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Figure S1. Mascot search results for protein  identification of MBP (A) and 
HNP‐1 (B) using MALDI‐FTICR ISD. 
Sequence coverage of MBP and HNP‐1 is indicated in red. 
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Figure S2. MALDI‐FTICR ISD MSI on a mouse brain tissue section and a 
MBP pure solution. 
Ion images correspond to the signal detected for three ISD ions of the 
MBP (c10, c15 and c19). 
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Figure S3. MALDI‐FTICR ISD MSI of a porcine eye lens tissue section and a αA/B‐crystallin spot. 
A.  Left  panels  show  ion  images  of  ISD  fragments  of  αB‐crystallin  (c11)  and  γ‐crystallin  (c14).  Right  panel 
shows H/E staining of a serial eye  lens section and an overlay of the two  ion  images of  left panel. Dotted 
lines delineate eye lens central part and periphery. 
B. Left part shows sequence coverage for αA/B‐crystallin and γ‐crystallin identification. Right part indicates 
Mascot search results for protein identification. 
C. Average mass spectrum corresponding to the MALDI‐FTICR ISD MSI analysis of the porcine eye lens. ISD 
fragments of αA/B‐crystallin (in red) and γ‐crystallin (in blue) are annotated on the average mass spectrum. 
   



 
Figure S4. MALDI‐FTICR ISD MSI on a liver with cancer liver metastasis tissue section and MBP 
and HNP‐1 pure solutions. 
A. Ion images corresponding to the signal detected for three ISD ions of HNP‐1 (c7, c10 and c13). 
B. Ion images corresponding to the signal detected for three ISD ions of the MBP (c8, c14 and c17). 
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Figure S5. MALDI‐FTICR ISD mass spectra of ubiquitin (A), α‐crystallin (B), BSA (C), MBP (D) and 
β‐casein (E) selected from the equimolar 5‐proteins ion images. 
Red arrows indicate pixels with maximum intensity selected for each ISD mass spectrum of each 
protein. 
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Figure S6. Mascot search results for protein identification of ubiquitin (A), α‐crystallin (B), BSA 
(C), MBP (D) and β‐casein (E) of the equimolar 5‐proteins mixture using MALDI‐FTICR ISD. 
Sequence coverage of protein termini is indicated in red. 
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Figure S7. MALDI‐FTICR ISD mass spectra of α‐crystallin (A), BSA (B) and MBP (C) selected from 
the non‐equimolar 5‐proteins ion images. 
Red arrows indicate pixels with maximum intensity selected for each ISD mass spectrum of each 
protein. 
   



 
Figure S8. Mascot search results for protein identification of α‐crystallin (A), BSA (B) and MBP (C) 
of the non equimolar 5‐proteins mixture using MALDI‐FTICR ISD. 
Sequence coverage of protein termini is indicated in red. 
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Figure S9. MALDI‐FTICR ISD analyzes on an equimolar 10‐protein mixture before and after HFIP extraction. 
Upper and  lower mass spectra correspond to MALDI‐FTICR  ISD analyzes on an equimolar 10‐protein mixtures before 
and  after  HFIP  extraction  respectively.  Red  arrows  on  lower  mass  spectrum  indicate  peaks  corresponding  to 
supplementary ISD ions detected after HFIP extraction. 
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Figure S10. MALDI‐FTICR ISD mass spectrum of an equimolar 10‐protein mixture treated with HFIP. 
Same mass  spectrum has been used  for  the assignment of  the  ISD  ions peaks of  β‐casein  (A),  β‐
lactoglobulin (B), α‐crystallin (C), HSA (D) and insulin (E). 
   



 
Figure S11. Mascot search results for protein  identification of β‐casein (A), β‐lactoglobulin (B), 
α‐crystallin (C), HSA (D) and insulin (E) using MALDI‐FTICR ISD. 
Sequence coverage of protein termini is indicated in red. 
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Figure S12. MALDI‐FTICR ISD mass spectrum of an equimolar 10‐protein mixture treated with HFIP. 
Same mass spectrum has been used for the assignment of the ISD ions peaks of lysozyme (A), MBP 
(B), myoglobin (C), ubiquitin (D) and cytochrome c (E). 
   



 
Figure S13. Mascot search results for protein identification of lysozyme (A), MBP (B), myoglobin 
(C), ubiquitin (D) and cytochrome c (E) using MALDI‐FTICR ISD. 
Sequence coverage of protein termini is indicated in red. 
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