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AVANT-PROPOS 
 

 

La spectrométrie de masse MALDI-TOF est particulièrement adaptée à l’étude 

des macromolécules si bien qu’elle est devenue un outil couramment utilisée en 

biologie, surtout en protéomique (Reinders et al. 2004; Aebersold et Mann 2003; De 

Masi et al. 2013). Son usage résulte également du faible coût, hormis l’achat de 

l’appareillage, des analyses, de la rapidité de sa mise en œuvre et de la résolution des 

spectres obtenus (de l’ordre du dalton pour une protéine d’environ 10 kDa). Les 

biochimistes utilisent la spectrométrie de masse MALDI-TOF pour identifier des 

protéines isolées par électrophorèse sur gel (SDS-PAGE et électrophorèse sur gel à deux 

dimensions). Cette approche a été mise à profit par les biologistes cellulaires pour, par 

exemple, identifier la présence d’une hormone dans un lysat cellulaire ou le sécrétome 

d’un type cellulaire placé dans des conditions expérimentales bien définies (Ong et 

Mann 2005; Li et al. 2009; Daumas et al. 2013; Huang et al. 2013).  

Les microbiologistes ont utilisé depuis quelques années la spectrométrie de 

masse MALDI-TOF pour identifier différentes espèces bactériennes (Carbonnelle et al. 

2007; Seng, Drancourt, Gouriet, Scola, et al. 2009; Barbuddhe et al. 2008; Sogawa, 

Watanabe, et Nomura 2013). Il s’agissait pour eux non pas seulement d’identifier des 

protéines spécifiques de ces espèces mais d’utiliser des bactéries entières afin d’établir 

des profils de spectres, pouvant contenir plusieurs dizaines de pics, spécifiques de ces 

différentes espèces bactériennes. Cette approche sur bactéries entières présente un 

double intérêt, taxonomique et diagnostique. La spectrométrie de masse MALDI-TOF a 

permis en effet de ré-analyser la classification taxonomique des bactéries en confirmant 

ou en infirmant des données basées sur d’autres approches méthodologiques (Seng, 

Drancourt, Gouriet, Scola, et al. 2009; Sauer et Kliem 2010). Cette technique en pointe 

dans le domaine bactériologique permet ainsi une identification précise, rapide et sûre 

des espèces bactériennes. Déterminer la nature des agents pathogènes est souvent 

essentiel à l’adoption d’une gestion thérapeutique rapide et appropriée. A titre 

d’exemple, la spectrométrie de masse MALDI-TOF permet de différencier différentes 

souches de Listeria et même des variations clonales des souches de L. monocytogenes 

(Barbuddhe et al. 2008). Il est maintenant établi qu’une approche en spectrométrie de 

masse MALDI-TOF peut être utilisée pour l’analyse, l’identification, la caractérisation 
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et la classification de bactéries entières ou de microorganismes y compris les virus et les 

parasites (Parisi et al. 2008; Welker et Moore 2011; Wunschel et al. 2005; Krader et 

Emerson 2004; Pignone et al. 2006; Moura et al. 2008; Seng et al. 2010; Demirev et 

Fenselau 2008; Sauer et Kliem 2010; Böhme et al. 2010; Seng, Drancourt, Gouriet, La 

Scola, et al. 2009). 

 

C’est dans ce contexte que mes travaux de thèse ont porté sur le développement 

la spectrométrie de masse MALDI-TOF appliquée à la recherche de signatures 

spécifiques pour l’identification et la caractérisation des cellules eucaryotes entières y 

compris celles impliquées dans les réponses immunitaires. Le présent mémoire sera 

divisé en trois parties.  

Dans le premier article (Ouedraogo et al. PLoS One, 2010, 5:e13691), nous 

détaillons le principe de l’application de la spectrométrie de masse MALDI-TOF aux 

cellules eucaryotes intactes en général et des cellules immunitaires circulantes en 

particulier. 

Dans le deuxième article (Ouedraogo et al. J. Proteomics, 2012, 75:5523-5532), 

nous montrons la capacité de cette nouvelle approche à caractériser différents états 

d’activation des macrophages humains in vitro.  

 Dans le chapitre publié dans la série Methods in Molecular Biology (Ouedraogo 

et al. 2013), nous avons détaillé les différentes étapes de notre méthode partant de la 

préparation des échantillons, de l’acquisition des spectres jusqu’à l’analyse des données. 

Nous avons reçu également une invitation à présenter notre approche en vidéo 

(Ouedraogo et al., JoVe, 2013).  

 



 

 
 
 
 
 
 

 
 

INTRODUCTION 
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I - METHODES D’IDENTIFICATION DES CELLULES IMMUNES

Les méthodes d'identification de divers types des cellules de mammifères, en 

particulier des cellules de la réponse immune, sont essentielles pour la compréhension 

de leurs fonctions. On peut à l’heure actuelle les classer en deux grandes catégories. 

- Des méthodes basées sur les propriétés tinctoriales et cytochimiques des cellules

Connues depuis une centaine d’années, elles permettent d’identifier facilement les 

cellules circulantes telles que les lymphocytes, les monocytes et les neutrophiles. Elles 

ne permettent cependant pas de reconnaître les différents types de lymphocytes, les 

sous-populations monocytaires ou des populations cellulaires faiblement représentées 

telles que les cellules natural killer (NK) ou les cellules dendritiques (DCs). A fortiori, 

ces méthodes ne permettent pas d’isoler les différents types de cellules circulantes et 

donc d'évaluer l’état fonctionnel de ces cellules.

- La cytométrie en flux

Apparue dans son usage courant il y a une trentaine d’années, la cytométrie en flux est 

une technologie qui permet l’analyse sur cellules individuelles en suspension (Vignali 

2000; Virgo et Gibbs 2012) de multiples paramètres tels que des caractéristiques 

physiques intrinsèques (propriété de diffusion de la lumière), ce qui permet d’apprécier 

leur taille et leur granularité. Elle permet également de détecter la fluorescence associée 

à ces cellules lorsqu’elles sont rendues fluorescentes (Recktenwald 1993; Brown et 

Wittwer 2000; Virgo et Gibbs 2012). C’est ainsi que l’on peut étudier différents 

paramètres en utilisant des sondes fluorescentes (analyse du cycle cellulaire, du pH 

intracellulaire, expression de la green fluorescent protein (GFP) (Ibrahim et Engh 

2007). L’usage le plus courant de la cytométrie en flux consiste à utiliser des anticorps 

fluorescents dirigés contre des structures membranaires caractéristiques d’un type 

cellulaire donné : la sous-population cellulaire fluorescente peut alors être étudiée voire 

isolée par immunophénotypage (K Holmes et al. 2001). Il est maintenant possible de 

marquer en un seul prélèvement différents types de cellules circulantes grâce à 

l’utilisation d’un cocktail de douze anticorps spécifiques de chacune de ces populations 

cellulaires (Autissier et al. 2010; Virgo et Gibbs 2012). Malgré sa puissance analytique, 

la cytométrie en flux ne peut être utilisée qu’à la condition expresse de la disponibilité

de plusieurs anticorps spécifiques. Autrement dit, il n’existe pas toujours de marqueur



Figure 1.  Caractérisation des cellules myéloïdes circulantes par cytométrie 
en flux
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spécifique d’une population cellulaire donnée. Une combinatoire de marqueurs ou de 

niveau d’expression de ces marqueurs permet parfois de définir différentes sous-

populations cellulaires : c’est le cas des monocytes, des cellules dendritiques et des 

lymphocytes circulants (Figure 1) mais rien ne dit que de nouveaux anticorps ou une 

autre combinatoire ne permettraient pas d’identifier de nouvelles sous-populations 

cellulaires. L’identification d’une nouvelle population cellulaire peut passer également 

par l’utilisation d’anticorps spécifiques de marqueurs de membrane et de marqueurs

intracellulaires, ce qui nécessite des étapes supplémentaires de perméabilisation des 

cellules. C’est ainsi que l'identification de certaines cellules T régulatrices nécessite 

l'utilisation combinée de marqueurs membranaires (CD4 et CD25) et intracellulaires 

(Foxp3) (Fontenot, Gavin, et Rudensky 2003). Lorsque les marqueurs sont des 

molécules inductibles sécrétées (souvent des cytokines), il est nécessaire d'inclure dans 

le protocole expérimental des inhibiteurs de l'exportation afin d'augmenter la 

concentration intracellulaire dudit marqueur et sa détection. Ces approches, plus 

difficiles à mettre en œuvre, sont habituellement réservées à des protocoles de 

recherche.

II - LA SPECTROMETRIE DE MASSE, UNE NOUVELLE  METHODE

D’IDENTIFICATION DES CELLULES EUCARYOTES ?

La faible résolution des méthodes basées sur les propriétés tinctoriales des 

cellules et les contraintes associées à la cytométrie en flux, en particulier la nécessité de 

disposer de marqueurs fluorescents spécifiques, soulignent la nécessité de chercher de

nouvelles méthodes d'identification et de caractérisation des cellules. 

La spectrométrie de masse nous a semblé à cet égard prometteuse. C’est une 

méthode utilisée depuis plusieurs décennies pour détecter et identifier un très grand 

nombre de molécules (Link et al. 1999) par mesure de leur masse, ce qui en fait un outil 

universel qui s’applique aussi bien en astrophysique, en chimie, en médecine et en 

biologie (de Hoffmann 2000; Aebersold et Mann 2003). Elle permet également de 

caractériser les structures protéiques impliquées dans les interactions protéine-protéine

(Sinz 2006). En ce qui concerne la biologie cellulaire, une telle approche nécessite 

d’analyser des lysats cellulaires peu compatibles avec une identification rapide des



Figure 2. Structure d’un spectromètre de masse

d’après (www.wikipedia.org)p ( p g)
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cellules d’origine. Ces dernières années la spectrométrie de masse Matrix-assisted laser 

desorption/ionozation time-of-flight (MALDI-TOF) a été utilisée pour identifier 

différents types bactériens grâce à une approche sur bactéries entières (Wunschel et al. 

