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Introduction générale

Les nanotechnologies sont fréquemment présentées comme une perspective de
progrés décisif dans 1’évolution des technologies d’analyse biologique & haut débit
(biopuces et séquengage) et notamment dans le domaine du diagnostique de pa-
thologies ol 'on recherche toujours des outils de diagnostic plus sensibles, plus
spécifiques, plus précoces et plus discriminants. Certains espoirs sont fondés juste-
ment sur la miniaturisation qui permet d’augmenter la densité de 'information pour
une taille d’échantillon biologique donnée, ainsi qu’une maitrise fine des propriétés
moléculaires & 1’échelle nanométrique pouvant parfois compenser les difficultés de
détection de biomolécules in vivo ou dans des échantillons biologiques (interactions
trop rapides, structures trop volatiles, concentrations trop faibles, mélanges trop
complexes, présences de substances interférentes). La miniaturisation permet en
outre une exploration plus intime et moins traumatisante des patients en analysant
des fluides biologiques plus accessibles que les tissus par exemple pour détecter des
traces de certains biomarqueurs.

Les laboratoires sur puces, sont définis comme des dispositifs miniaturisés uniques
permettant des analyses rapides et une faible consommation d’échantillons et de
réactifs. Ces dispositifs offrent des performances accrues et sont relativement com-
pacts, portables voire implantables. Ils permettent soit d’intégrer en série les diffé-
rentes étapes d'un protocole d’analyse soit de réaliser un parallélisme permettant
des analyses a haut débit. C’est dans ce contexte qu’il devient particuliérement
intéressant de tirer profit des avantages de la miniaturisation pour concevoir des
systéemes dédiés au diagnostic de certaines pathologies et qui reposent sur 'analyse
de fluide biologiques, complexes dans leur composition, afin de doser un ou plusieurs
bicamarqueurs d’une pathologie donnée.

Un biomarqueur, étant un paramétre permettant de caractériser un état phy-
siologique, un état pathologique, I’évolution d’une maladie ou la réponse & un trai-
tement, est un élément indispensable pour établir un diagnostic plus précoce no-
tamment dans le cas des maladies neurodégénératives qui sont connues pour leur
progression lente dans le temps.

La phosphorylation est impliquée dans plusieurs pathologies humaines telles que
les maladies neurodégénératives ou encore le cancer. Plusieurs phosphoprotéines ont
été identifiées comme étant biomarqueurs potentiels de ces maladies telle que la
protéine Tau phosphorylée, biomarqueur potentiel de la maladie d’Alzheimer. Il est
donc nécessaire de pouvoir les analyser avec des seuils de sensibilité bas pour amé-
liorer les diagnostics actuels. Cependant, étant peu abondantes dans les liquides
physiologiques, les phosphoprotéines nécessitent une étape de préconcentration afin
d’enrichir en protéines phosphorylées cibles et éliminer les interférents et ainsi aug-
menter la sensibilité de 'analyse.

Une des techniques de préconcentration les plus utilisées en microsystémes est
celle basée sur l'extraction sur phase solide (SPE). Les monolithes sont particuliére-



ment intéressants comme support solide de préconcentration notamment pour leur
intégration et leur synthése relativement facile au sein de ces dispositifs. Toutefois,
malgré leurs nombreux avantages, les monolithes n’ont pas été largement exploi-
tés pour la préconcentration de protéines, en particulier les phosphoprotéines, en
microsystéme analytique. Le premier article portant sur ce théme est apparu en
2011L.

C’est dans ce cadre que se situe mon travail de thése qui a consisté principa-
lement & concevoir un module de préconcentration par IMAC (Immobilized Metal
affinity Chromatography) de phosphoprotéines sur une phase monolithique afin de
pouvoir ensuite l'intégrer en amont d’'un module de séparation par électrophorése
de zone au sein d’un méme dispositif microfluidique. Un tel dispositif a pour finalité
de préconcentrer des biomarqueurs phosphorylés a partir d’échantillons biologiques
complexes afin de contribuer au développement d’outils miniaturisés contribuant
notamment au diagnostic précoce de certaines maladies notamment les maladies
neurodégénératives telle que la maladie d’Alzheimer.

La premiére partie de ce mémoire consiste en une étude bibliographique dédiée
aux différents thémes clés indispensables & la compréhension de I'objectif final de la
these.

Le premier chapitre bibliographique porte sur ’état de ’art des microsystémes
analytiques. Nous présentons ainsi les différents matériaux utilisés pour la microfa-
brication des dispositifs miniaturisés d’analyse ainsi que leurs avantages et inconvé-
nients, principalement le verre et les matériaux polymériques tels que le polydimé-
thylsiloxane. Nous développons également les différentes techniques de microfabri-
cation des microsystémes analytiques aussi bien les techniques dites “dures” que les
“douces”.

A la suite de cette premiére partie est présentée une revue. Celle-ci a été rédigée
en collaboration avec I’équipe et fait I'objet du deuxiéme chapitre bibliographique.
Elle porte sur les avancées consacrées a ’analyse de protéines en microsystémes entre
2007 et 2010.

Nous y avons notamment détaillé I'impact du flux électroosmotique ainsi que
des traitements de surface sur la séparation électrophorétiques de protéines en mi-
crosystémes. Dans cette partie sont également présentés les différents modes de
préconcentration et de détection de protéines dans ces dispositifs. Enfin, nous pré-
sentons les différentes techniques de séparation de protéines dans les microsystémes
analytiques.

L’état de 'art de la préconcentration, sur phase solide, de protéines au sein des
microsystémes analytiques est ensuite détaillé dans le troisiéme chapitre. Nous y
introduisons alors le principe de ce mode de préconcentration puis nous présentons
les monolithes organiques comme support solide de préconcentration en détaillant
leur mode de synthése ainsi que leurs avantages et inconvénients. Nous détaillons
également les quelques exemples de la littérature portant sur la préconcentration de

1. HuiWang, Jicheng Duan, Hongjiu Xu, Liang Zhao, Yu Liang, Yichu Shan, Lihua Zhang,
Zhen Liang, and Yukui Zhang. Monoliths with immobilized zirconiumions for selective enrichment
of phosphopeptides. Journal of Separation Science, 34(16-17) :2113-2121, 2011.



protéines sur phases monolithiques puis sur phases particulaires en microsystémes.

Le dernier chapitre de cette partie bibliographique est dédié a la phosphorylation
et aux biomarqueurs. Nous présentons quelques généralités sur les phosphorylations
des protéines ainsi que les techniques d’enrichissement et d’analyse de biomarqueurs
phosphorylés. Dans cette partie, nous définissons les biomarqueurs et citons comme
exemple la protéine Tau phosphorylée, biomarqueur potentiel de la maladie d’Alz-
heimer.

La partie expérimentale de ce travail de thése comporte trois chapitres présentant
les principaux résultats et études effectuées. Le chapitre 5 est consacré a I'optimi-
sation de la polymérisation d’un monolithe poly(EGMP-co-BAA) qui sera utilisé
comme matrice de préconcentration de phosphoprotéines par IMAC. Le choix de ce
monolithe, en particulier, est principalement da a la présence de groupements phos-
phate dans la matrice et qui, grace a leur affinité aux ions métalliques, permettent
une immobilisation efficace de ces derniers et par la suite un chargement satisfaisant
de D’échantillon. L’optimisation a été réalisée en format capillaire pour simplifier
les étapes de caractérisation qui ont porté principalement sur la morphologie ainsi
que les propriétés physiques du monolithe, notamment sa perméabilité et sa surface
spécifique.

Le chapitre 6 de ce travail est dédié aux différentes tentatives de transposition
de la synthése du monolithe préalablement optimisée au sein d’un microcanal en
PDMS.

La synthése in-situ du monolithe organique poly(EGMP-co-BAA) au sein du ca-
nal en PDMS a constitué un défi important de ce travail. En effet, selon la littérature,
la polymérisation d’'un monolithe dans le PDMS est fortement inhibée par la per-
méabilité importante du PDMS a l'oxygéne aussi bien que par sa forte hydrophobie.
Peu de travaux ont reporté avec succés a ce jour la polymérisation d’un monolithe
organique au sein d'un dispositif en PDMS?34°. Cependant, cette polymérisation
manque de reproductibilité ce qui explique le peu d’articles portant ce sujet dans la
littérature. Nous avons alors choisi de tester un certain nombre de solutions reposant
sur des traitements, dont certains n’ont pas été décrits auparavant et visant généra-
lement & hydrophiliser la surface du PDMS. Au cours de ce travail, nous avons choisi
de ne pas tester les traitements de surface basés sur les modifications par greffage
chimique qui jusqu’a présent, restent les seules approches proposées dans la littéra-

2. Mohamed F. Bedair and Richard D. Oleschuk. Fabrication of porous polymer monoliths in
polymeric microfluidic chips as an electrospray emitter for direct coupling to mass spectrometry.
Anal. Chem., 78(4) :1130-1138, 2006.

3. Jeffrey M Burke and Elisabeth Smela. A novel surface modification technique for forming po-
rous polymer monoliths in poly(dimethylsiloxane). Biomicrofluidics, 6(1) :016506-016506-10, March
2012.

4. Karine Faure, Maximilien Blas, Omar Yassine, Nathalie Delaunay, Gérard Crétier, Monique
Albert, and Jean-Louis Rocca. Electrochromatography in poly(dimethyl)siloxane microchips using
organic monolithic stationary phases. ELECTROPHORESIS, 28(11) :1668-1673, 2007.

5. HuiWang, Jicheng Duan, Hongjiu Xu, Liang Zhao, Yu Liang, Yichu Shan, Lihua Zhang, Zhen
Liang, and Yukui Zhang. Monoliths with immobilized zirconium ions for selective enrichment of
phosphopeptides. Journal of Separation Science, 34(16-17) :2113-2121, 2011.



ture et permettant la polymérisation, bien que non reproductible, de monolithe au
sein des microsystémes en PDMS.

Dans une premiére partie de ce chapitre, nous développons les optimisations
réalisées sur le processus de microfabrication des microsystémes en PDMS et en
deuxiéme partie, nous détaillons les différentes stratégies de traitement de surface
réalisées pour la transposition de la polymérisation in-situ du monolithe.

Le chapitre 7, dernier chapitre du mémoire, porte sur 'optimisation des diffé-
rentes étapes d’enrichissement de phosphoprotéines par IMAC en format capillaire
en prenant comme exemple un phosphopeptide modéle dérivé par un agent fluo-
rophore. Les différentes étapes de 'IMAC ont été optimisées aprés avoir rappelé
briévement son mode et son principe. Ce module d’IMAC a été par la suite trans-
posé sur un microsystéme en verre.



CHAPITRE 1
Microsystémes séparatifs :
Description et technologie

1.1 Introduction

La biologie vit actuellement une révolution proche de celle de I'informatique &
la maniére des microprocesseurs, dans les années 1970. Les unités de calcul qui oc-
cupaient des piéces entiéres sont réduites aujourd’hui & quelques millimétres carrés.
Il en sera vraisemblablement de méme demain pour les laboratoires de biologie. Les
analyses biologiques du futur utiliseront alors les biopuces, qui permettront grice a
la miniaturisation, d’accroitre le parallélisme, les vitesses de réaction et le débit de
plusieurs ordres de grandeur, tout en réduisant les cotlits de maniére phénoménale.
Une des spécificités de ces microsystémes dédiés a la biologie (systémes complexes
dont les dimensions caractéristiques varient du micrométre a quelques centaines de
micromeétres) est que quasiment tous utilisent des fluides spécifiques qu'’il faut ana-
lyser, faire interagir, ou simplement mettre en contact avec des entités vivantes pour
que celles-ci restent fonctionnelles. On parle alors de systémes microfluidiques, sys-
témes constitués de canaux dont la largueur et la profondeur sont généralement de
quelques dizaines de microns.

La figure 1.1 présente quelques ordres de grandeurs concernant les systémes
miniaturisés. La voie ascendante dans le monde du vivant ou encore “bottum up”
juxtapose des entités de type nanométrique pour constituer un objet macroscopique.
Au contraire, la voie technologique descendante dans le monde artificiel ou “top
down” décrit des technologies existantes a leurs limites de résolution.

Les microsystémes les plus matures sont sans aucun doute les microsystémes
utilisant le silicium. Citons & titre d’exemple, les micro-accélérométres présents dans
toutes les voitures afin de déclencher les airbags, les consoles de jeu ou le téléphone
portable. Cependant, le silicium reste cher ( 15 euros la plaquette non processée),
cassant et non transparent dans le visible. Il est donc peu adapté aux applications
en biologie.|[24, 28, 13, 7, 14, 39, 11|
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1.2. Matériaux utilisés pour la microfabrication et leurs propriétés 7

Aussi, dés le début des années 90, les biologistes ont été amenés & développer
des technologies & bas cofit sur des surfaces limitées de verre et de plastique pour
le développement de microdispositifs spécifiques. C’est ainsi que le groupe de Manz
a réussi a développer, pour la premiére fois, un Micro-TAS (Micro Total Analy-
sis Systems, microsystémes d’analyse totale) pour la décomposition et I’analyse de
mélanges sur une surface < 15 cm?. Une différence de potentiel peut alors étre appli-
quée entre les électrodes de platine fixées & 'extrémité des capillaires. Un mélange
est d’abord dilué, le cas échéant dérivé, et finalement conduit dans les capillaires
d’électrophoreése. Les énergies d’électrophorése et d’électro-osmose, qui agissent dans
le systéme, conduisent rapidement les différentes substances du mélange vers le dé-
tecteur, & travers les tubes capillaires, ce qui provoque leur séparation selon un mode
électrophorétique.

Dans cette démarche de miniaturisation, les premiers prototypes, réalisés par
usinage du verre ou du silicium, ont profité d’une large expérience acquise par la
microélectronique. Cependant, ces procédés souffrent d’inconvénients majeurs qui
se résument en une certaine incompatibilité des technologies entre elles, en outre,
la difficulté d’intégrer dans une méme puce le canal microfluidique et le microsys-
téme conventionnel (capteurs, actionneurs). De plus, les larges surfaces nécessaires
au réseau microfluidique induisent un cofit de fabrication trop important. C’est
indéniablement avec les technologies polymeére, introduites au milieu des années
90, que la microfluidique prend tout son essor, en particulier celles qui utilisent le
polydiméthylsiloxane (PDMS), le polyméthacrylate de méthyle (PMMA), ou la ré-
sine SU-8. Aussi, I'adaptation des techniques de moulage de polymeéres (coulage du
PDMS, emboutissage & chaud du PMMA,...) et I'utilisation de résines photosen-
sibles épaisses (SU-8, polyimides,...) ont ouvert la voie aux microsystémes hybrides.
Dans ce chapitre, nous présentons en premiére partie les différents matériaux utilisés
pour la microfabrication des microsystémes analytiques et en deuxiéme partie, les
techniques dures et douces de microfabrication.

1.2 Matériaux utilisés pour la microfabrication et leurs
propriétés

Comme nous venons de le voir, actuellement les microsystémes analytiques sont
principalement réalisés en silicium, en verre ou en polyméres.|30, 11, 3, 20, 38, 10]

Le silicium présente des caractéristiques bien connues et les processus de mi-
crofabrication sont bien établis, permettant ainsi la fabrication de dispositifs extré-
mement fiables & des précisions submicrométriques. Il posséde également des carac-
téristiques physicochimiques compatibles avec un grand nombre de procédés ainsi
qu’une anisotropie intéressante pour la microfabrication. Cependant, le silicium pré-
sente quelques inconvénients majeurs que nous avons déja mentionnés. Il s’agit d’un
matériau absorbant dans le visible ne permettant donc pas une détection UV-Visible
ou par fluorescence. Il est également non isolant et ne supporte pas les milieux trop
alcalins.
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Le verre, quant & lui, est un matériau tout particuliérement intéressant pour
les applications chimiques et biologiques. C’est un trés faible conducteur ionique,
transparent dans le domaine de I’'UV au visible, ce qui autorise la détection des
molécules en observant & travers le substrat. Il s’agit également d’'un matériau dur et
assez inerte chimiquement. Cependant, le verre présente un inconvénient majeur ; sa
technologie est peu développée et trés spécifique, ce qui augmente considérablement
son cofit de fabrication.

Les microsystémes pour la biologie qui utilisent les polyméres ont connu un
essor considérable depuis les années 2000. Ils sont généralement de bons isolants
électriques mais peuvent s’il le faut étre chargés par des micro et nano-matériaux
appropriés pour les rendre conducteurs ou encore changer leurs propriétés magné-
tiques ou chimiques (circuits 3D MID, micro-échangeurs thermiques, microsystémes
fluidiques pour la séparation et le dosage, microsystémes sur supports souples). Ces
polymeéres sont peu cotteux, le prix du PMMA étant 10 & 100 fois moins cher que
celui du verre. Plusieurs polyméres, comme le PDMS et le PMMA sont biocom-
patibles d’ou I'intérét de leur utilisation avec les fluides biologiques. Le polyimide
(PI), le polystyréne (PS) et le polypropyléne (PP) sont également largement utili-
sés. L’ensemble de ces polyméres ainsi que leurs propriétés physico-chmiques sont
présentés dans le tableau 1.1. Les valeurs sont données a titre indicatif et peuvent
varier d’'un fournisseur a l'autre.

Le choix de la technologie de microfabrication dépend de la nature du matériau
et de ses propriétés. Les caractéristiques des polyméres sont principalement dictées
par le type de liaisons existant entre les chaines|12|. Les polyméres thermoplastiques,
comme le PMMA ou le polycarbonate (PC), sont composés de chaines qui ne sont
pas ou trés faiblement liées entre elles. Ces polyméres sont mous quand ils sont
chauffés et durcissent quand ils sont refroidis. La température de transition vitreuse
Tg, décrite comme l'intervalle de température dans lequel la matiére passe d’un état
caoutchouteux & un état vitreux et rigide, est un parameétre important pour la mi-
crofabrication comme cela sera détaillé ultérieurement dans ce chapitre. Rappelons
ici que la plupart des polymeéres thermoplastiques sont solubles dans des solvants
spécifiques.

Les polyméres thermodurcissables tel que le polyuréthane, sont des polymeéres
réticulés, c’est-a-dire que des liaisons covalentes sont créées entre les chaines. Sous
Ieffet de la température, les molécules sont peu mobiles et le polymeére peut difficile-
ment étre dissout. Ce processus de polymérisation n’est généralement pas réversible.
Ces matériaux doivent donc étre mis en forme avant la réticulation sous 'action
conjuguée d’un initiateur et de la température ou de la lumiére par exemple.

Les élastoméres thermoplastiques présentent des liaisons intermoléculaires de
nature ionique. Le réseau tridimensionnel peut donc étre cassé en chauffant et re-
construit en refroidissant.

Le polyétherétherkétone (PEEK), par exemple, est un matériau trés résistant
chimiquement. Des thermoplastiques comme le copolymére cyclooléfine (COC), le
PMMA, le PC et le PDMS sont considérés comme optiquement transparents sur
une large gamme de longueur d’onde, ce qui les rend compatibles avec de nom-
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10 1.3. Microfabrication des microsystémes analytiques

breuses méthodes de détection, notamment la mesure d’absorbance en UV /visible
ou de fluorescence. Enfin, le PDMS est biologiquement inerte, perméable & l'air et
stérilisable & haute température. Ceci rend possible la culture cellulaire ainsi que
la. manipulation de produits biologiques dans les dispositifs constitués de ce maté-
riau. Sa facilité de microfabrication permet aussi I'intégration de plusieurs modules
de traitement de I’échantillon au sein d’'un méme dispositif. Toutes ces propriétés
font du PDMS un matériau intéressant pour les dispositifs microfluidiques dédiés a
I’analyse et la manipulation d’échantillons biologiques. Toutefois, le PDMS posseéde
certains inconvénients tels que son hydrophobie élevée et son gonflement.

Une comparaison des propriétés des matériaux polymeéres par rapport a celles
du silicium et du verre est présentée dans le tableau 1.2.

1.3 Microfabrication des microsystémes analytiques

Le développement des systémes microfluidiques est conjoint & celui de la techno-
logie associée. Principalement a base de silicium, les MEMS (Micro Electro Mecha-
nichal Systems) ont vu leur domaine d’application s’étendre aux systémes fluidiques
grace & la mise au point de méthodes de gravure profonde et de collage, permettant
de creuser des canaux dans un substrat puis de les refermer & ’aide d’un couvercle
étanche. Parallélement aux techniques de microélectronique, il est apparu a la fin
des années 1990 des techniques dites "douces” permettant de réaliser des canaux
dans des élastomeéres ou des plastiques.

Le choix du matériau, et donc de la technologie est généralement régit par I'ap-
plication visée. Les critéres de choix les plus drastiques sont les contraintes géo-
métriques (sections compatibles avec les autres composants du systéme, longueur,
section du canal et la nature de la surface qui doit étre compatible avec le fluide
utilisé et réactive lors de l'étape technologique visée), I'accessibilité du canal aux
rayons lumineux pour permettre certaines caractérisations (cas des méthodes colori-
métriques ou fluorimétriques, par exemple), la rugosité du matériau, sa perméabilité
et sa résistance a la pression.

Ces matériaux doivent étre "fagonnés” afin de pouvoir réaliser le composant.

1.3.1 Les principales étapes des technologies dites “dures”

La dénomination “dure” des technologies concerne les technologies issues de la
microélectronique. Ces technologies sont souvent réservées aux matériaux inorga-
niques comme le verre et surtout le silicium. Ces techniques basées sur la gravure,
la lithographie et le dépdt, s’appliquent dans un domaine d’échelle allant de 0,2 a
500 um.

1.3.1.1 La Lithographie

La lithographie est le procédé central dans toute technologie de microfabrication
(dure et douce) dans le cas de structuration a faible échelle. Elle consiste a éclai-
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12 1.3. Microfabrication des microsystémes analytiques

rer par une source de rayonnement, & travers un masque, une résine préalablement
déposée sur un substrat & une certaine gamme de longueur d’onde. Le masque est
constitué d’un matériau transparent dans cette méme gamme de longueur d’onde et
recouvert de motifs absorbants. Dans le cas le plus répandu, la source d’éclairement
est une lampe a vapeur de mercure (A= 300 & 450nm) et les masques sont constitués
d’une plaque de verre recouverte de chrome. Dans ces conditions, la limite de résolu-
tion du procédé de lithographie est de l'ordre de 2um ce qui est particuliérement bien
adapté au domaine de la microfluidique. En effet, un bon contréle des écoulements
et une bonne reproductibilité ne peuvent étre assurés que dans des systémes dont
les dimensions sont parfaitement définies. Lorsque les résolutions visées sont plus
faibles, on est alors obligé de diminuer la longueur d’onde (la résolution étant direc-
tement proportionnelle & celle-ci) et donc d’utiliser des électrons ou rayons X. Dans
tous les cas, le rayonnement sensibilise partiellement une résine qui, sous 'impact
du faisceau d’éclairement, deviendra soluble ou insoluble dans une solution chimique
appelée développeur.

Le procédé de lithographie repose essentiellement sur trois étapes :

— L’enduction de la résine
— L’insolation
— Le développement

La figure 1.2 est un schéma général résumant les trois étapes essentielles du
procédé de lithographie.

+ Résine
photosensible

“~Substrat

1- Dépét du film de résine

T §885¢8

I . O < Masque
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2- Exposition
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1 T |- 1 1

Résine a tonalité positive Résine a tonalité négative

3- Développement

FIGURE 1.2 — Les trois étapes de la lithographie
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L’enduction : le dépo6t du polymeére photosensible est généralement réalisé sur le
substrat solide de verre ou de silicium a l'aide d’une tournette appelée également
“spinner” en anglais. Il s’agit d’un disque tournant & grande vitesse qui permet
I’étalement homogéne de la résine initialement déposée au centre. L’épaisseur du film
obtenue est ainsi uniforme et est fonction de la vitesse de rotation du substrat et de
la viscosité de la résine. Ce procédé est schématisé a la figure 1.3. Des épaisseurs de
quelques dizaines de nm a quelques dizaines de um peuvent ainsi étre déposées. Dans
le cas des résines les plus épaisses, un bourrelet indésirable apparait en périphérie.
Celui-ci est a éliminer avant ’étape d’insolation.

- " =3 _
(a) (b) ()

FIGURE 1.3 — Etapes d’enduction de résine : (a) dépodt d'une goutte de résine au
milieu du substrat ; (b) préétalement a 500 rpm pendant 10s; (c) étalement & 1000-
4000 rpm pendant 30s pour obtenir I’épaisseur voulue

Aprés I'étalement de la résine, celle-ci est encore sous forme liquide a la surface
des substrats. On effectue alors un recuit afin d’évaporer le solvant et obtenir un
film bien solide (soft bake). Il est & noter que dans le cas de résines trés épaisses
(plusieurs dizaines de um), on peut également utiliser des films fournis sous forme
de feuillets & appliquer directement sur le substrat.

N

L’insolation : aprés enduction, la résine est exposée & un flux lumineux a tra-
vers le masque de photolithographie. Ce flux lumineux initie des réactions physico-
chimiques dans la résine qui modifient sa solubilité vis-a-vis de certains solvants. Il
existe deux types de résine : les résines positives et les résines négatives.
Les résines positives : par exemple AZ et le DQN (mélange de diazoquinone
avec une résine phénoline novolak). Durant I’exposition, une transformation
photochimique se produit (réarrangement de Wolf) et un groupement carboxy-
lique apparait alors sur une terminaison du fragment sensibilisé. Les parties
insolées deviennent ainsi acides, le reste de la structure restant globalement
inerte.

— Les résines négatives : (SU8 par exemple) : D’une maniére générale, ces résines
adhérent mieux aux substrats que les résines positives et sont plus résistantes
chimiquement. L’effet de la lumiére permet la formation de liaisons covalentes
entre les chaines principales et secondaires. La résine se polymérise ainsi sous
I’effet du rayonnement pour devenir insoluble. La résolution obtenue est cepen-
dant généralement moins bonne par rapport a 1'utilisation de résines positives,
la taille du grain élémentaire du matériau étant de 'ordre du micrométre.

L’intérét principal de cette technologie est qu’en une seule étape, un grand

nombre de structures peuvent étre sensibilisées. On parle ainsi de procédé collectif
de microfabrication qui permet une diminution drastique des cotts. Lorsque 'on
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désire des résolutions inférieures au micromeétre, cet éclairement collectif devient dé-
licat. On est alors souvent amené & utiliser le balayage de la surface par un faisceau
d’électrons ce qui augmente considérablement la durée de 1’étape d’insolation et
donc le prix de revient. On peut cependant garder le caractére collectif en utilisant
un rayonnement synchrotron comme source d’éclairement et utiliser des masques
adaptés. La encore, le prix de revient de I'étape de lithographie reste lui aussi treés
élevé.

Le développement : il s’agit de ’étape de révélation des motifs latents dans la
résine. Dans le cas des résines positives, le développeur est généralement une solution
basique qui élimine les motifs de nature acide. Dans le cas des résines négatives, le
développeur g’infiltre au niveau des grains de polymére non insolé et élimine ainsi
ces parties.

1.3.1.2 Les techniques de gravure

La gravure est le procédé qui permet d’éliminer de la matiére au niveau du
substrat. Le principe consiste a rendre volatil ou soluble le matériau & éliminer en
effectuant une gravure chimique, physique ou physico-chimique. Ce processus est
généralement localisée en utilisant un masque de gravure en résine photosensible
réalisé par lithographie.

La gravure humide : la gravure humide est encore de nos jours trés couramment
utilisée car sa mise en place est relativement simple et son prix de revient est donc
faible. Elle permet ainsi un traitement de plusieurs échantillons en méme temps,
d’ott un gain de temps considérable (industriellement, on peut traiter jusqu’a 200
plaquettes simultanément).

A titre d’exemple, pour les substrats en verre, I'agent d’usinage classiquement
utilisé est 'acide fluorhydrique (HF) qui dissout la silice selon la réaction suivante :

Si0, + 6HF — H,SiF, + 2H,0

La gravure humide est douce et il en résulte trés peu de défauts structuraux.
Cependant, elle est de nature chimique donc quasi-isotrope (c’est-a-dire que la vi-
tesse d’attaque est quasiment la méme dans toutes les directions de l'espace). Elle
est sensible & I'état de surface et le controle de la vitesse est délicat & cause de la
forte influence de l'agitation nécessaire pour renouveler les réactifs en surface. De
plus, l'isotropie limite fortement la résolution des motifs ainsi que I'accessibilité aux
profondeurs souhaitées.

Dans le cas d’un cristal comme le silicium, la gravure peut étre anisotrope en uti-
lisant de I’hydroxyde de potassium (KOH) ou le tétramethyl ammonium hydroxyde
(TMAH) ce qui permet de créer des motifs définis par 'orientation des plans cris-
tallographiques.
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La gravure séche : le principe consiste a générer des espéces volatiles quittant
ensuite la surface pour intégrer la phase gazeuse. Généralement, I’échantillon est
placé devant un faisceau d’ions ou est immergé dans un plasma. En présence de gaz
neutres, des ions bombardent la surface en pulvérisant les atomes du substrat, on
parle alors de gravure physique. La gravure est trés fortement anisotrope et permet
d’obtenir des flancs trés verticaux. Mais les vitesses de gravures sont faibles et la
gravure est peu sélective.

Pour palier ces inconvénients, on peut effectuer une gravure physico-chimique
(figure 1.4). Le substrat est alors inséré dans un plasma de gaz réactifs tels que
SFg et C'Fy pour le silicium. Les ions dans la décharge pulvérisent la surface et les
radicaux permettent également la constitution d’espéces volatiles. Cette technique
est appelée RIE (Reactive Ion Etching) en anglais et est de plus en plus utilisée.

lasma
// p
_®

ions inertes
(ex: Art)

L

radicaux
(ex: F*,CF3*)

5

chimigue physique

FIGURE 1.4 — Exemple de quelques composantes physiques et chimiques en gravure
séche

Notons que plus récemment, a également été développée la gravure profonde
DRIE (Deep Reactive lon Etching) qui permet de traverser une plaquette de sili-
cium avec une trés forte anisotropie et donc d’obtenir des rapports d’aspect trés
importants. Elle consiste en une alternance d’une étape de gravure par bombarde-
ment d’un plasma d’hexafluorure de soufre (SFs) et d’une étape de protection par
dépot d’une fine couche de fluoro-carbone (C4F3). Cette technique, contrairement
& la gravure humide anisotropique, est indépendante de l'orientation cristalline du
matériau & graver.

1.3.1.3 Les techniques de soudure

La soudure, ou "Bonding” en anglais, constitue généralement la derniére étape
de la microfabrication pour un systéme microfluidique. Elle assure 1’étanchéité des
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canaux dans lesquels circulent les fluides. Pour effectuer un collage verre-silicium,
verre-verre ou silicium-silicium, deux types de techniques sont principalement utili-
sées : la fusion et la soudure anodique.

Le collage par fusion : le “bonding” par fusion thermique est la technique la plus
courante. Elle consiste & chauffer deux substrats de verre mis en contact juste au
dessus de leur température de transition vitreuse. Une fois revenus & température
ambiante, I’étanchéité du systéme est assurée par la fusion des couches superficielles
des deux substrats. L’avantage de cette technique est double, elle permet de réaliser
des systémes entiérement en verre, et donc transparents, en utilisant simplement
un four programmable. L’inconvénient majeur de cette technique est la nécessité
d’utiliser des températures élevées. Plusieurs travaux ont également montré que la
planarité, le séchage et la qualité du nettoyage sont des étapes cruciales lors du
processus de collage[16, 17, 8]. Par exemple, Harisson et son équipe sont parvenus,
grace 4 un nettoyage parfait, a sceller deux lames de verre a température ambiante|8].
Le collage par fusion est un processus particuliérement robuste.

La soudure anodique : il s’agit d'une technique de scellement assistée par un
champ électrique. Elle est typiquement adaptée au collage d’un matériau conducteur
ou semi-conducteur (silicium) avec du verre riche en sodium. Le substrat de verre est
placé au dessus du substrat de silicium et ’ensemble est chauffé & une température
d’environ 450°C'. Les ions Na™ présents dans le verre & cette température sont alors
mobiles. Suite & l'application d’une différence de potentiel a I’ensemble, les ions
positifs Na™ du verre migrent et créent une zone de déplétion & l'interface verre-
silicium. Un champ intense est ainsi créé et I’'oxygéne du verre peut alors réagir avec
le silicium pour générer une fine couche de silice et souder ainsi les deux substrats.

Afin de bien réussir cette étape de collage, il est indispensable de minimiser les
déformations mécaniques entre le verre et le silicium. Il est ainsi recommandé de
choisir des verres dont le coefficient d’expansion thermique est proche de celui du
silicium. Le principal avantage de cette méthode est 'utilisation de faibles tempéra-
tures. Ainsi, on privilégie les plus faibles températures possibles. Il faut notamment
veiller & la propreté extréme de l'interface et & sa grande planéité.

Par exemple, le collage a température ambiante d’une puce entiérement en verre
a été réalisé avec succes par Jia et al[18|. Le processus proposé, représenté a la figure
1.5, a consisté en un ensemble de lavages des substrats de verre pour éliminer les
particules solides présentes & sa surface ainsi que les contaminants organiques puis
d’immerger les plaques de verre dans une solution concentrée d’acide sulfurique entre
8 et 12h. Le collage des deux substrats est par la suite réalisé & température ambiante
pendant plus de 3 heures. Les performances électrophorétiques du microsystéme
obtenu ont révélé des résultats comparables & ceux d'un microsystéme collé & haute
température.
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FIGURE 1.5 — Processus de collage & température ambiante proposé par Jia et al. (a)
Ringage des substrats avec de ’eau sous haut débit (10 - 20 m/s) ; (b) Immersion des
substrats dans une solution concentrée de H2SO4 (8-12h) ou dans 'eau; (c) mise
en contact des substrats sous écoulement continu d’eau déminéralisée ; (d) Mise en
contact des plaques & température ambiante pendant plus de 3 h14.[18]

1.3.2 Techniques de microfabrication “douces”

Les plastiques comme le PC, le PMMA ou encore le COC ainsi que les élas-
tomeres, et tout particulierement le polydiméthylsiloxane (PDMS), constituent la
nouvelle génération des matériaux utilisés pour concevoir des systémes microflui-
diques. Leur technologie est ainsi elle-aussi amenée & évoluer de maniére croissante.

Ces technologies, dites "douces” sont basées sur le transfert de motifs en utili-
sant un moule qui déforme ou structure le matériau du substrat. Il existe déja de
nombreux procédés permettant une fabrication de masse. La principale force de ces
technologies réside dans la possibilité de réutiliser un trés grand nombre de fois un
moule primaire cotiteux et fabriqué par des méthodes classiques issues des techno-
logies dures (lithographie et gravure). Cela permet, par exemple, de compenser la
lenteur de I'étape de lithographie électronique. De plus, la possibilité de structurer
des surfaces non planaires et en trois dimensions rendent incontournables ces nou-
velles technologies pour la fabrication d’objet en masse a faible cotit. Toutefois, le
principal inconvénient est la fiabilité des matériaux utilisés et donc des problémes
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peuvent apparaitre lorsque les structures vieillissent. Ces techniques de microfabri-
cation ont été reportées dans de nombreux articles[4, 30, 2|

Nous détaillons ici ces technologies “douces” qui sont essentiellement basées sur
le matricage ou “embossing”, la micro-injection en plus de la technologie PDMS. Ces
trois techniques sont schématisées & la figure 1.6.

Chaleur

Chaleur

Mllll @  Pression

Pression

(a) (b) ()

FIGURE 1.6 — Trois principales techniques de microfabrication “douce” -(a) Moulage
- (b) Matrigage - (c¢) Micro injection

1.3.2.1 Le matricage ou “embossing”

Le matricage ou “embossing” est une technique principalement utilisée pour la
microfabrication des microsystémes en PMMA qui, a I’état solide, ressemble a un
plastique transparent, comme le plexiglas. Le principe est trés simple et consiste
& déformer physiquement une couche du polymére thermoplastique par contact et
pression sur un moule rigide. Ce moule est fabriqué dans un matériau dur comme
le silicium ou un métal (souvent le Ni). Les motifs obtenus, préalablement définis
par 'une des techniques de lithographie conventionnelles ou la lithographie électro-
nique décrite dans le paragraphe 1.3.1.1, peuvent avoir une résolution remarquable
(de T'ordre de quelques nm). L’épaisseur des structures a une grande étendue (de
quelques nm au pm), et les facteurs de forme peuvent étre élevés (plusieurs dizaines
de nanomeétres).

Cette opération est effectuée sous haute pression et 4 une température supérieure
& la température de transition vitreuse Tg du polymeére. Le succés de I'impression
dépend des propriétés viscoélastiques du polymeére et de ’adhérence du film au
moule et au substrat. Aprés 'impression, le systéme est refroidi afin de permettre
le démoulage.

La cohésion des polymeéres est due a 2 types de liaisons : les liaisons covalentes
qui forment le squelette des longues chaines carbonées, et les liaisons secondaires
(de type Van der Waals) qui relient ces chaines moléculaires entre elles. Pour des
températures T inférieures & Tg, les liaisons secondaires relient les molécules pour
former un solide amorphe, mais lorsque T est supérieur & Tg, les molécules peuvent
se déplacer les unes par rapport aux autres. Cette “liquéfaction” du polymeére permet
au moule rigide de déformer le film polymeére qui va porter en négatif les motifs du
moule. Un simple retour & une température inférieure & Tg permet la conservation
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des motifs imprimés. Ceux-ci doivent donner lieu & un contraste d’épaisseur raison-
nable pour la suite du procédé de fabrication. Le transfert des motifs imprimés dans
I’épaisseur totale de la couche de polymére peut ensuite étre assuré par une étape
de gravure ionique réactive. Cette technique est bien appropriée au prototypage et
a la production de moyennes séries.

Certaines équipes peuvent adapter ce procédé générique. Myra et al. ont ainsi
proposé une technique de production en masse de puces en PMMA et en PC|21].
Il s’agit principalement de la conception d’un master congu en résine SU8 sur un
substrat de poly(éther imide) PEI en utilisant les techniques classiques de lithogra-
phie. Le polymeére (PC ou PMMA) est ensuite matricé sur le master et le collage
est réalisé dans différents types de solvants selon la nature du matériau utilisé (puce
PMMA-PMMA ou PMMA-PC).

Zhibing et al. ont proposé une nouvelle technique de matrigage a chaud du
PMMA sans recourir a l'utilisation d’un master|[15]. Le processus proposé consiste
a serrer des fils électriques entre des plaques de PMMA. Sous une pression de 100
kPa et par application de tensions, les fils électriques généreront la chaleur nécessaire
pour la création des canaux 4 la surface du PMMA avec une faible déformation dans
le volume du polymére. Le collage a été réalisé thermiquement. Une séparation de
potassium, sodium et lithium (1mM) a été menée avec succés sur ce microsystéme
a pH 8 avec un flux électroosmotique de 2,27.107%4em?V~1s7!, ce qui correspond
aux valeurs décrites dans la littérature.

1.3.2.2 La Micro-injection

La micro-injection est une technique héritée de la plasturgie. Elle consiste en une
injection du matériau plastique liquide, & une température supérieure a sa tempéra-
ture de transition vitreuse et sous pression, dans un moule sous vide (Figure 1.6 (c)).
La piéce devenue solide est, par la suite, démoulée aprés refroidissement du systéme
en dessous de la température de transition vitreuse. La technique est généralement
lente, les moules sont délicats a réaliser et I’optimisation est complexe. Néanmoins,
cette technique est intéressante d’un point de vue industriel, pour les productions
en masse. Elle permet également ’obtention de dispositifs tridimensionnels.

1.3.2.3 Le moulage

Le moulage est, de loin, la technologie la plus utilisée pour la fabrication des
dispositifs microfluidiques de PDMS. De nombreux articles et revues détaillent ces
technologies, particuliérement intéressantes pour le prototypage rapide des struc-
tures en PDMS[4, 1, 33, 2, 31]. Le PDMS polymérisé, présenté en figure 1.7, est
un plastique trés facile & manipuler. Les principales propriétés du PDMS ont été
rappelées dans le tableau 1.1.

Ce plastique retrouve sa forme aprés la plupart des déformations mécaniques et
permet un démoulage facile sans risque d’abimer le moule. Les répliques de structures
a I’échelle de la centaine de nanomeétres ou de la centaine de micromeétres ont été
réalisées avec une grande fidélite[22)].
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FIGURE 1.7 — Réaction de réticulation du PDMS

Le micromoulage est également appelé “lithographie molle” ou “soft lithography”
en anglais[40]. Il s’agit de mouler le monomeére polymérisable sur une surface micro-
structurée pour former une empreinte de ces structures sur 1’élastomeére polymeérisé.
Il s’en suit ’assemblage du bloc d’élastomére sur un substrat choisi. Aprés démou-
lage, 'empreinte négative du moule constitue les canaux microfluidiques qu’il faut
ensuite fermer.

