Universite

de Toulouse —
THESE

En vue de I'obtention du

DOCTORAT DE L'UNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par |'Université Toulouse III - Paul Sabatier
Discipline ou spécialité : Chimie, Biologie, Santé

Présentée et soutenue par Audrey RODAT
Le 26 février 2009

Titre : Mise au point d’un systeme CE-LIF intégré et application a I'analyse de
biomolécules

JURY
M Michel Bergon - Professeur de I'U.P.S, Toulouse - Président
M Luc Deneroy - Directeur de recherche C.N.R.S., Lyon - Rapporteur
M Hervé Cottet - Professeur a I'.B.M.M., Montpellier - Rapporteur
M Francgois Couderc - Professeur de I'U.P.S., Toulouse - Directeur de thése

Ecole doctorale : Sciences de la matiére
Unité de recherche : I.M.R.C.P. / Picometrics
Directeur(s) de Thése : M Francgois Couderc







Remerciements...

Les travaux présentés dans ce manuscrit de thése ont été réalisés au laboratoire
Picometrics basé a Toulouse et au laboratoire des Interactions Moléculaires et Réactivité
Chimique et Photochimique (I.M.R.C.P.) a l'université Paul Sabatier de Toulouse. Je tiens a
remercier respectivement les deux directeurs M. Bernard Feurer et Mme. Monique Mauzac

pour m’avoir accueillie dans ces laboratoires.

Je souhaite remercier M. Luc Deneroy et M. Hervé Cottet pour avoir pris le temps de
corriger ce manuscrit de thése et M. Michel Bergon pour avoir présidé ce jury.

J'adresse mes remerciements a mon directeur de these M. Frangois Couderc pour son
soutien durant ces trois années de thése. Vos explications et vos précieux conseils en
électrophorese capillaire et en fluorescence ainsi que vos connaissances bibliographiques

m’ont beaucoup apporte.

Un grand merci a tous mes collegues pour leur soutien quotidien notamment Arnaud,
Fabien, Jacques, Jocelyne, Jordi, Julie, Marie-Carmen, Michel, My-Dung, Nabila, Nadege,

Nathalie, et Pierre. Qu'ils trouvent ici le tétmoignage de toute mon amitié.

Je souhaite également remercier Jérébme, toute ma famille et amis pour leur soutien et

leur confiance. Merci de m’avoir accompagnée dans cette aventure.






Résumé :

La détection par Fluorescence Induite par Laser (LIF) est la technique de détection la
plus sensible et la plus sélective pour I'Electrophorése Capillaire (CE). Grace a un nouvel
arrangement optique, la détection LIF a été intégrée a un appareil commercial de CE : ce
systéme utilise une bille qui focalise le faisceau laser dans le capillaire et un demi-ellipsoide
placé sur la fenétre du capillaire afin de collecter la fluorescence. Les performances de ce
nouveau détecteur ont été comparées au montage colinéaire déja existant et commercialisé par
la société Picometrics. Afin de répondre aux attentes du contrble qualité de produits
pharmaceutiques, une application sur 'analyse d'immunoglobulines a été optimisée par CE-
LIF. Deux techniques sont mises au point avec notre nouveau détecteur : la premiere est
'analyse des immunoglobulines marqués au FITC (488 nm) ou au TAMRA (532 nm), la

seconde est I'analyse des immunoglobulines a 266 nm (fluorescence native).

Mots clés: fluorescence induite par laser, électrophorése capillaire, demi-ellipsoide,

immunoglobuline G, contrdle qualité

Abstract :

Laser Induced Fluorescence (LIF) detection is the most sensitive and selective
detection technique for Capillary Electrophoresis (CE). Thanks to a new optical arrangement,
LIF detection was integrated into a commercial CE instrument : this system uses a ball lens to
focus the laser beam on the capillary and a half ellipsoid placed on the capillary window to
collect the fluorescence. The performance of this new arrangement was compared to the
existing colinear arrangement commercialized by Picometrics. An application on
immunoglobulins analysis was optimized in CE-LIF in order to meet the expectations of the
pharmaceuticals products quality control. Two techniques were focused with the new detector
. the first one is the analysis of FITC labelled immuoglobulin (488 nm) or of TAMRA
labelled immunoglobulin (532 nm), the second one is the analysis of immunoglobulin at 266

nm (native fluorescence).

Keywords : laser induced fluorescence, capillary electrophoresis, half ellipsoid,

immunoglobulin G, quality control
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La détection par fluorescence induite par laser (LIF) peut étre couplée a une
électrophorese capillaire afin d’atteindre une bonne sensibilité. L'objectif de ma thése
industrielle (convention CIFRE entre la société Picométrics de Toulouse et le laboratoire
IMRCP de Toulouse) est de développer et valider un nouveau montage optique afin d’'intégrer
la détection LIF & lintérieur d’'une CE Agilent. Pour atteindre cet objectif, une bille est
utilisée afin de focaliser le faisceau laser a I'intérieur du capillaire et un demi-ellipsoide est
collé au niveau de la fenétre de détection afin de récolter la fluorescence.

A partir de ce nouveau montage optique, une application sur I'analyse des anticorps
monoclonaux recombinants a été développée. En effet, les anticorps monoclonaux
recombinants appartiennent & une classe de médicaments tres utilisée ces dernieres années
dans le traitement de certains cancers, de maladies inflammatoires ou auto-immunes. De ce
fait, I'industrie pharmaceutique est soumise au contréle de la qualité de ces médicaments. Elle
est demandeuse de techniques toujours plus sensibles et plus rapides.

L’ensemble de ces travaux s’articule en trois chapitres.

Le premier chapitre est une étude bibliographique. Aprés avoir défini la fluorescence
induite par laser, 'ensemble des détecteurs de fluorescence commercialisés ou fabriqués en
laboratoire sont décrits. Puis, la structure et les fonctions des immunoglobulines sont
précisées. En dernier point, les différentes techniques analytiques permettant le contréle de la

qualité des anticorps monoclonaux recombinants sont énoncées.

Le second chapitre est consacré au développement et a la validation du nouveau
montage optique permettant l'intégration de la détection LIF a l'intérieur de la CE. Les

performances de ce détecteur sont comparées au montage colinéaire déja existant.

Dans le troisiéme chapitre, nous avons développé, a partir du montage optique intégré
a la CE, deux méthodes d’analyse d'immunoglobuline pour leur contrble qualité. La premiere
méthode est I'analyse des immunoglobulines marquées soit au FITC (analyse a 488 nm) soit
au TAMRA (analyse a 532 nm). Cette méthode permet d’atteindre une bonne sensibilité mais
une étape de marquage avant analyse est indispensable. La seconde méthode est I'analyse des
immunoglobulines a 266 nm (fluorescence native). Cette méthode est beaucoup plus rapide

(car sans étape de marquage) mais la sensibilité est inférieure.

Enfin, une conclusion générale résumera I'ensemble de ces travaux.
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Etude bibliographique
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2.1. La fluorescence : principes et parameétres

La fluorescence est une émission de photons provoquée par une radiation électromagnétique

[1].

2.1.1. Le processus de fluorescence

La fluorescence est le résultat d’un processus a trois étapes qui se produit sur certains
fluorophores (hydrocarbures ou hétérocycles) ou colorants fluorescents [2, 3]. Le processus

est illustré par le diagramme de Jablonski. Figure 1

g
£, E z E,
/L E =
= e
/l/b/\ 2 2
i ﬁ 0
3 Wi B b 4 [l
3 Bl o . &
i ¥ y &
So 5.5 /g
¥ >
2 drd

Figure 1: diagramme de Jablonski

avec 3 I'état fondamental et:3'état singulet excité [4]

Stade 1 : L’excitation :
Un photon d’énergie th est fourni par une source extérieure telle qu’un laser ou une lampe

incandescente créant un état singulet excité S1.

Stade 2 : Etat excité :

La durée de vie de I'état excité (durée pendant laquelle la molécule reste a I'état excité avant
de retourner a son état fondamental) est de 1 a 10 nanosecondes. Pendant ce temps, le
fluorophore subit des changements de conformation et est sujet également a de multiples

interactions avec son environnement moléculaire (par exemple le solvant).
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Stade 3 : Emission de fluorescence :

Un photon est émis, renvoyant le fluorophore a son état fondamentabss molécules
retournent donc a I'état fondamental par émission de fluorescence. A cause de I'énergie de
dissipation, I'énergie de ce photonchtest plus faible que I'énergie du photon d’excitation

huex. La longueur d'onde d’émission est donc plus grande que la longueur d’onde
d’excitation. La différence d’énergie Hu- huen est appelée déplacement de Stokes. Le
déplacement de Stokes est fondamental en fluorescence car il permet aux photons d’émission
d’étre isolés des photons d’excitation. L'intensité du spectre de fluorescence dépend de la
population de molécules se trouvant a I'état excité. Dans certains cas, le retour a I'état
fondamental est interdit par les régles de la mécanique quantique (passage de S1 a T1 (état
triplet excité)), I'émission est alors tres lente, de l'ordre de la seconde et on parle de

phosphorescence.

2.1.2. Spectre d’excitation de fluorescence

Le spectre d’excitation est obtenu en fixant la longueur d’onde d’émission et en faisant défiler

les longueurs d’onde d’excitation. Le spectre obtenu est en principe identique au spectre
d’absorption du fluorophore étudié. La comparaison des spectres d’absorption et d’excitation

permet entre autre de savoir si le fluorophore est pur. La présence d’'impuretés provoque une
modification dans le spectre d’excitation plus facilement détectable que dans le spectre

d’absorption [4]. L’intensité d’émission est proportionnelle & lI'amplitude du spectre

d’excitation de fluorescence a la longueur d’onde d’excitation. Figure 2

Excitation Emission
spectrum gx 4 EM1 Spectrum

-
EXEK_ __|EM2

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

Wavelength

Figure 2 : L’excitation d’'un fluorophore a trois longueurs d’onde (Ex1, Ex2, Ex3) ne change
pas le profil de 'émission mais entraine des variations de I'intensité de la fluorescence

(Em1, Em2, Em3) qui correspond a I'amplitude du spectre d’excitation. [5]
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2.1.3. Les fluorophores

Les marqueurs de fluorescence sont de petites molécules qui subissent des changements dans
leurs parameétres de fluorescence suite a leur interaction avec des molécules. lls se divisent en

deux parties : les fluorophores intrinseques et les fluorophores extrinséques.

2.1.3.1. Les fluorophores intrinseques

Les fluorophores intrinseques sont naturels. lls incluent les acides aminés aromatiques,
nicotinamide adenine dinucleotide, flavines, dérivés pyridoxals, chlorophylles.... La
fluorescence intrinseque des protéines est due au tryptophane, tyrosine et phénylalanine. Les
groupes indoles des résidus tryptophane participent généralement a 90% dans la fluorescence

totale des protéines.

La figure 3 représente les spectres de fluorescence du Trp, Tyr et Phe a une longueur d’onde
d’excitation de 270 nm ; les composés sont dilués dans un tampon phosphate 0.1 M a pH 7.

303 nm
Tyr

1.0—

348 nm

Tr
05 .

282 nm

Intensité de fluorescence

oLl = -
240 280 320 360 400 440

Longueurs d'onde

Figure 3 : Spectres de fluorescence des Trp, Tyr, Phe dilué dans du tampon phosphate 0.1M a

pH 7. La longueur d’onde d’excitation est de 270 nm [4]

Le tableau 1 résume les principales caractéristiques de I'absorption et de I'émission de ces

trois acides aminés aromatiques dans une protéine.
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Absorption Fluorescence
-3
Fluorophore|Conditions|  Apax (NM) aﬁ%l(érlnql) Amax (NmM) O
Trp pH7 280 5,6 348 0,2
Tyr pH7 274 1,4 303 0,1
Phe pH7 257 0,2 282 0,04

Tableau 1 : Caractéristiques de I'absorption et de I'émission du tryptophane, de la tyrosine et
de la phénylalanine dans un tampon phosphate 0.1 M a pH 7 [6]

En fluorescence native, 'émission de la tyrosine est souvent réduite par des interactions entre
la chaine peptidique et le transfert d’énergie vers le tryptophane. L'émission de la
phénylalanine est observée seulement lorsque la protéine manque de résidus tryptophane et
tyrosine. La fluorescence du tryptophane est réduite par la présence d’iodure, d’acrylamide,

de dioxygéne ou de ponts disulfures.

2.1.3.2. Les fluorophores extrinseques

bY

Les fluorophores extrinséques sont additionnés a I'échantillon pour produire de la
fluorescence. lls sont utilisés lorsque la molécule d’'intérét n’est pas fluorescente ou lorsque la
fluorescence native n'est pas adaptée. llIs incluent le chlorure de dansyl, les dérivés réactifs de
rhodamine ou ddluorescéine... [2, 7] Le nombre de fluorophores a considérablement

augmenté ces dernieres années [8].

2.1.4. Le laser

Le mot LASER signifie : Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation .

2.1.4.1. Principe du laser [6]

Le principe du laser consiste a exciter les électrons d'un milieu, puis a y déclencher

I’émission de photons en cascade sous forme de rayons lumineux.
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Le dispositif du laser consiste en un réservoir d’électrons (milieu fertile qui peut étre solide,
liquide ou gazeux) appelé milieu actif, associé a une source excitante qui éléve les électrons a

des niveaux d’énergie supérieurs. Cette excitation du milieu actif est appelée « pompage ».

Dans un second temps, l'injection de lumiére dans le milieu provoque des collisions entre
électrons excités et photons. Lors de ces collisions, les électrons excités retournent a leur
niveau d’énergie initial en émettant de nouveaux photons. Ce processus d’émission stimulée
produit 'amplification de la lumiére. Deux miroirs situés aux extrémités du laser réfléchissent
les photons émis. Ainsi la lumiere se densifie a chaque parcours. L'un des deux miroirs est
semi-réfléchissant, ce qui permet a une fraction de la lumiere d’étre extraite a chaque aller —

retour.

La lumiére laser doit sa cohérence au fait que les photons du milieu naissent sur le passage
d’autres photons qui sont en phase avec eux dans leur déplacement. De plus, les photons
obtenus par émission stimulée ont la méme énergie et la méme direction que les photons
incidents, ce qui explique la pureté chromatique et la directivité du faisceau ; les photons qui

ne se déplacent pas dans I'axe du miroir vont se perdre dans les parois opaques.

2.1.4.2. Les différents lasers

On classe les lasers selon cing familles, en fonction de la nature du milieu excité.

v Lasers a solide :
Les lasers a solide utilisent des cristaux comme milieu d’émission des photons (le plus connu
est le laser a rubis). Ce sont les lasers les plus puissants. lls permettent d'obtenir des
puissances de l'ordre du kW en continu et du GW en pulsé. lls sont capables d’émettre aussi
bien dans le visible que dans 'UV ou les rayons X. lls sont utilisés pour des applications tant
scientifiques qu'industrielles, en particulier pour la soudure, le marquage et la découpe de

matériaux.

v Lasers a liquide :
Dans les lasers a liquide, le milieu d’émission est un colorant inorganique renfermé dans une
fiole de verre. Le rayonnement émis peut aussi bien étre continu que discontinu suivant le
mode de pompage. Les fréquences émises peuvent étre réglées a l'aide d'un prisme

régulateur. Le choix du colorant détermine essentiellement la couleur du rayon qu'il émettra.
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v Lasersagaz:
Le milieu générateur de photons est un gaz contenu dans un tube en verre ou en quartz. Le
faisceau émis est particulierement étroit et la fréquence d’émission est trés « pure ». Les plus

connus sont les lasers a hélium néon (633 nm) ou hélium cadnium (325 nm, 442 nm).

v Lasers a semi-conducteurs :
Les lasers a semi-conducteurs utilisent principalement des diodes afin de produire un faisceau
lumineux. Le pompage se fait a I'aide d'un courant électrique. Ces lasers sont peu colteux et
tres compacts. Leurs domaines d'applications sont nombreux : lecteurs optiques (CD),

téléecommunications, imprimantes, pointeurs, etc.

v Lasers a électrons libres :
Ce type de lasers utilise les électrons d’'un plasma afin de produire un rayonnement. lls sont
principalement utilisés pour la recherche car leur fréquence peut étre ajustée, allant de

l'infrarouge aux rayons X.

v Diode laser DPSS :
Une diode laser est une jonction de semi-conducteurs. Ses caractéristiques sont proches de
celles des lasers conventionnels. La plus faible longueur de la cavité, quelques centaines de
micromeétres au lieu de quelques dizaine de centimétres, entraine une plus grande divergence
du faisceau et des raies d’émission plus éloignées les unes des autres, ce qui facilite la
création de lasers monomodes (une seule raie d’émission) par filtrage. Les avantages sont sa

compacité et ses faibles tensions de service et puissance consommee.
Les différentes sources laser utilisées pour la détection de fluorescence sont répertoriées dans

le tableau 2. J'ai pu au cours de mon travail de doctorat me familiariser avec la plupart de ces

lasers.
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Longueurs d’onde (nm) Type de laser Puissance du laser (mW
266 Diode (DPSS) >2
325 Gaz (HeCd) 15
355 Diode (DPSS) >2
410 Diode (CW) >20
442 Gaz (HeCd) >30
473 Diode (CW) >30
488 Gaz (Ar ion) 25a 30
514 Gaz (Ar ion) 15
532 Diode (CW) 25
594 Gaz (HeNe) 2
633 Gaz (HeNe) >10
635 Diode (CW) 10 a 25
650 Diode (CW) 10 a 25
780 Diode (CW) 25440

DPSS : laser solide pompé par diode

CW : laser continu

Tableau 2: Différentes sources de laser utilisées pour la détection de fluorescence de 266nm

a 780 nm

Le choix pour 'utilisation d’un laser dépend de plusieurs criteres :

- La longueur d’onde d’émission du laser :

Elle doit correspondre a une des longueurs d’'ondes qui constituent le spectre
d’absorption du composé a analyser.

- La distribution spatiale de la lumiére émise par le laser :

Pour qu’une excitation soit efficace, le faisceau laser doit étre concentré sur
une petite surface du capillaire dont le diametre interne est compris entre 10 et
100 um. La lumiere émise par les lasers continus tel que le laser Argon ont
une bonne cohérence spatiale avec un diamétre moyen du faisceau inférieur a 1
mm. lls sont facilement focalisables sur des surfaces réduites.

A Tlinverse des lasers continus, les lasers pulsés présentent une faible

cohérence spatiale et sont difficilement focalisables sur de petites surfaces.

- La puissance de la lumiére émise :

En premiére approche, on peut penser qu’il est préférable d'utiliser un laser de

forte puissance. Néanmoins, certains lasers qui émettent de fortes puissances
lumineuses générent en méme temps des lumiéres parasites. De ce fait, la
puissance du laser doit étre optimisée afin d’obtenir le meilleur rapport

signal/bruit.
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2.1.5. Description de différents montages optiques appliqués a la détection de
fluorescence induite par laser

Un détecteur LIF est constitué de deux parties principales :
- un agencement optique destiné a focaliser la lumiere du laser sur la cellule de
détection ;
- un dispositif qui permet de collecter et de mesurer la fluorescence émise.
Plusieurs auteurs décrivent des montages optiques qui se différencient par la combinaison des
éléments optiques, le positionnement du dispositif de focalisation par rapport a celui de la

collection de la fluorescence et par l'utilisation de cellules de détection de différentes natures.

2.1.5.1. Les détecteurs commercialisés [9]

Il existe deux détecteurs commercialisés pouvant étre couplés a I'électrophorése capillaire :

2.1.5.1.1. Le détecteur LIF Beckman-Coulter

Il est utilisé sur les instruments d’électrophorese capillaire Beckman MDQ. Deux longueurs
d’onde d’excitation sont disponibles : 488 nm (laser argon) et 635 nm (diodéyuka 4
représente le montage optique :

capillaire

fibre optique fibre optique

fenétre du {
capillaire miroir
arriere
fluorescence

perpendiculaire

au capillaire

i RN

HEa

Figure 4 : montage optique du LIF MDQ Beckman Coulter : la fluorescence est récoltée de

maniéere perpendiculaire au capillaire grace a un miroir

Deux fibres optiqgues d’excitation illuminent le capillaire aux deux longueurs d’onde des

lasers. La fluorescence émise est récoltée de maniere perpendiculaire au capillaire grace a un
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miroir. La fluorescence passe a travers des filtres puis arrive au niveau du tube

photomultiplicateur (PMT) qui transforme I'énergie lumineuse en signal électrique.

2.1.5.1.2. Le détecteur Picometrics Zétalif [10]

Il peut étre couplé aux instruments d’électrophorese capillaire et nanoLC de maniere externe.
Il ne présente qu'une seule longueur d'onde d’excitation. Différentes longueurs d’onde
d’excitation sont disponibles : de 266 nm a 780 nm, selon les lasers et filtres optiques

disponibles. La figure 5 représente le montage optique :

Photomultiplicateur

i Filtre passe haut
i Notchs

ez | Filire spatial
Couplage fibre opticue B

Laser

Fibre opticque

Collimateur Fatsceau laser

Celule

Figure 5 : Montage optique colinéaire du LIF Picometrics Zetalif. Le faisceau laser est

focalisé a I'intérieur d’'une bille, ce qui permet d’illuminer une petite partie du capillaire.

Le principe du détecteur est basé sur un montage optique colinéaire [11, 12, 13, 14].
L’énergie lumineuse provenant d’'une source laser est collectée par une fibre optique qui
I'oriente sur le miroir dichroique. Ce miroir possede la particularité de ne laisser traverser que
certaines longueurs d’'onde. Il réfléchit le faisceau laser vers I'objectif du microscope qui le
focalise vers la bille placée au niveau de la fenétre de détection du cafiidpire 6). La
fluorescence émise par la solution a I'intérieur du capillaire est récoltée par ldiduite {7)

puis vers I'objectif du microscope.
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bille

capillaire
Laser
’ Figure 6: principe de la bille lors d
Excitation I'excitation

Fluorescence
Figure 7 : principe de la
bille lors de I'émission

Emission

Aprés avoir traversé le miroir dichroique, la fluorescence émise passe a travers un jeu de
filtres. Il y a deux types de filtres : le spatial et les spectraux
- Lefiltre spatial :
La fluorescence contient des faisceaux de lumiére non collimatés qui peuvent
provenir de la réflexion du faisceau laser sur les parois des éléments optiques
gui constituent le systéme de détection.
Comme la détection de la fluorescence s ‘effectue dans le plan optique image
du capillaire, on peut facilement l'isoler des radiations parasites (qui sont
excentrées) a l'aide d'un filtre spatial ou d’'un diaphragme.
L’énergie lumineuse restante est ensuite filtrée a travers des filtres spectraux

afin d’obtenir le meilleur rapport signal/bruit.

- Les filtres spectraux :
Ce sont des filtres qui absorbent spécifiquement certaines longueurs d’ondes,
leurs caractéristiques essentielles sont : leur bande passante et leur densité
optique.
Les filtres notchs sont centrés sur la longueur d’'onde du laser, c’est a dire que
toute radiation lumineuse dont la longueur d’onde est proche de celle du laser
est arrétée. Son role consiste a éliminer les résidus du rayonnement laser qui
traversent le dichroique et le filtre spatial.
Le filtre passe haut, quant a lui, est complémentaire des notchs car, il élimine

les radiations lumineuses parasites.
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A la sortie des filtres, le photomultiplicateur amplifie le signal et le transmet a I'enregistreur
sous forme d’un signal électriqgue mesurable. Le PMT est constitué d’'un tube sous vide, et qui
possede une photocathode (cathode photosensible) et une anode réceptrice. La photocathode
et I'anode réceptrice sont séparées par plusieurs électrodes appelées dynodes. Lorsque la
photocathode recoit un photon, elle propage des électrons sur la premiére dynode.

Chaque dynode a la propriété d’émettre sur la dynode suivante 2 a 5 fois plus d’électrons
gu’elle n’en recoit. Ceux-ci se déplacent alors en cascade vers I'anode réceptrice sous l'effet
d’'une tension électrique (400 a 2500 V). Le flux d’électrons obtenu est a l'origine d’un

courant électrique mesurable.

2.1.5.2. Les détecteurs « home made » (fabriqués en laboratoire) [15]

Zare et al [16] utilisent pour la premiere fois un laser Argon 488 nm. Il utilise un

montage optique orthogonal avec des fibres optiques Figure 8.

Fibre optique
excitatrice

—SSSSS1

Lentille

Capillaire

Laser

Fibre optique
collectrice
(600 um de
diamétre
intérieur

Filtres ———

multiplicateur

Figure 8 : Montage optique de Zare et al [9]

Mais ce montage est peu efficace a cause des phénomenes d’absorption, de diffusion de la
lumiére fluorescente a l'intérieur de la fibre optique de collection et de la difficulté a aligner
des fibres optiques devant le capillaire.

Afin de réduire la diffusion du faisceau incident au niveau du capillaire, Kurosu [17]
utilise une cellule classique d’HPLC a circulation de liquide dans laquelle le capillaire est
immergé figure 9.
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Excitation

Collection de
fluorescence :

Figure 9 : Montage optique de Kurosu et al : le capillaire est immergé dans une cellule
HPLC. [17]

Le liquide d’'immersion doit posséder un indice de réfraction proche de celui du capillaire (par
exemple le propanol). Le probleme de cette cellule de détection immergée est 'augmentation
du bruit de fond : les rayons du faisceau laser provoquent la luminescence des parois de la
cellule. Ce montage n’a pas connu de développement ultérieur.

Dovichi et al [18] décrivent un détecteur LIF basé sur la modification de I'appareil

commercial de cytométrie de flux. La figure 10 montre le montage optique :

flux protecteu ‘\

faisceau lase

perpendiculaire

ala
fluorescence

/— échantillon dans le capillaire

lentille

filtre
spatial

LJ

filtres

fluorescence

(d)
Figure 10 : Montage optique de Dovichi et al basé sur la modification de I'appareil

commercial de cytométrie de flux [18]

L’extrémité cathodique du capillaire est introduite dans une cellule a circulation en quartz. Le
liquide circulant dans cette chambre est identique a I'électrolyte de séparation. Pour refermer

le circuit électrolytique, une électrode en acier inoxydable en contact avec le capillaire est
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soudée a la cellule de circulation. Ce détecteur n’a jamais été industrialisé pour la CE ni la
nanoLC.
Taylor et Yeung [19] décrivent un montage optique orthogonal ou I'excitation se fait

dans I'axe de migration a I'aide d’une fibre optique figure 11.

Fibre optique

Capiliaire collectrice
Fenétre du diamétre

cap illaire ‘%

Lantille
l Filtres
Laser Fibre A ——
optique % -
. . vy
diametre %
Sium WM%
-~ o~ ]
Réservoir
tampon

Figure 11: Montage optique orthogonal de Taylor et Yeung [19]

5 a 10 mm de la fibre d’excitation est introduite dans le capillaire du c6té cathodique. La
fluorescence émise est récoltée par une fibre collectrice de maniere orthogonale. Ce montage
présente des inconvénients :
- la fibre d’excitation étant insérée dans le capillaire, le flux électro-osmotique est
perturbé;
- lafibre d’excitation peut étre contaminée par les composes fluorescents ;
- I'exposition des analytes a la lumiére excitatrice étant longue, le phénomene de
photodégradation peut se produire de fagon plus efficace;
- mise en ceuvre du systeme difficile.

Enfin, Hernandez et al [20] ont utilisé un microscope confocal figure 12.
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Figure 12 : Montage optique de Hernandez : ce montage est basé sur le principe d’un

microscope confocal [20]

Dans ce montage, le faisceau laser est réflechi sur un miroir dichroique dont I'angle
d’incidence est de 45°. Le faisceau est focalisé sur le capillaire a l'aide de I'objectif d’'un
microscope a courte ouverture numérique. La fluorescence émise est collectée par le méme
objectif, passe le miroir dichroique, passe a travers une série de filtres puis le PMT.

Le faisceau laser est focalisé sur une petite portion du capillaire. Cependant, ce montage

optique entraine une mauvaise reproductibilité a cause de l'ajustement de l'objectif du

microscope par rapport a la fenétre de détection du capillaire.

Nous venons de décrire les difféerents montages optiques appliqués a la détection de
fluorescence induite par laser. De tous ces montages, seuls le détecteur Picométrics et le

détecteur Beckman Coulter ont été commercialisés.

2.2. Structure et analyse de la pureté des anticorps recombinants

2.2.1. Introduction

L’'immunothérapie comprend un grand nombre de molécules utilisées comme produits
pharmaceutiques. Les anticorps monoclonaux recombinants forment la nouvelle classe de
médicaments qui se développent le plus actuellement. Ces molécules sont employées pour
tuer des cellules ou organismes (cellules cancéreuses, bactéries) ou pour neutraliser des

molécules solubles (les cytokines dans les maladies chroniques ou les toxines dans les
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infections). Etant spécifiques, les anticorps agissent avec un effet maximum tout en ayant des
effets secondaires réduits. Il existe au moins trente anticorps monoclonaux sur le marché
pharmaceutique et de nombreux sont en phase avancée d’essais cliniques. [21-23]

Par la suite, nous allons étudier les fonctions et la structure des immunoglobulines puis
présenter les différentes techniques analytiques permettant d’assurer le contréle qualité de ces

molécules.

2.2.2. Fonctions et structure des anticorps

Un anticorps ou immunoglobuline est une protéine complexe utilisée par le systeme
immunitaire pour détecter et neutraliser les agents pathogénes appelés antigénes tels les
bactéries et les virus. Les immunoglobulines sont produites dans le plasma mais aussi dans les
liquides biologiques de I'organisme.

En 1975, George Kohler et César Milstein travaillant au Laboratoire de Biologie Moléculaire

de Cambridge, ont décrit une technique permettant de produire une quantité infinie
d’anticorps de spécificité déterminée. Cette technique a révolutionné I'immunologie et a
fourni des outils précieux a la biologie et a la médecine. Les anticorps monoclonaux ont une
structure identique a celle des anticorps naturels. Leur originalité réside dans le fait qu’ils sont
homogenes, c’est-a-dire que toutes les molécules d’'une préparation sont identiques. En
conséguence, leur réaction avec I'antigene sera toujours la méme. C’est cette constance dans

la nature et dans leurs effets qui les rend aussi utiles. [24]

2.2.2.1. Structure générale des immunoglobulines

Les anticorps sont des glycoprotéines formées de quatre chaines polypeptidiques :
deux chaines lourdes et deux chaines légéres assurant une flexibilité de la molécule. Ces
chaines forment une structure en Y. Pour un anticorps donné, les deux chaines lourdes sont

identiques, de méme que les deux chaines légéres.

2.2.2.1.1. Chaines lourdes

Elles varient selon les différentes classes et sous-classes d'immunoglobulines : chaine
lourdey, a, Y4, & ou € pour les IgG, IgA, IgM, IgD, ou IgE respectivement. Chaque chaine
lourde comporte une séquence d’environ 450 acides aminés (poids moléculaire : 50 kDa).

Elles sont reliées entre elles par une ou plusieurs liaisons covalentes (ponts disulfures). Une
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zone flexible de la chaine lourde située a mi-distance environ des extrémités de la chaine
lourde est appelée zone charniere. Cette zone charniére confére a la chaine lourde une grande

flexibilité, facilitant ainsi son interaction avec I'antigene.

2.2.2.1.2. Chaines légeres

Dans une molécule d'immunoglobuline donnée, les chaines Iégéres sont identiques,
soit de typex , soit de type\. Ceci est di au fait qu'un lymphocyte B donné produit soit des
chaine«, soit des chaines, mais pas les deux a la fois. Les chaines Iégéres sont composées
d’environ 220 acides aminés (poids moléculaire : 25 kDa). Chaque chaine légere est reliée a
une chaine lourde par un pont disulfure. Environ les 2/3 des immunoglobulines ont deux

chaines légéraset 1/3 deux chaines légéres A

2.2.2.1.3. Domaines

Outre les ponts disulfures qui unissent les chaines lourdes entre elles et les chaines
légeres aux chaines lourdes, il existe des ponts disulfures sur chaque chaine lourde et sur
chaque chaine légére. Ces ponts créent des régions d’environ 110 acides aminés appelées
domaines. Chaque chaine lourde présente 4 domaines (sauf les IgM qui en ont 5) et chaque

chaine Iégere, 2 domaines. figure 13

région
chamiére

FpInaj 2uTRYD

Figure 13 : organisation des chaines de I'lgG en domaines : la chaine lourde présente 4

domaines et la chaine légere 2 domaines

28



2.2.2.1.4. Structure tertiaire des immunoglobulines

La diffraction aux rayons X [25] a fourni des données sur la conformation de
molécules entieres d’lgG, ce qui a permis d’établir la structure du squeledtboné et de
condruire par ordinateur des modeéles atomiques de cette classe d'immunoglfigulied.4
et 15

Figure 14 : modéle en ruban d’une molécule d’'lgG montrant le structure polypeptidique des
guatre chaines : les deux chaines lourdes sont en vert foncé et bleu foncé ; les deux chaines

légeres sont en jaune et vert clair ; la chaine saccharidique est représenté en blanc [25]

En raison de la mobilité de la région charniére, la molécule peut prendre la forme d’'un Y ou
d'un T, ce que I'observation au microscope électronique a confirmé. Les chaines lourdes sont
colorées en bleu et vert foncé. Les sites de liaison a I'antigene se trouvent a I'extrémité des
bras de I'Y formé par la molécule et sont constitués par des domaines des chaines lourdes et
légéres. La région charniere étendue et dépliée se trouve au centre de la molécule. Les unités
glucidiques liées par une liais@AN-osidique aux chaines lourdes sont montrées swoef

de boules et de tiges. Bien que les oligosaccharides ne comptent que pour 2-3% du poids
moléculaire d’lgG, ils sont indispensables a I'expression des fonctions effectrices.

Des enzymes peuvent agir sur 'immunoglobuline et générer des fragments :

- La papaine hydrolyse le site de la région charniere et génére 2 fragments Fab
(encore capables de se lier a I'antigene) et un fragment Fc (constitué par les
domaines CH2 et CH3Jrigure 15c

- La pepsine découpe le région Fc en petits fragments apres la région charniére et
génére le fragment F(ab'§apable de se lier a I'antigéne. Figure 15c
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Figure 15: a/ Modéle de la molécule d'lgG, basé sur une analyse cristallographique par

rayon X, montrant les associations des domaines. Chaque boule pleine représente un résidu
amino acide ; les boules brunes plus grosses sont des carbohydrates (glucides) Les deux
chaines légeres sont représentées en rouge clair, les deux chaines lourdes en bleu. b/
Représentation schématique montrant les interactions entre les domaines des chaines lourdes

et des chaines légéres. c/ action de la papaine et de la pepsine sur une immunoglobuline [25].
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Les chaines d’anticorps sont variables dans leur domaine amino-terminal (ou N-terminal), en
revanche presque identigues dans la région carboxy-terminal (ou C-terminal).

Donc chaque chaine d’anticorps présente une région variable (V) et une région constante (C).
Les régions variables de la chaine légere et de la chaine lourde s’associent pour former le site
de fixation de l'antigéne. C’est I'hétérogénéité des régions variables qui fournit les bases
structurales de I'ensemble des sites utilisés par I'animal pour développer une réponse
immunitaire efficace. L’hétérogéenéité de séquence n’'est pas disséminée au hasard dans les
régions variables mais concentrée dans les régions entrant en contact direct avec I'antigene.
Donc la variabilité la plus forte est trouvée dans trois régions de la chaine légére et de la
chaine lourde dites régions hypervariables. Ces régions forment le site réel de fixation de
I'antigene et sont appelées « régions déterminant la complémentarité » oufiiD&.16

[26]

Région variable Région constante

f—Bﬁf —

CHAINE LEGERE

~ 110 Acides aminés

CDbR — liaison a I'antigene | E

CHAINE LOURDE

w ) J\._ —

=~ ™

Région variable Régions constantes
I

Figure 16 : Présentation des régions hypervariables des anticorps
2.2.2.1.5. Classes et sous-classes des immunoglobulines

La nature des chaines lourdes détermine la classe et la sous-classe des
immunoglobulines.
Chez 'homme, on distingue, comme vu précédemment, 5 classes d'immunoglobulines ayant
chacune un type de chaine lourde différent : IgG, IgA, IgM, IgD et IgE. Au sein d'une méme
classe d'immunoglobulines, il peut exister des sous-classes correspondant a des variations
structurales de la chaine lourde a l'intérieur de la classe. Ainsi, il existe 4 sous-classes d’'lgG
(IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4) caractériseées, respectivement, par les chaines dynes/3 et
v4 et 2 sous-classes d’IgA (IgA1l et IgA2) avec des chaines loafdesn2. [27] {ableau 3)
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Jo[€} IgA IgM IgE IgD
Chaines _ a 5
lourdes Vi ' H &
i 1 19G1, 1gG2, IgA1l,
Sous-classes IgG3, 1gG4 IgA2
Poids 160
moléculaires 150 400 950 190 185
(KDa)
Localisation sang Ml,Jqu,e.uses Lymphocyte | Basophiles | Lymphocyte
sécrétions B, sang mastocytes B
Neutralisation Agglutination| Agglutination, .
. o ; . Allergies, L
N des toxines, | neutralisation voie classique . .. | Activation du
Roéles et . neutralisation
bactéries et| des bactéries, du d : lymphocyte B
: : . e parasites
virus virus complément

Tableau 3 : Propriétés (poids moléculaires, localistaion et réles) des différentes

immunoglobulines : 1gG, IgA, IgM, IgE, IgD

Chaque classe d'immunoglobuline va étre étudiée plus précisément : [28]

IgG

* Structure

la région Fc contient desicres (3 % d
poids moléculaire de la molécule).
les IgG sont les plus nombreux (70 9
Les IgG et les IgG se fixent au
complément et sont transférés
travers du placenta.

les IgG (nombre plus faible) présente
une spécificité élevée vis-a-vis deg
antigénes. Les Ig&G sont  l'agen
essentiel de la neutralisation des toxi
bactériennes, élément prédomin
pendant la réaction secondaire.

les IgG, n’activent pas le compléme
et ne se lient pas aux macrophages.
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deux formes :

- IgA sérique représentés p.
deux molécules opposées reliées
une chaine J de jonction. La chalir
est un polypeptide présent dans
IgA et IgM qui facilite Ia
polymérisation. Elle est synthétis
par les cellules B mais n’est f
codée par les genes
limmunoglobuline.

- IgGA sécrétoire possede un
piece sécrétoire en plus de la chair
La piéce sécrétoire dun poi
moléculaire de 64 kDa protége
protéolyses (augmente la durée de
des IgA).
les IgA ne fixent pas le complément.
pas d’action bactéricide.
ilIs empéchent [l'adhérence ¢
bactéries aux muqueuses et d
limitent I'invasion bactérienne dans
colostrum (montée de lait api
I'accouchement). lIs tapissent le tL
digestif des nouveaux nés.
localisation : mucus testinal, mucu
bronchique, larmes, salive.

IgM

* Structure

structure pentamériques unités d’lc
réunies par des liaisonsSSet par un
chaine J de jonction.

la partie Fc présente une glycosylal
importantee 12 % du poid
moléculaire de la molécule.
structure présente chez tous
vertébrés a l'exception des vertét
les plus primitifs qui n'ont que d
IgM uniques et non avec des structt
pentameériques.

importante capacité d’agglutinati
entre les branches des IgG.

ils fixent fortement le complément.
activité lytique et bactéricide.

c’est la classe qui se différencie
premier lors d'une infection cela
permet de dater une infection.
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. * rOle important dans les infectio

Structure parasitaires leur dosage permet |

déterminer linfection parasitaire par d
helminthes dont le ténia.

o s activent  difféerentes cellule
cytotoxiques dont les éosinophiles «
IgE dépendants.

e ils interviennent dans la réacti
allergique, ils se fixent sur la paroi ¢
mastocytes.

IgD

* peu abondants.

* Structure . :ocaliﬁés sur la membrane
ymphocytes.

e permet d’identifier dans le sérum si
patient est atteint de myélome.

* ils jouent un role dans la différenciati
des lymphocytes B.

e pas d’activité bactéricide.

2.2.2.1.6. Production des anticorps monoclonaux

Au début des années 1970, il était possible de faire pousser in vitro plusieurs types
cellulaires au laboratoire, parmi lesquels des lymphocytes B tumoraux appelés myélomes ou
plasmocytomes. Ces cellules ont la capacité de se reproduire indéfiniment, a la différence des
lymphocytes B normaux. En conséquence, de telles cellules sont clonogéniques (c’'est-a-dire
gu’'une cellule peut se multiplier pour former des clones, soit in vitro, soit in vivo, aprés

injection dans un animal appropri€). En 1975, Kohler et Milstein fusionnent la propriété de
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croissance in vitro et la clonogénicité de la lignée cellulaire myélomateuse avec la propriété
de synthése d’anticorps des lymphocytedi@ure 17. Lorsque le processus de fusion est
terminé, les cellules filles sont appelées hybridomes (cellules hybrides qui ont hérité de
certaines des caractéristiques des deux parents et qui poussent aussi rapidement que des
cellules malignes). Donc cette technique d’hybridation produit des cellules productrices
d'immunoglobulines immortalisées. Cependant, elles ne permettent pas de choisir quel
lymphocyte va étre immortalisé. Pour surmonter cela, des globules rouges de mouton ont été
injectés a une souris. Aprés plusieurs injections, le systeme immunitaire de la souris a
développé des clones de lymphocytes B capables de produire des anticorps qui reconnaissent
cet antigene. Les lymphocytes de la rate de la souris ont été fusionnés avec la lignée
myélomateuses. Méme avec une telle technique ou I'animal est sensibilisé pour produire des
anticorps spécifiqgues, de nombreux lymphocytes produisant des anticorps non intéressants
sont fusionnés également. Une fusion d’'une cellule de myélome et d’'un lymphocyte B est
réussie lorsqu’une colonie ou un clone unique de cellules d’hybridomes produisant un

anticorps unique est établi. Cet anticorps est appelé « anticorps monoclonal ».