2005; Welker et Moore 2011; Salvador et al. 2013). Il nous a alors semblé légitime 

d’utiliser une approche analogue afin de savoir si la spectrométrie de masse MALDI-

TOF pourrait permettre d’identifier différents types de cellules eucaryotes.

III - LA SPECTROMETRIE DE MASSE

III - 1 - Structure générale d’un spectromètre de masse

Le spectromètre de masse comporte un système d’introduction de l’échantillon, 

une source d'ionisation, un ou plusieurs analyseurs qui séparent les ions produits selon 

leur rapport masse/charge (m/z), un détecteur qui comptabilise les espèces ionisées et, 

enfin, un système informatique pour traiter les signaux engendrés (Jurinke, Oeth, et 

Boom 2004; Mann, Hendrickson, et Pandey 2001) (Figure 2). Le résultat obtenu est un 

spectre de masse représentant les rapports m/z, où m représente la masse et z la valence 

(ou m/q, q représentant la charge) selon l'axe des abscisses et l'abondance relative de ces 

ions selon l'axe des ordonnées (Mann, Hendrickson, et Pandey 2001).

- Introduction de l’échantillon

L’échantillon peut être introduit directement dans la source, sous forme gazeuse, liquide 

(infusion directe), solide (canne d’introduction directe, dépôt sur la plaque MALDI 

etc...) ou par association avec une méthode séparative (chromatographie en phase 

liquide, chromatographie en phase gazeuse, électrophorèse capillaire etc...).

- Source d’ionisation

La source d'ionisation consiste à vaporiser les molécules et à les ioniser. Une source 

d'ionisation peut être utilisée soit en mode positif pour étudier les ions positifs, soit en 

mode négatif pour étudier les ions négatifs. Plusieurs types de sources existent et sont 

utilisés en fonction du résultat recherché et des molécules analysées. En effet, plusieurs 

types d’ionisation existent : l'ionisation électronique (electron ionisation : ESI), 



Figure 3. Source d'ionisation MALDI

d’après (www.wikipedia.org)

Figure 4. Trajectoire d'un ion dans l'analyseur à temps de vol en mode linéaire

d’après (www.wikipedia.org)

~ ~
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l'ionisation chimique (chemical ionization : CI), l'ionisation par bombardement d'atomes 

rapides (ionisation by fast atom bombardment : FAB), l'ionisation par 

électronébulisation (electrospray ionization: ESI), l'ionisation chimique à pression 

atmosphérique (atmospheric pressure chemical ionization : APCI) et la désorption-

ionisation par laser assistée par une matrice (matrix assisted laser desorption 

ionization : MALDI) (Ahmed 2008) (Figure 3). Les approches SELDI (Surface 

Enhanced Laser Desorption Ionisation) ou DIOS (Desorption/ionization on silicon)

peuvent être directement couplées avec la méthode de détection par spectrométrie de 

masse en mode MALDI-TOF (Lewis et al. 2003; von Eggeling et al. 2001; Ahmed 

2008). 

- Analyseur

L’analyseur sépare les ions en fonction de leur rapport m/z. Il existe des analyseurs 

basse résolution : le quadripôle ou quadrupôle et le piège à ions 3D ou linéaire. Il existe 

également des analyseurs haute résolution, permettant de mesurer la masse exacte des 

analytes : le secteur magnétique couplé à un secteur électrique, le temps de vol (TOF)

(Figure 4), la résonance cyclotronique ionique à transformée de Fourier (FT-ICR) et 

l'Orbitrap. Ces analyseurs peuvent être couplés entre eux pour réaliser des expériences 

de spectrométrie de masse en tandem. En général, un premier analyseur sépare les ions, 

une cellule de collision permet de fragmenter les ions et un second analyseur sépare les 

ions fragmentés. Certains analyseurs, comme les pièges à ions ou le FT-ICR, constituent 

plusieurs analyseurs en un et permettent de fragmenter les ions et d'analyser les 

fragments directement (Ahmed 2008).

- Détecteur

Le détecteur transforme les ions en signal électrique. Le signal électrique est d’autant 

plus important que les ions sont nombreux. L’amplification du signal permet son 

traitement par le système informatique du spectromètre (Ahmed 2008).

III - 2 - Le MALDI-TOF

Dans sa version MALDI, la spectrométrie de masse utilise un faisceau laser

(laser à l’azote) pour désorber et ioniser de façon douce un mélange matrice/échantillon 

cocristallisé sur une surface métallique, appelée la cible. Cette désorption-ionisation sur 
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matrice permet l'analyse de biomolécules (comme les protéines, les peptides, les acides 

nucléiques et les sucres), de grosses molécules organiques (comme les polymères, les 

dendrimères et autres macromolécules) qui tendent à devenir fragiles et à se fragmenter 

lorsqu'elles sont ionisées par des méthodes plus conventionnelles (Jurinke, Oeth, et 

Boom 2004; Li et al. 2009; Mellmann et al. 2008). En pratique, les molécules de la 

matrice absorbent l'énergie transmise par le laser et se transforment en ions. Cette 

ionisation de la matrice transfère des charges positives aux molécules de l’échantillon et 

provoque ainsi leur ionisation, leur dissociation et leur passage en phase gazeuse. La 

matrice sert aussi de protection de l’échantillon contre l’énergie disruptive du laser. 

L'ionisation de l'échantillon conduit à la formation d'ions essentiellement monochargés 

(z = 1). Il est à signaler qu’il existe plusieurs types de matrices composées de molécules 

cristallisées telles l’acide 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique (acide sinapique/acide 

sinapinique), l’ -cyano-4-hydroxycinnamique (alpha-cyano ou alpha-matrice) et 

l’acide 2,5-dihydroxybenzoïque : le choix de chacune d’elles est essentiellement 

empirique (Meyer et Ueland 2011).

L'analyseur à temps de vol (TOF) consiste à mesurer le temps que met une 

espèce moléculaire ionisée à parcourir une distance donnée lorsqu’elle est soumise à un 

champ électrique. Ce type d’analyseur se compose d'une zone d'accélération des espèces 

moléculaires ionisées (où s’applique la tension accélératrice) et d'une zone appelée tube 

de vol, libre de tout champ électrique. De ce fait, la séparation des différentes espèces 

moléculaires ionisées ne dépend ainsi que de la vitesse acquise lors de la phase 

d'accélération. Les espèces moléculaires ionisées ayant le plus petit rapport m/z

parviendront en premier au détecteur et les espèces de plus haut rapport m/z leur 

succèderont. Les différents rapports m/z et l’intensité relative de ces signaux sont 

directement mesurés et intégrés dans un spectre en mode linéaire (Boom, Wjst, et Everts 

2013). 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EXPOSE DES TRAVAUX 
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ARTICLE 1

Global Analysis of Circulating Immune Cells by Matrix-Assisted Laser

Desorption Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry

Richard Ouedraogo, Christophe Flaudrops, Amira Ben Amara,

Christian Capo, Didier Raoult, Jean-Louis Mege

PLoS One, 2010, 5:e13691. doi:10.1371/journal.pone.0013691

Il a été montré ces dernières années que la spectrométrie de masse MALDI-TOF 

permet d’identifier différentes espèces bactériennes intactes, notamment celles 

présentant un intérêt médical (Welker et Moore 2011; Pignone et al. 2006; Moura et al. 

2008; Seng et al. 2010). Fort de ce constat, je me suis demandé si une approche 

similaire pouvait permettre d’identifier différents types de cellules eucaryotes. En effet, 

les techniques actuelles d’identification des cellules par exemple humaines souffrent 

d’un certain nombre de défauts. La cytométrie en flux est une technique qui analyse en 

quelques minutes la fluorescence de cellules individuelles au sein de grands échantillons 

cellulaires. Sa principale contrainte consiste en ce qu’il est nécessaire de disposer 

d’anticorps spécifiques que l’on rend fluorescents après marquage direct ou indirect. On 

peut ainsi détecter au sein d’une population cellulaire donnée la présence de tel ou tel 

type cellulaire à la condition expresse qu’il existe un marqueur isolé qui soit spécifique 

d’une population cellulaire donnée. La caractérisation de différentes sous-populations 

lymphocytaires nécessite alors l’utilisation de différents marqueurs spécifiques de 

chacune d’entre elles. Dans ce contexte, des cytomètres multi-couleur (Holmes et al. 

2001; Baumgarth et Roederer 2000; Nieto et al. 2009) sont indispensables puisqu’il faut 

associer chaque marqueur à un fluorochrome donné. L’approche en cytométrie en flux 

connaît un degré de complexité supplémentaire quand les marqueurs sont des 

moléculaires intracellulaires, ce qui nécessite une perméabilisation préalable des 

cellules (Kraan et al. 2003). Lorsque ces marqueurs sont des molécules inductibles 
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susceptibles d’être sécrétées (souvent des cytokines), il est nécessaire d’inclure dans le 

schéma expérimental des inhibiteurs de l’exocytose afin d’augmenter la concentration 

intracellulaire de ces marqueurs afin de permettre leur détection. Cette approche, 

délicate à mettre en œuvre, est habituellement réservée aux protocoles de recherche. En 

d’autres termes, l’identification d’un grand nombre de types cellulaires en cytométrie en 

flux est malaisée, voire impossible, hormis quelques cas bien particuliers. En outre, 

malgré une commercialisation ancienne (Pinkel 1982), cette technique demeure 

onéreuse, lourde à mettre en place, demande un personnel spécialisé et reste restreinte à 

un petit nombre de laboratoires spécialisés. 

