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The performance of Capillary Electrophoresis
applied to the analysis of proteins can be consi-
derably improved by using a pre-treated capillary
presenting a permanent hydrophilic layer immo-
bilised on the capillary surface. The protein/sur-
face interactions are then reduced or eliminated,
resulting in an increased efficiency of separa-
tion. Some difficult analyses become possible,
such as the analysis of basic proteins which are
irreversibly adsorbed on a silica wall. The use of
pre-treated tubes allows to improve the reprodu-
cibility of the analyses, as the electroosmotic
flow is better controlled in a broader range of
pH.

This review examines the various processes
used to modify permanently the wall of a silica
capillary. Two different approaches are possible:
i/ adsorption and immobilisation of a hydrophilic

La séparation des protéines a été réalisée par électropho-
rése de zone, pour la premiére fois, par Jorgenson et Lukacs
[2]. Les efficacités théoriques, calculées a partir de la valeur
du coefficient de diffusion moléculaire sont supérieures®a 10
plateaux théoriques par meétre. lls ont montré qu’en fait,
I'adsorption des protéines sur la paroi du capillaire provoque
une perte d’efficacité trés importante. Cette adsorption indé-
sirable peut étre réduite ou éliminée par traitement de la sur-
face du capillaire, en recouvrant la paroi interne par une
phase stationnaire hydrophile, immobilisée de facon perma-
nente. Généralement, le dép6t d'un film neutre réduit le flux
électroosmotique, en masquant les charges de surface.
L'adsorption des protéines a la surface du capillaire est dimi-
nuée et la reproductibilité des analyses améliorée. Le film
formé aprés traitement de surface, doit étre stable dans les
conditions de séparation, car l'utilisation du capillaire est
prévue pour des analyses répétitives. La dégradation de la
couche au cours d'une analyse conduit a une perte d'effica-

layer. ; ; . cité et de résolution, et surtout a un manque de reproducti-
ii/ covalent bonding of a stationary phase (ligand bilité.

or macromolecule) having no affinity with the
proteins analysed. Parmi les nombreux procédés proposés pour le traitement
des capillaires, on distingue globalement deux approches
différentes. L'approche la plus simple a mettre en oeuvre

consiste a adsorber un polymére hydrophile constitué de
groupements neutres ou chargés positivement, capables de
masquer ou neutraliser les effets dus aux silanols de surface
du capillaire de silice. Limmobilisation du polymére est par-

fois accompagnée d’une réticulation thermique ou chimique

de stabiliser le dép6t de polymeére. On peut aussi adsor-
le polymére sur une surface préalablement traitée par

Introduction

. : . . fi
Les techniques classiques d’électrophorése sur plaque s %{:
largement utilisées en biochimie et en recherche biomédic

Panal q tine des biopolvme Pourtant. di ?‘effage chimique. Dans une deuxiéme technique trés
pour Tanalyse de routiné des blopolymeres. Fourtant, dive ployée, on fixe de fagon covalente une phase stationnaire
problémes liés a la méthode (lenteur, mise en ceuvre di i

: " > . : drophile qui a peu ou pas d'affinité pour les protéines a
cile) empéchent les réelles avancées technologiques. I-ﬁi’l:‘parer. Cette couche immobilisée est constituée dans la plu-
récents progres en €lectrophorese capillaire (EC) en font War ges cas de chaines macromoléculaires greffées ou obte-
outil performant d’analyse des protéines, offrant divers avan%%es par polymérisatioim situ d’un monomére.
tages tels que rapidité, quantification et automatisation
aisées. De plus, I'EC, avec ses différents modes de fonc-
tionnement, permet de mettre en place des stratégies com-
plémentaires pour caractériser I'échantillon biologique [1].