Lymphocyte B

immortalité production d’anticorps

Hybridome
production d’anticorps immortel

Figure 17: De la fusion d’une cellule de myélome et d’'une cellule productrice d’anticorps

résulte un hybridome immortel producteur d’anticorps [24]
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L’anticorps anti-CD3 (Orthoclone OKT3®, muromonab-CD3) est un représentant de cette
premiére génération d’anticorps monoclonaux murins. Il est utilisé dans le traitement aigu
aprés une greffe d’'organe et a été le premier anticorps monoclonal admis pour l'usage
thérapeutique chez I'homme. Le muromonab-CD3 doit étre utilisé en association avec
d’autres médicaments immunosuppresseurs pour prévenir la réponse immunitaire contre
I'anticorps murin. Les anticorps humains anti-murins peuvent toutefois apparaitre et affaiblir
I'effet thérapeutique.
La constatation selon laquelle la réaction immunitaire du patient contre les anticorps de souris
compromet l'efficacité thérapeutique a conduit au développement de stratégies visant a
diminuer 'immunogénicité des anticorps monoclonaux [29, 30].
Tout d’abord, des anticorps monoclonaux chiméres ont été développés. lls sont constitués
d’'une partie murine variable et d'une partie humaine constante HE®uréa réponse
anti-anticorps a ainsi considérablement diminuée. Par exemple, le rituximab (Mabthera ®) et
le cétuximab (Erbitux ®) n’'induisent que rarement la formation d’anti-anticorps. En revanche,
la formation d’anti-anticorps atteint 61% avec linfliximab (Remicade®), corrélée a une
diminution de son efficacité thérapeutique. La formation d’anticorps humains anti-murins
reste un probléeme méme si les anticorps monoclonaux chiméres se sont solidement implantés
dans la pratique clinique.
La poursuite des efforts de recherche a conduit au développement d’anticorps humaniseés.
Dans ces anticorps, toutes les séquences d’acides aminés provenant de la souris sont
remplacées par des séguences humaines, a I'exception des régions CDR responsables de la
liaison avec l'antigéne. Des anti-anticorps anti-humains sont toutefois produits mais leur
incidence est relativement faible par rapport a celle constatée avec les anticorps chimeéres. Par
exemple, I'alemtuzumab (Mab-Campath ®) induit des anti-anticorps anti-humains avec une
incidence de 'ordre de 1,9%.
Par la suite, des anticorps entierement humains ont été développés afin de diminuer
'immunogénicité des anticorps monoclonaux thérapeutiques. Deux principales méthodes
peuvent étre utilisées : [31]

- des souris porteuses d’'un défaut immunitaire peuvent étre reconstruites a 'aide de

tissu feetal humain ; I'immunisation de ces souris génére des anticorps humains.
- les anticorps humains peuvent étre produits par l'intermédiaire de souris

trangéniques produisant des anticorps entierement humains.
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Ces anticorps entierement humains conservent toutefois une séquence d'acides aminés
étrangere pour I'organisme (idiotype). L’organisme peut donc répondre a la présence de cette
région par la formation d’anticorps humains anti-humains.

Le développement successif d’anticorps chimeres, humanisés puis entierement humanisés a

permis de diminuer I'immunogénicité des anticorps initialement murins.

W \7 \P

i — 0 —

ragions frermework

MM uriri chirméra hurnaniss hurriain

Figure 18 : Passage de I'anticorps murin a I'anticorps chimére puis humanisé puis
entierement humanisé. Les séquences de souris sont représentées en rouge ; les séquences

humaines en blanc.

2.2.2.1.7. Instabilités des anticorps

En moyenne, les anticorps sont plus stables que les autres protéines. Cependant, ils
subissent des phénoménes de dégradations physiques et chimiques. Ces instabilités peuvent

étre observées dans les états liquides, congelés ou lyophilisés.

- Instabilités physiques

L’instabilité physique la plus courante est I'agrégation d’anticorps. Les agrégats sont

la conséquence des interactions protéine-protéine. La présence d’agrégats peut entrainer des
conséquences seérieuses comme une insuffisance rénale, des réactions anaphylactiques, maux
de téte, fievre. Par conséquent, le taux d'agrégats contenu dans une immunoglobuline
commercialisée est limité a moins de 5 %. Le taux d’agrégat dépend de la concentration de la
protéine, de la viscosité, du pH et de la température. Le taux d’'agrégats augmente avec la
concentration de la protéine.

Autres instabilités physiques : sous l'effet d'un changement de température, les anticorps
peuvent étre dénaturés. De plus les anticorps s’adsorbent sur de nombreuses surfaces. Cette

adsorption peut réduire la concentration de I'anticorps en solution [27].
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- Instabilités chimiques

Elles peuvent étre de natures diverses : perte de fonction amide des chaines latérales
des acides aminés, oxydation, fragmentation.
1) La perte de fonction amide des anticorps est courante. Par exemple, I'anticorps monoclonal
recombinant HER2 présente différentes formes : Asn30 transformé en aspartate sur une
chaine Iégére ou sur les deux chaines Iégéres et Asn55 transformé en iso-aspartarte sur les
chaines lourdes.
2) La méthionine, la tyrosine, I'histidine et la cystéine sont des résidus oxydables contenus
dans les protéines. Ainsi I'oxydation des protéines peut se produire sur ces acides aminés
durant leur stockage.
3) La fragmentation se produit essentiellement lors du processus de fabrication. Les
séquences Asp-Gly, Asp-Pro et Asn-Ser sont les séguences les plus couramment scindées. Les
traitements acides, basiques, la température, le stockage peuvent accélérer la fragmentation.
La fragmentation peut induire la perte d'une chaine Iégéere, d’'un fragment Fab, la séparation

entre la chaine lourde et la chaine légére, le clivage des ponts disulfures. [27]

2.2.2.2. Fonctions des anticorps

Les immunoglobulines ou anticorps sont des protéines complexes utilisées par le
systeme immunitaire pour détecter et neutraliser les agents pathogenes comme les bactéries
ou les virus. Sécrétées par des cellules dérivées des lymphocytes B, les plasmocytes, elles
reconnaissent les antigénes de maniere spécifique. Leurs fonctions effectrices résultent des
interactions entre les régions constantes des chaines lourdes et les protéines du sérum ou les
récepteurs membranaires. Donc toutes les classes d'immunoglobulines n'ont pas les mémes
fonctions [32].

Selon les différentes immunoglobulines, on répertorie differents modes d’action figure 19:

- la reconnaissance de l'antigéne : de nombreux virus et bactéries exercent leur
pathogénicité apres fixation sur les cellules de I'organisme. Les bactéries utilisent
des adhésines (molécules d’adhésion aux membranes cellulaires). Les virus
possedent des protéines de fixation sur leur enveloppe externe. Les anticorps anti-
adhésines et anti-protéines de la capside virale bloquent l'action de ces agents
pathogenes en se liant sur les molécules de fixation.
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les anticorps protégent d’autre part I'organisme en déclenchant la cascade du
complément. Il s’agit d’'un ensemble de protéines du plasma dont I'activation
permet de détruire des bactéries par perforation et de faciliter la phagocytose.

un anticorps peut se lier a des cellules du systeme immunitaire par sa partie
constante et engager le déroulement de la réponse immunitaire. [26, 33]
'opsonisation est un facteur important des défenses antibactériennes. Des
protéines, appelées récepteurs du Fc (FCR), capables de se lier a la région constante
des molécules de la plupart des sous-classes d’'IgG sont présentes a la surface des
macrophages et des neutrophiles. Bien que l'interaction entre un FcR et la région
Fc d’'une molécule d’'lgG donnée soit trés faible, la liaison simultanée des Fc de
différentes molécules d’anticorps complexées a une méme cible, telle qu’'une
cellule bactérienne, produit une interaction de force significative. Le résultat
immédiat est la liaison du pathogéne a la membrane du phagocyte. Cette liaison
du FcR par fixation a un réseau de régions Fc d’anticorps initie une voie de
transduction d’'un signal qui conduit a la phagocytose du complexe antigene-
anticorps. A lintérieur du phagocyte, le pathogéne devient la cible de divers
processus, tels qu’'une digestion enzymatique, un dommage oxydatif ou des effets
d’altération de la membrane provoqués par des peptides antibactériens. Tous ces
processus se combinent pour assurer une mort probable des pathogéenes phagocytés
a la suite de leur reconnaissance.

de nombreux anticorps peuvent traverser les tissus épithéliaux. Cette capacité de
transfert dépend de la région constante des Ig. Méme si les systemes circulatoires
maternel et foetal sont séparés, les anticorps peuvent traverser le placenta. Ce
transfert est tres important, il permet au fcetus de se défendre contre des

pathogenes. Ce transfert correspond a I'immunité passive.
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Figure 19 : Les différentes fonctionnalités des anticorps dans I'organisme [33]

2.2.2.3. Le marché des anticorps monoclonaux (AcM)

Le succés commercial des anticorps monoclonaux durant les deux derniéres années a
entrainé le début de l'aire de « la ruée vers 'or » [34]. En effet, des traitements qui étaient
considérés comme impossibles il y a quelques années, sont devenus possibles aujourd’hui
grace aux anticorps monoclonaux recombinants.

Les ventes globales d’anticorps monoclonaux (AcM) en 2006 se sont élevées a 20,6 milliards
de dollars (tableau)4 Les anticorps monoclonaux correspondent a la classe biologique ayant
les meilleures ventes en 2006 suivis par les vaccins, I'érythropoietine, l'insuline et
I'interféron.

Le tableau montre les différents succés commerciaux des anticorps.

40



Nom générique Marque FDA Sociétés Indication Ventes milliards $

Approval 2004 | 2005] 2006
Rituximab ¢ CD20 Rituxan 1997 Roche leuceémie, 28 | 32| a7
lymphome, R/
o . CD, UC, AS,
{ |
infliximab ¢ TNFa Remicade 1998 Jg8J RA. Ps, Ps, 2,1 3,5 4,2
Trastuzumab hz HER2 Herceptin 1998 Roche cancer du sein 1,3 1,6% 3,14
Bevacizumab VEGF hz Avastin 2004 Roche cancer du colon, 0,55 1.3 2,4
cancer du poumc
Adalimumab h TNFa Humira 2002 Abbott RA, PsA, AS, CIl 0,85 14 2|04
Cetuximab ¢ EGFR Erbitux 2004 B.HStOI Myers cancer colon HNC 0,26 0,94 1,1
Squibb Merck Kg/
Palivizumab hz RSV Synagis 1998 Medimmune RSV 0,95 11 1,1
Astra Zenec
Omalizumab hz VEGF Xolair 2003 Roche, Novartig allergie asthm 0,19 D,36 0,52
Ranibizumab hz VEGF Lucentis 2006 Novartis, Roclhe dégénératiof 0,38
Abeiximab ¢ CD3 ReoPro 1994 J8J, Lilly inhibiteur thrombdse  0}36 D, 3 3,28
Natalizumab hz a4 integrin  Tysabri 2004/24J06 Biogen Idec, Hlan sclérose en plaques 0,06
Panitumumab h EGFR Vectibix 2006 Amgen cancer colon | 0,04

Tableau 4 : Les meilleures ventes d’anticorps monoclonaux 2004-2006 [34]

Le rituxan, avec 4,7 milliards de dollars de ventes, est le plus grand succes commercial des
produits biologiques en 2006. Dans ce marché florissant, ce sont les AcM utilisés en

oncologie (cetuximab, bevacizumab, trastuzumab) qui représentent la plus grosse part des
ventes. Cette tendance des produits oncologiques a dominer le marché va continuer méme si
les produits destinés au traitement de l'arthrite, des maladies inflammatoires et auto-immunes

devraient connaitre une forte croissance et prendre a terme, 40 % du marché d’ici 2010. [33]

2.2.3. Analyses des anticorps

Garnick etal [35] ont examiné le role du contrdle de la qualité en biotechnologie. Les
biotechnologies utilisent des organismes vivants pour la fabrication de médicaments. De ce
fait, ces organismes peuvent synthétiser des molécules qui peuvent provoquer des effets
secondaires importants. Le contrdle de la qualité en biotechnologie differe du contrdle qualité
traditionnel par trois points :

1/ le développement et la caractérisation des organismes de production des

biomolecules ;

2/ le contrdle du processus de fermentation et de culture cellulaire ;

3/ le contrdle du processus de purification et du produit final.
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Donc le contrble qualité en biotechnologie ne s’arréte pas a I'identification du produit final.
La pureté, la stabilité, la caractérisation du composé obtenu et les opérations de purification

doivent étre étudiées avec précision. Tableau 5

Caractéristiques Propriétés de l'analyse Méthodes d'analyss
Electrophorese ou CH
Pureté HPLC phase inverse

HPLC exclusion de talill
Electrophorese ou CH
|_Spectrométrie de massge
'HPLC exclusion de tail
Diffusion de lumiéere
clEF
Identitification Cartographie peptideq
HPLC échangeuse d'iops
Liaison antigene Immunoassay
Activités . : , Prolifération des cellulgs
Méthodes biologiques Cytotoxicité
_ Electrophorése ou CE
"HPLC exclusion de taill
Cellule hbte protéine Immunoassay
Hybridation DNA

D

Caractéristiques physiques
et chimiques

Intégrité/poids moléculai

D

Produits liés aux impuretés| Aggrégations / fragmen

D

Cellule h6te DNA

Produits liés aux impuretés Fluorescence
et Protéine A Immunoassay
aux contaminations Cellule de culture Immunoassay

Microscopie electroniqye
Analyses in vivo / in vitr

Virus

7

Tableau 5 : Exemple de contréle de la qualité de la production des anticorps monoclonaux
recombinants [36]

Différentes techniques analytiques existent pour le contrble de la qualité des anticorps
monoclonaux recombinants. Ces techniques vont étre présentées dans les paragraphes
suivants [37-38-39]. Elles doivent toujours progresser et étre automatisées afin de répondre

aux attentes du contréle qualité des produits pharmaceutiques.

2.2.3.1. Analyses des anticorps par électrophorese

L'intégrité et I'identité des anticorps monoclonaux doivent étre testés a tous les stades
du processus de fabrication (culture cellulaires, purification, caractérisation des produits,
remise des lots). A chaque étape, la production correcte de I'anticorps doit étre confirmée. Les
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anticorps sont des mélanges hétérogenes d’'isoformes de charges et de tailles. Les méthodes
électrophorétiques sont utilisées pour tester la pureté, l'identité et I'intégrité des anticorps. Les
méthodes électrophorétiques communément utilisées sont le SDS-PAGE, I'électrophorese

capillaire avec détection UV ou LIF (tests de pureté et d’intégrité) et le clEF (test d’identité).

2.2.3.1.1. Analyses des anticorps par SDS-PAGE

L’ électrophorése a pour but de séparer des molécules chargées au travers d’'un gel (un
polymére) sous I'action d’un champ électrique.
Les molécules se déplacent vers le pble de charge opposée a leur charge nette z, a une vitesse
v proportionnelle a cette charge :
v=E.z/f
ou E est le champ électrique

f est la force de friction

La techniqgue SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) a été
décrite par Ulrich Laemmli en 1970. [40]

De facon sommaire on peut dire qu’en présence d’'un exces de sodium dodecyl sulfate (SDS)
et d’'un agent réducteur (2-mercaptoéthanol) les protéines sont dénaturées et se lient au SDS
par des liaisons hydrophobe : 1.4 g de SDS / g de protéine [41-42]. Le B-mercaptoéthanol
réduit les ponts disulfure. Le SD$g(re 20) enveloppe les chaines polypeptidiqgues des

protéines de charges négatives. Ces charges se repoussent et déplient les chaines

polypeptidiques.
Q
1-1:1_ - o \//\///\/\///\/\/
Naf
BN
o

Figure 20 : Formule développée du sodium dodecyatulf
En conséquence :
- les protéines sont dénaturées : elles ont perdu dieucture quaternaire et la
structure tridimensionnelle native est fortement affectée;

- les protéines n’ont plus de ponts disulfures : edteg sous forme monomeres ;
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- la charge intrinséque de la protéine est masquén Hésulte un complexe SDS-
protéine avec une charge constante. Donc la mobilité électrophorétique du
complexe est proportionnelle au poids moléculaire de la protéine.

Les protéines sont ensuite séparées par une électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS. Le gel est obtenu par polymérisation d’acrylamide et de bis-acrylamide.
(figure 21)

H
4::\(’,/ ff/g Evﬁx xgx
Y|

Acrylamide N,N'-Methykne bisacrylamide

E Juspord {S068)

Figure 21: Formules développées de I'acrylamide et deabbrylamide et maillage du

polymeére obtenu

Plus le pourcentage d'acrylamide et de bis-acrylamide est élevé, plus la densité des chaines
est élevée et les mailles du réseau sont serrées.

Plus le pourcentage d’acrylamide est élevé, moins les molécules volumineuses peuvent
migrer. Le gel est coulé entre deux plaques de verre. Les échantillons sont déposés dans des
puits. La plaque est déposée dans une cuve d'électrophorése contenant un tampon
électrolytigue conducteur. La masse molaire des protéines est déterminée a l'aide de
marqueurs de taille qui sont des protéines standards de masses molaires connues.

De ce fait, I'électrophorése en gel polyacrylamide a une dimension permet d’identifier et de
caractériser de nombreuses protéines. La séparation est basée sur la migration des molécules
chargées a travers une matrice sous I'action d’'un champ électrique.

L’électrophorése en gel polyacrylamide et SDS est le systéme le plus populaire d’analyses en

routine des protéines ; il permet d’analyser la taille et donc la pureté des protéines [43-44-45].

Afin de visualiser les protéines par SDS-PAGE, différentes méthodes de détection

peuvent étre utilisées : la coloration a I'argent en natif, le permanganate d’argent, la coloration
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a l'argent avec ammoniac, le bleu de Coomassie (CBB R-250 et CBB G-250), la méthode
zinc inverse et cuivre inverse. tableau 6 décrit 'ensemble de ces techniques.

Ces différentes techniques de coloration sont comparées par Gonzalez et al [46] pour
I'analyse d’'un IgG par SDS/PAGE deux dimensions. Le but de cette étude est de comparer les
différents protocoles de visualisation des protéines dans la premiére dimension du gel afin
d’obtenir la meilleure sensibilité sur les différents composés de I'échantillon et dans la
deuxieme dimension du gel afin de déterminer leur poids moléculaire. Dans la premiere
dimension, l'utilisation du bleu de Coomassie ou de la coloration a I'argent en natif permet
d’atteindre une limite de détection de 3 pmol et 13 pmol respectivement. L'utilisation de la
coloration a l'argent avec ammoniac et permanganate, la méthode zinc inverse et cuivre
inverse entraine une mauvaise sensibilité sur la premiere dimension. Les auteurs montrent
qgue la meilleure méthode en 2 dimensions est la coloration au bleu de Coomassie pour la
premiére dimension et la coloration au permanganate d’argent pour la seconde dimension.

Cette méthode permet d’atteindre une limite de détection de 2-3 pmol.
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Méthode Fixation Lavage Coloration Références
1 min dans 0,02% de thiosulfate de
sodium
20 min dans 10 min dans| 1 min dans I'eau (X2) 20 min dans
Coloration a . 50% 0,1% de nitrate d'argent
\ 50% méthanol, . . . ,
Iargen_t en 5% acide methanol, 1 min dans l'eau (X2) [47]
natif e 10 min dans|développement dans 0,04% de formol,
acétique . )
l'eau 2% carbonate de potassium
5 min dans l'acide acétique pour
terminer le développement
5 min dans 0,01% de permanganate
20 min dans de potassium, 0,01% d'hydroxyde de
50% méthanol, |10 min dans potassium
20% acide 5% laver a lI'eau (X3)
Permanganate | acétique, 0,1% | d'acide 5 min lavage dans 5% d'acide [48]
d'argent formaldéhyde, | acétique, acétique, 10% éthanol
2% acide 10% 5 min lavage 10% éthanol
cuprique, 1% | méthanol 5 min lavage dans l'eau (X2)
chlorure de zinc 20 min dans 0,2% de nitrate d'argent,
lavage a l'eau
15 min solution d'argent avec
ammoniac (1,4% d'hydroxyde
Coloration a Toute une d'ammonium, 0,076% d'hydroxyde de
l'argent 30 min dans ; sodium, 0,78% de nitrate d'argent);
X nuit dans : S an [49]
avec glutaraldéhyde l'eau 2 min lavage a I'eau;
ammoniac développement dans 0,005% d'acide
citrique, 0,019% de formaldéhyde;
1H lavage dans l'eau (X3)
Toute une nuit dans une solution de
CBB R-250
CBB R-250 (0,25% CBB R-250, 50% méthanol, [26]
10% acide acétique); puis dans 5%
méthanol, 7,5% d'acide acétique
Toute une nuit dans une solution de
CBB G-250
(80 mL de CBB G-250 0,1%, 2%
CBB G-250 d'acide phosphorique, 10% solution [50]
sulfate d'ammonium et 20mL de
méthanol); puis dans 25% méthanol
Coloration 30 s dans 15 min dans 200 mM imidazole, 0,1%
o , SDS; 30-40 s dans 200 mM de sulfate [51]
zinc inverse I'eau o . )
de zinc; 1 min lavage dans I'eau (X3)
. . 110 min 0,19M Tris-chlorydrate (pH 8,8)
Qolo_ratmn 10—15Im|n 5min 0,3M chlorure de cuivre [52]
cuivre inverse dans l'eau .
3 lavage dans l'eau

Tableau 6 : Quelques protocoles de fixation et deradion en SDS-PAGE

La méthode SDS-PAGE est utilisée pour mesurer dttifjea les immunoglobulines

en controle qualité [53, 54]. Cependant, elle présente des inconvénients : méthode longue,
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gamme de pH limitée, chere, méthode non automatisée. Donc, cette méthode peut étre de plus
en plus transférée en électrophorese capillaire.

2.2.3.1.2. Capillary Isoelectric Focusing (CIEF)

L’ appareillage d’électrophorese capillaire nécessftgurg 22)

- un générateur de courant haute tension,

- deux électrodes (anode et cathode) qui plongent dassflacons contenant le
tampon de séparation. Elles sont reliées au courant haute tension,

- un capillaire de silice fondue thermostaté dont beséenités plongent dans le
tampon de séparation. Le capillaire comporte une fenétre de détection,

- un systéme d’injection,

- un détecteur,

- un systéme d’acquisition des données.

capillaire . . courant d'endosmose
Generateur

I
\ ﬁ
détecteur
Enreglslreur électrode

Figure 22 : Montage électrophorése capillaire

Le systeme Capillary Isoelectric Focusing (CIEF) est une technique d’électrophorese
capillaire haute résolution qui permet de séparer des protéines selon leur point isoélectrique.

hY

Un gradient de pH est formé a lintérieur d’'un capillaire grace a des ampholytes. Les
ampholytes sont des molécules qui peuvent se comporter a la fois comme acide et base. lls
forment ainsi un gradient de pH (pH 3-10 par exemple). Le capillaire est rempli
d’ampholytes et de solutédure 23A. Une tension électrique est appliquée avec undicolu
basique a la cathode et une solution acide a l'arfafled 23B. Les ampholytes et le soluté
migrent jusqu’a devenir neutre (a leur pfiggre 23B’). Ce processus est appelé la
focalisation. Un état d’équilibre est atteint. Par application de pression, les ampholytes et le
soluté migrent et passent devant la fenétre de détedignme( 23C) ou la source ESI d'un

spectrometre de masskgire 23C").
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Figure 23 : Principe du clEF A/ injection de I'échantillon et de 'ampholyte ;
B et B’/ Focalisation ; C et C’/ Mobilisation et détection [55]

-

De nombreuses approches de I'analyse des protéinesdHfa sont décrites dans la

littérature.
Par exemple, nous pouvons citer les travaux de Tang et al [56] qui ont développé une

méthode d’analyse d’immunoglobulines recombinantes en routine par clEF. Un capillaire
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greffé polyméthyl siloxane est utilisé afin de supprimer le flux électro-osmotique. Le
catholyte est une solution a 20 mM de NaOH dans 0,4 % méthylcellulose. L'anolyte est une
solution de 120 mM d’acide phosphorique dans 0,4 % de methylcellulose. La méthode
comprend deux étapes : la premiere étape est une étape de focalisation : une tension de 30 kV
est appliquée ; les protéines migrent jusqu’a leur point isoélectrique. Dans une deuxiéme
étape, une faible pression de 0,5 psi est appliguée en plus de la tension de 30 kV. Les
protéines migrent et sont détectées par un détecteur UV a 280 nm. Cette méthode est
comparée a une meéthode de gel IEF avec une coloration au bleu de Coomassie. Les isoformes
des immunoglobulines recombinantes sont quantifiés en scannant le gel avec un densitomeétre.
La figure 24 compare I'analyse d’'une immunoglobuline recombegar gel-IEF et par

clEF.

A/ T . rlgG-2R
|
q) &0 | fi
> | |
o f I
— 2a i| |
o i | |
(@] | [ 1
\q_) raa 1 i | l
5 ER Gel-IEF
7] I | =
c P } '|I lll oy
q) (o) \h
D ,n'ﬂl' B, e, .
— A B _'_\-\-H—\_.‘_‘- _ S

s L N ——
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Figure 24: Comparaison des méthodes gel-IEF avec une coloration au bleu de Coomassie (A)
et clEF avec une détection UV a 280 nm (B) pour I'analyse d’une immunoglobuline

recombinante
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La méthode clEF présente de nombreux avantages :

- temps d’analyse rapide : inférieur & 30 minutes ;

- détection directe en UV a 280 nm ;

- automatisation possible ;

- données électroniques et donc possibilité d’arclevag
Cependant, la résolution de chaque isoforme de la protéine dépend de la capacité de
I'ampholyte a former un gradient suffisant a 'intérieur du capillaire. De plus, les auteurs ne
comparent pas la sensibilité atteinte avec les deux méthodes. L'analyse par clEF semblant
moins sensible que la méthode gel IEF (détection bleu de Coomassie), certains isoformes
peuvent ne pas étre détectés par clEF par manque de sensibilité.

Hunt etal [57] ont également développé une méthode afin wfifiler un anticorps de
I'antigéne humain CD20 (le C2B8) par clEF avec une détection a 280 nm. Le but de leur
travail est de valider la méthode d’analyse qui sera utilisée en routine pour le contrble qualité.
Un électrophérogramme de I'analyse par clEF du C2B8 est mioguré 25. Un capillaire
BioCAP LPA est utilisé avec une longueur totale de 24 cm et une longueur effective de 19.5
cm. Les trois solutions d’ampholytes Pharmalyte 8-10.5, Bio-Lyte 7-9, Bio-Lyte 3-10 sont
utilisées respectivement avec un rapport 8:1:1. Le C2B8 et 'ampholyte sont injectés a 6,8 bar
pendant 40 s. Le C2B8 est analysé a 10 mM ; I'’échantillon contient un marqueur de pl 8,4.
Une tension de 10 kV est appliquée pendant 6 min avec une solution de 20 mM d’acide
phosphorique a I'anode et une solution de 40 mM de NaOH a la cathode. Puis une tension de
15 kV est appliquée pendant 20 min.
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Figure 25: Analyse par clEF de I'anticorps C2B8 a Mnia détection est réalisée a 280
nm. Un marqueur de pl 8.4 est utilisé. Les pics 1,2 et 3 représentent le C2B8 avec
respectivement 2,1 et 0 lysines. Le pic 4 n’est pas identifié. [57]

Les isoformes du C2B8 migrent entre 10 et 13 min agtt Séparés selon leur point
isoélectrique. Les pics 1, 2 et 3 représentent le C2B8 avec respectivement 2, 1 et 0 lysines a
I'extrémité C-terminal. La caractérisation du pic 4 n'a pas été donnée. La comparaison avec
un « blanc » montre qu ‘il N’y a pas de composant dans la préparation de I'échantillon qui
interfere avec le C2B8. Afin de valider cette méthode, la précision, les limites de
quantification et de détection, la linéarité, la spécificité, la robustesse, et la stabilité sont
étudiées. La LOD et la LOQ obtenues sur le pic principal sont respectivement de 2 et 8

png/mL.

Cette sensibilité atteinte en clEF avec une détection UV est souvent insuffisante. Une
détection LIF permet d’augmenter la sensibilité. Liu et al. analysent différentes protéines [58-
59] par clEF-UV et par ce quils appellent clEF-LCW-LIF-WCID (capillary isoelectric
focusing-liquid core waveguide-laser induced fluorescence-whole column imaging
detection) : montage présenté danddark 26. Le systéme est composé de trois unités : une

unité d’illumination laser, une unité de séparation et une unité de détection.
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Figure 26: Schéma du montage expérimental CIEF-LCIWICID avec trois unités :

l'unité laser, I'unité de séparation et l'unité de détection.

La lumiére d’excitation est directement introduitarge extrémité du capillaire. Un capillaire
Teflon AF 2400 est utilisé (indice de réfraction de 1,29-1,31), ce qui permet une réflexion
totale de la fluorescence des molécules a lintérieur du capillaire, une limitation de
I'adsorption des protéines et une élimination du flux électro-osmotique. Différents types de
protéines sont analysées. Les modes de détection UV et LIF (laser 488 nm) sont alors
comparés. La limite de détection atteinte avec une détection UV est®dé f6ur la HSA

(sérum albumine humaine) et de 9,1%1@ pour la BSA (sérum albumine bovine). Afin
d'augmenter la sensibilité et de limiter les problémes de précipitation, la détection LIF est
utilisée. La limite de détection atteinte est de 2,2XM pour la HSA-FITC et de 8,1x16M

pour la BSA-NanoOrange. La détection LIF permet donc de gagner un facteur 10 000 par
rapport a la détection UV. Ce facteur pourrait étre augmenté en utilisant un montage LIF plus
efficace ; en effet, ce montage présente des inconvénients comme la diffusion de la lumiére
fluorescente a l'intérieur de la fibre optiqgue de collection, la difficulté a aligner la fibre
optique devant le capillaire ainsi que la photodégradation des molécules.

La clEF peut également étre couplée a un spectrométre de masse. La clEF donne donc une
séparation basée sur les pl et la MS apporte une mesure de masse avec une bonne précision.
Cependant, le couplage est difficile du fait de la faible volatilité des ampholytes.

Zhou et al[60] décrivent ce couplage. L’'ampholyte utilisé ptaiclEF perturbant I'ionisation

electrospray, une chromatographie liquide phase inverse est introduite entre I'électrophorése
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capillaire et la MS afin d’éliminer les ampholytes. Pour cela, une membrane de micro dialyse

est introduite entre la cellule cathodique et le capillaire clEF.

Electrode ——~

Catholyte

Filtre en acier inoxidable

Membrane microdialyse

)
F I " I Vers la valve de microsélection el

la poubelle

Capillaire clE

Figure 27 : Membrane microdialyse entre la cellulehcatique et le capillaire clEF
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Figure 28: Systeme clEF-RPLC-MS

Durant I'étape de focalisation, les protéines neetrsent pas la membrane, par contre le
catholyte traverse la membrane puis va vers une poubelle. Aprés la focalisation, les protéines
sont poussées de maniére hydrodynamique a travers la membrane puis vers une valve qui les
transférent vers une RPLC (colonne C18). La fraction protéique est donc séparée par RPLC.
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Grace a une seconde valve, la fraction protéique collectée est ensuite lavée par une solution de
94,9% d’eau, 5,0% d’acetonitrile et 0,1% d’acide acétique puis séparée sur une colonne C4.
L’échantillon élué a travers cette derniere colonne est alors envoyé dans la source API-ESI du
spectrometre de massEigures 27 et 28Cette technique permet de caractériser et de
guantifier les protéines, cependant ce montage est trés complexe a mettre en ceuvre.

Le paragraphe suivant décrit I'analyse des anticorps par électrophorése capillaire avec une
détection UV ou LIF.

2.2.3.1.3. Electrophorese capillaire en présence de sodium dagié sulfate
(détection UV et LIF)

La séparation des composés par électrophorese capillaire résulte de deux mécanismes de

transport, le flux électro-osmotique et le flux électrophorétique.

- Le flux électro-osmotique (figure 29)

Le transport de I'électrolyte tampon a travers la colonne capillaire est engendré par le flux
électro-osmotique (EOF). L'origine de ce flux est due a l'existence d’'une double couche
électrigue créée a l'interface solide-liquide. En général, lorsque le pH du tampon est
supérieur a 3, les groupements silanols de la paroi sont chargés négativement. Les ions
positifs du tampon sont alors attirés par les groupements silanols : il se forme une double
couche a la surface de la silice qui induit une différence de potentiel appelé zéta. A la suite
d’encombrement stérique, certains groupements silanols restent libres. Pour cette raison, une
seconde couche de charges positives plus mobiles se forme le long de la paroi.

Lorsqu’'un champ électrique est appliqué aux extrémités du capillaire, la double couche
électriqgue est mise partiellement en mouvement, donnant naissance a un flux de liquide a
travers le capillaire, appelé flux électro-osmotique.

Comme la surface est chargée négativement, ce qui est généralement le cas d’'un capillaire
en silice fondue, les contre-ions positifs solvatés dans la couche diffuse se déplacent dans la
direction du champ électrique, entrainant le liquide vers la cathode. Par contre, les contre-ions

localisés dans la couche rigide restent immobiles sous I'influence du champ électrique.
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Figure 29 : Schéma du flux électro-osmotique

Le flux électro-osmotique est fonction des propseéhé tampon :
- nature;
- force ionique ;
- pH;
- viscosité.

On écrit ;

Vo= Meo- E = €5 /m) .VIL

ko : Vitesse électro-osmotique (ciheu pL.sY
Leo : mobilité électro-osmotique (éid™.sY)

E :champ électrique (V.c

¢ . constante diélectrique du tampon

¢ : potentiel z&ta de la surface du capillaire (V)
n : viscosité du milieu (Pa.s)

V: tension appliquée (V)

L : longueur totale du capillaire (cm).

- L’électromobilité: (figure 30)

Une espece chargée en solution soumise a un champ électrique E se déplace dans le milieu

électrophorétique avec une vitesse électrophorétique :
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= Hep- E = ep. (V/Ltor)

Hep : Mobilité électrophorétique
Lot : longueur totale du capillaire
V : tension appliquée aux extrémités du capillair

1%}

Ce type de transport par électromigration s’effectue pour un cation dans le sens du champ
électrique (jd, est positif) et pour un anion dans le sens opposeé a celui;@snégatif).
Une molécule neutre, n’étant pas soumise au phénomene d’électromigration, se déplace a la

vitesse du flux électro-osmotique.

anode

& 0
+@@@@
20
e

cathode

Figure 30: Schéma du flux électrophorétique

La mobilité électrophorétique est affectée par :
- le pH, qui modifie la charge portée par les espéaemlution,
- la composition ionique de [I'électrolyte qui influendes interactions entre les
groupements ionisables des solutés et les ions de I'électrolyte,

- latempérature.

L’ électrophorese capillaire regroupe plusieurs modes de séparation qui permettent de
différencier les especes chimiques selon leur charge électrique et leur masse (électrophorése

de zone), leur hydrophobie (électrophorése micellaire) et leur masse (€lectrophoréese en gel).

* Electrophorése capillaire de zone :

L’électrophorése capillaire de zone constitue le mode de séparation le plus simple a mettre en

ceuvre et le plus utilisé. La séparation des especes est réalisée dans un capillaire rempli par un
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électrolyte tampon de pH et de force ionique fixés. Les especes chimiques migrent a des
vitesses différentes selon leur charge apparente et leur rayon hydrodynamique.
Le mouvement d’'un soluté chargé dans I'électrolyte est la résultante de deux phénomeénes :

- la migration électro-osmotique,

- la migration électrophorétique.

Mapp = Heo t Hep
Vapp = (Heo + Mep)-E

Anions Neutres Cat®n
VYo Veo= V(neutre) Veo
Vep Vep
«— —
V total total V
_— >

En électrophorese capillaire de zone, les principaux parametres d’optimisation de la
séparation sont liés a la composition du tampon : pH, force ionique, nature et concentration
d’'un agent complexant, ajout d’un solvant organique. La tension appliquée et la température
représentent des parametres secondaires dans I'optimisation d’une séparation.

* La chromatographie électrocinétique micellaire :

La chromatographie électrocinétique micellaire (CEM) est une technique électrophorétique
qui permet la séparation de solutés neutres et/ou chargés. La séparation est réalisée a l'aide
d’'un tampon électrophorétique auquel est ajouté un tensioactif anionique ou cationique a une
concentration supérieure a sa concentration micellaire critique (cmc). Le tensioactif le plus
utilisé est le dodécylsulfate de sodium (SDS) et les micelles ont une mobilité

électrophorétique négative.
La vitesse de migration d’'un soluté est fonction de son coefficient de partage entre le coeur

hydrophobe des micelles et la phase aqueuse ionique. L'ordre de migration des solutés

correspond a une échelle d’hydrophobie croissante.
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* | 'électrophorése capillaire en gel

Le principe de I'électrophorése capillaire en gel repose sur la séparation de macromolécules
en fonction de leur taille dans un gel constitué de polymére (polyacrilamide, agarose..). Ce
mode s’applique essentiellement a la séparation d’oligonucléotides, d’oligosaccharides, de
fragments d’ADN simple brin ou double brin ou a la séparation de protéines et glycoprotéines
possédant des densités de charge trés proches et qui peuvent ainsi étre difficilement séparées
en électrophorése capillaire de zone sur la base de leur rapport masse sur charge.
Par la suite, nous appellerons :

- électrophorése capillaire en gel (CGE : capillarlyedectrophoresis) lorsque le gel est

fixé a I'intérieur du capillaire et qu’il ne peut pas étre enlevé ;
- électrophorese capillaire non gel (CE-SDS-NGS : lpilelectrophoresis sodium

dodecyl sulfate nongel sieving) lorsque le gel est remplacé aprés chaque analyse.

* CE/UV

L'électrophorése capillaire-sodium dodecyl sulfate (CE-SDS) offre une méthode
rapide, sensible et quantitative pour analyser des biomolecules. Cette technique est en pleine
expansion afin de remplacer la traditionnelle méthode en gel SDS-PAGE. Elle offre une
solution automatique et compléte pour caractériser et contrbler la pureté des protéines. Les
complexes protéines / SDS possedent des rapports masse / charge identiques. Les protéines
sont donc séparées selon leur poids moléculaire.

L’absorption UV est le mode de détection le plus commun de I'électrophorese
capillaire. Les complexes protéines-SDS peuvent étre détectés a différentes longueurs
d’'onde : 280 nm (absorption de la lumiere par les cycles aromatiques des acides aminés
tryptophane et tyrosine), 220 nm (absorption de la lumiére par les liaisons peptiques) et 200
nm (la meilleure sensibilité). Le probléme de la détection a faible longueur d’onde (200 nm
ou 220 nm) est I'absorption de la lumiére par la matrice (polymere) utilisée pour la séparation
des protéines. A ces longueurs d’onde, la sensibilité est donc réduite a cause du bruit de fond
chimique. [61]

Les premiers travaux en CGE ont été réalisés par Cohen et Karger en 1987 [62]. lIs
utilisent un gel polyacrilamide polymérisé sur le capillaire de silice fondue de 75 um de
diamétre interne. lls analysent des fragments de myoglobines et un mélange de protéines.

Cette application est limitée par la faible durée de vie du capillaire et par la faible sensibilité
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en UV (l'utilisation du polyacrylamide a 214 nm est fortement limitée en raison de sa forte
absorbance a cette longueur d’onde).