J’ai donc tenté d’identifier un certain nombre de cellules eucaryotes en 

spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières selon une analyse 

combinatoire des pics obtenus et non pas après identification moléculaire de pics sensés 

être spécifiques de chaque type cellulaire. J’ai ainsi analysé la signature de 18 types 

cellulaires mammifères et 4 types d’amibes et j’ai montré une très forte divergence entre 

les cellules mammifères et les amibes. Au sein des cellules mammifères, j’ai utilisé des 

cellules primaires humaines (polynucléaires neutrophiles, monocytes, lymphocytes T, 

globules rouges, trophoblastes, DCs obtenues après culture de monocytes, macrophages

dérivés de monocytes), des cellules primaires murines (macrophages dérivés de moelle 

osseuse) et des lignées cellulaires telles que les cellules J774, THP-1 et DH82, qui sont 

des lignées macrophagiques, JEG et BeWo, des lignées trophoblastiques, C8166 qui 

sont des lymphoblastes cancéreux, L929 qui sont fibroblastes murins, HeLa et 293T qui 

sont des cellules épithéliales et, enfin, XTC-2, une lignée de cellules d’œuf de xénope.

J’ai montré que les cellules mammifères sont comprises dans un cluster 

clairement séparé de celui constitué par les amibes et, de façon quelque peu surprenante, 

par les hématies. Les cellules du sang circulant, à l’exception des hématies, sont 

relativement proches les unes des autres. Les DCs et les macrophages humains, qui

dérivent des monocytes sont aussi très distincts. En outre, les cellules des lignées 

placentaires BeWo et JEG sont proches les unes des autres mais sont largement séparées 

des trophoblastes primaires. Les deux lignées épithéliales sont elles aussi très proches

l’une de l’autre.

J’ai ensuite utilisé un score qui permet d’identifier avec certitude ou 

vraisemblance une population cellulaire à partir d’une base de données créée pour la 

circonstance. J’ai pour ce faire purifié des monocytes et des lymphocytes à partir des 

cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) : j’ai ainsi retrouvé les deux 
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signatures, monocytaire et lymphocytaire, au sein des PBMCs, ce qui montre le pouvoir 

discriminant d’une approche en spectrométrie de masse MALDI-TOF. J’ai enfin adapté

un programme dédié à l’étude des transcriptomes, le programme MeV

(http://www.tm4.org/mev/), pour comparer les signatures spécifiques fournies par les 

données de la spectrométrie de masse MALDI-TOF. Ce programme a permis de 

comparer les spectres des monocytes, des lymphocytes T, des PMNs et des hématies 

(RBCs). Nous avons ainsi montré que ces quatre types cellulaires donnent des

signatures spécifiques pouvant être considérées comme des bio-marqueurs. Il est à noter 

que les cellules nucléées partagent nombre de pics à la différence des hématies.

En résumé, j’ai montré pour la première fois que l’approche en spectrométrie de

masse MALDI-TOF sur bactéries entières peut s’appliquer aux cellules eucaryotes

puisqu’elle permet d’obtenir des spectres spécifiques et reproductibles pour chacun des 

types cellulaires testés.
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ARTICLE 2

Whole-cell MALDI-TOF MS: A new tool to assess the multifaceted 

activation of macrophages 

Richard Ouedraogo, Aurélie Daumas, Eric Ghigo, 

Christian Capo, Jean-Louis Mege, Julien Textoris 

Journal of Proteomics 2012, 75:5523-5532. 

http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.07.046 

Dans cet article, nous avons voulu connaître le niveau de précision auquel peut 

prétendre la spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières. Nous avons 

pour cela utilisé un seul type cellulaire, les macrophages dérivés de monocytes humains, 

dont une caractéristique majeure est la plasticité phénotypique et fonctionnelle. En effet, 

ces macrophages réagissent à leur microenvironnement en adaptant leurs propriétés 

(Figure 5). En présence de cytokines telles que l’interféron (IFN)-  ou le Tumor 

Necrosis Factor (TNF) ou de produits microbiens tels que les lipopolysaccharides 

(LPS) ou les peptidoglycanes (PGN), ils deviennent des macrophages dits M1 

caractérisés par un ensemble de marqueurs phénotypiques et l’acquisition d’un 

important potentiel inflammatoire et microbicide. En revanche, les macrophages soumis 

à des cytokines telles que l’interleukine (IL)-4 ou le Transforming Growth Factor

(TGF)- és M2, caractérisés eux aussi par un ensemble de marqueurs 

phénotypiques et la perte de leur potentiel inflammatoire et microbicide (Mantovani, 

Sica, et Locati 2005; Fernando O Martinez et al. 2006; Fernando Oneissi Martinez 

2008; Benoit, Desnues, et Mege 2008a; Tugal, Liao, et Jain 2013). Il n’existe pas de 

marqueurs phénotypiques uniques des macrophages qui permettent de caractériser leurs 

réponses aux stimuli auxquels ils sont soumis. Il apparaît ainsi que l’état fonctionnel des 

macrophages ne peut être apprécié qu’en fonction de paramètres tels que données 

transcriptionnelles, phénotypiques, protéiques et fonctionnelles (Benoit, Desnues, et 



Figure 5. Propriétés des macrophages polarisés

d’après Benoit, Desnues, et Mege. 2008 
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Mege 2008a; Mantovani et al. 2013; Tugal, Liao, et Jain 2013). La spectrométrie de 

masse MALDI-TOF sur cellules entières représente alors une alternative qu’il m’a 

semblé utile de tester dans la mesure où cette méthode ne nécessite aucun traitement 

préalable des cellules. 

Nous avons donc stimulé les macrophages dérivés de monocytes par différents 

inducteurs tels que l’IFN- , le TNF, l’IL-4, l’IL-10, le TGF- 1, le LPS ou par 

différentes bactéries pathogènes telles que des streptocoques du groupe B, 

Staphylococus aureus, le BCG (Mycobacterium bovis, la souche vaccinale utilisée 

contre la tuberculose), Coxiella burnetii, la bactérie responsable de la fièvre Q et 

Orientia tsutsugamushi, l’agent responsable du typhus des broussailles et j’ai cherché à 

savoir si la spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières permet d’obtenir 

des spectres spécifiques de ces différentes voies d’activation. Nous avons en outre 

analysé les données de la spectrométrie de masse MALDI-TOF avec le logiciel R afin 

de nous affranchir des outils imposés par le constructeur des spectromètres de masse 

(Bruker Daltonics). R est en effet un logiciel gratuit dont le principal avantage est le 

traitement statistique des données. Nous avons ainsi créé notre propre script qui permet 

de normaliser, d’aligner et d’afficher graphiquement les résultats des spectres. 

Nous avons montré que l’IFN- et l’IL-4 induisent des signatures spécifiques des

macrophages, ce qui suggère qu’il est possible de déterminer l’existence d’une

polarisation M1/M2 des macrophages par une approche simple et rapide qui est la 

spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières. Fort de ce constat, nous 

avons ensuite stimulé les macrophages avec d’autres agonistes M1 tels que le TNF, le 

LPS et une combinaison IFN- + LPS. Un clustering hiérarchique montre que les 

agonistes M1 induisent un profil propre lorsqu’on compare les macrophages stimulés et 

les macrophages non stimulés. Au sein de la réponse M1, il est possible de différencier 

les spectres des macrophages selon qu’ils sont stimulés par telle ou telle cytokine. Il est 

possible également d’obtenir un cluster M2 lorsque les macrophages sont stimulés par 

l’IL-4, l’IL-10 ou le TGF- 1 et comparés aux macrophages non stimulés, chacune de 

ces cytokines donnant un profil propre. En résumé, nos résultats suggèrent que la 

spectrométrie de masse MALDI-TOF permet de détecter des macrophages selon qu’ils 

sont M1 ou M2.

Nous avons alors cherché à savoir si différentes bactéries induisent des réponses 

M1 ou M2 des macrophages ou si ces réponses sont spécifiques de chaque agent 

infectieux. Nous avons d’une part utilisé des bactéries extracellulaires inactivées par la 
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chaleur (streptocoques du groupe B, S. aureus) et d’autre part des bactéries connues 

pour infecter les macrophages (BCG, C. burnetii, O. tsutsugamushi). Les bactéries 

extracellulaires induisent des réponses proches du profil M2 des macrophages mais ces 

réponses sont quelque peu différentes selon que les bactéries utilisées sont les 

streptocoques du groupe B ou S. aureus. La réponse induite par le BCG est relativement 

comparable à celle des macrophages traités avec l’IL-4 (réponse de type plutôt M2) 

alors que C. burnetii et O. tsutsugamushi induisent une réponse qui leur est spécifique.

En résumé, la spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières est 

suffisamment sensible pour détecter différents états d’activation des macrophages 

humains dérivés de monocytes. Notre approche a permis également de montrer que le 

répertoire d’activation de ces macrophages est extrêmement étendu et souligne la très 

grande sensibilité de ces cellules à leur microenvironnement. 
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ARTICLE 3 

Whole-cell MALDI TOF Mass Spectrometry: 

a Tool for Immune Cell Analysis and Characterization 

Richard Ouedraogo, Julien Textoris, Aurélie Daumas, 

Christian Capo, Jean-Louis Mege 

Methods in Molecular Biology, Immunoproteomics, Methods and 

Protocols (eds, K. Fulton & S. Twine), Humana Press, New York, 2013, 

p. 197-209

Les méthodes utilisées dans les deux articles précédents sont décrites en détail 

dans cet article. Y figurent en particulier les logiciels associés au spectromètre de 

masse. Le logiciel R qui permet de s’affranchir des logiciels dédiés associés au 

spectromètre de masse et son utilisation sont également présentés de façon succincte, le 

script utilisé étant, lui, présenté en annexe. 
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ARTICLE 4

Whole-cell MALDI-TOF mass spectrometry is an accurate and rapid 

method to analyze different modes of macrophage activation

Richard Ouedraogo, Aurélie Daumas, Christian Capo,

Jean-Louis Mege, Julien Textoris

Journal of Vizualized Experiments, sous presse

Le Journal of Visualized Experiments (JoVE) publie des protocoles scientifiques

innovants sous forme de vidéos afin d'accélérer la recherche chimique, physique,

médicale et biologique. La technique que j’ai utilisée pour étudier en spectrométrie de 

masse MALDI-TOF sur cellules entières est détaillée dans l’article et la vidéo qui sera 

accessible sur Internet ultérieurement. 
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Short abstract

This protocol describes the use of whole-cell MALDI-TOF mass spectrometry on 
eukaryotic cells. Here, we illustrate the accuracy of this technique by analyzing the 
multiple activation states of macrophages in response to their microenvironment.