La figure 1.8 présente les étapes de fabrication d'un systéme microfluidique en
PDMS.

Transpareat utilisé I?D.\IS réticulé avec Riservoi i solition

COmmE masque Temprescte du canal

Photoresine négative Relief dans la résme Réservoir pour

sur substrat de silicivm obtenue par photolithographie injection de I'échantillon PDMS avec

A ' B ' C empreinte du canal

=Exposition aux UV *Percement des réservoirs
*Développement =Oxydation Plasma
*Coulée du prépolymeére *Collage a une surface plane
du PDMS

FIGURE 1.8 — Les étapes de fabrication par “lithographie douce” d’un systéme mi-
crofluidique en PDMS

L’exposition aux UV d’une résine a travers un masque permet aprés développ-
ment 'obtention d’un motif en relief (A), sur lequel on vient couler le PDMS que
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lon fait réticuler et qui épouse le relief des motifs de résine (B). L’élastomére trans-
parent qui en résulte posséde les motifs imprimés & sa surface. On peut alors y percer
des trous servant de réservoirs avant de le coller sur une autre surface plane (C),
réalisant ainsi un réseau bidimensionnel de canaux & I'image du masque initial.

Le matériel nécessaire est minimal : monomére, moules, montages pour la poly-
mérisation de I’élastomeére et pour 'assemblage des dispositifs. La polymérisation et
le traitement pour l'assemblage peuvent étre aussi simples qu’un passage dans un
four et une oxydation des surfaces par plasma Os.

La fabrication en série de ces dispositifs ne nécessite aucune expertise ni dispositif
expérimental sophistiqué. Cette caractéristique démarque la lithographie molle des
autres techniques de fabrication de microsystémes. Notons que le moule peut étre
réutilisé un trés grand nombre de fois.

Un prototypage rapide de microstructures de PDMS sans utilisation de master a
été récemment proposé par Tim et al|32]. Il s’agit simplement d’exposer du PDMS
durci de type Sylgard-184 & travers un masque & une longueur d’onde de 185nm avec
une dose d’énergie donnée puis de le développer dans une solution de 1M d’hydroxyde
de sodium et d’éthanol (1 :1) pendant un certain temps. L’absorption de la lumiére
& cette longueur d’onde provoque des scissions au sein des chaines du PDMS. Ainsi,
une réaction rapide du solvant de développement permet l'obtention de surfaces
rugueuses et de structures bien arrondies et une diminution de leur profondeur &
une dose d’irradiation donnée. Cette technique a permis la réalisation de différents
exemples, illustrés a la figure 1.9, de microstructures avec des profondeurs de 'ordre
de 5um.

FIGURE 1.9 — Exemples de microstructures en PDMS. (a) Image MEB de micro-
structures obtenues par irradiation du PDMS & 3.6 J em? (a 185 nm) suivi de
développement avec un mélange 1 M NaOH : ethanol (1 : 1 (v/v)) pendant 5 min
dans un bain ultrasons. La profondeur de la structure est de 4.5 mm (Echelle de
50 mm). (b) Profil 3D de la méme structure de PDMS obtenue par un laser “3D
scanning microscope”. (c) Profile 3D de I'image produite par copie de la structure
présentée en (a) et (b) dans le PDMS.1.9

Le polyuréthane (PU) a été également utilisé pour la fabrication de microsys-
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témes en utilisant la technique de moulage. Rappelons que la chimie du polyuré-
thane (1930) a connu un développement important avec les polymeéres organiques
pour les applications technologiques. Il a été utilisé dans plusieurs domaines notam-
ment dans la fabrication de colles (utilisées pour assembler le bois ou pour le collage
des semelles de chaussures), de meubles (coussins, assises de siéges), dans I'industrie
automobile (les siéges, les appuie-tétes, les accoudoirs, les volants, les toits ou les
tableaux de bord), dans la fabrication des enduits, laques, peintures et vernis que
cela soit dans le batiment, 'ameublement ou la protection du bois ou également
dans le domaine médical (de nombreux modéles de préservatifs sont fabriqués a par-
tir du polyuréthane). Il présente l'intérét d’étre moins allergéne que le latex tout en
répondant & de parfaits critéres de qualité. Son utilisation pour la microfabrication
de microsystémes fluidiques a été décrite pour la premiére fois par I’équipe de Whi-
tesides et al.|[41] qui a, plus tard, proposé un processus pour la microfabrication de
microsystémes en PU & partir de masters concus par lithographie classique. La puce
obtenue a permis de réaliser des séparations électrophorétiques avec une bonne effi-
cacité. Des mesures d’angles de contact ont permis de démontrer une augmentation
de I'hydrophilie de la surface des canaux en polyuréthane.

1.3.2.4 Les techniques de collage

Collage du PDMS Le collage du PDMS sur une surface nécessite une modifica-
tion des propriétés de surface du PDMS par des traitements physiques et chimiques.
Le traitement le plus utilisé est sans doute le traitement par plasma par d’oxygéne.
Dans ce cas, les groupements —O — Si(C' Hs3)2 présents a la surface du PDMS gé-
nérent des groupements silanols O — Si — OH lors de l'exposition au plasmal|5|. Le
probléme de ce traitement est sa stabilité dans le temps : le PDMS retrouve ses pro-
priétés initiales et redevient hydrophobe. En effet, la modification de la surface n’est
généralement stable que pendant 30min|27]. Pour garantir une meilleure stabilité de
la surface, des traitements supplémentaires peuvent étre effectués apres ’étape de
plasma Os. Citons comme exemples, le traitement plasma avec du Co Fs[6], le dépot
de films organiques|35, 6, 36| ou encore le recuit du film de PDMS aprés collage [37].

Les modifications de surface suite au traitement par plasma Os sont la plupart
du temps vérifiées par la mesure de ’angle de contact 6. Rappelons ici que ’angle de
contact d'un liquide sur une surface est I’angle formé entre la tangente & la goutte
au point de contact et la surface solide (figure 1.10). Lorsque I’angle de contact est
supérieur a 90°, les surfaces présentent un caractére hydrophobe (figure 1.10.b);
dans le cas d'un angle inférieur a 90°, les surfaces sont hydrophiles (figure 1.10.a).

Dans le cas du collage, la modification de la mouillabilité des surfaces renseigne
sur la force de collage. Ainsi plus 'angle de contact est faible, plus la mouillabilité
de T'échantillon est grande et plus le collage est généralement efficace[5|. Afin de
pouvoir maitriser la force de collage il est bien évidemment important de maitriser
les paramétres pertinents lors du traitement plasma : la pression du gaz, le temps
d’exposition et la densité de puissance du plasma.

Pour le collage de PDMS sur un substrat de verre, il a été démontré que 'aug-
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FIGURE 1.10 — Photos d’une goutte de liquide sur une surface (a)hydrophile et
(b)hydrophobe

(b)

mentation de la pression du plasma améliore le collage.|5]. Dans le cas précis de
I’étude présentée par S. Bhattacharya, une pression supérieure a4 100mTorr permet
d’éliminer les groupements méthyle de la surface de PDMS sans altérer les groupe-
ments siloxane. Pour une pression basse pression (<100mTorr), la qualité de collage
est déteriorée. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que ’énergie incidente est plus
élevée (augmentation du libre parcours moyen) au niveau de la surface et que la
quantité d’espéces actives est moins élevée.

En ce qui concerne I'influence de la puissance, la force du collage augmente gé-
néralement jusqu’a ce que la puissance du plasma soit supérieure & ’énergie de dis-
sociation des liaisons Si-C résultant de la détérioration de la réticulation du PDMS.
Lorsque la puissance appliquée est basse, il existe une diminution du nombre d’es-
péces réactives a la surface du substrat et donc une diminution des sites actifs a la
surface du substrat, ceci se traduisant par une diminution des groupements Si-OH
a la surface du PDMS. Dans le cas d’une puissance importante, le bombardement
ionique & la surface du substrat est important, I’énergie de dissociation des liaisons
Si — O — Si étant plus importante que celle de la liaison Si-C, le siloxane est alors
détérioré. Il s’agit donc, comme cela est souvent le cas, de trouver un compromis en
termes d’énergie disponible.

Concernant l'influence du temps d’exposition, 1'utilisation d’'une durée de trai-
tements trop importante doit étre évitée car il y a élimination des groupements
méthyles présents a la surface du PDMS. Au dela de 30s de plasma Os, la struc-
ture du PDMS en surface est endommagée. Cette détérioration peut étre due a une
concentration trop importante de groupements silanols & la surface du PDMS ce qui
entrainerait des réactions de scission de chaines & la surface. Il existe donc un com-
promis & adopter entre la pression, la puissance et le temps d’exposition au plasma

Os.

Autres techniques de collage D’autres techniques de collage polyméres-matériaux
inorganiques ou polymeéres-polyméres sont également rapportées de maniére moins
courante toutefois dans la littérature. Ryan et al[19] ont réalisé un collage d’une puce
en PMMA sous une pression de 2 psi avec 3uL d’acétonitrile/cm?. Le microsystéme
obtenu est particuliérement robuste et résiste & des pressions internes supérieures a
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2250 psi. L’efficacité du systéme a été mise en évidence par des séparations électro-
phorétiques de peptides et d’acides aminés fluorescents.

Un autre type de collage de puce en PMMA a été proposé par I’équipe de Lin|[23].
Comme présenté sur la figure 1.11, il s’agit d’utiliser un mélange de dichlorométhane
et d’éthanol en contact avec deux substrats de PMMA puis réaliser le collage par
pression 4 10N/em? pendant 5mn & température ambiante.

(A) (8)

j— =
d

\ _—

- (A) Immerse to ACE
(B) Apply DE-20
(C) Clamp for 5 min

FIGURE 1.11 — Processus du collage du PMMA par un solvant faiblement
azéotropique|23]

1.4 Nouveaux matériaux et leurs techniques de microfa-
brication de microsystémes fluidiques

La microfabrication des microsystémes analytiques ne s’est pas restreinte au
silicium, verre ou encore aux polyméres et plastiques. Bien d’autres nouveaux ma-
tériaux ont été exploités pour cette application notamment le téflon, les céramiques
et le papier. Nous tenions a rappeler ici qu’il ne s’agissait pour le moment que de
matériaux originaux mais qui, selon plusieurs critéres (cott, facilité d’utilisation ...),
nous paraissent intéressants.

Sikanen et al.[34] ont proposé pour la premiére fois un microsystéme en Ormo-
comp. Ce matériau fait partie de la famille des céramiques organiquement modifiées
et dont les propriétés peuvent étre ajustées selon I'application visée. Il peut étre
utilisé dans la fabrication des fibres optiques ou encore pour des revétements anti-
adhésifs. L’idée était alors de combiner les propriétés des polyméres organiques en
termes de fonctionnalisation et de facilité de synthése & basse température & celles
du verre telles que la dureté, la transparence et la stabilité chimique et thermique.
Le microsystéme proposé est con¢u de deux fagons : par lithographie optique re-
lativement classique et par matricage sous UV. Les résultats obtenus indiquent un
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nombre de plateaux théoriques de 10* par métre pour la séparation de protéines
intactes et 10m~! pour celle des acides aminés et de peptides. Ils révélent que le
microsystéme obtenu présente de hautes performances pour la séparation et qu’il est
de plus compatible avec la détection par fluorescence méme a des longueurs d’onde
proches de 'UV (355 nm) avec une limite de détection de l'ordre du nanomolaire
lorsque ce sont des produits naturellement fluorescents, qui sont analysés.

Ren et al.[29] ont récemment développé un microsystéme en téflon et, plus par-
ticuliérement, en perfluoroalkoxy (PFA). Le procédé de fabrication est présenté a la
figure 1.12. Il s’agit de préparer en une premiére étape un master en PDMS ayant
une stabilité importante & haute température. Cette stabilité thermique est obtenue
par ajustement du rapport PDMS Sylgard 184 et de l'agent réticulant a (5 :1). Le
master concu sert en une deuxiéme étape au moulage du téflon & 275°C' et sous une
pression de 10KPa pour la réplication des microstructures. La fermeture des canaux
est assurée par simple scellement thermique a 260°C.

A SuU-8 PDMS {A:B=5:1, ~500 -pm thick)
/ / | ,
I — BN > Glassphle
Silicon wafer 70°C, 30 min 250°C.1h
W ~10kPa |
Te .
.I@l —» . >
Spacer 275°C, 2 min

C Glass Tefion
| 3 3 g me — % TRTE

ke

Thin PDMS layer 260°C.1h Screw clamp

FIGURE 1.12 — Etapes de microfabrication de microsystéme en téflon : (A) prépa-
ration du master en PDMS, (B) moulage du téflon et (C) collage et fermeture des
canaux |29

Les dispositifs ainsi obtenus présentent une trés faible adsorption de biomolécules
a la surface des canaux. A 'inverse du PDMS, le téflon présente ainsi une perméabi-
lité relativement modérée aux gaz permettant ainsi une plus longue culture cellulaire
au sein de ses canaux. La stabilité des microsystémes en téflon aux différents solvants
organiques & été également vérifiée. Un exemple est illustré & la figure 1.13.

Si l'on parle de matériaux a bas coiit et biocompatibles, le papier n’est peut-étre
pas celui qui pourrait nous venir en premier a 1’esprit en ce qui concerne les circuits
microfluidiques. Pourtant, il a également été exploité pour la microfabrication de
microsystémes analytiques. Il a été pour la premiére fois introduit par Whitesides
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Chioroform

100 jum

FIGURE 1.13 — Résistance du dispositif microfluidique en téflon aux solvants :(A)
microsystéme de deux couches en PFA séparées par une membrane en FEP et rem-
pli par de l'acétone (Rouge) et du DMSO (Bleu)et (B) flux laminaire de solvants
organiques colorés dans un microsystéme en téflon. Adsorption des biomolécules sur
les canaux en téflon :(C) images fluorescentes de différents types de microcanaux
remplis par 100ug de GFP. (D) images par fluoresce des canaux présentés en C aprés
lavage pendant 1min.[29]

et ses collaborateurs en 2007|26] qui ont utilisé le papier comme substrat pour des
microstructures modeéles. Ils ont été, par la suite, relativement bien décrits dans la
revue de Wendell et ses collaborateurs.|9]

Ces dispositifs sont considérés comme une nouvelle catégorie de microsystémes de
diagnostic qui sont peu cotliteux, faciles & utiliser, 1égers & transporter et compatibles
avec les fluides biologiques. Les nombreux avantages du papier apportent un grand
potentiel d’application dans les régions a ressources limitées.

Whitesides et son équipe ont récemment développé un microsystéme tridimen-
sionnel en papier|25]|. Ce dispositif permet la distribution des fluides a la fois verti-
calement et latéralement et assure également le croisement des fluides sans qu’ils ne
se mélangent.

1.5 Conclusion

Le microsystéme, objet trés intégré (donc faiblement observable) présente une
forte valeur ajoutée. Ceci induit la nécessité d’une modélisation pluridisciplinaire
de nombreux phénomeénes (mécanique, électronique, matériaux, ...) qui représentent
divers domaines connexes & la conception des microsystémes dans le but de garantir
avant la fabrication, la fonctionnalité de I'objet. Plusieurs techniques de microfabri-
cation ont été développées aussi bien pour les matériaux durs tels que le silicium ou
le verre que pour les polymeéres et plastiques. De nos jours, il devient indispensable
de réduire les cotits de fabrication. Ainsi, l'utilisation des technologies issues de la
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microélectronique permet une fabrication collective (en paralléle & partir d’un méme
wafer), l'intégration de plusieurs fonctions sur une méme puce et la reproduction
d’un dispositif & des millions d’exemplaires & un cotit moindre. Les microsystémes fa-
briqués en papier présentent une nouvelle génération des dispositifs microfluidiques
et semblent étre aussi performants que ceux congus en verre ou en polymeéres.
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CHAPITRE 2

Séparation électrophorétique de
protéines en microsystémes
analytiques

2.1 Introduction

Les méthodes analytiques au format capillaire telles que la nano-Chromatographie
Liquide Haute Performance (nano-HPLC) et 1’électrophorése capillaire (EC) ont
connu un grand succés ces derniéres années. Ceci a conduit & davantage miniatu-
riser ces techniques. Les principaux avantages de la miniaturisation sont la faible
consommation d’échantillon et de réactifs, le temps réduit des analyses ainsi que la
possibilité d’une intégration fonctionnelle au sein d’un méme dispositif soit de diffé-
rents modules de prétraitement de 1’échantillon permettant la création de nouvelles
fonctions, soit de parallélisme permettant des analyses & haut débit.

Les systémes appelés “MicroTAS” (Micro Total Analysis Systems) regroupent
maintenant l’ensemble des systémes miniaturisés, ayant une dimension micromé-
trique et qui intégrent la séquence compléte d’analyse d’un échantillon brut jusqu’a
la lecture du résultat. Ces analyses ne sont pas restreintes & l'analyse chimique et
les technologies “MicroTAS” ont bien d’autres applications dans le domaine de la
biologie, de I'environnement, de I’agroalimentaire, de la toxicologie ou de la santé.

C’est ainsi que le concept de "laboratoire sur puce” (lab-on-a-chip, LOC), plus
général, a émergé plus tard pour définir un dispositif rassemblant, sur un substrat
miniaturisé, une ou plusieurs fonctions d’un laboratoire ou I'ensemble des modules
de la chaine analytique.

La chimie analytique et la biologie moléculaire ont fortement participé au déve-
loppement de la microfluidique et des laboratoires sur puce. La majorité des applica-
tions relévent principalement de ces deux domaines. Une revue assez compléte a été
publiée par Roman et al. en 2007 concernant les différentes possibilités d’intégration
au sein d'un méme microsystéme [9].

Actuellement, plusieurs laboratoires sur puce ont été développés pour ’analyse
de la plupart des molécules et macromolécules biologiques tels que ’ADN, les pro-
téines et peptides, les anticorps, les sucres, ou de petites molécules, mais aussi pour
I’analyse de cellules. Les principales applications visées en recherche et développe-
ment sont le diagnostic clinique et la recherche pharmaceutique. Les microsystémes
miniaturisés permettent par exemple de réaliser des criblages parallélisés, a haut dé-
bit, pour la découverte de médicaments. Ils ont également été largement appliqués
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aux domaines de I'agro-alimentaire et 'environnement afin de controler la qualité
de la nourriture ou la pollution des cours d’eau et de I’air [10].

De nombreux travaux menés en microfluidique et sur les laboratoires sur puce
sont liés & 'analyse de protéines et de leurs fonctions. Il est ainsi devenu indispen-
sable de détecter et quantifier des protéines d’intérét, méme au sein d’un échantillon
complexe. Les modifications post-traductionnelles (MPT) des protéines jouent un
role important dans certains processus cellulaires ou pathologiques. L’analyse en
microsystéme ciblée sur les MPT telles que les phosphorylations et glycosylations
commence & apparaitre surtout dans le domaine du diagnostic.

La miniaturisation des dispositifs d’analyse entraine une forte augmentation du
rapport surface-sur-volume. Elle favorise par exemple I’adsorption des analytes sur
les parois et ’évaporation des liquides, en particulier des gouttes. Les laboratoires sur
puce mettent en jeu différents matériaux dont on peut citer principalement le PDMS,
le PMMA, le PS, le PC, le poly(éthyléne téréphtha-late) (PET/PETG), le PI) et
le COC. A la différence de 'EC qui emploie principalement des capillaires en silice
fondue, l'utilisation des systémes d’analyse miniaturisés apporte une diversification
des matériaux et donc un élargissement des possibilités analytiques mais exige en
retour un controéle des états de surface et des interactions des analytes avec la surface
afin de minimiser leur adsorption. Des traitements de surfaces doivent ainsi étre mis
en place pour éviter ces problémes. Plusieurs solutions sont envisageables et ont été
décrites dans de nombreuses revues|7, 2, 12, 8, 1, 5].

La miniaturisation dédiée & I'analyse a pour objectif final I'intégration de fonc-
tions de préparation d’échantillons mais aussi des modules de mélange, de détection
et de séparation dans un dispositif complet d’analyse. La préconcentration est un
module qui, généralement, se situe en amont de la séparation et qui a pour but
d’augmenter la sensibilité des analyses ou d’éliminer des molécules interférentes.
La réalisation de séparations bidimentionnelles est une autre illustration de cette
intégration qui est destinée & augmenter le pouvoir de résolution d’une méthode.

Plusieurs techniques de préconcentration peuvent étre utilisées en microsystémes.
Elles peuvent étre basées sur des phénomeénes électrocinétiques telle que ’amplifi-
cation de champ électrique, ou la préconcentration par extraction sur phase solide
(SPE) ou encore I'emploi de nanocanaux|11, 3, 4] ou de membranes perméables|6].

D’autre part, la sensibilité de ’analyse en microsystéme analytique peut étre
considérablement liée & la méthode de détection utilisée. La spectrométrie de masse
est par exemple I'un des modes de détection les plus performants en couplage avec
les analyses miniaturisées mais reste difficile & mettre en ceuvre. La détection des
protéines est donc généralement réalisée par fluorescence.

L’analyse des protéines dans des LOC peut étre réalisée selon plusieurs modes de
séparation qui peuvent étre de type électrophorétique ou chromatographique. Les
techniques électrophorétiques d’analyse sont considérées aujourd’hui comme mé-
thodes de séparation analytique trés performantes, rapides, quantitatives et repro-
ductibles. Leur application potentielle et leur automatisation en font une alternative
performante par rapport a d’autres méthodes souvent consommatrices de temps.
Leur versatilité permet leur utilisation pour la séparation et la quantification de
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nombreuses molécules biologiques aussi variées que les protéines, les anticorps et les
sucres.

L’intérét pour cette nouvelle technologie a donc augmenté de maniére considé-
rable au cours de ces dix derniéres années. Ceci s’est accompagné d’une forte aug-
mentation du nombre de publications dans ce domaine scientifique mais également
d’un accroissement du nombre d’instruments commerciaux qui lui sont dédiés.

Dans ce chapitre, nous présentons une revue sur les derniéres avancées techno-
logiques (jusqu’a 2010) en termes d’analyses de protéines en microsystémes analy-
tiques en se focalisant sur celles qui reposent sur des séparations électrophorétiques.

Nous détaillons ici de facon exhaustive les phénoménes impliqués, les différents
traitements de surface utilisés ainsi que les différentes techniques de préconcentration
et de détection pouvant étre intégrées pour augmenter la sensibilité des analyses.
Nous présentons également les différents modes de séparation utilisés en microsys-
témes analytiques pour la séparation électrocinétique de protéines.
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1 Introduction

The miniaturization of CE was one of the earliest examples
of uTAS systems to emerge in the early 1990s [1]. This new
technique resulted from a combination of conventional CE
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Recent innovations in protein separation
on microchips by electrophoretic methods:
An update

Lab-on-a-chip electrophoresis is becoming increasingly useful for protein analysis,
thanks to recent developments in this field. This review is an update of the review
we published at the start of 2008 [Peng, Y., Pallandre, A., Tran, N. T., Taverna, M.,
Electrophoresis 2008, 29, 156-177]. The superiority of polymers for the manufacture of
analytical microchips has been confirmed. This trend implies several modifications to the
processes previously used with glass/silicon chips and requires a better understanding of
the interfacial phenomena of these materials. Significant progress in chip-based tech-
niques for protein analysis has been made in the last 2 years. In addition to advances in
traditional electrokinetic modes, counter-flow gradient focusing techniques have
emerged as useful methods not only for separation, but also for the online preconcen-
tration of samples. This review, with more than 175 references, presents recent advances
and novel strategies for EOF measurement, surface treatment, sample pretreatment,
detection and innovations relating to the different modes of separation.
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for the analysis of ultra-small volumes (nL) with micro-
fabrication techniques.

The microchip concept has since attracted considerable
attention among researchers worldwide, as witnessed by the
growing number of applications for microchips in many
areas of analytical science (e.g. sample preparation, detection
and separation modes) and by the many reviews dealing
with microchips in analytical chemistry that have appeared
in the last 2 years [2-19]. Microchips for the analysis and
separation of biomolecules, including proteins in particular,
have advanced tremendously in recent years.

In this review, we discuss and summarize novel and
improved techniques and applications of protein analysis on
microchips based on electrically driven methods. This
review follows on from a previous review dealing with
studies published before 2007 [20].

We will begin by describing the role of EOF and the
various means for controlling and adjusting it in micro-
channels to achieve high separation efficiencies for proteins.
We include an exhaustive summary of the reported methods
for accurately measuring on EOF on all types of chips, from
the simplest to the most sophisticated. Unfortunately,
analyte adsorption on the surface of microchip channels
remains a major drawback of on-chip protein analysis.
Adsorption can interfere with microfluidic transport and can
affect separation performance and reproducibility. In
addition, the uncontrolled adsorption of fluorescently
labeled proteins, for example, may dramatically decrease
detection sensitivity. It is therefore necessary to modify the

microchip
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channel surface, whatever the type of microchip used, to
minimize undesired adsorption. Most CE chips are made
from various glass substrates, from inexpensive soda lime
glass to high-quality quartz. Various polymers have recently
been used to make microchips for CE separation. These
polymers include cyclic olefin copolymer (COC), PMMA,
and PDMS. Whatever the microchip material used, it is
important to adjust the EOF magnitude to improve resolu-
tion. Excellent reviews devoted to the surface treatment of
microchips for electrophoretic separation have been
published [21-25]. Dynamic adsorption and permanent
surface modification are the two strategies most frequently
used for the surface treatment of microchips. Dynamic
adsorption is a simple, rapid surface modification techni-
que, in which surface modifiers are added to the separation
buffer and physically adsorbed onto the channel surface.
Permanent surface modifications involve specific chemical
reactions to change the surface composition and properties
and are generally performed before the separation.

The sensitivity of MCE at low concentrations is known
to be problematic in many cases, due to the short optical
path length or extremely small amount of sample injected.
Various on-line sample preconcentration techniques, (e.g.
electric field gradient focusing (EFGF), temperature gradi-
ent focusing (TGF) and ITP) [19, 26] and applications of
highly sensitive detection schemes have been developed to
overcome poor sensitivity. These techniques have been
applied to MCE and are described in Section 3. Recent years
have witnessed the evolution of common “chemical” stra-
tegies of preconcentration, consisting principally of stacking
approaches, into more sophisticated systems facilitated by
the high integration capacity of microchips. The creation of
chips with multiple functions is important for the genera-
tion of more complex systems incorporating multiple
analytical operations into a single device [26-31]. The field of
detection has also been enlarged beyond fluorescence, to MS
and conductivity in particular, with several new examples of
successful protein detection in microsystems.

Finally we also review, in Section 4, recent innovations
focusing on the different separation modes for the MCE of
proteins, such as electric field gradient techniques (EFG),
with an update on classical separation modes, such as CZE,
MEKC, CGE and IEF [32-35].

Even over the short time frame considered here, this
young and dynamic field has produced important contri-
butions, with the description of new and unique techniques,
and several new applications. This emerging, rapidly
developing field of research has led to the publication of
almost 175 publications and reviews.

2 Impact of EOF and surface treatments
on protein separation

The optimization of a large number of parameters is

required to achieve high-resolution protein separation in
lab-on-a-chip (LOC) devices. The surface charge of the

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Electrophoresis 2010, 31, 147-173

separation channel and its associated EOF are the most
widely studied of these parameters.

However, analyte adsorption is often observed when
analytical chips made from commercial polymers or glass.
This phenomenon leads to local variation in EOF, a loss of
analytical performance and poor reproducibility.

This has led to the emergence of methods for the
accurate measurement of EOF on chips [36]. As this topic
was not dealt with in our first review, we will focus on the
different strategies that have been developed to measure
EOF on chips. Recently developed surface treatments and
EOF modulation methods will then be presented to illus-
trate ways in which the surface charge of LOC devices can be
fine-tuned and used to increase protein separation effi-
ciency. Only papers published since 2006 describing simple
ways to treat the surface of microchip for protein separation
will be discussed here.

2.1 EOF measurement

For counter-electro-osmotic separation, the following Eq. (1)
shows the direct correlation between the resolution Rg and
the magnitude of mobilities

1 Apep

4 (e + pep) @

Avpep the difference in electrophoretic mobility between the
two species, fiep the mean electrophoretic mobility, peo the
electroosmotic mobility and N the theoretical plates.

Based on this relationship, the resolution may be
increased by ensuring that the absolute values of EO and
electrophoretic mobilities are approximately equal. Efficient
protein separation therefore often requires a fine adjust-
ment of EOF intensity.

The origins of EOF were described in detail in a recent
paper by Beattie [37]. However, the interfacial phenomenon
and the electrical double layer at the polymer surface remain
poorly understood, as pointed out and discussed in a paper
in 2003 [38]. Some very recent papers present a detailed
discussion of EOF on polymer chips [39, 40]. The main
difficulty in understanding EOF in polymeric microchips is
identifying the origin of the charges. According to Beattie,
the surface charge of such complex interfaces is probably
due to the hydroxyl ion [37]. These authors also discussed
the source of interfacial charge when water is present at the
hydrophobic interfaces of polymeric microchannels. They
assumed that hydroslip played a key role in the electro-
kinetic migration occurring on such devices, due to a high
shear rate. The concentration of dissolved gas also strongly
affects the slip because these two factors seem to be directly
correlated.

Most EOF measurement techniques were developed in
the last 25 years [36, 41]. One recent review focused on EOF
measurement on chips and provides specific details about
these methods [36]. Most of these measurement techniques
are adapted from those reported for conventional CE. We
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will therefore focus here on methods successfully adapted
for COC measurements. Finally, most of these methods can
be classified into the following major categories: (i)
sampling zone method, which is based on Kolchrausch
regulating function; (ii) current monitoring; (iii) neutral
marker detection; (iv) frontal electrophoresis; and (v) in situ
methods.

The sampling zone method was introduced as early as
1998, by Fu et al. [42]. Several alternative methods have since
been proposed, making use of different detection systems:
amperometric detection [36], conductivity detection [43] and
indirect LIF detection [44]. The underlying principle is based
on the system peaks phenomena extensively described in
previous publications [45, 46]. Wang et al. added diluted
electroactive ionic species to the BGE and injected a sample
similar to the BGE but at a different concentration. This
created a sampling zone driven by the EOF, which was
detected at the end of the channel. The EOF was deduced
from the migration time of the negative peak.

The current monitoring method is slightly easier to use
with microfluidic chips because amperometric detection is
replaced by current measurement [47]. This method is the
most widely employed to measure EO mobility on chips.
Two BGE at different, but similar, concentrations are placed
in each reservoir of a channel chip. The channel is filled
with the same electrolyte as the end reservoir. The current
required to maintain a constant electrical potential by a
generator is recorded against time as the solution in the first
reservoir flows into the channel and replaces the second
electrolyte. This technique is based on the hypothesis that
the resistance of the channel corresponds to the sum of the
resistances of highly conductive zones and weakly conduc-
tive zones. The main limitations of this technique are that
EOF is measured for a variable electrolyte composition, low
EOF cannot be measured accurately and the non-linear
changes in current making it difficult to estimate the EOF
from the theoretical intersection of two straight lines.

Another type of method, adapted from techniques
developed for conventional CE, involves measuring the
migration time of neutral markers [48-55]. Several methods
have been derived from this technique, including the use of
non-neutral markers, the electrophoretic mobility of which
is evaluated by a complementary technique, such as CE, for
deduction of EO mobility from apparent values measured
on a chip [56]. These methods are easier to handle but are
limited by the adsorption of the markers to the channel wall.

Shakalisava et al. recently introduced a new method for
EOF measurement based on frontal electrophoresis on
microchips, with fluorescent markers and optical detection
[57]. This method requires a simple monochannel micro-
chip and does not require voltage optimization for sample
injection and separation.

The last type of techniques is often referred to as “in-
situ” techniques. Particle imaging velocimetry or particle
tracking velocimetry is the most famous technique of this
type. In most situations, fluorescent beads are placed in the
microchannel and the motions of each particle can be
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measured by image analysis [58]. A video camera is used to
record images at regular time intervals and image proces-
sing by cross-correlation makes it possible to measure the
mobility of the particles. This technique, unlike many
others, can provide a precise image of EOF heterogeneity in
the microchannel. However, it is limited by the difficulty
that only transparent chips can be used for this kind of
measurement. The electrophoretic mobility of the particle is
subtracted by a calibration step because most of the
commercially available fluorescent mnanoparticles have
widely dispersed electrophoretic mobilities. This step clearly
complicates particle imaging velocimetry measurement.

Another type of measurement is possible but has yet to
be adapted to microchips: techniques based on measure-
ments of the amount of liquid effluent leaving the channel
over time. Measurements of liquid weight as function of the
time are directly linked to the flow of liquid generated by
EOF. However, the main limitation of this technique, which
has precluded its transposition to chips, is evaporation. A
low-conductivity electrolyte could be used to reduce Joule
heating and, thus, evaporation. This would make it possible
to use this technique for LOC measurements, provided that
temperature could be efficiently controlled.

2.2 Surface treatment of microchip for
electrophoresis

The large surface-to-volume ratio of analytical microchips
places surface chemistry at the forefront of separation
techniques. Polymer-based microfluidic chips have recently
been developed and have become valuable tools for
separating biological molecules more cheaply and reliably.
However, most of the polymers used in the production of
analytical microchips, including PDMS, still have certain
defects, such as the strong adsorption of hydrophobic
molecules. Proteins are particularly prone to surface
adsorption in polymer-based chips, as well as on glass or
silicon chips. This phenomenon decreases separation
efficiency and results in poor resolution. The most common
strategy for dealing with this problem involves treating the
surface to obtain hydrophilic microchannels [10]. A number
of reviews dealing with surface treatment for electrophoretic
separation have been published [21, 22, 25].

As this emerging field was not discussed in our previous
review, we will focus here on recent publications (since
2006) describing simple methods for coating channel walls.

Covalent/adsorbed coatings and static/dynamic coatings
have been developed to minimize the non-specific adsorp-
tion of proteins. Acrylamide, cellulose, PEG and their deri-
vatives are commonly used for the modification of
microchannels. New surface treatment for polymer chips
have also been developed, as the patterning of polymer
substrates is cheaper and easier than the methods used for
glass or silicon microfabrication. Several studies have
recently suggested the use of sandwich technology, or even
the mixing of several materials, to achieve coating
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procedures compatible with several materials. However,
these techniques are likely to make surface treatment much
more complicated [59-61].

2.2.1 Polymers and derivatives

Polymers are widely used for chip surface treatment and
PEG, celluloses and their derivatives are by far the most
frequently used polymers.

Wang et al. used a biocopolymer based on chitosan with
primary amino groups to form a film on the surface of
PDMS chips [62]. PEG chains were attached to the chitosan
biopolymer in situ, after its deposition on the microchip. The
main advantage of this non-covalent strategy is that oligo-
meric PEG chains can be grafted onto the chip in mild
conditions without organic solvent, thereby preventing
swelling of the PDMS. Wang assumed that hydrophobic
interactions and hydrogen bonds were the primary points of
anchorage. EOF was decreased by a factor of two and non-
specific adsorption of biomolecules was also found to be
decreased by this treatment. The EOF of the modified
surface channel appeared to be more stable than that of the
native PDMS channel. Biofouling was characterized by
fluorescence microscopy, using FITC-tagged BSA as a
model protein well known to adsorb onto the PDMS surface.
No fluorescence was observed after 24 h of incubation with
BSA and rinsing.

PEG has been silylated after its adsorption onto a glass
microchip and Timperman’s group showed that longer PEG
chains are associated with lower EOF [63]. PEG has also
been used to coat acrylic plastic chips for EFG separation, to
improve protein separation and prevent biofouling [64].

Cellulose can be used as an alternative to PEG and
acrylamide. Baba’s group has thermally immobilized
hydroxypropyl methyl cellulose (MC) on PMMA microchips
[65]. This resulted in a much lower EOF of only
4x107°cm?/V's, as measured by the current monitoring
method. This strategy makes it possible to prevent hydro-
phobic interactions between SDS, SDS-protein and the
PMMA channel wall. In a previous study, the same group
developed an efficient method for dynamically coating the
PMMA microchip with MC to reduce protein adsorption
with a non-ionic detergent [66]. They more recently used an
evaporation step, after rinsing the PMMA chip with
MC, to limit protein adsorption [67]. However, this techni-
que had a weaker effect on EOF than that based on hydro-
xypropyl MC, as they obtained an EOF value of about
1x107° cmZ/Vs.

Soper and Shadpour dynamically coated their 2-D
PMMA chip with methyl hydroxyethyl cellulose (HEC), to
separate 633 Alexa Fluor-proteins by SDS-CGE and MEKC
methods [68]. Zhang et al. also reported dynamic coating
with HEC in COC microfluidic devices [69]. This treatment
decreased EOF by 70% and BSA was separated with 10*
theoretical plates in a 3.3-cm-long microchannel.

Liu et al. have developed a PEG functionalized acrylic
copolymer for the production of an adsorption-resistant

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Electrophoresis 2010, 31, 147-173

microfluidic chip [70]. This strategy is of particular interest
because it avoids the need for surface treatment through the
synthesis of a new material for the direct microfabrication of
electrophoretic microchips. The microfabrication process is
similar to that used for PDMS microchips. The UV-visible
transmittance was measured and found to be slightly lower
than some of the grades of PMMA used for microfabrica-
tion. FITC-labeled HSA was analyzed electrophoretically on
the copolymer chip and the symmetric peak shape obtained
demonstrated lower levels of interaction between the surface
and HSA. This copolymer chip separated peptides and
proteins with a high efficiency. The hydrophobic adsorption
of a brush-like copolymer of butyl methacrylate and PEG
onto the PMMA microchip has also been used for the
separation of BSA and lysozyme [71].

The covalent grafting of polyethyleneimine onto PMMA
microchips has been used to achieve the separation of basic
proteins. This strategy leads to a reversal of the EOF [72].
Another interesting approach for tuning the EOF involves
the water-plasma hydroxylation of PMMA before bromosi-
lylatation to stabilize and increase EOF mobility [73]. Other
strategies for modifying the surface with biocompatible
materials have been described. Butyl moieties of a phos-
pholipid copolymer have been added to a PMMA chip [74].
The coating provided a stable EOF and low levels of serum
protein adsorption.

Root et al. recently performed size-based protein
separation with an acid-labile surfactant (ALS) on a glass
microchip dynamically coated with  poly-(N-hydro-
xyethylacrylamide) polymer [75]. Proteins from 18 to
116 kDa in size were separated with high resolution with
ALS and SDS for comparison. This study, like many others,
clearly indicates that polyacrylamide (PAA) remains one the
best molecules for coating the inner channel of microchips
for protein separation.

2.2.2 Surfactants

Over the last 10 years, surfactants have made a major
contribution to the impressive separation of proteins on
microfluidic chips.

The dynamic modification of PDMS chips by non-ionic/
ionic surfactants is probably one of the easiest methods for
controlling EOF and improving the non-fouling properties
of PDMS.

Huang et al. proposed a dynamic modification of
channels with a mixture of two surfactants, n-dodecyl-B-p-
maltoside (DDM) and SDS, in various proportions [76].
Surface charge density and EOF can be finely tuned by
varying the SDS/DDM ratio. High-resolution electro-
pherograms have been recorded for ladders of streptavidin
with different numbers of attached Alexa fluor molecules.

Wang et al. very recently used DDM to alter the channel
surface of a PDMS/glass microchip and to make it more
hydrophilic and non-ionic [77]. In conjunction with this
treatment, hyproxypropyl cellulose was added to the elec-
trolyte to suppress adsorption and to serve as a sieving
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matrix. With this system, the baseline resolution of lipo-
proteins was achieved.

SU-8 is a photoresist commonly used in the fabrication
of master PDMS microchips, but it can also be directly used
in the manufacture of microfluidic chips. Sikanen et al. have
compared SU-8 microchips with commercial glass micro-
chips [78]. FITC-BSA was electrokinetically analyzed on both
kinds of chip. The adsorption phenomenon, which is
stronger on SU-8 chips than on glass chips, is easily
decreased by adding anionic surfactants and SU-8 developer.
This treatment also improved the repeatability of migration
time and the SU-8 chip was shown to be of particular
interest for protein analyses requiring a high EOF and low
levels of protein adsorption. Chip manufacture with this
photoresist is straightforward, and the dimensions can be
precisely controlled to ensure reproducible analyses [79].

A covalently grafted PEG-PDMS chip was recently
developed by Zhou et al. [80]. PEG additives terminating in a
vinyl group were added to the PDMS prepolymer. When the
PDMS was thermally cured, the vinyl group reacted with the
silane groups on the PDMS, covalently linking the PEG
group to the PDMS network. The ability of the resulting
surface to suppress non-specific adsorption was tested with
FTIC-labeled BSA. The presence of SDS in the buffer
increased the separation time, but also increased the reso-
lution of FITC-lysozyme and FITC-cytochrome separation
on a 0.5% PEG-PDMS microchip. This surfactant was
shown to adsorb to the surface and to increase EOF.