Afin de remédier a ces probléemes, I'acrylamide a été remplacé par d’autres polymeres
UV-transparent comme le polyéthylene oxyde ou le dextrane : [63]

Dans ce cas, un capillaire greffé peut étre utilisé pour supprimer le flux électro-
osmotique et pour minimiser I'adsorption des protéines a la surface du capillaire. Guttman et
al [64-65] utilisent un capillaire greffé eCAP SDS 200 de diametre interne 100 pm. lls
analysent 65 protéines biologiques par SDS-PAGE et par CGE. Le logarithme du poids
moléculaire des protéines est tracé en fonction de la distance de migration relative (pour les
analyses SDS-PAGE) et en fonction du temps de migration (pour les analyses CGE). Les
auteurs comparent ensuite le poids moléculaire estimé (basés sur les courbes de calibration
précédentes) et le poids moléculaire décrit dans la littérature de différentes protéines. Pour de
nombreuses protéines, le poids moléculaire estimé par SDS-PAGE et CGE et le poids
moléculaire décrit dans la littérature sont en corrélation : par exemplactalbumine a un
poids moléculaire de 14 200 Da décrit dans la littérature [66], et un poids moléculaire estimé
de 14 250 Da par CGE et 14 200 Da par SDS-PAGE. Par contre, pour certaines protéines le
poids moléculaire estimé est en désaccord avec celui de la littérature : par exemple, la pepsine
a un poids moléculaire décrit dans la littérature de 34 700 Da [66], et un poids moléculaire
estimé de 85 000 Da par CGE et 45 000 Da par SDS-PAGE. Les auteurs expliquent cette
différence par une modification de la chaine polypeptidique (glycosilation, phosphorylation).
Ces groupes ne se lient pas au SDS avec le rapport 1:1:4, entrainant un changement dans le
rapport charge/masse. Le temps de migration est donc augmenté ou diminué entrainant une
estimation du poids moléculaire trop élevée ou trop petite.

D’autres travaux sont réalisés avec un capillaire non greffé :

Par exemple, on peut citer les travaux de Ganzler et al [41], Lausch at al [63] et
Benedek et al [67]. Ce dernier utlise un tampon 100 mM  Tris-2-(N-
cyclohexylamino)ethanesulfonic acid (CHES) pH 8,5 avec une solution de polymére
poly(éthylene oxyde) (PEO) en présence de SDS avec un capillaire non greffé afin de séparer
différentes protéines. La séparation est améliorée lors de 'augmentation du poids moléculaire
du PEO et lors de 'augmentation de sa concentration. Une solution de 3 % de PEO 100 000
est le meilleur compromis. Les avantages de ce tampon sont l'utilisation d’'un capillaire non
greffé, le PEO est transparent aux rayonnements UV et la préparation de la solution SDS-PEO

est simple et stable.
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Le dextrane et le PEGidure 31) sont étudiés avec plus de précision par Guttnman et
[68] : ils étudient I'influence de la température sur la migration et I'efficacité de séparation de
différentes protéines de poids moléculaire entre 14 400 et 97 400 Da. Le polymere dextrane
est un polysaccharide flexible comprenant des liaisefis6) majoritairement tandis que le

PEOest un polymere linéaire constitué de petites unités de monomeres.

—~CH,
dextrane 0
OH

HO T, °h 4CH,- CH,-0 4 PEO

Figure 31 : structures dextrane et PEO

La chaine dextrane est relativement flexible due l@isonsa mais peu mobile due a son
erncombrement. A température ambiante, la mobilité des chaines est faible et la formation
d’'une structure organisée est génée : dans ce cas, l'efficacité de séparation des protéines est
faible (pics larges). Lorsque la température augmente, les chaines deviennent plus mobiles,
augmentant leurs proximités et formant une structure organisée: alors l'efficacité de
séparation est augmentée. A contrario, a température ambiante, I'hélice flexible du PEO est
plus mobile que la structure dextrane. Une structure orientée est donc formée a température
ambiante sous l'action d’'un champ électrique. En augmentant la température, I'efficacité de
séparation est diminuée due a une structure désorientée (grande mobilité de la chaine de
polymeére, processus de relaxation plus rapide).

Vincentelli etal [69] utilisent la CE-SDS-NGS afin de séparer etaci@riser les
isoformes F(aby) d’un IgG1 anti FgRI. Cet anticorps est incubé a 37°C dans un tampon 1,5
M citrate de sodium (pH 3,5) avec de la pepsine avec un rapport 20:1. L’hydrolyse est stoppée
en augmentant le pH a 7,2. Cet anticorps est tout d’abord analysé par SDS-PAGE. L'analyse
de IgG1 avant I'action de la pepsine montre une bande majoritaire correspondant a un poids
moléculaire de 150 kDa. L’analyse du méme IgG1l, aprés une incubation avec la pepsine
pendant 20 min, montre une bande correspondant a un poids moléculaire de 100 kDa
(correspondant aux fragments F(ap’Ce méme IgG est analysé par électrophorese capillaire
(détection 200 nm) a I'aide d’'un tampon 20 mM CHES pH 9,5. Cing isoformes du fragment
F(ab’y, sont alors identifiés. Ces différentes formes ont le méme poids moléculaire de 100
kDa mais different essentiellement par leurs charges. Une cinétique de I'action de la pepsine

sur I'lgG1 a été réaliséé&igure 32).
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Figure 32 : Analyses CE de la cinétique de I'actiodadpepsine sur un IgG1. Tampon 20
mM CHES (pH 9,5), voltage 15 kV pendant 5 min puis 3 kV. To = Analyse du standard IgG1
sans action de la pepsine ; T1 = Analyse du standard IgG1 apres 10 min d’action de la

pepsine ; T2 = Analyse du standard IgG1 apres 20 min d’action de la pepsine.

L’analyse de I'lgG, sans pepsine, montre différgaits ayant un temps de migration de 16
min (figure T, pic 2). Aprés action de la pepsine pendant 10 min (figuyeld pic 2 décrit
précédemment diminue, tandis que de nouveaux pics correspondant & Ffals) 1)
apparaissent a 14 min. Aprés une action de la pepsine pendant 20 min (f)gueepic 2 a
totalement disparu et le pic 1 a augmenté en intensité.

Cette cinétigue montre que I'hétérogénéité de F{abgst pas due a un résidu d’IlgG non

protéolyseé.

Aprés 10 ans de développement, I'électrophorése capillaire pour l'analyse des

protéines est passée des laboratoires Recherche et Développement aux laboratoires contréle
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qualité. De nombreuses entreprises utilisent I'électrophorese capillaire pour le contrdle qualité
de nombreux médicaments : Inerfergen® (Amgen), Enbrel ® (Immunex) et Synagis®
(Medimmune). De plus, Genentech a décrit dans la littérature I'utilisation de I'électrophorese
capillaire pour l'analyse de plusieurs anticorps thérapeutiques. L’électrophorese capillaire
peut étre considérée comme une technique d’analyse pharmaceutique utilisée en routine.
Good et al [55] décrivent les différentes étapes de validation d’'une méthode CE-SDS-
NGS afin d’analyser la pureté de la carboxypeptidase B en contrdle qualité. Cette méthode est
développée afin de transposer la méthode SDS-PAGE existante a la méthode CE-SDS-NGS.
Les différentes étapes sont: la préparation de I'échantillon, I'optimisation des conditions
électrophorétiques (voltage, longueur du capillaire, type de tampon électrophorétique,
température), la validation de la méthode d’analyse. La validation comprend :
- la linéarité/ la limite de quantification : ellesfoléssent la plage ou les données
peuvent étre générées ;
- la précision: elle estime la variabilité sur la @egion de I'échantillon et sur
'analyse ;
- la robustesse : elle décrit les difféerents paramedeeda méthode qui peuvent étre
ajustés sans affecter les données ;
- la spécificité : elle assure que la méthode meswikersent ce gu'il est attendu de

mesurer.

Afin de simplifier les analyses, deux gels SDS sont commercialisés : le gel BioRad
CE-SDS run buffer et Beckman SDS-MW gel buffer. lls sont utilisés pour I'analyse
qualitative et quantitative des anticorps. Han €78] comparent ces deux gels SDS lors de
la séparation d’'un anticorps monoclonal. La comparaison est effectuée sur cing injections
avec chaque type de gel. Le gel Beckman SDS-MW permet d’atteindre une meilleure
résolution que le gel Biorad CE-SDS run buffer.

Le gel BioRad CE-SDS est utilisé par Hunt et Nashebeh [54] qui utilisent la méthode
CE-SDS-NGS pour remplacer la méthode SDS-PAGE utilisée pour le contrble qualité des
anticorps. Cette technique permet de suivre la pureté des anticorps (par exemple,
quantification de la chaine légére et lourde, détection des fragments protéolytiques) et la
détermination des impuretés. La détection utilisée est la fluorescence native a 220 nm et le
marquage au tetraméthylrhodamine (5-TAMRA) ('analyse des anticorps marqués au 5-

TAMRA sera développée dans la partie suivante). La séparation est réalisée sur un capillaire
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de silice fondue de 24 cm de longueur totale et 19,4 cm de longueur effective. L’échantillon
est injectée a —10 kV pendant 15 s.
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Figure 33 : Séparation par CE-SDS-NGS d’un rMADb théugipeie non réduit et réduit
comparée au SDS-PAGE avec une détection a la coloration a l'argent.
M, monomere ; A, agrégat. Conditions : CE Bio-Rad BioFocus 3000, tampon Biorad SDS,
capillaire de silice fondue 50um ID et 375 um OD, longueur totale 24 cm, longueur effective
19,5 cm ; injection — 10kV pendant 15 s [54]

La figure 33 compare l'analyse d'un rMAb par CE-SDS-NGS (capjll@lectrophoresis-
sodium dodecyl sulfate-nongel sieving) et par SDS-PAGE (détection coloration a l'argent).
En ce qui concerne I'échantillon non réduit, une bonne corrélation existe entre les pics de CE-
SDS-NGS et de SDS-PAGE exceptée pour les pics 3, 4 et I'agrégat qui ne sont pas détectés
en CE. L'analyse de I'échantillon réduit montre une bonne résolution sur la chaine légere et
lourde cependant les espéces mineures ne sont pas détectées. Cette méthode est donc limitée
par le manque de sensibilité. La limite de détection atteinte sur le pic principal est de 500
ng/mL. Cette limite est comparable a celle obtenue lors de la détection avec le bleu de
Coomassie et 50 fois inférieure a celle obtenue avec la coloration a I'argent. Cette limite de
détection est seulement citée, I'électrophérogramme n’est pas montré ; les auteurs auraient pu
expliquer la maniére dont la LOD est mesurée.

Le méme tampon CE-SDS BioRad est utilisé par Le [gt1]. lls quantifient par CE
I"lgG; de murine et ses sous-classes 1gG2a et IgG2b [72]. L'injection de I'échantillon est

hydrodynamique : 50 mbar pendant 160 s. Le voltage est de — 17,5 kV. La détection est

63



effectuée & 220 nm. Les anticorps sont dilués dans un tampon 100 mM Tris-HCI pH 9,2
contenant 1% de SDS. Une courbe de calibration avec un coefficient de corrélation de r
0,9999 est obtenue. Cependant, la répétabilité de I'aire du pic principal sur 6 analyses est
seulement de 11 a 16%. Une valeur inférieure a 5% est nécessaire pour valider une méthode.
La viscosité du tampon (43 cP) et le temps d’injection important peuvent expliquer cette
mauvaise répétabilité. Les auteurs injectent pendant plus d'une minute car ils veulent
atteindre une bonne sensibilité en détection UV. Donc cette méthode est limitée par sa
répétabilité d’injection. Ces mémes auteurs étudient [73] la séparation de différents IgG
provenant de divers animaux et plus particulierement les différentes conditions agissant sur le
complexe SDS-anticorps. lls montrent que des conditions de pH élevé et des forces ioniques

élevées ainsi qu’un traitement thermique augmentent la rupture des liaisons des anticorps.
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Figure 34: Electrophérogramme d’un anticorps monoclanakin dilué dans du PBS pH 8,0

(A) et 6,8 (B). Les complexes SDS-anticorps sont incubés a 50°C pendant 17H. Les fleches
indiquent la chaine légére (tm = 6,574 min) et le complexe 1 chaine légére / 2 chaines lourdes

(tm = 10,327 min).

La figure 34 montre un électrophérogramme d’'un anticorps momaicthlué dans du PBS

pH 8 (A) et 6,8 (B) respectivement incubé a 50°C pendant 17 heures. La rupture des liaisons
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de l'anticorps est augmentée a pH 8. En particulier, les auteurs observent une augmentation
des pics correspondant a la chaine |égere (6,574 min) et au complexe 1 chaine légére / 2
chaines lourdes (10,323 min). Les auteurs indiquent qu’une augmentation du pH ou de la
force ionique du tampon affaiblit les liaisons entre les chaines légeres et lourdes.

Les trois techniques vues précédemment (SDS-PAGE coloration a I'argent, clEF avec
une détection UV et CE-SDS-NGS avec une détection UV) sont comparées par Hunt et al
[74]. Un anticorps recombinant (HER2) est analysé. La méthode CE-SDS-NGS est comparée
a la méthode SDS-PAGE. Sept pics sont détectés par CE-SDS-NGS pour I'échantillon non
réduit figure 35); ces résultats sont en corrélation avec les baBDS-PAGE. Pour
I'échantillon réduit, des espéces mineures sont détectées en SDS-PAGE et pas en CE-SDS-
NGS figure 36). La limite de détection sur le pic principal esOdepg/mL (LOD démontrée

par un électrophérogramme).
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Figure 35: Analyse du HER2 par SDS-  Figure 36 : Analyse du HER2 par SDS-
PAGE et CE-SDMNGS non réduit (en ba PAGE et CE-SDS-NGS réduit (en bas) et

et de marqueurs de taille (en haut) de marqueurs de taille (en haut)

De plus, les auteurs analysent HER2 aprés 27 jours de stockage a 5°C et a 37°C. A 37°C,
l'aire des pics 1 a 5 augmente. Ces analyses montrent que la rupture des liaisons de
I'anticorps peut étre provoquée par une température élevée de stockage. L'analyse de ce
méme anticorps par clEF permet d’atteindre une LOD de 2 pg/mL soit 4 fois inférieure a la
LOD atteinte par CE-SDS-NGS.

La méthode CE-SDS-NGS avec une détection UV est donc une méthode utilisée pour

'analyse d’anticorps ; une bonne corrélation existe entre les méthodes SDS-PAGE et cette
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derniere. Cependant, la principale limite a cette méthode d’analyse est la sensibilité. Les LOD
atteintes sur le pic principal d'lgG sont comparables a celle obtenue avec le bleu de
Coomassie mais 50 fois inférieure a celle obtenue avec la détection a I'argent. La détection

LIF, décrite dans le paragraphe suivant, permet de remédier a ce manque de sensibilité.
* CE/LIF

La CE/LIF avec un marquage précolonne permet d’atteindre des limites de détection
inférieures a la coloration a I'argent. Pour cela, le marqueur doit étre fluorescent, avoir une
longueur d’onde d’excitation accessible via une source laser, ne pas altérer les propriétés de
I'analyte, permettre d’atteindre d’excellentes limites de détection et réagir rapidement avec
I'analyte. Le tableau 7 décrit les procédures de marquage utilisées dans la littérature pour les
immunoglobulines avec différents marqueurs (5-TAMRA SE, Nano Orange, FQ, NBD-F,
NBD-CI).

* Marquage précolonne

Marqueur Procédure de dérivatisation Détdgction Rgférences
5-TAMRA SE (a) La protéine est diluée dans du tampon  LIF 488 nm [54], [75]
sodium bicarbonate ; ou 53 nm

+ . o -z
(CHalaN ﬁ;\w,ﬂ\,;\rf“f?“ﬂi (b) La protéine est dérivatisée avec le

L fluorophore de 30 min a 2 H a 30°C;
—D_ L.
i r”@ (c) Le complexe protéine-fluorophore
me % X
o )\ passe a travers une seconde colonne
-C—0-K

\f?”ﬂ Sephadex G25 afin d’éliminer I'exces
de marqueur ;

Structure 5-TAMRA SE| (d) enfin, I'échantillon peut étre réduit a
I'aide de mercapto-éthanol.
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Ré‘érences

Marqueur Procédure de dérivatisation Détegtion
R 9 pL de protéine a une concentration LIF 488 nm [76]} [77]
3x10°M et 1 uL de NaCN a une
\_o concentration de 20 mM sont ajoutés a
50 nmol d’une solution de FQ. La réactipn
\: g s'effectue a 25°C pendant 15 min et a
N H 65°C pendant 3 min puis stoppée dans uf

Structure FQ

bain de glace. Le protocole de marquage]
est plus rapide qu’avec le 5-TAMRA-SE
Le colorant est fluorogénique ce qui

évite I'étape de purification

NBD-F

Structure NBD-F

300 a 700 pL de protéine a 1 mg/mL

sont mélangés a 300 a 600 L de solutign

de NBD-F a 0,2 mg/mL. Le mélange est

chauffé 5 min a 50°C. 1 mL de tampon

(0.1M Tris a pH 8,1, 5% 2-mercapto-éthahol

et 2,5% de SDS) est ajouté. Le mélange pst

chauffé 1 min a 100°C puis refroidit. Le

marqueur fluorescent est trés sensible a

I'environnement hydrophobe (fluorescenge

peu en milieu aqueux, plus fluorescent e

milieu hydrophobe).

LIF 488 nm 78]
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Marqueur Procédure de dérivatisation Détection  Références

NBD-CI 140 pL de protéine a 10 mg/mL sont LIF 488 nm [19]
mélangés a 40 pL de solution de NBD-{I

a 50 mg/mL. Le mélange est chauffé

NO; 10 min & 45°C. 600 puL de tampon
2&& -d-:;Nx (5% 2-.mer,captoéth,anol et 5% SDS),
O sont ajoutés. Le mélange est chauffé
xt:-\\\ “‘“*N 15 min a 100°C. Ce marqueur a les mérhes
propriétés que le précédent, cependant i
Cl est moins cher et moins réactif.

Structure NBD-CI

Nano Orange L'immunoglobuline est incubée avec le LIF 488 nm [58], [59]

marqueur a 90-96°C pendant 10 min

puis refroidit naturellement pendant 20 njin.
Aucune purification n’est effectuée.

C’est un marquage non covalent.

Tableau 7 : le marquage précolonne covalent et non covalent des immunoglobulines

La détection LIF est le mode de détection pour diédphorese capillaire le plus
sensible et le plus sélectif. Comme nous I'avons vu, deux détecteurs commerciaux couplés a
la CE sont disponibles :

1) le détecteur LIF Beckman-Coulter avec deux longuedisnde

disponibles : 488 nm et 635 nm.

2) le détecteur Picometrics avec toute une gamme des ldisponibles de 266

nm a 780 nm.

Hunt etal [54] utilisent le détecteur LIF Beckman-Coulter cldug la CE afin
d’analyser un anticorps monoclonal thérapeutique. Le 5-TAMRA.SE est utilisé comme
marqueur. La procédure de marquage est décrite dans le tableaufigurea37 montre
I'analyse du rMAb marqué au 5-TAMRA.SE par CE-SDS-NGS détection LIF (laser argon
488 nm) et par SDS-PAGE. Les conditions d’analyses sont défigites 37. Il existe une

bonne corrélation entre les bandes du gel SDS-PAGE et les différents pics obtenus par CE-
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SDS-NGS (LIF). A I'exception du pic n°3, tous le pics sont attribués. Les pics n°2 et 4
correspondent respectivement a la chaine Iégére et lourde ; cette attribution est vérifiée par
I'analyse de I'échantillon réduit. La limite de détection sur le pic principal est de 9,4 ng/mL.

Cependant, cette LOD n’est pas explicitement démontrée.
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Figure 37 : Séparations CE-SDS-NGS de rMAb marqués BANBRA.SE. M, monomeére ; A,
agrégat. Conditions : CE Bio-Rad BioFocus 3000, tampon Biorad SDS, capillaire de silice
fondue 50 um ID et 375 um OD, longueur totale 24 cm, longueur effective 19,5 cm ; injection
— 10kV pendant 15s détection LIF avec un laser ion argon (3,5 mW), excitation 488 nm,

eémission 560 +/- 20 nm [51]

Cette méthode est utilisée dans le but de détecter des impuretés. Ces impuretés peuvent
provenir de contaminations lors de la fabrication du médicament. Donc, une protéine
recombinante est ajoutée a I'’échantillon a 0,5, 1 et 5 %. Le pic correspondant a la protéine

avec un taux de 0.05 % peut étre détecté. [54]

Un autre marqueur, le FQ, est utilisé par Michelald?7] pour analyser également

pa CE-SDS-NGS (détection LIF) un anticorps. L'analyse est réalisée avec un LIF Beckman

et un laser avec une longueur d’'onde d’excitation a 488 nm et une longueur d'onde
d’émission a 600 + 15 nm. L’échantillon est injecté a —10 kV pendant 10 s. Le FQ réagit avec
les amines des lysines en présence d’'un exces de cyanure pour former des dérivés stables
protéine-FQ. Les auteurs optimisent la méthode de marquage en faisant varier le rapport
molaire marqueur/protéine (D/P). La méthode CE-SDS-NGS est utilisée pour caractériser un
rMAb marqué au FQ non réduit. La LC/ESI-MS est utilisée pour déterminer le nombre de site

de marquage avec différents rapports FQ/protéine (D/P).
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Figure 38 : (A) Séparation CE-SDS d’'un échantillon rMAb marqué au FQ non réduit préparé
avec différents rapports molaires D/P ; I'astérisque montre le pic utilisé pour étudier la
résolution. (B) Spectre de masse d’'un rMAb marqué au FQ et déglycosolé. Les pics montrent
le nombre de FQ par molécule de rMADb [77]

La figure 38représente I'analyse d’'un rMAb marqué au FQ et pgépaec différents

D/P allant de 10 :1 a 120 :1. Cette analyse montre des pics mineurs qui correspondent a des
masses variables d’anticorps et a des agrégats. Lorsque I'échantillon est préparé avec un
rapport molaire D/P de 10:1, le rMAb présente 1 a 3 sites de marquage. Lorsque le rapport
D/P est de 20:1, le nombre de sites de marquage est de 1 a 5. Le passage d’un rapport 10:1 a
20:1 entraine une augmentation de l'aire du pic principal d’'un facteur 1,7. La fluorescence
continue d’augmenter lorsque le rapport D/P augmente. Le degré de marquage influence
également la résolution. Lorsque le nombre de sites de marquage augmente, la largeur du pic

principal augmente entrainant une diminution de la résolution. Cette méthode offre donc une
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bonne flexibilité : quand la sensibilité est recherchée, un rapport D/P élevé est utilisé ; au
contraire, lorsque la résolution est recherchée, un rapport D/P plus faible doit étre utilisé. Le
rapport D/P 50 :1 est un bon compromis entre sensibilité et résolution. Sous ces conditions, la
sensibilité atteinte est équivalente a celle obtenue avec le 5-TAMRA-SE soit 10 ng/mL.

D’autres procédures de marquage, moins répandues, sont décrites dans la littérature
comme l'utilisation de la protéine G marqué a la fluoresceine isothiocyanate (FITC) ou
I'utilisation de la doxorubicine :

La protéine G-FITC est utilisée pour marquer une immunoglobuline de sérum humain
(h-1gG) par Relf etal [79]. La protéine G-FITC réagit avec les fragmdrtsde I'h-IgG. La
protéine G réagit seulement avec I'lgG humain (h-IgG) et ne se lie pas avec les autres
immunoglobulines IgA ou IgM. L’ h-IgG peut donc étre directement quantifiée dans le sérum
humain. La détection LIF est utilisée avec une longueur d’onde d’excitation a 488 nm et une
longueur d’'onde d’émission a 520 nm. La formation du complexe protéine G-FITC et h-IgG
dépend de la concentration des deux protéines. En utilisant le complexe protéine G-FITC en
exceés, la limite de détection atteinte est d& MO La région Fab de I'immunoglobuline est
capable de se lier a un antigéne spécifique. Donc I'h-IgG marquée avec le complexe protéine
G-FITC peut étre utilisé pour quantifier par fluorescence induite par laser des antigénes dans
une matrice complexe.

La doxorubicine (médicament anti-cancéreux) est utilisée par Lal §0] pour
aralyser un anticorps BR96 par CE-SDS-NGS (détection UV et LIF). Le tampon utilisé est le
gel Beckman. Les premieres analyses sont réalisées avec une détection UV. L’'analyse du
BR96-DOX montre un pic avec un temps de migration de 21,1 min et une masse de 154 kDa.
Le méme échantillon dénaturé présente 6 pics. Si la réduction avait été totale, 'analyse aurait
montré seulement deux pics : la chaine légere et la chaine lourde. Donc la dénaturation n’est
pas totale ; les pics sont L (31 kDa), H (50 kDa), 1H et 1L (79 kDa), 2H (100 kDa), 2H et 1L
(125 kDa), 2H et 2L (154 kDa). L'analyse est ensuite réalisée avec une détection LIF. Excitée
a 490 nm, la DOX émet une fluorescence native a 550 nm. L'analyse est effectuée avec un
laser 488 nm. L’analyse du BR96-DOX dénaturé montre seulement 5 pics. Le pic a 21 min a
disparu car il correspond au BR-96 intact. Cette technique peut donc étre utilisée pour
contréler le processus de conjugaison entre le BR96 et le DOX.

La méthode CE-LIF a été également utilisée pour déterminer le poids moléculaire
d’anticorps a I'aide de marqueurs de taille. Mais cette technique présente des limites comme

le montre Klyushnichenko et al [81]. lls analysent par CGE-LIF différentes protéines d’un
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surnagent de cultures cellulaires. Une courbe de calibration de taille est réalisée pour des
protéines de 14 a 200 kDa : Masse moléculaire (kDa) )f (t/t
t = temps de migration de la protéine
t, = temps de migration du marqueur : Orange G
La courbe de calibration est semi-linéaire et les auteurs indiquent que les protéines sont
différentes en terme de charges, d’hydrophobicité, de structure et de composition
(glycoprotéines). Elles interagissent donc difféeremment sur les molécules de SDS, les
polyméres, la surface du capillaire. Tous ces parametres affectent leur temps de migration en
solution polymére-SDS.
La méthode CE-LIF permet d’atteindre une meilleure sensibilité que la détection UV.
Cette sensibilité est comparable a la méthode SDS-PAGE avec une détection coloration a
I'argent. L'inconvénient de cette méthode est I'étape de marquage avant I'analyse, qui peut
étre contournée par I'utilisation du nano-orange.
La chromatographie liquide peut également étre utilisée pour analyser des anticorps ;

cette méthode est moins répandue que I'électrophorése et fait 'objet du paragraphe suivant.

2.2.3.2. La chromatographie liquide

L’'HPLAC (chromatographie liquide d’affinité haute performance) a aussi été utilisée
guelquefois pour la séparation des anticorps monoclonaux.

Par exemple, on peut citer les travaux de Ohlson et al [82]. lIs utilisent la protéine A
pour I'analyse des immunoglobulines. La protéine A se lie de maniére spécifique aux régions
Fc des immunoglobulines. La protéine A est donc liée chimiquement aux microparticules de
silice de la colonne. L'HPLAC avec la protéine A immobilisée permet la séparation des IgG.
Une augmentation du pH et de la force ionique permet d’analyser I'lgG1. L'absorbance a 280
nm permet d’atteindre une limite de détection de 0,5 a 1 pg/mL. La protéine G peut également
étre utilisée [83-84] et permet de gagner en efficacité de séparation par rapport a la protéine
A.

Moorhouse et [85] ont mis au point une méthode de contrble tgiaiun anticorps
monoclonal recombinant (IDEC-C2B8) en utilisant la chromatographie haute performance
échangeuse de cations. Le Mab est fragmenté en Fab et Fc par la papaine. Une colonne PL-
SCX est utilisée. Les points isoélectriques des fragments Fc et Fab sont respectivement 7,1 et

9,1. A pH 6, les deux fragments ont une charge positive et adhérent aux charges négatives de
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la matrice échangeuse de cations. lls sont élués par un gradient de sels. A 280 nm, la limite de
détection obtenue est de 0,2 pg et 0,1 pg pour les fragments Fc et Fab.

La spectrométrie de masse peut étre aisément couplée a la LC afin de déterminer le
poids moléculaire d'impuretés présentes lors de I'analyse d’une immunoglobuline. Bbus et
[86] caractérisent par LC-MS un fragment de 92 kDa détecté lors de I'analyse d’'une IgG1
réduite. L'IgG1 réduite est séparé par « size exclusion chromatography » (SEC) en utilisant
une phase mobile contenant 6 mM de guanidine. Un premier pic est détecté a 12 min puis la
chaine lourde a 12,9 min et la chaine légére a 15,4 min. Ce premier pic est analysé par LC-
ESI-MS. Cette analyse permet de caractériser ce fragment de 92 kDa: il correspond a la
liaison thioéther (non réductible par un agent réductgumdrcaptoéthanol par exemple))

entre la Cys-223 de la chaine lourde et la Cys-213 de la chaine légere.

En conclusion, le succes croissant des anticorps monoclonaux pour le traitement de
certains cancers et des maladies inflammatoires nécessite un contréle qualité de produits
pharmaceutiques rapide et sensible (identification, pureté, et stabilité du produit...). Nous
venons de citer les différentes techniques analytiques permettant ce controle et
particulierement I'émergence de I'électrophorese capillaire. La méthode SDS-PAGE était la
principale méthode utilisée par les laboratoires pharmaceutiques. Cependant, cette technique
est longue et non automatisée. Donc, la technique SDS-PAGE est transposée a
I'électrophorese capillaire avec une détection UV ou LIF. La détection UV présente
'avantage d’étre une méthode directe. Cependant, la sensibilité de cette méthode est une
limitation. La LOD atteinte est d’environ 500 ng/mL [54] soit une sensibilité équivalente au
bleu de Coomassie et 50 fois inférieure a la coloration a I'argent. La détection LIF permet de
gagner en sensibilité. Une limite de détection de 9,4 ng/mL est atteinte pour un rMAb marqué
au TAMRA. [54]. L'inconvénient de cette technique est I'étape de marquage que nombre de
compagnies pharmaceutiques se refusent d’utiliser.

L’objectif de mon travail est donc d’analyser des IgG par CE/LIF (Picometrics). Une méthode

d’analyse sera développée a 488 nm et 532 nm pour I'analyse de rMAb marqués au TAMRA.
La limite de détection sera déterminée. Afin d’éviter toute étape de marquage et afin de
gagner en sensibilité par rapport a 'UV, une seconde méthode utilisant la fluorescence native

sera développée a 266 nm.

73



3. Développement d’un nouvel
arrangement optique permettant d’intégrer
la détection de fluorescence induite par
laser a l'intérieur de I’électrophorese

capillaire

74



En 1999, a partir d’'un brevet de Léon Carlsson, un montage optique du détecteur de
fluorescence a été développé pour I'électrophorese capillaire [87]. Dans ce montage, une
lampe deutérium via une fibre optique éclaire directement la fenétre de détection. La
fluorescence émise est récoltée par un demi-ellipsoide en saphir fixé au niveau de la fenétre
de détection du capillaire par une goutte de glycérol. Les deux problemes majeurs de ce
montage sont I'alignement de la fibre optique avec le capillaire et I'évaporation du glycérol.
L'utilisation de ce systéme est donc excessivement délicate.

Afin de remédier a ces problémes, un nouveau montage optique a été développé : une bille a
été utilisée afin de focaliser la fluorescence dans le capillaire et une interface capillaire/demi-
ellipsoide a été réalisée par un polymére réticulé in situ afin de collecter la fluorescence [11,
12, 13, 14]. L'optimisation et la validation de ce nouveau montage optique sont décrites ci-

dessous.

3.1. Présentation du nouveau montage optique

La figure 39 représente notre nouveau montage optique. Le faisaser est focalisé a
I'intérieur de la bille et permet d’illuminer le diametre interne du capillaire. La fluorescence
émise est réfléchie a l'intérieur du capillaire. Le demi-ellipsoide collecte la fluorescence et la
focalise sur une fibre cceur liquide. La fluorescence passe a travers une série de filtres puis

arrive au PMT.

Laser

Bille
filtres

I_H

LN T
f mm L LI LT T T
L TTOET004 oo q
IR LIS LS
.

< T

Demi - ellipsoide

Capillaire fluorescence

Figure 39 : Montage optique avec demi- ellipsoide

75



3.2. Le demi ellipsoide

L’'image 40 ci-dessous montre le demi-ellipsoide positionné sur un capillaire avec la fenétre

de détection.

Fenétre de détecti

/ Demi-ellipsoide
\ - /

Capillaire g
Figure 40 : Demi-ellipsoide collé sur le capillaire

L’équation de I'ellipsoide est la suivante :
(x/ayY + (y/bf = 1 avec &= & + b
avec, X = axe du capillaire, y et z axes orthogonaux a x
a= demi grand axe
b = demi axe moyen
¢ = demi distance entre les deux points focaux de I'ellipsoide.

Un ellipsoide a la propriété optique suivante : tout rayon lumineux issu d'un foyer
d’un ellipsoide et se réfléechissant sur le bord de cet ellipsoide passe par l'autre foyer de
I'éllipsoide. Le demi-ellipsoide, grace a une continuité optique, est utilisé afin de collecter la
fluorescence et de la focaliser vers la fibre cceur liquide (fibore de collection). Dans ce
montage, b = 3 mm et ¢ = 7 mm. Nous avons fixé arbitrairement ces distances afin d’avoir un
demi-ellipsoide assez « grand » pour pouvoir récolter au mieux la fluorescence et assez
« petit » pour pouvoir intégrer la cellule de détection dans la cassette de I|'appareil

d’électrophorése capillaire.
3.3. Les Lois de Descartes

Lorsqu’une onde électromagnétique arrive suivant le rayon Sl a la surface de séparation de
deux milieux d’indices différentsyret np : figure 41

- une partie de I'énergie lumineuse se réfléchitastile rayon IR, dans le méme milieu,

- le reste est transmis ou réfracté suivant le rayon IT dans le deuxiéme milieu d’indice n

Ces deux phénomenes sont régis par un ensemble de lois : les lois de Descartes.
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- 1% loi : Les rayons réfléchis et réfractés sont dans le plan défini par le rayon
incident et la normale a la surface de séparation, appelé plan d’incidence.
- 2°™|oi : L’angle d'incidencej est égal & I'angle de réflexion i
=i (1)
- 3*™|oj : Entre les angles d’'incidence et de réfraction, il existe la relation :
nsink=mnsink (2)

n;, i, sont les indices de réfraction des milieux de propagation des rayons incidents et

réfractes ;

i1 est la direction de propagation du rayon incident ;
i1 est la direction de propagation du rayon réfléchi ;
P est la direction de propagation du rayon réfracteé.

(2) est appelé loi de Snell off"8loi de Descartes.

3.3.1. ni<n,

Lorsque la lumiere passe d’'un milieu [1] moins réfringent a un milieu [2] plus réfringent,
c'est-a-dire si p<n,, d'aprés la $"loi des DESCARTES on a :
Sin iz = m/ny sin iy
sin i»> < sini
i2<ip
Il existe toujours un rayon réfracté, la lumiere peut dans tous les cas changer de milieu de

propagation.

rayon incident rayon réfléchi
normale

S

fj

surface réfléchissante

M2

Mote - »n

rayon réfracté

Figure 41 : réflexion et réfraction de la lumiereg8
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3.3.2. ni>N»

Lorsque la lumiére passe d’'un milieu plus réfringent [1] a un milieu moins réfringent [2]
(n:>ny), il y a un angle maximal, appelé angle critique, pour lequel il peut y avoir un rayon
réfractéfigure 42. Si I'angle d’incidence est plus grand que I'angiéqaoe, il n'y a pas de
rayon réfracté. L’'angle de réfractiondevient égal a 90° si I'angle d’incidengeprend la

valeur de I'angle de réfraction critique i

i1 = e nSink=mnsin90°=n
i = 90° L =arc sin (g/ny)
ou i, 1o sont les angles des rayons incident et réfracté ici exprimés en degrés
ic est I'angle critiqgue en degrés
Ny, Mnp sont les indices de réfraction des milieux de propagation des rayons

incident et réfracté

Note - n;=n;
Figure 42 : angle critique:i[88]
Les rayons qui arrivent sous un angle d’incidence supériquneipeuvent étre réfractés : ils

subissent une réflexion totale et la surface de séparation des deux milieux se comporte alors

comme un miroir parfait.
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3.4. Application de la loi de Descartes au montage optique avec demi-
ellipsoide

D'aprés la 8™loi de Descartes, 8in a = nsin &

Dans le montage optique avec demi-ellipsoide,
n; correspond a 'indice de réfraction de la silicezr,33
n, correspond a I’ indice de réfraction de l'airn,m1

donc, 1,33 sinje= sin a

La fluorescence passe donc d’'un milieu plus réfringeatun milieu moins réfringentn

D’aprés I'équation (2), I'angle critique est donc de 49°.

Tout rayon lumineux de fluorescence ayant un angle incident supérieur a 49° est réfléchi
totalement a lintérieur du capillaire. Tout rayon ayant un angle incident inférieur a 49° est

réfracté et n’est pas collecté par la bille.

bille

capillaire

fibre coeur

rayon ROUGE : angle limite : 49° demi-ellipsoide liquide

rayon vert : angle d’incident 52°

rayon bleu : angle incident 80°

Figure 43 : Propagation de la fluorescence a I'ingarr du capillaire et du demi-ellipsoide

Dans lafigure 43, le rayon rouge correspond au rayon ayant un afigt@ddnte égal a
I'angle critique (49°). Ce rayon est donc réfléchi plusieurs fois a l'intérieur du capillaire.
L’indice de réfraction de l'interface entre le capillaire et le demi-ellipsoide étant supérieur a
I'indice de réfraction du capillaire et inférieur & l'indice de réfraction du demi-ellipsoide, le
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rayon traverse la colle puis le demi-ellipsoide. A la sortie du demi-ellipsoide, le rayon étant
divergent, il n’est pas récolté par la fibre coeur liquide.

Le rayon vert ayant un angle d’incidence de 52° est a la sortie du demi-ellipsoide
pratiguement paralleéle a I'axe du capillaire. Alors que les rayon gris, jaune et bleu (angle
d’incidence respectivement de 55°, 65° et 80°) sont collectés par la fibre cceur liquide.

Les distances bille — demi ellipsoide et demi-ellipsoide — fibre cceur liquide sont tres
importantes et seront optimisées dans le paragraphe 3.5.5.

3.5. Optimisation et validation du montage optique

3.5.1. Présentation du montage avec deux PMT

Afin de valider et d'optimiser le montage optique avec le demi-ellipsoide, ce dernier est
comparé au montage colinéaire que nous avons décrit dans le paragraphe 2.1.6.1.2. Un
détecteur prototype avec deux PMT a donc été fabriiguée 44. Le faisceau laser est
cadlecté par une fibre optique puis orienté vers un miroir dichroique. Le faisceau laser est
alors réfléchi vers un objectif de microscope puis focalisé a lintérieur de la bille. La
fluorescence émise par la solution a l'intérieur du capillaire est alors récoltée par deux PMT
différents :

- le PMT1 récolte la fluorescence émise de maniere colinéaire ;

- le PMT2 récolte la fluorescence qui est réfléchie a I'intérieur du capillaire puis récoltée par

le demi-ellipsoide.
PMT2
———  Filtres
R Fluorescence
Laser ' I
K ?Demi-ellipso]’de
P | «
T e Ny A~
NSNS 7NN O
Fluorescenc
1 - -
Capillaire
Miroir
dichroique Bille

Figure 44 : Montage optique du détecteur avec doedd
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Ce montage optique permet de comparer de maniére rigoureuse le montage avec demi-
ellipsoide et le montage colinéaire car I'excitation des molécules a 'intérieur du capillaire est

la méme dans les deux cas. L'échantillon est donc analysé en méme temps par les deux
montages. L’acquisition des deux signaux est réalisée simultanément. Ce montage avec

double PMT est utilisé par la suite pour optimiser la détection avec le demi-ellipsoide.

3.5.2. Choix de l'interface capillaire /demi-ellipsoide

Un polymére est utilisé afin de fixer le demi-ellipsoide sur le capillaire. Ce dernier doit
répondre a différentes contraintes :
- il doit transmettre la fluorescence de 266 nm arf80
- il doit assurer la continuité optique entre le capid et le demi-ellipsoide. Pour
cela, il doit avoir un indice de réfraction supérieur a celui de la silice et inférieur a
celui du matériau de I'ellipsoide.
- il doit étre facile a positionner.
Différentes interfaces ont été testées. Nous ne les évoquerons pas pour des raisons de
confidentialité. La technologie du polymere vinylique polymérisant aux UV est choisie car ils
transmettent les rayons UV.
Le polymeére retenu a un indice de réfraction de I'ordre de 1.4. Cet indice de réfraction permet
la continuité optique entre le capillaire et le demi-ellipsoide. La viscosité est aux alentours de
8000 cps. Cette viscosité est un bon compromis ; en effet, le polymere n’est pas trop fluide et
ne coule pas en dehors du demi-ellipsoide ; de plus, cette viscosité permet d'introduire

facilement le polymére dans le demi-ellipsoide.

3.5.3. Choix du matériau du demi-ellipsoide

Le demi-ellipsoide doit également répondre a différentes contraintes :

- laisser passer la fluorescence de 266 nm a 780 nm.

2 2

e X
- sa géométrie doit respecter I'équation +§ =leta®=c’+b?
a

- sonindice de réfraction doit étre supérieur a l'oedde réfraction de la colle soit 1.4

Différents matériaux polyméres sont testés. Un premier matériau est choisi. Il présente un

indice de réfraction de 1.5. Cependant il laisse peu passer la longueur d’'onde 266 nm. La
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figure 45 représente le spectre d’absorbance de ce matériau : ce matériau transmet trés bien
les longueurs d’onde au-dela de 400 nm.

