDcs are also present in tumor environment and stimulate
Fibrinogen gamma chain [220] hb leasi q h P
Transitional endoplasmic [220] tumor growth by re eas!ng TNF-a an' IL8._T esum_o these

reticulum ATPase data reflects that cytokines exert pleiotropic effects in OVC
Heat shock 70 kDa protein [220] and exert a major role in tumor proliferation.

1, 60 K protein
Heterogeneous nuclear [220]

ribonucleoprotein K 3.2 Signaling to the cytoskeleton
Keratin, type | cytoskeletal [220] [67]

7,9,18,19? . . . - -
Adenylosuccinate Lyase [220] Several candidate proteins, including profilin-1, cofilin-1,

vimentin, and cytokeratin 19 are involved in the intracellular
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@ Springer

http://doc.univ-lille1.fr

© 2012 Tous droits réservés.



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

Cancer Metastasis Rev

signaling to the cytoskeleton. Changes in cell phenotypes,
such as the conversion of epithelial cells to mesenchymal
cells, are integral, not only to embryonic development, but
also to cancer invasion and metastasis. Cells undergoing
epithelial-mesenchymal transition (EMT) lose their epithe-
lial morphology, reorganize their cytoskeleton, and acquire a
motile phenotype through the up- and downregulation of
several molecules, including tight and adherent junction
proteins and mesenchymal markers. TGF-$ has been de-
scribed to induce EMT in ovarian adenosarcoma cells [80].
In the human lung adenocarcinoma cell line A549, this
differentiation is followed by modification in the expression
of several cytoskeleton proteins including p-actin, cofilin 1,
moesin, filamin A and B, heat-shock protein beta-1,
transgelin-2, S100 All, and calpactin. Most likely, these
changes increase migratory and invasive abilities [81].
Treatment of the OVC cell line SKOV-3 with TGF-3
increases the expression of cofilin and profilin-1 at mMRNA
and protein levels and modifies its cytoskeletal organization
assessed by confocal microscopy analysis [76]. After bind-
ing to its receptor, TGF-B stimulates the reorganization of
the actin cytoskeleton and triggers the formation of stress
fibers and cellular protrusions [82].

3.3 Hormonal pathways

Several hormones have been detected during proteomic
studies like leptin, prolactin, osteopontin, insulin-like
growth factor-11, anti-mullerian hormone, and HCG [83].
Leptin is produced by adipocytes and known to stimulate
the growth of BG-1 ovarian cancer cells via the extracellular
signal-regulated kinase signaling pathway. Recent studies
have demonstrated the involvement of the estrogen receptor
(ER) pathway in the mechanism of leptin-induced OVC
growth via STAT-3 [84]. Elevated seric levels of prolactin
(PRL) in ovarian and endometrial cancers have been
reported, indicating a potential role for PRL in carcinogen-
esis [85]. Binding of PRL to its receptor was followed by
rapid phosphorylation of extracellular signal-regulated ki-
nase (ERK) 1/2, mitogen-activated protein kinase/ERK ki-
nase 1, signal transducer and activator of transcription 3,
CREB, ATF-2, and p53 and activation of 37 transcription
factors in ovarian and endometrial carcinoma cells. Osteo-
pontin (OPN) is known to increase the survival of OVC
under stress conditions in vitro and promotes the late pro-
gression of ovarian cancer in vivo. The survival-promoting
functions of OPN are mediated through Akt activation and
the induction of HIF-lalpha expression [86]. Insulin-like
growth factor binding protein 2 (IGFBP2) is also overex-
pressed in ovarian malignant tissues and in the serum and
cystic fluid of ovarian cancer patients, suggesting its important
role in the biology of ovarian cancer by increasing invasion
capability of ovarian cancer cells [87]. HCG is a glycoprotein
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consisting of subunits alpha and beta, which are non conva-
lently linked. The hormone is normally produced by the
syncytiotrophoblastic cells of the placenta and is elevated
during pregnancy. Recently, beta-hCG and alpha-fetoprotein
have been detected in OVC germ cell tumors [88,89]. These
proteins have been detected at early stages of the cancer, as
well as lysophosphatidic acid, mesothelin, HE4, osteopontin,
VEGF, IL-8, M-CSF, different kallikreins [90-92], and the C-
terminal fragment of the 11S immunoproteasome (Reg-alpha)
[1,67].

Most of the above proteins are directly linked to signaling
pathways for cytoskeleton remodeling, contractility, junc-
tion remodeling, adhesion, invasion, migration, cell cycle
progression, proliferation, metastasis, apoptosis/necrosis,
angiogenesis, endothelial permeability, vascular remodel-
ing, metalloprotease activation, and EGFR transactivation
(Fig. 1). The immune response modulation is another dys-
regulated cell signaling pathway found in OVC. In fact,
cancer cells use various strategies to escape from the im-
mune response. In this context, it is interesting to link
activated intracellular signaling pathways to the proteins
involved in immune response escape.

