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Abréviations

1D/ 2D
AcNH4
ADDC
BGE
BGE
CDC
CDR
CE
CE/MS
CEC
CID
CIEF
CMC
CZE
EACA
ECD

El
EMA
EOF
ESI
ETD
FAB
Fab

Fc
FDA

FI
FTICR
HC
HPC
HPLC
HPMC
HPT
ICD
ICR
IEF

g

ISD
ITP

Une dimension / deux dimensions
Acété d'ammonium

Antibody dependent cell mediated cytotoxicity
Electrolyte support

Tampon électrophorétique
Complement dependent cytotoxicity
Complementarity determining region
Electrophorese capillaire

Couplage électrophorése capillaire — spectrométrie de masse
Electrochromatographie

Dissociation induite par collision
Focalisation isoélectrique capillaire
Concentration micellaire critique
Electrophorese capillaire de zone
Acide Amino Epsilon Caproique
Capture d’électrons

Impact électronique

Agence Européenne du Médicament
Flux Electro Osmotique

lonisation par électronébulisation
Transfert d’électrons

FastAtom Bombardement

Fragment antigen binding

Fraction crystallizable

Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux

Force ionique

spectrometre de masse a transformation de Fourier par résonance cyclotronique d’ion

chaines lourdes
Hydroxypropylcellulose
chromatographie liquide a haute performance
Hydroxypropylméthylcellulose
Hauteur de Plateau Théorique
ion conversion detector
résonance cyclotronique d’ion
focalisation isoélectrique
immunoglobuline

lon Source Decay
isotachophorese



ITPP Inositol tri pyrophosphate

LC chaines légéres

LID dissociation induite par laser

LIF fluorescence induite par laser

mAbs anticorps monoclonaux

MALDI ionisation par désorption/ionisation laser assistée par matrice
Mapp mobilité apparente

MCP microchannel plate

MEKC chromatographie électrocinétique micellaire
Meo mobilité électro-osmotique

MS spectrométrie de masse

nanoksSlI nano electrospray

nanolC nano chromatographie liquide

PA Polyacrylamide

PB Polybréne

PCR Réaction de polymérisation en chaine

PEG polyéthyléne glycol

pH potentiel hydrogéne

pl point isoélectrique

PTM Modification post traductionnel

PVDF Polyfluorure de vinylidene

RMN Résonance magnétique nucléaire

S/N Rapport signal sur bruit

SDS Dodécylsulfate de sodium

SDS PAGE Electrophorese sur gel de Polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium
tapp temps de migration apparent

T-ITP transient-isotachophorese

TOF analyseur a temps de vol

Veo vitesse électro-osmotique
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Introduction Générale.

Parmi les nombreuses molécules physiologiques, les protéines font partie des composants primordiaux
du domaine biologique. Elles sont I'aboutissement ultime du processus de transcription de ’ADN en
ARN puis de la traduction de I'ARN en polypeptides. Les protéines jouent un réle primordial dans la vie
de I'organisme grace a leurs fonctions de structure, de mobilité, de catalyse, de protection ou de

défense’.

Nombre d’entre elles sont identifiées comme des actrices majeures des voies de régulation biologique
et apparaissent souvent comme des marqueurs d’activités biologiques. De nombreuses maladies et
dysfonctionnements physiologiques sont directement liés a une mutation ou une modification des
édifices peptidiques. Que ce soit d’un point de vue de leur structure primaire, secondaire ou tertiaire,
la moindre incohérence peut engendrer de graves conséquences métaboliques ou constitutionnelles.
Dans certaines conditions, I'apparition ou la disparition d’isoformes annoncent les prémices ou
I’évolution d’un dysfonctionnement biologique. Parallelement, les biotechnologies ont su profiter de
certaines catégories de protéines, comme les immunoglobulines ou anticorps, en les utilisant comme
de formidables outils thérapeutiques® pouvant servir d’alternatives a I'arsenal médicamenteux

classique.

Que ce soit pour comprendre leurs structures, leurs réles, leurs utilités ou pour les synthétiser, les
controler ou les améliorer, les protéines exigent un besoin d’identification, de caractérisation et de
quantification de plus en plus poussé. La possibilité d’identifier ou de déterminer avec précision leurs

infimes caractéristiques est devenue un objectif majeur pour les sciences analytiques.