32,0900+

2.5452 4

2.0005 4

1.4558

ABSORBANCE

0.91101 4

0.38827-L : s

200 300 400 500
WAVELENGTH

Figure 45: Spectre d’absorbance du matériau du demi-ellipsoide utilisé dans le visible

3.5.4. Alignement du capillaire a I'intérieur du demi-ellipsoide

Le bon positionnement du demi-ellipsoide et du capillaire est primordial avant polymérisation
afin d’avoir le meilleur rendement de collection.

Le demi-ellipsoide et le capillaire doivent donc étre coaxiaux.

| —
H,/

Mauvais positionnement Bon positionnement

B/

L

Figure 46 : Positionnement du demi-ellipsoide sur le capillaire A/ Demi-ellipsoide coaxial

avec le capillaire ; B/ Positionnement du polyimide dans le demi-ellipsoide
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La limite L (limite entre le polyimide et la fenétre de détection) doit se situer au centre du
demi-ellipsoide.

Un mauvais positionnement de cette limite peut entrainer une rupture du capillaire lors de sa
flexion ou une mauvaise propagation de la fluorescence. Un appareillage permettant la
polymérisation et un bon positionnement du capillaire a été développé par le service
Recherche et Développement de Picometrics.

I~
0~
=

NEON

I~
ﬂ'\u_/
15

NEON UV
NEON
( NEON UV

Figure 47 : Appareillage lumineux permettant le collage des demi-ellipsoides

Cet outil permet le collage de 7 demi-ellipsoides en méme temps. Les néons normaux
permettent de visualiser la limite L des demi-ellipsoides. Les néons UV permettent de

polymériser l'interface capillaire/demi-ellipsoide.

3.5.5. Détermination des distances

Afin de récolter un maximum de fluorescence, les distances bille-demi ellipsoide et demi

ellipsoide-fibre de collection ont été optimisées par une approche progressive.

3.5.5.1. Instrumentation

L’ électrophorese capillaire HPCE Agilent est utilisée avec le détecteur de fluorescence induite
par laser avec double PMT décrit dans la partie 2.1. Les expériences sont réalisées avec un
laser argon 488 nm (puissance = 25mW, Crystalaser, USA).
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3.5.5.2. Conditions expérimentales

Le capillaire a une longueur totale de 65 cm, et une longueur effective de 50 cm. Une solution
de FITC & 18°M est préparée dans I'eau. Un tampon carbonate/bicarbonate a été utilisé.
L’injection est hydrodynamique (50 mbar, 30 s). Le calcul du rapport S/N a été réalisé avec

différentes distances bille-demi ellipsoide et demi ellipsoide-fibre de collection.

3.5.5.3. Détermination de la distance optimale bille-demi elpsoide

Afin de déterminer la distance optimale bille — demi ellipsoide, un prototype de cellule de
détection est utilisé ; il permet de modifier cette distance en faisant varier le positionnement
du demi-ellipsoide.

Une solution de FITC & 1M est injectée et la distance entre la bille et le demi-ellipsoide

est modifiée. Le rapport signal/bruit est mesuré.

Distance S/IN PMT1 S/IN PMT2
bille-demi ellipsoide (mm) | (montage colinéaire) | (montage demi-ellipsoide)
7 43 45
8 43 40
9 43 36
10 43 30
11 43 21

Distance optimale bille/demi ellipsoide

50
45

40 \
35

SIN

\

30

25 \

20 : : : \‘
7 8 9 10 11

distance bille/demi ellipsoide (mm)

Figure 48 : Variation du rapport S/N en fonction de la distance bille / demi ellipsoide

La distance optimale déterminée entre la bille et le demi-ellipsoide est de 7 mm. Plus le demi-
ellipsoide est proche de la bille, plus la sensibilité est grande. Une distance inférieure a 7 mm

est impossible a réaliser pour des raisons mécaniques.
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3.5.5.4. Détermination de la distance optimale demi ellipsoifibre caeur
liquide

Afin d’optimiser la distance demi-ellipsoide - fibre, le méme prototype est utilisé ; il permet
en outre de modifier cette distance.

Une solution de FITC & T8M est injectée et la distance entre le demi-ellipsoide et la fibre

cceur liquide est modifiée. Le rapport signal/bruit est mesuré.

_ Distance SIN PMT1 SIN PMT2
(Sl GESISHIE GEe; (montage colinéaire) | (montage demi-ellipsoide)
liquide (mm) 9 2 P
6,5 43 45
7,3 43 40
8,3 43 35
9,3 43 32,5
10,3 43 27,5
Distance optimale fibre/demi ellipsoide
50
45 \
40
% 35 T
30 DE—
25 i
20 ; ; ; ; ‘
6 7 8 9 10 11
distance fibre/demi ellipsoide (mm)

Figure 49 : Variation du rapport S/N en fonction de la distance demi-ellipsoide / fibre cceur
liquide

La distance optimale mesurée entre le demi-ellipsoide et la fibre cceur liquide est de 6,5 mm.
Plus la fibre cceur liquide est proche du demi-ellipsoide, plus la sensibilité est grande. Une
distance inférieure a 6,5 mm est impossible a réaliser pour des raisons la aussi

d’encombrement mécanique.
3.5.6. Comparaison montage colinéaire/montage demi-ellipsoéd

Le montage décrit au paragraphe 3.5.1 est utilisé pour qualifier le détecteur. Lors de sa
commercialisation, le détecteur avec demi-ellipsoide pourra étre proposé avec une gamme de
laser allant de 266 nm a 633 nm. De ce fait, chaque longueur d’onde, avec le laser et un

marqueur correspondants, doit étre validée et comparée au montage colinéaire.
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3.5.6.1. Tests effectués a 633 nm

Afin de valider la longueur d’'onde 633 nm, un test sur le Cy5 est réalisé.
Conditions d’analyses : Une solution de Cy5 & LB est injectée & 50 mbar pendant 30
secondes. Un tampon carbonate/bicarbonate 25 mM est utilisé. Le capillaire a une longueur

totale de 65 cm, et une longueur effective de 50 cm.

Résultats: Le PMT 1 (montage colinéaire) donne un rapport S/N d& 2Jpour le premier
pic et de 10+ 2 pour le second pifigure 50A. Le PMT 2 (montage avec demi-ellipsoide)
donne un rapport S/N de #32 pour le premier pic et det92 pour le second pigure 50B

A

' Fluorescence (RFU)

0,01 B/

1 ] ] | >
2 4 6 8 Temps de migration (min.)

Figure 50 : Analyse du Cy5 a 10-9M A/ a I'aide du PMT 1 (montage colinéaire) ; B/ a I'aide

du PMT 2 (montage avec le demi-ellipsoide). Conditions d’analyses décrites précédemment.

3.5.6.2. Tests effectués a 488 nm

Afin de valider la longueur d’onde 488 nm, un test sur le FITC est réalisé.
Conditions d’analyses : Une solution de FITC &M est injectée & 50 mbar pendant 30
secondes. Un tampon carbonate/bicarbonate 25 mM est utilisé. Le capillaire a une longueur

totale de 65 cm, et une longueur effective de 50 cm.

Résultats: Le PMT 1 (montage colinéaire) donne un rapport S/N det2digure 51A Le
PMT 2 (montage avec demi-ellipsoide) donne un rapport S/N detZBOfigure 51B. Le

montage avec le demi-ellipsoide présente une ligne de base plus instable que le montage
colinéaire.
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Figure 51 : Analyse du FITC & 1M A/ a 'aide du PMT 1 (montage colinéaire) ; B/ &
I'aide du PMT 2 (montage avec le demi-ellipsoide). Conditions d’analyses décrites

précédemment.

3.5.6.3. Tests effectués a 410 nm

Afin de valider la longueur d’'onde 410 nm, un test sur l'acide 7-hydroxycoumarin-3-

carboxylique est réalisé.
Conditions d’analyses : Une solution d’acide 7-hydroxycoumarin-3-carboxylique™& M0
est injectée a 50 mbar pendant 30 secondes. Un tampon carbonate/bicarbonate 25 mM est

utilisé. Le capillaire a une longueur totale de 65 cm, et une longueur effective de 50 cm.

Résultats: Le PMT 1 (montage colinéaire) donne un rapport S/N de 30figure 52A Le

PMT 2 (montage avec demi-ellipsoide) donne un rapport S/N de236igure 52B
T Fluorescence (RFU)

0,3

0,28

B/ . )
0,26 =

| | | |
2 4 6 8 Temps de migration (min.)

o
>

Figure 52 : Analyse de I'acide 7-hydroxycoumarin-3-carboxylique “#NIGA/ & I'aide du
PMT 1 (montage colinéaire) ; B/ a I'aide du PMT 2 (montage avec le demi-ellipsoide).

Conditions d’analyses décrites précédemment.
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0,38

0,36

0,32

3.5.6.4. Tests effectués a 325 nm

Afin de valider la longueur d’onde 325 nm, un test sur 'umbelliferone est réalisé.
Conditions d’analyses : Une solution d’umbelliferone %x 10° M est injectée & 50 mbar
pendant 30 secondes. Un tampon phosphate 50 mM est utilisé. Le capillaire a une longueur

totale de 65 cm, et une longueur effective de 50 cm.

Résultats: Le PMT 1 (montage colinéaire) donne un rapport S/N de& 29 figure 53A Le
PMT 2 (montage avec demi-ellipsoide) donne un rapport S/N de22figure 53B

" Fluorescence (RFU)
B/

0,34— | %

] T ] ] >
2 4 6 8 Temps de migration (min.)

Figure 53 : Analyse de I'umbelliferone a8 A/ & I'aide du PMT 1 (montage colinéaire) ;
B/ a I'aide du PMT 2 (montage avec le demi-ellipsoide). Conditions d’analyses décrites

précédemment.

3.5.6.5. Tests effectués a 266 nm

Afin de valider la longueur d’'onde 266 nm, un test sur le tryptophane est réalisé.

Conditions d’analyses : Une solution de tryptophane & Mest injectée & 50 mbar pendant

30 secondes. Un tampon phosphate 20 mM est utilisé. Le capillaire a une longueur totale de
65 cm, et une longueur effective de 50 cm

Résultats: Le PMT 1 (montage colinéaire) donne un rapport S/N detl3€igure 54A Le
PMT 2 (montage avec demi-ellipsoide) donne un rapport S/N de2iftigure 54B
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1 Fluorescence (RFU)
0,1
0,05 B/
A/
O_ »

Temps de migration (min.)

Figure 54 : Analyse du tryptophane &M A/ & I'aide du PMT 1 (montage colinéaire) ; B/
al'aide du PMT 2 (montage avec le demi-ellipsoide). Conditions d’analyses décrites

précédemment.

3.5.6.6.

Conclusion

Le tableau 8&ésume I'ensemble des tests effectués avec les deux montages optiques.

Longueur d’'onde /

LOD (pM, S/N=3) avec le

LOD (pM, S/N=3) avec le

marqueur montage colinéaire montage avec demi-ellipsoide
266 nm
2300 20 000
tryptophane
325 nm
_ 100 100
Umbelliferone
410 nm
7-hydroxycoumarin-3 100 100
carboxylic acid
488 nm
1 1
FITC
633 nm
310 310
Cy5

Tableau 8: Limites de détection obtenues a différentes longueurs d’onde avec les deux

mantages optiques
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Avec les deux montages optiques, les LOD sont trés proches. Pour la longueur d’'onde 266
nm, le montage avec demi-ellipsoide est 9 fois moins sensible : cette différence est due a la
difficulté de transmission des longueurs d’onde UV du demi-ellipsoide et de la fibre coeur

liquide. Hormis la longueur d’onde 266 nm, les sensibilités atteintes par les deux montages

sont comparables.

3.5.7. Amélioration de la longueur d’'onde 266 nm

Les tests précédents ont montrés des résultats décevants a 266 nm. Nous pensons que le
matériau du demi-ellipsoide est en cause car il transmet peu les longueurs d’onde en dessous
de 300 nm (voir paragraphe 2.3).

Plusieurs matériaux pour le demi-ellipsoide sont donc testés. Les meilleurs résultats sont
obtenus avec une catégorie de verre minéral.

Le test décrit dans la paragraphe 3.5.6.5 sur du tryptoph&ré &t réitéré.

Résultats: Le PMT 1 (montage colinéaire) donne un rapport S/N de¢ 28igure 55A Le

PMT 2 (montage avec demi-ellipsoide) donne un rapport S/N de2Xigure 55B

0,06— Fluorescence (RFU)
B/
0,04— -
0,02
Al
‘ 4 hasespignl
0/ R
| | | I i . . .
2 4 6 8 Temps de migration (min.)

Figure 55 : Analyse du tryptophane &M A/ & I'aide du PMT 1 (montage colinéaire) ; B/
al'aide du PMT 2 (montage avec le demi-ellipsoide). Conditions d’analyses décrites

précédemment.

Ces résultats étant concluants, un montage définitif ou « unité béta » a été réalisé.
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3.5.8. Tests du montage a l'intérieur de I'électrophoreseapillaire Agilent

Le montage optique définitif ou « unité béta » est représenté par les photos suivantes :

Le capillaire, avec le demi-ellipsoide collé, est inséré dans un support capillaire. Le support
avec la bille est positionné au-dessus. La fibre d’excitation arrive au niveau du connecteur. Le
faisceau, grace a un miroir a I'intérieur du support bille, est focalisé au niveau de la bille. La

fluorescence émise par les molécules a l'intérieur du capillaire, est récoltée par une fibre de
collection. Les supports capillaire et bille sont intégrés dans la cassette Agilent de

I'électrophorese capillaire.

support bille fibres
support d’excitation et
capillaire de collection
capillaire >
support bille
fibres
Ca:s”e;tnet CE d’excitation et
g de collection
capillaire
support
capillaire

Cassette LIF
intégrée a la CE

Figure 56 : Photographies du montage avec demi-ellipsoide intégré dans la cassette de

I’électrophorése capillaire Agilent.
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Les mémes tests de sensibilité que ceux effectués au paragraphe précédent sont réalisés. Des
résultats comparables sont obtenus.

3.5.8.1. Tests de température

Ce montage fonctionne au niveau de la performance optique mais il est important de vérifier
que lintégration de la cellule LIF ne perturbe pas la régulation de la cassette de

I'électrophorése capillaire. En effet, la température de la cassette Agilent est régulée par un
module a effet Pelletier. Différents tests sont effectuées afin de vérifier la non perturbation de

la cellule LIF.

Pour cela, plusieurs températures a l'intérieur de la cassette ont été étfigigess7

- le passage de 30°C a 25°C est effectué en 8 minlgpoassette UV et également en 8
min pour la cassette avec la cellule LIF intégrée ;

- le passage de 25°C a 20°C est effectué en 11 minlgpcassette UV et également en
11 min pour la cassette avec la cellule LIF intégrée ;

- le passage de 20°C a 15°C est effectué en 17 minlgpcassette UV et également en

17 min pour la cassette avec la cellule LIF intégree.

Ces expériences montrent donc que la cellule LIF ne perturbe pas la régulation de température

par I'effet Pelletier a I'intérieur de la cassette.
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CASSETTE UV CASSETTE LIF INTEGREE
- S0
Passage 30°C\
de 30°C o
3 DEoC | e )
8min N
258@
./8min
Passage | ®C 25°C
de 25°C \
a 20°C \ A 20°C
B S
11min
Passage | — S 20°C
de 20°C \
a15°C : . . 15°C
N 0
17min A ,«i,s__(_:
17min \\ i

Figure 57 : Tests de température sur la cassette de I'électrophorese capillaire : détermination
du temps nécessaire a une cassette UV et a une cassette avec la cellule LIF intégrée pour
passer de 30°C a 25°C, de 25°C a 20°C, et de 20°C a 15°C.
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3.5.8.2. Tests de répétabilité et de linéarité

Afin de vérifier la répétabilité et la linéarité du systéme, de nombreuses analyses ont été
effectuées & 488 nm. Une solution de FITC M, 10'°M, 10° M et 10° M est injectée a

50 mbar pendant 5 secondes. Un tampon carbonate/bicarbonate 25 mM est utilisé. Le
capillaire a une longueur totale de 33 cm, et une longueur effective de 14 cm. Chaque

échantillon est injecté six fois figure 58.

FITC10 M| FITC 10M [ FITC10°M | FITC 10 %M
1 0,032 0,36 3,6 34,3
2 0,032 0,35 3,7 34,5
3 0,033 0,36 3,7 35
4 0,032 0,36 3,6 34
5 0,034 0,34 3,5 35,2
6 0,032 0,36 3,6 35,5
% RSD 2,05 1,88 1,54 1,39
Courbe de calibration
30000
25000 y = 3E+12x - 150,33

R* = 0,999

20000

15000 - /
10000

5000 /

0 / : :

0 2E-09 4E-09 6E-09 8E-09 1E-08 1,2E-08

concentration FITC en M

aire

Figure 58 : Courbe de calibration du FITC en CE-LIF (montage avec demi-ellipsoide) a 488

nm

Pour les quatre concentrations, le pourcentage RSD (relative standard deviation) sur l'aire est

inférieur a 3%. Le coefficient de corrélation obtenue est de 0,9998.
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3.6. Conclusion

Nous venons de présenter I'optimisation et les différentes étapes de validation du nouveau
détecteur de fluorescence intégrée a une électrophorese capillaire comprenant une bille afin de
focaliser le faisceau du laser a l'intérieur du capillaire. Ce détecteur utilise un demi-ellipsoide
placé au niveau de la fenétre de détection du capillaire afin de récolter la fluorescence. Ce
montage permet d’utiliser un capillaire court de 14 cm de longueur effective. Les
performances de ce montage sont comparables a celles du montage colinéaire. Ce montage est
commercialisé depuis mars 2007 (voir annexe 1). Ce montage avec demi-ellipsoide est utilisé
dans la partie suivante afin d’analyser des anticorps monoclonaux recombinants. Ce montage
permet ainsi de réguler la température du capillaire et de diminuer les temps d’analyse grace a

une courte longueur de capillaire.
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4. Optimisation de séparations de
molécules d’intérét biologiques avec notre
détecteur LIF

96



4.1. Séparation d’anticorps marqués par CE-LIF a 488 nm et 532 nm

Le but de ce travail est de développer une méthode d’analyse pour le contréle qualité
des anticorps monoclonaux recombinants par CE/LIF a 488 nm et 532 nm aprés marquage de
ces molécules par le FITC ou le TAMRA. Afin de répondre aux exigences de lindustrie
pharmaceutique, il serait important d’atteindre une limite de détection inférieure a celle
obtenue par SDS PAGE avec une coloration a I'argent et un temps d’analyse inférieur a 30
minutes. Pour cela, le détecteur de fluorescence induite par laser avec ellipsoide est

utilisé avec une longueur totale de capillaire de 33 cm.

41.1. Instrumentation

Une électrophorese capillaire HP3DCE Agilent (Waldbronn, Allemagne) est utilisée
avec une cassette CE UV. Le détecteur de fluorescence est le Zetalif Discovery Picometrics
(Toulouse, France), mis au point dans le chapitre 3.5. La cellule de détection LIF est donc
intégrée a l'intérieur de la cassette UV. Deux lasers sont utilisés : un laser argon 488 nm de 26
mW (Spectra Physics, Mountain View, Californie) et une diode laser 532 nm de 15 mW
(CristaLaser, Messein, France). Un capillaire Polymicro Technologies (Phoenix, Arizona) est
utilisé de longueur totale 33 cm, longueur effective 14 cm, diamétre interne 50 um, diameétre

externe 360 pm.

41.2. Réactifs utilisés

Les produits suivants ont été obtenus chez Sigma :
- 1gG2a de souris marqué au FITC (ref : F6522),
- lgG de sérum humain marqué au FITC (ref : F9636),
- lgG de sérum de lapin marqué au FITC (ref : F2756),
- 1gG1 de myélome de murin marqué au FITC (ref : F§397)
- 1gG2 anti-souris marqué au TAMRA (ref : T2762).
Le 5 TAMRA-SE (SE= succinimide ester) provient de Molecular Probes.

Le tampon SDS provient de Beckman Coulter.
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4.1.3. Mise au point de la méthode d’analyse d’un IgG2a-FIT par CE/LIF

(488nm)

La méthode de séparation est mise au point sur I'lgG2a de souris marqué au FITC.

Les analyses sont effectuées par CE/LIF a 488 nm avec le tampon SDS Beckman Coulter.

4.1.3.1. L’injection

L’1gG2a-FITC de souris a 100 ng/mL est injectée de maniére électrocinétique a —15
kV. Le temps d’injection est optimiséigure 59. L'IlgG2a-FITC est analysée avec un temps

d'injection de 10, 15, 20, 25 et 30 s.

Al
Fluorescence (RFU)
25s
0.3—

20s

0.2— 15s

10s

1
0.1—
» Temps de migration (min)
12
d’i-lr-ueé?:ﬁcs)n Hauteur en
| Aire (pic 2) RFU N (pic 2) Résolution
(secondes) a (pic 2)
—15kV P

10s 0,92 0,071 21 680 1,59
15s 1,4 0,1 17 454 1,58
20s 1,7 0,12 14 945 1,52
25s 3,1 0,21 14 307 1.48
2,7 0,16 10 052 1,19

98



B/ S/N = f(temps injection)

170 <& \.
150 4 /
Z 130
n
110 A /
90
10 15 20 25 30

temps injection (s)

Figure 59 : Optimisation du temps d’injection en mode électrocinétique de I'lgG2a-FITC. A/

Analyse de I'lgG2a-FITC a 100 ng/mL : variation du temps d’injection a =15 kV de 10 a 30 s.
B/ Variation du temps d'’injection en fonction du rapport S/N. Capillaire 50 um, longueur

totale : 33 cm ; longueur effective : 14 cm. Séparation : -15 kV avec le tampon SDS Beckman

Coulter.

Jusqu’a 25 s, la sensibilité augmente avec le temps d’injection. Cependant, le nombre
de plateaux théoriques et la résolution diminuent. Au-dela de 25 s, le pic d'lgG2a-FITC
s’élargit et la sensibilité diminue. Une injection de —15 kV pendant 25 s permet d’obtenir la

meilleure sensibilité ; la résolution entre les deux pics est suffisante pour les séparer.

4.1.3.2. Pré —injection

Une pré-injection d’eau entraine une zone de haut champ électrique dés le début de
I'injection. Cela a pour effet de créer une frontiere entre I'échantillon et I'électrolyte tampon
ou I'échantillon est concentré. La sensibilité est alors augmentée [89, 90, 91]. L’optimisation
de cette pré-injection est réalisiggure 6Q L'eau est injectée de maniere hydrodynamique a

1000 mbar jusqu’a 1 min.
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Figure 60 : Optimisation du temps de pré injection d’eau. A/ Analyse de I'lgG2a-FITC a 100

ng/mL : variation de la durée de pré-injection d’eau a 1000 mbar de 0 a 1 min. B/ Variation

du temps de pré injection d’eau en fonction du rapport S/N. Capillaire 50 um, longueur

totale : 33 cm ; longueur effective : 14cm. Injection —15kV pendant 25 s ; Séparation : -15 kV

avec le tampon SDS Beckman Coulter.

Une pré injection d’eau de 0,2 min a 1000 mbar permet d’augmenter la sensibilité. Au-

dela de 0,2 min, la sensibilité diminue. Ainsi, la pré-injection d’eau optimale est de 0,2 min a

1000 mbar.
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4.1.3.3. Dilution de I'échantillon
4.1.3.3.1. Dilution de I'échantillon dans le SDS

L’ 1gG2a—FITC a 100 ng/mL est dilué dans du SDS a différentes concentrations 1 mM,
2 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM et 10 mMif@ure 61). Apres une pré-injection d’eau (1000 mbar,
12 s), I'échantillon est injecté pendant 25 s a —15 kV.

S/N = f(concentration SDS)

Al
1050
1000 fﬂ\
950
900 3 'Y
> 850
@ 800 \
750
700
650
600 \ \ \ \ \ \
0 2 4 6 8 10 12
Concentration SDS (mM)
B/ Nombre de plateaux théoriques = f(concentration
SDS)
10000
9000 +
% ?888 1 /‘—0
Q
58 6000 A~
g g 5000 //
o3 4000 -
= S 3000 4
g 2000
1000 +
0 T T T T T |
0 2 4 6 8 10 12

Concentration SDS (mM)

Figure 61 : Variation de la concentration de SDS (utilisé pour diluer I'échantillon de IgG2a —
FITC) A/ en fonction du rapport signal / bruit et B/ en fonction du nombre de plateaux
théoriques. Capillaire 50 um, longueur totale : 33cm ; longueur effective : 14cm. Pré

injection d’eau 1000 mbar pendant 0,2 min ; Injection —15 kV pendant 25 s ; Séparation : -15

kV avec le tampon SDS Beckman Coulter.

A 1 mM, le rapport S/N est le meilleur mais le pic d'lgG2a-FITC est large et déformé.

De 1 mM a 6 mM, la sensibilité diminue mais le nombre de plateaux théoriques augmente. A
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partir de 6 mM, le nombre de plateaux théoriques augmente peu et la sensibilité diminue. 6
mM est donc la concentration de SDS ou I'on obtient le meilleur compromis entre sensibilité

et nombre de plateaux théoriques.

4.1.3.3.2. Dilution de I'échantillon dans le LIiDS

L'lgG2a — FITC a 100 ng/mL est dilué dans du LiDS a différentes concentrations 2
mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM, 10 mMfigure 62). Apres une pré-injection d’eau (1000 mbar, 12
s), I'échantillon est injecté pendant 25 s a —15 kV.

A/ S/N = f(concentration LiDS)

1100 -
1000///gﬁ’__"“\><._\\\\\\\\\.‘

900

800 - ///// ‘\\\\\\\\\’
700

600 ///

S/N

¢
500 ‘ ‘ ‘ ‘
2 4 6 8 10
Concentration LiDS (mM)
B/ Nombre de plateaux théoriques = f(concentration

LiDS)

12000 -+

l 4

10000

L 2

/./—i

8000
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{

2000

Nombre de plateaux
théoriques

0 2 4 6 8 10 12
Concentration LiDS (mM)

Figure 62 : Variation de la concentration de LIDS (utilisé pour diluer I'échantillon de 1gG2a
— FITC) A/ en fonction du rapport signal / bruit et B/ en fonction du nombre de plateaux
théoriquesCapillaire 50 um, longueur totale : 33 cm ; longueur effective : 14 cm. Pré
injection d’eau 1000 mbar pendant 0,2 min ; Injection —15 kV pendant 25 s ; Séparation : -15

kV avec le tampon SDS Beckman Coulter.
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La meilleure sensibilité est obtenue pour une concentration en LIiDS entre 4 mM et 6

mM. A 6mM, le pic a un nombre de plateaux théoriques plus grand ainsi nous trouvons 6

mM comme étant la concentration de LiDS optimale.

4.1.3.3.3. Comparaison du milieu de dilution de I'lgG2a-FITC

Lafigure 63 compare la séparation de I'lgG2a — FITC dilué :

en bleu : dilution dans 'eau
en rose : dilution dans le tampon SDS pour échantileckman
en vert : dilution dans le SDS 6 mM

en rouge : dilution dans le LiDS 6 mM

Aprés une pré-injection d’eau (1000 mbar, 12 s), I'échantillon est injecté pendant 25 s & —15

kV.

Fluorescence (RFU)

A

1.2=—

1 =

0.8

0.€=—

0.4—

0.2=—

e

—
v

2 4 6 8 10 12 14
Temps de migration (min.)

Figure 63 : Influence du milieu de dilution sur la sensibilité de I'lgG2a — FITC : bleu :

dilution dans I'eau ; rose : dilution dans le gel SDS Beckman ; vert : dilution dans 6 mM de

SDS ; rouge : dilution dans 6 mM de LiDS. Capillaire 50 pm, longueur totale : 33 cm ;

longueur effective : 14 cm. Pré injection d’eau 1000 mbar pendant 0,2 min ; Injection —15 kV

pendant 25 s ; Séparation : -15 kV avec le tampon SDS Beckman Coulter.
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Temps de _ S/N (répétabilité
o _ Aire Hauteur (RFU)
migration (min) sur 4 analyses)
9,90x10" +/-
Eau 11,71 1,7 +/-0,1 99 +/- 10
1x10-2
Tampon SDS 1,10x10" +/-
12,87 10,6 +/- 0,1 110 +/- 10
Beckman 1x10-2
8,80x10" +/-
SDS 6 mM 11,81 19,1 +/- 0,1 ; 880 +/- 20
2x10
LiDS 6 mM 11,92 22,7 +/-0,1 1,00 +/- 0,02 1000 +/- 20

Tableau 9 : Influence du milieu de dilution sur la le temps de migration, l'aire, la hauteur et
le S/IN de I'lgG2a - FITC

La meilleure sensibilité est obtenue lors de la dilution de I'lgG2a — FITC dans 6 mM de LIiDS.

La répétabilité des analyses (4 fois) montre que la différence de sensibilité est significative.

4.1.3.4. Puissance du laser

Van den Beld [92] écrit I'équation suivante afin de calculer 'intensité de fluorescence F :
F=230C°(d?/2 1) [rtvzr /2 ko] [1 - exp(o)]

Ou C est la concentration du fluorophore injecté dans un capillaire conventionnel ;
dc est le diametre interne du capillaire;
r_ est le rayon du faisceau laser;
o est la puissance du laser réduite @ ks P /Ttvzr. ou P est la puissance du laser ;
€ est le coefficient d’extinction molaire du fluorophore ;
¢ est le rendement quantique de fluorescence ;
vz est la vitesse linéaire des molécules devant le faisceau laser ;
kp est la constante de photodégradation de la molécule fluorescente.
Cette expression montre donc que lintensité de fluorescence d’'un composé peut étre

augmentée en optimisant la puissance du laser et le diametre du capillaire.

Bayle et al [93] étudient l'influence de la puissance d’'un laser 488 nm sur lI'analyse de la
fluoresceine isothiocyanate (FITC). Pour cela, un capillaire 75 um ID est utilisé. La solution
de FITC 0,01 uM (diluée dans un tampon 40 mM acide boriqgue pH=9,6) est injectée dans le
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capillaire par dépression a 850 et 400 mbar. La puissance du laser est augmentée de 2 a 33
mW. Lorsque la puissance du laser augmente, le signal augmente ainsi que le bruit de fond
(figure 64). Le rapport S/N optimum est observé a 10 mW lorsque la pression est de 850 mbar
et 6 mW lorsque la pression est de 400 mbar. Ces expériences montrent bien que le rapport
S/N est tres sensible au temps de résidence devant le faisceau laser. Lorsque le temps de
résidence est court, il y a peu de photodégradation des molécules et donc la puissance du laser

peut étre augmentée afin d’optimiser le rapport S/N.
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Figure 64 : Variation de la puissance du laser lors de I'injection du FITC a 0,01 uM. a/ avec
une dépression de 400 mbar. b/ avec une dépression de 850 [har. représente le bruit
quand le capillaire est rempli d’eau (multiplié par X représente le Qnal. représente
le rapport S/N [93]

Nous avons également étudié I'influence de la puissance du laser lors de l'utilisation d’'un
capillaire a bulle en CE-LIF. Le capillaire a bulle est fréquemment utilisé en CE afin

d’augmenter le trajet optique et ainsi augmenter la sensibilité. La variation de la puissance de

différents lasers est ainsi étudiée.
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* Variation de la puissance de la diode pulsée 266 nm

Cing composés (tryptophane, tyrosine, acide 5-hydroxyindole-3-acétique, acide
homovanillique, acide hydroxymethoxymandelique) sont analysés par CE-LIF & 266 nm avec
un capillaire conventionnel 75 pum de diametre interne et un capillaire a bulle 3x75 um. Ces
deux capillaires ont une longueur totale de 60 cm et une longueur effective de 45 cm.
L’'injection est hydrodynamique : 10 s & 50 mbar. Le tampon utilisé est un tampon CAPS 10
mM et tétraborate de sodium 15 mM a pH 9,2. Le voltage est de 15 kV.

La figure 65Areprésente I'analyse avec un capillaire conventionnel. La puissance du
laser a été optimisée (en additionnant des filtres & densité neutre a la sortie du laser) en
analysant du tryptophane. Avec un capillaire conventionnel, le S/N augmente lorsque la

puissance du laser augmente. A partir de 1,5 mW, le S/N stagne.

L’'analyse avec le capillaire a bulle est représefigege 65B La puissance du laser a
également été optimisée en utilisant du tryptophane. Le S/N augmente lorsque la puissance
augmente jusqu’'a 1,5 mW. Au-dessus de 1,5 mW, le S/N diminue fortement. L’'optimum de
puissance est donc différent entre les deux capillaires.

Apres optimisation de la puissance du laser, le capillaire permet de gagner un facteur 3

par rapport a un capillaire conventionnel.
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Figure 65 : Séparation tryptophane (1), tyrosine (2), acide 5-hydroxyindole-3-acetique (3),
acide homovanillique (4), acide hydroxymethoxymandelique (5) par CE LIF (266 nm) avec A/
un capillaire conventionnel 75 um ; B/ un capillaire a bulle 3 x 75 um. Les conditions de
séparation sont décrites ci-dessus. Sur le c6té, les graphes représentent la variation du
rapport S/N du tryptophane en fonction de la puissance du laser pour les deux capillaires.

* Variation de la puissance de la diode continue 410 nm

La variation de la puissance de la diode 410 nm est également étudiée pour I'analyse
d’acides aminés marqués au NDA et plus particulierement le GABA. Le tampon utilisé est un
tampon 7,5 mM tétraborate de lithium. figure 66 représente la variation du rapport S/N du
GABA marqué au NDA en fonction de la puissance du laser avec un capillaire conventionnel
50 um de diametre internfigure 66A et un capillaire a bulle 3 x 50 priigure 66B.
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Figure 66 : Variation du rapport S/N du GABA marqué au NDA en fonction de la puissance
du laser 410 nm A/ avec un capillaire conventionnel 50 um de diametre interne, B/ avec un

capillaire a bulle 3 x 50 um.

Avec le capillaire conventionnel, le rapport S/N du GABA augmente jusqu’'a 20 mW. Au-
dessus de 20 mW, le rapport S/N diminue progressivement.

Avec le capillaire a bulle, le rapport S/N diminue lorsque la puissance augmente. Il est
impossible de diminuer la puissance de ce laser en dessous de 4 mW. 4 mW est donc la
puissance ou la sensibilité est la meilleure.

A 410 nm, lors de I'analyse d’acides aminés marqués au NDA, l'optimum de puissance est
donc de 20 mW avec un capillaire conventionnel et de 4 mW avec un capillaire a bulle. Ces
deux optimums sont trés différents. Nous pouvons penser que la photodégradation par le
faisceau laser des acides aminés est plus importante avec le capillaire a bulle. Il faut donc
diminuer la puissance du laser.

L’ensemble de cette étude a permis de montrer que le capillaire a bulle augmente la
sensibilité lors d’analyses par CE-LIF. Cependant, le gain de sensibilité dépend fortement de
la nature des composés analysés ainsi que de la puissance du laser. En effet, a forte puissance,
de nombreux composés sont photodégradés au niveau de la bulle de détection ; seule une

diminution de la puissance permet de remédier a ce probleme.

Afin d’optimiser la sensibilité, la puissance du laser lors de I'analyse de I'lgG2a-FITC
est donc optimisée pour obtenir le meilleur rapport S/N. L’'lgG2a — FITC a 100 ng/mL est
diluée dans du LiDS 6 mM. Apres une pré-injection d’eau (1000 mbar, 12 s), I'échantillon est
injecté pendant 25 s a —15 kV. L’analyse est effectuée en faisant varier la puissance du laser
de 5 mW a 26 mWrigure 67).
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Figure 67 : Influence de la puissance du laser sur la sensibilité de I'lgG2a — FITC : A/
Influence de la puissance du laser sur le signal de I'lgG2a — FITC, B/ Influence de la
puissance du laser sur le bruit, C/ Influence de la puissance du laser sur le rapport S/N.
Capillaire 50 um, longueur totale : 33 cm ; longueur effective : 14 cm. Pré injection d’eau
1000 mbar pendant 0,2 min ; Injection —15 kV pendant 25 s ; Séparation : -15 kV avec le

tampon SDS Beckman Coulter.
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La puissance du laser varie de 5 mW a 26 mW. Lorsque la puissance du laser augmente, le
signal et le bruit augmentent. 22 mW est la puissance optimale afin d’obtenir la meilleure

sensibilité.
4.1.3.5. Répétabilité d’injection

L'lgG2a — FITC a 100 ng/mL est dilué dans du LiDS 6 mM. Aprés une pré-injection
d’eau (1000 mbar, 12 s), I'’échantillon est injecté pendant 25 s a —15 kV. La puissance du laser

est de 22 mW. L'analyse est effectuée six fhigaife 68).
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Figure 68 : Analyse de I'lgG2a — FITC répétée 6 fois. Pré-injection d’eau : 1000 mbar, 12 s.
Injection —15 kV pendant 25 s. Séparation : -15 kV avec le tampon SDS Beckman Coulter.
Capillaire 50 um, longueur totale : 33 cm ; longueur effective : 14 cm. Pré injection d’eau
1000 mbar pendant 0,2 min ; Injection —15 kV pendant 25 s ; Séparation : -15 kV avec le

tampon SDS Beckman Coulter. Puissance du laser : 22 mW

Injection Temps de migration (min) Aire
1 11,754 1,6
2 11,711 1,6
3 11,711 1,6
4 11,712 1,6
5 11,718 1,5
6 11,735 15
RSD (temps migration) = 0,15% RSD (aire) = 3,2%

Tableau 10 : Calcul des RSD sur le temps de migration et sur l'aire
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Le temps de migration est de 11,7 min. La déviation standard relative sur le temps de
migration est de 0,15 % sur 6 analyses. La déviation standard relative sur I'aire est de 3,2 %
(tableau 10.

4.1.3.6. Courbe de calibration

La linéarité et la répétabilité sont testdéigsire 69 Cing concentrations sont analysées

et répétées 4 fois.

Courbe de calibration
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Figure 69: Courbe de calibration de I'lgG2a — FITC

L’aire a chaque concentration est représentée. Une fonction linéaire est obtenue avec un

coefficient de corrélation de 0,992.

41.3.7. Limite de détection de I'’échantillon non réduit

La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ) sont par définition la
plus petite quantité d’analyte détectée et la plus petite quantité d’'analyte pouvant étre
quantifiee, avec un niveau de confiance déterminé. Il existe plusieurs méthodes pour évaluer
ces quantités minimales dont la méthode du rapport signal/bruit. La LOD correspond a un
rapport signal/bruit de lI'analyte de 3 et la LOQ correspond a un rapport signal/bruit de
I'analyte de 10 [94].

La LOQ et la LOD sur le pic principal de l'analyse de I'lgG2a—FITC sont
déterminées. Ce pic principal correspond aux deux chaines lourdes et aux deux chaines
légeres de I'lgG2a-FITC.
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Figure 70 : Analyse de I'lgG2a-FITC a 100 ng/mL avec un agrandissement de 4 min a 14

min. Conditions d’analyses identiques a celles de la figure 7.

La figure 70 représente l'analyse de I'lgG2a-FITC a 100 ng/mL. Le rapport S/N du pic
principal est de 1980. L’agrandissement de I'électrophérogramme dans la plage de temps de 4
min a 14 min montre la présence dimpuretés. Quelgues unes seront attribuées dans le

paragraphe 4.1.3.9 grace a une cinétique de réduction.
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Figure 71 : Analyse de I'lgG2a-FITC a 0.5 ng/mL. Conditions d’analyses identiques a celles

de la figure 7

La figure 71 représente I'analyse de I'lgG2a-FITC a 0,5 ng/mL. Le rapport S/N obtenu est de
10. La LOQ est donc de 0,5 ng/mL. La LOD est de 0,15 ng/mL (S/N = 3). Cette limite de

détection est 66 fois plus sensible que la coloration a l'argent [54]. Cette sensibilité permet

donc de visualiser des impuretés non détectées avec la coloration a I'argent.

4.1.3.8. Limite de détection de I'échantillon réduit

La LOD et la LOQ des deux pics correspondant a la chaine légere et la chaine lourde de
I'lgG2a-FITC sont déterminées. Pour cela, I'échantillon est réduit : a 100 puL d'lgG2a-FITC a
10 pg/mL (dilué dans du LIDS 6mM) sont ajoutés 3 L de mercapto-éthanol ; puis chauffé 15

min a 70°C.
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Figure 72 : Analyse de I'lgG2a-FITC réduit a 100 ng/mL. Conditions d’analyses identiques a

0,1=

v

celles de la figure 7
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La figure 72 représente I'analyse de I'lgG2a-FITC réduit a 100 ng/mL. Le rapport S/N

obtenu est de 730 pour la chaine Iégére et de 2070 pour la chaine lourde.
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Figure 73 : Analyse de I'lgG2a-FITC réduit & 1 ng/mL. Conditions d’analyses identiques a
celles de la figure 7.

La figure 73représente I'analyse de I'lgG2a-FITC réduit a 1 ng/mL. Le rapport S/N obtenu
est de 8 pour la chaine Iégére et de 19 pour la chaine lourde. La LOQ est donc de 1,25 ng/mL
pour la chaine Iégére et de 0,5 ng/mL pour la chaine lourde. La LOD est donc de 0,4 ng/mL

pour la chaine légere et de 0,15 ng/mL pour la chaine lourde.