3.4 Proteins involved in immune response modulation

Several hepatic and acute phase proteins (haptoglobin-a,
bikunin, C-reactive protein), cytokines and growth factors
(vascular endothelial growth factor—VEGF, insulin-like
growth factor II—ILGF II, IL-6, IL-10, macrophage-
colony stimulating factor—M-CSF, osteopontin, macro-
phage inhibitory factor) have been detected in OVC. How-
ever, recent studies have shown that ovarian cancer-
associated ascites may provide an immunosuppressive en-
vironment [77]. A high CD4/CD8 ratio, which may indicate
the presence of regulatory T cells, is associated with poor
outcomes. Recently, Clarke et al. [93] have validated in a
cohort of 500 ovarian cancer patients that the presence of
intraepithelial CD8+ T cells correlates with improved clin-
ical outcomes for all stages of the diseases. Curiel et al. [94]
demonstrated in 104 ovarian cancer patients that CD4+
CD25+FoxP3+Tregs suppress tumor-specific T cell immu-
nity and contributes to growth of the tumor in vivo. These
data suggest a mechanism of immune suppression in ovarian
cancer either through overexpression of Tregs or by the
capability of tumors to escape from the immune response
(using molecular mimicry) or immunosurveillance [95,96].
Additional evidences have reinforced the involvement of
Tregs in ovarian cancer. CCL22, a protein secreted by
dendritic cells and macrophages, highly expressed in tumor
ascites is known to have a role in Treg cell migration in
tumors [94]. Overexpression of the immunoregulatory en-
zyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) has also been
demonstrated in ovarian cancer [97-100]. IDO suppresses
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the proliferation of effector T cells or natural killer cells and
their killer functions [98,101]. In ovarian cancer, high IDO
expression in tumor cells was correlated with a reduced
number of tumor-infiltrating lymphocytes [97]. Reduced
IL-2 combined to elevated TGF-p and IL-10 levels favor
induced Tregs [102]. On the other hand, tumor cells escape
the immune response by inducing peripheral mature DCs to
induce IL-10 CCR7+CD45R0O +CD8+Tregs. Primary sup-
pressive CCR7+CD45R0O+CD8+ T cells are found in the
tumor environment of patients with ovarian cancer [103].
Another way that tumor cells escape immunosurveillance is
through the expression of human leukocyte antigen (HLA-
G) ([104-106]{Sheu, 2007 #5782). Recent studies have
shown that the expression of HLA-G was detected in 22/
33 (66.7 %) primary tumor tissues but was absent in normal
ovarian tissues (P<0.01). Cytotoxicity studies showed that
HLA-G expression dramatically inhibits cell lyses by NK-
92 cells (P<0.01), which could be restored by the anti-
HLA-G conformational mAb 87 G (P<0.01). HLGA-G5
type has been detected in tumor while soluble form of
HLA-G was found in ascites [107,108] and in the blood of
patients [109]. HLA-G seems to be implicated in the immune
response modulation through NKT cell inhibition [110]. In the
tumor cells expressing a B7 co-stimulatory family molecule,
B7H4 is known to inhibit antigen-dependent induction of T
cell proliferation and activation. B7-H4 promotes the malig-
nant transformation of epithelial cells by protecting them
from apoptosis and seems to be expressed at an early stage of
tumor

© 2012 Tous droits réservés.

development [111-113]. In the same way, tumor cells highly
express the mesothelin-Mucin 16 (MUC16), which inhibits
the formation of immune synapses between NK cells and
ovarian tumor targets [114] (Fig. 2).

Transcriptomic and proteomic studies performed at the
tumor level confirmed the active role of the tumor cells to
escape from the immune response. For example, the over-
expression of the macrophage migration inhibitory factor
(MIF) [115,116] and the receptor-binding cancer antigen
expressed on SiSo cells [117] (known to be implicated in
lymphocytes apoptosis), were shown using transcriptomic
approaches MIF contributes to the inhibition of antitumoral
CD8+ T and NK cells by downregulating NKG2D levels
(NK cell receptor NK group 2D). [118]. From MALDI-MSI
studies, five factors involved in immune response modula-
tion in mucinous tumors have been identified, namely a C-
terminal fragment of the 11S immunoproteasome (Reg-alpha),
orosomucoid, apolipoprotein A1, hemopexin, and lumican,
which have also been detected in ascites [62,63,67,119,120].
Cleavage of PSME1 (proteasome activator complex subunit 1,
11S regulator complex [syn: PA28 alpha]) into the Reg-alpha
fragment could lead to default self-antigen presentation [62]
(Fig. 3). PA28 is a regulatory complex associated with 20S
proteasome that consists of three subunits: alpha, beta, and
gamma [121]. Binding of the 11S regulator complex to the
20S proteasome does not depend on ATP hydrolysis and,
unlike the 19S regulatory subunit, the 11S regulator complex
does not catalyze degradation of large proteins. Rather, it is
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Fig. 2 Tumor cell factors production for escaping immune response.
Apolipoprotein Al has been detected in conjunction with transthyretin
and transferrin in early-stage mucinous tumors. Lumican, which is a
small LRR proteoglycan in the extracellular matrix is known to be
overexpressed in breast cancer and to play a role in tumor progression.
ApoA-I is known to decrease expression of surface molecules such as
CD1a, CD80, CD86, and HLA-DR in dendritic cells, and it stimulates
the production of I1L-10. Hemopexin has recently been demonstrated to
reduce TNF and IL-6 from macrophages during inflammation, and it
limits TLR4 and TLR2 agonist-induced macrophage cytokine