En electrophores_e capillaire de zone (ECZ2), I_es separatlons1\/|0diﬁcation des capillaires par adsorption

se font en fonction de la charge et de la taille de la pro- d’'une couche hvdrophile

téine ; I'électrophorése capillaire par isoélectrofocalisation yarop
(clEF) sépare les protéines selon leur point isoélectrique ;
I'électrophorese capillaire sur gel (ECG) en présence den électrophorése capillaire, I'adsorption d’un film protec-
dodécylsulfate de sodium (SDS) permet de déterminer keur hydrophile sur la paroi interne des tubes de silice est
masse de la protéine a partir de la migration du complexgobablement la méthode la plus facile a mettre en ceuvre
protéine - SDS. pour réduire les interactions entre les protéines analysées et
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la surface. Dans la plupart des cas, la désactivation est rékes dépdts, dans ces conditions d'utilisation, est satisfaisante
lisée par adsorption directe sur la paroi de silice, mais padurant 6 a 7 jours.
fois une modification préalable par un silane hydrophobe est

effectuée. Plus récemment, lors d’une étude portant sur l'influence

de la nature et de la concentration de I'électrolyte sur la
mobhilité électrophorétique de trois protéines modeles,

Rabiller-Baudry et al. [8] ont comparé des capillaires recou-

Le traitement du capillaire par une solution contenant uMerts de PEI, réticulée par du diglycidoxybisphénol A, et des

polymére, capable de s’adsorber irréversiblement a la sugolonnes de silice vierge. lls ont montré qu'aprés quelques
face du tube, permet d’obtenir des colonnes bien adaptéednfections la paroi des capillaires se saturait en protéines et
la séparation des protéines par électrophorése capillaire. BHe la mobilit¢ de celles-ci devenait alors indépendante de
effet, aprés élimination de I'excédent de polymére, le filmla nature chimique du capillaire.

adsorbé sur la paroi de silice masque les groupements sila-

nols. Cependant, la stabilité parfois médiocre de la COUC'%‘?mplifié, utilisant des solutions agueuses de polyéthylénei-

ainsi déposée peut nécessiter une étape supplémentaire NP o i
réticulati?)n chinl?i ue ou thermique P PP nﬂﬁe de masse tres élevée. Ces capillaires se sont révélés
q que. efficaces pour la séparation des protéines basiques (8 a 5

Ce procédé, utilisé dés 1967 par Hjerten [3] a permi® plateaux par metre). De plus, les temps de migration sont
d’éliminer le flux électroosmotique par dépdt sur la paroreproductibles d'un lot & l'autre et subissent peu de modifi-
des capillaires d’'un polymére neutre, la méthylcellulosegation au cours du temps.
puis réticulation a température élevée par le formaldéhyde.

Busch et al. [4] ont choisi 'acétate de cellulose pour PasShy cationiques sur la paroi des capillaires de silice semble

Ver Ifa. §urface Interne des caplllq!res. Avec les colpr]nes a8ke une méthode simple et rapide pour masquer les silanols,
modifiées, la séparation de protéines basiques a été effect% equi permet dans la plupart des cas de séparer les pro-
a des valeurs de pH voisines de 4, avec une efficacité po,

; N g, ines avec une grande efficacité et une reproductibilité suf-
va}ntAattemdre lfOpIa;teaux par metre. La reproductlbl!ltg des isante. Il faut noter qu'une tentative de désactivation des
dépbts est satisfaisante (moins de 15 % de variation

Lé\pillaires par une solution de protéine a également été

go?okfffhge dﬂiﬁgfex dpeOlé:g||1l?|0Cs(()aloéntgﬁts i';]ess'[:zgz)éEr:_'riv?réc §Crite [10]. La méthode consiste a adsorber du fibrinogéne
P ! r la paroi de silice et a lui faire subir un traitement ther-

type de colonne ne peut pas étre utilisé pour les séparatiorwque a 70 °C durant 20 minutes. Les fims de protéine

en milieu basique. ainsi formés, semblent immobilisés irréversiblement et
D’autres polyméres neutres présentant des interactiog§péchent I'adsorption des protéines. Ce traitement permet

fortes avec la silice ont été utilisés pour modifier la surfacge réduire le flux électroosmotique d’environ 30 %, et de le

des tubes. En particulier, Gilges et al. [5] ont rapporté I'emmaintenir a une valeur pratiquement constante en cours

ploi de capillaires recouverts d’alcool polyvinylique (APV) d'utilisation.

modifié thermiquement & 140 °C. Les capillaires ainsi obte-

nus sont donc recouverts d’'une couche permanente d’APXdsorption sur la paroi modifiée

stable jusqu’a des valeurs de pH égales a 10, et permett@atr un silane hydrophobe

de séparer des mélanges de protéines basiques ou de

téines acides avec une excellente efficacité (Fig. 1).