LOQ LOD
(ng/mL) (ng/mL)
lgG2a-FITC non réduit 2 chaines légéres + 2 chaines lourdes 0,5 0,15
chaine légere 1,25 0,4
lgG2a-FITC réduit
chaine lourde 0,5 0,15

Tableau 11 : LOQ et LOD de I'lgG2a-FITC non réduit et réduit

Cette méthode par CE-LIF (488 nm) permet ainsi d’atteindre une LOD 66 fois plus sensible

gue la coloration a I'argent d’apres les données reportées dans la littérature [54]
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4.1.3.9. Cinétique de réduction de I'lgG2a-FITC

Afin d'identifier les différentes especes présentes lors de I'analyse de I'lgG2a-FITC,
une cinétique de réduction est effectuée. 3 pL de mercaptoéthanol sont ajoutés a 100 pL
d’lgG en solution ; le mélange est chauffé a 70°C pendant 1 min, 5 min et 10 nfigurea
74 représente cette cinétique de réduction.figare 74A représente I'analyse de I'lgG2a-
FITC non réduit. Le pic principal correspond aux complexes 2 chaines lourdes / 2 chaines
|égeres. Plusieurs especes ayant un temps de migration inférieur a celui du pic principal sont
présentes en faible quantité. La cinétique de réduction va permettre d’identifier leur temps de

migration.

La réduction de l'échantillon & 70°C pendant 1 miigufe 74B entraine une
diminution du complexe 2 chaines lourdes / 2 chaines légéres et 'augmentation du complexe

2 chaines lourdes / 1 chaine Iégére avec un temps de migration de 12 min.

La réduction de I'échantillon a 70°C pendant 5 mfigufe 74Q entraine la
diminution des complexes 2 chaines lourdes / 2 chaines légéres et 2 chaines lourdes / 1
chaine légere. Les complexes 2 chaines lourdes (temps de migration 11 min) et 1 chaine

lourde / 1 chaine Iégére (temps de migration 10 min) augmentent en intensité.

La réduction de I'échantillon a 70°C pendant 10 nfigu¢e 74D entraine une
réduction totale de I'échantillon. Les différents complexes ont été réduits. Seules la chaine
légere (temps de migration 7 min) et la chaine lourde (temps de migration 9 min) restent

présents.
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Figure 74 : Cinétique de réduction de I'lgG2a-FITC en CE-SDS-NGS : analyse de 100 uL de
'lgG2a-FITC (a 200 ng/mL) mélangés a 3 pL de mercapto-éthanol et chauffés a 70 °C et

immeédiatement injectés en électrophorese capillaire apres 0,

réduction. Capillaire 50 um ID, longueur totale 33 cm, longueur

1, 5 et 10 min de temps de
effective 14 cm. Aprés une

pré-injection d’eau a 1000 mbar pendant 12 s, I'échantillon est injecté a —15 kV pendant 10

s ; le tampon est le tampon SDS Beckman Coulter, le voltage est de —20 kV.

4.3.8 Comparaison de différents IgG marqués

Quatre IgG marqués au FITC a 200 ng/mL ont été analysés par CE-LIF. Cette

manipulation a pour but de comparer les différents profils de quatre anticorps et de visualiser

les différentes impuretés présentes dans I'échantillon. Figure 75
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Figure 75 : Séparations de 4 IgG-FITC commerciaux non réduit a 200 ng/mL. Les conditions
d’analyses sont identiques a celles de la figure 13. A/ IgG1-FITC contrble isotype de
myélome murin ; B/ IgG-FITC de sérum de lapin ; C/ IgG-FITC de sérum humain ; D/
IgG2a-FITC de souris. Les différents complexes sont attribués grace a leurs temps de

migration.

- I'l|gG1-FITC non réduit contrdle isotype de myélomerimuyfigure 75A présente
des agrégats aprés le pic principal (complexe 2 chaines lourdes / 2 chaines
leégeres) ;

- I'lgG-FITC de sérum de lapinfiQure 75B non réduit migre difféeremment des
autres. Un gros pic d’agrégats est présent ;

- I'lgG —FITC de sérum humairfigure 75Q non réduit présente de nombreuses

impuretés. La chaine légere, la chaine lourde et le complexe 2 chaines lourdes sont
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identifiés grace aux temps de migration et a la réduction de I'échanfitiome(
76C). Les composés (u) ne sont pas identifiés.

- I'l|gG2a-FITC figure 75D non réduit ne présente pas d’'impuretés et d’agrégats.
La cinétique de réduction de cet IgG est représdigiée 74.
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Figure 76: Séparations de 4 IgG-FITC commerciaux réduit & 200 ng/mL. Les conditions
d’analyses sont identiques a celles de la figure 13. A/ IgG1-FITC contrble isotype de
myélome murin ; B/ IgG-FITC de sérum de lapin ; C/ IgG-FITC de sérum humain ; D/
IgG2a-FITC de souris
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La figure 76 représente l'analyse des quatres IgG-FITC (A/ IgG1l-FITC contrble
isotype de myélome murin ; B/ IgG-FITC de sérum de lapin ; C/ IgG-FITC de sérum humain ;
D/ IgG2a-FITC de souris) apres réduction avec du mercapto-éthanol. Ces analyses montrent
la disparition des agrégatBglre 76A et 76B L'analyse de I'lgG-FITC de sérum humain
réduit figure 76Q permet d'identifier les différentes impuretés de I'lgG-FITC de sérum
humain non réduitfigure 76Q. Le pic & 6,3 min correspond a la chaine légere ; le pic a 8
min correspond a la chaine lourde. Le pic a 10,8 min disparait lors de la réduction : il
correspond vraisemblablement au complexe 2 chaines lourdes. Les deux composés a 7,6 et

8,4 min sont toujours présents aprés réduction : ces deux composés n’ont pas été identifiés.

4.1.4. Mise au point de la méthode d’analyse d’'un IgG-TAMRApar CE/LIF
(532nm)

Dans le but d'augmenter la sensibilité, les analyses sont réalisées a 532 nm avec des
anticorps marqués au tétraméthylrhodamine succinimide ester (TAMRA). Un anticorps anti-
souris marqué au TAMRA est donc analysé par CE/LIF a 532 nm. Une diode 532 nm est

utilisée. La méthode mise au point précédemment sur I'lgG2a-FITC est utilisée.

41.4.1. Limite de détection de I'’échantillon non réduit

La LOQ et la LOD sur le pic principal de I'analyse de 'lgG—TAMRA anti-souris sont
déterminées. Ce pic principal correspond aux deux chaines lourdes et aux deux chaines
légéres de I'lgG-TAMRA.
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Figure 77 : Analyse de I'lgG-TAMRA a 20 ng/mL. Capillaire 50 um ID, longueur totale 33
cm, longueur effective 14 cm. Aprés une pré-injection d’eau a 1000 mbar pendant 12 s,
I'échantillon est injecté a —15 kV pendant 25 s ; le tampon est le tampon SDS Beckman

Coulter, le voltage est de —20 kV.

La figure 77représente I'analyse de I'lgG-TAMRA anti-souris & 20 ng/mL. Le rapport S/N
obtenu est de 425.
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Figure 78 : Analyse de I'lgG-TAMRA non réduit a 200 pg/mL. Conditions d’analyses

identiques a celles de la figure 16.

La figure 78représente I'analyse de I'lgG-TAMRA a 200 pg/mL. Le rapport S/N
obtenu est de 12. La LOQ est donc de 167 pg/mL. La LOD est de 50 pg/mL (S/N = 3). Cette
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LOD obtenue est 200 fois plus sensible que la coloration a I'argent et 20 fois plus sensible
gue celle rapportée par Hunt et al [54].

4.1.4.2. Répétabilité de I'injection

L'1IgG-TAMRA a 200 ng/mL est dilué dans du LIiDS 6 mM. Apres une pré-injection
d’eau (1000 mbar, 12 s), I'échantillon est injecté pendant 25 s a —15 kV. L'analyse est
effectuée six fois.Kigure 79)
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Figure 79 : Analyse de I'lgG-TAMRA non réduit a 200 pg/mL répétée 6 fois. Conditions

d’analyses identiques a celles de la figure 16.

Injection Temps de migration (min) Aire
1 11,59 0,18
2 11,63 0,19
3 11,65 0,18
4 11,70 0,18
5 11,70 0,18
6 11,66 0,16
RSD (temps migration) = 0,36% RSD (aire) = 5,5%

Tableau 3 : Calcul des RSD sur le temps de migration et sur l'aire
Le temps de migration est de 11,65 min. La déviation standard relative sur le temps de

migration est de 0,36 % sur 6 analyses. La déviation standard relative sur I'aire est de 5,5 %
(tableau 3).
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4.1.4.3. Limite de détection de I'’échantillon réduit

LaLOD et la LOQ des deux pics correspondant a la chaine Iégére et la chaine lourde
de I'lgG-TAMRA sont déterminées. Pour cela, I'échantillon est réduit: a 100 pL d’'lgG2a-
TAMRA a 40 ng/mL (dilué dans du LiDS 6 mM) sont ajoutés 3 uL de mercapto-éthanol ;
puis chauffé 15 min a 70°C. \
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Figure 80 : Analyse de I'lgG-TAMRA réduit a 20 ng/mL. Conditions d’analyses identiques a

celles de la figure 16.

La figure 80représente I'analyse de I'lgG-TAMRA réduit a 20 ng/mL. Le rapport S/N obtenu

est de 300 pour la chaine Iégeére et de 350 pour la chaine lourde.
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Figure 81 : Analyse de I'lgG-TAMRA réduit a 2 ng/mL. Conditions d’analyses identiques a

celles de la figure 16.
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La figure 81représente I'analyse de I'lgG-TAMRA réduit & 2 ng/mL. Le rapport S/N obtenu
est de 35 pour la chaine Iégére et de 48 pour la chaine lourde. La LOQ est donc de 0,6 ng/mL
pour la chaine légere et de 0,4 ng/mL pour la chaine lourde. La LOD est donc de 170 pg/mL

pour la chaine légere et de 125 pg/mL pour la chaine lourde.

LOQ LOD
(pg/mL) | (pg/mL)
IgG2a-FITC non réduit 2 chaines légeres + 2 chaines lourdes 167 50
chaine légere 600 170
lgG2a-FITC réduit
chaine lourde 400 125

Tableau 12 : LOQ et LOD de I'lgG-TAMRA non réduit et réduit
La LOD atteinte sur I'immunoglobuline non réduite est 180 fois plus sensible par rapport a
celle décrite dans la littérature lors de I'analyse d’'une immunoglobuline marquée au TAMRA.
[54]

4.1.5. Conclusion

Nous venons de développer une méthode d’analyse des IgG par CE/LIF. La détection LIF est
intégrée a la CE grace a un capillaire avec ellipsoide. L'intégration de la détection LIF permet
de réduire la longueur de capillaire (de 33 cm de longueur totale), d’automatiser les analyses
et d'utiliser le tampon NGS. L’analyse est ainsi effectuée en 15 min. Différents IgG marqués
au FITC ou au TAMRA ont été analysés respectivement a 488 nm et 532 nm. La limite de
détection atteinte lors de l'analyse des IgG-TAMRA est 180 fois plus sensible que celle
reportée dans la littérature [54]. Cette méthode d’analyse permet de séparer et de détecter les
différentes impuretés présentes dans I'échantillon. Une cinétique de réduction permet

d’identifier les différents fragments et agrégats.

4.2. Séparation d’anticorps par CE-LIF a 266nm (fluorescence native)

Le but de ce travail est de développer une méthode d’analyse pour le contréle qualité
des anticorps monoclonaux recombinants par CE/LIF a 266 nm (fluorescence native). Les
IgG peuvent étre analysés par CE/UV a 210 nm mais la limite de détection est seulement de 2
png/mL [93]. Cette sensibilité est insuffisante pour détecter les impuretés en faible quantité

(IgG partiellement réduit, IgG déglycosylé, agrégats...) par ailleurs les utilisateurs notent des
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dérives de la ligne de base importantes qui peuvent géner la détection de ces impuretés.
L’analyse des IgG en CE/LIF a 266 nm permet d’éviter toute dérivatisation. La limite de
détection doit étre équivalente a une coloration a I'argent (méthode de révélation de protéines
la plus sensible). Cette demande est imposée par I'industrie pharmaceutique pour son controle
qualité. Le temps de migration doit étre inférieur a 30 minutes. Pour cela, le détecteur de
fluorescence induite par laser avec ellipsoide est utilisé, toujours avec une longueur totale de
capillaire de 33 cm. Par la suite, nous allons présenter une méthode d’analyse des IgG par
CE/LIF en utilisant la fluorescence native. La LOD sera mesurée et différents IgG seront

analysés.

42.1. Instrumentation

Une électrophorése capillaire HP3DCE Agilent (Waldbronn, Allemagne) est utilisée
avec une cassette CE UV. Le détecteur de fluorescence est le détecteur Zetalif Discovery
Picometrics (Toulouse, France). La cellule de détection LIF est donc intégrée a l'intérieur de
la cassette UV. Le laser 266 nm (diode pulsée, 3 mW) est utilisé (Team Photonics, Meylan,
France). Un capillaire Polymicro technologies (Phoenix, Arizona) est utilisé de longueur

totale 33 cm, longueur effective 14 cm, diameétre interne 50 um, diametre externe 360 um.

42.2. Réactifs utilisés

Les produits suivants ont été obtenus chez Sigma :
- 1gG de serum de bovin (ref : 19640) ;
- 1gG de serum humain (ref : 12511);
- 1gG de serum de lapin (ref : 18140) ;
- lgG de serum de rat (ref : 18015) ;
- Lithium dodecyl sulfate ;
Le tampon SDS provient de Beckman Coulter ainsi que I'lgG control standard (ref : 391734).
Le kit protéine 230 (marqueur de tailles) provient d’Agilent.
La PNGaseF provient de New England Biolabs (ref : P07045).

4.2.3. Mise au point de la méthode d’analyse d’'lgG par CE/LF a 266 nm

La méthode de séparation est mise au point sur « I'lgG control standard Beckman ».

La méthode d’analyse est identique a celle utilisée pour I'analyse des IgG par CE/LIF 488 nm
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et 532 nm. Vu lI'importance de la puissance du laser sur la sensibilité, que nous avons notée
dans le paragraphe 4.1.3.4, une étude sur la variation de la puissance du laser 266 nm est
effectuée.

Lors des premieres analyses a 266 nm, un probléme de rupture de courant a été mis en
évidence alors que cette rupture de courant n'est pas observée avec un milieu non visqueux.
Aprés trois analyses, le courant chute durant la manipulation. Apres observation de la fenétre
de détection a la loupe binoculaire, nous pensons que cela est di a un échauffement du
capillaire au niveau de la bille lors de I'excitation par le laser dont le pulse est tres puissant
(1000 watts). Pour remédier a ce probleme, la température a l'intérieur de la cassette Agilent a

été fixée a 15°C. De plus un conditionnement du capillaire pendant une nuit, laser éteint, est
indispensable.

4.2.3.1. Optimisation de la puissance du laser

La puissance du laser est optimisée afin d’obtenir la meilleure sensibilité. Comme il a
été décrit au paragraphe 1.3.4, l'optimisation de la puissance du laser est importante afin
d’optimiser la photodégradation des molécules devant le faisceau laser.

L’lgG control standard Beckman est a 1 mg/mL. Apres une pré-injection d’eau (1000
mbar, 12 s), I'échantillon est injecté pendant 25 s a —15 kV. L’analyse est effectuée en faisant
varier la puissance du laser de 0,3 mW a 3 rfigjvire 82).

A/ P =3mwW
P=23mW

P=1,8mW Ju u

’

Fluorescence (RFU)

e » Temps de migration (min.)
24 25
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Figure 82 : Influence de la puissance du laser sur la sensibilité de I'lgG Beckman: A/ Analyse
de I'lgG Beckman avec une puissance du laser qui varient de 0,3 mW a 3 mW : un
agrandissement sur la ligne de base est réalisé ; B/ Influence de la puissance du laser sur le
rapport S/N. Capillaire 50 um, longueur totale : 33 cm ; longueur effective : 14 cm. Pré
injection d’eau 1000 mbar pendant 0,2 min ; Injection —15 kV pendant 25 s ; Séparation : -15

kV avec le gel SDS Beckman Coulter, T = 15°C

L’analyse de I'lgG Beckman montre une augmentation du signal en fonction de la
puissance du laser 266 nm. Cette augmentation du signal s’accompagne également d’'une
augmentation du bruit et des instabilités de la ligne de base. Le meilleur rapport signal/bruit

est obtenu avec une puissance du laser de 1,2 mW.

4.2.3.2. Limite de détection de I'’échantillon non réduit

La LOQ et la LOD sur le pic principal de l'analyse de I'lgG Beckman sont
déterminées. Ce pic principal correspond aux deux chaines lourdes et aux deux chaines

leégeres de I'lgG.
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Figure 83 : Analyse de I'lgG control standard Beckman a 1 mg/mL. Capillaire 50 um ID,
longueur totale 33 cm, longueur effective 14 cm. Apres une pré-injection d’eau a 1000 mbar
pendant 12 s, I'échantillon est injecté a —15 kV pendant 25 s ; le tampon est le tampon SDS

Beckman Coulter , le voltage est de —20 kV ; température : 15°C.

Lafigure 83représente I'analyse de I'lgG control standard beckman a 1 mg/mL. Le rapport
S/N obtenu est de 1080. De nombreuses impuretés sont présentes dans I'échantillon, elles

seront identifiées lors de la cinétique de réduction de I'’échantillon (paragraphe 4.2.3.5)

Fluorescence (RFU)

s

0,20

0,16

0,12

Figure 84 : Analyse de I'lgG control standard Beckman non réduit & 50 ng/mL. Conditions
d’analyses identiques a celles de la figure 22
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La figure 84 représente lI'analyse de I'lgG control standard Beckman a 50 ng/mL
(analyses réalisées 3 fois : électrophérogrammes bleu, rouge et vert). Un « blanc » est réalisé
(électrophérogramme rose). Le rapport S/N obtenu est de 6. Le signal est défini comme étant
la hauteur du pic en partant de la ligne de base. Le bruit est défini comme une valeur moyenne
de la distance entre le pic maximum et le pic minimum sur deux périodes de une minute avant
et apres le pic. La LOQ est donc de 85 ng/mL (S/N = 10). La LOD est de 25 ng/mL (S/N = 3).

4.2.3.3. Limite de détection de I'’échantillon réduit

LaLOD et la LOQ des deux pics correspondant a la chaine Iégére et la chaine lourde
de I'lgG Beckman sont déterminées. Pour cela, I'échantillon est réduit : a 50 pL d’lgG control
standard Beckman a 1mg/mL est ajouté 3 pL de mercapto-éthanol ; puis chauffer 15 min a
70°C.
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Figure 85 : Analyse de I'lgG control standard Beckman réduit a 1 mg/mL. Conditions

d’analyses identiques a celles de la figure 22

La figure 85représente I'analyse de I'lgG control standard Beckman réduit a 1 mg/mL. Le
rapport S/N obtenu est de 780 pour la chaine Iégére et de 800 pour la chaine lourde. La LOQ
est de 270 ng/mL pour la chaine légere et de 250 ng/mL pour la chaine lourde. La LOD est de

80 ng/mL pour la chaine légeére et de 75 ng/mL pour la chaine lourde (S/N = 3).

128



LOQ LOD
(ng/mL) (ng/mL)

IgG Beckman non réduig chaines légeres + 2 chaines lourges 85 25

chaine légere 270 80

IgG Beckman réduit
chaine lourde 250 75

Tableau 13 : LOQ et LOD de I'lgG control standard Beckman non réduit et réduit

La LOD atteinte sur I'lgG non réduit est donc 20 fois plus sensible que la coloration avec le
bleu de Coomassie et 2,5 fois moins sensible que la coloration a I'argent selon les LOD

reportées dans la littérature. [7]

4.2.3.4. Action de la PNGase F sur I'lgG control standard Beckian

Les anticorps possedent une chaine saccharidique. Afin de localiser dans
I'électrophérogramme le pic qui correspondrait a la protéine dont la chaine N-glycosilée a
disparu, la N-Glycosidase F, aussi connue sous le nom de PNGase F, est utilisée. C’est une
amidase qui clive la liaison entre la N-acetylglucosamine (GICNAc) et I'asparagine (Asn)

des glycoprotéines [95, 96].

Spécificite: PNGase F

X

Man l
\ Man__ GIcNAc__ GIcNACY _ Asn

X___ Man/

Conditions de réaction

1/ 18uL d’'lgG Beckman sont combinés avec 2uL de tampon dénaturant (5% SDS et
0.4M DTT) :

2/ L'lgG dénaturée est chauffée a 100°C pendant 10 minutes ;

3/ 20uL de tampon 0.5M phosphate de sodium pH 7,5, 2 uL 10% NP40, 1uL de
PNGase F et 11pL d’eau sont ajoutés.

4/ L'ensemble est incubé a 37°C pendant 1 heure (pour une réaction totale).
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Figure 86 : Action de la PNGase F sur I'l|gG control standard beckman a 1 mg/mL.

Conditions de réaction voir le texte précédent. Conditions d’analyses identiques a la figure 22

L’action de la PNGase F sur I'lgG Beckman est étudiiggire 86. La figure 86A
montre I'lgG Beckman dénaturé sans PNGase F : on identifie la chaine Iégére et la chaine
lourde. Ledfigure 86 B, C et Dnontrent la cinétique d’action de la PNGase Ffigjare 86B
correspond a 10 min d’incubation avec la PNGase F. La chaine légére reste identique ; la
PNGaseF n’a pas d’action sur cette chaine car elle ne porte pas de chaine saccharidique. Par
contre, le pic de la chaine lourde N-glycosilée diminue et deux pics de temps de migration
inférieur apparaissent. Lfggure 86Ccorrespond a un temps d’incubation de 30 min. Le pic
de la chaine lourde N-glycosilée continue a diminuer, alors que le pic de la chaine lourde non
N-glycosilée augmente. La réaction est totale au bout d’'une hisgwes(860. La chaine
lourde N-glycosilée a disparu ; il ne reste que la chaine lourde non glycosilée.

Cette cinétigue montre que 2 chaines saccharidiques sont attachées a la chaine lourde
de I'lgG : en effet, la chaine légére n’est pas affectée par la PNGase F. De plus, I'action de la
PNGase F sur la chaine lourde est bien démontrée : en effet, la coupure de la chaine
saccharidique entraine une diminution du temps de migration de la chaine lourde ; la chaine

saccharidique seule n’est pas visualisée car elle ne fluorescence pas a 266 nm.
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4.2.3.5. Cinétique de réduction de I'lgG control standard Be&man

Afin d’identifier les difféerentes impuretés présentes lors de l'analyse de [I'lgG
Beckman non réduit, une cinétique de réduction est réalisée.

La figure 87représente la cinétique de réduction de I'lgG control standard Beckman,
1uL de mercaptoéthanol est ajouté a 50 pL d’IgG a 1 mg/mL ; le mélange est chauffé a 70°C
pendant 1 min, 2 min et 10 min. lfure 87Areprésente I'analyse de I'lgG2a-FITC non
réduit. Le pic principal correspond au complexe 2 chaines lourdes / 2 chaines légéres (temps
de migration de 20 min). Le pic & 19.5 min correspond au complexe 2 chaines lourdes
déglycosilées / 2 chaines légéres. Plusieurs espéces ayant un temps de migration inférieur a
celui du pic principal sont présentes en faible quantité. La cinétique de réduction va permettre
de les identifier.

La réduction de I'échantillon & 70°C pendant 1 nfigufe 87B entraine la disparition
du complexe 2 chaines lourdes / 2 chaines légeres (tm = 20 min) et du complexe 2 chaines
lourdes / 1 chaine légere (tm = 18,5 min). Le complexe 2 chaines lourdes (tm = 17 min)
diminue en intensité. Par contre, le complexe 1 chaine lourde / 1chaine légere (tm = 16 min),
la chaine lourde (tm = 14 min) et la chaine lIégére (tm = 11 min) augmentent en intensité.

La réduction de I'échantillon a 70°C pendant 2 miigufe 87Q entraine une
augmentation du complexe 1 chaine lourde / 1chaine Iégére (tm = 16 min), de la chaine lourde
(tm = 14 min) et de la chaine Iégere (tm = 11 min). Le complexe 2 chaines lourdes (tm = 17
min) a totalement disparu.

La réduction de l'échantillon a 70°C pendant 10 nfigue 87D entraine une
réduction totale de I'échantillon. Les différents complexes ont été réduits. Seules la chaine
légére (tm = 11 min) et la chaine lourde (tm = 14 min) restent présents. La chaine lourde
déglycosilée (temps de migration de 13,5 min) est séparée de la chaine lourde glycosilée (tm
=14 min).
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Figure 87 : Cinétique de réduction de I'lgG control standard Beckman: analyse de 50 uL de
I'lgG (& 1 mg/mL) mélangés a 2 uL de mercapto-éthanol et chauffé a 70 °C et immédiatement
injectés en électrophorese capillaire apres 0, 1, 2 et 10 min de temps de réduction. Capillaire

50 um ID, longueur totale 33 cm, longueur effective 14 cm. Aprés une pré-injection d’'eau a

1000 mbar pendant 12 s, I'échantillon est injecté a —15 kV pendant 10 s ; le tampon est le

tampon SDS Beckman Coulter , le voltage est de —20 kV.

4.2.3.6. Comparaison détection UV et LIF (fluorescence nativeur

'analyse d’anticorps

Afin de comparer la sensibilité entre la détection par absorption UV (Agilent, lampe
deutérium) et la détection LIF mise au point dans ce travail avec un laser 266 nm, un
capillaire avec deux fenétres est utilisé. La premiere fenétre (longueur effective : 14 cm)
correspond a la détection LIF ; la seconde fenétre (longueur effective : 25 cm) correspond a la

fenétre UV. Ce capillaire permet donc d’effectuer les deux détections et aussi d’assurer une
bonne comparaisofrigure 88
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Figure 88 : Schéma du capillaire avec deux fenétres de détection UV et LIF

La premiere étape consiste a déterminer la longueur d’onde optimale de la lampe UV afin
d’obtenir un maximum de sensibilité. Pour cela, I'lgG Beckman (1 mg/mL) est analysé a trois
longueurs d’onde UV : 210 nm, 214 nm et 220 Rigure 89
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Figure 89 : Analyse de I'lgG control standard Beckman non réduit & 1 mg/mL avec une
détection UV (210 nm, 214 nm et 220 nm). Capillaire 50 um ID, longueur totale 33 cm,
longueur effective 25 cm. Aprés une pré-injection d’eau a 1000 mbar pendant 12 s,
I’échantillon est injecté a —15 kV pendant 10 s ; le tampon est le tampon SDS Beckman

Coulter , le voltage est de —20 kV.
Avec une détection a 210 nm, 214 nm et 220 nm, le rapport S/N du pic principal est

respectivement de 114, 94 et 75. La comparaison est donc effectuée entre la détection UV
(210 nm) et la détection LIF (266 nm).
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La comparaison de la sensibilité entre la détection UV et LIF avec un capillaire doté
de deux fenétres est pertinente ; cependant il est important de s’assurer que le laser 266 nm

n’influence pas la détection UV.
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Figure 90 : Analyse de I'lgG control standard Beckman non réduit & 1 mg/mL avec une
détection UV (210nm) A/ laser 266 nm éteint ; B/ laser 266 nm allumé; Conditions d’analyses

identiques a celles de la figure 28.

Pour cela, I'lgG Beckman non réduit a 1 mg/mL est analysé en LIF et en UV. La
premiére analysdi@ure 90A est réalisée laser éteint ; seule la détection d’absorption UV est
réalisée. La deuxiéme analyse (figure 90B) est réalisée laser allumé : nous pouvons observer
une dégradation de I'lgG par le laser 266 nm. Donc, les deux détections ne peuvent pas étre
réalisées simultanément. Une premiere injection (laser 266 nm allumé) permet de déterminer
la sensibilité en LIF. Une seconde analyse (laser 266 nm éteint) permet de déterminer la

sensibilité en UV.
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L’lgG Beckman non réduit & 1 mg/mL est donc analysé avec la détection LIF (266
nm) et la détection UV (210 nm). Le rapport S/N obtenu en détectiorfiglFg 91A est de
950 alors que le S/N obtenu en UNg(re 91B est de 114. La limite de détection atteinte en
LIF est de 25 ng/mL. Celle obtenue en UV est de 1 pg/mL. La détection LIF permet donc de
gagner de facteur 40 en sensibilité par rapport a la détection UV.

4 Fluorescence (RFL
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Figure 91 : Comparaison entre la détection LIF (266nm) et la détection UV (210 nm) :
analyse de I'lgG control standard Beckman non réduit a 1 mg/mL; mémes conditions

d’analyses que précédemment.

4.2.3.7. Comparaison de différents IgG

Cing 1gG non réduit a 1 mg/mL ont été analysés par CE-LIF (266 nm). lls ont des
profils trés différentdigure 92. Cette manipulation a pour but de comparer les différents

profils de cing anticorps et de visualiser les différentes impuretés présentes dans I'échantillon.

135



=)
LL

& E
(b}
(&)
o

o D
(7))
o
@)
=
LL

‘ ) ‘ C

B

A

>
| | |
5 15 25

Temps de migration (min.)

Figure 92: Séparations de 5 IgG non réduit & 1 mg/mL. Les conditions d’analyses sont

identiques a celle de la figure 22. A/ IgG control standard Beckman ; B/ IgG de sérum de rat ;

C/ 1gG de sérum de bovin; D/ 1IgG de sérum humain ; E/ IgG de sérum de lapin

L’'IgG control standard Beckmafigure 92A a été étudié en détail précédemment.

La cinétique de réduction a permis d’identifier 'ensemble des pics de I'’échantillon
(voir paragraphe 4.2.3.5) ;

I'lgG de sérum de raffigure 924B est trés complexe ; il présente de nombreux
pics. Une cinétique de réduction est décrite dans le paragraphe suivant afin
d’identifier certains pics.

Les IgG de sérum de bovifigure 92Q, de sérum humairfiure 92D et de

sérum de lapinfigure 92E) ont trés profils comparables. Seul I'lgG de lapin ne
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présente pas d'agrégat. Les trois IgG présentent des impuretés avant le pic
principal correspondant au complexe 2 chaines lourdes / 2 chaines légeres.

4.2.3.8. Cinétique de réduction de I'l|gG de sérum de rat

L’ 1gG de sérum de rat est tres complexe, il présente de nombreux pics. Une cinétique
de réduction est effectuée afin d’identifier certains composésglue 93Areprésente I'lgG
de sérum de rat non réduit : onze composés sont présents dans cet échantillon. L'échantillon
est ensuite réduit avec le mercaptoéthanol et immédiatement injecté apregigumardgb ;
5 min (figure 93Q et 10 min figure 93D de réduction.
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Figure 93 : Cinétique de réduction de I'lgG de sérum de rat: analyse de 50 uL de I'lgG (a 1
mgmL) mélangés a 2 uL de mercapto-éthanol et chauffé a 70 °C et immédiatement injectés
en électrophorese capillaire apres 0, 1, 5 et 10 min de temps de réduction. Capillaire 50 um

ID, longueur totale 33 cm, longueur effective 14 cm. Apres une pré-injection d’eau a 1000
mbar pendant 12 s, I'échantillon est injecté a —15 kV pendant 10 s ; le tampon est le tampon

SDS Beckman Coulter, le voltage est de —20 kV.

La figure 93Bmontre une diminution des pics 10 et 11 : on peut donc attribuer le pic 11 au

complexe 2 chaines lourdes / 2 chaines Iégéres et le 10 au complexe 2 chaines lourdes / 1
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chaine légere ou au complexe 2 chaines lourdes / 2 chaines |égeres déglycosilé. Les pics 8 et 9
ne sont pas identifiés.

La figure 93Ccorrespond a un temps de réduction de 5 min. Les pics 5 et 7 ont disparu ; on
peut donc penser qu’ils correspondent respectivement au complexe 1 chaine lourde / 1 chaine
|égere et 2 chaines lourdes. Les pics 3 et 6 ne sont pas identifiés.

Aprés 10 min de réductiorfigure 93D, il reste 5 pics. Les pics 2 et 4 ont augmenté en
intensité ; ils peuvent donc étre attribués a la chaine légere et la chaine lourde respectivement.
Les pics 1, 3 et 6 ne sont pas identifiés.

Pour cet échantillon, I'électrophorése capillaire, comme en électrophorese classique, ne
permet pas d’identifier tous les composés présents. L'utilisation de marqueurs de taille
pourrait aider a déterminer les tailles moléculaires de ces especes pourvues gqu’elles soient non

glycosilées, sinon seule la spectrométrie de masse peut donner ces informations nécessaires.

4.2.3.9. Mesure de la taille des immunoglobulines par électhorese
capillaire

Afin de déterminer le poids moléculaire des anticorps, la méthode CE-LIF est utilisée.
Pour cela, les marqueurs de taille du kit protéine 230 (28 kDa, 46 kDa, 63 kDa, 95 kDa, 150
kDa, 240 kDa) sont analyséfig(re 94. Le logarithme du poids moléculaire des marqueurs
de taille est donc tracé en fonction du temps de migrdfigare 95
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Figure 94 : Analyse des marqueurs de taille (Agilent protein 230 Kkit). Injection pré-injection
d’eau pendant 12 s, injection —10 kV pendant 10 s. Capillaire 50 um ID, longueur totale 33
cm, longueur effective 14 cm, séparation —15 kV
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Figure 95 : Courbe de calibration : logarithme (poids moléculaire) = f (temps de migration)

Lafigure 95représente donc le temps de migration des différents marqueurs de taille
analysés dans lagure 94 en fonction du logarithme de leurs poids moléculaire. Ce graphe
permet de déterminer la taille de difféerents IgG.

La chaine légére de I'lgG Beckmdig(re 83 a un temps de migration de 10,5 min
soit une taille de 20 kDa ; la chaine lourde non glycosylée 12,9 min soit une taille de 36 kDa
et la chaine lourde 13,2 min soit une taille de 39 kDa. L'IgG Beckman non riggluié 85) a
un temps de migration de 19,7 min soit une taille de 184 kDa et I'lgG non réduit déglycosylé
a un temps de migration de 19,4 min soit une taille de 171 kDa. Dans la littérature, le poids
moléculaire d’'un IgG est de 150 kDa [75]. Cette différence avec les résultats obtenus peut étre
due a la chaine glycosidique. En effet, la chaine glycosidique entraine une modification au
niveau de la structure de 'immunoglobuline, ce qui modifie les temps de migration [97]. Ce

probleme est également rencontré avec le SDS-PAGE.

4.2.3.10. Analyses d’anticorps pharmaceutiques

Deux lots d'un anticorps pharmaceutique (Cetuximab) sont analysés grace a la méthode mise
au point precédemmeriiigure 96 Le Cetuximab est un anticorps monoclonal chimérique
homme/souris. Il bloque le récepteur du facteur de croissance épidermique humaine (EGFR)
situé a la surface des cellules tumorales. Il permet ainsi de bloquer la liaison des ligands de ce
récepteur et donc empéche la transduction du signal et la cancérogenése due au EGFR activé.

Il est composé de la région Fv d’'un anticorps murin anti-EGFR et des régions constantes
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lgG1 humaines (chaines lourdes et kappa). Il est produit par culture cellulaire d’'un myélome
murin. Il est utilisé en association avec la chimiothérapie pour traiter les cancers du célon

métastasiques et avec la radiothérapie pour le traitement des cancers de la téte et du cou.
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Figure 96 : Analyses de deux lots d’'un anticorps pharmaceutique : A-1 anticorps
pharmaceutique non réduit lot 1 ; A-2 anticorps pharmaceutique non réduit lot 2 ; B-1
anticorps pharmaceutique réduit lot 1 ; B-2 anticorps pharmaceutique réduit lot 2.

Conditions d’analyses identiques a celles de la figure 22

L'analyse des deux lots d’anticorps pharmaceutiques montre qu’ils ne présentent pas
d’'impuretés. Le pic de l'anticorps non réduit est large et dédoublé (2 minutes), il semble que
plusieurs formes de l'anticorps soient présentes. L'échantillon est analysé a 1 mg/mL. La
limite de détection du pic principal de I'échantillon non réduit est de 300 ng/mL soit 12 fois
moins sensible que I'lgG Beckman, dans les mémes conditions. La réduction de I'échantillon
par le mercapto-éthanol montre deux pics : le premier correspond a la chaine Iégere (pic tres
fin) et le second correspond a la chaine lourde (pic plus large).

Le temps de migration de la chaine légére de I'anticorps pharmaceutique réduit est de
10,6 min soit une taille de 21 kDa ; la chaine lourde migre a 14,2 min soit une taille de 49
kDa. L’anticorps non réduit présente un temps de migration de 20,6 min soit une taille de 228

kDa.

Dans la littérature, il est mentionné que ce médicament présente un poids moléculaire
approximatif de 150 kDa . La taille de la chaine légere et de la chaine lourde déterminée

précédemment est en accord avec ce poids moléculaire (2 x 21 kDa + 2 x 49 kDa = 140 kDa).
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Cependant, les analyses précédentes attribuent un poids moléculaire de 228 kDa a I'anticorps
non réduit. Il est possible que ce pic soit un agrégat et que son temps de migration soit par
conséquence modifié ou alors que les chaines saccharidigues modifient complétement la
migration et empéche d'utiliser le comparatif avec les marqueurs de taille. Des résultats

similaires a ceux-ci ont été obtenus en SDS PAGE conventionnels.

4.2.4. Conclusion

Nous venons de développer une méthode d'analyse des anticorps monoclonaux
recombinants. Deux approches sont possibles. La premiére correspond a l'analyse des
anticorps marqués. L’avantage de cette technique est la sensibilité atteinte (50 pg/mL pour
une IgG marquée au TAMRA). L'inconvénient est I'étape de marquage qui augmente le
temps de préparation de I'échantillon, et nécessite avec un colorant non fluorogéne, une étape
de purification. Dans ce cas avec un colorant réagissant avec les fonctions amine, toutes les
impuretés de type amine primaire et secondaire sont visualisées. La deuxieme approche est
'analyse a 266 nm (fluorescence native). Dans ce cas, I'échantillon est analysé directement
(pas d’étape de marquage), mais seuls les composés contenant des groupements tyrosine et
tryptophane sont détectés. Cette technique permet de gagner un facteur 40 par rapport a la
détection UV. Selon les laboratoires pharmaceutiques, I'une ou l'autre technique est mise en
avant. Par exemple, le laboratoire Genentech favorise la sensibilité et utilise la méthode avec
marquage [54, 75]. Au contraire, le laboratoire Amgen privilégie la détection UV ou LIF (266
nm) [98].
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5. Conclusion générale
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L'objectif de ma thése industrielle était de réaliser une nouvelle approche
méthodologique en partenariat avec le service Recherche et Développement de Picometrics
afin de développer un nouveau détecteur de fluorescence induite par laser qui puisse étre
intégré dans un appareil d’électrophorése capillaire Agilent. Pour cela, une bille a été utilisée
afin de focaliser le faisceau laser a l'intérieur du capillaire et un demi-ellipsoide a été fixé au
niveau de la fenétre de détection afin de récolter la fluorescence.

Difféerentes phases ont été nécessaires avant la commercialisation de ce détecteur :
aprés une premiere phase de développement (choix du matériau d’assemblage, choix du
matériau de I'ellipsoide, fixation du demi-ellipsoide sur le capillaire, tests de température...),
la phase d’optimisation a suivi (optimisation des distances bille — demi-ellipsoide et demi-
ellipsoide - fibre cceur liquide, comparaison des performances avec le montage colinéaire). La
derniere phase a été la phase de validation du détecteur a différentes longueurs d’onde (de 266

nm a 780 nm).

L’intégration de la détection LIF a l'intérieur de la CE Agilent permet ainsi de
travailler avec un capillaire plus court (longueur totale minimale : 33 cm ; longueur effective

minimale : 14 cm), de thermostater I'ensemble du capillaire, et d’automatiser les analyses.

A partir de ce nouveau montage optique, une application a été développée sur le
contréle de la qualité d’anticorps monoclonaux recombinants par CE-LIF. En effet, les
anticorps sont une nouvelle classe de médicaments en progression ces derniéres années. Les
industries pharmaceutiques ont I'obligation de contrdler la qualité de ces derniers (présence
d’'impuretés, d’agrégats). La méthode la plus utilisée est la méthode par SDS-PAGE. Les
protéines sont alors séparées par une électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de
SDS. Difféerentes méthodes de détection peuvent étre utilisées dont la coloration a I'argent qui
permet d’atteindre une limite de sensibilité de 10 ng/mL et le bleu de Coomassie qui permet
d’atteindre une limite de sensibilité de 500 ng/mL. Mais cette méthode est longue, colteuse et
non automatisée. Ainsi, cette méthode est de plus en plus transposée a I'électrophorése
capillaire. La méthode clEF sépare les protéines selon un gradient de pH a l'intérieur du
capillaire. L’électrofocalisation utilise un mélange de solutions tampons contenant des
zwittérions pour créer un gradient de pH dans le sens de la longueur du capillaire. Les

molécules migrent alors jusqu’au point de gradient de pH, ou elles n'ont aucune charge nette.
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La méthode d’électrophorése capillaire non gel est également utilisée. Dans ce cas, le gel est
remplacé a chaque analyse. Deux méthodes de détection sont alors utilisées : la détection de
fluorescence induite par laser ou I'absorption UV.