responsible for MHC-class | antigen processing [122-124],
which is greatly improved by interferon gamma-induced ex-
pression of the alpha and beta subunits [125]. Several viral
proteins that interact with these proteasome subunits have been
reported and may interfere with host anti-viral defenses, there-
by contributing to cell transformation [126]. The manner in
which they bind to the core particle (via its subunits C-terminal
tails) and induce a a-ring conformational change (to open the
20S gate), suggests a mechanism similar to the 19S particle
[121]. No role in ovarian cancer has been demonstrated for the
11S regulator complex. Our data demonstrate a high expression
level of PA28 in carcinomas, especially in epithelial cells at
stage H/1V (Fig. 3a,b), also at early stages la (Fig. 3c) [1] and
as a marker of tumor relapse after chemotherapy (Fig. 3d). The
PA28 activator belongs to the antigen processing
machinery (APM). Its alteration by cleavage in ovarian
carcinomas may be a mechanism to evade immune
recognition. Similar hypoth- esis has already been proposed in
the case of APM chaperones such as TAP, LMP2, LMP10,
and tapasin in colon carcinoma, small cell lung carcinoma,
and pancreatic carcinoma cell lines. In fact, IFN-y treatment
of these carcinoma cell lines corrects the TAP, LMP, and
tapasin deficiencies and enhances PA28a,

@ Springer

© 2012 Tous droits réservés.

Apoptosis Ascite
A
\ =<4
- Je
Cell ’ 4
arrest v
B7H4
IL10,
TGF-B
Tumor

Invasiveness

MMP2
C-term MMP9
PA28 .  VEGF

production. Orosomucoid have immunosuppressive properties in ovar-
ian carcinoma ascites through inhibition of IL-2 secretion by lympho-
cytes. The tumor environment expresses molecules that can
convert functional APCs into dysfunctional ones. These dysfunctional
APCs in turn stimulate Treg differentiation and expansion.The tumor
produces IL6, IL8, MUC18, MIF, RCAS1, sHLA-G exerting negative
effects on the T cells.PA28 activator belongs to the antigen processing
machinery (APM). Its alteration by cleavage by (furin, PACE4) in
ovarian carci- nomas participates in a mechanism to evade immune
recognition

LMP7, calnexin and calreticulin expression, which is accom-
panied by increased levels of MHC class 1 antigens [127].
PSEM?2 (proteasome activator complex subunit 2, PA28 beta)
has also been detected in ascites fluid, implicating an immune
cell tolerance toward carcinoma cells and confirms the dysre-
gulation of self-antigen processing in ovarian tumors [68].
Additionally, PA28 alpha seems to be a target for Epstein-
Barr virus (EBV) and herpes virus (HV), as our proteomic
and gPCR data indicates [128,129]. Pudney et al. [130] have
also shown that as EBV-infected cells move through the lytic
cycle, their susceptibility to EBV-specific CD8" T cell
recog- nition falls dramatically, concomitant with a reduction
in trans- porter associated with antigen processing (TAP)
function and surface human histocompatibility leukocyte
antigen (HLA) class 1 expression. The implication of virus
in the etiology of ovarian cancer is also sustained by the over-
expression of furin enzyme [1,67], which is known to be
implicated in glycopro- tein B cleavage through a motif R-X-
K/R-R in both EBV and HV [128,129].

Among the other four factors that might participate in the
tolerance phenomenon by inhibiting immune activation, the
acute phase protein orosomucoid (ORM, also known as
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Fig. 3 Example of MALDI MSI and profiling workflow for ovarian
cancer biomarker discovery and validation: a MALDI mass spectrom-
etry profiling spectra of six patients, i.e., three suffering of adenocar-
cinoma and three benign tumors. The m/z at 9744 corresponds to the
Cter fragment of RegAlpha. b Epithelial ovarian cancer tissue section
with a benign and a cancerous parts submitted to an automatic matrix
deposition using a micro spotting  machine (CHIP 1000,
Shimadzu). Molecular image corresponding of the m/z 9744 Cter
fragment of RegAlpha in the tumoral area of the ovarian biopsy with
inset pictures of immunohistocytochemical validation of the presence of
the biomarker using an antibody designed against the Cter part of
RegAlpha. ¢ The MALDI MS spectra of tissue extract from stage la
serous OVC biopsies. The C-terminal Reg-alpha fragment (m/z 9,744)
is detected in the acini