Long abstract

MALDI-TOF is an extensively used mass spectrometry technique in chemistry and 
biochemistry. It has been also applied in medicine to identify molecules and 
biomarkers. Recently, it has been used in microbiology for the routine identification of 
bacteria grown from clinical samples, without preparation or fractionation steps. We 
and others have applied this whole-cell MALDI-TOF mass spectrometry technique 
successfully to eukaryotic cells. Current applications range from cell type 
identification to quality control assessment of cell culture and diagnostic applications. 
Here, we describe its use to explore the various polarization phenotypes of 
macrophages in response to cytokines or heat-killed bacteria. It allowed the 
identification of macrophage-specific fingerprints that are representative of the 
diversity of proteomic responses of macrophages. This application illustrates the 
accuracy and simplicity of the method. The protocol we described here may be 
useful for studying the immune host response in pathological conditions or may be 
extended to wider diagnostic applications.
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INTRODUCTION

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) is a popular mass spectrometry technique to study biological 
samples. Using a laser beam and an energy-absorbing matrix allows a soft ionization 
process: the evaporation and genesis of mostly single-charged biomolecules. This 
process is called desorption/ionization, justifying the acronym MALDI. These ions are 
then accelerated by a magnetic field and enter a TOF analyzer that allows the 
separation of these ions and the quantification of their respective masses

1
. 

MALDI-TOF MS has been extensively used in biology, chemistry and medicine to 
identify molecules and biomarkers

2–4
or to monitor post-translational modifications on 

proteins
5,6

. Recently, several groups applied MALDI-TOF MS to the identification of 
microorganisms from clinical samples7,8. This microbiological application, which is 
now used in routine in clinical settings, has many advantages compare to classical 
applications of MALDI-TOF MS: samples containing whole cells are directly 
processed, avoiding time consuming steps to fractionate or separate large amounts 
of material. Moreover, no characterization of the various peaks is needed: the whole 
spectrum is considered as a fingerprint of the sample, and matching algorithms 
compare the tested spectrum with a database of reference spectra.

We and others have applied this whole-cell analysis technique to eukaryotic cells. 
Many applications may be derived from this technique: (1) identify the main cell 
types from a mixed sample

9–11
; (2) assess the viability of cell cultures over time 

(including quality control industrial applications)
12

; (3) monitor activation states of a 
single cell type

13
; (4) assess the malignant transformation of a clinical sample14,15. 

Here, we describe the use of whole-cell MALDI-TOF MS to explore the various 
polarization phenotypes of macrophages in response to cytokines or heat-killed 
bacteria. Macrophages play a pivotal role in the immune response to microbial 
pathogens. They detect infectious agents in the tissues through pattern recognition 
receptors able to detect conserved microbial patterns, such as lipopolysaccharide 
(LPS)16. Macrophages are professional antigen-presenting cells that interact with T 
cells to mount the adaptive immune response. T cells influence macrophages by 
releasing cytokines that either reinforce or regulate the microbicidal activity of 
macrophages. By analogy to the Th1/Th2 lymphocyte polarization, inflammatory, 
microbicidal and tumoricidal macrophages have been classified into M1 
macrophages and immunoregulator macrophages as M2 macrophages

17-19
. The term 

M1 refers to the classical activation of macrophages by type I cytokines, such as 
interferon (IFN)-
LPS

18,20–23
, whereas macrophages activated by alternative pathways (interleukin (IL)-

4, IL-10, Transforming Growth Factor- 19,24,25.
The high phenotypic and functional plasticity of macrophages in response to their 
microenvironment renders these macrophages useful to analyze subtle changes by 
a MALDI-TOF MS approach.
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PROTOCOL

In the present protocol, we used the whole-cell MALDI-TOF technique to obtain a 
mass spectrum considered as a fingerprint of the sample. A bioinformatic analysis 
allowed the comparison and the classification of these fingerprints. There were three 
main parts in this protocol:

1. The preparation of the biological samples: control macrophages and macrophages
stimulated with different agonists,

2. The analysis of each type of samples with technical replicates by whole-cell
MALDI-TOF MS,

3. The bioinformatics analysis of raw data.

1. PREPARATION OF BIOLOGICAL SAMPLES

Prepare sterile solutions for cell isolation and culture. Prepare and store all reagents 
at 4°C

1.1) Preparation of human monocytes

1.1.1) Prepare cell culture medium. Add 55 mL of human serum AB+ or fetal bovine 
serum (FBS) and 5 mL of the antibiotic solution (penicillin at 10,000 UI/mL and 
streptomycin at 10,000 µg/mL; final concentration of 100 UI/mL for penicillin and 100 
µg/mL for streptomycin) to RPMI 1640 medium (500 mL)

1.1.2) Isolate peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from leukopacks 
(leukocyte concentrates)

1.1.2.1) Prepare 50-mL tubes containing 15 mL Ficoll. Dilute PBMCs in saline 
(vol/vol, 1/10). Depose 30 mL diluted PBMCs on Ficoll as previously described26

1.1.2.2) Centrifuge at 700 x g for 20 min. Recover PBMCs at the interface between 
Ficoll (density of 1.077) and diluted plasma. Dilute PBMCs in culture medium and 
centrifuge at 300 x g for 5 min

1.1.3) Prepare CD14+ monocytes from PBMCs using magnetic beads coated with 
anti-CD14 antibodies. Note: use manual separation (it is also possible to use 
automated separation). Keep products and cells at 4°C until monocyte obtention

1.1.3.1) Prepare running buffer consisting of phosphate-buffered saline (PBS) pH 
7.2, 0.5% bovine serum albumin (BSA) and 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) 

1.1.3.2) Gently dissociate pelleted PBMCs (107 cells per assay) into 80 L of running 
buffer

1.1.3.3) Add 20 L CD14 MicroBeads to PBMCs. Mix and incubate PBMCs for 15 
min. Wash PBMCs with 5 mL of running buffer and centrifuge at 300 x g for 5 min. 
Gently dissociate pelleted PBMCs into 500 L of running buffer for 108 PBMCs. 
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Note: use 500 L of running buffer for PBMC concentrations lower than 108 PBMCs

1.1.3.4) Proceed to magnetic separation. Note: for less than 2 x 108 PBMCs, use MS 
column; for more than 2 x 108 PBMCs and less than 2x109 PBMCs, use LS column

1.1.3.5) Rinse pre-column and column with running buffer (500 L for MS column or 
3 mL for LS column). Add PBMCs into the pre-column (wait that PBMCs pass 
throughout the column). Rinse 3 times with running buffer (500 L for MS column or 
3 mL for LS column). Remove the pre-column

1.1.3.6) Place the column on 15-mL tubes. Add running buffer (1 mL for MS column 
or 5 mL for LS column) on the column and elute CD14+ cells by applying a pressure 
on the column

1.1.3.7) Centrifuge the eluate at 300 x g for 5 min. Discard the supernatant. Wash 
monocyte pellet with 10 mL of culture medium. Note: analyze the purity of monocyte 
preparation using anti-CD14 antibodies and flow cytometry (classically higher than 
95%)

1.2) Differentiation of monocytes into macrophages

1.2.1) Incubate monocytes (106 monocytes per well in 6-well plates) in 3 mL of 
culture medium containing 10% human serum AB+ at 37°C. After 4 days, replace the 
culture medium containing human serum by 3 mL culture medium containing 10% 
FBS for 3 additional days

1.2.2) Identify the obtained cell population as monocyte-derived macrophages 
(MDMs) by flow cytometry (see figure 1)

1.2.2.1) Replace the culture medium by 3 mL PBS. Scrape MDMs with a rubber 
policeman and collect MDM suspensions. Centrifuge at 400 x g for 5 min. Add PBS 
containing 2% bovine BSA to pelleted MDMs and gently agitate cell suspension. 
Adjust the cell concentration (106 MDMs in 200 L PBS) and incubate at 4°C

1.2.2.2) Add 10 L of anti-CD14 antibodies and 10 L of anti-CD68 antibodies to 
MDM suspension and incubate at 4°C for 20 min in the dark. Note: these antibodies 
must be labeled with two different fluorochromes consistent with flow cytometry 
analysis. For example, anti-CD14 antibodies may be conjugated with phycoerythrin 
coupled (for monocytes staining) and anti-CD68 antibodies with Alexa Fluor 647 
coupled (for macrophages staining)

1.2.2.3) Centrifuge MDMs at 400 x g for 5 min. Remove supernatants. Gently 
dissociate the cell pellet and incubate MDMs in 250 L 3% paraformaldehyde (PFA) 
for 15 min at room temperature. Centrifuge PFA-fixed MDMs at 400 x g for 5 min. 
Wash MDMs with 3 mL PBS and centrifuge MDMs at 400 x g for 5 min. Gently 
dissociate MDM pellet in 400 L PBS

1.2.2.4) Analyze the differentiation of monocytes (that express CD14 but not CD68) 
into monocytes (that express CD68 but not CD14). Note: classically more than 95% 
of cells are MDMs
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1.3) 18 hour-stimulation of MDMs