Nous avons donc développé avec notre nouveau systeme de détection deux méthodes
d’analyses d’anticorps monoclonaux recombinants.

La premiere est une méthode par CE-LIF & 488 nm ou 532 nm. Dans ce cas,
I'anticorps est marqué par un fluorophore puis analysé a 488 nm (FITC) et 532 nm
(TAMRA). Cette méthode permet d’atteindre une limite de détection de 50 pg/mL, cependant
une étape de marguage avant analyse est indispensable.

La deuxieme méthode est une méthode par CE-LIF a 266 nm. Dans ce cas, aucune
étape de marquage n’est nécessaire. La fluorescence native est détectée a cette longueur
d’'onde. Cette derniere méthode est 500 fois moins sensible que la précédente (limite de
détection de 25 ng/mL) mais plus rapide, plus simple et plus sensible que la détection par
absorption UV.

Suivant les laboratoires pharmaceutiques et leurs priorités, I'une ou l'autre des deux
méthodes pourra étre utilisée. Ce travail réalisé ouvre la porte a I'étape de validation de la
méthode des médicaments « anticorps » des compagnies pharmaceutiques qui sera nécessaire
pour la commercialisation de nouvelles molécules. En outre l'industrie pharmaceutique est
soucieuse, dans ses processus de contréle qualité, de ne pas dépendre d’'un seul fabriquant.

Donc, a la solution CE-LIF Beckman s’ajoute la solution CE Agilent / LIF Picometrics.
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Annexe 1: Brochure commerciale du détecteur intégré a I'électrophorése capillaire
Agilent (1/2)
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Annexe 1: Brochure commerciale du détecteur intégré a I'électrophorése capillaire
Agilent (2/2)
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Review

Recent advances in amino acid analysis by CE

This paper describes a number of articles that have been published on amino acd (4A)
analysis using CE during the period from June 2005 to May 2007. This review article follows
the format of the previous articles of Smith (Elecirophoresis 1999, 20, 3078-3083), Prata et al.
{Electrophoresis 2001, 22, 4129-4138), and Poinsot ef al. (Hectrophores's 2003, 24, 4047-4062
and Hectrophores's 2006, 27, 176-194). Several new developments in AA analysis with CE
are reported describing the use of laser-emitting diodes for LIF, MS, and chips. In addition,
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1 Introduction

The analysis of amino acids (AAs) is a research area in which
a large number of studies continue to be reported. A major
reason for these studies is because AAs are fraquently found
in biclogical media and analysts are required to detect trace
levels in excesdingly small samples. New analyses that are
more sensitive, more selective, or simpler o perform con-
tinue to be required for clinical and neurcchemical analyses.
In addition, chirality of AAs is frequently used in the devel-
opment of new analytical methods and instrumentation. In
this new review, which follows the previous four reviews on
this topic [1-4], we will summarize the variety of works on
this topic that have been published from June 2005 to May
2007, Table 1 summarizes some experimental data.

2 New CE methods
2.1 CE-M3
The interfacing of CE with MS using ESI is a popular tech-

nique which requires the use of a sheath liquid because of
the small flow rate of EOF. When a sheath liquid is
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bonyl chloride; FQ,  3-[24uroyllguineline-2-carboecaldehyds;
GABA, v-aminobutyric acid: LED, lightemitting diode; MH
methylhistidine; MNBD-E  4-fluoro-7-nitro-2,1.3-berzoxadi azole;
MDA, naphthalene-2,3-dialdefyde; OPA  ophthalaldetyde;
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employed, it becomes difficult to obtain highsensitiviey
assays of small molecules such as A4 s due tothe presence of
ions in the sheath liquid. In addition, it should be noted that
ESI requires the use of volatile buffers.

Nanomolar concentrations of AAs can be detected with
transient ITP stacking with CE/ESI-MS. In a recent study,
the AAs were diluted in ammonium acetate buffer and a
formic acid solution was used as the BGE; the experimental
data and computer sinmalations were examined as a multi-
plexed appreach for studying the selective nutrient uptake
behavior of Escherichia coll within a complex broth medium.
The migration behavior of charged metabolites was modeled
{role of absolute mobility and pk,) to support MS characteri-
zation. The computer simulations using “Simul 5.0" helps
de novo identification of unknown nutrients (Table 1) [5].

A porous Hp at the end of the capillary was formed by
remioving 25-40 mm of the polyimide coating of the capillary
and etching this section by a 49% HF solution. The electrical
connection to the capillary outlet was achieved by simply
inserting the capillary outlet containing the porous ip into
the existing ESI needle (metal sheath) and filling the neadle
with the BGE. To test the utility of this tip, the analysis of
AAs was performed using an AA standard containing 17
different AAs. A formic acid/ 18-crown-6-tetracarbonylic acid
{18-C-6-TCA) solution was used as a complexation reagent to
enhance the sensitivity of AAs detection. It was noted that
the complex inreases the apparent masses ofthe AAs (Table
1). Figure 1 shows the base peak chromatogram ofthe 17-44
standard using the 120 cm long porous tip capillary. The
results obtained using the porous tip were very similar to
results using other conventional interface designs. The
etching process reduces the wall thickness of the etched sec-
tion and results in a stable electrospray at approximately
1.5 kV, thereby simplifying the CE to ESI-MS interface. The
rale of the etching process is to reduce outer diameter of the
tip and to make the capillary porous. These two processes are
done in a single step, and if the capillary is blocked or
damaged, a small section of the tip can be readily etched off

wowrw.electrophoresisjournal.com
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Table 1. Main separation conditions and parformances for the CE separations of Afs

Electrophoresis 2008, 28, 207-223

Sample Separation alactrolyta Derivatization  Dataction LOD inM]  Ref.
Brath medium 200 mM ammonium acetate (pH 7.01), Nana ME 1-25 [5]
1 M formie acid (pH 1.8)
Standarda [1784] 1 M formic acid, 20 mM 18-C-8-TCA Nana ME ¥ [6]
Standard AS-hydroxy-L-arginine and 50 mM formic acid (pH 2.5 Mana ME ¥ I7
axidation products
In-line darivatization with 7.5 mM OPAJ-ME 25 mM 505 in 10 mM barate buffer, OPAJ-ME LIF 47 [11]
at rate of 1.2 mLfmin. Glu Asp standards pH 10108 cm, 25um id capillary], [LED 265 nm
[E =117 KVfem]
Afs and aminas in bear 0.001% haxadimetring bromide 50 mM FITC LIF 70 108 [13]
sodium borate [pH 2.3 [LED 470 nm
20% 2-propana|
Microdyalisate of suprachiasmatic nueleus Optimized canditions (factorial anabysis) FO'CN LIF {488 nm) 8 (GABAI  [15]
of hamster 155 mM barats, 20 mM 505, and pH 9.5
In-capillary denvatization: 4 5 sampls 20 mM borats buffar (pH 2281 NED-F LIF {488 rim} 100600 [24]
injection 2 & for NBD-F (molar ratio temparature, 45°C
of NED-Fsample=215], standard A&
In-capillary derivatization: gravity injections 3 kW potantial for & min at 45°C for reagent Fa LIF {488 nm 25-50 [25]
{20 cml of 50 mM KCN solution (46 =) than mixing, then 12.5 kW at room tempearaturs,
AA salution (8 ), than 24 mM FLin BGE 70 mM borax-3.5 mM SDS pHa.3
H;0/2-propanal (1:1] (46 s}
Plasma sample of a patient suffering
fram phenylketonuria
Cerabrospinal fluid in-capillary denvatization,  BGE 10 mM tetraborats (pH 9.3 aftar NOA LIF {LED 470 nm) 4 [27]
injection order was cyanide (0.1 mbl}, injaction the buffer is a 0.6%
than A4, then MDA (0.1 mM) PED BGE zahrtion
1 plaf 10 mM standard Afs in 0.1 M Bunming buffer: the darivatize sample is added  SCFHCSE LIF {488 nm) 1 [28]
bicarbanats buffer at pH 9.0, with 10 gL of to 10 mM phosphate buffer st pH 7.4,
SCFBCSE 2 mM in DM S0 then diluted in
10 mM phosphate buffer, Gating beam
(351-254 nm Ar ion lazer) 20 mz
FMOC-AMs are in 155 mM NaCl 55 mM KLl 60 mM barate at pH 10.5 FMoc [ 101 [31]
2.2 mM CalCl, and 107 mM borate st pH 9.4,
ara first injacted, than the acidic plug
100 mM formic acid at pH 2.4
Microdialysate samples of skalstal muscle
tissus of adult mals Sprague- Davdey rats.
Hurnan saliva
NDA-labeled lla and Trp in ACN/methanal! Stacking 3 mM H;POy in & ACN/methanol/ NDA LIF {blua LED 1.1-14 [33]
wiatar [15:1075% by volums) apparant water [15:10:75% by volumal, apparent
pH 4. filling the entira capillany pH 1.5, —20 KV
Saparation: as above with 100 mM SD5
Standard catechel amines and serum Chip with 62 mm leng separation channsl, Mana Amperometric  32-1130  [40]
field strength + 200 Wem, 10 mM 07V
phosphate buffer [pH 7.4
DiLAAs 2% 8-[i-CD 25 mM phosphats, MDA LIF 0.2-0.3 [47]
Mizrodialysata from the hippocampus of pH 2.00 buffer, voltaga of
a brain of live arctic ground squirrels kWY (capillary id 25 pm)
Tryptophan methyl estar and tyrosine 50 mM phasphats buber, pH 2.27 wath Mana LW (218, 25, ? [48]
mathyl astar anantiomers {methyl-3-C0 and dimathyl-[i-CO} and and 254 nm)
diaza-crown-ather darivative
[AEE2-11 410 13tetraoxa-T 16-diazacy-
clooctad scan-T-yllpropanoylighcing)
Standard Di-A& 25 mM phosphate’borats (pH 3) wath FMOC 11 ? [51]
8.8 mM 5-CD or dansyl

S0 mM 505 and 15% 2-propanol with 8.8 m
&-L0

2 2008 WILEYVEH Verlag GmbH & Co. KGah, Weinheim
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Electrophoresis 2008, 29, 207-223 CE and CEC 209
Table 1. Continuad
Sample Separation alactrohte Dervatization  Dataction LOD (nM}  Ref
Dansyl pi-glufesinate; the whole capillarywas 17 mM +-C0, 2.0 mM phosphata (pH 6.5] Dansyl Flusrescanca 2 [52]
filled wath tha sampls diluted in watar, 5.0 mid MaCl +30 kY 1327 nm)
and than stacking at —30 kV
Madsl samples from river water
17 pairs of standard p/L-AA 150 M borate and 18% wiv FRIOC LIV (214 nm) 7 [54]
izoprapanal at pH 8.0,
with 30 mM [-C0 and
30 mM STOC
DHAIC reacts with A& at T0°C in ACN (5% /v 50 mM NaHPO, (pH .00, 18 mM 3D, DHAIC LW {202 nm) J2-600 [58]
trigthylamina) 60 min and 25% wiv ACN
Standard S-fuoro-oL-tryptophan, 2-fluora-oL- 20 mM A-{2-hydraxyoctyll-L-4-hydrosyproline,  None LWV {208 nm) 7 [61]
phenylalaning, 3-flucro-tL-phamylalanine, 10 mM Cu S0y, in 5mM phospharic acid
4-fluora-oL-phenylalanina, 4-chloro- solution, pH 4.5 (adjusted wath ammania)
oL-phamylalanine
Application to synthesizad A&
Standard pL-N-acetyl-tryptophan, 25 mM phosphata buffer, pH 7.5, Nona IV (280 nm) i [62]
OL-5-broma-trypta phan, oL-5-fluaro- 30 mM of CSA
trypto phan, 0L-5-hydroog-tryptaphan,
oL-kynurening, 0L-1-methyl-tryptophan,
OL-5-msthyl-tryptaphan,
oL-G-mathyl-tryptaphan,
oL-mathyktryptophan, oltryptophan,
oL-tryptophan methyl estar
Gly, Glu, &sp, GABA, dopaming, and norad- 225 mM lithium tetrabarate, NDA LIF (410 nm) 0.1 oM [66]
renaline in micradializata of rat striatum 20 mM lithium dad e cylaulfate,
pH 9.2 running voltage 10 B 7 min)
then 20 kW (8 min]
On-colurmn derivatization of microdialysata 20 mM HP--CD, 100 mM borats buffer OP&T-ME LIF {351 nm) 7 [67]
weith 80 mb OPA, 230 mM HP--CD ina pH 1050115 cm = § pm capillaryl, 27 kY
MalHborats solution
pfL-Ser, taurine, Glu, and GABA, from mouse
cortical brain slices
0-Ser in Ringer containing excised amphibian 160 mM borate, 34 mM HP-ji-C0, —15 k¥ NED-F LIF {488 nm) i [68]
retinas
On-line derivatization of microdiahysate of 10 mM borats, 0.88 mM HP-ji-CD in OPAT-ME LIF {251 nm dioda 7 [65]
nuclaus azeumbens with OPA 9.5 em = 10 pm eapillary, — 20 kY pumpad solid-
state laser
oL-Asp inthe axtraet of CNS and buscal 20 mM [-CO0, 50 mM 505, 50 mM borats MDA LIF {457 nm} 1 [71]
museles of A californics [pH 2.41, 15% MeOH
On-line dervatization of o-phos- 40 mM barate, 0.9 mM HP-[i-CD, pH 85 OPAT-ME LIF (251 nm 60 [74]
pharylathanalaming, Glu, Asp, taurine, Ser, ina ¥ em, 10 gmoid capillary diods pumped
Ghy with 10 mM OPA, 40 mM [i-ME, 36 mM salid-state
borata, 0,81 mM HP--C0, 10% MaOH, lazar]
in wivo sampling of neuratransmitters by
low-floww push—pull parfusion using a
POMS microfluidic chip
Asp, Blu in human and rabbit serum and 10 mM borate pH = 9.3 NDA LIF ivialet LED]  Around 20 [75]
hurman cerebrospinal fluid
NH, ", K, Ca®  Na®, Mg®", Zn®", disthancla- 10 mM 4-methylbenzylamine, 6.5 mM MNane Indiract LIV 31-510°  [76]
ming, tristhanolamine, arnithine, His, Lys, a-hydrosepiaabutyric acid, and 2 mM 1214 nir)
Arg, from sweat samples of finger and 18-crown-f at pH 425
foraarm of human
Pro, Ser, Gly, and Glu in saliva 20 mM borats buffer pH 9.5 ATE LIF {488 nm) 0.1-24 [77
A& in human sarum (SC1 ar wath BPH) 20 mM 2, 6-pynidinedicarbozylic acid and Mana Indiract LIV 1 [78]
0.5 mM hexadacyltrimathylammanium (DAD
hydrazide (pH 1211, (104 em = 75 pm 350-200 rirn)

capillaryl,— 30 kV
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Sample Separation slactrolyte Derivatization  Datsction LOD (M} Ref
Meat in retinal verous occlusive disaase 125 mM Tris-phosphate buffer pH 2.2 Mana LIV (204 nm) i [74]
f:f;";jgﬂnﬁje"rf;:‘:gj;ﬁ thiol o M TrisHCl pH 2. 2Chlora-1- ViS5 oml 1000 1]
reduction { Tris-2-carbmeysthylphosphina) m“_Th""!' .
derivatization and centrifugation, the quinalinium
plasma samples wers mixsd with ACN LLLLE
. . flusrabarata
1:2 bwivl and injscted hydradynamically
as a long plug
AAs and biagenic amines fram Barrstt's First capillary 20 cm, 20 pm id. BGE: 5% Fo LIF {438 nm} [82]
ssophagus tissus homogenates destrans 512 kDA, 100 mM CHES,
100 mM Tris, 3.5 mM 505, pH 87, +20 kW
ADMA, SOMA and Arg after ACN/ammonia 50 mM Triz-phosphats run buffer Mons LN (200 nim) 060 [85]
{90:10]) protein precipitation from plasma. at pH 2.30 at 15°C
Injaction 1 & watar plug (0.5 psil, then
sampls 10 & (0.5 psil
3-MH, 1-MH, Hiz from urina 500 mM acetic acid, 20 mM Tris, Mana LIV (214 nm) 23 10°  [88]
and 0.1% hyd resopethyleslluloss
pH 34+ 30
Ethanolamine, choline, Ala, Z-aminobutyric 1.7 M acetic acid, and 0.1% hydrosyethyl Mons CleD 1567108 [#8]
acid, GABA, creatining, Orn, carnitine, cellulose [pH 2,151
citrulling, 4-hydrasypraline, 1-MH,
and 3-MH fram amictic fluid
Captopnl in urine 20 mM phosphata buffer pH 12,0 S-lodoaceta-  LIF (488 nm) 2.5 [a0]
mido flucras-
cain
As in single wheat ambryonic protoplast 125 mM borax, 12.5 mM NalOH, 0.12 mM HTC LIF {488 nm} 7 [92]

sparmine pH 9.45, 25 wm id eapillary

without any loss of performance. It is noted that bubble for-
mation due to redox reactions of water at the highwvaltage
electrode is outside of the separation capillary and does not
affect separation or M5 performances [&].

The use of CE/ESI-MS and CE(ESI-MS/MS for the anal-
ysis of Ads could determine the presence of electrochemical
oyidation and nitrosation products from Ne-hyd rosy-L-argi-
nine. When the standard was used, three stable end products
were identified: citruline, crano-crnithine, and N.nitroso
arginine. In this application, the CE buffer was 50 mM for-
mic acid (pH 2.5), and the samples were introduced hydro-
dynamically using a flow of 10 ulymin of sheath liquid
{Table 1) [7].

2.2 CE/fluorescence

The main advantage in using the fluorescence detectors for
the analysis of AAs is to obtain better sensitivity than when
conventional ¥is- UV absorption is used. There were a few
advances in the use of LIF and conventional fluorescence
detection with CE for the analysis of AAs in the two past
years. Since only two AAs (Trp and Tyr) possess strong fhuo-
rescence, most of these studies are done using labeling reac-
tions involving the amine or thicl functions. Even if the
derivatization invobves an additional sample preparation
step, it results in a better selectivity and sensitivity. The work

@ 2008 WILEY-WGH Verlag GmbH & Co. KGa#, Wainheim

described below discusses new developments of fluorescence
detectors, generally concerning the use of innovative light
sources and optical components.

Xiao e al. presented a long review concerning the use of
light-emitting diodes {LEDs) with CE. LEDs are extremely
useful for CE because they are very stable and provide a high
intensity at low cost. A variety of LEDs are available to supply
a broad range of exdtation wavelengths in both the UV and
visible portion of the spectrum [8].

Kostal ef of. described a miniatrized fluorimetric detec-
tion cell that is used at the end of the capillary; this cell is
equipped with optical fibers and liquid core waveguides
{LCWs). In this design, a fused-silica capillary that is coated
with Tetlon AF serves as a LCW. One optical fiber is used for
coupling the excitation source with the detection domain in
the LOW and the second fiber is used as the axial fluores-
cence collection from the LOW end. The latter fiber is con-
nected with a compact CCD spectrometer for detecting the
flucrescence signal. This new detecion cell was used with
off-line labeling {with FITC and flucrescein iodoacetamide)
o monitor fluctescein-labeled Ads from the plasma. Levels
measured on individuals in good health were compared to
those of patients with inherited metabolic disorders [9]. In
another study, a high power 365 nm UV LEDs was used to
egcite  o-phthalaldehyde/ p-mercaptoethancl  (OPA/R-ME)
derivatives, which were formed offline, of Glu and Asp to
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Figure 1. Base peak electropherogram of 17 standard A4s using a long porous tip capillary. The CE inlet elect rode was maintained at
20 kW, Asolution of 16 mM 18-C-8-TCA in 1 M formic acidwas used. The mass spectrometer was scanned in the mass’charge (mvzi range

of B16-700 far the Afs 18-C-6-TCA comp lex ().

obtain detection limits of both 47 nM. The authors described
an in-line labeling method which invalved the introduction
of both the sample and derivatization reagents (7.5 mM
OPA/R-ME) into a mixing tee using a syringe pump at a rate
of 1.2 mlj min. The outlet of the reaction tee was connected
to 2 100 pym id capillary. The reaction time, which is de-
pendent on the length, flow rate, and capillary id, was 70 5.
The reaction capillary was interfaced to the separation capil-
lary (25 pum id, & am effective length) Wa the flow-gating
interface, where a crossflow {1 mL{min) of separation buffer
was continuously applied across the gap to prevent analyte
transfer between the two capillaries (Table 1). Sample was
injected into the separation capillary Wa temporary disrup-
tion of the crossflow, while the separation capillary was
maintained at a constant high voltage. The reported LOD
was approximately 7 nM for these two A s [10].

The detection of AAs, labeled off-line with naphthalene-
2,3-dialdehyde (NDA) or FITC, was studied using a violet or
blue LED as the excitation source and an optical fiber (40 pm
outer diameter {od)) to transmit the excitation light. The
upper end of the fiber was inserted into the separation capil-
lary and situated right at the detection window. The fluores-
cence emission was collected by a 40« microscope objective,
focused on a spatial filter, and passed through a cut-off filter
beforereaching the photomultiplier tube (PMT). AAs labeled
with NDA or FITC could be monitored and LODs fram 17 to
23 nM for MDA derivatives and from & to 12 niM for the FITC
derivatives were reported. While we note that this optical
arrangement is not new (for a review on LIF optical
arrangements, see ref. [11]), its connection to an inexpensive
diode laser is original [12]. It should be noted that this optical
arrangement results in a significant degree of photo-
degradation prior to detection and, therefore, limits the LOD.

An argon ion laser in a CE/LIF commercial instrument
and an inecpensive blue LED in a *home-made” CE/LIF sys-

@ 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

tem were used with a CCD to monitor amines that were
labeled offline with FITC. The CE separation was achieved
in a coated capillary with a buffer containing hexadimetrine
bromide and 209 2-propancl and the level of AAs in beer
was performed (Table 1). Although an LED is a low cost
source, its light is not spatially coherent and the performance
is not as good as when a laser is used (in contrast, the light
from a laser is spatially coherentj [13]. The resclution
achieved with the home-made instrument was much poorer
than that with the commercial device since the light beamn of
the LED was about three imes wider than the laser beam. In
addition, the LODs of the FITClabeled compounds were
approximately 1.8 times poorer than those obtained with the
conventional laser system when the LED was employed.

The use of a blue LED for LIF detection was compared
with contactless conductivity detection (CICD) with both
detectors sharing a common detection cell. In this study, off
line FITC-labeled AAs were separated and detected by the
combined detector, the LODs were in the submicromaolar
level [14].

Because analytes, sample composition, and the sample
matrix may vary between studies, it is necessary to optimize
the separation to meet the predse requirements and condi-
tions of an experiment. Ehlen ef al. [15] have used factorial
analysis, which is an effident tool to relate the variables and
optimize the analysis. Since MEKC allows the efficient
separation of biogenic amines and AAs in biological sam-
ples, it has been optimizad using factorial analysis involving
roultiple interacting factors. The standards labeled with 3-(2-
furoyljquinoline-2-carboxaldehyde (FQ) were separated with
varying pH and concentrations of borate buffer, B-CD and
SDS (Table 1). The optimized separation method had a cor-
relation coefficient of 0.98 between the concentration of
GABA measured with electrochemical detection and the flu-
orescent signal, and was linear in the desired concentration
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range of 25 nM-10puM. Multiphotonic exctation fluores-
cence using a continuous diode laser was also desaibed by
Chen et al. [16]. The separation of offline labeled AAs with
FITCwas shown using CZE and MEK.C. While the LODs of
A= were not indicated by the authors, the one of Rhoda-
mine B was reported to be 1.2 pM, which is quite high. In
another study, FITC-AAs were studied in femtoliter water
droplets using CE/LIF [17].

2.3 Miscellaneous detection modes

The usz of acetaldehyde as a derivatization reagent for AAs
couplad with the electrogenerated chemiluminescence (ECL)
of Tris-(2,2"-bipyridinejruthenium(I1) has been reported for
CE. The AA-acetaldehyde reaction results in secondary and
tertiaty amine derivatives, which are then oxidized by elec-
tropenerated Rujbpy)}* to produce strong light emission.
The precolumn derivatization of these AAs with acet-
aldelyde was performed in aqueous solution at room tem-
perature for 1 h and the detection limits were about 100 nM
with Arg, Pro, Val, and Leu [18].

CICD and hydroxypropylated CD or 18-C-6-TCA were
used as chiral selectors with an acidic buffer {lactic or ditric
acid) to detect AAs. The detection limits were in the range
from 0.3 to 20uM for pseudoephedrine and AAs [19]). A
study was performed to determine the performance of this
technique at various pHs; the best results were found in
most cases for low pH buffers. The linear dynamic range for
this method was about two orders of magnitude for 4 As and
the concentration detection limits were found to be bebwesn
1.2and 7.5 pM for the AAs usinga buffer at pH 2.1 [20].

2.4 In-capillary derivatization

Many new studies report the use of in-capillary derivatization
{i.e., on-line derivatization), to simplify the sample prepara-
tion work for CE users. In-capillary derivatization allows
auomation of the analysis and minimizes the sample prep-
aration work, but its utility can be limited when the sample is
complex {e.g., body fluids).

Ptolemy and Britz-McKibbin [21] described the use of on-
line sample preconcentration with chemical derivatization
and reported their on-line use for the derivatization of phes-
pho-Ads  with  9-fluorenylmethyloxycarbonyl — chloride
(FMOC) with CE/UV detection. The analytes were focused
using a dynamic pH junction and the FMOC labeling was
influenced by bufter pH, ionic strength, sample injection
length and dye concentration. LODs were around 0.1 pM
[22].

Koval et al. [23] used OPA/R-ME derivatives, separated in
an alkaline BGE composed of sodium tetraborate and 2-
hyd roxypropyl-y-CD as a chiral selector. The difficulty of the
time-limited stability of OPA/P-ME derivatives has been
overcome by employing in-capillary derivatization of the
sample. The first step is consecutive hydrodynamic injection
of the sample of AAs (negatively charged) followed by the
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OPAJ2-ME mixture (neutral). After the injections, the elec-
tric field is applied to introduce the zone mixing and the
derivatization process; finally the derivatives are separated by
their electrophoretic mobilities. UV-absorption detection at
230 nm provided a LOD of 3 uM and baseline resolution of
- and 1-serine derivatives was achieved in less than 10 min.
A good agreement was achieved between the developed CE
method and a previously established HPLC method. While
OPA reacts quickly with primary amines, its utility is some-
what limited with secondary amines as a primary amino
group is required for efficient labeling. In contrast, 4-fluoro-
Tnitre-2,1,3-benzoxadiazole (NBD-F) reacts more slowly
than OPA but can label primary and secondary amines and
the labeled compounds fluoresce at 488 nm. An in-capillary
derivatization was achieved in zone-passing mode by intro-
ducing successive plugs of sample and NED-F into a fusad-
silica capillary previously equilibrated with an alkaline barate
buffer. NBD-F was prepared daily in absolute ethanol to pre-
vent its hydrolysis. A plug of absolute ethanol was introduced
between the sample and NED-F reagent plugs. Various pa-
rameters influendng the derivatization effidency were
investigated and the optimum conditions were found (Table
1). The intraday RSDs of the migration times and the peak
heights were less than 1.3 and 4.6%, respectively. Efficient
derivatization and separation of a mixture of Val, Ala, Glu,
and A sp were reported and peptides were also separated [24].

The optimization of the in<apillary derivatization using
F( was reported by Veledo et al. [25]. These workers applied
the optimized conditions to a sample that contained 16 Ads.
The derivatization step was done using gravity injections of a
plug of a KCN solution into the capillary followed by a plug of
samplecontaining the amino acid solution, and then by a plug
of a FQin H,0y 2-propanol solution. The authors indicatethat
after each injection of KCN, sample, or FQ, the inletend of the
capillaty should bewashed by immersion ina vial containing
Milli-) water. The analysis is performed using buffer vials
with a 3 KV potential at 45°C to allow mixing of reagents and
formation of the derivatives. The separation is effected at
125 KV (Table 1). Four plasma samples from a healthy donor
and patients suffering from phenylketonuria, propionic acid-
emmia, and tyrosinemia were studied. Intraday repeatabilities
were in the range of 0.3-1.2% for migration time and 3.7-
8.2% for peak height, while interday reproducibility was be-
tween 0.7 and 1.4% for the migration time and 4.7 and 9.1%
for the peak height. The clinical results showed a good agree-
ment with those provided by the clinical biochemists using a
standard methods of analysis [26] as shown in Fig 2.

Chang ¢ al. daveloped in-column derivatization, stack-
ing, and separation of AAs by CE in conjunction with LED-
induced fluorescence (390-420nm) using NDA labeling
[27]. A tetraborate solution was used as BGE and the injec-
tion order was cyanide, followed by AAs and finally MDA,
After the injection of the reagents and sample, the two ends
of the capillary were immersed in a 0.6% poly(ethylene
cxide) (PEC) BGE solution (Table 1). Once PEO migrates
through the capillary under EOF, NDA derivatives, Ads, and
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Figure 2. Separation of FO-4A in a plasma sample of a patient
suffaring from tyrosinemia type |1 with the use of a 3000 Da cut-
off membrane for sample preparation. Running buffer 70 mM
borax-3.6 mM SDS i(pH 8.3), uncoated capillary (L=80cm,
f=E0cm, B0um idl, injection by gravity th=20cm) of a B0 mM
KCM solution (48 8), the sample (8 ), followed by an injection of &
solution of 24 mM FQ in water: 2-propanol (1:1), mixing time
6 min at 3 KV and 46°C, separation performed at 12.6 kW at room
termperature. (1) Gln; (2) Aan; (3) Tyr indicated by an arrow; (4]
Gly;: (B Ala; (8 and 8) Heys; (7) Tau; (90 Trp; (10) Val: (11 Glu; (12)
Aap (130 Lys; (14) Phe; (18] He; (17) Leu [2B].

CNT™ ions migrate against the EOF and enter the PEO zone,
As a result of an increase in viscosity and possible interac-
tions with PEQ molecules, the migration ofthe reagents and
analytes was reduced to the pointwhere they become stacked
at the boundary. The proposed method provides a lower
degree of interference from NDA side products. Linearity of
the response of GABA has been demonstrated aver the range
from 10000 to 10 nM, with an LOD of 4 nM. The diagnostic
potential of this approach has been demonstrated through
the analysis of large vohumes of cerebrospinal fluids without
the need for sample pretreatment.

An interesting example of a new kind of in-capillary
dertvatization using a photolytic optically gated (POG) CE
system for fast injections and separations was presented by
Hapuarachchi e al. In this system, the sample and separa-
tion capillaries are constructed of one continuous capillary.
The sample is labeled offline with the flucrogenic dye 5.car-
barytluorescein-bis(S-carbay methay -2 nitrobenzyl) - ether-
[-alanine carbexamide-succinimidyl ester (SCFbCSE). Upon
Uv.photoactivation, the electron-withdrawing caging groups
are removed from the optically dormant flucrogenic dye
restoring fluorescence and the labeled sample is then con-
tinuously introduced into the separation capillary wa EQF. It
is photoactivated in the capillary in a few millissconds using
a UV high-power laser beam {351-354 nm Ar ion laser), this
leads to fluorescence in the illuminated volume of the sam-
ple which is then detected at a LIF detector positioned
downstream. The injection of small analyte plugs is accom-
plished by opening the gating beam for a short time (20 ms),
allowing flucrescent analyte to enter the separation path.
The separation distance is defined by the distance between
the UV.gating beam and LIF detection beam (483 nm),
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allowing short separation distances and rapid separations
{Table 1). POG-CZE utilizes on<olumn injections with nar-
row sample plugs that are injected with high reproducibility.
The detection limits for on-line analysis of Arg, Glu, and Asp
were less than 1 nM with separation times less than 5 s and
separation efficencies excesding 1 000000 plates/m [28].

In addition to in-capillary derivatization, dichloro-
triazinylaminoflucrescein (DTAF) was also used for the on-
line coupling of sequential injection analysis{S1A) and CE(LIF
{488 1m) v an in-line injection valve for automated derivati-
zation of AAs and peptides. In this procedure, four steps are
necessary: (i) the introduction of reagent and sample zonesin
a holding codl, (i) the mixing of the sample and reagent in a
reaction coil, {iii} the increased of the reaction time using a
stop-flow step, and (iv) the delivery of derivatized sample into
the loop of a microvalve interface. The analyte zone is intro-
duced electrakinetically in the capillary Wa the valve interface.
Theinfluence of pH, borate, and SDS concentrations in EGE
were stiudied, as well the derivatization conditions to obtain a
high reaction yield. Thr, Ser, Gly, and enkephalins were detec-
ted and CVs below 5% were obtained [29].

25 Sample preconcentration

Since very small sample volumes are normally injected in
CE, mary AA analyses lack sensitivity. Sample pre-
concentration is often used as an answer to this analytical
difficulty to increase, in the capillary, the concentration of
injected sample.

A selective stacking of ewitterions in a full-capillary sam-
ple matrix using a cathodicdirection moving reaction
boundary (MRB) CE under the control of EOF for sample
preconcentration has been reported. Theoretical computa-
tions on the selective stacking of two test analytes (His and
Tep) by the MRE created with 30 mM pH 3.0 formic acd-
MaOH buffer and 2-80 mM sodium formate led to three pre-
dictions: (i) the MRE cannot stack His and Trp plugs if less
than 12.5 mM sodiwm formate is used to form the MRE and
to prepare the sample matrix, (ii) the MRE can stack His and/
or Trp sample plugs completely if more than 50 mM sodium
formate is chosen toformthe MRE, and {iii) the MRE can onby
focus the His plug completely, but stack Trp plug partially if
20-50 mM sodium formate is used. These three predictions
were experimentally verified and complete MRB-induced
selective stacking of Hisrather than Trpwas observed [30].

The use of a CE separation combined with the insertion
of an extra plug of acid following a sample zone provides a
selective acid barrage to block the backward migration of
weak anionic analytes due to a sudden mobility reduction via
an acid-base reaction but does not affect the ability of strong
coions such as Cl- to penetrate the barrage freely. This
method, which is called acid barrage stacking (ABS) was
used for on-line antisalt injection in CE of the separation of
off-line FMOC derivatives of AAs detected by common UV
absorption. The use of citric and tartaric acdds as the barrage
acid gives better results than phospheric, acetic, or formic
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acid. A stacking effectup to 1000 could be observed (Table 1).
The concentration of Glu and Asp were determined in rat
brain microdialysate, rat serum, and huwman saliva. The
intraday RSDs were 0.33-4.9% for the migration time and
1.8-9.6% for the peak area. The recoveries measured by
spiking technique were 82-115% for Glu and 86-116% for
Asp. For example, Glu and Asp concentrations were found
between 0.26-0.83 and 0.24-0.64 uM, respectively, in rat
brain microdialyste [31].

An etched column was used to increase the area of the
capillary’s inner surface and, consequently increases the
electrostatic interaction between AAs at acidic pH and the
inner surface of the capillary column. An injection at 10 psi
for 1 min with a sample pH 4 results in the optimum quan-
tity of adsorbed AAs The performance of CE-DAD separa-
tions were enhanced by factors of 5200, 2800, and 3100 times
for Asn, Tyr, and Phe, respectively, compared with a normal
CE separation [32].

Fullcapillary sample stacking (FCSS5) and
micellar EKC were usad for the analysis of NDA-labeled ']11:
and Ile. These weakly acidic compounds were dissolved in a
low-conductivity buffer (ACN/methanol fwater), and placed
in an entire capillary, then each end was plunged ina vial ofa
high-conductivity buffer. When negative polarity is applied,
the direction of the EOF is toward the inlet. Labeled AAs
move in the reverse direction and are neutralized and
stacked at the boundary of a dynamic pH-junction. When the
sample concentration is completed , the twovials are replaced
with the same buffer plus SDS Table 1) for the sweeping
step and MEKC [33] to provide a “dramatic improvement in
sensitivity (400-fold)”. The LODs were between 1.4 and
1.1 nM for the labeled Ads, with a very large number of the-
oretical plates {above 100000), however, the migration times
are relatively long (30 min).

2.6 Applications of chips
2.61 Improvements in detection

LIF detection is a commonly ussd technique for detection
using microchips. An orthogonal optical arrangement was
proposed by Fu et al. [34]. In this approach, a spedal crossed-
channel configuration, with a 1.5 mm distance from the
separation channel to the sidewall of the glass chip was
designed in order to facilitate collection of the emitted fluo-
rescence light through the sidewall. The significart differ-
ence in intensity distribution of scattered laser light on the
chip plane observed in this study was fully exploited to opti-
mize the S/ ratio using experimental measurements and
raytracing simulation and a fluorescence collection angle of
45" tothe chip plane gives the best result. Using this design,
FITC labeled AAs have been detected with LODs of 1.1 pM,
comparable to that of optimized confocal LIF systems for
chip-based CE. In addition, blue and green LEDs and an
optical fiber were mounted in a PDM S-based microchip. The
green LED resulted in LODs of 600 nM of sulforhodamine-
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101, while the blue LED provides the detection of 120 nM of
flunrescein. An integrated microfluidic device was used to
determine NBD derivatives of Ser, Asp, and Val with LODsin
the order of 10 uM [35].

A contactless conductivity detector using poly fmethyl
methacrylate) chips was developed with the conductivity in
the channel probed using a pair of external electrodes which
are fited on the chip holder [36]. Pulsed amperometric
detection {PAD) can be used for the detection of electro-
chemically active molecules, but the detection current (na)
st be separated from the separation current (pA) using an
integrated decoupler which improves the sensitivity. The
cathode for decoupling was a Pd microwire with the working
electrode being a Au or Pt wire. This system is easy to make
and can achieve detection limits as low as 5 nM for dopa-
mine, 74 nM for glutathione, and 100 nM for glucose [37).

In anocther work, a single carbon fiber gflinder (CFC)
working electrode replaced the more conventional carbon
fiber disc {CFD). The fiber electrode is mounted at the end of
a PDMS/glass hybrid micochannel. The elsctrochermical
reduction reaction at the working electrode is also coupled to
the separation high-voltage systemn and the coupling degree
is related to the inchannel length of the CFC. This approach
simplifies the fabrication procedure of the working electrode
and also provides a convenient and sensitive means for the
determination of nonelectroactive molecules as Arg, Thr,
Glu, and the electroactive ones like Cys [38].

A response swrface methodology (RSM) was used to
optimize amperometric detection for Se-AAs. Under opti-
mum conditions, the analytes could be separated and
detected within 300 s using a separation voltage of 2 k'Vand a
detection voltage of +0.9 V. The authors note that the negli-
gible sample volumes used in the microchip procedure
obviates surface fouling common to amperometric meas-
urements of selenoamino add compounds [29).

A microfluidic chip, based on CE coupled with a cellu-
losessDNA modified electrode, has been used by Johirul e
al. [40] for the simultinecus analysis of dopamine, nor-
epinephrine, 3,4-ditydroy-L-phenylalanine (1-DOPA), 34-
dihydroeyphenylacetic acid ({DOPAC), and ascorbic acid
{AsA). The sensitivity of the modified electrode was about 12
times higher than that of a bare electrode as the 5/N was
enhanced. The most favorable potential for the ampero-
metric detection was 0.7 V (vs. Ag/AgCl). Square-wave volta-
metric analyses reflected the sensitivities of the modified
electrode for DA, NE, 1-DOPA, DOPAC, and AsA which were
1.78, 0.82, 0.69, 2.45, and 1.23 nC/uM with LODs of 0.032,
0.93, 1.13, 0.31, and 0.62 uM, respectively. This microchip-
based system was also used with senom samples (Table 1).

262 Muhltichannel applications
Multicharmel microchips appear to be a promising technol-
ogy for the analysis of biclogical samples, because these

microchips could mimic slab gel multichannel separations.
Two interesting applications were recently reported.
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Shadpour ef al. described the use of a 16-channel micro-
fluidic chip equipped with an integrated contact conductivity
sensor array. A polycarbonate (PC) chip with 16 hot-em-
bossad separation channels (40 pm deep, 60 ym wide and
40 mm long) was employed with the gold sensor array litho-
graphed onto a PC cover plate. The pairs of Au microelac-
trodes (60 pm wide with 5 pm spacing) were each incorpo-
rated into the 16 channels and used as independent contact
conductivity detectors and a printed drcuit board (PCE) col-
lected the conductivity signals. Platinum wires fixed on
another PCE distributed the high voltage to all the ressrvoirs
ofthe fluidic chip. The conductivity detection was carried out
using a bipolar pulse voltage waveform with a pulse ampli-
tude of £0.6 V and a frequency of 6.0 kHz Separations of
Ads (among other molecules) were performed with an elec-
tric field of 90 ¥/am in less than 4 min. The LOD of Ala was
7.1 uM (and close values were obtained for Val, Asn, and
Trp), with an average channelto-channel migration time re-
produdibility of 2.8% and resolution near 1 [41].