Adsorption sur paroi de silice

Erim et al. [9] ont proposé un processus d'immobilisation

En conclusion, I'adsorption directe de polyméres neutres

85 1991, le groupe de Regnier [11] a montré que l'adsorp-
tion de surfactants non ioniques linéaires (Tween) ou rami-
Les polyméres neutres provoquent en général une dinfiés (Brij) sur des capillaires traités par un silane hydrophobe
nution importante du flux électroosmotique qui peut étre udtait une méthode intéressante pour rendre la surface bio-
inconvénient quand il s'agit d’'analyser des protéines négaompatible. La partie hydrosoluble du surfactant semble, en
tives. En 1991, Bentrop et al. [6] ont décrit des capillairegffet, former une couche hydrophile, qui masque le film de
recouverts d’'un film mince de polyméthylglutamate qui nesilane et les silanols résiduels. Ce traitement se traduit par
provoquent qu’une réduction modérée du flux électroosmaine réduction du flux électroosmotique, plus importante
tique. avec le surfactant ramifié (Brij). Ainsi on peut séparer a
N _ . s e H = 7, des mélanges de protéines acides ou de protéines
Des polyméeres cationiques ont également été utilisés poﬁésiques, démontrant ainsi I'efficacité de la méthode.
modifier la surfa}cg interne Qes caplllalres. Ces depot§' 0 pendant, le manque de stabilité du film adsorbé nécessite
pour effet de minimiser les interactions entre les prOte'n?’%\ddition de surfactant a I'éluant
basiques et la surface par répulsion électrostatique. Un poly- '
mere cationique, la polyéthyléneimine (PEI), a été proposé Huang et al. [12] préconisent I'emploi de surfaces ren-
dés 1990 par Towns et Regnier [7]. Avec de la PEI de massiies hydrophobes par formation de chaines orientées de
élevée K1 = 20000 g maf) le flux électroosmotique est polyalkylsiloxanes. Alors que les capillaires obtenus aprés
inversé sur la totalité du domaine de pH considéré (3 < pHdsorption de Brij nécessitent, comme précédemment, la
< 12) et son intensité varie peu entre pH = 8 et pH = 12ercolation en continu de solutions diluées de surfactant
Ces capillaires permettent ainsi la séparation de protéinpsur que les temps de migration soient reproductibles,
basiques sur une large gamme de pH. De plus, la stabilit@dsorption d'un surfactant macromoléculaire, breveté par

126 ANALUSIS, 1999, 27, N° 2
© EDP Sciences, Wiley-VCH 1999



Capillary electrophoresis Dossler

Tr vy trrtrrr 1 rrgvryrrr1rrr1rcoprorrtrrrrrrrT

6 10 20 30

Min

Figure 1. Séparation de protéines basiques a pH = 5,5 (A) et de
protéines acides a pH = 10 (B) dans un capillaire recouvert d’al-
cool polyvinylique. Capillaire : 57 cm de longueur effective, O
int. 50 um. Electrophérogramme (A) : échantillon : (1) lysozyme,
(2) cytochrome C, (3) trypsine, (4) ribonucléase A, (5) trypsino-
@ géne et (6) a-chymotrypsinogéne A. Tampon : phosphate de

U sodium 50 mM, pH 5,5. Conditions : 30 kV (429 V/icm), 33 pA;
\J WJ K,J 20 °C ; Injection : 10 KV, 6 s. ; détection : UV, 214 nm. Electro-
RMV\ phérogramme (B) : échantillon : (1) pepsine, (2) inhibiteur tryp-

sique, (3) a-lactalbumine, (4) myoglobine et (5) anhydrase
) carbonique. Tampon : AMP/acide cacodylique 50 mM, pH = 10.
10 20 30 Conditions : —35 KV (500 V/cm), 10 pA ; 20 °C ; injection : 20 KV,

Mi 7 s.; détection : UV, 220 nm. D’apres la référence [5], avec la

1n . . . .
permission de American Chemical Society.