In the most recent publications describing the use of
surfactant to reduce protein adsorption, SDS was the most
frequently used surfactant for the separation of protein
mixtures on chips.

2.2.3 Other strategies for improving protein analysis

It is currently difficult to imagine one universal coating or
surface treatment that could optimize the separation of all
proteins on all kinds of chip material. For this reason, this
field of research remains highly active, with new strategies
frequently being developed.

Novel semi-stable coatings and supported lipid bilayer
membranes initially developed for CE have been recently
been adapted to microchips [81]. Phillips et al. demonstrated
that bilayers of phosphatidylcholine are suitable for use to
coat hybrid glass-PDMS chips. With this system, green
fluorescent protein (GFP) was separated very efficiently
from a eGFP-Crakl fusion protein in cell lysates. The
stability of this zwitterionic and negatively charged
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membrane was demonstrated by EOF measurements.
Recently, thermoresponsive poly-N-isopropylacrylamide was
covalently attached to PDMS chips by Sugiura et al., to
control protein adsorption (Fig. 1) [82]. These authors
detected less than 1% IgG on the modified surface of the
PDMS chip after washing the surface at 10°C with PBS
(Fig. 1) [82]. They suggested that the thermoresponsive
properties of this polymer should facilitate efficient protein
separation at relatively low temperature.

Ionic liquids (IL) also provide an interesting alternative
for overcoming protein adsorption. Xu et al. used IL in
ternary systems with water and non-ionic surfactant to
modify the surface of PDMS chips. An excellent synergistic
effect was demonstrated between IL and surfactant [83]. The
addition of IL to a phosphate buffer resulted in an increase
in EOF. In hybrid systems of this type, the adsorption of
fluorescent dyes and protein is minimized. Due to the high
ionic conductivity of IL, field-amplified sample stacking
(FASS) was observed. The same authors subsequently used
1-ethyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate as the
supporting electrolyte, with SDS, for MCE with LIF detec-
tion [84].

The 1-ethyl-3-methylimidazolium
molecule is highly conductive, with a low viscosity and low
joule heating and is miscible with water. It decreased
protein adsorption and, in label-free protein analysis, a sub
ng/mL detection limit was achieved for several proteins.
These authors have recently used 1-butyl-3-methylimidazo-
lium dodecane sulfate (BAS), a type of IL surfactant, due to
its capability to prevent protein adsorption to PDMS chips
[85]. They demonstrated that this molecule is superior to
MEKC in many ways (see Section 4.1).

Finally, one set of new strategies is based on multiple or
complex synthesis steps, generating densely packed and
homogeneous coatings. Atom-transfer radical polymeriza-
tion (ATRP) has recently appeared as a useful strategy for
minimizing protein adsorption. Sun et al. explored the use
of surface-initiated ATRP to grow a PEG-functionalized
layer on a polyglycidyl methacrylate-co-methyl methacrylate
(PGMAMMA) surface [86]. These authors compared two
new methods (hydrolysis and aminolysis) with oxygen
plasma treatment for activating the PGMAMMA surface
before immobilizing the ATRP initiator. Hydrolysis gave a
better separation of proteins, and it was suggested that this
was because the ethylenediamine used during aminolysis
treatment damaged the microchannel surface. Pan et al.
developed a similar technique, “in-channel ATRP,” for
modifying thermoset polyester (TPE) microchips [87]. The

tetrafluoroborate

3rd Wash (10 )

Figure 1. Confocal laser scanning
microscopy of poly-N-isopropylacryla-
mide grafted onto a PDMS microchan-
nel showing the presence or absence
of FITC-biotin after several washes
with 1mL of PBS (reprinted with
permission) [82].
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resulting PEG-functionalized TPE surface displayed low pH-
stable EOF and low levels of protein adsorption.

In these publications reporting ATRP-based strategies
for producing microchips, some of the results obtained
concerning the separation of protein mixtures are clearly
impressive and will be discussed in the section devoted to
CZE separation. However, it should be stressed that these
approaches, although quite promising, require very specific
synthesis skills for production of the microchip.

Prospects for the development of future surface treat-
ments to improve the electrophoretic separation of proteins
depend on the introduction of polymer multilayers [88] and
active electrical control of the surface charge by inorganic
layers in a system referred to as the gate-controlled surface
[89].

Polymer multilayers are of potential interest for the
maintenance of more constant EOF values, but the perfor-
mance of these multilayers in the prevention of protein
adsorption depends strongly on the chemical nature of the
protein. Alkaline, acidic, hydrophobic and hydrophilic
proteins therefore cannot be efficiently separated simulta-
neously on the same multilayer coating.

Gate-controlled electro-osmotic devices bearing elec-
trically active interfaces on the separation channel are
considered promising. In such devices, the surface charge
can be adjusted by an electrically polarizable interface
controlled by electrodes. However, it will probably be
necessary to combine this versatile strategy with the use of
thin organic coatings to limit protein adsorption, and
scientists working in the field of microfluidics will need to
develop this area of research further. Progress is slowed by
several problems relating to the control of electrochemical
phenomena, the integration of gate electrodes and finding
electrical material suitable for the fine-tuning of the EOF. In
conclusion, electroactive surfaces for controlling the surface
charge of the channels are likely to be a key development
addressing the issues of surface treatment in microchips.
However, several technological advances and also expensive
facilities are required for the micromanufacture of such
complex devices. Most analytical scientists will probably
continue to use PEG and cellulose derivatives to coat
microchips for protein electrophoretic analysis, as these
molecules currently have a superior performance for the
reduction of EOF and adsorption.

3 Pretreatment and detection of protein
samples on microchips

3.1 Preconcentration of proteins

Target proteins in biological samples are often present in
trace amounts. Specific purification procedures are there-
fore required to concentrate them and to remove unwanted
salts and buffer components, together with more abundant
proteins, for subsequent analysis. These preconcentration
steps are necessary to improve separation efficiency because
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only small amounts of sample can be handled within the
microchannels of microdevices. Sensitivity is also a major
concern when considering preconcentration steps on chips.
Various strategies may be used to enhance the sensitivity of
microdevices. The most frequently used techniques for
increasing microchip sensitivity are of two types: static and
dynamic online sample preconcentration [19, 26].

3.1.1 Dynamic online sample preconcentration
methods

3.1.1.1 ITP and transient-ITP

ITP is a simple and effective separation and preconcentra-
tion method easily integrated into chips to precede other
operations, including zone electrophoresis in particular. In
ITP, a long sample plug is injected between discontinuous
buffers containing leading electrolyte (LE), and terminating
electrolyte (TE) solutions. The LE solution contains ions of a
higher effective mobility than those of the sample, whereas
the TE solution contains ions of lower effective mobility.

Cui and coworkers [90] suggested using ITP stacking to
concentrate a mixture of three fluorescent proteins in a
microfluidic PDMS chip with two T-junctions (Fig. 2) [90].
The LE used in this work was 10 mM HCl in Tris (pH 9.5),
and the TE was 60 mM e-amino-n-caproic acid in Tris (pH
10). The sample solution contained R-phycoerythrin, GFP
and allophycocyanin mixed and diluted in the LE solution to
concentrations of 0.03, 0.06 and 0.06 pg/uL, respectively. All
the solutions were prepared with 2% w/v MC, to decrease
EOF. The protein samples initially introduced into the
microfluidic chip were successfully stacked into adjacent
zones with an estimated concentration 40 times higher than
their initial concentration.

Mohamadi et al. have recently reported a fully auto-
mated preconcentration and stacking method based on t-t

R

R W 15
1 T2 0.
1] 5 1] T1
[l Leading Eleciralyie gh
.Prolm‘n Sample Solution

+ | Terminating Elactrolyle

R4

Figure 2. Schematic configuration of a PDMS microchip allow-
ing ITP preconcentration of proteins. The protein sample
solution is superimposed on the LE. Ry_, are reservoirs and
Tq_» are T-junctions. Constant voltages are applied between R,
and R,, whereas Rz and R, are left electrically floating. The
lengths of the straight channel and branch channels are 20 and
5mm, respectively. The microchannel is 10mm deep and
300 mm wide. Reprinted with permission from [90].

|| 2% MC Solution

www.electrophoresis-journal.com



Electrophoresis 2010, 31, 147-173

A B

SR @
Pretsin
samphs|
BR BW « W - @
E,
B e,
W 450w @
D asav (*) E A @
Fratuin Lo}
samples Prmas Gy
@ g o = E1D® @ @y
E, 0y Gy I
o K
M

J!Uv@ m”@

O
o

1450w

Microfluidics and Miniaturization 153

Rapusan dome
wom
fow ity co-ora

@ E r;l,—c-f:_-. g E,CI cr @

dS&u@
F  win

aay sampkes

e @ " tl[-o

1!
aay ITF oy

e

Figure 3. Schema of online ITP preconcentration. (A) Chip layout. The BW, SW and all the channels were filled with the desired
concentration of MC in the LE. The BR reservoir was filled with the same concentration of MC as used in the microchannels but prepared
in the TE. The sample was loaded into the SR reservoir. (B-F) The channel intersection during sample injection and preconcentration.
Part (B) shows the sample flow before arrival of the TE zone at the intersection. Part (C) shows the intersection of the TE zone facing the
sample flow. Part (D) shows the intersection after switching the voltage to the separation step. Part (E) shows formation of the sample
plug at the beginning of the separation channel. Part (F) shows the stacked protein sample zones resulting from the transient ITP. Parts
(D-F) show autonomous phenomena, occurring sequentially with no stop in less than 1.5s. E1, E2 and E3 show the electric field strength
in TE, sample and LE zone, respectively. Reprinted with permission from [91].

ITP on a standard cross-channel microchip made of PMMA
(Fig. 3) [91]. The ITP stacking was followed by on-a-chip
non-denaturing gel electrophoresis (GE) in MC solution,
which successfully separated the free HSA from its immu-
nocomplex. The LE buffer was 20 mM Tris-HCI (pH 8.3)
supplemented with 0.01% Tween-20, to decrease protein
adsorption onto the microchannel walls, and the TE buffer
was 192 mM glycine in 25 mM Tris (pH 8.3). ITP-based
sample stacking increased the peak intensities of the labeled
HSA and the anti-HSA antibody by factors of 40 and 270,
respectively. The addition of 5 or 10 mM NaCl to the LE
enhanced the signal by a factor of 800.

Recently, Lin et al. combined ITP with GE on a plastic
device for the on-chip sample preconcentration of FITC-
labeled protein markers [92]. In this work, the ITP-GE
microchip design made it possible to introduce the sample
and TE solutions simultaneously, via a single syringe pump,
to form the sandwiched zones. Figure 4 [92] shows the
stacking and separation of six FITC-labeled protein markers.
If the strongest peak, that for BSA, is used for normalization,
the normalized peak height of the other five proteins after
stacking is 2-3.5 times that for BSA. Moreover, the weakest
peak, that for trypsin, displays the greatest enhancement of
peak height of any of the proteins present. These observations
strongly indicate that ITP stacking preferentially increases the
concentration of analytes with lower concentrations. Such
discrimination could lead to a decrease in the dynamic
detection range and has not been reported for other enrich-
ment methods in CE. This phenomena, however, is char-
acteristic for ITP methods alone and has been reported
previously for protein separation [93].

A microchip-based immunoassay combining ITP with
GE for the preconcentration of antigen and antibody before
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binding was recently developed by Park et al. [94]. This ITP
system increases the sensitivity of an immunoassay for
a-fetoprotein by a factor of 200. The quartz-based LabChip
developed in this work generates high-quality data, through
intelligent control of the automated system. Similarly, an on-
chip immunoassay involving ITP concentration, in-channel
reaction, CGE separation and LIF detection has been shown
to be a potentially rapid and sensitive method for both clinical
and research applications. This device was described for the
measurement of o-fetoprotein, which was detected within
136's, with a detection sensitivity of 5 pM [95].

Despite the small number of examples of successful
protein enrichment by ITP, this technique remains a flexible
and powerful method for the online concentration of
biomolecules and can provide very high enrichment factors
for low-concentration samples.

3.1.1.2 Field amplified stacking-based methods

Many online sample preconcentration methods for proteins
have been proposed. One of the earliest examples used on
microchips is provided by field-amplified stacking-based
methods. These methods include FASS [19, 96-98], field-
amplified sample injection (FASI) [26, 96, 97], large-volume
sample stacking [26], pH-mediated stacking and normal
sample stacking [26]. In this work, we focus on FASS and
FASI because these are the simplest methods and also the
most widely used in recent years.

Generally speaking, FASS involves injecting a plug of
samples in a low-concentration buffer into a BGE of the
same composition, but at higher concentration. An electrical
field discontinuity is generated across the concentration
boundary. Charged analytes are then automatically stacked
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Figure 4. Separation of 1000 ppm and 100 ppm of FITC-labeled
proteins markers without stacking (A and B, respectively) and
with stacking (C). Reprinted with permission [92].

due to a change in velocity on crossing the concentration
boundary. This “stacking” effect results in a substantial
concentration of the analyte at the concentration boundary.
Other mechanisms based on changes in the pH or viscosity
of the BGE have been proposed to establish a difference in
velocity between the two regions.

FASS is very simple and easy to apply to a wide range of
analytes, including biomolecules such as proteins. FASS is
thus the most common method used for CE applications.
However, FASS has one major disadvantage: samples must
be prepared in low-conductivity matrices, limiting the use of
this method to low-conductivity samples.

Until now, FASS has been largely underexploited for
analyses of proteins on microchips. The most recent attempt
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to use this technique is that reported by Yang et al. [99]. On a
glass microchip coated with a polyallyl-glycidyl ether-co-N,N-
dimethylacrylamide to decrease EOF and to control the exact
location of the stacked sample, a fluorescein-labeled protein
was separated from fluorescein sodium salt by stacking,
which increased the signal by a factor of about 100.

FASI is a modified version of FASS based on the
difference in conductivity between the sample solution and
BGE. It is the most frequently used stacking method, due to
its simplicity and practicality.

Pan and Zhao [100] recently reported a highly effective on-
a-chip concentration method for the detection of GFP on a
simple cross-channel microchip by combining field-amplified
concentration and reversed-voltage concentration. The field-
amplified preconcentration was achieved by applying the
appropriate voltages to the various reservoirs of the microchip.
GFP was then stacked in the BGE zone, close to the sample/
BGE boundary. The application of a new set of voltages led to
another round of field-amplified stacking because of the
presence of a boundary between the low-conductivity matrix
and the high-conductivity GFP-concentrated zone. GFP was
stacked in the running buffer close to the boundary. The
results obtained demonstrate the importance of both the field-
amplified preconcentration and reversed-voltage concentration
steps for maximizing the GFP concentration factor. With field-
amplified preconcentration only, the GFP signal was increased
by a factor of only 6. With reversed-voltage concentration only,
GFP was concentrated by a factor of 10. However, with a
combination of field-amplified preconcentration and reversed-
voltage concentration, the total concentration factor was 14.

FASS and FASI are simple and almost universal
methods for the online preconcentration of proteins.

3.1.1.3 Sweeping

Sweeping is a powerful online sample preconcentration
technique that improves the detection sensitivity of MCE. This
approach is designed to focus the analyte into narrow bands
within the channel, thereby increasing the sample volume that
can be injected, with no loss of MCE efficiency. It makes use of
the interactions between an additive, such as a pseudostationary
phase (PSP) or complexing agent, in the separation buffer and
the sample in a matrix devoid of the additive used. Pan and
Zhao [100] recently developed a microchip for strong GFP
enrichment through a combination of field-amplified precon-
centration and sweeping. Their work clearly demonstrated the
potential of BSA as an excellent PSP for GFP sweeping. With
2% BSA in the running buffer, the GFP signal was enhanced
by a factor of 95. It should therefore be possible to concentrate
proteins by sweeping methods, and BSA seems to be suitable
for use as a PSP for online protein concentration.

3.1.1.4 Preconcentration by focusing

The potential of techniques based on focusing to concentrate
analytes is well known. In these methods, analytes are focused
at the points at which migration velocities fall to zero.
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Recently developed preconcentration techniques based on
focusing for use with proteins on microdevices include EFGF
and TGF. An excellent review was recently published by
Shackman and Ross [101], in which the theoretical basis of
these focusing techniques was explained and these techniques
were compared with conventional electrophoretic approaches
for enrichment. These counterflow gradient focusing methods
are suitable for use not only as an analytical method (see
Section 4.4), but also for preconcentration.

As these methods were not considered in our previous
review, we will briefly summarize the development of these
techniques since 2002.

3.1.1.4.1 EFGF

EFGF is an emerging technique for the concentration of
biomacromolecules, such as proteins, based on the opposing
forces of an EFG and hydrodynamic flow. EFGF can easily be
manipulated to retain target proteins by focusing in the
separation channel. This method is particularly attractive for
isolating and concentrating trace target proteins of interest.

Tolley’s group has provided an exhaustive theoretical
description of EFGF [102, 103]. A microdevice based on an
ion-conducting polymer shaped to produce a suitable EFGF
was developed by Lee’s group in 2004 [104]. Impressive
results have been published for GFP at a concentration of
180 nM, with an enrichment factor of 10* in 40 min. This
result demonstrates the tremendous potential of analytical
equilibrium gradient methods for sample enrichment.

Another approach to producing a conductive membrane
integrated into a polymeric EFGF microdevice was then
developed by Liu et al. [105]. This device increased
protein concentration considerably, by a factor of 4000 in
60min for GFP, although this effect was significantly
weaker than the strongest known such effect [104]. Unfor-
tunately, the procedure for producing this chip and its
chemistry were complex, and the membrane strongly
influenced the behavior of the micro-EFGF (LEFGF) device.
When the current in this microdevice exceeded 30 pA, the
protein bands were skewed and the membrane was
destroyed by Joule heating.

Lin et al. also developed a tandem pEFGF system
coupling a hollow dialysis fiber with a shaped conductive
polymeric hydrogel [106]. This system was used to remove
high-abundance proteins, such as HSA, while concentrating
relatively low-abundance proteins, such as o;-acid glyco-
protein. This tandem pEFGF system has also been used for
the selective concentration of target proteins and the
removal of unwanted components from a mixture by care-
fully controlling the voltage applied and hydrodynamic flow.
Kelly et al. described a fabrication approach involving the
use of sacrificial layers and solvent bonding to imprint
channels into PMMA, for the development of a pEFGF
device including membrane-based protein preconcentration
[107]. The ability of this device to concentrate proteins was
demonstrated by the enrichment factor for R-PE of about
10 000 obtained over a period of 40 min. This result illus-
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trates the power of interfacing ion-permeable membranes
with microfluidic technology for sample preconcentration.

Other members of Lee’s group [64] have subsequently
improved the EFGF device [104] and produced a PEG-
functionalized acrylic plastic with excellent resistance to
protein adsorption and limiting the problems of electro-
osmotic flow. A mixture of R-PE and GFP proteins was
successfully concentrated and separated. However, this
device did not provide the predicted linear EFG and a stable
current. The authors have recently overcome this problem
by replacing the Tris-containing hydrogel with a hydrogel
containing phosphate buffer and a salt with high-mobility
ions [108]. The improvement in ion transport resulting from
this substitution resulted in a linear electric field distribu-
tion consistent with the shaped gradient region in the new
device. These authors also investigated the effect of separa-
tion channel diameter on the focused sample bandwidth
and concentrating capacity. The EFGF device concentrated a
2ng/mL R-PE sample by a factor of 14 000.

3.1.1.4.2 TGF

Another type of counterflow gradient focusing suitable for
use in a simple straight channel without the need for
embedded electrodes, membranes or salt bridges has been
developed. This technique, in which the velocity gradient is
generated by applying a temperature gradient along the
length of the separation channel, is called TGF [109]. This
approach simplifies chip production and results in the strong
focusing and concentration of wider groups of analytes,
including proteins. Ross et al. used a silica capillary tube
embedded in a thin polycarbonate chip for GFP focusing. A
buffer consisting of an equimolar mixture of Tris and high-
concentration boric acid (900 mM) improved the focusing of a
recombinant GFP. Due to its low conductivity, this buffer
reduces Joule heating during the application of a moderately
high voltage to the microchannels.

A tapered microchannel on a PDMS chip was recently
used for TGF, to generate a gradient of Joule heating [110].
The concentration of FITC-labeled BSA was increased by a
factor of at least 200, within a period of 10 min, in a single-
channel device, without the application of pressure.

3.1.2 Static online sample preconcentration methods

These preconcentration techniques are based on interac-
tions between analytes and a single stationary phase.
Different types of interaction (hydrophobic, ionic) and of
support (beads, monoliths, membranes) can be used.
Although very promising, these techniques have been little
exploited in recent years for protein enrichment. A
microchip electrophoretic immunoassay (WCEI) for the
coenrichment and subsequent immunoassay of matrix
metalloproteinase-8 from a saliva sample (Fig. 5A) [111]
was recently described. The various steps of preconcentra-
tion against the size-exclusion membrane are described in
Fig. 5B [111]. The sensitivity and dynamic range of the pCEI
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assay can be adjusted by varying either the duration of
sample enrichment at the membrane or the magnitude of
the electrical field applied during the enrichment step.

The use of monoliths for the efficient SPE of proteins is
particularly relevant. Monoliths provide a large surface area
for analyte adsorption or interaction, leading to efficient
analyte preconcentration. The synthesis and location of
monoliths within microchannels are also easy to manage by
modulating exposure to UV light. They are therefore
attractive candidates for achieving high sensitivity in the
microfluidic analysis of proteins. However, SPE based on
monoliths has not been used for protein preconcentration
and enrichment on chips since 2007. Interested readers
should consult the reviews published on this topic [30, 112]
to obtain more information about the potential of monoliths
as a support for analyte preconcentration and enrichment.

One potentially interesting application of this technique
unrelated to CE separation was recently developed by Liu
et al. It involves the use of a polymer microfluidic chip with in
situ photopolymerized polymethacrylate monoliths for HPLC
separation [113]. The integrated chip design includes a 15-cm-
long separation column coupled to a 5-mm-long methacrylate
monolith trap column, which functions as a SPE element.
The device is used to clean up the sample and to enrich the
sample in fluorescein-labeled intact proteins. It improves
sensitivity by a factor of 150 and decreases peak width by a
factor of 10 after microchip gradient LC separation.

3.2 Detection of proteins on microchips
3.2.1 Optical detection, fluorescence-based detection
Miniaturization has many advantages, but it is extremely

difficult to detect analytes in small volumes. The development
of sensitive detection methods is one of the most complicated
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requirements for improving the performance of LOC. Only
proteins containing tryptophan and/or phenylalanine (which
are often of low abundance) display native fluorescence, dyes
are used therefore to label peptides and proteins.

At least three chemical groups may be used for protein
derivatization: the amino, carboxylate and thiol groups.
Despite several severe disadvantages, fluorescence analysis
after a single derivatization step performed off-chip or on-
chip remains the most widely used method for detecting
proteins in microsystems. Labeling efficiency is protein
dependent. Many proteins have multiple sites for the deri-
vatization reaction (particularly for amino-derived labeling),
potentially resulting in the production of several species of
tagged proteins: mono, di, tri-tagged species. This greatly
complicates the analysis because it reduces separation effi-
ciency. These features and the dyes generally used for
protein labeling will not be detailed here, and interested
readers should refer to a specific review on this topic [114].

3.2.1.1 Native fluorescence

Native fluorescence, using excitation wavelengths in the
deep UV region of the spectrum, is one alternative method
of protein detection. A recent review by Schulze and Belder
[115] summarized the current status of native fluorescence
in microchannel electrophoresis. This method avoids the
need for a labeling step, but is limited by the need for UV-
transparent materials, for both the chip and the optical
components of the excitation path. The fluorescence of
tryptophan, the amino acid with the strongest intrinsic
fluorescence in proteins, depends strongly on pH. The
highest fluorescence intensities are obtained between pH 9
and 11, with emission intensities reduced to one-third the
maximal intensity between pH 3 and 8 [116].

For excitation with UV radiation at a wavelength of
200-400 nm, corresponding to photon energies of 3-6e€V,
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photodegradation is the dominant limiting factor, whereas
fluorescence saturation is the principal limiting factor at
high excitation intensities. It is therefore necessary to opti-
mize excitation intensities. This was demonstrated by
Schulze et al. [117], who investigated the effect of excitation
intensity on the detection of proteolytic enzymes in MCE
with a non-confocal setup. Sensitivities of 5 ug/mL were
obtained for trypsinogen, chymotrypsinogen and lyzozyme.

One of the main limitations of deep UV native fluores-
cence detection is the high background signal due to Rayleigh
scattering of the excitation light and background fluorescence.
In this context, two-photon excited (TPEx) fluorescence
appears very attractive, as the excitation wavelength is twice
that for one-photon excitation The label-free TPEx fluorescence
detection of native proteins and the use of this method
in MCE have been achieved with commercial microfluidic
glass chips, for solutions in the micromolar concentration
range, with excitation at 420nm. The high cost of the
laser system currently outweighs the use of cheaper chip
materials, such as glass or even some plastics, for this system.
However, these data suggest that TPEx could become a very
attractive technique when cheaper laser technology becomes
available [118].

3.2.1.2 Fluorescence after protein labeling

Polymer substrates can be produced rapidly and at low cost,
but their optical properties are often poorer than those of
highly transparent glass substrates. Opacity in the near UVisa
common property of many polymers (PMMA, COC, poly-
carbonates). Extensive fluorescence emission arising from bulk
SU-8 is observed when the excitation wavelength is in the near
UV region. The signal-to-noise ratio obtained for fluorescein
dyes was four times higher through Borofloat glass than on
SU-8 chips, for excitation at wavelengths of 450490 nm. The
analytical performances of SU-8 and commercial glass
separation devices have also been compared in analyses of
FITC-labeled peptides or proteins. The sensitivity of detection
through SU-8 microchannels was found to be similar to that
through Borofloat glass if fluorescence illumination was
provided at a visible light wavelength greater than 500 nm [78].

Liu et al. [70] reported a PEG-functionalized copolymer
with a high transmittance (over 90%) in the 395-600 nm
range. This transmittance rapidly decreased below 290 nm,
and light at wavelengths below 270nm was completely
absorbed by the copolymer. At wavelengths of 290 to 395 nm,
the optical transparency of the copolymer was slightly less
than that of Acrylite OP-1, but higher than that of Acrylite FF.
Thus, sensitive visible LIF detection can be applied to
microdevices made with this copolymer. Furthermore, UV
sources emitting UV radiation at a wavelength of 320-390 nm
could be used to initiate polymerization in the copolymer
microchannels. Using this PEG-functionalized acrylic copo-
lymer, FITC-HSA was resolved into three peaks, possibly
corresponding to multiply tagged species or polymeric forms
of HSA. The separation of four proteins from an FITC-
labeled mixture (a-lactoglobulin A, thyroglobin, myoglobin
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and HSA) was achieved, but the sensitivity of the method was
not discussed [70].

One disadvantage of fluorescence detection methods
based on the covalent labeling of proteins is the presence of
impurities, reaction by-products and excess fluorophore on
the electropherogram. The presence of these molecules may
be detrimental to the separation and detection of comigrat-
ing proteins.

The online removal of free fluorescein and the enrich-
ment of the sample in labeled proteins can be achieved
simultaneously with an on-chip SPE column, enhancing
sensitivity by a factor of 150 and decreasing peak width
by a factor of 10 on a microchip designed for gradient
LC separation. This proof-of-concept was obtained for
chromatographic separation, but nonetheless provides a
firm Dbasis for the further development of this technique for
the electrokinetic separation and detection of labeled
proteins [113].

The limitations of derivatization-based approaches have
led to the development of procedures for label-free or
unlabeled protein detection in microfluidic systems. A novel
label-free protein assay method has been developed in which
microchip separation is combined with LIF detection, based
on the principle of monomer—dimer equilibrium for the
fluorescent dye pyronin Y (PY), in the presence of the
anionic surfactant SDS. PY, a cationic dye, can form
monomers and dimmers in aqueous solution (Fig. 6 [84]).
When SDS is added to the dye solution, the dye dimerizes,
resulting in an increase in the amount of non-fluorescent
dimer obtained. If BSA is added to the dye-surfactant
system, BSA and SDS may interact to form a negative
micelle-like cluster complex, which destroys the micro-
environment required for PY dimer formation, resulting in
the separation of PY dimers into monomers. The mono-
mer—dimer transition leads to a dramatic change in fluor-
escence intensity on microchip electropherograms with LIF
detection. The linear dependence of PY fluorescence inten-
sity enhancement on BSA concentration, over the range of
5x107° to 1 x 107> mg/mL, has been demonstrated, and a
LOD of 1 x 107®mg/mL was attained for BSA [84].

Integrated optical waveguide technologies have been
proposed for the fabrication of miniaturized optical detec-
tion systems for sensing in microchannels. These methods
make it possible to use both absorption and fluorescence
measurement methods [119]. It has been suggested that the
use of a liquid core waveguide for on-column luminescent
excitation and detection in CE could be transposable to
microchips [61]. These new developments are considered
highly promising in the field of protein detection.

3.2.2 MS detection

The major challenge in the coupling of chips to MS is the
development of a stable ESI interface with a small dead
volume and a limited risk of plugging. In the past,
considerable efforts have focused on coupling MS with
microfabricated devices; an overview covering the period
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1997 to 2006 is presented by Koster et al. [120]. The three
areas of interfaces are discussed in Koster’s review. The first
approach developed involved spraying at the edge of the
chip, the second involved the use of a silica capillary tube
inserted into the microchips and the third approach involves
fully integrated emitters, as shown in Fig. 7 [121]. A review
dealing with the most recent developments in the interfa-
cing of microfluidic devices with MS detection for use in the
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mﬁmimlm 150 and 10mM PBS. Adapted
with permission from [84].

challenging area of phosphoproteomics has recently been
published [31].

New developments in the field of protein analysis have
recently been proposed by the group of Ramsey. This group
has reported a microfabricated device in which ESI is
performed directly from the corner of a rectangular glass
microchip, as described in Fig. 8 [122]. This set-up makes it
possible to couple the chip directly with MS, without the use
of external pressure. The spray tip, serving as an electro-
kinetic pump, was integrated into the chip. All the channels
other than the side channels were coated with polyamine to
reverse the surface charge [122]. A mixture of three proteins;
horse skeletal myoglobin, horse heart cytochrome ¢ and
bovine pancreas ribonuclease A was successfully separated
and detected with this system, following the injection of
approximately 6 fmol of each protein.

A fully microfabricated and monolithically integrated
CE-ESI chip for coupling with MS analysis was reported by
Sikanen et al. These authors demonstrated the feasibility of
using SU-8 microchips for protein CE-ESI/MS analysis. They
carried out such an analysis on horse heart myoglobin, after
the injection of 45 pg of this protein. Protein adsorption was
prevented by adding 1-methoxy 2 propyl acetate to the BGE.
This approach was considered more appropriate for MS
analysis than that based on the commercial SU-8 developer
previously reported by the same group. It had a lower surface
activity and smaller impact on the electrospray process. For
sheath flow, the ESI interface was patterned as an integral part
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Figure 8. Schematic representation of a long-channel chip developed for CE-ESI-MS (A) and image of the electrospray plume generated
from the corner of the chip (B). The length of the separation channel was 20.5 cm, the distance from the intersection of the separation
channel and the side channel to the outlet was less than 200 um and the channels were all 75 um wide at full width and 10 um deep. The
liquid being sprayed was 0.2% acetic acid in 50/50 v/v methanol/water. The voltages applied to the microchip reservoirs raised the
potential at the spray tip to 3.5 kV above that of the mass spectrometer inlet, causing the liquid to be pumped out of the chip at a flow

rate 40 nL/min. Reprinted with permission from [122].

of the SU-8 chip and the fluidic design was dead volume-
free, resulting in negligible peak broadening during analyses
[79].

Many successful attempts at coupling MCE with MS
have involved the use of peptide mixtures obtained from
proteolytic digestions of proteins. For example, Li et al. [123]
achieved a high level of sequence coverage (88.5%) for
cytochrome on a PMMA-MCE connected to the low-sheath
flow ESI interface via a connecting capillary. Finally, a single
chip can integrate multiple processing steps, including
efficient digestion, cell lysis, preconcentration, peptide
separation and the MS sequencing of peptide fragments.
The combination of these steps is highly promising for
future developments in the field of proteomics.

3.2.3 Other modes of detection

The direct electronic detection of unlabeled molecules is an
appealing solution as it is easily scalable and can be directly
integrated into microchips. Alternative and innovative
detection systems have been developed in recent years, but
are mostly restricted to biosensing and not directly coupled
to electrophoretic separation. Indeed, as pointed out by Xu
et al. [124], electrochemical detectors have two major
limitations that must be overcome in this field. The first is
the ever-present surface of the electrode, which, while often
advantageous in terms of its catalytic or adsorptive proper-
ties, is also frequently responsible for changes in sensitivity
over time. The other is the decoupling of the electrical
systems responsible for electrokinetic separation and the
system operating the detector. There have been several
demonstrations of the usefulness of this mode of detection
for proteins in recent years, but very few studies have been
published since these demonstrations. Electrochemical
detection techniques are concentration-sensitive, so scaling
down the size of the detector cell does not necessarily result
in a loss of LOD. Miniaturization of the detection electrodes,
defining the detector volume, may even improve LOD due to
the lower levels of noise generated by the smaller electrodes
used.
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Three proteins, hemoglobin, albumin and glucose
oxidase (at concentrations from 200 to 400 uM), were
successfully separated and detected on a coated PDMS
microchip, with end-channel amperometric detection based
on the use of a copper electrode [62].

The LOD for conductivity is lower than that for other
methods of electrochemical detection (such as ampero-
metry), but this method has the advantage of being
universal, overcoming the need for prior protein labeling. In
2007, Shadpour et al. described the first multichannel MCE
device with integrated contact conductivity [125]. The 16-
channel microchip capillary array was hot-embossed in
polycarbonate. A pair of gold microelectrodes was incorpo-
rated into each of the 16 channels to serve as independent
contact conductivity detectors. The performance of the
device was evaluated by microchip-CZE of mixtures of
amino acids, peptides and proteins. A LOD of 3.3 uM was
reported for proteins.

4 Separation modes for protein
electrophoresis on microchips

MCE is a promising technique for protein analysis because
most modes of separation can be successfully transposed to
microchips, allowing faster analysis. In this section, we will
describe some recent innovations focusing on the various
traditional modes (CZE, MEKC, CGE, CIEF), and some
newer modes of separation (counterflow gradient focusing
techniques) for analytical studies of proteins on microchips.

4.1 CZE and MEKC on chips

CZE on chips is one of the simplest and most rapid methods
available and remains one of the most frequently used for
protein analysis. However protein adsorption to channel
walls remains a major problem in the CZE of proteins,
whatever the type (glass-based or polymeric) of material
used to make the microdevice. This leads to a loss of both
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sample and performance. The surface materials are there-
fore often modified to increase separation efficiency and
reproducibility. Two main approaches (dynamic and perma-
nent coatings) to surface modifications have been used.
However, dynamic adsorption is usually not reproducible or
durable and permanent surface modification often involves
multistep physical/chemical processing. Clearly, the devel-
opment of new polymeric materials, with appropriate
physical properties for microfabrication, which could be
used for protein analysis without further surface modifica-
tion, is of great interest. These points are extensively
developed in Section 2.2, but most of the work concerns
only the separation of model proteins. Based on published
studies, it is clear that the main challenge currently facing
us is the development of easy methods for coating the
channel wall because surface modification is generally time-
consuming and difficult, due to problems with wetting and
bonding for channels with small diameters or the resistance
of polymeric surfaces to chemical reaction. We present here
only recent work not already discussed in Section 2.2.

Wang’s group has proposed an improvement in the
performance of their low-temperature bonding of quartz to
microfluidic chips used for serum lipoprotein analysis. The
strong adsorption of lipoproteins to the separation channel
was a major problem in analyses of blood samples by MCE
[126]. SDS was added to both the BGE and sample solution,
to modify not only the channel surface and EOF, but also the
lipoproteins themselves. SDS concentration in the sample
was kept low enough (0.2 mM) to minimize particle delipi-
dation, while allowing lipoprotein—SDS interaction. In these
conditions, SDS increased the negative charge on the
particles and walls, resulting in the repulsion of lipoproteins
from the negatively charged wall. This method thus
decreased lipoprotein adsorption and improved the resolu-
tion of lipoprotein separation. It was shown that small,
dense low-density lipoproteins could be effectively separated
with high reproducibility, leading to the determination of
small, dense low-density lipoproteins in the serum of
patients with coronary heart disease.

CZE has been recently combined with a new strategy for
polymer microchannel surface modification, as reported by
the groups of Lee [127] and Wolley [87]. This technique,
ATRP, involves activation of the surface followed by the
grafting of a suitable polymer. Sun et al. [86] reported the
complete separation of four FITC-labeled proteins (B-lacto-
globulin A, thyroglobulin, myoglobin and HSA) in 20 s with
a hydrolyzed and PEG-grafted PGMAMMA device, with
efficiencies of around 4 x 10* plates. The aminolysis-acti-
vated microdevice provided poor separation, demonstrating
the major effect of the method used to activate the surface
on the CE performance of microchips. Sun et al. subse-
quently improved the method for grafting a PEG-functio-
nalized layer onto a PGMAMMA surface, using “in-channel
ATRP” [127]. Fast and efficient CZE separations of proteins
(HSA, insulin or protein mixtures) were obtained with the
resulting microdevice, with 10 mM Tris-HCI at pH 8.8 used
as the BGE. Separation efficiencies exceeded 1 x 10* plates

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Electrophoresis 2010, 31, 147-173

for a 3.5 cm separation channel. B-lactoglobulin A was used
to evaluate the reproducibility and stability of this micro-
device. The RSD for migration time and efficiency were 1.35
and 3.33%, respectively, over more than 200 sequential runs
and over a 2-wk period for a single PEG-grafted PGMAMMA
microchip. Thus, the in-channel grafted PEG-functionalized
layer was more dense, homogeneous and stable in the long
term than the PGMAMMA microchip modified by the
previously reported ATRP method [86]. In another work, a
PEG-functionalized TPE microdevice was used to separate,
by CZE, phosducin-like protein (PhLP) from phosphorylated
phosducin-like protein (p-PhLP), for measurement of the
phosphorylation efficiency of this model protein [87]. The
RSD of migration times was 6.6% over three runs for PhLP
and 4.1% over four runs for p-PhLP, demonstrating the
suitability of the microdevice for reproducible protein
analysis.

Lee’s group also proposed an original approach to
fabricate a polymeric microchips, using PEG-functionalized
acrylates as the major components of the monomer mixture,
to prevent protein adsorption [70]. However, it was suspec-
ted that the small amount of MMA used to increase the
mechanical strength of the material might affect CE
performance. The authors recently investigated the effect of
composition of monomers used for microchip construction
[128]. Impure PEG diacrylate induced some EOF and
increased the separation time, whereas MMA decreased the
separation efficiency to approximately 25% that obtained for
a microchip constructed without MMA. FITC-B-lactoglobu-
lin A was used to assess the separation performance of the
microchip. The efficiency of 3.2x10* plates for a
3.5-cm-long channel was obtained for microchips
without MMA. Such microdevices separated Escherichia coli
proteins in 70 s, with 10 mM Tris-HCI at pH 8.3 used as the
BGE.

As pointed out in our previous review, MEKC is seldom
used for protein analysis on chips. This trend has continued
over the last few years, due to the low efficiency generally
obtained with this mode for proteins. However, as multiple
separation channels in microchips can be envisaged without
the need for a connector, the combination of MEKC with
other modes of separation (CZE or CGE) may be of parti-
cular value for multidimensional analytical systems. Several
effective GE-MEKC 2-D microfluidic devices for protein
mapping have recently been reported and will be described
in Section 4.5. A recent review has also provided an overview
of microchip designs and sample manipulations in micro-
chip MEKC [11] but the authors have briefly considered the
application of MEKC to biogenic compounds, including
proteins. Several types of injectors (mixing-T or cross-
channel) and separation channel geometries (spiral, cyclic
and/or straight channels) have been proposed for MEKC on
microchips, to increase efficiency. The problem of protein
adsorption onto the microchannel surface may be partly
resolved in MEKC by adding a surfactant to the buffer (SDS
is the surfactant most commonly used). If adsorption is not
completely abolished, it may be necessary to add salts or IL
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to the electrolytes, forming mixed buffers requiring opti-
mization. A simple but effective separation medium should
therefore be designed. The use of surfactant may be
compatible with several preconcentration methods such as
sweeping and may find more interest [100].

Wang’s group simplified the separation medium by
synthesizing a water-soluble functionalized IL-BAS, which
was successfully used for MEKC on a PDMS microchip [85].
This medium has the properties of both IL and surfactant
and was used as both the supporting electrolyte and the
surface modifier. The BAS solution with the optimum
concentration (20 mM) had a stable pH (& 7.4) in the range
of that of general biological buffers. This single, simple
functionalized IL, replacing the mixed system of salts and
surfactants, provided a good separation of protein mixtures
(Fig. 9) [85].