1.3.1) Replace the culture medium of adherent MDMs by fresh 3 mL culture medium
(containing 10% FBS)

1.3.2) To induce a M1 or M2 polarization, use the following human recombinant 
cytokines: IFN- and TNF for M1 polarization, and IL-4 for M2 polarization. M1 
macrophages are also obtained by stimulation with LPS. Note that stock-solutions of 
cytokines are conserved at -80°C and that the stock-solution of LPS is conserved at -
20°C

1.3.2.1) Dilute the stock-solution of IFN- (1 g/ L) at 1/100 in culture medium to 
obtain a dilution of 10 ng/ L. Add 6 µL of this IFN- dilution to MDMs to obtain a final 
IFN- concentration of 20 ng/mL

1.3.2.2) Dilute the stock-solution of TNF (1 g/ L) at 1/100 in culture medium to 
obtain a dilution of 10 ng/ L. Add 6 µL of this TNF dilution to MDMs to obtain a final 
TNF concentration of 20 ng/mL

1.3.2.3) Dilute the stock-solution of IL-4 (1 g/ L) at 1/100 in culture medium to 
obtain a dilution of 10 ng/ L. Add 6 µL of this IL-4 dilution to MDMs to obtain a final 
IL-4 concentration of 20 ng/mL

1.3.2.4) Add 3 µL of the stock-solution of LPS (1 mg/mL) to MDMs to obtain a final 
LPS concentration of 1 µg/mL

1.3.3) To stimulate MDMs with bacteria, use heat-killed bacteria. Wash living bacteria 
with PBS and heat them at 95°C for 1 hour. Use Orientia tsutsugamushi (strain Kato 
(CSUR R163), Mycobacterium bovis (Bacillus Calmette-Guérin, BCG CIP strain 
671203) and Coxiella burnetii (Nine Mile in phase I) were because these pathogens 
are known to infect macrophages

1.3.3.1) Prepare a O. tsutsugamushi suspension at 109 bacteria/mL. Add 50 µL to 
MDMs to obtain a concentration of 50 bacteria per MDM

1.3.3.2) Prepare a M. bovis suspension at 109 bacteria/mL. Add 50 µL to MDMs to 
obtain a concentration of 50 bacteria per MDM

1.3.3.3) Prepare a C. burnetii suspension at 109 bacteria/mL. Add 50 µL to MDMs to 
obtain a concentration of 50 bacteria per MDM

1.4) Preparation of biological samples for MALDI-TOF MS

1.4.1) Wash stimulated MDMs with PBS without Ca2+ or Mg2+ (cells may agglutinate 
in the presence of Ca2+ or Mg2+). Scrape MDMs with a rubber policeman and collect 
MDM suspensions. Centrifuge MDMs. Wash again MDMs in PBS without Ca2+ or 
Mg2+ at 400 x g for 5 min to discard FBS contamination

1.4.2) Adjust the cell concentration (2 x 106 MDMs per assay). Centrifuge MDMs at 
400 x g for 5 min and discard supernatants. Collect cell pellets in 20 µL of PBS 
without Ca2+ or Mg2+
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1.4.3) Analyze samples immediately or store them at -80°C before analysis

2. ANALYZIS OF MACROPHAGES BY WHOLE-CELL MALDI-TOF MS

2.1) Preparation of CHCA matrix

2.1.1) Add 500 µL of acetonitrile, 250 µL 10% trifluoroacetic acid and 250 µL of high-
performance liquid chromatography (HPLC) water to a vial. Dilute 10 mg of CHCA in 
this solution to a final concentration of 10 mg/mL. Mix and sonicate for at least 20 
min

2.1.2) Centrifuge at 13,000 x g for 5 min. Discard the pellet and keep the 
supernatant. Note: prepare the matrix solution just before use. A matrix solution that 
contains crystals does not allow a good ionization of sample molecules, and this may 
affect the quality of the spectra

2.2) Preparation of MALDI steel target

2.2.1) Moisten the polished steel target with hot tap water. Rub with precision wipe 
paper. Add 70% ethanol and rub. Rinse with water by rubbing. Add 70% ethanol and 
rub with precision wipe paper

2.2.2) Immerse the target in 70% ethanol and sonicate for at least 15 min. Cover the 
target with 500 µL to 1 mL of trifluoroacetic acid at 80%. Rub with paper precision 
wipe. Rince with HPLC water without rubbing. Dry the target at room temperature.
Note: an improperly cleaned target may affect the quality of the spectra

2.3) Preparation of deposits

2.3.1) Place the clean target on a horizontal support to obtain uniform deposits

2.3.2) Gently thaw MDM samples on ice. Note: rapid and vigorous thawing may alter 
samples, thus affecting the quality of the spectra. Homogenize MDMs before 
deposition of 1 µL (containing approximately 1 x 105 cells) on the MALDI target. Add 
1 µL of the MALDI matrix solution on the sample. Avoid mixing spot with the pipette. 
Mixing spots with pipettes alters the quality of the spectra. Depose 12 to 16 samples 
per assay (technical replicates)

2.3.3) Evaporate spontaneously at room temperature. Note: evaporation takes place 
gradually and leads to the formation of matrix/sample crystals. The deposits may be 
immediately analyzed or stored in the dark for several days before analysis

2.4) Data acquisition and mass spectrometer tunning

2.4.1) Insert the steel target containing samples in the mass spectrometer

2.4.2) Configure the mass spectrometer and run data acquisition. Use the default 
configuration for automated acquisition of the data. Note: a detailed view of the 
configuration of flexControl software is given in the appendix / table 1. This may vary 
according to used mass spectrometer and software.
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3. BIOINFORMATIC ANALYSIS

Note: the bioinformatic analysis was performed using the free and open source 
statistical analysis software R, along with specific analysis libraries (MALDIquant). R 
can be downloaded freely from its website http://cran.r-project.org/. A detailed 
description of the script is given as supplementary material

3.1) Loading and pre-treatment of raw data

3.1.1) Store raw data on the computer associated with the mass spectrometer in 
multiple files and folders. Retrieve the root folder of the experiment with all 
subfolders. Copy root folder to personal computer for analysis

3.1.2) Use ReadBrukerFlexData and MALDIquant librairies to load and analyze raw 
data. Note: ReadBrukerFlexData allows the loading of raw data from the mass 
spectrometer into a specific object in R for further analysis. See MALDIquant
description for further information27

3.1.3) Analyze generated spectra. Note: each spectrum consists of a list of peaks 
with their respective masses and intensities (relative abundance). Use the square 
root of the intensities to enhance the graphical visualization of the spectra. Correct 
the background using a statistic-sensitive non-linear peak-clipping algorithm for 
baseline estimation27. Use a signal-to-noise ratio of 6 to detect peaks. Consider that 
the detected peaks are similar across spectra when the mass/charge (m/z) values 
are within a 2000 ppm window

3.2) Score definition and computation. Classify the spectra using a hierarchical 
clustering with a ward algorithm for agglomeration and a dissimilarity matrix based 
on the Jaccard distance. Note: the Jaccard index measures the similarity between 
boolean sample sets (i.e. the presence/absence of a list of peaks)

3.3) Comparison of spectra and viewing

3.3.1) Analyze raw spectra plots. Note: x-axis represents the m/z ratio (in daltons) 
and the y-axis represents the intensity (relative abundance)

3.3.2) Assess the similarity between spectra by hierarchical clustering. Represent 
similarity (or divergence) as dendrogram

3.3.3) Assess the reproducibility by the mean of virtual gel-view representation. Note: 
virtual gel-view representation is a modified heatmap plot where relative abundance 
is color-coded with increasing intensities of blue
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Representative results

The aim of the present protocol is to demonstrate the accuracy of whole-cell MALDI-
TOF MS to assess the responsiveness of macrophages to their microenvironment. 

The figure 1 represents the analysis of monocytes and MDMs by flow cytometry. 
Note that monocytes expressed CD14 but not CD68 (figure 1A). Conversely, MDMs 
expressed CD68 but not CD14 (figure 1B).

The figure 2 describes the principle of whole-cell MALDI-TOF MS. Cells are 
deposited with matrix on the target plate. Within the mass spectrometer, a laser 
beam induces the desorption and ionization of molecules by shooting multiple times 
on the sample (250 shots). The produced ions are accelerated by a magnetic field 
and separated according to their m/z ratio in the tube. The TOF analyzer records the 
impact of the various ions at the end of the tube. According to the time of flight, each 
impact is converted into a m/z ratio, and impacts corresponding to the same m/z ratio 
are summed up to generate the full raw spectrum.

The figure 3 illustrates the role of sample preparations in the interpretation of MALDI-
TOF MS results. A good quality spectrum is represented in Figure 3A. It usually 
contains a major peak around 5 kD (m/z = 4965). A minimum cell concentration is 
required to obtain good samples: figure 3B shows a poor quality spectrum obtained 
with a low cell concentration. However, raising MDM concentration above 1 x 105/µL 
does not improve the quality of spectra. Similar poor results are obtained when the 
sample is mixed with matrix before deposition on the target plate. If mixing is done 
on the target plate, it may also result in heterogeneous crystallization, as shown in 
figure 3C. Hence, deposition of the samples on the target is a tricky and critical step 
in this protocol.

The reproducibility of the spectra is shown in Figure 4. Here, spectra from various 
samples are represented as a heatmap. Relative abundance (intensity) is color-
coded by intensities of blue. This virtual gel-view representation illustrates the 
reproducibility of the samples within each class. The normalization and alignment of 
the spectra is a critical step to obtain such results. An unsupervised analysis by 
hierarchical clustering is summarized as a dendrogram on the right hand side of the 
figure. It illustrates that all samples clustered within three different groups: 
unstimulated MDMs (NS), IFN- -stimulated or IL-4-stimulated MDMs.