Supelco, conduit a des revétements présentant une b 0
stabilité au cours du temps.
Formation de dépéts minéraux ou de sol-gels f 1L
sur la paroi (;v:
. e =

La technique sol-gel utilisée par Engelhardt et al. [13], d <
le cas du méthacryloxypropyltriméthoxysilane (MAPS), pc =, |
met d’obtenir des films présentant une excellente résiste %
a I'hydrolyse acide et basique. En particulier, des variati =
minimes du flux électroosmotique ont été observées [ 3
apres traitement de ces capillaires dans des condit S 3 -
extrémes de pH (Fig. 2), alors que les tubes de silice m g
fiés par simple silanisation manquent de stabilité dans %’ ‘
conditions analogues. 2

La formation de dépdts par la technique sol-gel sen & ]
étre une méthode rapide et bien adaptée a la séparatio =
protéines en électrophorese capillaire. P | 1 : )

0 10 20 30 40 50

Temps (heures)

Modification des capillaires
par greffage chimique

Figure 2. Flux électroosmotique mesuré en fonction du temps
Une modification permanente de la surface du capillaire , d'exposition aux conditions acides. Conditions : Tampon phos-
des composés biocompatibles parait étre la solution la plphate (20 mM, pH 3,4) + 1 % acide trifluoroacétique. (o) depot
séduisante, pour minimiser I'interaction protéine - silice. Lede gel de silice aminé, ( U) tube de silice modifié par silanisa-
groupements silanols offrent diverses possibilités pour [ion- (U int. 50 pm). D'aprés la référence [14], avec la permis-
traitement chimique des capillaires de silice. lls permetten®'©" dElsevier Science.
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en particulier, de greffer sur la paroi des composés ou
polymeéres hydrophiles, qui réduisent I'adsorption des |
téines. Une autre voie, impliquant la polymérisation d’
monomere hydrophile a l'intérieur du tube (polymérisati
in situ) est également couramment utilisée. Elle condui
des capillaires, recouverts d'un film de polymére ancré
paroi, parfaitement adaptés a I'électrophorése capillaire

protéines.

Greffage d’'un composé ou d'un polymére

hydrophile

Les premiéres tentatives de désactivation des capillaires :

greffage chimique, font référence a I'emploi de compo (') 0 4:) 6'0 8’5
hydrophiles de faible masse moléculaire. En particul Min

Bruin et al. [15] ont décrit des tubes modifiés par des fc
tions diol, obtenus par silanisation de la paroi avec du ' Figure 3. Electrophorégramme de peptides obtenus a partir de
cidoxypropyltriméthoxysilane puis hydrolyse acide. C Ia digestion chymotryptique du lysozyme réduit et carboxymé-
colonnes d'une efficacité voisine de®Iflateaux par meétre thylé sur un capillaire modifi¢. Conditions : capillaire (74 cm x
ont permis de séparer des protéines basiques a pH 4, 75 um 0 int) avec dépdt de Superox 4; tampon : Tris-HCI
la dégradation de la forme des pics aux valeurs de pH s 25 MM, pH 4,8 tension : 15 kV ; injection électrocinétique :
rieures & 5 en limite le domaine d’application. Par la st 2 S @ 10 kv. D'aprés la référence [21], avec la permission de
lefficacité des revétements protecteurs a pu étre améli - Microcol. Sep .
en greffant des films de polymére sur la surface des ci
laires. En particulier, du polyoxyéthyléne a été fixé sur |
tubes de silice modifiés par du glycidoxypropyltrimétho»
silane (GPTS) en solution dans du toluéne [16]. Cey
ﬁ

roductibles, stables et d’'une grande efficacité (plus tle 10

X . o ok N ; teaux par métre, dans certains cas). Ces capillaires ont été
mais  leur QOmalyn,e d'utilisation est trés restreint (3 < PHytilisés pour séparer non seulement des protéines basiques
< 5), du fait de Ielargls,s'ement gt de la d'S-‘/m.et”.e des PISHais également des fragments peptidiques [21] comme indi-

aux valeurs de pH supérieures a 5. Une modification du pro-.« <. |a figure 3.
cessus de greffage des chaines de polyoxyéthylene (POE) a
permis a Nashabeh et El Rassi [17] d'élaborer des capillair

mieux adaptés a I'analyse des protéines.