De nos jours, la quasi-totalité des méthodes analytiques sont mises en ceuvre dans |'étude des
protéines. De la simple spectrophotométrie UV, a des techniques beaucoup plus poussées comme la
microscopie a transmission ou la RMN, I'arsenal analytique permet d’obtenir une importante quantité
d’informations. Cependant, la complexité croissante des systémes protéiques, en termes de poids
moléculaire, de concentration, d’interaction ou méme de mélange, repousse sans cesse les besoins et

les performances des méthodes développées.
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Aujourd’hui, 'une des méthodes référence pour l'identification, la caractérisation et la quantification
de protéines est la spectrométrie de masse (MS) >. Ce systéme de détection est le plus généralement
couplé a une méthode séparative en veine liquide telle que la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC). Le développement du couplage HPLC/MS, aussi noté LC/MS, a permis d’améliorer
I'analyse des protéines notamment en permettant d’obtenir des informations de séquences et de
structures* de plus en plus précises. Techniquement, le couplage LC/MS est le plus communément
utilisé car il permet d’obtenir des analyses trés reproductibles avec une bonne résolution. De plus la
facilité de mise en place du couplage avec un collecteur de fraction pour un couplage MS a source
désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) ou directement dans la source pour un
couplage MS a source électrospray (ESI) est un facteur majeur du bon développement de ce systéme.
En effet, les techniques chromatographiques liquides sont particulierement adaptées au couplage avec
la MS, car l'interface LC et MS est basée sur I'application d’un débit constant permettant d’obtenir
relativement facilement et par simple électronébulisation un spray stable. La LC/MS est aujourd’hui la
méthode de référence pour la caractérisation de mélange protéique. Cependant, une méthode ne
permet pas de répondre au besoin infini d’'une telle caractérisation. Une alternative majeure au
couplage LC/MS est I'utilisation de I’électrophorése capillaire (CE) en tant que méthode séparative en
remplacement de I'HPLC. La CE est une méthode électrophorétique en veine liquide permettant de
réaliser des séparations rapides, de trés haute efficacité et de haute résolution. C'est une technique de
choix pour la caractérisation de protéines, notamment pour la recherche de glycoprotéines.
Principalement couplé avec des détections UV, fluorimétrique (LIF) ou électrochimique
(ampérométrie), la CE est basée sur la migration d’especes chargées sous l'effet d’'un champ
électrique. Cependant, les propriétés intrinséques de la CE comme des électrolytes supports (BGE) de
fortes forces ioniques ainsi que la nécessité de maintenir le courant tout au long de la séparation, font
du couplage CE/MS, un systeme compliqué a mettre en place. En effet, le détecteur MS est tres
sensible a la présence de sels qui peut provoquer des phénomeénes de suppressions d’ions. De plus,
contrairement a la LC/MS, la séparation en CE/MS doit impérativement conserver le courant électrique
ce qui complique la géométrie de l'interface entre les deux technologies. Cependant, malgré ces
problémes techniques, le couplage de la CE avec la MS apparait aujourd’hui comme un systéeme trés
attractif permettant de grandes avancés dans de nombreux domaines de recherche tels que la

protéomique ou I'analyse de protéines entiéres>®.
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Depuis la fin des années 1980, un grand nombre d’interfaces CE/MS ont été développées. Du a son
caractére direct, c’est-a-dire intégré a la source MS, le couplage CE/ESI-MS a été fortement implanté.
En effet, la source ESI permet d’ioniser en phase gazeuse les composés chargés ou polaires présents
dans un milieu liquide, comme le BGE. De ce fait, I'ESI est parfaitement adaptée pour le couplage avec
la CE et s'impose tout naturellement comme la source d'ionisation la plus employée pour ce type
d'association. Afin de permettre le maintien du courant tout au long de la séparation, trois types
d’interfaces basées sur des principes différents ont été décrits: l'interface coaxiale a liquide
additionnel dite « Sheath liquid », I'interface a jonction liquide dite « Junction liquid » et l'interface
sans liquide additionnel dite « Sheathless ». Récemment, trois équipes de recherche ont mis en
évidence la grande complémentarité des approches LC/ESI-MS et CE/ESI-MS pour I'étude protéomique
de mélanges complexes. En effet, les différences de principe de séparation basé pour la LC sur des
équilibres d’hydrophobicité et pour la CE sur un ratio charge sur masse, permet d’obtenir dans les
deux cas des peptides différents. L’avantage principal de la CE est que cette méthode permet d’obtenir
dans une méme séparation des peptides hydrophiles et/ou de haut poids moléculaire. Ces mémes
peptides sont souvent « perdus » en LC soit dans le volume mort, soit pour cause de trop forte

rétention sur la phase stationnaire.