alphal-acid glycoprotein or AGP), which is normally in-
creased in infection, inflammation and cancer, seems to
have immunosuppressive properties in ovarian carcinoma
ascites through inhibition of IL-2 secretion by lymphocytes
[131]. Similarly, apolipoprotein Al has been detected in
conjunction with transthyretin and transferrin in early-
stage mucinous tumors [132]. ApoA-I is known to decrease
expression of surface molecules such as CDla, CD80,
CD86, and HLA-DR in dendritic cells and stimulates the
production of 1L-10 [133] (Fig. 2). Interestingly, hemopexin
has recently been demonstrated to reduce TNF o and IL-6
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cells. The inset shows fluorescent immunocytochemistry data using the
anti-C terminal Reg alpha fragment and hematoxylin and eosin
(H&E) staining of the tissue subjected to the MALDI MS profiling
analyses (scale bar 5 mm) [191]. d The MALDI MS spectra of the tissue
extract from the carcinoma regions of ten patients at different pathologic
stages after neo- adjuvant chemotherapy. Mass spectra analyses of
extracts from stages 1, lllc, and IV serous tumors after neoadjuvant
chemotherapy. The ion with an m/z ratio of 9774 corresponds to the C-
terminal Reg-alpha fragment, is found in each patient and is indicated by
an arrow. These data confirm that the C-terminal fragment of Reg alpha
can be a good marker for the early diagnosis of tumor relapse (all tissues
came from patients collected after neoadjuvant chemotherapy with 6
cycles of carboplatin/Taxol followed by carboplatin with Caelyx before
complete surgery) [191]

from macrophages during inflammation and limits TLR4
and TLR2 agonist-induced macrophage cytokine production
[134]. In SKOV-3 epithelial ovarian carcinoma cells, all
TLRs are overexpressed with the exception of TLR9 and
TLR10 [1]. This is in line with the overexpression of lumi-
can, which is a small LRR proteoglycan in the extracellular
matrix. Along with other proteoglycans, such as decorin,
biglycan, and prolargin, lumican is known to be overex-
pressed in breast cancer and playing a role in tumor pro-
gression [135,136]. However, as demonstrated for biglycan,
which interacts with TLR2/4 on macrophages [137,138], we
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speculate that lumican is also involved in the activation of
the inflammasome through TLR2/4 interaction. The activa-
tion of all danger-sensing receptors in carcinoma cells can
be explained through the regulation of inflammation by
carcinoma cells to facilitate tumor progression. In a sense,
this implies that ovarian cancer cells use molecular mimicry
as “parasites” to escape the immune response, as they pro-
duce immunosuppressors to achieve tolerance [139].

4. Specific mechanisms underlying ovarian cancer
metastasis

The clinical and biological behavior of epithelial ovarian
cancers differs from any other type of cancers. While the
dissemination of cancerous cells in other carcinomatous
afflictions requires the implication of vascular mechanisms
of intra- and extravasation for the migration from the pri-
mary site to distant organs, ovarian carcinoma metastasis is
a more passive event. Indeed, cells coming from the ovarian
tumor often migrate to peritoneal organs with the physio-
logical movement of peritoneal fluid but rarely create me-
tastasis outside the peritoneum. This passive clinical
mechanism is supported by some molecular changes in the
cell elements for its anchoring to the remote metastatic sites.
The surrounding cellular and tissular environment also pro-
motes hosting of the cells outside the ovarian tumor. The
first biological mechanism for cell migration is the epithelial—
mesenchymal transition (EMT) which facilitates the attach-
ment of neoplastic cells to new tissue sites [82] (Fig. 4). Due to
the lack of an anatomical barrier, ovarian carcinoma can
spread directly throughout the peritoneal cavity, mainly by
intra-abdominal dissemination and by lymphatic dissemina-
tion, enabling in this way the attachment to peritoneum and
omentum. This event is characterized by proteins' and genes'
modifications like epithelial intermediate filaments, whose
expression is typically reduced, and in the overexpression of
vimentin and matrix metalloproteases (MMPs). It has charac-
terized by alterations in the expression of cell-to-cell adherents
junctions and cell-matrix adhesion molecules including integ-
rins and E-N-cadherin E-cadherin [140,141] (Fig. 4). It has
recently also be validated that this event is related to an
elevation of the expression of the glycoprotein MUC 4
[142]. E-cadherins allow the junction between the filaments
of actin inside the cell and its cellular environment. This
deficiency allows the cells to initiate its detachment from the
tumor site. MUCA4 is also associated to an elevation of other
cadherins [143] such as N-cadherins, but also other mesen-
chymal markers such as Vimentin [142], which are also
expressed and confer the cells an invasive phenotype. EMT
confers as well the ability of cells to evolve in unfavorable
conditions such as hypoxia [144]. Once the cell detached from
the tumor site, the peritoneal environment of ascites starts the
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promotion of ovarian carcinoma cells proliferation and im-
plantation in peritoneal sites. Growth factors play a critical
role in motility and invasiveness of these cells where VEGF is
one of the principal factors [145] (Fig. 4). It acts through
EGFR, which has been proven to be overexpressed in 70 %
of carcinomas [146]. This process activates the MAPK path-
way, which in turn contributes to the lack of cell—cell junc-
tions. VEGF also activates the PI3K pathways, which
contributes to the localization of the matrix metalloproteinase
9 at the membrane surface for the cleavage of E cadherins
[147,148]. Moreover, VEGF stimulates ascite accumulation
by increasing diaphragmatic and tumor associated vasculature
[145,149]. Then, cancer cells can migrate through the perito-
neum as single cells or groups of multiple cells called spheroid
composed of multiple cells group. These spheroids present at
their surface a5p1 integrin, which play a role in these spher-
oid formation [150] and its ligand fibronectin, important for
spheroid growth. Other couples integrin/ligand exist such as
abBlintegrin/laminin and o2pl-integrin/type IV collagen,
which intervenes in the attachment of the spheroids with the
mesothelium of the peritoneum and the omentum [151]. In the
process of cellular invasion, proteolytic enzymes are manda-
tory in order to release the spheroids to the peritoneal envi-
ronment. Matrix metalloproteinase type | and 11 play this role
in the primary cancerization steps [152,153]. After the transit
in the peritoneum, cancerous cells acceed and attach to the
peritoneum, which is constituted by mesothelial cells with
collagen types | and 1V, fibronectin and laminin. Coupled
integrins then act for the attachment. At this step, VCAM is
also a membrane protein at the surface of mesothelial cells that
binds a4pB1 integrin from the cancerous cells surface [154].
With the integrins, CD44 can also be an element of binding,
which attachs to hyaluronic acid [155]. Additionally, adhesion
molecules such as NCAM can promote ovarian cancer metas-
tasis via the interaction with receptors such as FGFR [156].
Proteolytic activity is a requested mechanism for cells attach-
ment since MMP-2, at the surface of cancer cells, cleaves
fibronectin and vitronectin (extracellular matrix proteins) into
smaller fragments to increase adhesion, respectively, with
a5B1 avB3 integrins [157,158]. Furthermore, host cells pro-
duce MMP9 to improve adhesion of cancerous cells [159].
Transglutaminases are another family of enzymes for cellular
adhesion, in which transglutaminase 2 plays a major role in
the relaxation of extracellular matrix and the regulation of
MMP2 [160]. Enzymes of the kallikrein family have also
been found to play a role in extracellular matrix degradation
[161] (Fig. 4).