Huang et al. reported the use of DDM/SDS mixed
surfactants on PDMS microchips, to suppress analyte
adsorption and control EOF; this topic is discussed in Section
2.2 [76]. This mixed surfactant system also formed negatively
charged micelles, which acted as a separation medium in
which proteins could be separated as a function of their
affinity for the micelles (according to a MEKC mechanism).
The low critical micellar concentration of these mixed
micelles also made it possible to use SDS at a non-denaturing
concentration, making it possible to analyze proteins in their
native state. The immunocomplex between a membrane
protein, 2 adrenergic receptor and anti-FLAG antibody was
fully separated with 0.1% w/v DDM and 0.03% w/v SDS. The
effect of DDM/SDS mixed micelles was also demonstrated by
the separation obtained for the 11 photosynthetic protein—
chromophore complexes (including one transmembrane
protein complex) of cyanobacteria. Thus, the method devel-
oped has many applications, as membrane proteins are often
difficult to analyze because of their poor solubility.
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Figure 9. Electropherograms of Cy3-extravidin and Cy3-lgG
mixtures: (a) 0.20 mg/mL Cy3-extravidin and 0.20 mg/mL Cy3-
IgG; (b, c¢) 0.20 mg/mL Cy3-extravidin and 0.60 mg/mL Cy3-IgG;
(d) 0.40 mg/mL Cy3-extravidin and 0.80 mg/mL Cy3-lgG, respec-
tively. Fluorescence intensities of (A) Cy3-extravidin and (B) Cy3-
IgG. Reprinted from [85].
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4.2 Microchip CGE (nCGE)

The rapid sizing of proteins by CGE on microchips is a very
powerful technique widely used in a number of commer-
cially available systems, as discussed in our previous review
[20]. Several recent publications have described applications
of these CGE LOC techniques (Agilent 2100 Bioanalyzer
System, pChemLab or LabChip 90) or new developments of
the technique.

On-chip CGE has been used for the rapid prescreening of
mouse serum samples before proteomics analysis [129]. The
CGE system was found to be faster and more stringent and to
display lower levels of technical variation than SDS-PAGE.
Chen et al. [130] described the use of the LabChip 90 instru-
ment for monitoring the quality of a monoclonal antibody.
Under both reducing and non-reducing conditions, microchip
analyses provided a similar resolution and sensitivity to
conventional CE-SDS separation, but were 70 times faster.
HCGE has also been shown to be suitable for characterizing
cervicovaginal protein profiles and detecting IgA heavy and
light chains in cervicovaginal samples [131]. Proteins with a
wide range of molecular masses were separated within 1 min.
A microfluidic assay on a 2100 bioanalyzer has been devel-
oped for the sensitive, specific and accurate measurement of
microalbuminuria in urine samples from patients with
diabetes [132]. Pizarro et al. [133] developed a rapid, portable
chip GE for characterizing bacteria on the basis of their
characteristic protein signatures. This method generated very
different patterns for spores and vegetative cells. Similarly,
Fruetel et al. [134] used pCGE to generate protein signatures
for various viruses. An analysis of two closely related bacter-
iophages, T2 and T4, showed that this technique was suffi-
ciently sensitive and gave high enough resolution between
protein peaks to distinguish these two phages. Baba’s group
investigated various polymer solutions such as linear-poly-
acrylamide [135], and dextran [67] as potential low-viscosity
protein sieving matrices. Reproducible, highly efficient size-
based separation of proteins was successfully achieved with a
coated microchip reducing EOF and protein adsorption. This
coating also improved the compatibility of SDS-protein
complexes with PMMA microchips. The method used to coat
the channel wall on the PMMA microchip by the thermal
immobilization of cellulose derivatives was discussed in
Section 2.2. Other authors from the same group demonstrated
that, in addition to its role as a dynamic coating for PMMA
microchips, 0.5% MC solution supplemented with 0.01%
Tween-20 can also be used as a sieving medium [66]. Indeed,
the MC polymer retained its entanglement characteristics in
the presence of 0.01% Tween-20. A Ferguson plot for model
proteins in non-denaturing conditions showed that the use of
MC solutions at concentrations well below the entanglement
point led to the establishment of GE-type separation rather
than electrophoresis in free solution. These authors also
reported a dynamic cross-linking effect of Mg®*, enhancing
the sieving properties of low-viscosity PVP solutions [136]. The
separation resolution for proteins under non-denaturing
conditions on PMMA microchips was improved by adding
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Mg?" to PVP solutions because this increased the hydro-
dynamic radius of PVP polymers by 20%, thereby stabilizing
the structure of the PVP.

Several attempts have been made to combine CGE with
other separation or preconcentration steps. PMMA microchip
affinity CGE has been evaluated for the analysis of thrombin
levels in plasma [137]. Dye-labeled aptamers were used as
affinity probes under non-equilibrium electrophoresis condi-
tions. The presence of the polymers made it possible to sepa-
rate free aptamer from the thrombin-aptamer complex, while
stabilizing the affinity complex. The successful integration of
different methods for enriching samples (SPE, ITP, etc.) and
CGE on the same microchip has been demonstrated by several
groups [95, 111, 138, 139]. These devices enhance detection
sensitivity by a stacking effect, as discussed in Section 3.1.

Makamba et al. [140] provided the first report of the
photopatterning of single-walled carbon nanotube (SWNT)
composites with soft hydrogel polymers in glass micro-
channels (Fig. 10) [140]. The SWNT gave the required
physical strength, enabling the mechanically fragile organic
polymer to resist breakdown when subjected to liquid flow
within the microfluidic channel. The soft hydrogel polymers
formed a polymerized sieving medium similar to those used
in GE for protein separation. The nanocomposites were able
to concentrate the injected protein samples (mixture of IgG,
casein and BSA) and shortened the separation distance to
within 1 cm with the use of gel-free buffers. The absence of
a gel in this system considerably decreases the probability of
channel blockage, thus prolonging the life of the device.

Root et al. [75] recently reported the use of an ALS as a
replacement for SDS for size-based protein separations on
microfluidic chips. ALS is of particular interest in proteomics,
as it breaks down at low pH and can therefore be removed to
reduce surfactant interference with downstream MS analysis.
The electrophoretic mobilities of the proteins were not signif-
icantly affected by the replacement of SDS with ALS, consis-
tent with the protein—surfactant complexes having a similar
charge-to-size ratio for both surfactants. Protein separations
with ALS on glass microchips dynamically coated with poly-N-
hydroxyethylacrylamide were performed in less than 3 min, a
significantly shorter time than that required for slab gel
separations.

4.3 Microchip IEF (plEF)

WIEF is a strong developing area in the field of protein
analysis. IEF has considerable advantages in terms of
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resolution, but IEF separation on microchips is highly
challenging. A number of reviews have been devoted
specifically to recent advances of IEF on microfluidic devices
[32, 33] and another includes a significant contribution to
this topic [35]. Most applications to date have been based on
prototype chips and instrumentation that may be more
costly than conventional approaches. However, some of the
key challenges encountered in the widespread diffusion of
MWIEF include the need to improve access to automation,
visualization strategies improved separation resolution or
peak capacities, particularly for 2-D implementations.
Single-point detection is often used but is generally
considered not to be ideal because it requires mobilization
of the focused proteins through the detector, increasing the
time required for analysis and inducing dispersive band
broadening and degradation of the established pH gradient.
Whole-column imaging detection (WCID) systems have
been developed to eliminate the mobilization step, thereby
reducing the de-focusing of protein bands and improving
resolution. UV-and LIF whole-column imaging are the
major methods of detection for pIEF, as discussed in our
previous review and in the paper by Ren [20, 141].

EOF sweeps the focused bands out of uncoated chan-
nels before focusing is completed, making it necessary to
coat the chip with a substance to decrease EOF. Zhang et al.
[69] studied the effect of HEC dynamic coatings on the IEF
of proteins. This coating strategy was discussed in Section
2.2 of this review. It was shown to both decrease protein
adsorption and reduce EOF. Both these attributes resulted
in the highly efficient separation of BSA and GFP in both
free-solution electrophoresis and IEF. A resolution of
proteins with a pI difference of 0.1 pH values was demon-
strated with an HEC-treated COC device.

A new method for integrating commercial dialysis
membranes into PDMS microfluidic chip-based cartridges
was developed for protein analysis by IEF-WCID [142]. The
integrated membrane separates electrolytes and samples
and reduces undesired pressure-driven flow, facilitating
sample injection and significantly improving the repeat-
ability of chip-based IEF (<1%). A mixture containing six pI
markers (pI from 4.6 to 8.8) was successfully separated by
IEF-WCID in a pH range of 3 to 10. The pH gradient was
shown to be linear, by plotting the pI value against peak
position. The separation of a more complicated human
sample containing different hemoglobins (Hb), HbA, HDF,
HbS, and HbC, was also achieved.

In an attempt to mimic a diluted gel structure,
an original uncovered micropillar array for protein IEF

Figure 10. Structure of
SWNT/hydrogel = composite
proposed by Makamba et al.
for CGE on chips. Reprinted
with permission from [140].
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separation was designed. This array consisted of a rectangular
zone of PDMS micropillars protruding into a block of PDMS
(Fig. 11) [143]. The geometry of the micropillar array was
optimized by evaluating the influence of pillar shape, pillar
size and interpillar distance on evaporation and IEF separa-
tion. A mixture of proteins with pI values of 4.7-10.6 was
successfully separated within this microdevice by IEF, with a
resolving power no less than that obtained with a conven-
tional minigel. The uncovered design facilitates access to the
sample for immunoblotting after protein separation.

Several modeling studies have recently been published.
These studies have focused on the investigation of EOF and
electrophoretic mobilization in microchannels made of
PMMA and PDMS [144], the effect of carrier ampholyte
(CA) concentration on protein behavior in on-chip IEF [145]
and the dispersion of protein bands in horseshoe micro-
channels during IEF [146]. In particular, Ivory’s group has
developed a model for simulating non-linear IEF in 2-D
microgeometries [147].

Microfluidics and Miniaturization 163

Despite recent developments and the success of PIEF
devices, these systems still suffer from some drawbacks,
such as poor temporal pH gradient stability due to cathodic
drift, adverse protein—-CA interactions, and the need for
costly CA that must be replaced for each new analysis.
For these reasons, several groups have developed non-
ampholyte pIEF methods, such as the IPG and EFG
techniques discussed in Section 4.4 of this review.
The first successful adaptation of IPGs to the microscale
(LIPGs), based on the use of a new method for fabricating
precise and reproducible on-chip polymer gradients,
was achieved by Sommer et al. [148]. This approach
made it possible to establish a pH gradient due to the
diffusion of Immobilines across the separation channel
before its immobilization by gel photopolymerization
(Fig. 12A and B) [148]. The resulting device allowed the
rapid IEF (<20 min) of several fluorescent pI markers and
proteins across a gradient of pH 3.8-7.0, in both denaturing
and non-denaturing conditions, providing a resolution and

Figure 11. The micropillar array filled with a colored solution used for IEF on PDMS microchips. Micropillar array dimensions: 5cm
length, 3.9 mm width. (A) General view, (B) zoom on the micropillar area, (C) cylindrical micropillars (diameter 100 mm, height 50 mm) in

triangular arrangements. Reprinted with permission from [143].
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Figure 12. nIPG of proteins on a glass microchip. (A, B) Chip design. (C) Fluorescent micrographs of focused p/ markers (i) and proteins
(ii and iii). Gravity was used to provide continuous pressure-driven flow from filled reservoirs through the side channels of the
microchip. A thin polyacrylamide membrane prevented flow through the 6-mm separation channel but allowed the equilibration of
Immobiline species via diffusion. Reprinted with permission from [148].
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peak capacity similar to that achieved with CA-IEF
(Fig. 12C) [148].

Qiu’s group [141] improved the WCID system, using an
organic light-emitting diode (OLED) array as a spatial-
scanning light source and a single PMT tube as the detector.
The advantage of OLEDs is their flat and thin profile,
facilitating simple on-chip excitation in close proximity to
microfluidic channels. However, the OLED systems descri-
bed to date do not compare favorably with systems based on
laser excitation [149]. Only a few techniques for imaging
WIEF devices have since been developed.

Vlickova et al. equipped a commercial Shimadzu MCE-
2010 system with a UV photodiode array imaging detector
for on-chip PIEF assays [150]. After the optimization of pIEF
conditions, therapeutic proteins, hirudin, erythropoietin and
bevacizumab were analyzed in an linear-polyacrylamide-
coated quartz microchannel. The RSD of pI determination
by WIEF ranged from 0.2 to 0.6% and was almost twice that
obtained for conventional IEF, for a separation time only
about a third of that for conventional IEF.

Only IEF along the direction of fluid flow is discussed
here. However, another kind of protein focusing and
separation perpendicular to the direction of fluid flow has
been proposed as an alternative mode of IEF on chips. This
method is known as “free-flow isoelectric focusing” and has
been attempted in various chip formats [151-153]. This IEF
method is commonly used for sample preparation and
fraction collection. Microfabricated free-flow isoelectric
focusing devices are simple, inexpensive, and disposable
prefractionation devices that can be integrated with separa-
tion techniques on chips. However, in most cases, CAs are
continually consumed to establish a stable pH gradient. This
is expensive and may also interfere with subsequent iden-
tification by MS/MS. Other problems include the generation
of bubble-forming water electrolysis products in the elec-
trode reservoirs, Taylor dispersion and Joule heating.
Interested readers may refer to a recent review specifically
focusing on the miniaturization of free-flow electrophoresis
[154].

4.4 Counterflow gradient focusing techniques on
chips

Over the last decade, a number of counterflow gradient
focusing techniques, based on the principle of equilibrium
gradients, have emerged. These techniques include EFGF
techniques and its variants, including dynamic field
gradient focusing (DFGF) and TGF. Excellent reviews
covering recent advances in these techniques have been
published [155-158]. These counterflow gradient focusing
techniques facilitate protein separation by focusing proteins
as a function of their electrophoretic mobility. However, the
most useful current application of EFGF devices is in the
preconcentration of target analytes as described in Section
3.1. These methods involve a combination of two forces
under an electric field: the electrophoretic force of analytes
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and a constant counterbalancing force due to bulk fluid
flow. A gradient is applied to the electrophoretic velocity,
such that the total velocity is equal to zero at a single point.
The analyte moves from both directions toward the zero-
velocity point at which it is focused into a concentrated plug.

Different types of counterflow gradient focusing may be
defined on the basis of the mechanisms used to generate the
velocity gradient necessary for focusing:

(i) DFGF, involving the use of an array of electrodes
separated from the separation channel by a dialysis
membrane;

(i) EFGF, which can be performed with conductivity
gradient focusing, dialysis membranes, or shaped ion-
conducting polymers;

(iii) TGF, involving the use of a buffer with a temperature-
dependent ionic strength.

The groups of C. F. Ivory, M. L. Lee and D. Ross have
been particularly active in the progress made over the last
few years toward understanding fundamental processes and
developing appropriate models for these gradient focusing
methods. Indeed, most of the papers published in this field
emanated from these groups.

The primary advantage of EFG methods is the focusing
(rather than dispersive) nature of the separation. Miniatur-
ization appears critical for exploitation of the full potential of
EFG for both analyte concentration and peak capacity, as
channel dimension affects not only the dissipation of Joule
heating, but also the degree of Taylor dispersion. Moreover,
MLEFGF devices provide a resolution for protein separation
about four times greater than that for capillary-based EFGF
systems (Fig. 13) [160], clearly demonstrating the advan-
tages of miniaturization in gradient focusing methods [160].

Inorganic materials, such as silicon, glass and quartz,
were initially used in the construction of microfluidic
EFGF systems, but polymers, such as PDMS and acrylate-
based copolymers, have also been considered. The major
challenge of microfabrication lies in the integration of a

Figure 13. Separation of R-PE and GFP in (A) a capillary-based
EFGF system and (B) a microchip EFGF device. The scale bar
indicates 1 mm. For (A), the buffer was 5 mM Tris (pH 8.7), the
counterflow rate was 30 nL/min, and the applied potential was+
2000 V. For (B), the same buffer as in (A) was used, and the
counterflow rate and applied potential were 20 nL/min and +
600V, respectively. Reprinted with permission from [160].
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semi-permeable membrane into the microfluidic EFGF
device. One of the most straightforward methods involves
embedding a hollow dialysis fiber into the substrate during
device assembly. TGF is easier to carry out than EFGF and
can be applied to a broader class of analytes, including
fluorescent dyes, amino acids, GFP and DNA.

4.4.1 EFGF

EFGF makes use of a gradient electric field along the length
of a separation channel and a constant hydrodynamic
counterflow. When the electric field at the inlet is higher
than that at the outlet and the counterflow is introduced
from the outlet, a faster electrophoretic migration of the
analyte overcomes the hydrodynamic flow. The analyte
therefore moves toward the outlet. As electrophoretic
velocity is the product of electrophoretic mobility and
electric field, each analyte slows as it moves to the zero-
velocity point (Fig. 14) [155].

EFGF on planar microchips was first reported by
Humble et al. [104]. This method used a region of changing
cross-sectional area outside a fixed-width focusing channel
to produce the required EFG. A shaped ion-conducting
acrylic polymer was used that allowed the transport of small
buffer ions while retaining proteins and other large analytes.

A four-protein mixture was analyzed and six peaks were
observed, but the resolution was lower than predicted by
theory. Indeed, this device has several limitations, including
a low peak capacity and low resolution, mostly due to flow
dispersion in the open channel as a result of the parabolic
laminar counterflow profile. These authors [160] subse-
quently developed a mathematical model and showed that
the poor performance of the device was due to the formation
of concentration gradients in the EFGF channel. This
phenomenon results from an imbalance in cation transport
between the open separation channel and the hydrogel. The
removal of acidic impurities from the monomers forming
the hydrogel improved focusing stability, repeatability and
resolution.

Lin et al. [161] compared theoretical and experimental
studies, with the aim of optimizing the voltage program to
“tease apart” proteins with similar electrophoretic mobi-
lities. They demonstrated an improvement in resolution due

Electrophoretic velocities

High p analyte
Low p analyle

High electrie Low Highuj Low electric
field analyte field

Constant buffer flow

Figure 14. Schema of an EFGF separation of two components.
Arrows are vectors representing the linear velocity of the
constant buffer flow (black) and the electrophoretic velocities
of analytes with high (dark gray) and low (light gray) electro-
phoretic mobilities. Reprinted with permission from [155].
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to a stepwise decrease in the voltage applied to the EFGF
device. They also demonstrated that dispersion increased
with high bulk flow velocities or the use of a broader
separation channel.

Other authors from Lee’s group improved the device
previously developed by this group, with the fabrication of a
device from PEG-functionalized acrylic plastic [64]. The
incorporation of monoliths into the EFGF channel
decreased the analyte band dispersion induced by laminar
flow and narrowed the focused bands by a factor of three to
six, depending on the voltage or counterflow rate applied.
Figure 15 [64] compares the focusing and the separation of
mixtures of proteins in an open EFGF channel and a
monolith-filled EFGF channel. This EFGF device outper-
formed that described by Humble et al. [104, 160] in several
ways: the focused bands were more symmetric, due to
lower levels of protein adsorption, and focusing was
easier to control because disturbances due to EOF were
eliminated.

The performance of this device was further improved by
changing the composition of the hydrogel to ensure that the
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Figure 15. Comparison of focusing and separation of (A) R-
phycoerythrin and green fluorescent protein (GFP) in an open
EFGF channel and (B) FITC-B-globulin A, FITC-myoglobin and
GFP in a monolith-filled EFGF channel. Adapted and reprinted
with permission from [64].
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current remained stable over time, giving a linear electric
field distribution [108]. The authors also showed that
narrower bands were obtained in channels with a smaller
diameter due to the decrease in Taylor dispersion.

Liu et al. [105] developed another in situ fabrication
method for integrating a PEG-functionalized acrylate/
methacrylate or acrylamide semi-permeable membrane into
MLEFGF devices based on a surface-reactive acrylic copoly-
mer, polyglycidyl methacrylate-co-methyl methacrylate. The
separation of GFP from R-PE, and the selective elution of
GFP from a protein mixture containing GFP, FITC-labeled
casein and FITC-labeled hemoglobin were demonstrated
with  this device.  Unfortunately, the properties
of the membrane, including its conductivity and the
presence of carboxylic acid impurities, affect the EFG in
the separation channel, impairing the performance of the
WEFGF device.

4.4.2 DFGF

This method, similar to EFGF and also applicable to protein
separation, makes use of a computer-controlled array of
individually addressable electrodes.

Myers and Bartle developed a DFGF system for PMMA
devices. It consisted of a thick porous glass membrane
separating the electrodes from the analytes and a separation
channel packed with a PolyHIPE monolith to reduce
dispersion. The EFG was established using a computer-
controlled array of five electrodes, making it possible to
separate six proteins in 15 min [162]. The effects of voltage
degradation and electric field distortions on the performance
of DFGF were recently investigated by Burke and Ivory,
using a 2-D non-linear numerical simulation [163].

Voltage degradation refers to the difference between the
voltage applied at the electrodes and the actual voltage
measured within the separation channel, electrode place-
ment being a critical parameter in DFGF. Burke and Ivory
also used the model to examine protein elution and showed
that elution under a constant EFG is more efficient than
elution by shallowing the electric field. Tunon et al
compared EFGF and DFGF for separating the two oxidation
states of myoglobin [164].

Three electrode configurations were used: a fixed 21-
electrode set-up (EFGF) and dynamic three- and six-elec-
trode set-ups (DFGF). The dynamic three-electrode system
could focus analytes separately but not simultaneously,
whereas the other two set-ups were able to carry out
concurrent separations. A DFGF device based on a system
similar to that used by Tunon et al. [164] and allowing the
on-column detection of native and unlabeled proteins, has
recently been described [165]. This visualization technique
used, based on quenching of the fluorescence of manga-
nese-activated zinc silicate, can be applied to all proteins, as
all proteins display absorbance at 254nm. This DFGF
system was capable of resolving the two oxidation states of
myoglobin, which had very similar mobilities under the
experimental conditions used.

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 16. Schema of TGF in a microchannel. The microchannel
is heated at one end and cooled at the other, resulting in a
temperature gradient in the middle. Adapted and reprinted with
permission from [167].

4.4.3 TGF

As an alternative to pH or EFGs, a temperature gradient
(induced either by an externally imposed temperature field
[109] or by Joule heating [166]) can be used to generate a
gradient for focusing. This method is called TGF. A
controlled flow of buffer (with a temperature-dependent
ionic strength) is applied to counterbalance the electro-
phoretic mobilities of the analytes (Fig. 16) [167]. The
sample solute velocity wr is the sum of two opposite
velocities: the electrophoretic velocity, ue, and the bulk
liquid velocity, ug. As both u., and ugp are temperature-
dependent, there is a single point along the channel at
which ur is equal to zero. The sample solutes move from
both directions toward the zero-velocity point, where they
are focused or concentrated.

Ross and coworkers carried out the pioneering work on
TGF. A more complete description of appropriate buffers for
TGF was presented by Shackman et al. [168], as a wide
variety of buffer systems, ranging from pH 3 to 10.5, has
been proposed. Works combining theoretical and experi-
mental studies on band broadening caused by Taylor
dispersion in TGF have also been published [169-170]. TGF
is highly suitable for the development of integrated micro-
fluidic system and has been shown to be suitable for the
simultaneous concentration and separation of various
samples, but there have been only a few reports describing
the separation of proteins on a microfluidic TGF device
[109-110].

Kim et al. [110] published a study of TGF based on
inherent Joule heating in a variable-width PDMS device.
They demonstrated the simultaneous separation and
concentration of mixtures of fluorescein and FITC-BSA in
less than 10 min. This work, in which sodium phosphate
was used as the BGE, expanded the range of usable buffers.
Studies combining Joule heating with external heating/
cooling have provided further support for the hypothesis
that temperature is the dominant factor governing focusing
with this technique.

4.5 Multidimensional electrophoresis on chips
Multidimensional systems combine orthogonal separation
methods, leading, in principle, to greater resolving power

equal to the product of the resolving powers of individual
dimensions. Many efforts have been made to implement
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Figure 17. 2-DE of proteins on a COC microchip. (A) Picture of a plastic device for 2-D protein separation. Channel AB is for IEF and
channels CD for GE. (Inset) Scanning electron micrograph (SEM) of channel intersections. (B) The three-dimensional plot corresponding
to a 2-D map of BSA, ovalbumin, hemoglobin and carbonic anhydrase (CA) obtained in the 2-DE device. Reprinted from [172] with

permission.

Figure 18. Design of one configuration for performing 2-DE
protein separation in a microdevice. (A) The overall design
includes an arc-shaped, horizontal channel for plEF in the first
dimension, crossed by 20 vertical channels through which
focused proteins are separated in the second dimension by
native gel electrophoresis. (B) The separation channels of the
two dimensions are joined by much smaller channels forming
an MFI. (C) Electron micrographs of one connection channel. The
MFI channels are 25 um wide, 400 um long, and are etched 4 um
deep. Adapted from [173] with permission.

multidimensional electrophoresis and to demonstrate its
reliability for proteomics applications. Thus, in attempts to
mimic 2-D gels, chip 2-D often involves focusing samples in
one channel and sizing IEF sections in cross-channels of
various numbers and dimensions. Some successful 2-D
separations of proteins on microchips have been reported,
but multidimensional analyses remain subject to several key
limitations (as pointed out in our previous review). Several
approaches to overcoming these problems have been

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

described. Readers may refer to reviews devoted to recent
advances in IEF in microfluidic devices containing a
discussion of multidimensional separations [32, 33]. One
very recent review summarized progress in 2-DE on
microfluidic devices based on the use of two dimensions
in two intersecting channels and the use of a large number
of channels [171].

One particular challenge in the construction of 2-D
devices concerns the development of the interface between
the first and second dimensions: it must allow the quanti-
tative and efficient transfer of focused bands from the IEF
step to size-based separation, with no significant loss in the
resolution acquired from the first dimension. Moreover, the
diffusive and dispersive transport of focused bands inter-
feres with dimensional transfer. Therefore, on-chip methods
coupling IEF with CGE for the multidimensional separa-
tions of proteins and focusing specifically on the challenge
of sample transfer between methods have been reported.
Original designs and set-ups, including the integration of
microfluidic valves into 2-DE devices, have been proposed to
overcome this problem.

Fan’s group developed a COC microfluidic device based
on an array of pseudovalves created at the intersections of
orthogonal channels by photodefinable, in situ gel poly-
merization (Fig. 17A) [172]. The valves made it possible to
introduce two different types of separation medium into the
channels, without cross-contamination of the two dimen-
sions [172]. The presence of gel pseudovalves did not affect
the performance of IEF or GE when investigated separately.
Acrylamide was polymerized only in the GE channels,
whereas CA was introduced specifically into the IEF chan-
nel. The potential of the 2-DE device was demonstrated by
the separation of four fluorescently labeled proteins with
either similar pI values or similar molecular weights. The
total separation time was less than 10 min for IEF and
PAGE (Fig. 17B) [172].

Another approach, in which the first- and second-
dimension channels are connected by passive valve struc-
tures consisting of much shallower, narrower channels
forming a microfluidic interface (MFI), has been presented
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Figure 19. Online IEF-GE microfluidic 2-D device for the separation of proteins on a PMMA microchip. (a) Schematic diagram of the chip.
Regions exposed to UV light during PAAm photopolymerization (B, C, D, and L) are shown in gray. (b) Sample injection into the IEF

channel. Adapted from [174] with permission.

by Emrich et al. [173]. These authors developed a glass 2-DE
device consisting of a single, arc-shaped 3.75-cm-long pIEF
channel and 20 orthogonal 6.9-cm-long channels for the
second dimension (Fig. 18) [173]. The orthogonal separation
systems were connected by smaller channels comprising a
MFI preventing the leakage of medium between the two
dimensions and allowing the bubble-free loading of
discontinuous gel systems in the two dimensions. Resolu-
tion remained limited due to the lack of SDS in the second
dimension, but reproducible 2D separations of protein
mixtures were obtained by including 7M urea in the
separation matrix for the second dimension. The device was
used to compare the induced protein profile of E. coli with
the protein profile of control, non-induced cells.

Liu et al. used in situ photopolymerized PAA gel plugs
as hydrodynamic flow control elements in a 2-D micro-
fluidic system combining IEF and parallel SDS-GE for
protein separation [174]. The device consisted of one IEF
channel and five GE channels (Fig. 19A) [174]. The PAA gel
plugs, integrated into critical regions of the chip, offered a
simple valve-less approach for isolating reagents in the
microfluidic system, thus preventing the undesirable
mixing of ionic solutions, sample and sieving gel, without
hindering the mobility of electromigrating ions. This made
it possible to establish a well defined and stable interface

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

between the sieving gel and the free-solution IEF channel
(Fig. 19B) [174]. The device was used to analyze FITC-
labeled E. coli cell lysate with an average RSD in peak elution
time of only 4.1%. The separation resolution for E. coli cell
lysate was lower than that obtained by Emrich et al. [173],
probably partly because the distance between the separation
GE channels was 1 mm in Liu’s design [174] and 650 pm
Emrich’s design. Thus, parallel PAGE channels should be
close enough to maintain IEF resolution during the transfer
of focused proteins to the second dimension.

A new PMMA chip design, using multidimensional
back-biasing channels to improve the quantitative transfer of
focused proteins from the first to second dimension
(Fig. 20A) [175], was proposed by DeVoe’s group [175]. A
combination of analytical modeling, numerical simulations
and experimental validation revealed that a application of an
appropriate bias voltage to these two channels can comple-
tely eliminate non-uniformities during both sample transfer
and second-dimension separations, and prevent leakage of
residual sample from the outer regions of the first-dimen-
sion channel (Fig. 20B) [175]. The authors also showed that
an angled CIEF channel design helped to minimize sample
plug tailing and initial sample plug length within the
second-dimension channels, thereby improving peak capa-
cities for the overall system.
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These authors recently extended their work [174, 175] by
developing a microfluidic IEF/SDS-GE separation system,
based on design features including an angled pIEF channel
and back-biasing channels making use of a combination of
multifunctional in situ photopolymerized PAA gels and a
discontinuous SDS-GE buffer system [176]. In addition to
acting as a high-resolution separation medium for GE,
discrete PAA plugs integrated into specific regions of the
chip facilitated the efficient isolation of various on-chip
media, including anolyte, catholyte and sample/ampholyte
solutions for IEF. The gel plugs also serve as reagent
containers, making it possible to incorporate discrete pack-
ets of SDS and discontinuous buffers into the chip during
the chip production process. This approach to on-chip
reagent storage greatly reduces the complexity of the chip,
by eliminating the need for separate SDS injection channels
[174]. The use of a discontinuous buffer system makes it
possible to sharpen sample bands during SDS-GE. The full
2-D system was validated with fluorescently labeled E. coli
cell lysates.

Osiri et al. reported a high peak capacity 2-D protein
separation system combining SDS-GE and MEKC using

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

injection

Figure 20. 2-DE device for protein
separation on a PMMA microchip. (A)
Simplified schema of a spatially multi-
plexed 2-D separation chip with five
second-dimension microchannels. (B)
Experimental sample transfer using a
2-D  chip  without back-biasing.
Reprinted from [175] with permission.

PMMA microsystem [177]. A comprehensive 2-D map of
fetal calf serum was completed 60 times faster and with a
peak capacity three times higher than that obtained by
conventional IEF/SDS-GE.

Various challenges must be met if microfluidics-based
2-DE is to attain the performance of conventional 2-DE.
Improvements are required in IEF separation resolution,
interface design and the manufacture of multiple-channel
devices.

5 Concluding remarks

Microfluidic devices for protein analysis based on electro-
phoretic separation methods are attractive tools in the field of
LOC applications. The combination of high separation
performances with a relative ease of implementation and
microfabrication favors the use of polymeric materials.
However, we still lack important fundamental knowledge
concerning the origin of surface charge and its global control.

This review describes recent efforts in microchip
development that have yielded fascinating new devices for

www.electrophoresis-journal.com



170 N. T. Tran et al.

protein separation, showing the potential of microsystems
not only to replace conventional or multiplexing techniques,
but also to open up new possibilities and to push back the
limits of common analytical techniques for proteins.

The last few years have witnessed increasing efforts to
develop detection instrumentation and online sample
preconcentration techniques, which are now making it
possible to detect analytes at extremely low concentrations.

Work on surface treatments has led to the emergence of
novel approaches for fine-tuning EOF on polymer and
hybrid chips. PEG, cellulose, acrylamide and their deriva-
tives are often preferred for surface treatments because
these molecules can efficiently limit protein adsorption. The
next major challenge in this field will probably be the
development of strategies for decreasing these undesirable
adsorption phenomena and fine-tuning the EOF for analy-
ses of complex mixtures, such as those found in living
organisms. Various separation modes, including counter-
flow gradient focusing methods, have been successfully
transposed to microchips. The expansion of microfluidic
2-DE separation methods, particularly those combining IEF
and SDS-CGE, suggests that 2-DE devices could play an
important role as an alternative to conventional IEF/PAGE
in proteomics.

Thus, in the next 10 years, improvements will be
required in detectability, reproducibility and ease of fabri-
cation, together with the integration of different functional
operations, to enable MCE for protein separation to provide
comprehensive solutions for applications in the fields of
proteomics, glycomics, biomarker detection for diagnosis
and the development of new pharmaceutical drugs.

This work was supported by a European grant NeuroTAS
(STREP-FPG).
The authors have declared no conflict of interest.
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2.3 Conclusion

Au travers de I'analyse de la bibliographie, on s’apercoit que la combinaison de
performances de séparation a haut débit avec la mise en ceuvre relativement facile de
la microfabrication plaident pour l'utilisation de matériaux polyméres. Cependant,
des efforts sont encore a réaliser afin de comprendre pleinement l'origine de la charge
de surface en microsystéme et réussir ainsi son controle global.

Cette revue a présenté les récents efforts dirigés vers le développement des labora-
toires sur puce qui ont donné de nouveaux dispositifs fascinants pour les séparations
de protéines montrant le potentiel de microsystémes non seulement pour remplacer
les techniques classiques d’analyse, mais aussi pour donner de nouvelles possibili-
tés afin de faire évoluer les limites actuelles des techniques courantes d’analyse de
protéines.

Ces derniéres années ont vu s’accroitre le nombre des techniques de détection
utilisées avec les microsystémes ainsi que l'instrumentation et les techniques de pré-
concentration en ligne permettant la détection d’analytes & trés faibles concentra-
tions.

La modification de surface a vu de son coté ’émergence d’approches nouvelles
pour régler la maitrise du flux électroosmotique. Certaines stratégies se montrent
efficaces pour limiter 'adsorption de protéines grace notamment & des traitements
de surface par du PEG, de la cellulose, de ’acrylamide et de leurs dérivés.

Méme si de nombreux progrés ont été réalisés, des améliorations restent a ap-
porter afin de permettre des analyses complétes avec un niveau d’intégration des
modules plus élevé permettant d’atteindre des sensibilités de détection plus im-
portantes et traiter efficacement des échantillons biologiques complexes. Ceci est
particuliérement vrai dans le domaine de 'analyse de biomarqueurs et le dévelop-
pement de nouveaux outils de diagnostic afin de permettre un jour de multiplier les
systémes “Point of Care” pour diagnostiquer certaines pathologies sans recourir &
des examens longs, cotiteux et complexes.
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CHAPITRE 3

Préconcentration de protéines et
peptides sur support solide en
microsystémes

3.1 Introduction

De nos jours, un des enjeux importants est d’économiser I’énergie, les réactifs,
le cotit et le temps. Les analystes ont de leur coté réalisé des efforts considérables
pour réduire la durée des analyses, la consommation des réactifs tout en améliorant
les performances analytiques. L’électrophorése capillaire (EC), par exemple, a été
développée pour miniaturiser les séparations et est devenue une technique de sépa-
ration essentielle en raison de sa haute résolution, de la rapidité des analyses ainsi
que sa faible consommation de réactifs.

En 1990, un nouveau concept a été proposé par Manz et ses collaborateurs|8|;
il s’agit des “microsystémes d’analyse totale (micro-TAS)”. Ce type de dispositif
permet 'intégration des opérations chimiques sur une seule puce aussi bien qu’'une
réduction remarquable des temps d’analyse et de la consommation des réactifs. Il
assure également une dissipation thermique efficace en raison de I'augmentation du
rapport surface/volume. L’EC a été elle aussi appliquée a des dispositifs microflui-
diques, et est alors appelée électrophorése sur puce (MCE). En MCE; les analytes
peuvent étre séparés rapidement. De plus, toutes sortes de substances peuvent étre
analysées en raison des divers modes de séparation qu’offre 'EC et qui peuvent éga-
lement étre utilisés en MCE. Cependant, les faibles sensibilités observées en MCE
sont souvent problématiques en raison de la courte longueur du chemin optique et
de la faible quantité d’échantillons injectée. Les systémes de détection hautement
sensibles, tels que la fuorescence (LIF), la SM, 'ampérométrie ou le microscope
& lentille thermique, ont été cependant développés pour la MCE. Toutefois, les li-
mites de détection restent insuffisantes, ce qui freine souvent la commercialisation
d’appareils de MCE en dépit des hautes performances analytiques.

Afin d’augmenter la sensibilité de détection en MCE, plusieurs approches ont été
proposées ; I'une de ces approches consiste & augmenter le chemin optique, 'autre
est basée sur l'utilisation de techniques de préconcentration d’échantillons. L’amé-
lioration de la longueur du trajet a été réalisée en EC mais demeure difficilement ap-
plicable en MCE, car il est difficile de modifier la profondeur du microcanal au point
de la détection sans altérer les performances analytiques ou complexifier les étapes
de microfabrication. Ainsi, ce sont les techniques de préconcentration d’échantillons
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qui ont été principalement sollicitées et étudiées pour la MCE. La préconcentra-
tion d’échantillons en EC et MCE est souvent une étape essentielle. Ces techniques
d’enrichissement peuvent étre couplées en ligne ou encore hors ligne & la technique
séparative. Les méthodes de préconcentration peuvent étre subdivisées en deux ca-
tégories :

— Les méthodes de préconcentration électrophorétiques : elles sont généralement
dynamiques, liées & des phénomeénes électrocinétiques et conduisent & des com-
pressions de bandes par différents moyens.

— Les méthodes de préconcentration chromatographiques : elles sont générale-
ment statiques et sont basées sur des phénoménes d’extraction utilisant des
supports solides.

Les méthodes de préconcentration électrophorétiques sont basées sur la différence
de mobilité électrophorétique des analytes dans différentes zones. Ce mode de pré-
concentration exige l’existence d'une composante électrophorétique et la préconcen-
tration des analytes s’effectue sur une frontiére au travers d’un changement de vitesse
des composés d’intérét. Les principaux modes de préconcentration électrophorétique
sont l'isotachophoreése, 'isoélectrofocalisation, ou encore les compressions de bande
basées sur ’amplification de champs électriques. Bien que ces méthodes soient per-
formantes avec des facteurs d’enrichissement allant de 10 &4 100.000 voire 1.000.000
dans certains cas [2|. Lorsque l'injection hydrodynamique est appliquée, le volume
du capillaire ou du canal limite le volume d’échantillon pouvant étre introduit. Cette
limitation peut étre partiellement surmontée par 'utilisation de I'injection électroci-
nétique, mais cette approche souffre généralement d’une mauvaise reproductibilité,
d’une discrimination de certains ions et est sensible a la, composition de la matrice de
I’échantillon. Le principal inconvénient de ces techniques électrophorétiques réside
lors de 'analyse de matrices complexes puisque de nombreuses substances peuvent
étre concentrées simultanément avec les analytes d’intérét, ce qui conduit finalement
a des séparations peu résolutives et des facteurs d’enrichissement insuffisants.

Dans les méthodes de préconcentration chromatographiques, les analytes sont
piégés de maniére plus au moins spécifique et concentrés dans une structure poreuse
appelée support solide de préconcentration. Les échantillons préconcentrés sont par
la suite envoyés vers le module de séparation. Les avantages de ces techniques sont
principalement les volumes d’échantillon injectés qui peuvent étre plus élevés parce
que les analytes sont adsorbés sur une phase stationnaire mais aussi parce que la
préconcentration peut étre plus spécifique. La (micro) extraction sur phase solide
(SPE et SPME) est la technique d’extraction la plus couramment utilisée [20, 2|.
La SPE peut donc enrichir les analytes présents a 1’état de trace et éliminer les
composés potentiellement interférents. De fagon évidente, en absence de pertes, plus
le rapport entre le volume d’échantillon et celui de I’élution est élevé, plus le facteur
de préconcentration résultant pourrait étre important|15|. Les recherches dans ce
domaine se sont portées principalement sur le développement de supports solides
compatibles avec les dispositifs microfluidiques et qui peuvent y étre facilement
introduits.