Pethaps the most interesting multichannel chip involves
the usz of the Mars Organic Analyzer (MOA), which is a
pottable microfabricated CE instrument developed for pla-
netary exploration reported by Skelley & al. [42). This micro-
fluidic device integrates all-glass CE separation channels
with microfabricated PDMS membrane valves and pumps in
a multilayer format. The separation channel lengths are
214 cm and contain 0.6 cm long cross-injection channels.
The reservoirs of sample, waste, cathode, and anode are
accessed by separate fluidic bus structures for delivering
buffer and sample to the channel as well as for rinsing the
separation channel between runs. The separation and fluidic
layers are integrated into one multilayer device structure [43].
The LIF detector used a confocal arrangement with a 404 nm
dicde laser; the amines were labeled with fluorescamine,
separated, and detected at concentrations of <500 nM on
this multichannel chip. The prebiotic synthesis simulated by
the producs of an NH,CN polymerization (1M NH,CH
reacked at 100°C for 5 days in a sealed flask) could be suc-
cessfully isolated. Ala andfor Ser were detected with no ad-
ditional sample cleanup at a concentration of 4.1 uM, which
corresponds to a reaction yield of 0.0003%. Methyl and
ethylamines were also identified at higher concentrations.
The authors mentionad that the MOA is part of the Urey
Instrument package that has been selected for the ESA Exo-
Mars Opportunity,

3 Chirality

Enantiomeric separations are among the most common
applications of CE, at least in terms of number of publica-
tions and pharmaceutical developments that have been
reported. The separation of the 19 common AAs is a real
challenge because mest are in the o and Lform. A large
number of new applications describing improvements in
chiral analysis have been reported over the last two years.
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Many separations in which CDs, chiral surfactants or other
chiral selectors are added to the migration buffer have been
reported as examples of EKC. Another way to ssparate enan-
tiomers is to derivatize the sample to obtain diasterec-
isomers which can be then separated o CZE.

3.1 CDs

The behavior of 6-monofalkylimidazolivim)-f-CDs, where an
alkylimidazolivm cation replaces a single primary hydrosyl
group were studied using dansyl o/LAAs. It was shown that
the resolution depends on the concentration of chiral sslec-
tors (better in the range of 3-30 mM), the pH ofthe running
buffer (optimum at pH 9.6), the counter anions of the CD,
the side chain length of the n-alkyl-imidazolium cation, the
temperature and the organic modifier [44]. This study
involved the use of nine common and relatively rare AAs
which were derivatized with dansyl chloride. The effect ofthe
selector concentration as well as the alkyl chain length
(R=CgHag =, B = 4) were investigated using a BGE of
50 mM acetic acid adjusted to pH 5 or 6 with sodium hy-
drogide. It was determined that a shorter alkyl lenpth
enhances the resolution between the enantiomers (R = 1.02-
5.0). In addition, a shorter alkyl length is also acceptable
when the concentration of the modified CD is greater than
3mM. The observed data were compared to the theoretical
model of Wren and Rowe [45] and showed a good accordance
aof the best chiral resolution and the maximum apparent
mobility difference [46]).

Sulfated p-CD was used o obtain baseline resolution of
13offline MDA-labeled standard AAs. The pH is shown to be
the most citical BGE parameter affecting resolution. Simi-
larly, 2% S-f-CD was used to obtain a baseline resolution of
p/LSer. A dilute solution of the labeled AAs in water can be
stacked 100-fold by hydrodynamic injection, while the LODs
of p. and t-Ser and Glu are 0.20 and 0.30 nM, respectively,
using LIF detection (Table 1). Unfortunately, the stacking
process is not applicable when the ionic strength is high [47).

Different dual selector systems containing a CD deriva-
tive (methyl-p-CD and dimethyl-p-CD} and a new diaza-
crown-ether derivative (N-(2-{14,10,13-tetracxa-7, 16-diazacy-
clooctadecan-7-y])propancyljglycine) were studied in the
enanticselective separation of tryptophan methyl ester and
tyrosine methyl ester enantiomers by Elek & al. [48] (Table 1).

The quantitation of Phe, N-acetylphenylalanine enantic-
mers, and prochiral N-acetylaminocinnamic acid, by-prod-
ucts in o-Phe synthesis was performed using pH 2.5, 35 mM
Tris buffer with 4% highly sulfated-B-CD {in which sulfate
substitited functions are present in a larger amount (an
average of 12) on the oligosaccharide backbone than in com-
mon sulfated-CD (an average of 4) [49]), at —15 KV and 25°C.
©-Phe recoveries were in the range of 97.8-103.8%, and CVs
are 2.3-5.0% [50].

5-CD (nine «-p-glucopyranoside ring molecule) has been
employed to separate dansyl and FMOC derivatives of several
AAs. 5-CD providad better enantiomeric resolution than -,
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[, and y-CDs for Met, Phe, Lew, and Nle using a phosphate/
borate with =, f-, y-, or 5-CD. When using the same buffer
with 8DS and 15% 2-propanol (Table 1), the enantiomeric
separation is better for &-CD for Phe and Trp labeled with
FMOC [51). v-CD was usad for the quantitation of dansyl
labeled p. and cglufosinate (o L-homealanine-4-ylimethyl)-
phosphonic acid), which was extracted using an extraction
step on the anatase form of titania and large volume sample
stacking (Table 1). An LOD of 2 nM was reported [52].

Eight amino-CDs containing amino, diamino, ethylene-
diamino, and imidazolo functions were used in the presence
of Cu™ to study the resolution between the enantiomers of
aromatic AAs. BGEs for the chiral separation experiments
were performed by dissolving each CD derivative {mM con-
centration) in 2.0 mM CH,COONH, {pH 6.8) in the pres.
ence of CuS0,. The ligand exchange was used to separate the
enantiomers ofL-Tyr; ofi-Phe, ojiTrp. The authors con-
cluded that CD derivatives with jonizable groups and ligand
properties for metal jons are ideal chiral selectors [53].

A mixture of B-CD and sodium taurodeoxycholate
{STDC) was also used to obtain better resolution than using
either f-CD or STDC alone to separate 19 FMOC-labeled AAs
(Table 1) [54] Seventeen pairs of FMOC-AA enanticmers
were resolved with resolution of 1.5 {only Arg {1.36) and Ala
{1.18) have lower resolution). The addition of the second
selector does not change the maobility difference between a
Ppairof enantiomers or the number of theoretical plates; but it
decreased the apparent mobility of a pair of enantiomers
which could be the major reason for the improvement of the
chiral resclution. The nonchiral effect of the selectors
{change of the EOF) was an important factor in enhandng
the enanticseparation resolution.

2.2 Chiral surfactants

NDa-derivatized Phe, Trp, Atg 4methylphenylalanine, and
kynurenine enanticmers were separated using a synthesized
surfactant (3-({3-dehydreabistamidoproprl) dimethylammoa-
niaj-1-propanesulfonate). These compounds were separated
using borate buffer and 25 mM surfactant, with resolution
for the various compounds in the range of 1.56-5.40 [55].

The separation of ephedrine, N-methyl ephedrine, pseu-
doephedrine, atenolol, metoprolol, and synephrine was
obtained using an original chiral microemulsion containing
ethyl acetate, a phosphate buffer (pH 7.0}, dodeca-
yearbonylvaline with the cosurfactants (in mM concentra-
tion) 1-butanel, 1-pentanol, 2-pentancl, 1-hexanol, 2-hexancl,
cyclopentanol, and cyclohexanol. It is reported that second-
a1y alcohols improved enantiomeric selectivities while pri-
mary alcohols had the opposite effect (with the exception of
the 1-butancl) [56].

3.3 Chiral derivatization agents

Dehydroabietylisothiocyanate (DHAIC), which is derived
from delwydroabietic acid, was synthesized as a chiral deriva-
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tization reagent [57]. When this reagent reacts with AAs at
T0°C in ACN, stable derivatives can be detected using UV-
absorption detection. The separation of the labeled ojr-Asn,
oj-Met, oft-Lew, oji-Phe, oji-Trp, ofi-Ser, ojiVal, o/i-Ala,
ojr-Thr, and RSvigabatrin could be achieved using
Na,HPO,/5DE buffer with 25% vjv ACN, resulting in reso-
lation between 0.95 and 8.9 {Table 1). In particular, vigaba-
trin enantiomers could be separated within 25 min, giving a
calibration cuwve ranging from 0.3 to 6.0 pg/mL with a
detection limit of 0.15 pg/mL. Quantitation of the com-
pounds of interest was obtained in human plasma and no
interferences were found from endogenous AAs [58].

In-capillary chemical derivatization to obtain diastereo-
isomers was developed using OPAJN-acetyl rcysteine (L
MAC) with on-line sample preconcentration with CE. This
method, described in Fig. 3 [59] enables divect analysis of
p-AAS in a 95% enantiomeric excess mixture with sub-
micromolar detection limits using UV detection. It was
applied to study the enantioselective AA flux in E. cdi bac-
teria cultures which demonstrated a unique 1-Ala efflux into
the extracellular medium.

& PDMS microchip was used for precolumn indine
derivatization with OPA/2,3,4,6-tetra-O-acety -1 -thio-p-p-glu-
copyranose and electrophoretic separation on this microchip
system. The authors show that the reaction is maximized in
less than 5 s for Arg, Leu, Trp while the overall analytical
procedure (reaction and chiral separation) was obtained
within 2.5 min. Resolution between enantiomers was in the
range of 2.5-6.1 [60], however, the mixture of the five p/LAAS
was separated with difficulty.

3.4 Miscellaneous

As indicated above, copper complexes are very commonty
used as chiral selectors for ligand-exchange CE. The separa-
tion of halogenated AAs was studied with L-4-hydrocpro-
line, t-histidine, and N-alkyl derivatives of 14-hydroxyproline
as chiral selectors and ligands of Cu?™ to obtain chiral com-
plexes which will then react with the halogenated AA enan-
tiomers to form diasterecisomeric complexes (Table 1). The
influence of various parameters on the resolution, such as
selector concentration, pH, organic modifier, and field
strength, was investigated. Optimium conditions were found
using N-{2-hydroxyoctyl)-L-4-hydroxyproline as the chiral
selector, with Cus0, [61].

Proteins can also be used as chiral selectors, and the dif
ferent stereoselective behavior of canine serum albumin
(C5A) and BSA as electrolyte additives was investigated for
the separation of tiyptophan derivatives. The effects of pH,
temperature, CSA concentration, electrolyte concentration,
and organic modifiers on the enantiomeric separation of
tryptophan derivatives (as S-fluoro-tiyptophan, 6-methyl-
tryptophan, or kynurenine) were itwestigated (Table 1).
Using UV absorption, detection is performed at 280 nm to
minimize the noise due to the protein. The presence of an
organic modifier was not found to be useful. When 11 deri-
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Figure 3. Top: the general principle of SPCO-CE for single-step enantioselactive analysis of submicromolar levels of Afs: iA) multiple
hydrody namic injection sequance; (Bl on-line sample preco neentration; () in-capillary chamical labeling by zone passing of OPAMNALC; (D)
chiral separation of diastereomernic A4 adducts. Mote that AA focusing occurs at different stages during electromigration both priorto and
after in-capillary derivatization. Bottom right: electropherogram demonstrating the use of 1 mM [-CD as a chiral additive to enhance
enantiosslactivity by dynamic inclusion complexation of AA adducts by SPCD-CE. Inset elactropharogram shows the same ssparation
without ofL-5er comigration with o-Ala. Bottomn left: enantiosalactive resclution of micromolar levels of o-AAs from a 86% enantiomeric
excess of their respective L-enantiomers without B-CD additive. Sample solutions contained & and 200 uM - and w-Ala’Glu, respectively.
Ahl—isoindole adducts are: 1a, o-Ser; b, L-Ser; 2a, o-Ala; 2b, L-Ala; 3a, o-Glu; 3b, 1-Glu; 4a, o-Asp; 4b, L-Asp B3]

vatives were separated using 15 kV as the separation voltage,
only six derivatives could be baselineseparated with either
CSA or BSA. It should be noted that after repeated runs,
band-broadening drastically increased and the resolution
decreased. To remove adsorbed protein, the capillary was
washed with 1 M NaOH after each run [62).

Open-tubular CE chromatography was studied using
liposomes to coat the capillaries. Liposomes prepared from
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,  1,2-dipalmi-
toyl-m-glycero-3-phosphoethanolamineN-{bictinyl), or 1,2
dipalmitayl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N- biotinyl)

) 2008 WILEY-WCH Verlag GmbH & Go. KGaA, Weinhsim

with different amounts of phosphatidylserine were
employed to separate p,L-Tip, b,L-phenylthicidantoin-Ser,
and pr-phenylthicidantoin-Thr. The resolution was esti-
mated between 1.5 and 3.9 [63).

Three urea derivatives of terguride (TT) where the urea
side chain is dimethyl (TI), diethyl (T11), and diisopropylurea
(TII) were used as chiral selectors for the enantiomeric
separation of dansyl AAs using CE/UV and linear polyacryl-
amide-coated capillaries. & mixture of MeOH/THF in the
BGE consisting of 100 mM p-alanine-acetate was used to
increase the solubility of TI to 25 mM. The capillary was
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filled with the TI {high-UW absorption), and the inlet and
outlet vials contained only buffer solutions. The best separa-
tion of Dns-AAs was achisved on TI [64].

Wew developments were reported regarding the use of
opentubular electrochromatography for AA analysis. As an
examnple, a synthetic copper mesogenic polymer was pre-
pared and then covalently bonded to the siloxane-based
deactivated column. The EOF generated from the modified
phase was suveyed with conventional aquecus buffers as
well as hydroorganic mobile phases. The elution times for
the aromatic AAs decreased slightly as the ratio of ACN/H,O
run buffers increased from 50 to 9096, It is noted that ligand
exchange should be irvolved in the separation, which could
explain the migration order: Phe, Trp, Trr [65].

4 Analysis of AAs in animals

The level of AAs in neurotransmitter fluxes, animal (mouse,
rat, mollusk) cerebral or neuronal fAluids, have been investi-
gated to provide a better understanding of neuronal func-
tiohing or for studying the effect of drugs or physiclogical pa-
rameters. Microdialysis (MD) coupled to CE is a well-known
and established method for investigating changes in the con-
centration of AAs. The labeling of samples to optimize the
sensitivity and obtain the maximum flucrescence is often a
aritical step ofthe analysis. NDA provides considerably maore
stable derivatives than OPA ones and can derivatize primary
amines at concentrations as low as 100 pM. Siri et al. have
performed a number of HPLC fluorescence and MEKC/ LIF
experiments to compare separation and detection of six neu-
roactive compounds and 20 other AAs. The neurcactive
molecules were Gly, Glu, Asp, GABA, and the catecholamines
dopamine and noradrenaline [66). The CE separation was
optimized using lithium salts (Table 1). CE exhibits a greater
resolution than HPLC and the observed LODs were in the
range of (.1 nh for CE/LIF {410 nm).

The lavel of a number of impaortant neurcchemicals,
including o/1-Ser, taurine, Glu, and GABA, from mouse cor-
tical brain slices has been studied by O'Brien et al. [67). The
Ads have been monitored using online M D-CE with analyte
concentrations measured every 20-27 5. On-column deriva-
tization was performed with OPAR-ME. The separation was
performed using a BGE containing HP+-CD, in a small
capillary {11.5 an = 5pm id capillary, Table 1). Stimulation
of a mouse with high-potassium concentrations increased
the release of p-Ser and kainic acid (KA). Induced o-Ser
release was not blocked by 6-grano-7-nitroquinoxaline-2, 3-
dicne, supgesting that =-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-iso-
xazole-propionic acid/KA receptors did not mediate o-Ser
release. Application of 1-Ser, the precursor of p-Ser, resulted
in increasing extracellular p-Ser concentrations. This re-
search group also studied the uptake of p-Ser in isolated lar-
val tiger salamander | Ambystoma & grinum) retinas using CE
[68]. Excised retinas were incubated in Ringer's solution in
the presence of 5 pM p-Ser. The supernatant was remaoved

G 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KiGaA, Weinhsim

Electrophoresiz 2008, 29, 207-223

after 30 min, mixed with NBD-F to label amines and then
analyzed using CE (Table 1). A significant p-Ser uptake had
been observed over a pericd of 1.5 h. This is the first obser
vation of p-Ser uptake by an intact amphibian retinal tissue.
This uptake in the retina was Na® dependent and blocked by
1-Ala, L-Thr, and t-Cys.

The time course of AA neurotransmitter changes in the
rat nucleus accumbens after the exposure to the predator
odorwas investigated by Venton et al. [69]. They used on-line
MD coupled to CE with 14 s temporal resolution. AAs were
derivatized using OPA/R-ME and detected with LIF with a
351 nm diode-pumped salid-state laser. The CE ssparation
conditions used HP-R-CD as chiral selector and a short cap-
illary (9.5 cm = 10 um id Table 1). The authors indicate that
rapid and transient increases in AA neurotransmitters cor-
relate with behavioral reactivity to salient stimuli.

Intracerebral MD coupled with electrophysiological
recardings has been used by Lena e al. [70] to determine
relative changes in the concentrations of several neuro-
transmitters in the medial prefrontal cortex and mucleus
accumbens of freely moving rats during waking, slow-wave
sleep, and rapid eye movernent (REM) sleep. The concentra-
tions of noradrenaline, dopamine, Glu, and Asp in 2 min
dialysate samples were analyzed using CE/LIF.

Miao e al. intensively investigated the mollusk Aphysia
californica and more particulady the role of p-Asp, which is
found in the central nervous system (CHS) of animals and
has a large variety of roles ascribed to it. In their first pub-
lication, the content, smthesis, and transport of o-Asp in the
CNS of A californica was investigated using CE/LIF (NDA
derivation was performed) and radionuclide detection. MM
concentration of o-Asp was found in various regions of the
CNS (Table 1). In pulse-chase experiments with radiclabeled
p-Asp, followed by CE with radionuclide detection, the sym-
thesis of D-Asp from L-Asp has been confirmed [71).

To determine the p-Asp content in cells and in sub-
cellular domains, a homemade CE/LIF system was employed
[72]. A glycercl treatment was described as stabilizing cell
morphology during sample preparation and CD-mediated
MEKC was then used for chiral separations with sufficient
sensitivity and selectivity to measure the p-Asp content in
specific subregions of a single neuron. The analytes are
labelad with NDA and the separation conditions were the
same a5 described above. It should be noted that when com-
plex biological samples are analyzed, matching the migra-
tion time for an analyte and the corresponding standard may
be insufficient to confirm the peak’s identity. For this reason,
thess workers have developed a method which combines
single-step immunopredipitation and CE-LIF analysis for
investigation of the chiral AAs insingle cells and small tissue
samples [73]. Anti-p-Asp serum, preincubated with r-Asp
conjugate, is added to the sample to selectively bind the free
D-Asp, aeating an antibody-antigen complex with a migra-
tion time similar to that of antibody alone, but not that of o
Asp. The complete disappearance of the putative o-Asp peak
confirms its identity,
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Microchip technology could be a key for efficiently label-
ing very low volumes of samples at a high rate, compatible
with physiological processes. As an example, Cellar ef al. [74)
have used multilayer soft lithography to prepare a PDMS
microfluidic chip that allows for in vive sampling of neuro-
transmitters by low-flow push—pull perfusion. A peristaltic
pump is used to deliver artifidal cerebrospinal fluid to a
push-pull perfusion probe, pull sample from the probe,
perform on-line derivatization with OPA/R-ME and HP-p-
CD, and push the derivatized AAs into the flow-gated injec-
tor of a high-speed CE-LIF instmiment (Table 1). Electro-
pherograms with 100000 theoretical plates were acquired at
approximately 20 s intervals while sampling at 50 nLjmin.
Push-pull probes were implanted in the striabin of anes-
thetized rats. o-Phosphorylethanclamine, Glu, Asp, taurine,
Ser, and Gly were all detected with stable peak heights
observed for over 4 h with RSDs of 10% in wwo. The com-
bined system allows temporal resolution for multianabyte
monitoring of appracimately 45 s with spatial resolution 65-
fold better than a conventional 4 mm long MD probe (Fig. 4).

5 Analysis of AAs in human fluids

Clinical diagnostic techniques demand the use of the least
invasive methods possible. A significant amount of work has
been done on analyzing body fluids such as saliva, sweat,
urine, blood plasma or serum, and amniotic fluid.

Wang et al. [75] analyzed the excitatory AAs (EAAs) tag-
ged with MDA using a CE/(LIF equipped with a LED. The
separation was carried out in an uncoated fused-silica capil-
lary with a borate buffer. The LODs for Glu and Asp were 21
and 23 nM, respectively (Table 1). The approach was suc-
cessfully applied to the analysis of Glu and Asp in biological
fluids including human serum, rabbit serum, and human
cerebrospinal fluid.

Sweat has a complex composition and only minute sam-
ple volumes are normally available. For this reason, a new
method proposed by Hirokawa ef al. [76] has been used to
allow for simultansous analysis of metal cations, biogenic
amines, and Ads using indirect UV detection. The separa-
tion of NH,™, K7, Ca*™, Na®, Mg*", Zn*", diethanclamine,
and triethanolamine, arnithine, His, Lys, and Arg was per-
formed in 13 min using 4-methylbenzylamine as chromo-
phore (Table 1). The analytical results for particular analytes
were found to vary, depending on the sampling spot and in-
dividual, but in general comespond well to clinical con-
centration ranges.

Pobozy et al. [77] reported the analysis of derivatized AAs
in saliva using CE/LIF of FITC derivatives using a basic
borate tuffer. The main AAs occurring in saliva (Pro, Ser,
Gly, and Glu) were separated in less than 7 min and the
detection limits were in the range 0.1-2.4 nM (Table 1).

The level of Clu and Gly in serum has been determined
by Nishijima e al. [78] in samples from healthy volunteers,
patients with spinal cord injury (SCI) or with benign pro-
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Figure 4. (&) Owerview of the low-flow push—pull perfusion
instrurment. The microfluidic chip is placed in-line betwesan tha
push—pull perfusion probe and the flow-gated injector of the CE
inatrume nt. Solenoid valves and a Ny pressure vacuum manifold
are employed to actuate control channals inthe chip. Fluid pulled
from the sample is derivatized with OPA on the chip and trans-
femed through a capillary to a flow-gated CE-LIF instrument. The
continuous flow of derivatized sample is serally analyzed by CE-
LIF. iB) On-line electropherogram recorded for sample collectsd
by push-pull perfusion at EOnLmin from the striatum of an
anesthetized rat. Borate concentration in the electrophoresis
bufferwas 40 mM. Peaks wiere idantified by matching migration
times with standards. o-Phosphorylethanolamine (o-PEA)L, taur-
ine (Tau) [74].
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static hyperplasia (BPH). The separation was performed
using 2 6-pyridinedicarboxylic acid as chromophore with
hexadegyltrimethylammonium — hydroxide  (pH 12.1)  to
reverse EOF. Detection was indirect UV (Table 1). In the
healthy controls, Glu levels were higher and Gly levels were
lower in men than in women. Serum Glu and Cly levels were
not related to the spinal injury level or bladder activity. How-
ever, serurm Gly levels changed in patients with SCI or BPH
patients, so it may be possible to use it as an indicator of
spinal glycinergic neuronal activity

Met is an important AA involved in protein synthesis and
transmethylation reactions. Since this AA is also the pre-
cursor of homocysteine (Hoy) and Cys, two important risk
factors for cardiovascoular diseases, the level of this AA should
bemeasured in plasma. Zinellu et al. [79) presented a method
in which analyte derivatization was avoided by sample con-
centration. Metwas detected by CE/UV absorbance at 204 nim
using an acidic Tris-phosphate buffer (Table 1). Assay perfor-
mance was evaluated measuring Met concentrations in
retinal venous occlusive diseass,

Pinna et al. [80] have also determined the level of plasma
Hoy and Cys levels in patients with retinal vein occusion
(R¥Q) and in healthy subjects using a new CE-LIF method
which has been developed for this purpose. This study failed
to demonstrate an assocation between increased plasma
Hey and RVO. The mean plasma Cys was significantly
higher in patients with RVO, suggesting that by percysteine-
mia may contribute o the pathogenesis ofthis disorder

A routine analysis for total Hey in human plasma has
been developed and validated by Kubalczyk and Bald [81). This
method included reduction of homocy steine o thiol with Tris-
2.carboxyethylphosphine, derivatization of the thiol with
2.chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate, separation
and detection of Hoy-2-S-quinclinium derivative from those
of plasma endogenous and exogenous thiol devivatives by CEf
UV with ACN stacking (Table 1). Recovery, calibration, preci-
sion, LOD, and LOG are discussed in the reference.

Zhang et al. developed 2 method to investigate the rela-
tionship of plasma Hey levels and the gene polymorphisms
of N5 N10-methylenetetrahydrofolate reductase (MTHER),
cystathionine psynthase (CBS) with Alzheimer's disease
(ADY [82]. Plasma Hcy levels were measured using CE/UWV
without derivatization of Hoy. The plasma Hey level in AD
patients was significantly higher than that in the controls.
The elevated plasma Heoy level in AD patients is probably
involved in the pathogenesis of AD, which may be due to the
envirommental factor rather than genetic factors of the
mutations of MTHFR and CBS.

Kraly ¢ al. [83] have constructed a high speed, 2.1 CE
system with a compact and hiph-sensitivity fluorescence
detector. Rapid and reproducible separations of Barretts
esophagus tissue homogenates could be performed after FQ
labeling. The first capillary employed capillary sieving elec-
trophaoresis (CSE) using 5% dextrane as a replaceable sieving
matrix and the second allowed a separation by MEKC (Table
1), the results are presented in Fig. 5.
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Fluorescence intensity

CSE fraction

Figure 5. Identified biogenic amines in 2D-CE separations of
Barrett's esophagus tissue homogenates: 1. spermidine; 2,
putresceine; 3, cadaverine; 4, Glu; B, Lys; & Phe; 7, lle; 8, Val; @,
Arg: 10, Met; 11, Ghy; 12, Ala; 13, Ser; 14, Thry 15, Trp: 16, Asn; 17,
Gln; 18, His [83].

Methrylated arginine analogs are involved in the nitric
oxide synthase activity and may be associated with various
diseases and their quantitative determination was reviewed
by Schwedhelm [84]. Zinellu ¢ al. set up a CE method to
measure, in lman plasma, asymmetric dimethylarginine
(ADMA), symmetric dimethylarginine (SDMA), and Arg
after ACNjammonia (%:10) protein precipitation, cen-
trifugation, and filtration on microconcentrator Mo pre
column derivatization was needed. The sample is simply
concentrated by evaporation prior to CE/ UV (200 nm), which
was performed injecting a1 s water plug (0.5 psi) followed by
10 5 of the sample (0.5 psi). Separation was carried out in a
Tris-phosphate buffer. Recoveries in plasma ADMA were be-
tween 101 and 104% [85].

A CE method has been developed by Tima et al., for the
determination of urinary methylhistidine (MH). 3-MH, 1-
MH, and His have been separated in both acidic and alkaling
media, where these AAs form cations and anions, respec-
tively [86). The effective mobility of all ionic forms was
measured over a broad range of pH {1.67-11.80). 3-MH and
1-MH were determined together with creatinine in untreated
urine samples with the LOD of 2.4 and 3.0 uM, respectively.
Separation ocourred in acetic acid Tris{ hydrosyethylcellulose
electrolyte. This analysis has revealed differences between
healthy individuals and patients pointing to a more extensive
degradation of muscle proteins in the latter group.

Zinellu ef ol [87]) worked on the development of a simple
free zone CE method for the simultaneous measurement of
creatinine and creatine in human plasma. The effect of ana-
Iytical parameters such as the concentration and the pH of
Tris-phosphate running buffer and cartridge temperature on
resolution, migration times, peak areas, and efficiency have
been investigated. Good separation was achieved in less than
8min. Plasma creatinine levels in 120 normal subjects has
been studied.

A CE method with CICD has been used by Tima et al.
[88] for the determination of free AAs in amnictic fluid.
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Twenty proteinogenic AAs and 12 other biogenic compounds
have been identified induding ethanclamine, choline, Ala,
Zaminobutyric acid, GABA, creatinine, Orn, carnitine,
citrulline, 4-hydraxyproline, 1-MH, and 3-MH. Acetic acid
and hydroxyethylcelluloss were used as running electrolyte.
Addition of ACN to the sample improved the separation of
AA s The LOD values were between 1.5 pM {Arg) and 6.7 pM
{Asp). The CE/CICD method has then been applied to clin-
ical analyses of the ammiotic luid collected from 20 pregnant
women aged over 35 years and 24 pregnant women with
whom abnormal fetus development was suspected. The lat-
ter group of women was found to exhibit systematically
enhanced amniotic levels of most of the AA s studied.

Finally, a novel simultaneous determination method for
free and total Pro and hydroxyproline (Hyp) in human
urine was developed by Liang ef of. [89] The optimized
analysis employed CE with electrochemiluminescence
detection using Tris-(2,2-bipyridyl) ruthenium(Il). The
separation provided a linear range of 0.01-2 mM, a detec-
tion limit of 4 uM and sample recavery of 96.4-101.2% in
human urine, The results show that the method has poten-
tial applications in monitaring the level of Pro and Hyp in
body fluids from patients with bone disease, tumors, or
chronic uremia.

6 Miscellaneous

Perez-Ruiz & al. have described the development of a CE
method for the analysis of the antihypertensive drug captopril
using LIF detection [90]. Derivatization of captopril was per-
formed with the fluorescent label 5-iodoacetamidofluorescein.
The calibration curve was linear in the concentration range of
3.5-6000 ng/mLwith a detection limit of 0.5 ng/mL The assay
was successfilly used for quantification of captopril in some
marketed pharmaceutical preparations and urine samples.

Capillary ITP (cITP) in the cationic regime of separation
with a conductometric detection has been used by Kubacak et
al. [91] for the separation and determination of basic A As (Arg,
Lys, Hisj in pharmaceutical preparations (aminoplasmalm
59 E, Necnutrin 5%, Nutramin N 8%). The optimized ITP
electrolyte systern consisted of 10 mM potassium acetate
adjusted to pH 4.0 with acetic add as the leading electrolyte
with the EOF suppressing additive, 0.2% w v methylby drog-
yethylcellulose (m-HEC), and 10 mM Ala as the terminating
electrolyte, The RSDs from run-torun and day-to-day were
lower than 1.28% (n = 5), and 1.86%, respectively.

AA analysis in a single wheat embryonic protoplast has
been performed by Chen e al. using CE-LIF using a tissue
culture technique [92). FITC was introduced into living pro-
toplasts by electroporation for intracellular derivatization. A
special osmotic buffer (0.6 M mannitol, 5 mM CaCl)) was
used to keep the csmotic balance of embryonic protoplasts
during the protoplasts derivatization. After completion of the
derivatization reaction in the protoplasts, a single protoplast
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was drawn into the capillary ip by EOF and a 0.1 M NaOH
lysing solution was then injected by diffusion. The deriva-
tized AAs were analyzed by CE/LIF (excitation 488 nm) after
the protoplast was lysed. Nine AAs have been quantitatively
and qualitatively determined and compared in lysate and
single protoplast of wheat embryonic cells, respectively, with
mean concentrations of AAs ranging from 26.8 to 181.8 pM
in single protoplast.

7 Conclusions

Hata et al. [93] presented the application of Hadamard trans-
form technique, a multiplexing method, to CE for AA appli-
catioms, using a particular experimental CE setup. This
technique theoretically improves the 5/N ratio by a factor of
{n + 1)/2n"? where n is the order of the Hadamard matrix,
i.g., the number of injections used for the Hadamard trans-
formation [94]. The samples must be injected several times
according to the Hadamard sequence code, for example for
=511, the 5N ratio is theoretically improves by a factor of
11.3 This approach can be a solution for the limitation of
sensitivity of the detection of AAs vis a mathematical
approach. In this review article, we abserve that the use of CE
for the analysis of AAs in body fluids continues to be an
important tool for clinical applications. In the two last years,
an increasing number of developments have been reported
for on-capillary derivatization for CE-LIF experiments. In
addition, we note that LED or solid lasers are gradually
replacing the conventional gas lasers for CE/LIF which are
arpensive and large. LIF detection is still the most commonly
used detection technique for AA analysis and NDA is an ex-
tremely popular dye [95] requiring LIF detection at 410 nm.

We thank Peter Frochlich for his careful review o this
MIBRUSCTIpE.
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An ellipsoidal mirror for detection of
laser-induced fluorescence in capillary
electrophoresis system: Applications for
labelled antibody analysis

An LIF detector was integrated into a CE system which uses a ball lens to focus the laser
beam on the CE capillary. The detector employs an ellipsoid that is glued on the capillary
window, to permit the collection of the fluorescence in the capillary. This trapped’ fluores-
cence stays in the capillary because the angle of the silica/air interface is greater than the
critical angle. The performance of this new detector setup is found to be identical to the
collinear setup using the same ball lens. An application tothe analysis of FITC-labeled 1gG
was optimized using a 14 cm effective length capillary. The LOD of an FITC labeled IgG2 at
an excitation wavelength of 488 nm was 150 pg/mL, which was 10 times better than the
LOD recorded with slab gel silver staining. Using a tetramethylrhodamine (TAMBA)-
labeled 1pG2 and a 532 nm excitation wavelength the LOD is 50 pg/mL The electro-
pherograms of four different commerdal FITC conjugates of IgG were studied. The pres-
ence of apgregates was observed in two samples while close kinetics of reduction was
observed between free aggregates and high aggregates concentration samples. The inte-
grated LIF detector provides an extremely powerful and convenient tool for antibody analy-
sis and should be useful for therapentic MAb control in pharmaceutical facilities.

Keywords:

Capillary alectrophoresis / Ellipsoid / Immunoglobulin G/ Lasarinduced fluores-
cance /| Quality control DOl 10,1002 elps. 200700363

The Picometrics ZETALIF detector is a single excitation LIF
detector, which is modular and can be used with all CE or

LIF detection is the most sensitive and selective detection
technique for CE. Over the years, at least five different optical
setups have been described in the literature {for a review, see
ref. [1]) and two commerdal LIF detectors are presently
available for CE. The Beclman Coulter LIF detector is a dual
wavelength detectar and is used on the Beckman's MDQ
instrument. It works with a 488 nm (Ar~ laser) and a 635 nm
laser (diode laser) and the detection of the fucrescence is
orthogonal to the plane of excitation. This plane is defined by
the two optical fibres which illuminate the capillary by the
two laser wavelengths. At the back of the capillary a mirror
reflects the flucrescence to the photomultiplier tube (PMT).
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LUMREE23, F-31062 Toulouse, France
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Abbreviations: PMT, photomultiplisr tube; TAMRA, tstrameathyl-
rhodamine
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HPLC instruments as it is external to the instrument. This
detector is based on a confocal microscope setup, where a
ball lens concentrates the laser light into the capillary [2]. The
flucrescence is collected by the same ball lens which has a
very high numerical aperture. The emission is then passed
through a series of filters and the fluorescence is then meas-
ured by a PMT. The use of a ‘ball lens is very useful becanse
it allows the use of a very stable excitation beam and the col-
lection is better than without a ball lens using a simple
microscape [2). In addition, this setup can be easily usad with
U lasers [3, 4] In a previous review article, a number of
different ‘homemade’ LIF detectors were desaribed in detail
[5]. The most sensitive LIF detector was an end-column
detector described by Dovichi ef al. [6). Because of the design
of the detector, it is quite difficult to adapt it for use in a
commercial CE instrument.

An attempt to construct an ‘integrated’ detector was
briefly reported some years ago by Wan e al. [7]. The authors
used a conventional fluorescence detector for a capillary
developed by Flux Instrument connected to a UV laser and
this optical setup was patented by Carlsson [8]. The Argos
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detector employed a large sapphire ellipsoid and was inte-
grated into an Agilent CE cassette. The laser beam illumi-
nates the capillary wa an optic fibre positioned in front of the
detection window of the capillary, while an ellipsoid is posi-
tioned on this window. A drop of glycerol allows the fluores-
cence o be kept in the capillary and the ellipsoid. There are
two major problems with this setup; the alignment of the
optic fibre with respect to the capillary to maximize the laser
power inside the capillary and the evaporation of the glyceral.
The use of this detector involves a number of very tedious
steps, which makes its use quite tricky.

In this paper, we descaribe an ellipsoid setup of the optics
that usea ball lens to focus the laser beam inside the capillary
and an ellipsoid glued on the capillary to collsct the fluores-
cence kept in the capillary [9]. This detector can be readily
integrated inside the CE cassette or used externally. An
application to FITC-labeled antibodies analysis will be pre-
sented.

2 Experimental
2.1 Material and methods

All chemicals and the FITC-labeled IpG were obtained from
Sigma: IgG2A mouse-FITC conjugate (ref: Fa522), FITC
human 1pG serum (ref: F9636), IgG-FITC from rabbit
seruum (ref: F2756), 1gG1-FITC isotype control fiom murine
myeloma (ref F6397) and goat antimouse IgG 2 fref T2T62).
Tetramethylrthodamine (TAMRA) was obtained from Molec-
ular Probes. TS is from Amersham Bicsdences [Piscataway,
NJ).

An Agilent CE instrument HP3DCE system (Waldbronn,
Genmnany), equipped with a CE UV cassstte was employed.
The detector is screwed inside the cassette. Experiments
were performed using a 488 nm argon ion (25 mW laser)
{Spectra Physics, Mountain View, CA) and a 532 nm diode
laser (25 mW) (CrystaLaser, Reno, USA).

2.2 The ellipsoidal mirror

Figure 1A presents the reflections of the fluorescence in the
capillary as a function of the critical angle a_. Using Snell's
law ({Eq. 1) a light ray will be reflected on an interface sepa-
rating the twomedium when a, = arcsin (n,/n;) where nj=<n,.

nising) = nasing (1)

In a fused-silica capillary, all the flucrescence rays having an
incidence at the interface silica/air higher than are reflected
and are ‘trapped’ in the capillary. An ellipsoid with an optical
continuity between the silica and the ellipsoid is used to col-
lect the fluorescence and to focus this fluorescence in a
liquid light guide.

Figure 1B presents the setup of the various components
in the newly integrated LIF detector.

@ 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Go. KiGas, Weinhsim
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Figure 1. Schamatic of the ellipsoid 'in CE instrument’ detactor.
i) The fluorescence rays reflected at the interface silica/air. Plain
line, critical angle 49°, dotted line 62, large dotted line BE°, amall
dotted line 85", altarmate dotted and plain line 807, The trapped
fluorescance rays which can be collected by the ellipsoid are
indizated. The glue is the optical continuity between the silica of
the capillary and the PMMA of the ellipscid. (B) Schematic of the
detactor showing the two PMTs; PMT1 detects the fluorescence
emitted collinearly, while PMT2 detects the trapped fluorescence
in this side of the capillary prior to the ball lens. The capillary is
bent after the ellipsoid and then goes to the cathode vial.

The components of the detector include a fused-silica
capillary (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ) with a
12 mm window, a silica ball lens (2 mm diameter), a liquid
light guide (2 mm inner diameter {id)) and a laser beam
{488 nm At~ laser, or 532 nm dicde laser). The wrapped fluo-
rescence in the capillary diffuses in the glue and then in the
ellipsoidal mirror {customized).

The equation ofthe ellipsoidal mirror is shown below

(x/a)® + fy,-“bf =1witha® =+ {2)

where x is the ais of the capillary and y and z the axis
arthogonal tox, a the half length of the large axis (along x), b
the half medium axis and ¢ the half distance between the two
focal points of the ellipsoid.

In this design b= 3 mm, c= 7 mm and the inner diame-
ter of the ellipsoidal mirroris 0.7 mm. The ellipsoidal mirror
and its capillary were fixed in a customized support allowing
us to align the ellipsoidal mirror and the liquid light guide.
The position of the ellipsoidal mirror and the ball lens was
optimized. The collinear setup is identical to the one pre-
sented elsawhere [2).

2.3 Comparative study of ball lens and ellipsoid setup
A 10 and 1 pM FITC solutions were prepared in water and

separated by hydrodynamic injection for 30 s {50 mbarj with
using a capillary length of 65 an {effective length 50 cm) and
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75 um id. The migration buffer was 25 mM sodium carbon-
ate buffer. The LODs of the ellipsoid setup were determined
using a 33 am capillary (75 um id) with a 14 an effective
length and hydrodynamic injections at 50 mbar for 5 s

2.4 Separation of labeled 1gG2

Fused-silica capillaries (50 pm id) (Pelymicro Technelogies),
with 31 an total length and 14 cm effective length were usad.
The buffer was the CE-SDS buffer from Beclman. The capil-
lary is washed with the CE-SDS buffer 15 min prior to the
analysis, thenwe inject waterfor 0.2 min at 1000 mbars toget a
homogenate stacking [10] and the sample is electrokinetically
injected for 25 s at —15 kV. The separation was run at — 20 kV.
The sample is diluted in an LiDS sclution. For reduced 1gG-
FITC complexes, 100 pLof antibody dyeat 200 ng/mLin LiDS
was mixed with 3 uL of 2-mercaptoethancl. Reduced samples
were heated at 707 C in a sand bath for 10 min. The kinetic study
was obtained using different heating times at 70°C.