The last phases of metastasis progression consist in the
final hosting of the cells groups in the peritoneal tissues.
This mainly consists in the recruitment of new blood vessels
within the host tissue in order to provide a complete nutri-
tional autonomy to the new tumor site. VEGFs are then
needed to stimulate vascular lymphatic endothelium in order
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Fig. 4 Schematic illustration of E-cadherin, SIP1, Snail, Slug, and
Twist during ovarian progression. A model has been proposed by Shih
and Kurman in 2004 to explain ovarian cancer progression [83]. In this
model, epithelial ovarian tumors have been classified into two broad
categories: type | tumors including low-grade serous carcinomas, mu-
cinous, endometrioid, and clear cells carcinomas seem to develop from
their precursors, namely borderline ovarian tumors (BOTs), in a step-
wise manner; type Il including high-grade serous malignancies develop
from the OSE or inclusion cysts without a common precursor.OSE
cells covering the ovarian surface do not express E-cadherin but
are positive for Snail and Twist expression. As depicted, E-cadherin
ex- pression changes during ovarian cancer progression showing
an in- verse correlation compared to SIP1, Snail, Slug and Twist
expression. The zoom corresponds to A simplified overview of
signalling network

to create new blood and lymphatic vessels. This process is
the very last step of metastasis, that's why the expression of
VEGF in ovarian carcinoma context is generally associated
to poor prognosis [162]. Periostin has also been explored for
its ability to require angiogenes, in addition to known effects
on EMT process [163].

As mentioned above, the environmental context provided
by the ascites is of great influence on properties of ovarian
cancer cells. It has been established that chemokines such as
CXCL12 induces migration, integrin expression, prolifera-
tion, and invasion [164]. CCL25-CCR9 interaction also
contributes to ovarian cancer migration, metalloprotease
expression, and invasion [165]. The hosting tissue is partic-
ularly important for metastasis efficiency since adipocytes
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regulating EGF-induced EMT. In OSE cells, activation of the
EGF receptor tyrosine kinases (RTKs) by EGF results in activation
of the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), which activates ILK
and ERK pathways. EGF treated OSE cells display a molecular
signature char- acteristic of EMT and are less likely to undergo a
conversion in inclusion cysts. JAK/STAT3 pathway is required to
induce  EMT in ovarian cancer cells. Ovarian cancer cells that
undergo EMT lose the expression of E-cadherin and NGAL and
show an increased motility [82]). Pictures illustrate human
epithelial ovarian cancer cell line

SKOV3 treated with (b) or without (a) TGF-p (10 ng ml). a Control
cells have a typical epithelial-like morphology in culture
flask/Petri

with the tendency to form dense colonies. The filamentous
actin

cytoskeleton shows circumferential organization. b Protusive struc-
tures and actin stress fibers are clearly visible only in treated cells

of the omentum, which is a common site for ovarian tumor
dissemination, can interact with the cells groups by adipo-
kines such as IL8. IL8 can mediate homing, migration, and
invasion of ovarian cancer cells. Besides, adipocytes can
induce B-oxidation in cancer cells. Finally, the fatty-acid-
binding protein 4 has been found to be overexpressed and
plays a key role in ovarian cancer cells [166]. The cellular
context in the peritoneum is also of high relevance. For
example, cancer-associated fibroblasts (CAF) promote an-
giogenesis and lymphangiogenesis, tumor progression and
metastasis by secreting different growth factors in the peri-
toneal environment [167].