Le couplage entre la SPE et les microsystémes d’analyse peut se réaliser selon
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deux modes :

— Couplage hors-ligne; dans ce mode, il n'y a pas d’intégration et les échan-
tillons sont transférés manuellement ou de fagon automatisée du module de
préconcentration a celui de la séparation.

— Couplage en-ligne ; dans ce mode, une intégration compléte entre les modules
de SPE et MCE est assurée. Il s’agit d’insérer le support de préconcentration
dans le canal du microsystéme ou encore d’assurer le contact entre les deux
modules au moyen d’une connexion physique.

Différents matériaux ont été utilisés comme phase solide pour la préconcentra-
tion par SPE. Ces derniers peuvent avoir des spécificités différentes. On peut citer
a titre d’exemple, les polymeéres a empreintes moléculaires (MIP), les phases par-
ticulaires, les billes fonctionnalisées ou encore les monolithes organiques ou ceux
& base de silice. Toutefois, lorsqu’une sélectivité élevée est nécessaire, notamment
dans le cas de la préconcentration de molécules biologiques tels que les protéines
et peptides, des matériaux hautement spécifiques sont alors plus appropriés tels
que les matériaux d’immuno-affinité. En matiére de prétraitement de 1’échantillon,
particulierement dans le cas de préconcentration de protéines et peptides, ce sont
principalement les monolithes organiques qui ont été proposés dans la littérature. Les
monolithes & base de silice, bien qu’ayant plusieurs avantages, n’ont pas été utilisés
pour I'enrichissement des protéines et peptides mais plutét dans la préconcentration
de ’ADN.

Dans ce chapitre, nous nous intéressons en premiére partie aux monolithes orga-
niques utilisés généralement pour la préconcentration de protéines et peptides, puis
nous détaillerons leurs applications pour I’enrichissement de ces analytes en micro-
systémes analytiques. En deuxiéme partie , nous présentons quelques exemples de
préconcentration de protéines et peptides par SPE sur des phases particulaires in-
tégrées dans des microsystémes. Enfin, nous terminons en présentant briévement le
cas particulier de la préconcentration de phosphopeptides et phosphoprotéines, sur
support solide.

3.2 Phases stationnaires monolithiques

Depuis leur apparition, au début des années 90 [12, 11|, les monolithes ont été
largement utilisés d’abord pour la chromatographie puis 1’électrochromatographie.
Depuis 1998, ils constituent une approche intéressante et de plus en plus utilisée
pour la SPE. Elle est fondée sur la distribution des composés entre une phase li-
quide (I’échantillon) et une phase solide (I’adsorbant). En premiére approximation,
cette technique d’extraction repose sur un simple principe chromatographique ot
I’adsorbant joue le role de phase stationnaire et 1’échantillon percolé constitue la
phase mobile. Si les analytes d’intérét présentent une forte affinité vis-a-vis de ’ad-
sorbant, ils y sont retenus au cours de 1’étape de percolation alors que le solvant est
éliminé. Les analytes sont ensuite élués avec un faible volume de solvant éluant.

Cette approche a contribué a un avancement remarquable dans la miniaturisation



70 3.2. Phases stationnaires monolithiques

et 'automatisation pour la préparation des échantillons.

L’utilisation des monolithes que ce soit en capillaire ou sur puce, pour la SPE
ou la préconcentration, a été décrite et discutée dans plusieurs revues [15, 26, 20,
2,4, 13, 30, 17, 22, 9, 16]. Le nombre de publications sur ce sujet a énormément
augmenté ces 5 derniéres années.

Dans le processus d’extraction “en ligne”, les monolithes sont synthétisés, in-situ
dans les dispositifs. Des progrés remarquables ont été réalisés afin de former des
monolithes de facon homogéne et répétable au sein des canaux des dispositifs micro-
fluidiques et leur synthése est rendue relativement facile dans différentes dimensions.

3.2.1 Monolithes organiques : synthése, avantages et inconvénients

Une large gamme de monomeéres a été utilisée pour la synthése de monolithes
polymériques et prés de 30 monomeéres distincts ont été répertoriés dans la littéra-
ture. Cependant, la plupart de ces monolithes polymériques peuvent étre regroupés
en trois grandes catégories :

— les monolithes & base de polystyréne

— les monolithes & base d’acrylamide

— les monolithes & base d’acrylate et de méthacrylate

Vlakh et Tennikova [27] ont publié¢ une excellente description des différentes mé-
thodes de préparation de monolithes & base de méthacrylate considérés comme les
plus communément utilisés. Un autre article intéressant, récemment publié par Ro-
berts et ses collaborateurs, traite la versatilité des monolithes de polyméthacrylate
pour la purification de biomolécules [18].

La synthése des monolithes organiques nécessite une simple procédure de pré-
traitement des canaux suivie d'une seule étape de polymérisation donnant lieu a
une structure poreuse bien ancrée & la surface et ayant les groupements fonction-
nels adaptés [3]. En régle générale, le mélange de pré-polymérisation est constitué
de monomeéres, d’agent de réticulation, de solvants porogénes et d’initiateurs, dans
un rapport approprié. Le mélange est par la suite placé aux ultrasons puis purgé
avec de 'azote pour chasser I'oxygéne présent en solution. La solution est ensuite
introduite dans le canal du dispositif microfluidique.

Selon le matériau du dispotitif utilisé, un prétraitement approprié doit étre réa-
lisé. Ainsi, les puces en verre sont couramment activées par un traitement avec
un agent de silanisation 7-MAPS (3-(triméthoxysilyl) propyl methacrylate) avant
I'introduction du mélange de pré-polymérisation [14]. Par réaction entre les grou-
pements méthoxy du 7-MAPS et les groupements silanol du canal en verre, les
groupements éthylénes peuvent se fixer de facon covalente & la paroi des canaux,
et participent ainsi a I’enchainement de la réaction de polymeérisation mais aussi a
I’ancrage du monolithe sur la surface du capillaire. Cette étape est cruciale pour ob-
tenir une structure monolithique mécaniquement stable dans le dispositif. La figure
3.1 présente un cliché de microscopie électronique & balayage (MEB) d’un monolithe
Poly(BMA-co-EDMA) synthétis¢ au sein d’une puce en verre [31].
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FIGURE 3.1 - Clich¢ MEB d’un monolithe de Poly(BMA-co-EDMA) synthétisé dans
un microcanal en verre [31].

La polymérisation est généralement initiée par chauffage ou par rayonnement UV
en présence d’amorceurs. Elle peut également étre initiée, mais plus rarement, par
des micro-ondes [35] ou encore par rayons v [34]. Le matériau obtenu est finalement
lavé avec de grandes quantités de solvants organiques pour éliminer les monomeéres
qui n’ont pas réagi et les solvants porogénes en excés.

De fagon générale, les monolithes organiques sont hautement biocompatibles et
stables sur une large gamme de pH, ce qui les rend aptes & une utilisation pour
des échantillons biologiques tels que 'urine ou le sérum. Cependant, dans la plupart
des cas, ils souffrent de problémes de gonflement lors de ’exposition aux solvants
organiques, conduisant & une pauvre stabilité mécanique.

Les avantages des phases stationnaires monolithiques habituellement utilisées
pour la chromatographie et 1’électrochromatographie ont été bien décrits dans de
nombreuses études [19]. Bon nombre de ces avantages sont également présents pour
les monolithes polymériques a visée d’extraction. En général, ils permettent des
vitesses d’écoulement linéaires relativement élevées. Ceci est considéré comme un
grand avantage pour les analyses a haut débit ou les extractions & partir de grands
volumes d’échantillon. La popularité des monolithes organiques dans la littérature
ne s’explique qu’en partie par leurs avantages en terme de performance. Un avantage
tout aussi important est leur facilité de synthése, car ces monolithes peuvent étre
synthétisés in-situ dans un canal microfluidique [23]. Cet avantage est particuliére-
ment intéressant pour les dispositifs micro et nanométriques, ou l'incorporation de
supports d’extraction particuliers tels que les particules de silice greffées, les billes
fonctionnalisées ou encore la synthése in-situ des monolithes de silice par procédé
sol-gel est difficile [10]. En outre, les monolithes polymériques sont généralement au
moins 60% plus poreux que les lits de particules et les monolithes polymériques.
Leur porosité dépend des solvants porogeénes utilisés (nature, proportion). En com-
paraison & leurs homologues a base de silice, les monolithes organiques présentent un
inconvénient majeur, qui est leur faible surface spécifique. Ceci peut étre considéré
comme un inconvénient dés lors que 'on sait que la surface spécifique de la phase
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monolithique est 'un des facteurs les plus importants pour garantir des rendements
d’extraction élevés. Les surfaces spécifiques de monolithes déclarées dans plusieurs
articles publiés sont généralement inférieures a 50m?/g.

3.2.2 Applications des monolithes organiques dans la préconcen-
tration de protéines et peptides en microsystémes

La synthése localisée de monolithe dans un canal microfluidique en utilisant une
polymérisation photochimique a travers un masque, ainsi que leur possible fonc-
tionnalisation ont permis le développement de quelques dispositifs microfluidiques
complexes intégrant de multiples modules. Cependant, comme mentionné dans la
revue du chapitre précédent, peu d’exemples de microsystémes intégrant une étape
de préconcentration par extraction sur phase solide de protéines et peptides ont été
décrits dans la littérature.

Le tableau 3.1 regroupe ’ensemble des publications portant sur la préconcentra-
tion de protéines et peptides par extraction réalisée sur support solide. Le tableau
spécifie non seulement la nature du monolithe ou du support solide utilisé pour la
préconcentration, mais aussi a quelle(s) protéine(s) il a été appliqué, ainsi que le
mode de détection ou de séparation utilisé en aval. Lorsque le facteur d’enrichisse-
ment a été précisé, celui-ci est indiqué dans le tableau. On y retrouve principalement
les monolithes organiques et les billes en tant que support solide, introduit au sein
d’un microsystéme analytique.

Nous remarquons ainsi que le verre est le matériau le plus utilisé pour intégrer
un support solide de préconcentration ce qui peut étre expliqué par le traitement
de surface relativement facile du verre en comparaison avec les autres matériaux. Le
PDMS, au contraire, n’a jamais été exploité. Les monolithes organiques, principa-
lement & base de méthacrylate, sont aussi les plus utilisés comme support solide de
préconcentration.

Le premier microsystéme analytique intégrant un module de préconcentration
sur support solide de protéines a été réalisé en 2001 par I’équipe de Yu [31]. Il s’agit
d’un microsystéme en verre de type monocanal de 100um de diamétre sur lequel a été
polymeérisé in-situ un monolithe BMA-co-EDMA de 7 mm de longueur. L’extraction
et I'enrichissement de la GFP recombinante ont été réalisés avec succes par l'inter-
meédiaire d’interactions hydrophobes avec le monolithe. Un facteur d’enrichissement
de 103 a été atteint. La préconcentration de la GFP en ligne sur puce en utilisant le
poly (méthacrylate de butyle-co-éthyléne diméthacrylate) comme support solide a
été ultérieurement réalisée dans les mémes auteurs avec un facteur d’enrichissement
de 1000 [32]. Le monolithe a été synthétisé sur une longueur de 7 mm.

Plus tard, Lee et ses collaborateurs ont développé dans un microsystéme ana-
lytique en verre, présenté a la figure 3.2, un support d’immuno-affinité basé sur un
monolithe de poly(GMA-co-TRIM) fonctionnalisé, via une attache covalente, avec
du Cibacron-blue-3G-A pour la capture spécifique du lysosyme ou de HSA [6].

La figure 3.3 présente des images de fluorescence du monolithe en présence de
lysosyme marqué au FITC, de cytochrome C marqué au FITC ou du mélange lyso-
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FIGURE 3.2 — Schéma du dispositif microfluidique en verre utilisé pour la capture
par affinité du lysosyme ou de HSA [6].

syme et cytochrome C. La faible fluorescence observée en présence de cytochrome C
marqué au FITC et, au contraire, la forte intensité de fluorescence obtenue en pré-
sence de lysosyme marqué au FITC indiquent une affinité forte et spécifique entre
le monolithe fonctionnalisé et le lysosyme.

100 wm — flow direction <——

100 pm — flow direction «——

100 wm — flow direction <—

FIGURE 3.3 — Images de fluorescence du monolithe d’immunoaffinité de lysosyme
synthétisé dans un dispositif microfluidique en verre. (A) aprés percolation de lyso-
zyme marqué au FITC. (B) Aprés percolation de cytochrome C marqué au FITC.
(C) Apres percolation d’un mélange de lysozyme non dérivé et de cytochrome C
marqué au FITC [6].

Lee et ses collaborateurs ont alors testé le monolithe modifié dans un canal
microfluidique pour 'extraction de I'albumine humaine & partir du LCR, qui est un
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mélange beaucoup plus complexe que celui constitué uniquement de lysozyme et de
cytochrome C. Afin de détecter la capture de 'albumine par fluorescence, ils ont
utilisé un dosage de type sandwich en utilisant des anticorps anti-albumine humaine
marquée au FITC. Les résultats obtenus sont présentés a la figure 3.4. On observe
clairement une importante fluorescence dans le cas ou la HSA est capturée (figure
3.4.A), et pas de fluorescence dans le cas du monolithe de controle sur lequel a été
percolée uniquement la solution tampon (figure 3.4.B).

monolithic bed with weak
fluorescence signal

monolithic bed with
strong fluorescence signal

e W et o
ol L e

100 pm — 100 pm —

FIGURE 3.4 — Images de fluorescence du monolithe d’immunoaffinité pour la HSA
en utilisant des anticorps anti-HSA. (A) Monolithe en présence de HSA capturée a
partir du LCR (B) monolithe de controle [6].

Plus récemment, 1’équipe de Bedair a proposé la polymérisation d’un monolithe
Poly(LA-co-EDMA) a lorifice de sortie d'un microsystéme en COC et son utilisa-
tion comme émetteur d’électrospray. L’application de ce monolithe comme support
solide d’extraction de protéine avant la détection par spectrométrie de masse & été
démontrée pour la préconcentration de la myoglobine [1].

L’extraction par immunoaffinité de protéines dérivées au FITC suivie de leur
séparation par électrophorése en ligne a été effectuée au sein d’une puce en PMMA.
Celle ci intégre un monolithe GMA-EGDMA de 2 mm de longueur placé en amont du
canal de séparation [21]. Le dispositif utilisé ainsi qu'une image MEB du monolithe
synthétisé sont représentés aux figures 3.5 et 3.6.

L’immobilisation des anticorps anti-FITC sur le monolithe est réalisée par ré-
action directe des groupements époxy du GMA avec les groupements amine des
anticorps & 37°C pendant 24 h. Aprés immobilisation des anticorps, les groupe-
ments époxy résiduels sont bloqués avec du tampon Tris (pH 8), le Tween-20 (20%)
a été ajouté a la solution de protéine afin d’éliminer leur adsorption non spécifique.
Le monolithe est percolé par un mélange de HSA et d’IgG, tous deux dérivés au
FITC, a différentes concentrations. Leur élution est suivie d’une séparation en ligne
réalisée en mode électrophorése de zone (3.7). La GFP non dérivée par le FITC a
été également ajoutée au mélange des deux protéines dérivées au FITC, les éléc-
trophérogrammes obtenus indiquent ’extraction sélective des protéines HSA et IgG
marquées au FITC. (figure 3.7)

Trés récemment, Hua et ses collaborateurs ont développé un microsystéme ana-
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FIGURE 3.5 — Dispositif microfluidique proposé par Sun et al. pour la préconcentra-
tion la séparation en ligne de protéines sur puce en PMMA (A) Design de la puce
en PMMA, (1-7) les réservoirs (B) Photo du dispositif fabriqué [21].

FIGURE 3.6 — Clichés MEB du monolithe poly(GMA-EGDMA) synthétis¢ au sein
d’une puce en PMMA (A) image du canal entier (B) image agrandie |21].

lytique en verre intégrant 1lmm d’un monolithe META /BMA /EDMA pour la diges-
tion et la préconcentration du cytochrome C ou de la myoglobine [5]. Des photos du
monolithe polymérisé dans le microcanal sont présentées a la figure 3.8.

La structure monolithique synthétisée retient les protéines dans des conditions
aqueuses. En présence de 60% d’ACN, I’élution puis la séparation par electrophorése
des protéines sont représentées par les profils de la figure 3.9 pour le cytochrome C
et la myoglobine. Le pic fin obtenu pour le cytochrome C indique une désorption
rapide par le tampon d’élution. La myoglobine, plus hydrophobe, est éluée plus tard
avec un pic plus large. Dans les deux cas, le systéme utilisé a permis de détecter les
protéines.
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FIGURE 3.7 — (I) Electrophérogrammes d’élution de HSA et d’IgG de la surface du
monolithe anti-FITC intégré dans une puce en PMMA. (II) Electrophérogrammes
de purification puis séparation du FITC-IgG et FITC-HSA de la GFP |21].

(A)

FIGURE 3.8 — (A) Photo optique du monolithe META /BMA /EDMA synthétisé
dans un microcanal en verre (B) Image MEB du monolithe indiquant une structure
uniforme [5].

Un article portant sur la préconcentration des phosphopeptides en microsystéme
a été récemment publié en 2011 (a la fin de ma thése) par Wang et ses collaborateurs.
Cette fois, le support solide d’extraction est constitué d’un monolithe organique
synthétisé in-situ dans une puce en verre. Ces travaux seront présentés avec plus de
détails dans le chapitre 7 de ce manuscrit.
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FIGURE 3.9 — Electrophérogrammes (& gauche) et spectres de masse (& droite) du
cytochrome C (en haut) et de la myoglobine (en bas) obtenus aprés leur préconcen-
tration sur colonne monolithique a base de META /BMA /EDMA dans une puce en
verre [5].

3.3 Préconcentration de protéines et peptides sur phases
stationnaires particulaires

Les phases particulaires font partie des supports d’extraction fréquemment uti-
lisés en SPE. Les phases particulaires que 'on peut généralement rencontrer dans
la littérature sont principalement des billes magnétiques et des particules de silice
gréffées. Cependant, & ce jour, ces phases particulaires ont été rarement exploitées
en microsystémes analytiques pour I'enrichissement des protéines et peptides.

Le premier systéme intégrant une phase particulaire pour la préconcentration de
peptides a été proposé en 2006 par Yue et al.|33]. Ces travaux seront explicités plus
en détails dans le chapitre 7 de ce mémoire.

Récemment, I'équipe de Wang [28| a proposé un dispositif intégrant un module
de digestion enzymatique, un module de préconcentration sur phase solide et un
module de séparation couplé & un spectrométre de masse comme le présente la
figure 3.10.

Afin d’évaluer le module de préconcentration congu, les auteurs ont testé deux
types de phases particulaires : des billes POROS R2 et des billes de type Oasis? ™
HLB pour 'enrichissement des produits de la digestion trypsique du cytochrome C.
Il s’est avéré que les billes Oasis”™ HLB étaient plus efficaces.

Le module SPE intégré a d’abord été testé en utilisant un mélange de peptides
standards (angiotensine, leu-enkaphalin, LHRH). La récupération a été évaluée a
partir de la hauteur de pics du spectre de masse des peptides élués, par rapport aux
pics de la solution initiale. Sur la base des rapports de volumes utilisés, un facteur
d’enrichissement de 10 a été atteint.
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FIGURE 3.10 — Schéma du dispositif microfluidique en verre développé par Wang
et al. intégrant des modules de digestion trypsique, de SPE, de séparation et une

pointe d’électrospray [28].

Le module SPE a également été évalué avec 'analyse des peptides issus de la
digestion du cytochrome C par la trypsine. Le spectrométre de masse de la figure 3.11
montre les résultats obtenus sans étape de SPE au préalable. Seuls cing fragments du
cytochrome C ont été observés alors que 17 peptides issus du cytochrome C ont pu
étre obervés (3.11B) lorsqu’une étape de préconcentration a eu lieu sur un support
SPE de 4 mm de longueur contenant 0,15 mg de billes. un facteur d’enrichissement

de 13 a été obtenu.

0.2 x 10°¢cps
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FIGURE 3.11 — Spectres de masse des produits de digestion du cytochrome C (A)
sans préconcentration par SPE et (B) avec préconcentration par SPE [28].
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Trés récemment, des travaux publiés par Svobodova [24] et ses collaborateurs
portant sur la préconcentration des peptides amyloides (AfB) proposent un micro-
systéme en PDMS intégrant un module d’immunoprécipitation, connu sous le nom de
micro-immunoprécipitation (uIP). La technique utilise, dans un canal microfluidique
de 1 mm, un support immunosorbant, constitué de billes magnétiques sur lesquelles
sont immobilisés des anticorps spécifiques anti-AS. Ces billes s’auto-organisent sous
I'effet d’un champ magnétique en présence de 2 aimants permanents. Le dispositif
microfluidique utilisé est présenté par la figure 3.12.

FIGURE 3.12 — Dispositif microfluidique proposé par Svobodova et al. (a) Photo
du master utilisé pour le moulage du PDMS, (b) schéma du dispositif microflui-
dique en PDMS (c), (d) détails de la microcolonne d’affinité anti-AS dans le canal
microfluidique [24].

Aprés enrichissement des peptides amyloides sur le support, le peptide AS 1-42
a été biospécifiquement capturé lors de ’étape de chargement et est efficacement
libéré ensuite lors de I’étape d’élution. Les auteurs ont alors réussi & préconcentrer
les peptides AS sur le support & partir d’un volume de 100uL & un volume de 0.58uL
ce qui signifie un enrichissement d’au moins 170 fois.

3.4 Conclusion

Les microsystémes analytiques se montrent des dispositifs performants pour
I'analyse compléte d’échantillons biologiques. La possibilité d’y intégrer un mo-
dule de préconcentration pour des molécules d’intérét se révéle intéressante afin
non seulement d’augmenter la sensibilité de la méthode mais aussi de débarras-
ser les échantillons complexes des éléments interférents. Cependant, comme nous
I’avons montré au cours de ce chapitre, I’exploitation de cette approche de précon-
centration sur support solide en microsystéme n’est pas encore répandue bien que
les travaux réalisés & ce jour dans ce domaine montrent une bonne performance de
ces techniques.

Le petit nombre d’applications existant dans la littérature peut probablement
s’expliquer par la complexité des designs des dispositifs intégrant différents modules
de préparation d’échantillons, de séparation ou encore de détection. En effet, ces
systémes nécessitent 1'utilisation de plusieurs réservoirs pour chaque étape. En outre,



3.4. Conclusion 81

il est nécessaire que les différentes solutions utilisées soient compatibles du fait que
chaque module nécessite ses propres conditions, le tampon de séparation est par
exemple différent de celui d’élution.

Nous remarquons que le verre est le matériau de microsystémes le plus utilisé.
Malgré tous ses avantages, surtout en terme de microfabrication et de flexibilité, le
PDMS n’a pas été exploité dans le cadre de microsystémes dédiés & la préconcentra-
tion d’échantillons biologiques. En outre, les monolithes organiques restent les plus
utilisés en tant que supports solides de préconcentration par SPE en comparaison
avec les phases particulaires qui sont rarement exploitées.

D’aprés les exemples présentés dans ce chapitre, nous remarquons également que
la préconcentration d’analytes se trouvant & I'état de trace dans des échantillons
biologiques complexes, tels que le sérum ou 'urine, n’a jamais été réalisée et que les
applications se limitent & des échantillons simples.

Enfin, il s’avére que le couplage "en ligne" d’un module de préconcentration en
amont d’une étape de séparation reste marginal. Ainsi, c’est dans ce cadre que se
situe mon sujet de thése dont ’objectif est de proposer non seulement un couplage en
ligne de la préconcentration et de la séparation de phosphopeptides mais également
de travailler dans un matériau non exploité & ce jour pour la préconcentration qui
est le PDMS.
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CHAPITRE 4

Phosphorylation et biomarqueurs

4.1 Introduction

La phosphorylation est 1'une des MPTs les plus communes et les plus étudiées.
En 1992 il a été démontré que la phosphorylation réversible de protéines était un
mécanisme de régulation, ce qui a valu le prix Nobel de Physiologie/Médecine a
Edmond H. Fischer et Edwin G. Krebs. Trés répandue, cette MPT concerne 30%
des protéines cellulaires qui sont donc modifiées par I'attache covalente d’un grou-
pement phosphate sur les acides aminés susceptibles de subir une phosphorylation.
La phosphorylation est un événement majeur intervenant dans la régulation de 1’ac-
tivité, de la localisation ou de la stabilité des protéines. Plusieurs pathologies sont
associées a la dérégulation des voies de phosphorylation. Ces derniéres sont im-
pliquées dans certains cancers, certaines maladies métaboliques, neurologiques ou
encore musculaires.

L’analyse protéomique permet d’étudier un grand nombre de protéines d’un
échantillon ainsi que leurs modifications post-traductionnelles afin d’accéder a la
réalité cellulaire et & la modulation de la fonctionnalité de ces protéines. Cette
technique est également un outil permettant de mettre en évidence de nouveaux
biomarqueurs potentiels d'une pathologie.

Les biomarqueurs sont définis comme des paramétres biologiques, des paramétres
mesurables fonctionnels, cellulaires ou moléculaires, indicatifs d’un statut particu-
lier génétique, épigénétique ou fonctionnel, pour un systéme biologique. Les bio-
marqueurs doivent permettre la caractérisation d’un état physiologique, un état
pathologique, une évolution d’une maladie ou encore une réponse & un traitement
donné. Leur dosage doit étre précis, reproductible, fiable et réalisable par des mé-
thodes peu invasives.

Dans le cas de la phosphorylation, le défi n’est pas simplement d’identifier et
de répertorier tous les sites de phosphorylation d’une protéine, mais plutét d’iden-
tifier le site ou les sites anormalement phosphorylés en réponse a des perturbations
cellulaires ou des pathologies. L’exécution de cette tache, compte tenu du grand
nombre de sites de phosphorylation potentiels est particuliérement difficile. Ainsi, il
est aussi nécessaire de comprendre les mécanismes par lesquels la phosphorylation
des protéines controle le fonctionnement de la cellule. Plusieurs techniques d’analyse
de phosphoprotéines, dont la spectrométrie de masse et 1’électrophorése, ont été dé-
veloppées afin de résoudre cette complexité et comprendre les différents mécanismes
de cette modification.

Dans ce chapitre, nous présentons en premiére partie des notions générales sur la
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phosphorylation de protéines et les différentes kinases impliquées dans cette réaction.
Nous détaillons par la suite les différentes méthodes d’enrichissement des espéces
phosphorylées dans des échantillons complexes ainsi que les techniques d’analyse
de phosphoprotéines et phosphopeptides. Enfin, nous présentons un exemple de
biomarqueurs phosphorylés potentiels de plusieurs pathologies humaines.

4.2 Phosphorylation de protéines

Les protéines peuvent subir d’importantes modifications, appelées MPTs, au
cours et aprés leur biosynthése. La présence de MPT sur une protéine peut influen-
cer son activité, sa localisation, sa stabilité, ainsi que ses interactions avec d’autres
protéines. Il existe actuellement prés de 200 MPTs décrites dont la plus commune
et la plus abondante est la phosphorylation. Elle consiste en l'ajout covalent du
groupement phosphate terminal de ’adénosine triphosphate (ATP) sur le groupe-
ment hydroxyle d'un acide aminé de la protéine cible. Ce processus est une réaction
enzymatique rapide et réversible catalysée par une protéine kinase. La déphospho-
rylation de la protéine est effectuée par une phosphatase. La figure 4.1 illustre la
réaction de phosphorylation de la tyrosine.

2 charges négatives

or
O=P—r
_oH AP AR .
Protein kinase
S T" Phosphatase g r_r
Hoo Hoo
Tyrasine Pi H,O Phosphotyrosine

FIGURE 4.1 — Schéma général de la phosphorylation de la tyrosine

Chez les eucaryotes, les sites de phosphorylation les plus communs et les plus
importants sont les résidus sérine, thréonine et tyrosine. Les résidus sérine et thréo-
nine sont plus fréquemment phosphorylés que les résidus tyrosine, avec un ratio de
(pS :pT :pY) 1000 :100 :1 dans une cellule de vertébré|11].

Les protéines kinases, enzymes responsables de la phosphorylation, sont si nom-
breuses qu’elles représentent la troisiéme grande famille de protéines par leur abon-
dance dans le généme humain. Les kinases sont caractérisées par un domaine ca-
talytique commun retrouvé dans 478 des 518 séquences recensées. Selon le résidu
modifié, on les classe habituellement selon 4 principaux groupes :

— les sérine-thréonine kinases : elles sont au nombre de 400 et représentent la

plus grande portion des kinases (67%),
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— les tyrosine kinases : elles représentent 17% de toutes les kinases. Elles sont
responsables de fonctions clés telle que la transduction d’un stimulus externe
au noyau de la cellule. Ce groupe est divisé en deux classes : récepteurs tyrosine
kinase et tyrosine kinases cytoplasmiques,

— les tyrosine kinases-like : elles représentent 8% de toutes les kinases,

— les kinases atypiques (ou l'on retrouve les lipides kinases) (8%).

4.3 Analyse de phosphoprotéines

Les MPTs ne peuvent généralement pas étre prédites avec précision a partir de
la traduction seule de la séquence du géne. Ainsi, la détermination expérimentale
des différents sites de phosphorylation doit souvent étre mise en oeuvre. A cette fin,
le développement et 'optimisation de protocoles pour I'enrichissement des protéines
ou des peptides phosphorylés est essentiel. En outre, diverses méthodes ont été
développées pour l'analyse de protéines et peptides phosphorylés.[43].

L’analyse des phosphoprotéines n’est pas simple pour diverses raisons. En effet,
seule une faible fraction du pool protéique total est modifiée & un instant donné et
en réponse a un stimulus donné (signalisation et régulation cellulaire). En outre,
les sites de phosphorylation sur les protéines peuvent varier, ce qui implique que
toute phosphoprotéine est intrinséquement hétérogéne, c’est-a-dire qu’elle peut exis-
ter sous différentes formes phosphorylées. Une autre raison importante qui complique
davantage 1’analyse des phosphoprotéines est que la plupart des molécules de signa-
lisation, cibles principales d’événements de phosphorylation, sont présentes & faible
concentration dans les liquides biologiques et, dans ces cas, ’enrichissement est une
condition nécessaire avant ’analyse.

4.3.1 Meéthodes d’enrichissement des phosphoprotéines

Les protéines phosphorylées étant souvent peu abondantes dans les liquides phy-
siologiques, un certain nombre de techniques a été développé pour purifier partiel-
lement ou enrichir préférentiellement les phosphoprotéines et les phosphopeptides a
partir d'un mélange complexe. La plupart des stratégies couramment utilisées sont
résumées & la figure 4.2 et sont principalement basées sur I'immunoprécipitation,
la chromatographie d’affinité et les modifications chimiques. Ces techniques ont été
décrites dans plusieurs revues dans la littérature.[4, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18,
19, 22, 26, 32, 34, 35, 36, 37, 39, 40, 42, 44, 45, 49, 50, 53, 58, 61]. Au cours de cette
section du chapitre, nous présentons briévement, & titre d’exemple, uniquement les
techniques d’enrichissement basées sur la chromatographie d’affinité.

4.3.1.1 La chromatographie d’affinité de type IMAC

L’IMAC est une technique d’enrichissement de phosphoprotéines et de phospho-
peptides largement utilisée et qui est principalement basée sur I’emploi d'une matrice
composée de support solide sur lequel sont immobilisés des ions métalliques [1]. Ces
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phosphorylés|54]

ions métalliques peuvent capturer les groupements phosphate des phosphoprotéines
ou phosphpeptides via des liaisons de coordination. Au fil des années, une variété
de supports ont été introduits pour 'enrichissement par IMAC, principalement les
monolithes [64, 15], qui sont devenus les plus fréquemment utilisés pour Ienrichis-
sement de phosphoprotéines et phosphopeptides. Des kits commerciaux pour 1’enri-
chissement par IMAC sont également disponibles auprés de différents fournisseurs.
Les ions métalliques les plus utilisés pour I'enrichissement des phosphopeptides, sont
pricipalement le Fe3t [41], le Ga®t [46], le Zrtt [63] et le Ti*t [64].

4.3.1.2 La chromatographie d’affinité de type MOAC

A La différence de 'IMAC, la matrice de chromatographie de type MOAC (Metal
oxide affinity chromatography) est elle-méme composée d’oxydes ou d’hydroxydes
métalliques de telle sorte que la présence d’un support d’ancrage n’est pas nécessaire.
L’enrichissement de phosphopeptides a été généralement réalisé par du dioxyde de
titane (703), alors que celui de phosphoprotéines se basait principalement sur
I'hydroxyde d’aluminium (AI(OH)3). Les oxydes de métaux alternatifs, tels que le
dioxyde de zirconium (Zr03), 'oxyde de gallium (Ga203), 'oxyde ferrique (Fe3Oy4),
oxyde de niobium (Nb2Os3), oxyde d’étain (SnO3) et 'oxyde de tantale (T'a20s)
n’'ont été que rarement utilisés 33].

A titre d’exemple, la TiOy — MOAC' est fréquemment utilisée pour ’enrichisse-
ment de phosphopeptides, et plusieurs protocoles ont été publiés. La Ti0y — MOAC
a été démontrée comme plus efficace que 'IMAC en terme de sélectivité [3, 30, 31|
ou encore de sensibilité [23]. Un autre exemple est ’hydroxyde d’aluminium géné-
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ralement utilisé pour 'enrichissement de phosphoprotéines par MOAC [60].

4.3.1.3 La chromatographie d’affinité de type SIMAC

La SIMAC (Sequential elution from IMAC) est une méthode d’enrichissement de
phosphopeptides basée sur la combinaison des méthodes MOAC et IMAC [55]. Cette
combinaison renforce la sélectivité et la sensibilité de ’enrichissement. L utilisation
de la SIMAC permet l'identification d’une plus grande quantité de phosphopeptides
que si 'on utilise le MOAC seul et s’est avérée plus efficace, en particulier pour
Ienrichissement de peptide multiphosphorylés [55].11 en résulte la séparation des
peptides multiphosphorylés et monophosphorylés. Une application de SIMAC a été
réalisée de fagon satisfaisante dans plusieurs travaux |7, 48].

L’¢lution séquentielle est un autre avantage dans le cas du SIMAC. Disposant
d’une plus grande quantité de fractions de phosphopeptides moins complexes, elle
augmente la probabilité de leur ionisation et identification par SM.

Une autre approche d’enrichissement basée sur la chromatographie d’affinité a
été trés récemment publiée par Iliuk et ses collaborateurs [25]. La matrice d’en-
richissement est composée d’un dendrimeére fonctionnalisé avec des groupements
latéraux (Figure 4.3)et 'immobilisation d’un ion métallique permet la capture des
protéines et peptides phosphorylés. Les performances de cette technique ne peuvent
étre confirmées pour le moment parce qu’elle n’a pas été largement testée. Le détail
de cette technique ne sera pas étudié dans cette partie.
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FIGURE 4.3 — Les deux types de chaines latérales attachés au dendrimére de Polymac
[25].

4.3.2 Analyse de phosphoprotéines

Plusieurs techniques analytiques ont été développées pour 'analyse de la phos-
phorylation des protéines. L’électrophorése bidimentionnelle sur gel (2DE), lélec-
trophorése capillaire et la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS/MS) sont largement utilisées en analyse. Ces méthodes nécessitent
auparavant un préfractionnement des protéines ou des peptides afin de réduire la
complexité de I’échantillon et de détecter les phosphorylations de faible abondance.

Nous nous intéresserons ainsi a ces techniques pour l'analyse de biomarqueurs
phosphorylés ainsi qu’a 'apport de la spectrométrie de masse dans ce domaine.



92 4.3. Analyse de phosphoprotéines

4.3.2.1 L’electrophorése bidimensionnelle sur gel-2DE

L’électrophorése bidimensionnelle sur gel est une méthode d’analyse classique
mais puissante. Elle permet de séparer des mélanges complexes de protéines en
fonction de leurs points isoélectriques (par focalisation isoélectrique IEF) puis de
leur masse moléculaire apparente (électrophorése sur gel de polyacrylamide) en mi-
lieu dénaturant SDS-PAGE. Dans les gels 2-DE, le pl des protéines diminue apreés
la phosphorylation. Cependant, ces changements, ne peuvent pas étre toujours ob-
servés et peuvent étre relatifs & d’autre MPTs. Ainsi, certains marquages “spécifi-
ques” sont indispensables et permettent de détecter les protéines phosphorylées. La
technologie du Pro-Q®Diamond offre la possibilité de détecter et de quantifier les
protéines contenant des phosphosérines, phosphothréonines ou phosphotyrosines. De
plus, cette technique est rapide, simple a mettre en ceuvre, reproductible, réversible
et compatible avec une analyse ultérieure par spectrométrie de masse. Cependant,
la sensibilité de cette technique reste faible et nécessite une quantité importante
d’échantillons.

L’inconvénient majeur du gel-2DE est le manque de reproductibilité entre les
gels et le temps d’analyse important. En outre, l'analyse d’images nécessite habi-
tuellement 'appariement de gels pour éliminer des artefacts.

4.3.2.2 L’électrophorése capillaire

L’EC est également un outil performant pour ’analyse des phosphoprotéines.
La phosphorylation d’'un peptide ou d’une protéine modifie en principe son pl, donc
sa charge et sa mobilité électrophorétique, entrainant ainsi des différences dans les
temps de migration en le mode ECZ

Trés récemment, Hu et ses collaborateurs ont utilisé un capillaire en silice fondue
modifié avec des ions Fe3t immobilisés sur des nanoparticules magnétiques pour la
séparation par ECZ de protéines phosphorylées et non-phosphorylées [24]. Leffet
positif de ces particules fonctionnalisées sur la séparation électrophorétique d’un
mélange de protéines phosphorylées et non phosphorylées est illustré a la figure 4.4.
Cet exemple prouve le potentiel de cette technique pour I'analyse des biomarqueurs
phosphorylés.

Shiraishi et al.|51] ont séparé par CIEF-LIF différentes formes de peptides (non-
phosphorylés, mono- et di-phosphorylés) des chaines légéres (LCq) qui jouent un
role important dans l'activation de la myosin II comme l'illustre la figure 4.5 [51].
Pour chaque analyse, le profil des pics obtenu est en conformité avec le degré de phos-
phorylation dans chaque échantillon. En effet, lorsqu’un échantillon & faible degré de
phosphorylation (81,5% LC49p non-phosphorylé et 18,5% LC9 mono-phosphorylé)
est analysé, on observe un tout petit pic et un autre plus intense et inversement
lorsqu’un échantillon a un degré de phosphorylation plus élevé (3,6% LCy non-
phosphorylé, 84,2% LCap mono-phosphorylé et 12,2% LCo di-phosphorylé ). Le pic
intense correspond donc Ce & la forme non phosphorylée alors que 'autre corres-
pond & celle mono-phosphorylée. Ceci étant confirmé par I'analyse du mélange ou
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FIGURE 4.4 — Séparation par ECZ d’'un mélange de protéines phosphorylées et
non phosphorylées sur (A)un capillaire en silice et (B)un capillaire avec des na-
noparticules fonctionnalisées par des ions Fe3t. Pics : 1, a-lactalbumine; 2, §-
lactoglobuline ; 3, a-caséine ; 4, B-caséine ; et 5, k-caséin

I’on observe deux pics intenses correspondant aux LCs9 mono-phosphorylé et non
phosphorylée.

I’EC diagonale est une forme d’électrophorése capillaire bidimensionnelle qui
emploie le méme mode de séparation dans chaque dimension. Cette technique a été
développée par Woicik et ses collaborateurs pour suivre 1’état de phosphorylation
d’'un mélange de peptides dans un réacteur contenant des phosphatases alcalines
immobilisées [59]. Dans ce cas, 'extrémité du premier capillaire comprend un mi-
croréacteur enzymatique. Les analytes qui ne sont pas modifiés par le réacteur ont
des temps de migration identiques dans les deux capillaires et générent des spots
sur la diagonale de I’éléctrophérogramme bidimentionnel. Les analytes, qui subissent
une modification enzymatique (phosphorylation) dans le réacteur, auront des temps
de migration différents dans le second capillaire et générent des spots en dehors de
la diagonale de I'électrophorégramme.

4.3.2.3 La spéctrométrie de masse (SM)

Les phosphopeptides peuvent étre détectés en SM par I'augmentation de masse
caractéristique du groupement phosphate (HPOs3), qui correspond & +80Da pour
une espéce monophosphorylée. La perte de masse de 80Da consécutive & un traite-
ment par une phosphatase facilite aussi l'identification des phosphopeptides. Cepen-
dant, les phosphopeptides ont une efficacité d’ionisation plus faible que celle d’un
peptide non-phosphorylé, il est donc plus difficile de détecter I'ion correspondant au
phosphopeptide [20]. Il résulte de cette particularité que identification et la carac-
térisation des phosphorylations par SM restent toujours un défi et nécessitent des
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FIGURE 4.5 — Analyse par CIEF-LIF de différentes formes de LCo [51]

stratégies adaptées.