colonnes permettent de séparer les protéines en milieu ac

‘):éolymérisation in-situ
Une autre voie intéressante [18], consiste a greffer sur ﬁ_ette méthode en de:\ux ctapes, initialer_nent uti_lisée par
paroi le polyoxyéthyléne, polymére neutre et hydrophile jerten [22], consiste a greffer sur la paroi du capillaire un

N ; . S omposé vinylique ou acrylique, puis a copolymériser un
ainsi que des fonctions ammonium quaternaire limitant le ongmére h;ld?ophile intrgdgit daﬁs le tubepa\yec les grou-
interactions entre les protéines positives et la paroi. La pré- ' ;

o ements insaturés liés a la paroi. Ce procédé conduit a la
sence des charges positives sur la surface provoque P P

inversion du flux électroosmotique pour des valeurs de pl_i)?mqtlon de couches monomoléculaires de pqume[e,_g[ef-
g R . fees a la surface du capillaire. Hjerten [22] a ainsi réalisé la
inférieures a 5,8 et se traduit par un nombre de pIatealr%I P i de I lamid
élevé (2x 10° plateaux par meétre) ymérisationin situ, en milieu aqueux, de I'acrylamide
’ aprés traitement du capillaire par un silane insaturé, le
Un procédé différent dans lequel la surface du capillairgméthacryloxypropyltriméthoxysilane (MAPS). L'emploi de
est recouverte d’un film épais de polymeére époxy a été intr@e réactif permet de relier le polymeére a la paroi du tube par
duit par Towns et al. [19]. La méthode utilisée consiste des ponts siloxanes Si-O-Si-C (Fig. 4). Cette modification
greffer du GPTS sur la paroi du tube, puis a polymériser, enend le flux électroosmotique pratiguement nul et conduit a
présence d'un catalyseur, une pellicule de 1,2-diglycidoxyédes résultats similaires & ceux obtenus précédemment avec
thane, puis une pellicule de glycidol. La durée de vie dedes couches épaisses de méthylcellulose [3].
colonnes est supérieure a 120 heures et des protéines acide

. A PR . 'autres polymeres ont été grefféssitu par l'intermé-
gtj 1b0a3|ques peuvent étre separées a des pH compris entr&a%e du MAPS. Ainsi, des capillaires recouverts de poly-

vinylpyrrolidone [23] ont permis de séparer un mélange de
Lee et al. [20,21] ont proposé une méthode originalguinze protéines acides et basiques (pl compris entre 4,5 et
impliguant une étape unique, durant laquelle la fonctionnatl), en moins de 25 minutes, avec une solution d’électrolyte
lisation de la silice, le greffage et la réticulation du poly-acide (pH = 2); les pics obtenus sont fins et symétriques,
meére, en présence d’'un amorceur de radicaux libres (pemais I'utilisation de ces capillaires a des valeurs de pH supé-
oxyde de cumyle), ont lieu simultanément. Des polyéthersieures a 5 tend a augmenter l'asymétrie des pics.
de I'hydroxypropylcellulose et de la polyéthyleneimine ontRécemment, Xu et al. [24] ont montré que I'emploi de
pu étre greffés selon ce principe, conduisant a des colonnespolyméres de vinylpyrrolidone et de vinylimidazole
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Etape 1:

C
— OH
/

+ (CH30)3Si — (CHy)3— O0—C Sif—OH + SOCl,

Si Cl + SO, + HCI

I
— OH ©

AANANNNEANN

(MAPS)

Etape 2:

Si}—Cl + CH, = CH MgBr —— Sit— CH= CH, + MgBrCl
O, OH CH,
N/ I
Si C
VRN NN . ) o ,
(CHy); — O— C CH, Figure 5. Schéma réactionnel de greffage d'un groupement
— O 23 I vinylique via des liaisons Si-C. Selon Cobb et al. [28].