Recent “omics” studies aimed to explore the complete
molecular aspects of ovarian cancer metastasis.
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In 2010, Xu team established an in vivo model of ovarian
cancer metastasis by injecting the well-known SKOV-3 cell
line in nude mice peritoneum [168]. Then, serum proteins of
the mice were analyzed by LC-MS/MS. Thirteen human
proteins were identified, including three proteins that were
highly relevant biomarkers for ovarian cancer metastasis.
These candidates were tested for their relevance in blood
screening of biomarkers by ELISA assays for patients with
different stages of cancer progression. 14-3-3 zeta was
found to have 90 %, 82.5 %, 72 %, and 94.3 % sensitivity,
specificity, positive predictive value (PPV), and negative
predictive value (NPV), respectively, for stage | and stage
Il patients. 14-3-3 zeta is an adaptor protein that binds to
other upstream or downstream signaling molecules containing
tandem repeats of phosphoserine motifs [169,170] and has
been found to form a ternary complex with integrin alpha-4 to
accelerate cell migration [171]. This study highlights that
metastasis of ovarian cancer is an early event since a protein
involved in this behavior can be detected as a biomarker for
early ovarian cancer. In another study, another member of the
14-3-3 familly, 14-3-3 sigma, has been found to protect the
cancer against oxidative stress by inducing an insensitiveness
of the cells to high O, concentrations [172].

In 2011, Kakar team aimed for insights into the “metab-
olome” of ovarian cancer using GC/MS-TOF [173]. By this
approach, they have been able to deduce the metabolic
pathways involved in ovarian cancer metastasis behavior.
This study revealed that ovarian cancer metastasis have
altered carbohydrate metabolism. The ovarian cancer meta-
static cells prefer to use glucose for anaerobic glycolysis
instead of oxidative phosphorylation for the generation of
ATP. This was revealed by an increased level of lactate.
Fucose was also increased, coinciding with the elevated
glycoproteins in ovarian cancer cells. Also, stimulation of
proliferation has been related to the overconcentration of
phenylactates. Antioxidants have also been found such as
tocopherols and glutathione, concording with previous stud-
ies of protective behavior of ovarian metastatic cells against
oxidative stress.

Recently, using MALDI mass spectrometry imaging cou-
pled to on tissue microproteomics, we discovered in ovarian
carcinoma proteins involved in metabolic processes partic-
ularly over-expressed like the pyruvate kinase isoenzyme
M1/M2 (PKM2), the Vitamin D binding protein isoform 2
(DBP), the vitamin K epoxide reductase complex subunit 1
(VKORC1), the fatty acid-binding protein (FABP), the
coactivator of PPAR-gamma-like proteins (Longuespéee
unpublished data). These results reinforced the close corre-
lation between proteome and metabolome expression during
ovarian cancer metastasis.

Clearly, the results prove that novel tools, combined with
appropriate models could be used to understand the specific
mechanisms required for ovarian cancer metastasis.
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5 Relevant biomarkers for clinical diagnosis of ovarian
cancer

Amongst the molecules discovered and integrated in the
understanding of OVC process mechanisms, some have
been evaluated for their clinical relevance. In this part of
the review, we have summarized the most promising
markers that could be used for OVC screening in women
populations. To date, CA 125 is the most widely used
marker for the disease screening. In normal physiological
conditions, ovary surface epithelium does not express CA
125 [174]. The level of seric CA 125 is considered as
normal when it is not higher than 35 U/mL [175]. Levels
higher than 35 U/mL are found in 90 % of patients with
advanced stage disease and in 50 % of stage | cancer
patients [176]. CA 125 is exclusively used to monitor the
effect of chemotherapies or targeted therapies on the dis-
ease. Thus, it is useless for the screening of large scale
supervision of the healthiness of postmenopausal women.
The detection of molecular factors for ovarian cancer
process was then undertaken in large cohorts of patients
and found to provide relatively good results for ovarian
cancer screening. Interleukin 13 (IL13) is a cytokine with
an inflammatory activity that plays important roles in many
biological activities. The level of this cytokine has been
measured and found more elevated in cancerous tissues
[177]. 1L13 receptor is composed by two strands (ILA3Ral
and 1L13Ra2) and the second one has been found in high
levels in 44 of 53 of ovarian cancer samples [178]. A
cytotoxic therapy mediated by IL-13 have been designed
and tested in phase I/11 clinical trial. This therapy showed an
antitumor activity and was very efficient when administered
intraperitoneally, since it blocks the spread of ovarian cancer
cells through the peritoneum in late stages of ovarian cancer
[178]. The serum macrophage inhibitory factor MIF have
also been tested for its presence in the blood of ovarian
cancer patients and a sensitivity of 77.8 % and a specificity
of 53.3 % were measured for this marker [116]. HE4 has
also been identified as a potential discriminator of ovarian
cancers [179]. This marker, tested in blinded studies on post
menopausal patients, was found to have similar discriminat-
ing characteristics to CA 125. Many markers were found to
be much more efficient for ovarian cancer discrimination,
when used in conjunction of CA 125. Macrophage-colony
stimulating factor (M-CSF) [180] has been used alone and
detected ovarian cancer with a specificity of around 61—
68 % and 93 % specificity [181], but the results for the
detection were better when used in conjunction with CA 125
[182]. Indeed, the use of either CA 125 or M-CSF enabled
the identification of 96-98 % of ovarian cancers and 81 %
of early stages [180]. Another marker, the lysophosphatidic
acid, has been reported to have a sensitivity of 100 % for
high stages cancers and 90 % for stage | cancers[183]. Some
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panels of biomarkers have also been proposed for high
sensitivity/specificity tests of ovarian cancer screening.
The use of the combination of 5 markers (CA 125, OV X1,
LASA, CA 15-3, CA 72-4) showed sensitivity of 90.6 %
and specificity of 93.2 %, when included in CART analysis
(classification and regression tree analysis), which is a
marker-based classification algorithm of the disease [184].
Four other markers (CA 125, CA72-4, CA 15-3, and PLA)
were found to have a sensitivity from 68 % to 87 % and the
same specificity as for CA 125 [185]. Thus, the use of
panels of biomarkers seems to be mandatory for biomarker
screening. This is particularly well illustrated by the study of
Leiser and coll. who proposed the use of six markers (leptin,
prolactin, osteopontin, IGFII, MIF, and CA 125) to discrim-
inate ovarian cancer and benign tissues with an accuracy of
89 % for early stages cancers and 100 % for late stage
disease. However, none of these markers used alone was
able to discriminate properly diseased and unaffected sam-
ples [186]. Recently, association of some of the markers
presented here, namely mesothelin, osteopontin, and HE4
have been selected by the Specialized Program of Research
Excellence (SPORE) committee for their good sensitivity
and specificity values [187].