L’empreinte peptidique massique est utilisée pour identifier les peptides phos-
phorylés. La comparaison des masses théoriques et des masses expérimentales des
peptides permet de mettre en évidence les peptides ayant un adduit de masse de +80
Da. Ceci permet d’identifier les peptides phosphorylés [10]. Cependant, un peptide
portant une sulfatation (adduit de +79.95 Da) peut étre confondu avec un peptide
phosphorylé du fait du méme adduit de masse (+79.96 Da) [62]. 1] est donc néces-
saire de pouvoir différencier les peptides phosphorylés de ceux qui ne le sont pas, soit
par détection d’ion métastable correspondant au peptide ayant perdu 'acide phos-
phorique, soit par comparaison entre I’échantillon non déphosphorylé et I’échantillon
déphosphorylé. Les peptides portant une phosphorylation sont difficilement détec-
tés par une analyse MALDI-MS. En effet, la phosphorylation diminue l’ionisation
MALDI des peptides phosphorylés par rapport aux peptides non phosphorylés [20].
La déphosphorylation permet de mettre en évidence des peptides déphosphorylés,
non détectés sous leur forme phosphorylée. Pour augmenter la détection des phos-
phopeptides, I'utilisation d’une matrice permettant de conserver plus facilement les
groupements labiles peut étre utilisée telle que I'acide 2,5 dihydrobenzoique (DHB)
[52]. Des études ont montré que 'ajout d’acide & cette matrice permet d’augmen-
ter la détection des phosphopeptides : ajout de 1% d’acide phosphorique [27] ou
de 1% d’acide méthanediphosphonique (MDPNA) [29]. L’utilisation d’une matrice
liquide ionique formée & partir de DHB, de pyridine et de 1% d’acide phosphorique
permet de mieux détecter les peptides phosphorylés notamment par le fait que le
dépot MALDI obtenu est plus homogéne que celui obtenu avec la matrice sous
forme cristalline [56]. Une modification chimique des phosphopeptides permet éga-
lement d’augmenter leur efficacité d’ionisation en MALDI-MS. Ces modifications
sont basées sur les réactions de B-élimination/addition de Michael et sont donc
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applicables seulement aux phosphosérines et phosphothréonines. La modification
consiste a remplacer le groupement phosphate chargé négativement par un groupe-
ment stable chargé positivement [28, 2, 57]. Les peptides phosphorylés peuvent étre
mis en évidence en utilisant le mode “balayage de perte de neutre” lors d’une analyse
ESI-MS/MS. Cette méthode se sert de la fragmentation pour induire la perte du
groupement neutre H3 POy des phosphosérines ou des phospho-thréonines. Seuls les
ions présentant une perte de masse de 98Da sont sélectionnés pour étre séquencés.
Cependant les résidus phospho-tyrosines ne peuvent pas étre identifiés en mode de
balayage par perte de neutre, a cause d'une plus grande stabilité du groupement
phosphate sur ce résidu. Le balayage des ions précurseurs ou “precursor ion scan”
est aussi utilisé en spectrométrie de masse en tandem en mode négatif pour iden-
tifier les phosphopeptides. Chaque ion parent libérant des ions négatifs & m/z=79
aprés la fragmentation, est sélectionné et analysé par MS/MS en mode positif. Le
mode “precursor ion scan” peut aussi étre utilisé en mode positif pour identifier
I'ion immonium caractéristique des résidus phospho-tyrosines (m/z 216,04) [38]. 11
est donc utilisé pour identifier les peptides pT & partir de mélanges complexes. Les
avancées technologiques réalisées en combinant 1’enrichissement de phosphopeptide
et la spectroscopie de masse ont permis la détermination de centaines de milliers de
sites de phosphorylation |21].

4.4 Les biomarqueurs

Les biomarqueurs sont définis comme des paramétres mesurables fonctionnels,
cellulaires ou moléculaires, indicatifs d’un statut particulier génétique, épigénétique
ou fonctionnel, pour un systéme biologique. Les biomarqueurs reflétent un état phy-
siologique de la cellule & un moment spécifique : c’est la signature moléculaire. Des
peptides et des protéines sont actuellement utilisés comme biomarqueurs molécu-
laires de pathologie, tel que le PSA (Prostate Specific Antigen) dans le cas du cancer
de la prostate, I'insuline et le peptide-C dans le diabéte, des fragments de collagéne
pour l'ostéoporose, ’hormone parathyroide, la calcitonine, le pro-GRP (Gastrin Re-
leasing Peptide) dans le cancer du poumon a petites cellules, les peptides 8 amyloides
dans la maladie d’Alzeihmer, la résistine dans 1’obésité, ... etc.

La phosphorylation des protéines est I'un des mécanismes post-traductionnels
développés par les cellules pour réguler finement les voies métaboliques et la plus
faible dérégulation d’'une de ces voies peut entrainer une pathologie. Plusieurs ma-
ladies sont ainsi associées a une dérégulation de la phosphorylation telles que les
maladies neurodégénératives ou encore le cancer. Dans ce paragraphe est illustré a
titre d’exemple le cas de la maladie d’Alzheimer. Les maladies neurodégénératives
constituent un groupe de pathologies d’évolution progressive, lié & un dysfonctionne-
ment biochimique au sein du tissu nerveux, conduisant a la souffrance puis & la mort
sélective de certains groupes de neurones du systéme nerveux. Parmi les principales
affections, citons par exemple, la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson,
les ataxies cérébelleuses ainsi que de nombreuses neuropathies périphériques et des
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dystrophies musculaires.

La MA est une altération progressive de la mémoire et de I'idéation, qui influent
fortement les activités de la vie quotidienne de la personne atteinte. Elle se caracté-
rise par la présence d’au moins un des troubles suivants : langage, calcul, jugement,
altération de la pensée abstraite, praxies, gnosies ou modification de la personnalité
(selon la définition de ’OMS 2006). Cette maladie évolue de fagon progressive et
de maniére irréversible en raison d’une dégénérescence du tissu cérébral, et est la
principale cause de démence chez les personnes agées. L’origine physiopathologique
de la MA est encore controversée. La méconnaissance de I’étiologie de cette maladie
laisse place & de nombreuses hypothéses portant aussi bien sur la genése de cette pa-
thologie que sur 1’existence de facteurs de risques environnementaux. Cette maladie
est caractérisée, au niveau du cerveau, par la présence de plaques séniles consti-
tuées de peptides amyloides et par des dégénérescences neurofibrillaires constituées
majoritairement de protéines Tau hyperphosphorylées (figure 4.6).

Il existe actuellement trois principaux biomarqueurs moléculaires de la ma-
ladie d’Alzheimer dans le LCR : la protéine Tau totale, la protéine Tau hyper-
phosphorylée et le peptide 8 amyloide. Le dosage des biomarqueurs dans le LCR se
fait aprés ponction lombaire selon plusieurs techniques. Les méthodes immunoenzy-
matiques reposant sur 'ELISA sont de loin les plus utilisées.

La protéine Tau est une protéine phosphorylée du cytosquelette responsable de
la polymeérisation et de la stabilisation des microtubules. Du fait de ses propriétés,
elle est impliquée, a I'état physiologique, dans la plasticité neuronale. Dans le LCR,
le taux de protéine Tau s’éléve au cours du vieillissement normal et refléte donc la
lyse neuronale. Le taux de protéine Tau totale est élevé dans le LCR de personnes
atteintes de maladie d’Alzheimer. Ceci est 1ié soit directement & la dégénérescence
neurofibrillaire (DNF), soit & la lyse neuronale. Dans la maladie d’Alzheimer, la
dégénérescence neurofibrillaire est due & 'hyperphosphorylation anormale de Tau
qui sous sa forme phosphorylée, perd ses fonctions de liaison aux microtubules et
s’agrége en filaments [47].

La phosphorylation de la protéine Tau peut se faire sur différents sites (thréonine
181, thréonine 231, sérine 235 et 199 et 396). En fonction de l'acide aminé qui
est hyperphosphorylé, les agrégats forment différents types de lésions définissant
plusieurs cadres nosographiques telle que la dégénérescence neurofibrillaire dans le
cas de la MA.

Par ailleurs, dans la maladie d’Alzheimer, les peptides amyloides, particuliére-
ment les peptides af1-42 s’agrégent et se déposent pour former des plaques amy-
loides extracellulaires. Ce dépot en plaques diffuses serait responsable d’une acti-
vation microgliale et astrocytaire, puis d’une réponse inflammatoire et d’un stress
oxydatif qui altérerait ensuite les activités enzymatiques des kinases et phosphatases.
Cette altération de l'activité kinase et phosphatase serait impliquée dans 1'hyper-
phosphorylation de la protéine Tau, et donc secondairement dans le développement
de la DNF. Le tau du peptide af81-42 est trés abaissé dans le cas de la maladie
d’Alzheimer. Cela a été démontré dans de nombreuses études avec une spécificité
et une sensibilité supérieure a 80% permettant de différencier le malade du sujet
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FIGURE 4.6 — Structure et fonctions de la protéine Tau [47].

sain [5].

4.5 Conclusion

La phosphorylation est une MPT importante qui régule plusieurs processus cel-
lulaires d’ot1 I'intérét de son analyse. Bien que plusieurs techniques aient été déve-
loppées pour analyser les preotéines et peptides phosphorylés, cette tache demeure
relativement difficile compte tenu de la forte hétérogéinité de la phosphorylationde
aussi bien que sa faible abondance. C’est ainsi, que divers modes d’enrichissement de
protéines et peptides phosphorylés ont été développés pour augmenter les sensibilités
des analyses.
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CHAPITRE 5
Synthése et caractérisation du
monolithe organique

EGMP-co-BAA en format
capillaire

5.1 Introduction

La synthése d’un monolithe organique met en jeu la copolymérisation d’'un ou
plusieurs monomere(s) fonctionnel(s) avec un agent réticulant en présence d'un po-
rogéne et d'un amorceur. La polymérisation d’un monolithe peut se faire selon plu-
sieurs modes, dont le plus répandu est celui de la polymérisation radicalaire. Celle-ci
peut étre réalisée par voie thermique ou photochimique.

L’initiation par voie thermique est la plus facile & mettre en ceuvre. Cependant,
ce mode d’initiation présente un inconvénient majeur dt a la durée de polyméri-
sation relativement importante de cette voie. Elle est également difficile a effectuer
de maniére localisée et particuliérement dans les microsystémes. En effet, il est pra-
tiquement impossible de placer uniquement une partie d’'un microsystéme dans un
bain marie pour permettre une polymérisation localisée du monolithe. Ce type d’ini-
tiation est aussi incompatible avec certains agents porogénes, surtout les solvants
de faible poids moléculaire tels que les alcools & courtes chaines aliphatiques car
ceux-ci possédent de faibles températures d’ébullition. Dans certains cas, I'initiation
par voie thermique peut étre a 'origine de fissures dans le monolithe.

En revanche, dans le cas d’initiation par voie photochimique, une plus large
gamme de solvants peut étre utilisée comme agent porogéne méme ceux ayant les
plus faibles températures d’ébullition|7]. Un des avantages de ce type d’initiation
est la possibilité de réaliser un contréle spatial de la polymérisation permettant
ainsi une polymérisation aisée dans un canal de microsystéme tout en évitant que la
polymérisation ne s’étale sur toute la longueur de celui-ci. Ce mode d’initiation est
généralement réalisé sous irradiations UV & 365nm. Ce mode d’amorcage est donc
limité a l'utilisation de supports de polymérisation transparents aux irradiations
UV et ayant de faibles épaisseurs. Ceci s’explique par le fait que 1’épaisseur des
chaines de polymérisation devient de plus en plus importante au fur et & mesure
de I'avancement de la réaction et le mélange réactionnel de plus en plus opaque
ce qui ne permet pas aux irradiations UV de traverser le milieu avec suffisamment
d’efficacité pour atteindre les solutions non encore polymérisées.



106 5.2. Matériels et méthodes

Compte-tenu des nombreux avantages de l'initiation des réactions de polymé-
risation par voie photochimique, celle-ci a été choisie au cours de ce travail pour
réaliser la synthése d’un monolithe organique a base de I’éthyléne glycol méthacry-
late phosphate (EGMP) et de bis acrylamide (BAA). Plusieurs amorceurs peuvent
étre utilisés. Le plus fréquemment utilisé est le 2,2’-azobis-isobutyronitrile (AIBN).
Il a été trés souvent utilisé dans les réactions de polymérisation par voie thermique
mais aussi pour initier des réactions de polymérisation sous rayonnement UV &
365nm.

Ce monolithe & base I’EGMP est destiné a servir comme support solide de pré-
concentration de phosphopeptides par chromatographie d’affinité de type IMAC en
microsystéme. Un monolithe similaire a été auparavant synthétisé pour la précon-
centration de phosphopetides [3, 9]. Cependant, il a été synthétisé en utilisant le
mode d’initiation thermique.

Ainsi, dans le but de réaliser ce monolithe dans un canal de microsystéme de
50um de diamétre et en utilisant le mode d’initiation par voie photochimique, il a été
indispensable d’optimiser un certain nombre de paramétres essentiels pour sa syn-
thése, principalement les rapports monomeére /agent réticulant et monomere /porogéne
ainsi que I’énergie d’irradiation a 365nm. La composition de base de la solution & po-
lymériser ainsi que la méthode employée ont, en effet, un impact sur de nombreuses
caractéristiques du monolithe obtenu. Celles-ci doivent étre compatibles avec 1'uti-
lisation du monolithe pour une application de préconcentration. Il doit, en premier
lieu, étre parfaitement homogéne, permettre un bon écoulement de I’échantillon
entre ses micropores et mésopores et avoir une large surface spécifique favorisant les
interactions entre le monolithe et les différents analytes & préconcentrer.

Au cours de ce chapitre, nous présentons en premier lieu les étapes d’optimisa-
tion de la synthése du monolithe dans les capillaires en silice de 75um de diamétre
interne en termes de compositions chimiques et d’énergie d’irradiation ainsi que les
caractérisations rapides que nous avons effectuées afin de comparer la qualité des
différents monolithes synthétisés (morphologie, perméabilité ). L’optimisation de la
synthése du monolithe a été réalisée en format capillaire pour simplifier les étapes
de caractérisation. En effet, les microsystémes sont relativement cotliteux et ne per-
mettent pas une caractérisation facile du monolithe synthétisé. Une caractérisation
plus approfondie (porosité, surface spécifique) de la colonne monolithique retenue
est présentée en deuxiéme partie.

5.2 Matériels et méthodes

5.2.1 Préparation du monolithe en capillaire

Cette procédure comporte deux étapes fondamentales. La premiére correspond
au traitement du capillaire par un réactif de silanisation et la deuxiéme & la poly-
mérisation proprement dite du monolithe dans le capillaire.
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5.2.1.1 Traitement des capillaires avec du v-MAPS

Avant la polymérisation du monolithe, les capillaires doivent étre traités avec
un agent de silanisation afin de permettre au monolithe de s’accrocher de fagon
covalente & la paroi interne du capillaire. Les capillaires utilisés sont des capillaires
flexibles en silice fondue (TSU, Polymicro Technologies) de diamétre interne de 75um
et de diamétre externe de 375um. Ces capillaires se caractérisent par leur transpa-
rence aux UV et permettent ainsi la polymérisation photochimique du monolithe.
Etant donné que le protocole de traitement du capillaire est relativement long, nous
avons décidé de traiter une longueur importante pouvant aller jusqu’a 2 métres du
capillaire puis de le découper ensuite en morceau de 15 cm préts & étre utilisés. Les
capillaires traités, rincés & 1’eau puis séchés a 'azote sont bouchés et conservés a
8°C a l’abri de la lumiére. Le protocole de traitement du capillaire avec le v-MAPS
est détaillé en annexe A.

5.2.1.2 Synthése du monolithe

La préparation des colonnes monolithiques est réalisée par remplissage des capil-
laires de 15 cm de longueur prétraités au y-MAPS avec le mélange de polymérisation
suivie d’un amorcgage photochimique & 365nm. Ce mélange réactionnel de polyméri-
sation est constitué I’EGMP comme monomeére, de BAA comme agent réticulant,
d’un porogene tertiaire composé de diméthylsulfoxyde (DMSO), du dodecanol et de
N, N’-diméthylméthanamide (DMF). L’'initiateur utilisé¢ est I’AIBN. Ce dernier est
présent dans le mélange réactionnel & une teneur massique égale & 1% de la masse
totale du monomeére. La réaction de polymérisation du monolithe EGMP-co-BAA
est détaillée dans la figure 5.1. La préparation de la solution de polymérisation ainsi
que le remplissage des capillaires au moyen d’un nanobaume sont détaillés en annexe
B. Le monolithe est synthétisé sur toute la longueur du capillaire de 15 cm.
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FIGURE 5.1 — Réaction de polymérisation du monolithe EGMP-co-BAA

5.2.2 Caractérisation du monolithe

Afin de déterminer si le monolithe obtenu posséde les propriétés attendues, un
certain nombre de caractérisations ont été mises en ceuvre, principalement pour
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évaluer la morphologie et la perméabilité des monolithes.

5.2.2.1 Morphologie du monolithe

La morphologie est une caractéristique trés importante d’un monolithe. Elle est
généralement dépendante de la composition du monolithe ainsi que la proportion de
chacun de ses constituants. Elle est étudiée par des clichés de microscopie électro-
nique & balayage (MEB). Ceux ci ont été obtenus grace & un microscope HITACHI
3600N & pression variable et ont été réalisés au sein de la Centrale de Technologie
Universitaire (CTU) de l'institut d’Electronique Fondamentale (IEF) d’Orsay. En
effet, les capillaires contenant le monolithe sont découpés par des coups secs puis
métallisés par un dépot de silicium pendant 60 secondes. Les clichés MEB sont réa-
lisés & différents agrandissements afin de pouvoir évaluer au mieux la morphologie
des monolithes.

5.2.2.2 Permeéabilité du monolithe

La perméabilité des différentes colonnes monolithiques préparées au cours de ce
travail a été mesurée par pu-LC & la plateforme protéomique “TRANS-PROT” de
Chéatenay Malabry.ll s’agit de faire circuler une phase mobile, de I'’eau dans notre
cas, dans la colonne monolithique & différents débits entre 0,7 et 5 pL/min et de
relever la perte de charge (AP) entre les extrémités de la colonne monolithique, qui
est directement liée & la structure poreuse du monolithe.

Au cours de cette étude, la détermination de la perméabilité By est basée sur
I’application de la loi de Darcy donnée par la relation 5.1

e

Bo=2Ap

(5.1)

ol 1 représente la viscosité dynamique de la phase mobile, L la longueur conte-
nant le monolithe, @ le débit de I'éluant, AP la perte de charge et A la section
de la colonne. Dans notre cas, la section des colonnes monolithiques est égale a
4,41.103ym?. La composition de la phase mobile utilisée pour réaliser la mesure est
de 100% de I'eau. La viscosité est égale donc & 0,896 mPa.s & 20°C.

5.2.2.3 Autres caractérisations

La colonne monolithique, choisie selon sa morphologie et sa perméabilité, a été
par la suite caractérisée de maniére plus approfondie en déterminant sa surface spé-
cifique ainsi que sa porosité. Ces deux caractérisations ont été réalisées au sein de
I’Equipe Systémes Polymeéres complexes, ICMPE UMR CNRS 7182 Thiais, par Mr.
Mohamed GUERROUACHE. Un échantillon macroscopique (environ 2mL du mé-
lange) dans un pilulier a été alors préparé par irradiation aux UV & 365 nm pendant
3h. Une extraction au méthanol par un soxhlet a été ensuite réalisée pendant une
nuit puis le monolithe est séché sous vide. Les mesures de la surface spécifique ainsi



5.3. Résultats et discussions 109

que des diamétres moyens des pores ont été réalisées par la méthode d’adsorption
d’azote (B.E.T) a l'aide d'un Quantachrome Instruments (Autosorb iQ Station 1)
sur un échantillon de masse égale & 0,0472 g en utilisant ’azote. Par ailleurs, la
porosité du monolithe a été mesurée par un porosimétre au mercure de type Micro-
meritics AutoPore IV 9500 porosimeter.

5.3 Reésultats et discussions

5.3.1 Mise au point de la synthése du monolithe

L’optimisation de la synthése du monolithe EGMP-co-BAA a été réalisée dans
un premier temps en format capillaire afin de faciliter leur caractérisation ultérieure.
Nous avons toutefois conservé des dimensions de capillaires (75um ID) voisins de
celles des canaux des microsystémes (50um ID).

5.3.1.1 Activation de la paroi du capillaire en silice

La synthése de monolithe en format capillaire nécessite une étape préliminaire
d’activation de la paroi interne du capillaire via une modification chimique des grou-
pements silanols présents & sa surface par le v-MAPS. 1l s’agit d’un silane insaturé.
Il est ’agent de silanisation le plus utilisé dans la littérature. L’emploi de ce réactif
permet de relier le polymére a la paroi du tube par des ponts siloxanes Si-O-Si-C.
Cet agent de fonctionnalisation réagit en premier lieu via ses groupements méthoxy
avec les groupements silanols de la surface du capillaire puis avec le polymére en
croissance dans le capillaire sous l'effet des irradiations UV. Ainsi, ce prétraitement
permet 'obtention d’un monolithe covalement attaché & la surface du capillaire sans
aucun espace indésirable entre la paroi interne du capillaire en silice et le monolithe
synthétisé. Cette étape de prétraitement est indispensable afin de permettre 1’an-
crage efficace du monolithe & la surface interne du capillaire, car elle permet d’éviter
tout décrochage du monolithe de la surface du capillaire notamment lors des étapes
suivantes de rincage sous pression ou encore l’application d’un champ électrique
2, 4].

Plusieurs protocoles de traitement des capillaires avec le y-MAPS ont été décrits
dans la littérature |9, 6, 8, 3|, celui que nous avons utilisé au cours de cette étude a
été adapté A partir de ces références.

5.3.1.2 Optimisation du mélange de polymérisation

La synthése d’un monolithe a base d’EGMP-co- BAA a été reportée dans la
littérature pour son utilisation en tant que module de préconcentration de phos-
phoprotéines par IMAC en format capillaire [9, 3| . Cependant, désirant employer
une voie de polymérisation différente, nous avons re-optimisé la composition chi-
mique en termes de rapports Monomére/Agent réticulant (EGMP/BAA) et Mono-
meére/Porogéne (EGMP/P) afin de déterminer la proportion la plus favorable de
chaque composé pour notre application. Nous avons également optimisé 1’énergie
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d’irradiation & 365nm allant de 2 & 12 Joules. Ainsi, plus de 50 colonnes monoli-
thiques ont été préparées en variant les différents rapports cités précédemment ainsi
que I’énergie d’irradiation. Une simple observation au microscope optique a permis
une présélection des colonnes monolithiques. En effet, nous avons remarqué que la
présence du mélange tertiaire du porogéne en forte proportion par rapport a celle du
monomeére ne permet pas la polymérisation d’'un monolithe quelle que soit 1’énergie
d’irradiation utilisée.

Par ailleurs, la polymérisation n’a pas pu avoir lieu lorsque les énergies utili-
sées sont en dessous de 4 Joules. Cependant, lorsque celles-ci sont au dessus de 10
Joules, nous avons observé au microscope optique une formation non homogéne du
monolithe présentant plusieurs trous vides sur toute la longueur de la colonne.

Ces différentes observations nous ont permis de sélectionner 15 colonnes mo-
nolithiques dont le détail est présenté dans le tableau 5.1. Les différents rapports
indiqués ainsi que les valeurs des énergies d’irradiation comprises entre 4 et 8 joules
ont permis une polymérisation du monolithe dans les capillaires, polymérisation
confirmée par des observations optiques.

Tableau 5.1 — Différentes colonnes monolithiques préparées dans le cadre de I'opti-
misation de la composition du monolithe et de son énergie de polymérisation

Colonne monoli- || Rapport Rapport Energie d’irra-
thique EGMP/BAA EGMP/P diation (J)
Mnl 1,3/1 1/10 8

Mn2 1,3/1 1/10 4

Mn3 1,3/1 1/10 6

Mn4 1,3/1 1/8 8

Mnb 1,3/1 1/8 6

Mn6 2,6/1 1/10 8

Mn7 2,6/1 1/10 6

Mn8 1.8/1 1/8 6

Mn9 1.8/1 1/10 6

Mn10 1.8/1 1/10 8

Mnl1 3.2/1 1/10 6

Mn12 3.2/1 1/10 8

Mn13 3.2/1 1/15 8

Mnl4 3.6/1 1/15 6

Mn15 3.6/1 1/15 8

Ainsi, la caractérisation des monolithes Mnl & Mnl5 a été menée notamment en
s’intéressant & leur morphologie, en se basant sur les photos de microscopie électro-
nique mais aussi sur des mesures de perméabilité. Le monolithe sélectionné parmi
les 15 retenus en premier lieu sur la base de ces deux critéres a été par la suite ca-
ractérisé de maniére plus approfondie par la détermination de sa surface spécifique
et de son diameétre moyen des pores.

Les clichés MEB obtenus ont permis d’une part, de valider la polymérisation
du monolithe dans les 15 colonnes présélectionnées et, d’autre part, de déterminer
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quels étaient les meilleurs rapports EGMP/BAA et EGMP /Porogéne ainsi que la
meilleure énergie d’irradiation. Ainsi, nous avons écarté toutes les compositions don-
nant lieu & des monolithes trop compacts, par exemple, ou mal polymérisés. En effet,
lorsque 'on utilise une proportion trop élevée de monomeére par rapport a celle du
porogéne, on obtient un monolithe trés compact, polymérisé sur une partie seule-
ment de la section du capillaire. De méme, lorsque la proportion de ’agent porogéne
est trop importante dans le mélange réactionnel en comparaison a celle des mono-
méres, on a observé un monolithe inhomogéne avec des macropores et mésopores
tres larges.

Les clichés MEB ont été pris & plusieurs niveaux de la colonne monolithique
afin de pouvoir évaluer 'homogénéité du monolithe synthétisé. La figure 5.2 montre
une image de microscopie électronique d’une section d’un capillaire présentant un
monolithe parfaitement homogéne obtenu dans les conditions Mnl du tableau 5.1.

FIGURE 5.2 — Image MEB d’une coupe transversale du monolithe EGMP-co- BAA
(Mn1l)

L’imagerie MEB a également permis de visualiser 'accrochage du monolithe &
la paroi interne du capillaire. La figure 5.3 représente deux clichés MEB du méme
monolithe synthétisé dans un capillaire sans traitement (Figure 5.3 (A)) et dans un
autre prétraité avec du v-MAPS (Figure 5.3 (B)). Le cliché de la figure 5.3(A) montre
que le monolithe est décollé du capillaire en absence du traitement, ce qui n’est pas
le cas lorsque le monolithe est polymérisé dans un capillaire traité auparavant. Ainsi,
le traitement au y-MAPS s’est révélé indispensable et ceci quelque soit le monolithe
polymérisé.

La stabilité mécanique du monolithe est un paramétre important permettant
d’évaluer le degré de résistance du monolithe & la pression ainsi qu’a 'application
de champ électrique. Cette stabilité est évaluée en augmentant progressivement et
par palier de 5 bars la pression de rincage du monolithe par une solution de méthanol
et en utilisant le nanobaume. Au cours de cette étape, nous avons vérifié & I'aide d’un
microscope optique un déplacement éventuel du monolithe dans le capillaire sous
I'effet de la pression. Nous avons ainsi remarqué que les monolithes présentant de
forte proportion en agent porogéne ne sont pas stables au-dela de 30 bars. En effet,
ceci peut étre expliqué par la morphologie du monolithe qui présente des macropores
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FIGURE 5.3 — Images MEB d’une coupe transversale du monolithe EGMP-co-BAA
(Mnl) synthétisé dans un capillaire (A) non traité et (B)traité au v-MAPS

et mésopores relativement larges et donc peuvent étre facilement décrochés de la
surface du capillaire sous l'effet de la pression de ringage appliquée. Les colonnes
dans lesquelles sont synthétisés des monolithes compacts sont, quant a elles, éjectées
du nanaubaume sous 'effet de la pression et ne sont par ailleurs pas perméables.

Lors de cette étude, nous avons démontré que le monolithe EGMP-co-BAA Mnl
était stable jusqu’a une pression égale & 70 bars. A des pressions de rincage plus
élevées, le monolithe est décroché du capillaire.

La propriété hydrodynamique la plus importante d’un monolithe est sa perméa-
bilité qui constitue une grandeur intrinséque du support qui donne une information
indispensable pour son utilisation ultérieure et qui est un bon indicateur de la struc-
ture du réseau poreux. La mesure de la perméabilité nous a permis de comparer les
différents monolithes préparés.

Parmi les colonnes monolithiques présentées dans le tableau 5.1, nous avons
sélectionné celles qui présentent la plus grande homogénéité & la suite de ’étude
morphologique et qui étaient stables & ’application de la pression. Les mesures de
perméabilité ont été alors effectuées seulement sur les monolithes ne générant pas
une surpression au dessus de 70 bars lors du passage de ’eau a un débit de 5yl /min.
Ainsi, seules les colonnes Mnl & Mn4 avaient cette caractéristique.

Les valeurs de la perméabilité obtenues pour les différentes colonnes monoli-
thiques testées sont indiqués dans le tableau 5.2.

Tableau 5.2 — Valeurs de perméabilité des différentes colonnes monolithiques
(L=15cm, 25°C)

Colonne monolithique || Perméabilité By(10~3m?)

Mnl 3,16
Mn2 1,625
Mn3 1,97
Mn4 0,9

Les valeurs de perméabilité obtenues varient du simple au triple. Nous avons re-
marqué que les colonnes Mn4 et Mn3 présentaient un écoulement trés faible par rap-
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port & celui des colonnes Mnl et Mn2 et donc ne sont pas suffisamment perméables.
L’eau étant moins visqueuse que les tampons organiques utilisés en EC par exemple,
ces valeurs de perméabilité obtenues ne sont pas satisfaisantes et pas adaptées pour
notre application. Nous avons ainsi choisi la colonne Mnl possédant une valeur de
perméabilité de I'ordre de 3,16.10713m?2. Cette valeur est comprise dans la gamme
de valeur indiquée dans la littérature pour des monolithes de préconcentration. C’est
une perméabilité relativement modérée qui permet un bon écoulement de fluide a
I'intérieur du monolithe. Il s’agit par ailleurs d’un monolithe qui a présenté une tres
bonne homogénéité et une stabilité a ’application de pression intéressante.

5.3.2 Caractérisation du monolithe retenu

A Tissue de I'étude morphologique, des caractérisations de perméabilité et de
stabilité mécanique, c¢’est donc la colonne monolithique Mn1 que nous avons retenue.
Afin de mieux connaitre ses caractéristiques, nous avons évalué sa porosité et sa
surface spécifique.

5.3.2.1 Porosité du monolithe

La figure 5.4 représente le profil de distribution des tailles des pores ainsi que du
diameétre moyen des pores du monolithe choisi Mn1. On obtient ainsi une distribution
monomodale. Le monolithe se caractérise par un diamétre moyen des pores de 0,8
pm et un volume poreux de 0,62 cmg/g.
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FIGURE 5.4 — Profil de la distribution des pores et du diamétre moyen des pores

5.3.2.2 Surface spécifique du monolithe

La surface spécifique (Ss) décrit la surface développée par les parois des pores.
Dans le cas d'un monolithe destiné & une application de préconcentration, la surface
spécifique permet d’évaluer I'importance des interactions entre la phase solide et
les échantillons. C’est 'un des facteurs les plus importants pour I'extraction d’un
analyte de la solution d’échantillon par SPE. La surface spécifique est inversement
proportionnelle au diamétre moyen des pores.
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La surface spécifique obtenue pour le monolithe Mnl est égale a 34,085 m?/g.
Cette valeur est particuliérement intéressante pour un monolithe de préconcentra-
tion. Elle est par exemple nettement supérieure a celle obtenue par Armenta et al.|[1]
qui est égale & 4,8 m? /g et qui a permis une préconcentration des IgG du sérum hu-
main avec un facteur d’enrichissement allant jusqu’a 65000. Dans ses publications,
Svec a déclaré que les monolithes qui ont généralement des surfaces spécifiques al-
lant de 5 & 20 m? /g, sont considérées comme faibles pour étre utiles en SPE [5]. De
maniére générale, les surfaces spécifiques annoncées dans plusieurs articles publiés
sont inférieures a 50 m?/g.

5.4 Conclusion

L’ensemble des caractérisations effectuées au cours de cette partie de mon travail
a permis de retenir la colonne monolithique Mnl pour la suite des études. En effet,
ce monolithe présente les caractéristiques les plus adaptées pour son utilisation ulté-
rieure en tant que phase solide de préconcentration de phosphopeptides par IMAC.
D’un point de vue morphologique, ce monolithe est parfaitement homogéne sur toute
la section du capillaire. Il posséde également une bonne stabilité a la pression (jus-
qu’a 70 bars) et une perméabilité & 1’écoulement satisfaisante (3,16.1073m?). De
plus, il se caractérise par une large surface spécifique égale a 34,085 m?/g qui est
une propriété souhaitable pour un monolithe de préconcentration permettant une
grande capacité de rétention des analytes de I’échantillon.
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CHAPITRE 6

Microfabrication des puces en
PDMS et transposition de la
synthése du monolithe
EGMP-co-BAA en microsystéme

6.1 Introduction

Depuis une dizaine d’année, les dispositifs microfluidiques ont recu beaucoup
d’attention |20, 13, 2, 40, 4, 19, 10, 27|, en raison de leurs avantages concurrentiels
aux techniques traditionnelles, en particulier en ce qui concerne la réduction de la
consommation d’échantillon et de réactifs, du temps d’analyse ainsi que I’automati-
sation accrue [12]. Typiquement, ces systémes sont fabriqués a partir du silicium, du
verre, de polymeéres, ou de la combinaison de ces matériaux. Une étude récente de
Henares et al. [1] résume les avantages et les inconvénients de ces trois matériaux.

Lorsque l'on considére le colt et la durée de microfabrication des dispositifs
microfluidiques, les polyméres et élastomeéres sont de plus en plus attractifs. On
peut par exemple citer le poly(styréne) [46], le poly(propyléne) [46], le PVC [26],
le poly(carbonate) [46, 8, 38|, le poly(méthacrylate de méthyle) [8, 14, 24] et le
PDMS |23, 41, 36, 33, 44, 49, 45, 28|. Parmi ceux-ci, le PDMS est de loin le ma-
tériau polymeére le plus utilisé pour la microfluidique. Cela peut étre attribué non
seulement & ses principales caractéristiques, qui sont ses propriétés élastomeéres, sa,
biocompatibilité, sa transparence optique, sa facilité de moulage dans des structures
submicrométriques, son inertie chimique relativement élevée, et ses faibles cotits de
fabrication, mais également aux possibilités d’intégration de différents modules aux
sein d’un seul et unique dispositif microfluidique tel que par exemple un module de
préconcentration de I’échantillon en amont de I'étape de séparation et de détection.

En raison de ces nombreux avantages, I’électrophorése capillaire en puce (MCE)
a été développée comme une technique d’analyse robuste et largement utilisée dans
I'industrie chimique, biochimique ou encore dans le domaine biomédical, agroali-
mentaire ou environnemental depuis 'apparition du micro-TAS [20, 13|. Toutefois,
dans le cas de 'analyse d’analytes a faible concentration dans des matrices biolo-
giques complexes, la MCE est souvent précédée par des procédures appropriées de
prétraitement [2|. Diverses méthodes de prétraitement ont été développées dans des
systémes microfluidiques telles que la purification et la préconcentration [40, 4], la
filtration [19], la digestion enzymatique |10, 27| et la culture cellulaire [12].
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La microextraction en phase solide (SPME) a été introduite comme une excel-
lente méthode de préconcentration et de purification d’échantillon compte tenu de sa
grande sensibilité et de son automatisation relativement facile. [1, 46, 26| Les mono-
lithes poreux a base de polymeére (PPM) sont des supports solides largement utilisés
en SPME compte-tenu de leur simplicité de synthése et leurs grandes et diverses
réactivités chimiques nécessaires pour la fonctionnalisation de surface 33, 44, 49|.
Jusqu’a présent, 'incorporation de PPM dans les systémes microfluidiques est qua-
siment restreinte aux puces fabriquées dans des matériaux rigides tels que le verre, le
PMMA et le COC, dans lesquels le PPM peut étre facilement polymeérisé soit ther-
miquement soit photochimiquement. Le PDMS, pourtant largement employé [50],
est rarement utilisé pour des systémes intégrant un support monolithique organique.

La polymérisation in-situ des PPM organiques au sein d’un canal en PDMS natif
reste toujours un défi, en raison de sa grande capacité d’absorption et son importante
perméabilité a 'oxygene [3]. Depuis 2006, seuls quelques travaux ont décrit la photo-
polymérisation de PPM & l'intérieur de microcanaux en PDMS. Bedair et Oleschuk
[3] ont synthétisé un monolithe poly(MA-EDMA) qui a été utilisé comme émetteur
électrospray pour le couplage direct avec la spectrométrie de masse. Faure et al. |9]
ont synthétisé in-situ dans un microsystéme hybride PDMS-Verre un monolithe &
base d’hexyl acrylate et de 1,3-butanediol diacrylate comme phase stationnaire pour
la séparation électrochromatographique de catecholamines. Kang et al. [18] ont syn-
thétisé un monolithe poly(MAA-co-EGDMA) qui a été utilisé comme support solide
de microextraction de la dopamine en couplage avec 1’électrophorése. Trés récem-
ment, Burke et ses collaborateurs |5] ont réussi a synthétiser un monolithe a base
de butyl méthacrylate au sein d’'un microsystéme en PDMS pour la préconcentra-
tion de cellules lymphocytes B. Dans ces travaux, le probléme de polymérisation
de monolithe dans les canaux de PDMS a été résolu par une seule approche fondée
sur la modification de surface de PDMS par greffage photochimique de polymeére
(photografting) pour la rendre plus réactive dans le but de permettre un ancrage
efficace du monolithe sur la paroi des canaux.

Dans ce chapitre, nous présentons dans une premiére partie les différentes étapes
de microfabrication des microsystémes en PDMS utilisés au cours de ce travail et
les optimisations apportées, notamment pour la fabrication des masters et la mise
au point de la fermeture des canaux. Nous développons dans une deuxiéme partie
les différentes stratégies de traitement de surface des canaux en PDMS envisagées
principalement pour rendre la surface du PDMS plus hydrophile afin de polymériser
in-situ un monolithe organique & base ’EGMP et de BAA. C’est ainsi que nous
avons essayé de faire face aux deux problémes majeurs du PDMS, notamment son
hydrophobie élevée et sa forte perméabilité a 'oxygéne, qui ont été évoqués a plu-
sieurs reprises dans la littérature pour expliquer la difficulté de la synthése in-situ
de monolithe.
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6.2 Matériels et méthodes

6.2.1 Préparation des puces en PDMS

La préparation des puces en PDMS a été réalisée au sein de la CTU. Cette
microfabrication repose sur plusieurs étapes & savoir l’enrésinement, ’insolation, le
développement, le coulage et les recuits.

6.2.1.1 Fabrication des masters

Le dépot de résine a été réalisée sous une hotte d’enrésinement des résines photo-
sensibles a I'aide d’une tournette de type RC5 Karl Suss par “spincoating” (rotation
a quelques milliers de tours par minute) sur un substrat plan et propre (type verre
ou silicium). Les recuits ont été réalisés sur des plaques chauffantes (EMS). Les
résines utilisées sont des résines négatives de Type SU8 (2100, 2002 et 3050) (New-
ton, Etats-Unis). L’insolation aux UV & 365nm est assurée en utilisant un aligneur
double face (EVG 620). Les masques utilisés sont préparés par impression haute
résolution sur papier transparent. Les motifs de ces masques sont dessinés par un
logiciel de dessin TURBOCAD. La géométrie des masques utilisés ainsi que leurs
dimensions sont présentés en annexe C. Le développement de la résine a été réalisé
manuellement dans un bain de solvant approprié sous une hotte & flux laminaire
dédiée au développement des résines photosensibles. Le controle des dimensions des
motifs présents sur le master réalisé est assuré par un microscope optique de type
Olympus muni d’un logiciel Analysis.

Pour la préparation des masters, nous avons utilisé deux protocoles différents.
Un premier protocole I adapté des travaux de Xia et al. [42] que l'on a par la suite
optimisé pour aboutir au protocole II de préparation des masters. En effet, dans le
protocole I, la préparation des masters est relativement longue et nécessite plusieurs
étapes :

— Nettoyage des substrats de verre a l’isopropanol pendant 4mn

— Dépot, a l'aide de la tournette, de la premiére couche de résine SUS 2002.