The figure 5 illustrates the discrimination of M1 macrophages (MDMs stimulated with 
IFN- -4) and unstimulated MDMs. 
Indeed, the peak representation of a reference spectrum for IFN- -4 or 
unstimulated MDMs shows specific peaks for each class. This representation is 
obtained using the R MALDIquant library27.

The figure 6 illustrates the specific fingerprints induced by several agonists. It is 
commonly accepted that IFN- -type) 
response in macrophages. We used MDM samples stimulated with these cytokines 
alone or in combination to illustrate the accuracy of whole-cell MALDI-TOF MS. 
Indeed, spectra from all stimulated samples were clearly separated from those of 
unstimulated macrophages (Figure 6A). However, we obtained a specific fingerprint 
from each type of stimulation, as illustrated by the clustering of the samples 
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according to the stimuli. Interestingly, MDMs also exhibited specific fingerprints 
induced by heat-killed bacteria (Figure 6B). These results highlight the hypothesis 
that MALDI-TOF MS may be used to analyze circulating cells to assess the host-
response to infection or inflammatory diseases in the clinical setting.

Figure legends

Figure 1: Assessment of CD14 and CD68 expression by flow cytometry.
Monocytes (left panel) or MDMs (right panel) were labeled with anti-CD14-PE and 
anti-CD68-AF647 antibodies to assess membrane expression of these molecules. 
The differentiation of monocytes into MDMs is accompanied by the down-modulation 
of CD14 expression and the up-modulation of CD68 expression.

Figure 2: Principle of MALDI-TOF MS technology. This drawing describes the 
principle of the MALDI-TOF mass spectrometry.

Figure 3: Whole-cell MALDI-TOF MS spectra. A zoomed view of spots deposited 
on the MALDI target (left panels) with corresponding spectra (right panels). Note that 
a good quality spot leads to accurate spectra (A) and that spots with bad quality 
leads to defective spectra (B, C).

Figure 4: Reproducibility of MALDI-TOF MS spectra. Virtual gel-view of the whole 
spectra obtained from control and IL-4- or IFN- -stimulated MDMs are presented as 
a heatmap. Horizontal axis refers to the m/z ratio. Spectra are classified according to 
the presence/absence of peaks. NS: non stimulated; IFN- -gamma; IL-4: 
interleukin 4. This figure was reproduced from 

13
with permission.

Figure 5: Reference spectra for M1 and M2 macrophages. The reference spectra 
for IFN- - and IL-4-stimulated MDMs are compared to the reference spectrum of 
non-stimulated (NS) MDMs. The peaks that are shared by stimulated and NS MDMs 
are in black. The peaks that are induced by stimulation are in red, whereas peaks 
that are detected only in NS MDMs are in green. m/z: mass/charge ratio; IFN-
interferon-gamma; IL-4: interleukin 4. This figure was reproduced from 

13
with 

permission.

Figure 6: Hierarchical clustering of activated MDMs. MDMs were stimulated with 
different agonists for 18 h. The results are shown as hierarchical clustering of the 
data. MDMs were activated with M1-related agonists (A) and intracellular bacteria or 
IL-4 (B). Unstimulated MDMs are presented in grey. IFN- -gamma; LPS: 
lipopolysaccharide from Escherichia coli; TNF: tumor necrosis factor, IL-4: interleukin 
4; BCG; bacillus Calmette-Guérin; C. burnetii: Coxiella burnetii; O. tsutsugamushi:
Orientia tsutsugamushi. This figure was reproduced from 

13
with permission.

~ ~



Discussion

This protocol describes the use of MALDI-TOF-MS on eukaryotic whole cells. Here, 
we illustrate the accuracy of the method by analyzing the multiple activation states of 
macrophages in response to their microenvironment.

The success of the protocol relies on few critical steps. First, any solution 
contaminant may alter the spectra. For example, it is important to wash cells in PBS 
to remove culture medium and serum proteins before deposition on the target. A cell 
concentration of 1 x 105 cells per µL is also needed to ensure reproducible results. 
Second, the crystallization is the most sensible step in the protocol. To ensure good 
quality results, the target plate must be carefully washed and the matrix should be 
prepared before the deposition of samples on the target. The best results are 
obtained when the samples are deposited on the target just before the matrix 
solution (avoid mixing the samples with the matrix before the deposition on the 
target). Correct spontaneous mixing between samples and the matrix solution needs 
homogeneous deposits. Third, whole-cell MALDI-TOF-MS is a high-throughput 
technique, which can rapidly result in high amounts of raw data. Bioinformatics 
analysis is thus a major tool to systematically analyze the data in a reasonable 
amount of time. Quality assessment, background correction and normalization can 
be automated. The selection of relevant peaks (e.g. above a given signal-to-noise 
ratio) and the comparison of spectra based on the presence/absence of these peaks 
require important computation steps. These methods are described in details in the 
supplementary material of this article.

Although the acquisition of a mass spectrometer may represent a significant 
investment, daily running costs are low, and a high number of biological and 
technical replicates may be easily obtained in one run. For example, our university 
hospital is able to routinely identify bacteria in 200 clinical samples each day with a 
similar whole-cell technique. The cell concentration may be a limit for specific clinical 
applications such as the analysis of needle biopsies or cells harvested from broncho-
alveolar lavages. A recent article described an automated approach of whole-cell 
MALDI-TOF analysis that allowed the robust classification of samples with as few as 
250 cells on each spot11. A proof of concept of the clinical application of this 
technique to the diagnosis of oral cancer has also been recently published15. The 
matrix choice may limit the type of analyzed molecules. Some matrices will favor the 
ionization of specific type of molecules (proteins, lipids, sugars…) and of a given 
mass range. In our conditions, we were not able to retrieve good quality spectra with 
ions above 20 kDa. In our protocol, we focused of the analysis of whole spectrum as 
a fingerprint of a given activation state of cells. Therefore, we did not try to identify 
the proteins that form the main peaks of the spectrum. The identification of specific 
biomarkers requires an alternative use of mass spectrometry.

In conclusion, we describe here one application of the accuracy and reproducibility of 
the whole-cell MALDI-TOF MS approach for the analysis of macrophage activation. 
This method allowed the identification of macrophage-specific fingerprints that are 
representative of the diversity of proteomic responses to cytokines and bacterial 
pathogens. The protocol we described here may be useful for studying the immune 
host response in pathological conditions or may be extended to wider diagnostic 
applications.
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CONCLUSIONS ET DISCUSSION
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La spectrométrie de masse MALDI-TOF sur bactéries entières est utilisée depuis 

plusieurs années pour identifier rapidement différentes espèces bactériennes, voire pour 

identifier différents mutants d’une même espèce bactérienne (Demirev et Fenselau 

2008; Carbonnelle et al. 2011). Mon premier objectif a donc été de savoir si la 

spectrométrie de masse MALDI-TOF pouvait s’appliquer à l’analyse de cellules 

eucaryotes entières. J’ai tout d’abord utilisé des monocytes humains et j’ai montré que 

les spectres obtenus contiennent de nombreux pics de différentes intensités. Ces spectres 

sont hautement reproductibles qu’ils proviennent de différents échantillons du même 

donneur ou de différents donneurs. J’ai ensuite comparé ces spectres à ceux des

lymphocytes T, des neutrophiles et des hématies provenant des mêmes donneurs de 

sang. Les spectres obtenus sont largement différents puisque chacun d’entre eux est 

caractérisé par des pics spécifiques et/ou par des pics d’intensités différentes selon le 

type cellulaire dont ils proviennent. Ces spectres comportent également un nombre 

important de pics et d’intensité identiques. Il n’est donc pas possible d’identifier les 

différentes populations cellulaires sur la base de quelques pics considérés comme 

spécifiques de telle ou telle population cellulaire. Seule une approche combinatoire des 

pics contenus dans les spectres est opérationnelle. C’est la raison pour laquelle nous 

avons utilisé un logiciel initialement dédié à l’étude des microarrays pour établir un 

clustering hiérarchique en assignant la valeur +1 aux pics présents dans un spectre 

donné et la valeur -1 lorsque le pic est absent de ce spectre. Il apparaît ainsi que les 

hématies sont contenues dans un cluster complètement différent de celui correspondant 

aux autres cellules circulantes. Les monocytes sont compris dans le même sous-cluster 

que les neutrophiles et que les lymphocytes T sont plus proches des monocytes que des 

neutrophiles.

Le fait que chaque type de cellules circulantes soit caractérisé par une empreinte 

différente nous a incités à créer une base de données comprenant 17 types de cellules 

mammifères et 5 types de cellules non-mammifères. La comparaison sous forme de 

dendrogramme des empreintes associées à chaque type cellulaire a révélé deux branches

majeures. La première regroupe les quatre types d’amibes, les cellules de xénope et de 

façon inattendue les hématies ; la seconde regroupe l’ensemble des cellules mammifères 

nucléées. Il semble que ce dendogramme fasse sens. En effet, un sous-cluster est 

composé des cellules immunitaires circulantes (monocytes, lymphocytes T et 

neutrophiles). Les lignées de macrophages quelle qu’en soit l’espèce d’origine (cellules 

J774 et THP-1) sont regroupées dans un autre cluster. Les macrophages en culture 
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(macrophages dérivés de monocytes et macrophages dérivés de la moelle osseuse) sont 

proches les uns des autres et distincts des lignées de macrophages. De même, les 

empreintes en spectrométrie de masse MALDI-TOF MALDI-TOF des lignées de 

trophoblastes (cellules JEG et BeWo) sont très largement différentes de l’empreinte des 

trophoblastes natifs.