3 Results and discussion
3.1 Detector optimization

Figure 1A shows the optical rays in the capillary and the
ellipscidal mirror. The red ray is drawn for the critical angle
capillary/air (497), the refractive index of silica (n,) is 1.33
(488 nm), while the refractive index of air n;) is approxi-
mately 1. This ray is reflected several times in the capillary
and because the refractive index of the glue and the ellipsoid
(e = 1.50) are both above the refractive index of silica, the ray
crosses the silica/ gluefellipsoid interface and the ray at the
output of the ellipscidal mirror is diverging. The same
drawing is done with two rays above the critical angle, which
is reflected on the interface silica/air of the capillary 52

50 50
- 45
40
40
z Z s
35
an
-
30 -
L ]
25 20
B 7 ] ] 10 11

optic fiberiellipsaid [mm}
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(dotted line) and 557 {large dotted ling). We note that with a
very small difference in the angle {37, the green ray at the
output of the ellipsoid is nearly parallel to the capillary axis
and will not be collected by the optic fiber, while at 557 on
incdence the ray can be collected by the optic fiber. Two
other angles of incidence were drawmn: 60 and 807, All are
converging in the same direction, leaving them to be col-
lected by the liquid core light guide. This means that the
distance between the ball lens and the ellipsoid and the one
between the ellipsoid and the optic fibre will be a critical
issue, There will be a competition between the fluorescence
and the noise due to laser beam diffilsion inside the capillary.
The collection of the converging light will depend on the
second distance, so we studied the influence of these dis-
tances on the 5/M ratio. A 1072 M flusrescein solution was
injected and we varied the distance between the ellipscid and
the ball lens and the distance between the ellipsoid and the
optic fibre and measured the S/N. The results from these
experiments are presented in Fig. 2. It can be seen that as the
distance is made smaller, the §/N value will increase. The
thickness of the holder of the ellipsoid prevented us o get
smaller distances between the ellipsoid and the optic fibre.

1.2 Comparing the collinear ball kens setup and the
ball lens-ellipsoidal satup

We used the two setups in the detector with a capillary of
75 pm id and a length of 65 am (effective length 40 cn) and
hydrodynamically injected (305, 50 mbarj different con-
centrations of FITC for the measurement of the differences
in §N between the two detectors. With the 10 pM FITC
concentration, the collinear setup provides an 5N of 32 for
FITC, while it is 30 for the ellipsoid setup. In the case of the
collinear setup, the EOF results in a negative peak at 3.2 min
while there is a much weaker signal for EOF in the ellipsoid

8 10 12
ball lensiellipsoid [mm}

Figura 2. Variation of the /M as a function of the distance of the ellipsoid to the ball lens used forexcitation right)
arthe distance betwesen the ellipsoid and the optic fibre used for the collection of amiasion.
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detector. Both detectors indicate a FITC peak at 5.1 min and
the LOD of the FITC was calculated to be 1 pM {for SN = 3).

We also measured the LOD of different dyes at their ap-
propriate different laser wavelengths. The LODs that are
obtained are identical for both detection setups. When we
used an HeCd laser at 325 nm, umbelliferone was detected at
100 pM (S/N = 3), identical results were obtained for 7-
hryd rosycoumarin-3-carboxylic add at 410 nm jdiode laser),
while FITC has the best LOD at 1 ph (488 nm Ar ion laser)
and for OS5 using an HeMe laser (LOD of 310 pM). This
indicates both setups are identical with respect to the sensi-
tivity. We then adjusted the ellipsoidal detector in the CE
cassette so that a shorter effective length was employed
{14 cm), with a total capillary length of 23 cm. Figure 3 pre-
sents an electropherogram of a 10 pM solution of FITC
(injection time § 5, 50 mbar); the migration times are 3.5
times smaller than with the collinear detector with the same
electric field, the S/M ratio is 20. The caloulated LOD (5]
N =13) is 1.5 pM, lower than the previous one because the
injected sample volume is bigger.

0.6
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Figure 3. Analysis of 1 pM of FITC {in pure water] with a capillary
of 33 cm total length and 14 cm effective length, SN = 20. Car-
bonate/bicarbonate buffier 26 mi, + 10 K, injection & 5, B0 mbar
{88 nL).
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Figure 4. Influence of different parameters on the sensitivity of FITC-1gG2, 100 ng/mL. (4) Sampls dilution madium (1) diluted inwater (2)
diluted in s=paration buffer (CE-SDS Beckman nengel sieving mediumi, (31 in 8 mM SDE, (41 in 8 mM LiDS. Injection: hydrody namic
0.2min water (1000 mbar) then electrokinetic —16 KW, 26 s. Capillary id BOum, 33 em total length, effective length 14 em. Separation

20k, (B) different LiDS concentration of sample dilution {identical separation conditionsl, (C) the electrokinetic injection time using
& M LiDS diluted sample and a 0.2 min water plugwater injection, sameseparation conditions as in (4), (D the influence ofinjection time
of water plug electrokinetic injection <16 kW, 15 5. Same asparation conditions as in (4).
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Figure 5. Separation using NGSCELIF of FITC-labelled 1Gg2, 12 & watar prehydrodynamic injection, — 26 K alectrokinetic injection of
mouse g2 100 ngdmL diluted in 6 mM LiDS, same separation conditions as in Fig. 44 (4). {A) Unreduced sample, (B} reduced sampls,
running buffar Beckman Caulter nongel sieving media, capillany B0 um id, total langth 33 cm, effective langth 14 em, =20 K. Inset shows a
0.26and 1 ng'mL of unreduced and reduced I9G2 sample. ® |s the FITC, 1 is the antibody, 2 is the light chain, 3 is the heawy chain, 4 is the
unreduced adduct of one heavy and one light chain. In (4 small amounts of 2 and 3 are detacted.

3.3 Application to the separation of antibodies

The poal of this wark was to develop a method with a short
migration time using a short capillary to obtain an LOD
below that obiained with slab gel silver staining, thereby
making CE/LIF usable for the study of the purity of produced
antibodies. Hunt and Nashabeh [10] ecplained that the qual-
ity control of recombinant antibody can be studied wa CE/
LIF provided that the sensitivity of detection leads to an LOD
below 10 ng/mL which is comparable to the LOD of silver
staining of conventional SDS-PAGE. For the migration
media, we chose to use the SDS nongel sieving (SDS-NGS)
media from Beckman Coulter. The first injection is a hydro-
dynamic injection (12 s, 1000 mbar) of water, which is fol-
lowed by an electrokinetic injection of the diluted sample
(25 s at —15 kV). We first campared different injection sam-
ple media where the 1gG2 is diluted {i.e. water, SDS-NGS
buffer, 1-6 mM SDS, 1-6 mM LiDS). Figure 44 shows the
peak heights of the obtained electropherograms of the unre-
duced 1gG2; the data indicate that LiDS is a better dilition
medium and results in the best sensitivity. In these injec-
tions the coefficients of variation are below 4.5%. We then
optimized the concentration of LiDS (Fig. 4B), the injection
time (Fig. 4C) and the water preinjection (Fig. 4D). [tappears
that the best set of conditions involve a 12 s plug of water
injection, with an IgG2 sample diluted in 6 mM LiDS, at
—25kV.

The LOD of the unreduced sample using the optimal
conditions is calculated to be 0.15 ng/mL while the LOD
of the reduced sample is 0.4 ng/mL {8/ N=3). Figure 5
presents the analysis of an unreduced 1gG2 (100 ng/mlL),
while the figure insets present the electropherograms for

@ 2008 WILEY-WCH Verlag GmbH & Co. KGa#, Wainheim

the unreduced and reduced IgG2 at concentrations of
0.25 and 1.0ng/mL, respectively. The CV for the migra-
tion time was 0.15% (n=6) and for the area was 1.6 %
{n=6) using a temperature controlled sample tray sam-
ple (25°C). Using the same analysis conditions, a
TaMRAlabeled [gG2 and a 532nm excitation wave-
length, the LOD of the unreduced form is 50 pgiml, this
difference could be due to the fact that the fluorescein
does not optimally fluoresce at a pH below 9.6, while
TAMERA is not pH sensitive at the pH where our experi-
ments are run (pH 8.7).

FITC
Y
.3 | S ST Y
= N
A _
b " B S LW W, t= 5 min
i \19’ h
g o R I W S ,,.__,f\-r,'-h__t'_l min.
: | N
- _|'_ P - J (. [_UI'I:IjD.
! I T T T
v = o ] 12 L5 min
Migration Time

Figure 6. Separation of 100yl of IgG24 mouse FITC conjugate
(200 ng'mL) added with 3 L of mercaptoethanol heated at 70°C
and immediataly injected in CE'LIF after 0, 1, & and 10 min of
reduction time. Separation conditions are identical to Fig. 4.

wvew . electrophoresis-journal.com

169



Annexe 3 : Publication 2 (6/7)

Electrophoresis 2008, 29, 740-746

Fliswescence (RFLT)
-

L% e 15 wigr, dimc {rwin.)

Figure 7. Separation of different commercial FITC-labeled 1gG
{200 ng'mL} samples using the same separation conditions as in
Fig. B with electrokinetic injection time 16 8. (A) IgG1-FITC iso-
type control from murine myeloma, (B) lgG-FITC from rabbit
serum, (C) FITC human 1gG serum, (D) 19524 mouse FITC con-
jugate.

3.4 Comparison of labeled 1gG2

By comparing the migration profile obtained by Hunt and
Hashabeh and our work, we were able to identify the differ-
ent complexes obtained after reduction of the [gG. In addi-
tiot, we were able to confirm the spedes responsible for the
various peaks that had a shorter migration time than unre-
duced IgG (2:slightf 2:heavy chaing), the slight chain, the
heavy chain, the complex (1:slight/1:heavy chain), the com-
plex (Zheavy chains) and the complex (2heavy/1:slight
chains) as shown in Fig. 6. The workwas performed using an
IgG2A mouse FITC conjugate to which we added 3ul of
p-mercaptocthancl to a 100 L IgG solution, and heated the
mixture at 70°C for 1, 5 and 10 min. In Fig. 7, we present the
separation in the unreduced form of four commercially
available FITC-1gG samples at 200 ng/mL At migration
times greater than that for the IgC migrated multimers and
aggregates, they disappear when the molecule is reduced by
p-mercaptocthanal (data not shown). These aggregates are
important to detect in 1gG control because they generally

) 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 8. Kinstic plots of reduction of two 1gG at 200 ngfml
obtained as presented in Fig. with electrokinetic injection time
16 8. (4) I9G24 mouse FITC conjugate, (B) 1gG-FITC from rabbit
SErUMm.

have reduced activity and more importantly, greater imnmmo-
genicity potential because ofthe multiplicity of epitopes and/
aor conformational changes [11].

The migration profiles of the unreduced [gG are very
different. We note that the IgG-FITC from rabbit serum
migrates differently than the others, since a large amount of
aggregates is present (at the same concentration as the oth-
ers). The FITC-labeled human IgG serum (Fig. 7C) is not
pure, as the electropherogram exhibits some of partially
denaturated antibody ({L, H and 2H) were identified thanks
o migration time) and other compounds (u) which could be
identified. The IgG2A mouse-FITC conjugate sample is
particularly well purified (Fig. 7D, while [gG1-FITC isotype
control from murine myeloma has some aggregates and
small peaks of unidentified amines or FITC impurities
{Fig. 7A).

Although the kinetics of reduction is practically as
rapid for the IgG24 mouse FITC conjugate (which has
no aggregates) and the [pG-FITC from rabbit serum
fwhich has a large quantity of aggregates), the kinetic
plots are quite different. It seems that aggregates are
rapidly denaturated in heavy and light chains; when the
agoregates  disappear, the concentration of H and L
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inrease slowly. We see that all the apgregates dis
appeared by following the kinetics of reduction of di-

sulfide bridges (Fig. 8).

4 Concluding remarks

W developed an integrated LIF detector, using a ball lens to
focus the light on the capillary where the fluorescence is
collected thanks to a glued ellipsoid. The design allowed us
to collect the fluorescence which is restrickad to in the capil-
lary because the anpgles at the interface silica/air of a capillary
used for CE were higher than the critical angle. The perfor-
mance of the new detector setup was identical to the mare
conventional collinear setup using a ball lens. The CE-LIF
system was emploved for the analysis of FITC-labeled 1gG
which demonstrated that the different reduction products
could be readily separated, and were observed after IpG. One
of the labeled 1gpG2 samples had a large amount of aggre-
gates which were reduced as quickly as the 1gG2 sample. Our
experiments demnonstrated that the LOD of the TAMRA-
labelled IgG2 is 20 times better than the one previously

reported in the literature [10].

The authors have declared no conflice of (nterest,

@ 2008 WILEY-WGH Verlag GmbH & Co. KGaA, Wainhsim

Electrophovesiz 2008, 29, TAD-T48

5 References

[1] Bayle, C., Poinsct, ¥, Fournier-Noal, T, Coudearc, F., in: Pyall,
L. (Ed.), Eectrokinetic Chromatography, Theory Instru-
mentation and Applications, Wiley-¥CH, Wainheim, Ger-
many 2008 263-280.

[2] Mouadje, G.. Nertz. M. Verdeguer Ph. Couderz, F, J. Chro-
mategn. A 1808, 717, 336-341.

[3] Benturquia, N. Coudere, R, Sauvinet V., Orset C. et al,
Electrophoresis 2008, 28 1071-1079.

[4] Bayle, . Siri, N, Poinsat, V., Treilhou, M. atal., J. Chroma-
togr A 2003, 1013 123130

[E] Mouadje, G.. Simeon, M. Merz. M. Coudere, F. Analusis
1886, 24, 360-3T0.

[6] Dowvichi, M. J.. Martin, J. C. Jett, J.H., Trkula, M., Kellar R. A,
Anal. Chem. 1984, 58, 348-364.

[7]1 Wan, H., Schmidt, 5. Carlsson, L. Blomberg, L. G., Electro-
phoresis 1998, 20, 27062714,

[8] Carlason, L., US patent 6895920, patant device for detecting
light fluorescenca, 1997,

[9] Mertr, M., Coudars, F, Dispositif d'anatyse par fluorescence
induite par laser et apparail de séparation avec un tal dis-
positif PCT/ FR 0202611, 2002,

[10] Hunt G. Mashabsh, W. Anal. Chem. 1800, 71, 23902307,
[11] Wang. W. Singh. 5. Zeng., D. L. King. K. Nema, 5. J
Phamm. Sci. 2007, 96, 1-26.

wrerwi electrophoresisjowrnal.com

171



Annexe 4 : Publication 3 (1/6)

Research Article Chromategraphy

e e e e e
Received: 27 Febnary 2008, Revised: 17 April 2008, Accepted: 18 April 2008 Publishad online In'Wiley Intersclence: 2008

(www.intersciencewiley.com) DOI 10.1002/bmc. 1080

Improving detection in capillary
electrophoresis with laser induced
fluorescence via a bubble cell capillary
and laser power adjustment

Audrey Rodat,*" Pierre Gavard® and Francois Couderc®*

ABSTRACT: Bubble cells have been frequently employed in capillary electrophoresis (CE] to increase the light path length
with UV detaction to provide an increase in the observed sensitivity of CE; however this approach has not been commaonly
used for laser-induced fluocrescence detection (LIF) with CE. In this paper we study the influence of laser power on the sensitivity
of detection in using conventional and enlarged fusad silica capillaries for CE with LIF. When using the bubble cell capillary,
the laser power must be decreasad relative to use of the conventional capillary to reduce the effects of photodegradation of
the species being illuminated by the laser. Even though the light intensity was decreased, an increass in sensitivity of detec-
tion was observed for most compounds when a bubble cell was used. This increase ranged from a factor of 8 for riboflavin
(410 nm excitation) to 3.2 for most aromatic compounds (266 nm excitation], when using a 3= bubble call compared with a con-
vantional capillary. The bubble call capillary was used for native datection of lgG by LIF at 266 nm. A limit of detection of
60 ng mL™ was obtained from a 20 pg injection, which was 40 times more sensitive than silver staining in conventional SDS/PAGE.

Copyright = 2008 John Wiley & Sons, Ltd,

Keywords: capillary electrophorasis; laser-inducad fluorescence; protein; antibody; bata blockar; bubble cell
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Introduction

When capillary electrophoresis (CE) is employed for the detaction
of compounds of biolegical or phamaceutical interest, optimiza-
tion of the sensitivity is frequently a critical issue. A variaty of
approaches have been used, including stacking (Mala et al,
2007; Sin et al, 2003) and sweaping (Pyell, 2001) to virtually
increase the concentration of the sample. Lasar-induced fluores-
cence (LIF) is a powerful tool which has been widely employed
by a number of workers (Johnson and Landers, 2004; Lacroix
et al, 2005) to increase the sensitivity. Many modifications of the
capillary (which acts as the detection cell) have been described
to optimize the sensitivity. A typical approach is the use of a
Z-shapad cell for UV detaection to increase the path length of
the detector (Mrestani and Maubeart, 1998). Some years ago, Xue
and Yeung (1994) described a bubble call (BC) which was usad
to increase the sensitivity of detection in CE using UV absorb-
ance detection. Masukawa (2006) used a bubble call capillary for
the analysis of hair care products analysis via CE/UV, and Law
et al. (2005) proposad a similar BC for the CEAUV detection of
protains.

While LIF cetection increases the sansitivity of the detection
of compounds that possess native fluorescence (Siméon & al,
1999) and labelled compounds (Bayle et al, 2002], it is likely that
a bubble cell will further increase the sensitivity. This increase
should be espacially useful when samples with a low concentra-
tion of the analyta are monitored or when a pulsed laser is used
(Bayle et al, 2003). In this regard, Cole et al (1996) described the
use of extended light path capillaries for CE and laser-induced
fluorescencea (LIF) detection and demonstrated that the bubble
cell allowead for easier focusing of the lasar beam in front of the

Biomed. Chromatogr. 2008

capillary and better collection of the fluorescenca. Thesa workers
found that the sensitivity obtained for dansyl-phenylalanine
detected using a 325 nm HaCd laser was increased by a factor of
6.7 with a 150 um expansion region. The increase of sensitivity
of detection is due to the larger cell region (=3) and to the
differences in curvature of the ocuter and inner surfaces of the
capillaries. The detection of fluorescain using a 488 nm Ar ion
laser resultad inan increase of sensitivity by a factor of 4.2 using
a BC. Frost et al. (1997 ) described the use of such extended path
length call for FHysergic acid diethylamide (LSD) in blood; these
workers used a 325 nm HeCd laser and observed an increase
of 2-3-fold in sensitivity compared with a standard capillary
wihen the path length was increased by a factor of 3. Recently,
Hapuarachchi et ai. (2006) used LIF detaction with a BC capillary
and a UV light emitting diode (265 nm) to detect polyaromatic
hydrocarbons and amines labelled with o phthalaldehyde and
found similar sensitivity when using a LED and the BC capillary
or a conventional capillary and a classical laser. lbrahim ot al
(2007) used a BC capillary with capillary LC and found an
increase of sensitivity of a factor of 2 for vitamin B6 and a factor
of 3.5 for quinine using the same analytical conditions. In this

* Correspondence to: F Coudere, Universitd de Toulouse, Université Paul
Sabatier, Laboratoire des IMRCE UMR 5523, 31062 Toukouse Cedex, France
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paper we will study the advantages of using a BC capillary with
different fluorophores and describe the influence of tha laser
power on tha sensitivity with a BC capillary. We will also demon-
strate that the use of a bubble cell in CE-LIF can dramatically
enhance sensitivity over a broad range of excitation wawve-
lengths betweaen 266 and 488 nm.

Material and Methods

Material and Reagents

All chemicals, including fluorescein-isothiccyanate (FITC), =
aminobutyric acid (GABA), homovanillic acid, 5-hydroxyindole-
3-acetic acid, hydrowymethoxymandelic acid, lgG2 lambda
from human plasma, lithium dodecylsulfate (LIDS), riboflavin,
tryptophan, tyrosine, naphthalene-2, 3-dialdehyde (NDA) and
T-hydroxy-coumarin-3-carboxylic acid, were obtained from
Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). Capillaries were obtainad
from Polymicro Technologies (Phoanix, AR) while HP2DCE and
bubble call capillaries were purchased from Agilent Technolo-
gies (Waldbron, Germany). LIF detactors were from Picometrics
(Toulouse, France).

Experiments were performead using a 266 nm pulsad dicde lasar
(& mW: Team Photonics, Meylan, France), a 410 nm continuous
diode lasar (20 rmW; Onoous, Lannion, France) and a 488 nm Argon
ion laser (25 mW; Spactra Physics, Mountain View, CA, USA).

Comparative Sensitivity Study of the Conventional
Capillary Vis-a-vis the Bubble Call

Comparative sensitivity studies were performead using 50 um i.d.
fused silica capillaries (Polymicro Technologies) and 150 um i.d.
bubble call’50 pm id. fused silica capillaries {Agilent Technolo-
gies), both with a total length of 65cm and an effective length
of 50 cm.

A1 um solution of tryptophan was injected into the CE systam
for 105 at 50 mbar and was then eluted with a 20 mm sodium
phosphate tribasic buffer at 15k, A 10 ni solution of GABA
labelled with NDW was injected for 10s at 50 mbar and then
eluted with 7.5 ma LiB,O, buffer at a potential of 20 kv. A 10 pm
solution of FITC was hydrodynamically injected for 30 s at 50 mbar
and then elutad with 10 mm carbonate/bicarbonate buffer at 20
kV. Different beta blockers (acetobutolal, atanclol, metoprolal,

A l
Singulet - |'-|
cxcited ', |
siate 5, I'l
1)
!
ka }J‘V km
|
I i
Smglet ground l ‘.

state 5,

Figure 1.

nadolol and propranclol) were hydrodynamically injectad for
125 at 40 mbars and separated with 25 mm phosphate-Tris
buffer (pH= 2.5) at 30 kV.

Com parative Separation Study of Conventional Capillary
and Bubble Cell

A TS5 um i, fused silica capillary (Polymicro Technologies) and a
225 um id. bubble cell (Agilent Technologies) with 65 cm total
length and 50 cm effective length were usad for the saparation of
five aromatic compounds (tryptophan, tyrosina, 5-hydroyindola-
3-acetic acid, homovanillic acid and hydroxymethowymandaelic
acid), which wera injected for 10 s at 50 mbar using a 10 mm CAPS-
15 mies sodium tetraborate buffer (pH 0.2). The saparation was run
at 15 kV.

Analysis of Antibody Native Fluorascence

A 50 um id. fused silica capillary (Polymicro Technologies) and a
150 um id. bubble call 50 pm id. fused silica capillary (Agilent
Technologies) with 60 cm total length and 45 cm effective length
wra used. The sample was diluted in & mm of lithium dodecyl-
sulfate solution (LIDS), injectad for 605 at 10 KV and eluted
with a CE-505 buffer from Beckman at a potential of —30 k.

Results and Discussion

Theory

The overall kinatic scheme of electronic excitation and deactiva-
tion of the excited state, showing the different electronic states
of @ molacule and the different reactions that can occur aftar
excitation (without photodegradation), is presented in Fig. 1. It is
important to note that the high incident light intensity of the
laser (photons o™ 5™ may result in photochemical reactions of
the fluorescing compounds; this photobleaching may convert
tham into a non-fluorescent compound which decreasas tha fluor-
escence intansity and the sensitivity. A number of publications
have described the theoretical aspects of LIF detection; two
espacially useful ones are Mathies o al (1990) and Van den Beld
(19971). These workers demonstrated that the sensitivity of fluor-
escance detection depends on a number of factors including,
(i} the rate of photodegradation of the molecule that absorbs at

Photodegraded

maolecule

Triplet excited
state T,

Kinetic scheme showing the ground singlet state 5, the first excited singlet state 5, and the triplet state T, of a molecule; kg is the rate of

absorption, &® is the natural radiative rate, kn is the radiationless decay rate, ki is the intersystem crossing rate, kt is the overall triplet decay rate and
kdis the rate of photodegradation rate. 1tis assumned that rel axation from the optically pumped vibranic level s to the emitting levels is very rapid com-

pared with the pumping rate ka.
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the laser wavelangth, (i) the transit time of the melacule in the
laser beam and (jii) the incident light intensity (photons cm™s™).

Wan de Beld (1991) indicates that the fluorescence intansity in
CE can be calculated using equation (1):

F=23af Cld2ar ) [ /2kJ[) — expl —cl] i

whera C is the concentration of the flucrophore injectad in the
capillary in a conventional capillary where there is an electro-
osmotic flow; d is the internal diamieter of the capillary; r, is the
radlius of the laser at the beam waist (¢ irmadiance); & is definad
as the reduced laser power o= 2k,f/mvr,, where P is the laser
light power; £ is the coefficient of molar extinction of the fluoro-
phore; @ is the quantum yigld of the fluorophore; r_is the laser
beam radius (lower than capillary radius); and kg is the constant
of photodegradation rate of the fluorescent molecule.

This expression can be usad to describe the intensity of a fluo-
rescant compound with respect to the power of the laser or the
square of the diameter of a capillary. The noise is proportional
to the laser power (Bayle ef al, 2006) and also depends on the
migration velocity of the molacules.

Influence of the Laser Power on the Signal-to-noise Ratio

The signakto-noise ratio of the fluorescence of several compounds
injected into the CE system was determined using a variety of
lasars. The fluorescence of tryptophan (Trp), GABA labelled by
MDA and FITC was studied using a 266 nm pulsad diode laser,
a 410nm continuous diode laser and a 483 nm Ar ion laser,
raspectively. The optimum lasar power was always lower using
the bubble cell than with the conventional capillary. Figure 2
presents the results obtained at the 266 nm wavelength for a
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Figure 2. Separation of Trp (1), Tyr (2), S-hydroxyindole-3-acetic acid (3), homaovanillic acid () and hydrosymethosymandelic acid (5, using CE/UV-
LIF (266 nm) with (&) a conventional capillary 75 pm, (B) 3 bubble capillary = 3, 75 um id. Agilent Techrnologies. Both capillaries have a total length of
&0 am, effective length 45 cm. Buffer: CAPS 10 mm, sedium tetraborate 15 mm, pH = 9.2, injection 10 s at 50 mbar, separation voltage 15 kW Insets: vari-
ation of 5/M of Trp (1 pw following laser power.
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normal capillary and a bubble cell. The insets present the varia-
tion for each capillary of the S/N following the laser power of the
266 nm laser (obtained when adding neutral density filters at
the output of the laser). For the normal capillaries we obtainad
a curve whera the 5N increased when the power increased and
then stayed relatively constant or decreased slowly. For bubble
capillaries, the decrease of the S/M after the optimum is much
mare significant. This optirmum is different for the various wave-
lengths and molecules and in the following experiments we will
usa the laser power whera 5/N is optimum for each compound.

Influenca of the Bubble Cell on the Sensitivity

The limits of detection for different compounds using the bubble
cell compared with the conventional capillary are presented in
Table 1. It is clear that tha increment in intensity that is obtainad
from the use of the bubble call is very dependant on the com-
pound and the laser. We compared the obtained optimum fluo-
rescence at the optimum laser wavelength; for example, a small
increase lapproximately x 1.3) was obtained for NDA labelled
GABA (410 nm) while a significantly larger increase was obtainad
with riboflavin (a seven fold increase). If we used the bubble call
capillary with a power of 20 mW instead of 4 mW, the fluores-
cence of the NDA-GABA derivative decreased by a factor of 2,
suggesting that the compound is quickly photodegraded in the
bubble call with the maore powerful laser. Even with a 4 mW lasar,
T-hydroxy-coumarin-3-carboxylic acid was photodegraded and
adecrease in sensitivity of a factor of 2 was observed.

Whean the 266 nrm lasar was usad, a significant increment of a
factor of 2.2 was obsarved for tryptophan and the fluorescence
of wvarious beta blockers (acetobutolol, atenclol, metopralal,
nadelol amd propranclal) also increased. For propranclal, the
sensitivity was increased by a factor of 3.7 and the sensitivity for
atznalol, metoprolol and nadolol was increased by a factor of 5.

It should be noted that there is a broad range of datection
limits for the compounds of interast (e.g. the LOD is 40 nm for
metoprolol and 20 pw for propranclol) and CE/UV-UF may not
be sansitive encugh for pharmaceutical analysis.

A non-linear calibration curve at micromolar concentration
was obtained for tryptophan at 266 nm excitation using the full
power of the laser and the BC. This is probably because of pho-
tobleaching of the amino acid due to its exposure time in the

path of the laser, and if a linear calibration curve is required
at such a concentration, the intensity of the laser should be
raduced.

Influence of the Bubble on the Separation

Xue and Yeung (1990) showed that the separation in CE can be
negatively affected using a bubble call, because the irmegular
inner diametar of the capillary causes an irmegular electroosmaotic
flowe, which induces band broadening. Thesa authors use a bubbla
cell made from a 33 pm i.d. capillary with 15 = diamater expan-
sion. With this bubble cell, the peak is about 2 times broadear.
We chose to analyse aromatic compounds with 266 nm UV-LIF
detection, because with this pulsed laser wawvelength the sansi-
tivity is espacially important. We used a bubble call from Agilent
which only has a magnified zone of 2. Table 2 and Fig. 2 presant
the varations of the number of theoretical plates (N), which
reflects the band broadening variations batween the two analy-
sas; in addition, the resolution betwean the differant neighbour
peaks is also presentad. In this figure we see that the resolution
(R) betweean peak 3-4 and 4-5 is lower in the BC than in the con-
ventional capillary (CC). RBC3-4=121 0.1; RBC4-5=06T0.1;
RCC,34=16Z0.1;ACC4-5=0920.1.

In Table 2, we note that if N decreases as much as 47%, but
remains above 70,000, the resolution is affectad by lass than
11.5% while the sensitivity is increased by a factor betwean 2.6
and 2.7 for the chosen compounds. Tha data also shows that a
bubble call can be helpful whan studying peptides or proteins
containing Tyr or Trp and where better sensitivity than conven-
tional UV absorption at 214 nm is needed.

Monitoring the Native Fluorascence of Antibodies

CE/LIF is mare and maore used for the study of proteins (Lacroix
et al, 2005). Most analysis for antibody purity are performed by
labelling the antibedy and then monitoring the labelled anti-
bady with CE using LIF (Hunt and Nashabeh, 1999; Rodat et al,,
2008; Michels et al, 2007) in the visible region. These methaods
are ideal to determine impurities at low concentration, but
necessitate the use of chemical derivatization and often require
@ separation of the unreacted dye prior to the separation. In
addition, the dye—protein ratio affects the number of molecules

Table 1. Determination of the optimum laser power required to obtain the bast sensitiv-
ity using a bubble call capillary for different flucrescent compounds
Molecula Lasar Optimum laser Ratic /N bubble
wavalength powser (W) capillary/normal
{nmj (bubbla cell) capillary
FITC 4585 24 = 2.0
T-Hydroey-coumarin- 410 Undetermined % 210
2-carboxylic acid <4 mW
Ribaflavin 410 4 = 7.0
NDA-GABA 410 4 x13
Acetobutolol 266 1.5 = 4.0
Atanolol 266 1.5 = 50
Metoprolol 266 1.5 =48
Propanalol 266 1.5 =40
MNadaolal 266 1.5 x37
Trp 266 1.5 *x32
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Table 2. Migration times, resolution, theoretical plate number and signal to noise ratio of a separation of Trp, Tyr, S-hydrocyindole-
3-acetic acid (HIAA), homovanillic acid (HVA) and hydroxymethoxymandelic acid (5), using a conventional capillary (75 pm i.d.)and
a bubble cell capillary (225 um id). Separation conditions: CAPS, 10 rme; sodium tetraborate, 15 msg pH = 9.2; injection, 10's at 50 mbar;
running voltage, 15 kV: total langth, 60 crm; effective length, 45 cm = OV (n = 4)

Capillary without bubble call Capillary with bubbla cell

Sample  Increasein Migration  Resolution N SN Migration  Resolution N SN
sansitivity  time (min) time {rin)

Trp 321002 65602 — 191,100z 600 S56%1 653x012 — 142550+ 500 18012

Tyr 265008 7.92Z005 79102 137900635 2011 7.051013 6Z0.1 73,700 620 531

HIAA 308008 B8O7X003 208103 123750%744 2611 805022 185z 01 1307007 500 B0t

HVA 35810 915002 16200 109600=660 26+1 9111022 12201 121650 %650 03+

HMMA 337007 9.25Z002 0910) 189400640 32\ 1 02010.22 0601 1476001630 12811

of dye which are covalently bonded and this ratio changes the
intensity of flucrescence of the labelled molecules (Salas-Solano
etal., 2008). In order to eliminate the requirement for derivatiza-
tion, native fluorescence can be used. Since the tyrosine and
tryptophan in a protein can be excited, a 266 nm laser can be
used. The limit of detection (LOD) using both conventional and
bubble call capillary was detarmined; the conventional cell pro-
vided an LOD of 200 ng mL™ while the bubble cell capillary pro-
vided an LOD of 80 ng mL™ {Fig. 3). When calculating the injected
amount, the injectad quantity n, was calculated using equation
(2 (Krivacsy et alf, 1999):

N= it Al AU G L7 (2)

where & is the glectrophoretic mobility of the analyte; i,y
is the mobility of the electroosmaotic flow; ris the inner radius of
the capillary; UhJ is the injection voltage; by is the injection time;
G, is the molar concentration of the analyte; and L is the total
length of the capillary.

The electroosmotic flow is negligible when a semi-viscous
buffer (comparacd with the electrophoratic mobility of the anti
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Figure 3. CE/Mative LIV UF of unlabelled 1gG2 fram mouse (90 pg mL™")
diluted in LiDS without (4) and with a bubble cell {150 pm id.) (B), with a
S0um id, 45 on effective length, 60 cm tatal length capillary. Electroki-
nietic injection 80 5, =10 kY. Bunning buffer Beckman sisving media (D5,
palysthylene axide). Inss=t 200 ng mL~ injected using the bubkle cell,
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bady) is employed, as is the case when the antibody is analysed
in the 506/ polyethylena oxide buffer provided by Beckman. When
measuring the electrophaoratic mobility (£,) of unreduced 19G in
& s LIDS, wie found that a mean value of g =—4.58 x 10%mi v s
resulted in an injected amount of IgG of 20 pg. The lowest
detactad amount at 265 nm was much lower than the detacted
amount in SDS/PAGE slab gel using silver staining, which we
detarmined was 800 pg (unpublished rasults).

Conclusion

A bubble cell capillary provides better sensitivity than a conven-
tional capillary for CEwith laser-inducad fluorescence detection.
The increase of sensitivity is dependent on the molecule and
the laser power and is related to the photodegradation rate of
the flucrophore, To obtain the bast sansitivity, the lasar power
usually must be decreased relative to the maximum useful
power of the conventional capillary. Whean native fluorescence is
employad, the sensitivity can increase by a factor of 3, theraby
allowing for greater sensitivity for the detection of low lavels of
protains such as antibodies (laG), which have a relatively high
amount of Tyr and Trp in their sequence. The lowest detacted
concentration of 1gG was 60 ng mL™", six timas higher than that
observad with SD5/PAGE and silver staining, while the injectad
amount is 40-fold more sensitive than silver staining (20 pg in
CE/LIF at 266 nm comparad with 800 pg via SDS/PAGE).
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Abréviations

AS : ankylosing spondylitis

Asp : aspartate

BSA : serum albumine bovine

c : concentration du fluorophore

C : région constante des immunoglobulines

CE : électrophoréese capillaire

CEM : chromatographie électrocinétique micellaire
CE-SDS-NGS : capillary electrophoresis sodium dodecyl sulfate nongel sieving
CD : crohn’s disease

CDR : régions déterminant la complémentarité
CGE : capillary gel electrophoresis

CHES : 2-(N-cyclohexylamino)ethanesulfonic acid
CIEF : capillary isoelectric focusing
CIEF-LCW-LIF-WCID : capillary isoelectric focusing-liquid core waveguide-laser
induced fluorescence-whole column imaging detection
cmc : concentration micellaire critique

CW : laser continu

DOX : doxorubicine

D/P : rapport molaire marqueur/protéine

DPSS : laser solide pompé par diode

€ : coefficient d’extinction molaire du fluorophore

E : champ électrique

EGFR : epidermal growth factor receptor

EOF : flux électro-osmotique

ESI : electrospray ionisation

FcR : récepteur du Fc

FDA : food drung administration

FQ : 3-(2-furoyl)quinoline-2-carboxaldehyde

FITC : fluorescein isothiocyanate

Gly : glycine

@ : rendement quantique de fluorescence

H : heavy chain
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HPLAC : chromatographie liquide d’affinité haute performance
HPLC : chromatographie liquide haute performance
HSA : serum albumine humaine

I : intensité de fluorescence

la @ intensité absorbée

ID : diamétre interne du capillaire

lg : immunoglobuline

I, : intensité de la lumiere incidente

| : épaisseur optique

L : light chain

LASER : Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
LiDS : lithium dodecyl sulfate

LIF : fluorescence induite par laser

LOD : limite de détection

LOQ : limite de quantification

peo : mobilité électro-osmotique

MS : spectrométrie de masse

NBD-F : 4-fluoro-7-nitrobenzofurazan

NBD-CI : 4-chloro-7-nitrobenzofurazan

NGS : non gel separation

OD : diametre externe du capillaire

PAGE : électrophorése en gel polyacrylamide
PEO : polymére poly(éthylene oxide)

PEG : polyethyléne glycol

Phe : phénylalanine

pl : potentiel d’'ionisation

PMT : tube photomultiplicateur

PNGase : peptidyl N-glycosidase

Pro : proline

Ps : psoriasis

PsA : psoriasis arthritis

QPCR : quantitative polymérase chain reaction
RA : rheumatoid arthritis

Ref : référence
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rMADb : anticorps monoclonaux recombinants
RPLC : chromatographie liquide phase reverse
RSD : relative standard deviation

RSV : respiratory syncytial virus

SEC : size exclusion chromatography

Ser : sérine

SDS : sodium dodecyl sulfate

S/N : rapport signal/bruit

5-TAMRA SE : 5-carboxytetramethylrhodamine succinimidyl ester
TNFa : tumor necrosis factor alpha

Tyr : tyrosine

Trp : tryptophane

UC : ulcerative colitis

UV : ultra violet

V : région variable des immunoglobulines
VEGF : vascular endothelial growth factor

Veo : Vitesse électro-osmotique

¢ : potentiel zéta de la surface du capillaire

n : viscosité du milieu
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TITRE: Development of a CE-LIF system integrated and agpdic to the analysis of

biomolecules

SUMMARY: Laser Induced Fluorescence (LIF) detection is thet m@ssitive and selective
detection technique for Capillary Electrophoresis (CE). Thanks to a new optical arrangement,
LIF detection was integrated into a commercial CE instrument : this system uses a ball lens to
focus the laser beam on the capillary and a half ellipsoid placed on the capillary window to
collect the fluorescence. The performance of this new arrangement was compared to the
existing colinear arrangement commercialized by Picometrics. An application on
immunoglobulins analysis was optimized in CE-LIF in order to meet the expectations of the
pharmaceuticals products quality control. Two techniques were focused with the new detector
. the first one is the analysis of FITC labelled immuoglobulin (488 nm) or of TAMRA
labelled immunoglobulin (532 nm), the second one is the analysis of immunoglobulin at 266

nm (native fluorescence).

KEY WORDS: laser induced fluorescence, capillary electrophoresis, half ellipsoid,

immunoglobulin G, quality control

188



AUTEUR : Audrey RODAT

TITRE : Mise au point d'un systéme CE-LIF intégré et application a I'analyse de
biomolécules

DIRECTEUR DE THESE : M Francois COUDERC

LIEU ET DATE DE SOUTENANCE : Toulouse — 26 février 2009

RESUME : La détection par Fluorescence Induite par Laser (LIF) est la technique de
détection la plus sensible et la plus sélective pour I'Electrophorése Capillaire (CE). Grace a
un nouvel arrangement optique, la détection LIF a été intégrée a un appareil commercial de
CE : ce systeme utilise une bille qui focalise le faisceau laser dans le capillaire et un demi-
ellipsoide placé sur la fenétre du capillaire afin de collecter la fluorescence. Les performances
de ce nouveau détecteur ont été comparées au montage colinéaire déja existant et
commercialisé par la société Picometrics. Afin de répondre aux attentes du contrble qualité de
produits pharmaceutiques, une application sur I'analyse d'immunoglobulines a été optimisée
par CE-LIF. Deux techniques sont mises au point avec notre nouveau détecteur : la premiere
est l'analyse des immunoglobulines marqués au FITC (488 nm) ou au Tamra (532 nm), la

seconde est I'analyse des immunoglobulines a 266 nm (fluorescence native).

MOTS CLES : fluorescence induite par laser, électrophorése capillaire, demi-ellipsoide,

immunoglobuline G, contrdle qualité
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