(500tr/min durant 20sec puis 3000tr/min durant 40sec)

— Recuit a 60°C (5min) puis & 90°C' (25min)

— Insolation sans masque & 350mJ

— Recuit & 200°C durant 1h

— Dépot de la deuxiéme couche de résine SU8 2100 (500tr /min durant 20sec puis

3000tr/min durant 40sec)

— Recuit & 60°C durant 5min puis &4 90°C durant 25min

— Insolation, en mode soft contact, de la résine a 350mJ en utilisant le masque

et le support adapté.

— Recuit final & 60°C durant 5min puis & 90°C' durant 25min

— Développement pendant 12min dans un bain de “SUS8 developper”

— Recuit final 4 200°C' durant 30min

Le protocole II de préparation de master, contrairement au premier, nécessite
moins d’étape et donc moins de temps. Nous avons changé le type de résine et nous
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avons utilisé une seule résine de type SU8 3050 au lieu de deux dans le protocole I
ce qui a permis de minimiser le temps de préparation du master dans le protocole
I final (1/2 journée). Par ailleurs, nous avons changé de substrat dans le protocole
IT et avons choisi de travailler avec des plaques de silicium au lieu des substrats en
verre.

L’ensemble des étapes de la préparation du master selon le protocole II est
résumé ici :

— Nettoyage des substrats de silicium avec un bain d’HF pendant 1min30 puis
ringage a l’eau déminéralisée.

— Dépot, a I’aide de la tournette, de la résine SU8 3050. (500tr /min durant 10sec
puis 2000tr/min durant 30sec)

— Recuit & 95°C pendant 29sec.

— Insolation, en mode soft contact, & 300mJ/cm2 en utilisant le masque et le
support adapté.

— Recuit & 65°C' pendant lsec (apparition des premiers motifs), puis a 95°C
pendant 4sec.

— Développement pendant 7min dans un bain de “SU8 developper”.

6.2.1.2 Fabrication des puces

Le coulage du PDMS : cette étape a été réalisée manuellement aprés avoir
dégazé pendant 1h le PDMS mélangé avec son agent réticulant dans une proportion
de lordre 10/1 (Sylgard 184, DOW CORNING, US) en utilisant une pompe & vide.
Le mélange est par la suite coulé sur le master placé au fond d’un récipient et
I’ensemble est placé au four, & 75°C pendant 1h, pour permettre la réticulation. Le
PDMS durcit et prend ainsi les formes du master et est finalement démoulé de son
récipient. Les réservoirs sont par la suite percés manuellement & 1’aide d’un tube en
aluminium de 2mm de diamétre. Le support de la puce, appelé également capot, est
préparé en coulant du PDMS non réticulé, a I’aide de la tournette, sur une plaque
de verre (4000tr/mn durant 40s).

La fermeture des canaux : cette étape a été réalisée avec un appareil de plasma
appelée délaqueur PICO, produit chez Plasma-Surface-Technology. Cette machine
permet de générer un plasma d’oxygéne. Selon qu’il s’agit d’une soudure irréversible,
ou réversible, les paramétres de traitement par plasma d’oxygéne ne sont pas les
mémes. Ainsi, selon le cas, on varie la pression d’oxygéne, la puissance générée et
le temps de traitement. Pour I'obtention d’une puce PDMS- PDMS irréversible, les
deux surfaces de PDMS sont traitées par un plasma d’oxygéne & une puissance de
80% pendant 1min & 0.4 mbar. Dans le cas d’une puce PDMS-PDMS réversible,
les deux surfaces de PDMS sont traitées par un plasma d’oxygéne & une puissance
de 80% durant 12sec et & 0,7 mbar. Dans les deux cas, les deux surfaces sont alors
oxydées et se soudent facilement de facon irréversible.
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Le recuit de la puce : cette derniére étape de microfabrication, est réalisée en
mettant la puce dans une étuve MEMMERT UE400 programmable & 75°C' pendant
1 heure.

6.2.2 Caractérisation des surfaces de PDMS

— Angle de contact : les mesures d’angle de contact pour caractériser la surface
du PDMS ont été réalisées sur une surface plane en utilisant un instrument
Dataphysics OCA20 (San Jose, USA).

— FTIR (Spectroscopie Infrarouge & Transformeée de Fourier) : les mesures FTIR
par réflexion en angle rasant ont été réalisées sur des surfaces de PDMS afin de
pouvoir déterminer 'effet des traitements par plasma d’oxygéne. L’acquisition
des spectres a été réalisée avec un spectrométre de type Varian 670 IR utili-
sant une source MCT (Mercury Cadmium Telluride) refroidi a ’azote liquide,
couplé a un microscope 620 optique/IR.

6.3 Reésultats et discussions

L’utilisation du PDMS est devenue monnaie courante dans le domaine de la mi-
crofluidique et les méthodes de microfabrication des puces en PDMS sont largement
décrites dans de nombreux articles [21, 30, 31, 7, 29] et ouvrages [11, 34].

6.3.1 Optimisation de la fabrication du master

Au cours de ce travail, nous avons tout d’abord adopté le protocole I de micro-
fabrication des puces PDMS-PDMS. Cependant, ce protocole présentait plusieurs
inconvénients dont principalement la durée de préparation relativement longue (24h)
et 'instabilité du master dans le temps. Afin de faire face a ces inconvénients, nous
avons apporté quelques optimisations, notamment en modifiant le type de résine et
de substrats utilisés et donc 1’énergie d’insolation ainsi que les temps de recuits et
de développement, qui ont, par la suite, mené au protocole II de microfabrication.

Dans le protocole I, la préparation du master a été réalisée en utilisant deux
résines négatives SU8 2100 et 2002. Il s’agit de résines photosensibles couramment
utilisées dans la fabrication de microsystémes. C’est un polymére trés visqueux qui
peut étre étalé sur une épaisseur allant de 1um & 2mm. Ainsi, nous avons remar-
qué que l'utilisation de la SU8 2100 était trés délicate. En effet, sa viscosité étant
importante, nous avons été obligés de recommencer 1’étape d’étalement de la résine
sur le substrat deux fois ou plus, de fagon & ce que sa répartition soit uniforme sur
toute la surface du substrat. La présence de deux couches de résines différentes sur
le substrat de verre provoquait la formation de plusieurs irrégularités sur ce substrat
et donc une instabilité de cette résine. Ceci conduisait ainsi & la fragilité du master
final, ce qui empéchait sa réutilisation sur une période relativement longue.

Par ailleurs, la préparation du master dans le protocole I nécessitait une journée
de travail en salle blanche. Nous avons ainsi travaillé avec un autre type de résine
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qui est la SU8 3050. Il s’agit d’'une nouvelle génération de résine dont la densité est
un peu plus faible (1,153 g/ml au lieu de 1,237g/ml) ce qui a permis d’éviter les
problémes d’étalement de la résine. De plus, I'utilisation de la SU8 3050 au lieu des
résines SU8 2002 et 2100 implique une seule insolation et non deux et une diminution
de la durée du développement.

Enfin, nous avons changé de substrat et utilisé le silicium plutot que le verre
afin d’augmenter la stabilité de la résine pour permettre une possible réutilisation
du nouveau master & plusieurs reprises et de fagon quotidienne.

Les principales différences entre les protocoles I et II sont présentées dans le
tableau 6.1.

Tableau 6.1 — Tableau comparatif des deux protocoles I et II de préparation de
master

|| Protocole I | Protocole IT
Substrat utilisé Verre silicium
Type de résine SUS8 2002 et SU8 2100 | SU8 3050
Temps de préparation 1 journée 1/2 journée
Durée de vie du master || 2 jours 1 mois

Dans le protocole 11, aprés I’enrésinement de la résine SU8 3050 sur le substrat en
silicium, on remarque une meilleure adhésion de la SU8 3050 sur le silicium. Comme
I'indique la figure 6.1, nous observons une couche de résine parfaitement uniforme
sur la partie sombre du silicium (Figure 6.1.A) alors que dans le cas de substrat
en verre (Figure 6.1.B), nous observons des irrégularités, voire des bulles d’air. Ce
résultat indique que l'utilisation de la résine SU8 3050 sur un substrat de silicium
a permis 'obtention de masters robustes qui peuvent étre utilisés un grand nombre
de fois et pour la fabrication des puces en PDMS qui ont été employées tout au long
de cette étude.

A

FIGURE 6.1 — Photos de substrat (A) en silicium et (B) en verre recouvert de résine
SU8 3050
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6.3.2 Mise au point de la fermeture des canaux

Au cours de ce travail, nous avons optimisé le traitement par plasma d’oxygéne,
et notamment la puissance & utiliser, la pression d’oxygéne ainsi que la durée du
traitement, nécessaire pour le collage de la puce, afin d’obtenir une fermeture des
canaux & la fois étanche a ’écoulement de fluide et réversible. Le but de ce collage
réversible était de permettre la caractérisation ultérieure du monolithe polymérisé
in-situ dans les canaux formés. L’ensemble des différents tests réalisés est présenté
dans le tableau 6.2.

Tableau 6.2 — Différentes conditions de plasma d’Os testées pour obtenir une ferme-

ture réversible des canaux en PDMS
Tests H Puissance Pression (bar) Temps (sec)

1 80% 0.4 45
2 80% 0.4 30
3 80% 0.4 20
4 80% 0.7 6

5 80% 0.7 12
6 80% 0.7 18
7 80% 0.4 60

Le remplissage des canaux avec une solution colorée de bleu de methyléne, par
un pousse seringue, a été utilisé afin de vérifier I’étanchéité des systémes suite aux
différents traitements plasma en utilisant un dispositif présenté & la figure 6.2. On
remarque que le systéme est étanche dans le cas des tests 4, 5, 6 et 7 alors qu’'une
fuite de la solution colorée est observée avec les puces 1, 2 et 3. Le collage n’est donc
pas efficace dans ces conditions de traitement par plasma.

Dans 'étape suivante, on a testé la possibilité d’ouverture des canaux sans dif-
ficulté et sans provoquer de débris de PDMS. Cela a été réalisé sur les dispositifs
collés avec les tests 4, 5, 6 et 7. On a remarqué alors que les dispositifs préparés
selon les tests 6 et 7, étaient difficiles & décoller et provoquaient des débris de PDMS
a la surface des canaux ce qui prouve que ce collage est irréversible. Dans le cas des
dispositifs préparés selon les tests 4 et 5, on n’a pas eu ce probléme de débris de
PDMS et le décollage de la puce était relativement simple. Cependant, nous avons
décidé d’adopter les conditions du test 5 pour le reste de cette étude afin d’éviter que
le collage du test 4, moins drastique, ne soit altéré par ’application de pression pour
le remplissage des canaux. A la suite de ces expériences, les meilleures conditions de
traitement au plasma d’Os pour l'obtention de systémes de PDMS a fermeture de
canaux réversible ont été définies : une pression d’oxygéne de 0,7mbar & la puissance
de 80W pendant environ 12sec .
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FIGURE 6.2 — Dispositif de remplissage des canaux dune puce en PDMS collée
selon le test 5 avec une solution colorée de bleu de methyléne pour la vérification de
I’étanchéité du systéme

6.3.3 Transposition de la polymeérisation du monolithe en micro-
systémes en PDMS

L’analyse d’échantillons biologiques en microsystéme nécessite souvent 'intégra-
tion d’une étape de traitement de 1’échantillon en amont de celle de la séparation.
En effet, les composés cibles pouvant se trouver & 1’état de trace, cette étape de
préconcentration ou d’extraction sélective permet de surmonter le manque de sen-
sibilité di aux faibles volumes d’échantillon injecté. Aprés ’étape d’optimisation
de la microfabrication des puces en PDMS, notre travail a consisté & tenter de po-
lymériser le monolithe EGMP-co-BAA, présenté dans le chapitre 4, dans le canal
d’une puce en PDMS afin de I'utiliser comme support solide de préconcentration de
phosphoprotéines.

Le PDMS présente des défauts, principalement, son gonflement par de nombreux
solvants. Selon le composé organique utilisé, il sera possible de travailler quelques
heures avec un circuit en PDMS (avec des huiles de type alcane ou silicone par
exemple), mais dans le cas de solvants plus agressifs (acétone, styréne), le systéme
sera inutilisable en moins d’une minute. Deux autres caractéristiques du PDMS
peuvent se révéler importantes dans le cas de la polymérisation in situ d’un mono-
lithe au sein d’un canal en PDMS. Le PDMS est perméable & I’oxygéne ce qui inhibe
sclon Bedair et al. [3] les réactions de polymérisation. C’est également un matériau
extrémement hydrophobe provoquant ainsi ’absorption de plusieurs composés & sa
surface. Ainsi, la plupart des monomeéres et des porogénes utilisés pour la synthése
des monolithes peuvent étre absorbés par le PDMS [9].

Afin de faire face & ces problémes majeurs, il est nécessaire de modifier la surface
du PDMS soit pour la rendre plus hydrophile (recouvrement) soit pour la rendre plus
réactive (greffage photochimique) afin de permettre la polymérisation du monolithe.
En effet, les groupements fonctionnels générés & la surface du PDMS permettent, par
réticulation avec le monolithe, d’assurer son ancrage et d’éviter qu’il ne se déplace
sous ’effet de la pression.
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Plusieurs approches de modification de surface du PDMS ont alors été envisagées
dans le but de controéler sa surface, son hydrophobie ainsi que sa fonctionnalisation.
Celles-ci sont discutées dans une revue récente de Zhou et al. [50]. Afin de permettre
une polymeérisation du monolithe dans des canaux de PDMS, deux approches essen-
tielles ont été proposées dans la littérature.

La premiére approche consiste principalement en des réactions de silanisation
généralement utilisées pour la synthése de monolithe dans les microsystémes en
verre. [45, 17] En effet, étant donné que le PDMS ne posséde pas de groupements
silanols actifs, il doit étre oxydé au préalable moyennant des irradiations aux UV
[47, 48], ou par ringage intensif & la soude [|43]. L’oxydation du PDMS par plasma
d’oxygéne peut également étre utilisée pour la modification de surface du PDMS
[6]. Le PDMS oxydé est alors prét a étre silanis¢ avec des alkoxysilanes comportant
des groupements terminaux réactifs telles que des fonctions vinyliques qui peuvent
se réticuler avec le monolithe lors du processus de polymérisation.

La seconde approche est basée sur le greffage photochimique ou photografting.
Ce processus a été initialement démontré comme trés efficace pour 'ancrage du
monolithe dans les microsystémes en COC [32]. Il a été par la suite développé et
adapté a d’autres matériaux de microsystémes tel que le PDMS [3, 9, 18, 5. Le
photografting se déroule en deux étapes. La premiére étape est la pré-absorption d’un
photoinitiateur dans le PDMS, par exemple la benzophénone, suivie de I'introduction
des monomeres contenant des fonctions réactives |16, 39]. La seconde étape est
I’'exposition aux UV & une longueur d’onde de 254 nm a laquelle la benzophénone
est & son maximum d’absorption. Le photoinitiateur utilisé peut étre également
le 2,2-dimethoxy-2-phenyl-acetophenone (DMPAP) et dans ce cas l'irradiation UV
s’effectuera a une longueur d’onde de 365nm [5]. Les radicaux libres sont ainsi générés
a la surface du PDMS et réagissent localement avec les monomeéres pour former &
la surface du PDMS une couche mince de polymeére qui permet, par la présence
des groupements réactifs, la réticulation avec le monolithe conduisant ainsi a son
ancrage a la surface du PDMS [32].

L’approche de greffage photochimique étant la seule & avoir été évoquée dans la
littérature pour réussir la polymérisation de monolithe dans le PDMS, nous avons
décidé de ne pas suivre cette voie au cours de ce travail. Nous avons alors décidé de
tenter des stratégies, visant & hydrophiliser la surface de PDMS, qui n’ont jamais
été utilisées auparavant pour le traitement de surface dans le but de polymériser un
monolithe in-situ dans le canal traité. Nous avons alors testé le traitement par plasma
d’oxygéne, le revétement au borosilicate synthéthisé et la pulvérisation cathodique
de silice.

6.3.3.1 Traitement par plasma d’oxygéne

Le traitement par plasma moyennant des gaz réactifs est un des moyens utilisés
pour la réalisation des interfaces désirées [35]. Le traitement du PDMS par plasma
d’oxygene introduit des groupements polaires [15] qui sont principalement des grou-
pements silanols (SIOH) qui modifient les propriétés de surface du PDMS en le
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rendant hydrophile. La formation des groupements fonctionnels & la suite du traite-
ment au plasma est limitée & une profondeur de quelques centaines de nanométres
sur la surface du polymére.

Nous avons réalisé des traitements de ce type et la stabilité de ce traitement a
été vérifice par des mesures d’angle de contact (figure 6.3). Nous avons ainsi mesuré
les angles de contact sur une méme surface ouverte et plane de PDMS avant son
traitement au plasma d’oxygéne, puis dans le temps, aprés le traitement de plasma.

Avant Aprés

+ (B) (A) I I

: * -

120

Angle de contact (degreés)

o 5 10 15 20 25 30 s

Temps écoulé (min)

FIGURE 6.3 — Mesures d’angle de contact avant et aprés traitement au plasma d’oxy-
géne d’une surface ouverte de PDMS : (A)Photos de la goutte d’eau sur une surface
de PDMS (B) Evolution de 'angle de contact dans le temps aprés le traitement par
plasma,

Les résultats obtenus montrent que les fonctionnalités générées a la surface du
PDMS suite au traitement par plasma d’Os sont temporaires et sont perdues avec
le temps. En effet, ’angle de contact obtenu aprés le traitement par plasma a baissé
de 112° & 40° mais seulement aprés 10 minutes, le PDMS reprend son caractére
hydrophobe (angle de contact ré-augmentant lentement jusqu’a 80° au bout de 30
min). Ce type de traitement ne peut donc pas étre envisagé pour la polymérisation
du monolithe dans les canaux de PDMS.

6.3.3.2 Revétement hydrophile au borosilicate synthétisé

Nous avons tenté de silaniser la surface des canaux du PDMS en les revétant
d’une solution de borosilicate synthétisée a partir de triméthoxyboroxine (TMB) et
de tetraethyl orthosilicate (TEOS). Ce procédé a été adapté a partir des travaux
d’Orhan et ses collaborateurs|22|. Le traitement est principalement composé de deux
étapes : la synthése de la solution de borosilicate réalisée selon le protocole détaillé
par la figure 6.4 (1 semaine de préparation) et le revétement des canaux par cette
solution.

Une fois la solution de borosilicate préparée, elle est introduite dans les canaux
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FIGURE 6.4 — Détails de la synthése de la solution de borosilicate selon le protocole
d’Orhan et al. [22]

en PDMS en utilisant le dispositif du nanobaume. Cette étape de revétement né-
cessite plusieurs autres étapes de remplissage des canaux et de recuits & différentes
températures et dont les détails sont fournis en annexe D.

La figure 6.5 illustre les trois principales étapes du processus conduisant & la
formation de la couche de borosilicate & la surface du PDMS. Dans une premiére
étape (Figure 6.5 a), la surface du microcanal est activée par rincage avec une
solution de 2-propanol saturée avec du tetrabutylammoniumfluoride (TBAF). L’ion
fluor attaque I'unité Si-O-Si, conduisant a la rupture des ponts siloxane du PDMS
et donc a la formation d’une liaison Si-F d’un coté et d’une liaison Si-OH de 'autre.
Aucun gonflement du PDMS n’a été remarqué au cours de cette étape d’activation.
La deuxiéme étape de ce processus est le remplissage du canal par la solution de
borosilicate (Figure 6.5 b).
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FIGURE 6.5 — Processus de modification du PDMS par le borosilicate : (a) activa-
tion de surface par le mélange TBAF /2-propanol, (b) ringage et revétement par la
solution de borosilicate, (c) revétement final aprés traitement thermique [22]

Les groupements hydroxyles et fluorés formés lors de la premiére étape réagissent
avec la solution de borosilicate qui se fixe alors sur le PDMS activé par I'intermé-
diaire de ses fonctions SIOH. Un traitement thermique & 80°C sous vide est ensuite
appliqué. Cette étape (ringage du canal avec la solution de borosilicate puis le recuit)
de la procédure est répétée deux fois. Le dernier traitement thermique est réalisé
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4 160°C'. Un film de borosilicate est alors obtenu & la surface des microcanaux en
PDMS (figure 6.5 c).

Suite & ce traitement de surface, nous avons observé des craquelures au sein des
canaux comme le montre la figure 6.6. Il s’agit de la silice qui s’est craquelée suite
aux différentes étapes de recuit utilisées.

FIGURE 6.6 — Photo du canal en PDMS aprés revétement au borosilicate synthétisé
(Largeur du canal : 250um)

Nous avons tenté d’optimiser le protocole afin d’éviter ces craquelures en procé-
dant & des traitements thermiques différents, notamment en abaissant la tempéra-
ture des différents traitements (80°C' & 60°C et de 160°C & 120°C), tout en laissant
le dispositif refroidir dans I’étuve afin d’éviter tout choc thermique possible.

En effet, selon le protocole initial, les craquelures n’ont été observées qu’aprés
le deuxiéme traitement 4 80°C. Lorsque nous avons baissé la température & 60°C,
nous n’avons observé les craquelures qu’a la suite du dernier recuit a 160°C. Nous
avons finalement décidé de travailler avec les deux premiers recuits a 60°C et le
dernier & 120°C. Les craquelures ont malheureusement persisté suite & ce dernier
essai. En paralléle, nous avons pris plusieurs précautions dans le remplissage des
canaux en utilisant des débits inférieurs a ceux utilisés dans les travaux d’Orhan et
al. Malheureusement, aucun de ces protocoles testés n’a permis d’éviter ces craque-
lures et nous n’avons donc pas retenu ce type de traitement comme une solution
pour hydrophiliser la surface du PDMS afin de polymeériser in-situ un monolithe.
Cependant, les travaux d’Orhan et al., n’étalent pas génés par ce probléme de cra-
quelure, dans la mesure ou leur but était simplement d’étudier 'effet de ce film de
borosilicate sur la diffusion de la rhodamine dans les canaux de PDMS.

6.3.3.3 Revétement par pulvérisation cathodique de silice

Afin de mimer les capillaires de silice fondue dans lesquels le monolithe EGMP-
co-BAA a pu étre synthétisé, nous avons envisagé de traiter la surface de PDMS
par la pulvérisation d’une couche de silice qui est un oxyde hydrophile ayant une
certaine affinité pour le PDMS. La pulvérisation cathodique a été choisie car elle
permet un dépdt d’épaisseur homogeéne et, contrairement & la méthode de dépdt
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par évaporation, le libre parcours moyen des particules de SiOs pulvérisées est plus
faible, ce qui permet un dépot isotrope de la couche de silice.

Une couche de silice d’environ 100 nm d’épaisseur a alors été déposée a l'intérieur
des canaux de PDMS par pulvérisation cathodique & une puissance de 230 W et
sous une pression d’Argon de 10ubar et d’Oxygéne de 1,6ubar. Nous avons choisi de
réaliser ce traitement de surface sur des canaux ouverts relativement larges de Imm,
500 et 250um de diameétre interne afin de faciliter la procédure de pulvérisation. Suite
a ce traitement, nous avons observé une surface de canaux extrémement rugueuse.
En effet, pendant I'étape de pulvérisation, les atomes de silicium se déposent sur
la couche de PDMS avec une énergie de l'ordre de quelques eV, ce qui provoque
une augmentation de la température locale et donc une dilatation du PDMS. Cette
dilatation exerce ainsi une contrainte sur la couche de silice déposée, ce qui donne
cet aspect rugueux a la surface du PDMS. Nous avons par la suite voulu confirmer la
présence de la silice sur la surface de PDMS en réalisant les spectres FTIR en mode
réflexion des canaux ouverts aprés I'étape de pulvérisation. Les résultats obtenus
sont présentés dans la figure 6.7. Nous observons nettement la réponse des liaisons
Si-O-Si dans un environnement de silice caractérisées par une bande & 1100 ¢m ™!
plus intense que celle situé & 800 em~!. Dans le cas du PDMS natif, l'intensité de
la bande située & 1100 cm ™! est équivalente & celle situé a 800 em ™!,

Malgré la présence de la silice, ce traitement n’a pas permis une polymérisation
réussie du monolithe. Malheureusement, ce traitement s’est révélé instable et la
silice déposée sur la paroi du canal en PDMS n’y adheére pas efficacement et elle est
facilement évacuée par rincage.
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FIGURE 6.7 — Spectres FTIR en mode réflexion réalisés sur des canaux de PDMS
ouverts de largeur 1mm, 500um et 250um, aprés pulvérisation cathodique de silice

D’autres types de traitement d’hydrophilisation de la surface du PDMS ont été
envisagés tels que 'extraction avec des solvants organiques ou encore le graphting



6.4. Conclusion 131

du PDMS.

En effet, 'extraction avec des solvants organiques s’est avérée trés efficace pour
augmenter I’hydrophilie du PDMS [37]. En effet, I'hydrophobie extrémement réver-
sible du PDMS est principalement due & la migration continue des oligoméres du
PDMS non durcis vers la surface et au réarrangement des chaines polyméres hau-
tement mobiles contenant les liaisons Si-OH & la surface & température ambiante.
Cette caractéristique du PDMS est probablement due & sa basse température de
transition vitreuse (120°C'). Vickers et al. [37] ont alors réussi a surmonter cet in-
convénient en modifiant les canaux de PDMS, avant 'oxydation par plasma, par
extraction avec trois solvants (triethylamine, éthyle acétate et acétone) afin d’éli-
miner tous les oligomeéres. Ils ont alors montré qu’aprés stockage pendant 7 jours,
I’angle de contact du PDMS modifié puis oxydé a augmenté de 30° a 40° alors que
celui oxydé sans modification par extraction a augmenté de 58° & 110° dans la méme
période. Ceci indique donc que l'extraction par des solvants rend ’hydrophilie du
PDMS oxydé par plasma d’oxygéne plus stable dans le temps. Une autre approche a
été proposée par Ren et al.|25] et consiste & laisser la surface oxydée en contact avec
de I'eau. Cela permet de maintenir I’hydrophilie du PDMS pendant plus longtemps.
Bien que ces approches se soient révélées efficaces pour des fins analytiques telle
que la séparation de biomolécules, elles n’ont jamais été testées pour étudier leur
capacité a permettre la polymérisation de monolithe in-situ dans un canal en PDMS
et sont donc des stratégies que nous avons envisagées mais que nous n’avons pas eu
le temps de réaliser.

Nous avons finalement tenté le greffage photochimique du PDMS par un dérivé
de la benzophénone. Le peu d’article existant dans la littérature et portant sur cette
sratégie explique la non reproductibilité de ce traitement confirmée par le fait que
nous n’avons pas réussi a polymeériser le monolithe dans les canaux de PDMS traités
par greffage chimique.

Malheureusement, afin de continuer & avancer vers 'objectif de la thése, nous
n’avons pu travailler sur cette partie de modification de surface du PDMS et n’avons
donc pas réalisé d’autres stratégies.

6.4 Conclusion

La polymérization in-situ d’'un monolithe au sein d’un canal en PDMS reste un
défi a relever. Malgré plusieurs approches envisagées au cours de ce travail, aucune
n’a permis une polymeérisation réussie du monolithe EGMP-co-BAA.

Le traitement au plasma d’oxygéne est une modification réversible et inefficace.
Cependant, il serait intéressant de tenter des plasmas d’argon ou d’hélium ou méme
un mélange des deux pour connaitre leur effet sur I’hydrophilisation du PDMS.
La pulvérisation de la silice ainsi que le traitement au borosilicate ont montré de
bons résultats quant & la présence d’une couche hydrophile & la surface du PDMS
mais ces deux approches nécessitent davantage d’optimisation. Ainsi, le graphting
du PDMS reste la seule approche & donner des résultats dans la littérature, bien
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que peu nombreux. Afin d’avancer dans 'objectif de ma thése, nous avons décidé
d’utiliser des microsystémes commerciaux en verre pour y polymériser in-situ le
monolithe EGMP-co-BAA pour l'utiliser comme module de préconcentration de

phosphopeptides.
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CHAPITRE 7

Conception du module miniaturisé
de préconcentration de
phosphoprotéines

7.1 Introduction

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle impliquée dans
plusieurs processus cellulaires et la plus simple dérégulation peut engendrer diverses
pathologies humaines. Il est donc nécessaire d’analyser la phosphorylation de pro-
téines dans les liquides physiologiques afin de permettre un diagnostic précoce de
certaines maladies. Plusieurs techniques d’analyse de protéines phosphorylées ont
été utilisées dont certaines reposent sur les microsystémes analytiques. Ces derniers,
sont considérés comme des outils d’analyse performants en raison de leurs nom-
breux avantages notamment la possibilité d’intégration de plusieurs modules dans
un méme dispositif.

Les phosphoprotéines sont souvent peu abondantes et les degrés de phosphory-
lation sont relativement faibles, ce qui nécessite une méthode d’enrichissement afin
de diminuer la complexité des échantillons et d’augmenter la sensibilité de détection
des phosphoprotéines. Plusieurs techniques d’enrichissement ont été développées.
La plupart des stratégies utilisées sont principalement basées sur I'immunoprécipi-
tation, les modifications chimiques ou encore la chromatographie d’affinité. L’IMAC,
qui fait partie de la troisiéme catégorie, est 'une des techniques d’enrichissement
de phosphoprotéines et de phosphopeptides largement utilisée. Elle est principale-
ment basée sur ’emploi d’une matrice composée de résines a laquelle sont associés
des ions métalliques. Ces ions métalliques peuvent se lier moyennant des liaisons de
coordination aux groupements phosphates des phosphoprotéines et les retenir.

Le but de cette partie du travail est de combiner efficacité de 'IMAC aux
nombreux avantages des microsystémes analytiques pour concevoir un systéme mi-
niaturisé intégrant un module de préconcentration par IMAC de phosphoprotéines
en amont d’un module de séparation par électrophorése de zone. Ce systéme de-
vrait étre appliqué par la suite au diagnostic de plusieurs maladies humaines dans
lesquelles la phosphorylation est impliquée dans un processus physiopathologique.
Il doit donc permettre de réaliser des analyses de liquides physiologiques tel que le
sang ou l'urine.

La préconcentration de phosphopeptides et phosphoprotéines sur microsystémes
analytiques est encore peu étudiée. A ce jour, seules deux publications ont porté sur
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ce sujet. En 2006, Yue et ses collaborateurs ont développé un dispositif microflui-
dique en verre intégrant un module de préconcentration de phosphopeptides. [10]
Ce dernier est constitué de billes d’agarose sur lesquelles des ions Fe3T ont été im-
mobilisés et servent a la capture de produits de digestion en ligne de la S-caséine.
Les phosphopeptides ont été chargés sur la matrice d’IMAC dans de I'acide acétique
puis ont été élués dans des conditions basiques en utilisant une solution de 50 mM
NH4HCO;3 (pH 8,8-9,0).

Récemment, au cours de ma troisiéme année de thése, Wang et ses collaborateurs
ont développé, dans un microsystéme en verre, un module de préconcentration basé
sur un monolithe organique, le poly(HEMA-co-EDMA) synthétisé in-situ|8]. Dans
cette approche, le monolithe a ensuite été fonctionnalisé par un monomére phos-
phaté afin de créer une affinité entre ce monolithe et les ions Zr4*. Contrairement &
I’approche de Wang, nous avons choisi dans notre travail de synthétiser un monolithe
directement & base d’EGMP, un monomeére préalablement phosphaté, afin d’éviter
les étapes supplémentaires de fonctionnalisation et de simplifier la préparation du
module final de préconcentration. Les ions Fe3T ont été les plus utilisés en IMAC
dans la littérature. Cependant, une étude comparant ’efficacité d’enrichissement de
phosphopeptides en utilisant une matrice Fe*T-IMAC et Zr*T-IMAC a montré que
cette derniére est largement plus sélective et que la capacité d’enrichissement en
utilisant les ions Zr** est plus élevée [2]. L'utilisation des ions Zr*t a été par la
suite étudiée par plusieurs auteurs [11, 8, 9, 12, 14, 13, 4]. Nous avons ainsi choisi
d’utiliser le zirconium comme ion métallique pour notre application d’IMAC.

Dans ce chapitre, nous présentons 'optimisation du module de 'IMAC réalisée
a partir du monolithe EGMP-co-BAA dont la synthése a été optimisée dans le cha-
pitre 5 de ce manuscrit. Nous avons réalisé dans un premier temps ce module de
préconcentration en format capillaire. Ce choix est dii au cott faible des capillaires
par rapport a celui des puces, ce qui nous a permis de réaliser un bon nombre d’expé-
riences. Par ailleurs, la manipulation des capillaires est simple et la caractérisation
des monolithes polymérisés in-situ est plus aisée. Dans un deuxiéme temps, nous
avons tenté de transposer le module d’IMAC & des microsystémes analytiques en
verre puisque les tentatives effectuées sur le PDMS n’ont pas été concluantes.

7.2 Matériels et méthodes

7.2.1 Polymérisation du monolithe EGMP-co-BA A

A/ Dans des capillaires en silice : cette étape est identique & celle décrite
dans le chapitre 5. Briévement, le capillaire en silice (TSP, Polymicro Technologies)
est traité avec un agent de silanisation v-MAPS puis le mélange de la solution de
polymérisation y est introduit. La polymérisation est réalisée localement sur 2 cm
(longueur totale du capillaire est de 31 cm) par voie photochimique & 365 nm. On
introduit les deux extrémités du capillaire dans deux extrémités d’un tube PEEK
(polyétheréthercétone) opaque, de diameétre et de longueur supérieurs a ceux du
capillaire en silice, puis on fait glisser le capillaire dans le tube en PEEK jusqu’a la
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zone de 2 cm qui, elle, reste visible.
La figure 7.1 présente un schéma du capillaire en silice en présence du monolithe
de préconcentration.

¥ : ( 0

e
2cm

FIGURE 7.1 — Schéma du module de préconcentration (2cm du monolithe EGMP-
co-BAA) réalisé dans un capillaire en silice

B/ Dans une puce en verre : La synthése du monolithe EGMP-co-BAA a
été réalisée sur un microsystéme commercial en verre de type simple croix (PC-SC,
Micralyne). La puce a les dimensions suivantes : 16mm x 95mmx 2.2mm, la longueur
du canal de séparation est de 81mm et celle des autres canaux est égale & 9.5mm
(figure 7.2).

Cependant, il est nécessaire de conserver une portion du canal de séparation pour
la séparation elle-méme, aussi il a fallu développer un mode de synthése localisée.
Notre but était de placer un monolithe de 5mm de longueur tout au début du canal
de séparation ce qui ne perturbe pas ’étape d’injection qui doit étre réalisée en
amont.

Aprés traitement des canaux du microsystéme avec du v-MAPS, on y introduit
le mélange réactionnel & polymériser. Afin de limiter la polymérisation du monolithe
dans les portions désirées du microsystéme, des masques opaques en silicium sont
disposés sur ce dernier au niveau des zones oul la polymérisation n’est pas souhaitée
(figure 7.2). Le traitement de surface du canal par le v~-MAPS permet, comme en
capillaire, 'ancrage du monolithe aux parois du canal. Le détail de ce traitement
adapté de Proczek et al. [7] et comporte les étapes suivantes :

— Rincage du canal & la soude 1M pendant 5 min

— Chauffage dans I’étuve pendant 30min

— Ringage du canal a ’eau pendant 5min

— Ringage du canal avec une solution de HCI & 0,1M pendant 5 min

— Chauffage dans I’étuve pendant 30min

— Rincage du canal a I’eau pendant 5min

— Remplissage du canal avec une solution de v~-MAPS/DMF (50/50)

— Chauffage dans I’étuve pendant 90min

Finalement, le microsystéme est placé sous irradiation UV & 365nm. L’énergie
appliquée est de I'ordre de 8J. Aprés polymeérisation, le monolithe est rincé au mé-
thanol pendant 2h afin d’éliminer ’excés de solvant et d’entités qui n’ont pas réagi.

7.2.2 Meéthode d’immobilisation du zirconium, de préconcentra-
tion et d’élution

Immobilisation au Zr :
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Substrat de silicium
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FIGURE 7.2 — Schéma du dispositif utilisé pour la photopolymérisation localisée du
monolithe EGMP-co-BAA dans un microsystéme en verre

— Ringage a l’eau pendant 10 min a 20psi

— Ringage avec une solution aqueuse de ZrOCI2 (100mM) pendant 1h & 30 psi
— Rincage a l'eau pendant 30 min & 30 psi

Pré-concentration du phospho-kemptide et élution :

Ringage a ’eau a 20 psi pendant 5 min
— Ringage avec le tampon d’équilibration pendant 30 min & 20 psi
— Chargement avec I’échantillon pendant 30 minutes a 0.5psi

Rincage avec le tampon de lavage pendant 30 minutes & 20 psi

Ringage avec le tampon d’élution pendant 1h & (0.5, 20 et 40 psi)
— Ringage avec de I’eau pendant 15 min a 20 psi

7.2.3 Etude du module de préconcentration de phosphopeptides
en capillaire

L’étude et 'optimisation de la rétention des phosphopeptides ont été menées par
EC. Les analyses en EC ont été réalisées a ’aide soit d’un instrument P/ACE MDQ
Beckmann Coulter équipé d’un détecteur UV soit d'un PA800 (Beckmann Coulter)
couplé a une détection LIF (laser A ex=488 nm)

7.2.4 Caractérisation du monolithe dans la puce en verre

Afin de pouvoir caractériser le monolithe polymérisé in-situ dans une puce en
verre, celle-ci est découpée en plusieurs morceaux de 2mm & ’aide d’'une lame de
diamant au niveau de I’emplacement du monolithe. Les morceaux sont par la suite
visualisés par MEB.

7.3 Reésultats et discussions

Une fois la synthése du monolithe EGMP-co-BAA optimisée, 'objectif était
d’évaluer ce support en tant que matrice pour la préconcentration de phosphopeptide
par IMAC. Comme précédemment décrite, 'IMAC repose essentiellement sur des
affinités entre un ion métallique et les groupements phosphates des phosphopeptides.
Qu’elle soit réalisée en capillaire ou en puce, c¢’est une méthode d’enrichissement qui
comporte plusieurs étapes.
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La premiére étape consiste & immobiliser I'ion métallique, du Zr**t dans notre
cas, sur le support monolithique choisi en tant que matrice d’IMAC comme pré-
senté sur la figure 7.3. Cette étape a été réalisée par rincage du monolithe avec une
solution de ZrOClIsy. La seconde étape consiste & charger la matrice monolithe-Zr
avec un mélange de phospho et non phosphopeptides par percolation de la solution
d’échantillon pendant un temps déterminé. Ainsi, seuls les peptides phosphorylés
peuvent étre retenus par interaction avec les ions zirconium. Les peptides non phos-
phorylés seront tout simplement élués de la matrice aprés un ringage qui a pour
role d’éviter toute interaction non spécifique pouvant avoir lieu entre le monolithe
et certaines espéces présentes dans ’échantillon. L’étape finale de 'IMAC consiste
4 éluer les peptides phosphorylés préconcentrés sur la matrice par ringcage de cette
derniére avec un volume d’un solvant d’élution approprié. Ainsi, une préconcentra-
tion de phosphopeptides passe par I'optimisation de chacune des étapes de 'IMAC.
Pour cela, nous avons choisi au cours de ce travail de réaliser toutes les optimisa-
tions sur un module d’enrichissement préparé en format capillaire étant donné que
I'optimisation de ces étapes directement en microsystéme est plus complexe. Les
différentes étapes de 'IMAC sont représentées par la figure 7.3.

Monolithe intact (Mn)

l ZrOCl, Immobilisation des
ions Zr*

2 Monolithe

L4 metallizé

P47 (M-Mn)

Mélange de'peptides : %iﬁ Chargement de
phosphorylés et non R I’échantillon
phosphorylés ii% i

P g p% i Rétention des phosphopeptides
T S P B !f et élution des peptides non
7 li phosphorylés

F1GURE 7.3 — Différentes étapes de la préconcentration par IMAC sur le monolithe
poly(EGMP-co-BAA)
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7.3.1 Optimisation des étapes de PIMAC en format capillaire

Les différentes étapes de 'IMAC ont été réalisées et optimisées une par une
en format capillaire en vue d’une ultérieure transposition sur les microsystémes en
verre. Nous nous sommes ainsi intéressés dans un premier temps aux conditions
d’immobilisation du métal sur la surface du support monolithique, puis aux condi-
tions de chargement et de rétention de 1’échantillon et enfin a 1’étape d’élution des
phosphopeptides capturés.