J’ai ensuite étudié la validité de cette base de données, et des outils développés 

par Bruker Daltonics pour l’identification bactérienne. Pour cela, j’ai comparé des

spectres de monocytes avec la référence « monocyte » contenu dans la banque de 

données. Le score obtenu reflète l’identification certaine de ces nouveaux spectres

comme provenant bien de monocytes. J’ai également étudié la possibilité d’identifier 

une population cellulaire au sein d’un mélange de types cellulaires. J’ai ainsi mélangé à 

parts égales des monocytes et des lymphocytes T et j’ai retrouvé leurs signatures 

respectives au sein de ce mélange. J’ai enfin identifié les deux signatures, monocytes et 

lymphocytes T, dans les PBMCs. La spectrométrie de masse MALDI-TOF pourrait 

ainsi être utilisée pour identifier différents types cellulaires au sein d’un mélange 

complexe de cellules et pourrait servir d’alternative à la cytométrie en flux. En effet, 

nous avons fait le choix de travailler avec environ cent mille cellules par échantillon 

mais il a été montré que la spectrométrie de masse MALDI-TOF nécessite un nombre 

bien moins important de cellules alors que la cytométrie en flux nécessite des 

échantillons bien plus importants (travailler avec moins de cent mille cellules est 

illusoire). Enfin et surtout, la cytométrie en flux nécessite l’utilisation d’anticorps 

spécifiques, les critères de taille et de granulosité étant insuffisamment discriminants, 

alors que la spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières se passe de 

traitement préalable des échantillons. A titre d’exemple, lorsque l’on veut préparer 

différents types de cellules placentaires, s’il est possible de caractériser les macrophages 

et les cellules dendritiques placentaires grâce à l’utilisation d’anticorps ou de cocktails 

d’anticorps spécifiques, il n’est pas facile de caractériser les trophoblastes pour lesquels 

il n’existe pas d’anticorps complètement spécifiques. On pourrait donc utiliser la 

spectrométrie de masse MALDI-TOF comme moyen d’étudier l’isolement de cette 

population cellulaire.

Puisque la spectrométrie de masse MALDI-TOF permet d’identifier différents 

types cellulaires, y compris les macrophages dérivés de monocytes, je me suis demandé 

si elle peut être utilisée pour étudier différents états d’activation de ces macrophages. En 
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effet, les macrophages se polarisent en macrophages M1 sous l’action d’une cytokine 

telle que l’IFN- et en macrophages M2 sous l’action d’une cytokine telle que l’IL-4, les 

caractéristiques transcriptionnelles, phénotypiques et fonctionnelles de ces macrophages 

étant très largement différentes (Fernando O. Martinez et al. 2006; Benoit, Desnues, et 

Mege 2008a; Fernando Oneissi Martinez 2008). Les outils utilisés pour le traitement des 

données dans l’article précédent appartenant au fabricant du spectromètre de masse 

MALDI-TOF, Bruker Daltonics. Bruker Daltonics refusant de communiquer ses 

méthodes d’analyse, nous avons fait le choix d’utiliser nos propres méthodes d’analyse 

et de les rendre publiques (pour le détail, cf article 3). J’ai montré dans le deuxième 

article que les spectres des macrophages quiescents, des macrophages M1 et des 

macrophages M2 sont différents les uns des autres. Les macrophages M1 sont compris 

dans un cluster différent de celui des spectres des macrophages quiescents et des 

macrophages M2. Ce résultat est conforme à la réalité biologique puisque les 

macrophages natifs sont considérés comme plutôt des macrophages M2, les uns et les 

autres étant peu microbicides à la différence des macrophages M1. Différents agonistes 

sont capables d’induire une polarisation M1, en particulier une cytokine telle que le 

TNF et un ligand bactérien tel que le LPS. J’ai donc testé ces molécules et il apparaît 

qu’elles induisent une empreinte peptidique/protéique de type M1. On peut cependant 

noter que ces signatures sont quelques peu différentes les unes des autres, ce qui montre 

qu’il existe probablement plusieurs états M1, ce qui est de nouveau conforme à la 

variabilité des états M1. J’ai procédé de la même façon avec des agonistes de la réponse 

M2 tels que l’IL-10 et le TGF- é que ces deux molécules induisent une 

signature M2 mais que les signatures M2 sont différentes les unes des autres, ce qui était 

attendu puisqu’il existe plusieurs états M2 (M2a, M2b, M2c) ou un continuum d’états 

M2 (Benoit, Desnues, et Mege 2008a).

Les macrophages constituent une ligne de défense importante contre les agents 

infectieux puisqu’ils possèdent une puissante machinerie microbicide. Ils sont 

cependant la cible de différents agents pathogènes qui utilisent différents mécanismes 

moléculaires pour contourner cette activité microbicide (Flannagan, Cosío, et Grinstein 

2009). Je me suis alors demandé si la spectrométrie de masse MALDI-TOF permet de 

détecter la réponse des macrophages à différentes bactéries. Les signatures induites par 

des bactéries extracellulaires telles que les streptocoques du groupe B ou les 

staphylocoques dorés sont reproductibles et spécifiques de chacune de ces bactéries. 

Elles sont plus proches de la signature IL-4 que de la signature IFN- , suggérant qu’il 
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s’agit dans les deux cas d’une signature plutôt M2. J’ai ensuite étudié la réponse des 

macrophages à des bactéries intracellulaires telles que le BCG, une souche vaccinale

contre la tuberculose, Orientia tsutsugamushi, l’agent du typhus des broussailles et

Coxiella burnetii, l’agent de la fièvre Q. Chacune de ces bactéries induit une réponse 

spécifique. Le BCG induit une réponse de type M2 puisque cette réponse est dans le 

même cluster que la réponse à l’IL-4. En revanche, les réponses à O. tsutsugamushi et

C. burnetii sont plus proches de celle des macrophages quiescents que de celles des 

macrophages M1 et M2. En d’autres termes, la notion de polarisation M1/M2 des 

macrophages ne décrit pas complètement les différents modes d’activation des 

macrophages. Mes résultats indiquent également que la spectrométrie de masse

MALDI-TOF pourrait permettre d’étudier la réponse des macrophages à de nombreux 

agents pathogènes.

Puisque la spectrométrie de masse MALDI-TOF semble utilisable pour analyser 

la réponse de cellules isolées telles que les macrophages, je me suis demandé s’il était 

possible de l’utiliser pour déterminer l’état d’activation des cellules circulantes de 

différents types de patients. Dans un travail préliminaire, j’ai fait le choix d’étudier 

l’ensemble des cellules mononucléées du sang périphérique pour trois raisons 

principales. La première est que seules les cellules circulantes sont aisément accessibles 

au lit du malade. La deuxième est que les PBMCs contiennent la quasi-totalité des 

cellules de la réponse immune, en particulier les monocytes dont le spectre de réponse 

aux agents infectieux et aux cytokines est comparable à celui des macrophages, ces 

derniers dérivant des monocytes. La troisième est que les PBMCs peuvent être obtenus 

rapidement (moins d’une heure) après la prise de sang avec peu de matériel de 

laboratoire alors que l’isolement des monocytes ou des lymphocytes demande bien plus 

de temps (plusieurs heures), du matériel et du personnel spécialisés. 

Nous avons choisi des pathologies infectieuses et inflammatoires puisque ce sont 

elles qui sont en priorité susceptibles d’induire des modifications structurelles et 

fonctionnelles des PBMCs. Nous les avons également choisis selon un critère de 

disponibilité (accessibilité à des cohortes). La pathologie infectieuse consiste en la 

fièvre Q qui présente l’avantage pour notre étude de se présenter soit sous une forme 

aiguë le plus souvent spontanément résolutive soit sous une forme chronique dont la 

manifestation principale est une endocardite. La maladie inflammatoire aiguë est, elle, 

représentée par des patients traumatisés admis en soins intensifs. 
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Figure 6. Dendrogramme représentant les spectres de référence de patients 
atteints d’une fièvre Q et de sujets sains

Douze spectres des PBMCs de 6 sujets contrôles (C1-C6) et de 15 patients 
atteints d’une fièvre Q (P1-P15) ont été obtenus par spectrométrie de masse 
MALDI-TOF. Un spectre moyen pour chaque individu a été créé en 
utilisant le logiciel Biotyper. Deux clusters apparaissent clairement, le 
premier regroupant les sujets contrôles et le second les patients atteints 
d’une fièvre Q.  On peut noter qu’il n’est pas possible de différencier fièvre 
Q aiguë et endocardite de la fièvre Q.
AQF: fièvre Q aiguë; QFE: endocardite de la fièvre Q considérée comme 
active; cQFE: endocardite de la fièvre Q considérée comme guérie.
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Nous avons tout d’abord comparé l’empreinte en spectrométrie de masse 

MALDI-TOF des PBMCs des patients souffrant d’une maladie infectieuse telle que la 

fièvre Q à celle de contrôles sains. Les PBMCs des patients appartiennent à un cluster 

différent de celui des donneurs sains mais il n’est pas possible de discriminer fièvre Q 

aiguë et endocardite de la fièvre Q (Figure 6). Les raisons qui peuvent expliquer ce 

résultat demeurent inconnues. Du matériel bactérien persiste de longues années dans les 

PBMCs des malades atteints d’une fièvre Q chronique (Marmion et al. 2005), ce qui 

peut expliquer une activation des PBMCs somme toute similaire que les patients 

souffrent d’une fièvre Q aiguë ou chronique. Il a également été montré que les PBMCs 

des patients atteints d’une fièvre Q aiguë ou chronique produisent en excès un certain 

nombre de cytokines (Capo et al. 1999; Honstettre et al. 2003) Quoiqu’il en soit, notre 

approche, si elle a permis de différencier infection à C. burnetii et absence d’infection, 

n’a pas permis de discriminer entre infection aiguë et infection chronique.  