O

+3 CH;0H

AAEANNMNEANN

Amorceur | CHy = FH

CONH, stables en milieu basique, ce qui tend a prouver que les

ponts siloxanes sont bien protégés par ce film hydrophobe.
Aprés traitement des capillaires, ainsi modifiés, par du poly-
acrylamide [25] ou par des copolyméres d’hydroxypropyl-

cellulose et de 2-hydroxyéthylméthacrylate réticulés [26], les

o oH CH - CONH,
N/
S
1 I l

J N (CHy)y = 0—C— C—CH,

CH; CH,

séparations de protéines réalisées en milieu basique se sont
avérées efficaces et reproductibles.

Un procédé original, impliquant le greffage d'un poly-
mére insaturé sur la paroi d’'un capillaire par l'intermédiaire
de ponts siloxanes, a été proposé par Schmalzing et al. [27].

AREARNMNEANN

O CH, Il consiste_é former une C(_)uche dg poly (vinylsiloxane) hau-
| tement réticulée par réaction QU dIO! cqrresponda_nt avec les
CH - CONH, silanols de la paroi. Les fonctions vinyliques du film greffé

a la surface sont ensuite utilisées pour polyménissitu de
g 'acrylamide.

Les méthodes précédemment décrites, basées sur I'utili-
sation d’'un organosilane, conduisent dans certains cas a des
revétements ayant une stabilité médiocre [23,24], attribuée a
I'hydrolyse, a pH élevé, des ponts siloxanes reliant le poly-
mere a la paroi de silice. Pour résoudre ce probleme, Cobb
et al. [28] ont proposé un autre type de modification des sila-
nols permettant de greffer un composé vinylique a la surface
du capillaire par I'intermédiaire de liaisons Si-C stables (Fig.

5). La polymérisatiorin situ de I'acrylamide est ensuite réa-

permettait €également une separation efficace des prot€ingxe en milieu aqueux par un procédé similaire a celui de
basiques a pH 5; en effet, la présence de charges pos't'vﬁﬁerten [22].

résultant de la protonation des cycles imidazoles a pH < 7,

limite leur adsorption sur la paroi des tubes de silice. Mais Afin d’éviter les problemes liés au manque de stabilité en

la stabilité des dépots de polymére aux valeurs de pH sup@ilieu basique d'une part des ponts siloxanes, d’autre part

rieures ou égales a 7 est réduite. des fonctions amides du polyacrylamide, Chiari et al.

[29,30] ont greffé a la paroi des revétements de polyacryla-

Huang et al. [25,26] ont montré que la formation a la surmide N-substitué, connus pour étre plus résistants a I'hy-

face du capillaire de couches orientées d’alcényltriméthoxydrolyse, par I'intermédiaire de liaisons Si-C. Il a été montré

silanes générait des films monomoléculaires d'alkylsilangue ces capillaires, a base de polyacrylanidsubstitué,

Figure 4. Schéma réactionnel de la formation d’'un dép6t de
polymére par polymérisation  in-situ de I'acrylamide.
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conduisaient & une amélioration de la reproductibilité delanalyse. Leur utilisation s’avere indispensable pour éviter
analyses, a pH 8,5, de protéines acides. I'adsorption irréversible des protéines basiques sur la paroi
. e R du capillaire de silice. En EC de zone des protéines, les

En conclusion, la polymérisatiom situ de monomeres .,nijjajres passivés de fagon permanente trouvent des

hydrophiles dans des tubes de silice modifies est ung,jications lors des analyses qui utilisent des tampons sans
méthode simple et efficace. Le manque de stabilité des ca dditifs, ayant une force ionique peu élevée. LEC par foca-

laires, parfois observé aux valeurs €levees de pH, a ét€ aljflyiion isooélectrique est souvent utilisée pour séparer les
bué par certains auteurs a I'hydrolyse des ponts siloxan

P X téines par leur charge et déterminer leur point isoélec-
Cependant, le greffage de chaines de silane autoassembl fiGue. Une large gamme de pH est balayée et I'utilisation

?“ la formation de Ilalsonsd Si-C ggf[re la 5|I|ceblgt les grefae capillaires prétraités s'avére indispensable non seulement
ons Insatures, permettent de remedier aux problemes de stay, raquire I'adsorption des protéines mais aussi pour évi-
bilite. D'autre part, la résistance du polymere immobilisé g |es variations importantes du flux électroosmotique.
I'hydrolyse et 'homogénéité du film polymérisé sur la paroi
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