7.3.1.1 Immobilisation des ions zirconium

Nous avons choisi de travailler avec une solution de ZrOCls de pureté élevée
(99%) afin d’éviter d’éventuels problémes d’interactions non spécifiques. En effet, il
a été prouvé que la spécificité de 'IMAC est fortement influencée par la pureté des
ions utilisés [9]. Au cours de ces travaux, Ye et ses collaborateurs ont utilisé des ions
Fe3*t provenant de deux fournisseurs différents. Les résultats obtenus ont montré
une meilleure sélectivité dans le cas du Fe3t de Merck par rapport a celui de Sigma
Aldrich. Ceci a été expliqué par la différence de pureté des lots de FeCls (97% pour
Sigma-Aldrich contre 99% pour Merck), car les liaisons non spécifiques ont été plus
prononcées lors de I'enrichissement IMAC menée avec le réactif le moins pur. J’ai par
la suite optimisé la concentration en ions zirconium de la solution d’immobilisation
ainsi que le temps de rincage nécessaire pour leur immobilisation. L’immobilisation
des ions Zr** sur le monolithe a finalement été réalisée par rincage avec une solution
de ZrOCls a4 100mM pendant 1h & 30 psi.

L’efficacité de 'immobilisation des ions métalliques a été évaluée par des mesures
de flux électroosmotiques (FEO). Aprés immobilisation du métal, le monolithe est
préconditionné par ringage avec le tampon borate pH 9 & 40mM. Les mesures de
FEO ont été réalisées par injection de la thiourée a 0,1mg/mL et reportées dans
I’histogramme de la figure 7.4, qui traduit non seulement ’état de charge de sur-
face du capillaire en présence de 2cm de monolithe métallisé mais également ceux
d’un capillaire en silice vierge, d'un capillaire recouvert avec du v-MAPS et d’un
capillaire intégrant 2cm du monolithe poly(EGMP-co-BAA). On remarque que la
mobilité électroosmotique meo du capillaire traité au v-MAPS (Si-MAPS) a dimi-
nué de 34% en comparaison a un capillaire en silice vierge (Si Vierge). Le 7-MAPS
est un polymére neutre et donc une fois attaché de fagon covalente & la surface de
la silice, il masque les charges de surface de ce dernier ce qui explique cette baisse
de la meo.

En présence de 2 cm de monolithe dans un capillaire préalablement traité au
v-MAPS(Si-2cm Mn), la meo a légérement augmenté de 22%. Des calculs statis-
tiques ont permis de conclure que cette augmentation de 22% est significative. Des
simulations mathématiques ont montré que, compte tenu de la mobilité électroos-
motique globale mesurée (4,44 10~* em?.V—1.571), 1a meo, générée par uniquement
les 2cm de monolithe, est relativement importante. Ceci s’explique par ’apport en
charges négatives du monolithe dii a la présence de groupements phosphate & la
surface de la matrice du poly(EGMP-co-BAA). Lorsque l'on a immobilisé des ions
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Zr4t (Si— Mn — Zr), la meo a diminué de 10% par rapport & celle d'un capillaire
non métallisé. Cette baisse est significative compte tenu du CV 0,4% et est tout a
fait prévisible en raison des charges positives des ions zirconium. Deux explications
peuvent étre évoquées ; soit une liaison effective des ions zirconium sur le monolithe
via des liaisons de coordination avec les groupements phosphates du monolithe, soit
une fixation des ions Zr*T sur le --MAPS. Afin de confirmer une immobilisation
effective des ions Zr** sur le monolithe, nous avons ensuite étudié la rétention d’un
peptide phosphorylé modeéle sur la colonne (Si-Mn-Zr). Si le phosphopeptide est re-
tenu, cela prouve qu'il a été capturé par les ions Zr*t et que ces derniers ont bien
été immobilisés sur le monolithe.

SiVierge

Si- MAPS

2cm Mn i
Si-MAPS

Mn-Zr

Si-MAPS

mobilité électroosmotique
(10%em? V1471

Type de capillaire

FIGURE 7.4 — Mobilité électroosmotique dans différents capillaires : en silice vierge,
traité par le v~-MAPS, traité par le v-MAPS incluant un Mn, traité par le y-MAPS
incluant un Mn métallisé par le Zr (Conditions électrophoretiques : Tampon borate
pH 9 at 40 mM, champ électrique 387 V/cm, Injection a 0.5psi/ 5sec, Capillaire
31,2cm longueur totale et 75 pm DI)

Nous avons alors choisi de travailler avec deux peptides modéles dont la séquence
en acides aminés est identique. Leur poids moléculaire ainsi que leur point isoélec-
trique sont présentés dans le tableau 7.1. K (Kemptide-HiLyte 488) est un peptide
non phosphorylé et marqué par le HiLiyte 488 pour le rendre fluorescent et détectable
en LIF. pK (pSerKemptide-HiLyte 488) est son homologue phosphorylé au niveau
de la sérine 5 dans la séquence d’acides aminés . Ainsi, le peptide K est extrémement
basique (pl 12) alors que le peptide pK a un pl de 7,3. Cette diminution du point
isoélectrique est due & la présence du groupement phosphate négatif. Ces points iso-
¢lectriques ont été calculés a partir du site ExPASy (http ://scansite.mit.edu). Le
phosphopeptide a été utilisé pour évaluer la capacité du monolithe en présence du
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zirconium a retenir les peptides phosphorylés alors que la forme non phosphorylée
K jouera le role de témoin.

Tableau 7.1 — Caractéristiques des deux peptides modéles utilisés pour évaluer la
capacité de rétention du monolithe poly(EGMP-co-BAA)-Zr

Peptides Séquence d’AA  Poids moléculaire Point  Isoélec-
trique

K : Kemptide-HiLyte 488 || LRRASLG 1129.0 12

pK : pSerKemptide- || LRRApSLG 1209.0 7.3

HiLyte 488

11 a fallu tout d’abord déterminer les conditions optimales de séparation des deux
peptides K et pK sur un capillaire traité au v-MAPS. Aprés avoir testé différents
tampons, nous avons réussi & séparer les deux peptides dans un tampon légérement
acide (tampon phosphate de sodium & pH 6) comme le montre la figure 7.5. Dans
ces conditions de pH, K doit migrer en premier avant la Thiourée parce qu’il est
fortement chargé positivement ce qui est confirmé par 1’électrophérogramme obtenu.
Ensuite, pK qui est moins chargé positivement doit migrer en deuxiéme également
avant la thiourée. Cependant, ’ordre de migration est différent de ce qui est attendu
et pK se comporte comme une espéce chargée négativement dans ces conditions. Le
groupement phosphate présent est probablement trés exposé, mais il est également
probable que les deux peptides interagissent par adsorption sur le MAPS, entrainant
ainsi la diminution de leur mobilité apparente par cette interactoin. Cependant, un
résultat similaire a été obtenu sur un capillaire en silice. Il est donc peu probable
que 'adsorption des peptides soit responsable de ce retard de migration.

| .
pK -
T W-E | E-JM L]
Nlini E-Jf“
IW-: :-J‘\Q,
5 Th ;
fwﬂ-: _- :—m
m!c. i-ﬂm

FIGURE 7.5 — Séparation par ECZ des peptides K et pK (Conditions électrophore-
tiques : Tampon phosphate pH 6 & 50 mM, champ électrique 387 V /cm, Injection
a 0.5psi/ bsec, Capillaire MAPS 31.2cm LT et 75um DI, concentration de K et pK
=0,1mg/ml et concentration de la thiourée =0,05mg/mL), détection & 214nm
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Pour évaluer la capacité du monolithe poly(EGMP-co-BAA)- Zr** 4 retenir la
forme phosphorylée pK, nous avons injecté dans les conditions optimisées le mélange
K et pK dans trois types de capillaires ; le premier est un capillaire en silice vierge, le
deuxiéme est un capillaire intégrant 2cm de monolithe et le troisiéme est un capillaire
intégrant les 2cm de monolithe sur lesquels des ions zirconium ont été immobilisés.
Les résultats obtenus sont présentés a la figure 7.6.

pK
2 cm Mn-Zr

| s 4 [ N ~____ 2emMn

—_—— lu

Capillaire en silice

.....

FIGURE 7.6 — Analyses par ECZ des peptides K et pK sur 3 types de capillaires pour
évaluer la capacité du monolithe poly(EGMP-co-BAA) a retenir le phosphopeptide
pK (Conditions : Tampon phosphate de sodium & pH=6 et de Force ionique=50mM,
Tension appliquée=12KV, injection hydrodynamique 0.5psi pendant 5 secondes, Dé-
tection & 488nm)

Selon, les électrophérogrammes obtenus, les deux peptides K et pK sont détectés
dans un capillaire en silice vierge. Cependant, en présence de 2 cm du monolithe,
seuls les deux pics correspondant au peptide phosphorylé pK sont détectés. Les
deux pics correspondant au pK s’expliquent par la présence de deux isoméres de
dérivation par le fluorophore. Le résultat obtenu signifie que K a été retenu sur la
matrice poly(EGMP-co-BAA). Cette rétention peut s’expliquer par le caractére trés
basique de K (pl = 12). En effet, le monolithe poly(EGMP-co-BAA) peut aussi jouer
le r6le d’'une matrice échangeuse de cations et retenir le peptide K. En revanche,
lorsque I'on a immobilisé du Zr** sur le monolithe, le peptide phosphorylé pK n’est
pas détecté. Il a été certainement retenu selon un mécanisme IMAC trés probable.

On peut conclure ainsi que notre module de préconcentration fonctionne cor-
rectement et que I'immobilisation des ions zirconium a été efficace & pH 6, ce qui
permet la rétention du peptide phosphorylé sur le monolithe via des interactions
d’affinité avec le métal. Cependant, la présence des groupements phosphate a la
surface du monolithe est également responsable d’un comportement d’échangeur de
cations en présence d’analyte fortement basique dans les conditions d’analyse. Il se
peut alors que ’ajout de sel lors du chargement de I’échantillon puisse diminuer cet
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effet secondaire et non souhaité et éviter que les analytes non phosphorylés restent
accrochés au monolithe.

7.3.1.2 Optimisation des conditions de chargement et de rétention du
phosphopeptide

Afin d’aboutir & un enrichissement satisfaisant par IMAC de phosphoprotéines et
de phosphopeptides, il est crucial d’optimiser le tampon de chargement de 1’échan-
tillon sur le monolithe. Pour enrichir efficacement les phosphopeptides, il est pré-
férable d’utiliser un tampon de chargement & des pH 2 & 2,5 et d’y ajouter un
acide, tel que 'acide acétique [6] ou le TFA [3]. Dans cette gamme de pH, 'IMAC
présente une meilleure spécificité due & la différence des constantes de dissociation
acide (pKa) entre les acides aminés acides et les groupements phosphate. Le résidu
phosphate du monolithe a un pKa voisin de 2,1, alors que la fonction carboxylique
de l'acide glutamique et aspartique sont de 3,65 et 4,25, respectivement [3]. Si le
pH du tampon de chargement est situé entre 2 et 4, la majorité des groupements
carboxyliquedes des acides aminés acides sont protonés et ne se lient donc pas aux
ions zirconium. Inversement, dans ces conditions, la plupart des groupements phos-
phate sont ionisés et présentent une charge négative qui permet la liaison aux ions
métalliques.

Ainsi, nous avons optimisé les conditions de chargement des échantillons, puis de
lavage du monolithe. Nous avons testé des milieux acides en présence d’acétonitrile
en employant surtout des solutions de TFA & différentes concentrations, et de ’ACN
comme solvant organique. Ainsi, nous avons fait varier la concentration de TFA entre
5% et 0,1% puis celle de ’ACN entre 80% et 50% dans le mélange ACN/TFA. Nous
avons également testé 'acide acétique & 0,1% en présence et en absence de 100mM
de NaCl dans la solution de chargement de I’échantillon et celle du lavage. La figure
7.7 présente une des procédures testées au cours de laquelle un ringage du monolithe
a été réalisé avec la solution de chargement de 1’échantillon (ACN/TFA : 80/5) pour
léquilibration du systéme, puis le peptide phosphorylé (5mg/mL dissout dans le
solvant de chargement) est percolé sur le monolithe pendant 60min & 0,5psi. Ensuite,
la matrice est rincée avec une solution de lavage (ACN/TFA : 50/0,1) pendant 30 min
4 20 psi afin d’éliminer toute interaction non spécifique. Le phosphopeptide, supposé
étre retenu par le monolithe métallisé, est finalement élué dans des conditions acides
(0,1% TFA).

On remarque sur le profil (A) un “pic” lors du lavage du monolithe alors qu’il est
absent sur le profil (B). On suppose qu’il s’agit du phospho-kemptide mais il aurait
pu provenir aussi bien de son élution aprés avoir été retenu de maniére non spécifique
ou spécifique (IMAC) sur le monolithe puisque le tampon de lavage posséde déja
des propriétés éluantes puisqu’il contient 0.1% TFA qui sera utilisé aussi dans le
tampon de I’élution. On peut également supposer que la rétention du phospho-
kemptide est effective puisque I’on n’observe pas d’augmentation de I’absorbance lors
du chargement de I’échantillon. Ainsi, on peut conclure que le lavage du monolithe
avec une solution contenant 0.1% TFA est problématique puisque ¢’est une condition
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FIGURE 7.7 — Suivi par UV des différentes étapes de préconcentration du phospho-
kemptide (A) échantillon : pK a 5mg/mL et (B) échantillon : tampon de chargement

proche de celle de 1’élution. Il est ainsi nécessaire de continuer 'optimisation des
conditions d’élution du phosphopeptide.

7.3.1.3 Optimisation des conditions d’élution du phosphopeptide

Une fois les phosphopeptides ou phosphoprotéines liés & la matrice IMAC, leur
élution est une étape importante qui permet de les relarguer de fagon idéale. Il
est ainsi indispensable d’optimiser les conditions d’élution. Ces conditions sont trés
dépendantes de la nature du solvant d’élution utilisé, de son pH et de sa force ionique.
Dans la littérature, les phosphoprotéines ont été éluées a différents pH, allant des
pH acides (pH 6,8; [1]) aux pH alcalins (pH 8,0; [5]).

Au cours de notre travail, nous avons testé 1’élution du phosphopetide dans deux
conditions : I'une acide en présence de TFA et 'autre basique avec une solution
d’hydroxyde d’ammonium & des pH compris entre 9 et 11. Les résultats obtenus par
simple suivi en UV des éluats montrent que les changements d’absorbance reste peu
importante, ce qui indique soit que le lavage a éliminé le phosphopeptide, soit que
les conditions d’élution ne sont pas satisfaisantes. Un équilibre doit étre trouvé entre
les conditions de lavage et d’élution, et ceci reste encore & déterminer et & optimiser
davantage.

7.3.2 Optimisation du module de préconcentration sur une puce
en verre

La polymérisation du monolithe en puce en PDMS ayant échoué, méme a l’issue
de plusieurs stratégies envisagées afin d’hydrophiliser ou de modifier la surface des
canaux de PDMS, nous avons ensuite décidé, afin d’obtenir un module de précon-
centration, de travailler sur des puces en verre dont les propriétés physico-chimiques
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sont beaucoup plus proches de celles des capillaires en silice.

Le protocole de synthése du monolithe en microsystéme en verre est semblable
& celui en format capillaire détaillé dans le chapitre 5. Il comporte essentiellement
deux étapes : la premiére consiste & modifier la surface du canal par y-MAPS et la
seconde étape est la polymérisation in-situ du monolithe. Ce processus a cependant
nécessité quelques adaptations afin de réussir une polymérisation localisée du mono-
lithe dans le canal de séparation du microsystéme. La figure 7.8 présente une photo
de microscope optique d’une section du monolithe polymérisé alors que la figure 7.9
présente deux clichets MEB du monolithe synthétisé au sein du canal en verre.

FIGURE 7.8 — Photographie optique de la phase monolithique obtenue dans un canal
de microsystéme en verre (Diamétre du canal : 50um)

FIGURE 7.9 — Clichés MEB du monolithe EGMP-co-BAA au sein du canal en verre

La répétabilité de ce processus de polymérisation en microsystéme a été éva-
luée. Nous avons polymérisé le monolithe au sein de canaux de six microsystémes
différents et avons déterminé a chaque fois la longueur de la phase monolithique
polymérisée a I'aide des graduations au 1/10 de cm présentes tout le long du canal
de séparation de la puce. Les résultats de cette étude sont présentés dans la figure
7.10.

Pour une longueur de monolithe théorique désirée de 5mm, la longueur moyenne
obtenue avec 6 essais est de 5,3 mm avec une bonne répétabilité (CV=8%). Cette
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FIGURE 7.10 — Répétabilité des longueurs du monolithe obtenues lors de la polymé-
risation localisée du poly(EGMP-co-BAA) dans six microsystémes en verre

légére variation peut étre expliquée par le fait que les masques utilisés sont placés
sur le microsystéme de maniére manuelle, en l'absence d’alignement automatique.
Mais elle reste cependant compatible avec la poursuite de 1’étude. Les clichets MEB
des phases monolithiques synthétisées dans les différents microsytémes ont montré
un bon accrochage du monolithe aux parois des canaux, une bonne localisation de ce
dernier dans le canal de séparation ainsi qu'une bonne homogénéité du monolithe.
Ainsi, des phases monolithiques & base ’EGMP et de BAA ont pu étre synthéti-
sées de facon répétable et homogéne au sein d’un canal en verre. Le systéme a été
ultérieurement exploité pour la préconcentration de phosphopeptides.

Afin de caractériser la capacité de ce monolithe & préconcentrer des phospho-
peptides au sein des microsystémes, nous avons préparé un microsystéme intégrant
une phase monolithique avec des ions zirconium immobilisés, par remplissage des
canaux avec la solution de ZrOCIy a4 100mM, et fait percoler une solution de peptide
phosphorylé & 1mg/mL. La différence de fluorescence obtenue entre un monolithe
non métallisé en présence soit de K soit de pK et un monolithe métallisé dans les
mémes conditions, nous a permis d’évaluer la rétention de chacun des peptides.

En effet, dans un canal intégrant 5 mm de monolithe, on observe une fluorescence
importante qui persiste aprés lavage du monolithe dans le cas de percolation du pep-
tide non phosphorylé K ce qui confirme le résultat obtenu en capillaire traduisant un
comportement d’échange d’ions important du monolithe (figure 7.11). Cependant,
dans le cas de la percolation du phosphopeptide pK, la fluorescence est considéra-
blement atténuée aprés I'étape de lavage, ce qui indique que le peptide phosphorylé
se lie de maniére non spécifique sur ce monolithe non métallisé (figure 7.11).

Lorsque I’on immobilise du zirconium sur le monolithe et qu’on le percole ensuite
avec une solution de pK, on remarque aprés lavage du monolithe une persistance
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Monolithe non métallisé

pK-HiLyte 488

FIGURE 7.11 — Evaluation de la rétention de K (B) et pK (C) marqués au HiLyte
488 sur un monolithe poly(EGMP-co-BAA) non métallisé (A)

de la fluorescence qui confirme la rétention du peptide phosphorylé sur la matrice
monolithique via des interactions d’affinité avec les ions métalliques immobilisés en
surface (figure 7.12).

Percolatmn
pK- HlLyte 488

Monolithe métallisé avec du Zrd+

FIGURE 7.12 — Evaluation de la rétention de pK (B) marqué au HiLyte 488 sur un
monolithe poly(EGMP-co-BAA) métallisé avec des ions Zrtt (A)

Ces observations par microscopie optique permettent de confirmer que le module
de préconcentration de phosphopeptides & base I’EGMP et de BAA fonctionne en
microsystéme et que 1'on peut l'utiliser pour 'enrichissement de peptides et pro-
téines phosphorylés. Cependant, nous n’avons pas réussi a coupler cette étape de
préconcentration en ligne en amont de I'étape de séparation par électrophorése de
zone en microsystéme. Cette étape nécessite encore plus de temps et d’optimisation.
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7.4 Conclusion

Au cours de ce chapitre, nous avons montré que le monolithe EGMP-co-BAA
est une matrice efficace pour 'enrichissement par IMAC étant donné sa capacité
& retenir les peptides phosphorylés. Cependant, ce monolithe se caractérise par un
comportement d’échange de cations dii a la présence de groupements phosphate a
sa surface. Ceci indique donc que tous les peptides et protéines, non phosphorylés
et basiques y seront retenus dans les conditions d’analyse. Cette rétention peut tout
de méme étre évitée, ou au moins minimisée, par I’ajout de sel dans la solution de
chargement de 1’échantillon, ce qui serait intéressant a étudier. De méme, I’ajout
de sel permettra un chargement plus spécifique. Il faut donc étudier davantage les
différentes conditions de chargement et d’élution afin de permettre un enrichissement
plus spécifique et une élution efficace.

Il serait également intéressant d’étudier la compatibilité entre les tampons d’élu-
tion et de séparation dans la mesure ol un couplage en ligne des étapes de précon-
centration et de séparation des échantillons doit étre réalisé. En effet, idéalement, les
conditions de chargement doivent étre plutdt acides et en présence de concentration
élevée en sel tandis que celles de séparation plutot basiques (pour une séparation
efficace de K et pK) et avec une force ionique raisonnable pour éviter effet joule.
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Conclusion générale et
perspectives

Exploiter le potentiel des dispositifs microfluidiques en termes d’intégration et
d’analyse, notamment dans le cas de ’analyse de phosphoprotéines, a constitué la
motivation initiale de ce travail de thése. L’idée de départ était de concevoir un
microsystéme analytique intégrant deux modules : le premier est un module de pré-
concentration de phosphoprotéines par IMAC et constitué d’une phase monolithique
et le deuxiéme est un module de séparation par électrophorése de zone des phospho-
protéines soit entre elles soit selon le degré de phosphorylation de I'une d’elles.

Au cours de ce travail, trois objectifs principaux ont guidé 'orientation scienti-
fique. Le premier enjeu consistait & concevoir un monolithe capable de servir comme
module de préconcentration. Il a fallu non seulement optimiser sa synthése, ce que
nous avons réalisé dans un premier temps au sein de capillaire en silice mais aussi de
le caractériser en termes de composition, de morphologie, de perméabilité, de sur-
face spécifique et de stabilité mécanique. La transposition de cette polymérisation
in-situ au sein d’un microsystéme a constitué le deuxiéme enjeu de ce travail, en
tentant tout d’abord de 'effectuer dans des puces en PDMS, ce qui a été rarement
décrit dans la littérature, puis dans des puces en verre. Le troisiéme objectif était
principalement centré sur I'optimisation des différentes étapes de préconcentration
afin de réaliser une préconcentration par IMAC de phosphopeptides. Ce module de
préconcentration doit étre compatible, avec un couplage en ligne au sein d’un méme
dispositif, avec d’autres modules comme celui de la séparation.

Dans un premier temps, nous avons mis au point la synthése du monolithe orga-
nique a base d’EGMP et de BAA dans des capillaires en silice fondu de faible dia-
métre interne (75um) par polymeérisation par voie photochimique en présence d’un
porogene tertiaire (P). L’influence des différents rapports monomeére/agent réticu-
lant (EGMP/BAA) et monomeére/porogeéne (EGMP/P) et énergie d’irradiation ont
été étudiés afin d’optimiser la morphologie ainsi que les caractéristiques physiques
(perméabilité, stabilité mécanique, surface spécifique) du monolithe en vue de son
utilisation en tant que matrice pour 'IMAC. Les résultats obtenus au cours de cette
partie de travail, ont montré que nous avions obtenu a l’issue de cette optimisation
des conditions de polymérisation permettant d’obtenir une morphologie satisfaisante
du monolithe et un ancrage efficace de ce dernier aux parois du capillaire en silice.
Nous avons également montré que ce monolithe présentait des propriétés adéquates
pour son utilisation en tant que support solide de préconcentration. Il posséde, en
particulier, une perméabilité relativement modérée, permettant un bon écoulement
de fluide. Sa surface spécifique, de I'ordre de 34,085 m?/g, est considérée comme
favorable aux interactions mololithe/analyte. Il a également été démontré que ce
monolithe possédait une bonne stabilité mécanique ce qui lui confére une bonne ré-
sistance lors de I'application d’une pression ou de champs électrique qui font partie
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des étapes a réaliser pour le prétraitement de I’échantillon ou la séparation qui devra
suivre.

Dans un deuxiéme temps, nous avons choisi de transposer la polymérisation
du monolithe EGMP-co-BAA au sein d’un dispositif microfluidique en PDMS. En
effet, méme si peu d’articles de la littérature faisait état de polymérisation d’un
monolithe organique dans des puces en PDMS; il nous a semblé que polymériser un
monolithe dans ce matériau restait compliqué. Nous avons commencé par optimiser
la microfabrication du dispositif. Ainsi, la préparation d’un master ayant une bonne
résistance et réutilisable dans le temps a constitué la premiére étape. Nous avons
ainsi, a partir d’un protocole expérimental adopté par d’autre groupes, apporté
quelques améliorations, en modifiant par exemple la nature de la résine utilisée, du
substrat aussi bien que certaines étapes afin de réduire le temps de préparation. La
deuxiéme amélioration a porté sur le collage du microsystéme réalisé. FEn effet, au
cours de notre travail, nous avons souhaité réaliser un collage réversible mais étanche
des canaux en PDMS afin de permettre la caractérisation ultérieure du monolithe
une fois polymérisé.

Une fois le microsystéme réalisé, la synthése in-situ du monolithe organique
poly(EGMP-co-BAA) au sein du canal en PDMS a constitué I’étape suivante de
ce travail. Comme nous ’avons expliqué, la polymérisation d’un monolithe dans le
PDMS reste difficile et peu reportée. Le PDMS, étant un matériau trés hydrophobe
et ayant une forte perméabilité & I'oxygeéne, ne favorise pas la polymérisation in-situ
des monolithes organiques. Nous avons alors essayé de faire face & ces inconvénients
en tentant un certain nombre de solutions passant principalement par des traite-
ments de surface des canaux en PDMS.

Nous avons donc essayé le traitement de la surface du PDMS par plasma d’oxy-
géne. Ce traitement étant réversible sur une courte période, il n’a pas pu étre ex-
ploité. Il serait donc intéressant de l'utiliser, par exemple, aprés avoir réalisé une
extraction du PDMS par des solvants organiques '. Nous avons également testé le
revétement avec une solution de borosilicate synthétisée mais ce dernier ne peut pas
étre adopté compte tenu des craquelures provoquées par ce traitement. Cependant,
la présence de silice sur les canaux en PDMS suite & ce traitement semble étre un
élément important et justifie de poursuivre cette approche en optimisant ce traite-
ment. Enfin, la pulvérisation cathodique de silice s’est montrée elle aussi intéressante
comme stratégie mais nécessite davantage d’optimisation.

Malheureusement, bien que certains résultats soient encourageants, aucun de
ces traitements n’a permis une polymérisation réussie du monolithe poly(EGMP-
co-BAA) au sein du dispositif en PDMS, et ces approches de modification de surface
nécessitent probablement d’étre approfondies notamment celle de la pulvérisation
cathodique de silice ou encore du revétement avec la solution de borosilicate qui ont
été les plus encourageantes compte tenue de la présence de silice confirmée, aprés
ces deux traitements, dans les canaux en PDMS. La polymérisation reproductible

1. Jonathan A. Vickers, Meghan M. Caulum, and Charles S. Henry. Generation of hydrophilic
poly(dimethylsiloxane) for High-Performance microchip electrophoresis. Anal. Chem., 78(21) :7446-
7452, 2006.
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de monolithe organique dans le PDMS reste donc un défit a relever et beaucoup
d’efforts sont & fournir en matiére de traitement de surface du PDMS.

Nous avons, dans une troisiéme partie, essayé d’optimiser les différentes étapes
de la préconcentration de phosphoprotéines par IMAC en format capillaire. L'immo-
bilisation effective des ions zirconium sur le support monolithique a été démontrée
par une étude de la rétention d’un phosphopeptide modéle. Nous avons ainsi mon-
tré que le monolithe EGMP-co-BAA se comporte comme une matrice échangeuse
de cations parce qu’il a retenu un peptide non phosphorylé basique. En outre, il
est également considéré comme une matrice efficace pour 'IMAC parce qu’il a re-
tenu spécifiquement le peptide phosphorylé modéle, utilisé comme échantillon. Nous
avons étudié différentes conditions de chargement de 1’échantillon ainsi que d’élution
des cibles, mais ces résultats préliminaires nécessitent davantage d’optimisation.

La polymérisation dans les canaux en PDMS ayant échoué, nous avons opté
finalement pour la polymérisation de notre monolithe au sein d’'un microsystéme
en verre et avons évalué la capacité du module de préconcentration a retenir des
peptides phosphorylés et non phosphorylés. Nous avons alors démontré que notre
module d’enrichissement fonctionnait correctement dans le dispositif en verre par
simple visualisation de fluorescence provenant du phosphopeptide dérivé.

Aprés ces résultats encourageants, portant sur la conception d’un module de
préconcentration au sein d’un microsystéme analytique qui a pour but ultime de
fournir une des étapes d’un microsystemes dédié au diagnostic de certaines maladies
impliquant des biomarqueurs phosphorylés. De nombreux efforts restent néanmoins
a accomplir, d’une part pour améliorer les étapes de 'IMAC ainsi que sa spécificité
vis-a-vis des phsophopeptides En effet, le monolithe synthétisé posséde également
un caractére d’échangeur de cations qui peut étre responsable de la rétention des
peptides ou protéines non phosphorylés mais basiques. Ceci pourrait étre réalisé en
ajoutant au solvant de chargement de I’échantillon une quantité adéquate de sel.
Enfin le couplage de la préconcentration & la séparation est une étape importante
& étudier notamment car elle permet des analyses plus rapides et a haut débit avec
un volume mort nul.

Le traitement de 1’échantillon et notamment la préconcentration en microsys-
témes est encore peu explorée, elle constitue cependant un maillon indispensable
de la chaine analytique surtout lorsque ’on souhaite analyser des échantillons biolo-
giques. Les microsystémes analytiques offrent pourtant beaucoup de possibilité en la
matiére. Ces outils permettent d’intégrer au sein du méme dispositif d’autres modes
de préconcentration, tels que ceux basés sur des phénomeénes électrocinétiques et
de les coupler a des séparations en ligne. Les modes de séparation utilisés peuvent
eux aussi étre variés tels que I'électrochromatographie ou encore ceux basés sur des
phénomeénes de focalisation. Il est également possible d’intégrer d’autres modules
comme la détection ou la digestion.

La conception d’un dispositif microfluidique dédié a la préconcentration et I’ana-
lyse en ligne de phosphoprotéines reste un sujet qui a encore beaucoup d’avenir et
qui nécessite davantage de recherche, notamment en termes de design du disposi-
tif permettant de gérer 'ensemble des solvants et tampons utilisés aux différentes
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étapes soit en garantissant une certaine compatibilité entre eux soit au contraire
pour s’affranchir des problémes d’incompatibilité. En effet, ces dispositifs sont peu
développés dans la littérature et trés peu sont dédiés aux protéines.

Le dispositif étudié au cours de ce travail, pourrait étre utilisé, non seulement
pour la préconcentration de phosphoprotéines mais également étre adapté a 1’enri-
chissement d’autres molécules biologiques. En effet, le monolithe & base ’EGMP
peut étre substitué au sein du microsystéme par un autre monolithe pour la précon-
centration des glycoprotéines, par exemple, par immobilisation de lectines.



ANNEXE A
Traitement des capillaires de silice
par du -MAPS

Le capillaire en silice de 2m de longueur est d’abord rincé par une solution de
NaOH (1M) pendant 60min en utilisant le montage détaillé en annexe X a 3 bars.
Il est ensuite bouché par des embouts en caoutchouc et placé a ’étuve pendant 2h
a 100°C afin de créer des groupements silanols libres (Si-OH). Ces derniers vont
plus tard réagir avec le 7-MAPS. Ensuite, le capillaire est rincé avec une solution
d’acide chlorhydrique 0.1M, de ’eau distillée puis de I’acétone successivement pen-
dant 15 chacun. Ces différentes étapes de rincage permettent de libérer le capillaire
d’éventuels traces de métaux. Il est par la suite, séché a 1’azote pendant 10 min puis
placé & I'étuve pendant 3h & 100°C. Aprés 30 min de ringage avec une solution de
50% v-MAPS dans 'acétone, le capillaire est & nouveau bouché & ses extrémités et
placé a I'étuve pendant une nuit & 100°C. Enfin, il est rincé pendant 15min avec de
I’acétone puis séché par un courant d’azote a 3 bars pendant 10min et placé une
derniére fois & I’étuve pendant une heure & 100°C. Le capillaire est ainsi conservé a
I’abri de la lumiére a 8°C et est prét & étre utilisé.






ANNEXE B

Synthése du monolithe

La synthése du monolithe commence par la préparation du mélange de poly-
mérisation. Celui-ci est réalisé en mélangeant des quantités précises du monomeére
(EGMP), de l’agent réticulant (BAA) et du porogene tertiaire formé de dodécanol,
de DMSO et de DMF ainsi que du photoinitiateur (AIBN). Ce mélange est ensuite
placé sous ultrasons pendant 20 min puis l'air est chassé par un courant d’azote
pendant 10min & trés faible pression.

La solution de monolithe est alors introduite dans le capillaire prétraité par
I’agent de silanisation 7-MAPS en utilisant le nanobaume & une pression fixe de 3
bars en utilisant le montage détaillé a la figure ci-dessous. Le capillaire est par la suite
placé dans un four UV, muni de 6 tubes a 365 nm de 15Watt chacun, puis irradié
sous I’énergie d’irradiation désirée en Joules. Finalement le monolithe polymérisé
est rincé par une solution de méthanol afin d’éliminer les entités qui n’ont pas réagi
pendant 2h en utilisant le méme montage.

Colonne Capillaire
l
|
v

. . &
Manométre Vapne d'arrét et de
mise en pression

o] «—— Arrivée d'azote

Flacon de remplissage contenant
le mélange précurseur






ANNEXE C
Détails des masques utilisés pour
la fabrication des puces en PDMS

Les photos présentées ci-dessous sont les masques utilisés lors de la microfabri-
cation des puces en PDMS. Il s’agit de puces de type monocanal dont le diamétre
interne varie entre 1 mm et 50 um. La longueur du canal ainsi que les diamétres
des réservoirs sont les mémes pour tous les masques et sont égaux a 4 cm et 2mm
respectivement.

3eanaux de 100 pm

100 pm
T5pm
50 pm

Masque







ANNEXE D

Revétement des canaux de PDMS

avec une solution synthétisé de
borosilicate

Le traitement de surface des canaux de PDMS par revétement avec une solution

synthétisée de borosilicate comporte les étapes suivantes :

1.

7.

Ringage du canal avec une solution de Tetra Butyl Ammonium Fluoride (TBAF)
saturée dans une solution de 2-propanole & un débit de 0.06 mL/min pendant
2 min. Cette premiére étape permet de rompre les ponts Si-O-Si du PDMS.

. Remplissage du canal avec la solution de borosilicate & un débit de 0.04

mL/min pendant 2 min. Au cours de cette étape, les groupements hydroxyles
et fluorés formés lors de la premiére étape réagissent pour permettre la réaction
de borosilicate & la surface du PDMS.

. Premier traitement thermique sous vide ( 16 mBar) a 80°C

. Remplissage du canal avec la solution de borosilicate & un débit de 0.04

mL/min pendant 10 min.

. Deuxiéme traitement thermique sous vide ( 16 mBar) a 80°C

. Remplissage du canal avec la solution de borosilicate & un débit de 0.04

mL/min pendant 10 min

Dernier traitement thermique sous vide ( 16 mBar) a 160°C

Un film de borosilicate est ainsi formé, suite & ce traitement, & la surface du
canal en PDMS.






Résumé

La phosphorylation de protéines est un régulateur clé de voies de signalisation
cellulaire. Elle est impliquée dans la plupart des événements cellulaires et controle les
processus biologiques tels que la prolifération, la différenciation et ’expression des
génes. Une phosphorylation anormale de protéines peut étre observée dans diverses
maladies comme certains cancers ou maladies neurodégénératives. Ces protéines
constituent donc des biomarqueurs potentiels pour le développement d’outils de
diagnostic. Cependant les phosphoprotéines peuvent étre présentes a faibles concen-
trations dans les liquides biologiques et des techniques d’enrichissement sélectif des
protéines phosphorylées doivent étre développées en amont des analyses. L'une des
approches les plus courantes est basée sur la chromatographie d’affinité de type
IMAC. Le but de ce travail de thése était de développer un microsystéme contenant
un monolithe en tant que support solide d’extraction pour réaliser une préconcen-
tration sélective de phosphopeptides par IMAC. La polymérisation par UV et la
caractérisation (perméabilité, porosité et surface spécifique) d’un monolithe a base
de phosphate de méthacrylate d’éthyléne glycol dans des capillaires de silice ont été
d’abord réalisées. Puis, nous avons tenté d’optimiser les différentes étapes de 'IMAC
(immobilisation du métal, chargement de ’échantillon, lavage et élution). Une im-
mobilisation efficace de zirconium sur le monolithe phosphaté a été démontrée par
des mesures de FEO dans un capillaire et a été par la suite confirmée par la réten-
tion d’un phosphopeptide modéle. Nous avons démontré que le monolithe phosphaté
était également un support d’échange de cations vis-a-vis de peptides fortement ba-
siques. Les protocoles de chargement et d’élution ont également été étudiés, mais
nécessitent encore d’étre améliorés. La transposition de I’enrichissement de phospho-
peptides par IMAC sur un systéme miniaturisé a ensuite été envisagée. Nous avons
choisi deux matériaux pour la puce : le PDMS, qui est un polymeére attractif pour
son faible cofit, sa facilité de microfabrication, ses excellentes propriétés en termes de
biocompatibilité ainsi que ses nombreuses possibilités d’intégration (enrichissement,
séparation, détection) et le verre plus communément employé pour développer des
microsystémes analytiques et possédant une bonne transparence aux UV. Toutefois,
le PDMS présente deux inconvénients majeurs : son absorption élevée et sa perméabi-
lité importante & 'oxygéne qui inhibe la polymérisation radicalaire. A ’exception de
quelques tentatives, ce matériau n’a jamais été employé avec succés comme support
pour la polymérisation d’un monolithe. Afin de pouvoir surmonter ces problémes,
nous avons étudié plusieurs stratégies de traitement de surface du PDMS tels que
le traitement par plasma d’oxygéne ou encore le revétement au borosilicate. Enfin,
nous avons démontré que notre module d’'IMAC fonctionnait correctement dans un
microsystéme en verre. Ce module miniaturisé devrait & avenir s’intégrer dans un
microsystéme d’analyse dédié au diagnostic de la maladie d’Alzheimer.

Mots clé : Microsystéme d’analyse, préconcentration, monolithe, IMAC, phos-
phorylation, PDMS, verre, EC, photopolymérisation



Summary

Protein phosphorylation is a key regulator of cellular signaling pathways. It is
involved in most cellular events and strictly controls biological processes such as
proliferation, differentiation and gene expression. An abnormal phosphorylation can
be observed in various diseases such as some cancers or neurodegenerative diseases.
Therefore, these proteins are potential biomarkers for the development of diagnos-
tic tools. However, phosphoproteins can be present at low abundance in biological
samples and selective enrichment techniques have to be developed prior to the ana-
lysis process. One of the most common approaches is based on Immobilized metal
affinity chromatography (IMAC). The goal of this work was to develop a microsys-
tem which contains a porous polymer monolith (PPM) as a solid phase extraction
for a selective preconcentration of phosphopeptides by IMAC. UV-polymerization
and characterization (permeability, porosity and specific area) of a monolith based
on ethylene glycol methacrylate phosphate in silica capillaries was first performed.
Then, we tried to optimize the different IMAC steps (metal immobilization, sample
loading, washing and elution). An efficient immobilization of zirconium on the phos-
phated PPM was demonstrated by EOF measurements in capillary and confirmed by
retention of a model phosphopetide. We demonstrated that the phosphated mono-
lith was also a strong cation exchanger of highly basic peptides. Protocols of loading
and elution were also studied but need to be further optimized. Transposition of
phosphopeptides enrichment by IMAC on a miniaturized system was then conside-
red. We selected two microchip materials : PDMS is an attractive polymer for its low
cost, its ease of microfabrication, its excellent working properties (biocompatibility,
UV transparent with low autofluorescence) and many integration possibilities (en-
richment, separation and detection) and glass microchip more common and having
a good UV transparency. However, PDMS presents two major disadvantages : high
absorption property, and oxygen permeability which quench free radical polymeri-
zation. Except a few attempts, this material has not been employed successfully as
mould for monolith polymerization. To overcome these problems, we investigated
several strategies for PDMS surface treatments such as plasma treatment and boro-
silicate coating. Finally, we demonstrated that our IMAC module performed well on
glass microchip. This miniaturized module should be integrated in the future into a
microsystem dedicated to the diagnosis of Alzheimer disease.

Key words : Microsystems, preconcentration, monoliths, IMAC, phosphoryla-
tion, PDMS, glass, CE, UV-polymerization
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