Nous avons utilisé la même approche pour comparer l’empreinte des PBMCs de 

patients traumatisés en soins intensifs, de patients atteints d’une fièvre Q et de donneurs 

sains. Nos résultats montrent clairement que la spectrométrie de masse MALDI-TOF 

permet de caractériser le trauma. De façon intéressante, l’empreinte des patients en 

soins intensifs est très différente de celles des patients atteints d’une fièvre Q (Figure 

7). Ce résultat n’est pas complètement inattendu puisqu’ils sont dans un état hyper-

inflammatoire conjuguant de nombreuses caractéristique spécifiques : signaux de 

danger (LPS, peptidoglycane, protéines de choc thermique (Gentile et Moldawer 2013; 

Cognasse, Hamzeh-Cognasse, et Garraud 2008)), composants immunorégulateurs, choc 

hypovolémique et septique (Basilia Zingarelli MD 2009), syndrome de dysfonction 

multiviscérale (E. J. Seeley, Matthay, et Wolters 2012; Lamkanfi et Dixit 2010; Harlan 

2010). En résumé, notre approche en spectrométrie de masse sur cellules entières s’est 

révélée assez sensible pour discriminer l’empreinte des PBMCs de patients infectés et 

de patients dans un état hyper-inflammatoire. 

Ces résultats demandent à être étendus à un plus grand nombre de malades. 

C’est ainsi que le pronostic vital des patients en soins intensifs peut être engagé sans 

que l’on sache prédire lesquels survivront et lesquels succomberont. Il serait intéressant 

de déterminer dans une étude rétrospective si ces deux catégories de malades présentent 

deux types d’empreintes en spectrométrie de masse MALDI-TOF. Il serait également 

intéressant de comparer différentes pathologies infectieuses entre elles ou différentes  
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Figure 7. Dendrogramme représentant les spectres de référence de 
patients atteints d’une fièvre Q, de patients septiques et de sujets sains

Douze spectres des PBMCs de 6 sujets contrôles (C1-C6), 10 patients atteints 
d’une fièvre Q (P1-P10) et 10 patients traumatisés en unité de soins intensifs 
(S1-S10) ont été obtenues par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Un 
spectre moyen pour chaque individu a été créé en utilisant le logiciel Biotyper. 
Les patients en réanimation sont regroupés dans un cluster spécifique alors que 
les patients atteints d’une fièvre Q et les contrôles sont regroupés dans un autre 
cluster. Deux sous-clusters permettent de différencier patients atteints d’une 
fièvre Q et contrôles sains. 
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pathologies inflammatoires entre elles. Une étude menée sur des personnes âgées 

atteintes ou non d’une maladie inflammatoire suggère des différences importantes de 

l’empreinte protéique de leurs PBMCs (A. Daumas, résultats personnels), ce qui 

suggère que la spectrométrie de masse MALDI-TOF est suffisamment performante pour 

détecter des phénomènes inflammatoires.

Mes résultats ouvrent la porte à deux nouvelles perspectives. On peut tout 

d’abord se demander quelles sont les molécules détectées dans les différents spectres 

observés. Ce ne sont probablement pas les protéines de la membrane cellulaire détectées 

classiquement en cytométrie en flux puisque la spectrométrie de masse MALDI-TOF 

détecte des protéines d’une part solubles et d’autre part de faible poids moléculaire. Des 

premières tentatives d’identification des pics présents dans les spectres se sont révélées 

infructueuses mais il n’est pas certain que cette approche d’identification soit efficace, 

notre procédure étant d’essence combinatoire.

De nouvelles approches en spectrométrie de masse sont apparues récemment, en 

particulier dans le cadre du diagnostic précoce du cancer mais, de nouveau, il est 

nécessaire de prétraiter les prélèvements par des agents chimiques (Maurer et al. 2013). 

La spectrométrie de masse MALDI-TOF s’applique maintenant à des coupes de tissus, 

essentiellement dans un cadre d’imagerie MALDI. Cette approche permet de révéler le 

profil de diverses protéines exprimées dans le tissu et de les identifier par fragmentation 

(E. H. Seeley et al. 2008; Nicklay et al. 2013; Fonville et al. 2012). Dans l’optique du 

développement d’un outil de diagnostic tissulaire, une approche sur tissus équivalente à 

celle sur cellules entières que nous avons développée pourrait être testée. Elle 

impliquerait d’abord de comparer des tissus d’origine différente et d’analyser la 

combinatoire des empreintes obtenues. Elle pourrait permettre également de comparer 

tissus sains et tissus pathologiques avec comme idée sous-jacente qu’il serait possible 

d’obtenir le spectre spectrométrie de masse MALDI-TOF des cellules tumorales au sein 

d’un tissu sain. A cet égard, j’ai observé que les cellules leucémiques provenant de 

malades atteints d’une leucémie lymphoïde aiguë, d’une leucémie lymphoïde chronique

ou d’une leucémie myéloïde aiguë donnent un signal en spectrométrie de masse 

MALDI-TOF sur cellules entières différent de celui des lymphocytes de donneurs sains. 

Ce signal est en outre totalement différent de celui des PBMCs provenant de sujets 

sains, de sujets atteints d’une fièvre Q et de sujets en soins intensifs (Figure 7). Il 

semble ainsi que la spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières puisse 

être utilisée en clinique humaine.
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Résumé
L’invention de la spectrométrie de masse MALDI-TOF a énormément contribué à la compréhension 
de la chimie des protéines, de la biologie cellulaire et moléculaire. L’identification et la caractérisation 
des microorganismes intacts par la spectrométrie de masse MALDI-TOF ont été une révolution dans 
les laboratoires de microbiologie clinique lors de ces dernières années. Au regard de ses nombreux 
avantages en terme de rapidité, de coût, de sensibilité et de fiabilité, nous avons cru pouvoir 
l’appliquer à l’étude des cellules eucaryotes intactes, en particulier à l’étude des cellules immunitaires. 
La comparaison des monocytes circulants, des lymphocytes T et des polynucléaires neutrophiles a 
révélé des profils de pics spécifiques. Les macrophages et les cellules dendritiques dérivés des 
monocytes sont distincts des monocytes circulants. En outre, la spectrométrie de masse MALDI-TOF a 
permis d’identifier facilement les signatures spécifiques des monocytes et des lymphocytes T dans les 
PBMCs. Vingt deux types cellulaires présentent des profils spécifiques, permettant l'établissement 
d'une base de données « cellules entières ». Nous nous sommes ensuite demandé si l'approche en 
spectrométrie de masse MALDI- TOF pourrait évaluer la plasticité des macrophages humains en 
analysant les données avec le logiciel R, la librairie « MALDIquant » et des algorithmes spécifiques. 
Les profils de spectres sont différents dans les macrophages quiescents ou stimulés par l'IFN-
(macrophages M1) ou par IL-4 (macrophages M2). Les empreintes peptidiques/protéiques induites par 
les agonistes M1, IFN- , TNF, LPS et LPS + IFN- ou les agonistes M2, IL-4, TGF- 1 et IL-10, sont
distinctes des macrophages non stimulés et spécifiques de chaque agoniste. La spectrométrie de masse 
MALDI -TOF peut ainsi être utilisée pour caractériser les sous-types de macrophages M1 et M2. En 
outre, les empreintes induites par des bactéries extracellulaires (streptocoque du groupe B, 
Staphylococcus aureus) sont spécifiques et similaires à celles induites par l'IL-4. Les réponses des 
macrophages à des bactéries intracellulaires (BCG, Orientia tsutsugamushi, Coxiella burnetii) sont
également uniques. La spectrométrie de masse MALDI-TOF sur cellules entières a ainsi révélé donc 
les multiples facettes d'activation des macrophages humains. Enfin, des résultats préliminaires 
montrent que notre approche pourrait être utilisée en clinique en analysant les cellules circulantes de la 
réponse immune.
Mots clés : SM MALDI-TOF, protéomique, macrophages polarisés, cytokines, bactéries, 
maladies infectieuses.

Summary 
The invention of MALDI-TOF mass spectrometry has greatly contributed to the understanding of 
protein chemistry, cell and molecular biology. The identification and characterization of intact 
microorganisms by MALDI-TOF mass spectrometry has been a revolution in clinical microbiology 
laboratories in recent years. The many advantages in terms of rapidity, low cost, sensitivity and 
reliability have led us to apply MALDI-TOF mass spectrometry to the study of intact eukaryotic cells, 
in particular the study of immune cells. Circulating monocytes, T lymphocytes and neutrophils showed 
specific peak profiles. Macrophages and dendritic cells derived from monocytes were distinct to 
circulating monocytes. In addition, MALDI -TOF mass spectrometry may be used to identify specific 
signatures of monocytes and T lymphocytes in PBMCs. We also found that twenty two cell types have 
specific profiles, allowing the establishment of a cell database. We then asked if the whole cell 
MALDI -TOF mass spectrometry approach could evaluate the plasticity of human macrophages. For 
that purpose, we analyzed data with the R software, the library "MALDIquant" and specific scripts. 
The spectral profiles were different in unstimulated macrophages or stimulated with IFN-
macrophages) or IL-4 (M2 macrophages). The fingerprints induced by M1 agonists such as IFN-
TNF, LPS and LPS + IFN- IL-4, TGF- -10 were distinct from that of
non-stimulated macrophages and were specific for each agonist, demonstrating that MALDI -TOF 
mass spectrometry can be used to characterize the M1 and M2 macrophages subtypes. The fingerprints
induced by extracellular bacteria (group B Streptococcus, Staphylococcus aureus) were specific and
closed to that induced by IL-4. The responses of macrophages to intracellular bacteria (BCG, Orientia 
tsutsugamushi, Coxiella burnetii) were also specific. We concluded that the whole-cell MALDI-TOF 
mass spectrometry showed the multifaceted activation of human macrophages. Preliminary results 
showed that our approach could be useful to study circulating immune cells from patients with an 
infectious or inflammatory disease.
Key words: MALDI-TOF MS, proteomics, macrophages polarization, cytokines, bacteria, 
infectious diseases.
 