6 Conclusion
This review attempts to link OVC genes polymorphisms to

cell signaling pathways which play a central role in cancer
cell growth, survival, invasion metastasis, and immune escape.

The integration of these OVC data, as a function of the grade
and tumor type, with specific sets of markers is impor-
tant in order to link the pathology with improved diag-
nosis and even for therapeutic benefits. The clinical
relevance of these OVC molecular factors then need to
be validated by large scale screening studies of patient
samples, with an emphasis on attempting to screen in
the early stages of the diseases. The development of
proteomic approaches in the field of biomarkers research has
greatly enhanced the discovery of relevant molecular markers
for multiple diseases. In the case of OVC, these new markers
could provide an alternative strategy to the actual CA 125
monitoring test.

In this review, we conclude that MALDI-MSI is one of
the most promising proteomic methods for biomarker dis-
covery, as it allows the direct analysis of tissue sections and
large scale screening of markers in their anatomical context.
The growing interest for MALDI-MSI in the proteomics
community is due to the increasing ease of use, great
accuracy, and statistical power, as it is now combined
with adapted statistical tools. MALDI-MSI may soon
become the primary approach for the biomarkers discovery.
In this review, we also conclude as to the difficulty in corre-
lating between predicting important genes in pathologies and
biomarker detection in tissue and in serum. Nevertheless, the
association multiplex panel of biomarkers has also been pro-
posed to increase the sensitivity/specificity testing of ovarian
cancer screening associated with CA125. Novel biomarkers
identified by MALDI-MSI, i.e., the C-terminal fragment of
Reg-alpha and Mucin 9 as well as specific viral signatures

Fig. 5 Molecular localization of three different ions on a FFPE tissue
section in the region Fimbria of the uterine tube. Histological section
after hematoxylin eosin-safran (HES) coloration (a). lons images at a
spatial resolution of 50 um with (b) or without (c) a superposition of
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the histological image. Three specific molecules were localized in the
blood vessel (in red), in the mesothelium (in blue) and specific to the
cancer region (in green)
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(EBV, HHV6) may allow the assembly of more complete
biomarker panels for early ovarian cancer diagnosis. In order
to increase specificity, it will be necessary to take into account
not only protein biomarkers linked to cell modifications but
also the presence of specific viral proteins, the etiology of the
pathology (e.g., the Mullerian cell origin of ovarian serous
cancer) and their specific markers. Most ovarian carcinomas
associated with deleterious mutations BRCA1/2 appear to
derive from the tube, especially its fimbria. These cancers
are almost always high-grade serous ovarian, tubal, or
peritoneal. Given the ineffectiveness of current screening,
bilateral salpingo-oophorectomy is the preferred prophylactic
procedure. This procedure is not without consequences and in
view of pathogenesis data reviewed, it may be possible to
perform a temporary prophylaxis in the form of a bilateral
radical fimbriectomie. Recent histopathological studies
support the possibility of tumors forming at epithelial-
mesothelial junctions (peritoneal mesothelioma between
epithelium and Mullerian or between tubal epithelium
and tubal and ovarian mesothelium lining). This hypoth-
esis is in line with tumors cervix or the cardia which
are also “pathologies junction” between coatings of
different natures. The hypothesis of an abnormal spread
of cells on the cortical tubal or ovarian inclusion cysts,
and their development into carcinoma, is corroborated
by very recent biomolecular studies. They confirm the
expression by cancer cells of high-grade serous mullerian
markers (like the duct) but not mesothelium (such as ovarian
cortex) [188-190]. Hypothesis that can be drawn is the fact
that high-grade serous carcinoma would be a secondary
malignance of the ovary and not a primary ovarian
tumor Type 1 lesions will find their origin in the carci-
nogenesis of inclusion cysts post-ovulation, which, dur-
ing the healing of the breach ovarian tissue would then
reflect a Mullerian origin [188-190]. The type of carci-
noma depends on the origin of these Mullerian cells. It
is therefore necessary to integrate these notions in ovarian
cancer diagnosis and identify specific markers in relation with
these Mullerian cells. MALDI-MSI (Fig. 5) can offer versatile
and powerful methods to investigate these junctions, on
specimens of prophylactic oophorectomy or in fimbriectomies
with mutated BRCA 1/2, in order to detect early abnormalities
and help explain tumor development while identifying early
disease biomarkers.
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Résumé:

Les cancers de I’ovaire épithéliaux (EOC) sont parmi les affections néoplasiques gynécologiques les
plus meurtriéres dans les sociétés occidentales. Il n’existe actuellement aucune méthode de dépistage
efficace de la maladie dans ses phases précoces de développement. Les travaux de ce doctorat furent
articulés autour de deux objectifs relatifs a la recherche de biomarqueurs des EOC. Le premier f(t le
développement des méthodes d’analyses par spectrométrie de masse MALDI pour le criblage global
des marqueurs des différents types d’EOC. Une procédure d’extraction des protéines de hautes masses
moléculaires sur coupes de tissus a été créée afin de repousser les limites de sensibilité de la méthode.
Ensuite, des analyses multivariées ont permis la comparaison des informations spectrales contenues
entre des zones histologiques de natures différentes. Tous ces développements ont conduit a la
validation au niveau histopathologique d’un biomarqueur de I’immunosuppression associée au cancer
de I’ovaire, le fragment C-terminal de PA28 ou Reg-Alpha. Une autre problématique, la détermination
de l’origine des EOC, a également pu étre étudiée. Le deuxiéme objectif fiit I’exploration de
I’implication relative des différents membres des proprotéines convertases dans les EOC, des enzymes
clés dans la maturation de nombreux acteurs moléculaires de la progression tumorale. Pour ce faire,
des lignées cellulaires SKOV-3, Knock Down des différents membres de ces enzymes ont été créées
pour I’étude de la redondance fonctionnelle de celles-ci. Il a alors été possible de déterminer, in cellulo
et in vivo que PACE4 est particulierement influente sur la progression du cancer de 1’ovaire séreux.

Abstract :

Epithelial ovarian Cancers (EOC) are amongst the most deadly gynecological neoplastic afflictions in
western countries. As this time, there is no method for the efficient screening of the disease in its early
steps of development. The topics of this PhD are based on two objectives related to biomarkers
research of EOC. The first one was the development of analytical methods for MALDI Mass
Spectrometry for global biomarkers screenings in different types EOC. An extraction procedure for
high molecular mass proteins on tissue sections has been designed in order to push back the limits of
sensitivity of the method. Then, multivariate analyses allowed us to compare spectral informations
contained in histological regions of different natures. All these developments conducted to the
histopathological validation of a biomarker of immunosupression associated to ovarian cancer, namely
the C-terminal fragment of PA28 (Reg-Alpha). Another issue, the determination of EOC origin, has
also been studied. The second goal of this PhD has been the exploration of the relative implication of
the different members of proproteine convertases (PCs) in EOC, which are keys enzymes involved in
the maturation of many molecular actors of tumoral progression. To do so, SKOV-3 cell lines have
been knocked-down for different PCs to study the functional redundancy of these enzymes. It has then
been possible to determine, in cellulo and in vivo, that PACE4 is particularly influent on ovarian
cancer progression.

Mots clés:
Cancer de l’ovaire, Spectrométrie de masse, Imagerie MALDI, Histopathologie,
Biomarqueurs, Protéomique, Proprotéines convertases, SKOV-3, Culture cellulaire,

Knock Down.
Laboratoire de Spectrométrie de Institut de Pharmacologie de Sherbrooke
Masse Biologique Fondamentale et Université de Sherbrooke
Appliquée Faculté de Médecine et des Sciences de la
IFR 147, Bat SN3 Santé
Université de Lille 1 3001, 12éme Avenue Nord.
59655 Villeneuve d'Ascq Cedex Sherbrooke, Québec, J1H 5N4

France Canada

343

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012

344

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



	Titre
	Résumé
	Abstract
	Table des matières
	Publications et communications
	Liste des figures et tableaux
	Chapitre 1 : Introduction
	Chapitre 2 : Le cancer de l’ovaire, état de l’art de la recherche de biomarqueurs
	Chapitre 3 : Résultats
	Partie 1 : Développement de méthodes pour l’extraction de protéines de hautes masses moléculaires sur tissu
	Partie 2 : Des développements des outils analytiques à la validation de biomarqueurs du cancer de l’ovaire
	Partie 3 : Détermination de l’implication des proprotéines convertases dans le cancer de l’ovaire

	Bibliographie
	Annexes
	Article 1
	Article 2
	Article 3
	Article 4
	Article 5
	Article 6
	Article 7


	source: Thèse de Rémi Longuespée, Lille 1, 2012
	d: © 2012 Tous droits réservés.
	lien: http://doc.univ-lille1.fr