Cependant, 'une des limites majeures du couplage CE/ESI-MS est que la nature du BGE (présence de
sel, volatilité) peut affecter fortement la stabilité du spray et donc limiter le nombre de milieux de
séparations compatibles avec I'ESI-MS. La source MALDI est une technologie MS qui présente une
meilleure tolérance en présence de sels ou de détergents. Le couplage CE/MALDI-MS représente donc
une alternative intéressante au couplage CE/ESI-MS. Depuis la fin des années 1980, une grande variété
d’interfaces ont été développées. Concernant les procédés permettant de maintenir le courant tout au
long de la séparation, la quasi-totalité des interfaces reprennent les principes physiques du couplage
de la CE avec une source ESI, a savoir l'utilisation d’un liquide additionnel coaxial, la jonction liquide ou
I"utilisation d’un capillaire conducteur. En ce qui concerne la réalisation de dép6t solide, principe
fondamental du MALDI, cet impératif a conduit au développement de deux types de couplages
distincts : le couplage direct, avec un dépot a lintérieur de la source, suivi d'une étape de
cristallisation intégrée et le couplage indirect, avec une étape de dépo6t sur cible hors de la source et
une étape de passage manuel ou automatisé de la cible dans la source. Quelques équipes de recherche
ont réalisé le couplage direct en faisant un lourd développement instrumental, notamment en
modifiant la source MALDI. La trés forte demande d’ingénieurie n’a pas aidé au développement de ce
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type de couplage. Parallelement au couplage direct, le couplage indirect a été réalisé. Cette stratégie,
plus facile a mettre en ceuvre, ne fait pas intervenir de modifications instrumentales sur le MALDI-MS.
De plus, le caractére indirect ouvre de nouvelles voies dans le domaine du traitement de I'échantillon.
En effet, le fait de fractionner I’échantillon permet de le retraiter (enrichissement, digestion
enzymatique, dérivation chimique...) indépendamment avant analyse en MALDI ou méme de le

déposer sur différents supports : plague PCR, capillaire creux, membrane greffée ou cible MALDI.

Cependant, malgré le fait que la quasi-totalité des interfaces CE/MALDI-MS soit efficace et robuste,
aucune d’entre elles n’est automatisable et commercialisée ce qui rend ce couplage confidentiel par
rapport au couplage LC/MS. Malgré cela, un grand nombre de publications ont été recensées montrant
I'intérét grandissant pour ce couplage, particulierement pour I'étude de protéines entiéres ou

digérées.

Lors de ce travail de thése présenté dans ce mémoire, nous nous sommes intéressés a la mise en place
au laboratoire d’un couplage indirect CE/MALDI-MS totalement automatisable dans le but de
développer de nouvelles méthodologies analytiques permettant la caractérisation fine de protéines

entiéres et particulierement I'application aux anticorps monoclonaux (mAbs).

Dans ce contexte, une étude bibliographique, décrite dans le chapitre 1, a été réalisée afin de disposer
des informations nécessaires a la compréhension des problématiques qui pourraient se présenter lors
de la mise en place de ce couplage CE/MS. Aprés un rappel des principes fondamentaux de la CE et de
la MS, les différentes interfaces utilisées pour ce couplage ainsi que les diverses applications réalisées

seront décrites. Une attention particuliere sera donnée a I'étude bibliographique des mAbs.

La premiére partie de mon travail de these, décrite dans le chapitre 2, a été consacrée au
développement et a l'installation au laboratoire du couplage CE/MALDI-MS. Aujourd’hui, il n’existe
aucun systéme commercial permettant de coupler la CE avec une détection MALDI-MS. Ce constat
confere un caractére « homemade » des interfaces décrites dans la littérature et implique un manque
d’automatisation du systeme. Dans le chapitre 2, nous avons développé le premier couplage CE-
UV/MALDI-MS/MS avec systeme de dépot de matrice totalement automatisé. En effet, plusieurs
évolutions ont été réalisées pour rendre ce couplage robuste, autonome et polyvalent. Pour ce faire,
nous nous sommes basés sur la modification de deux systémes commerciaux. Afin de contréler la
séparation électrophorétique, la cellule UV originelle de I'appareil de CE a été déportée pour

permettre simultanément la détection UV et la collection de fractions. Ceci permet d’éviter I'ajout
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d’un spectrophotometre UV externe. De plus, nous avons détourné les possibilités de I'appareil de CE
d’appliquer simultanément une différence de potentiel et de pression, pour développer un systeme
permettant de déposer la matrice directement aprés le dépbt de I'échantillon. Pour cela, une
modification de la cartouche CE a été optimisée afin de rendre le couplage universel en termes de
mode de dépot MALDI. Ainsi, la séparation, le suivi UV, la collecte de fractions et I'adjonction de
matrice sont automatisés et pilotés par seulement deux logiciels. Le caractére polyvalent du systéme
est conféré par la possibilité de déposer sur tout type de support et d’élaborer tout type de dépot quel
que soit la stratégie analytique. Les performances du systéme ont été évaluées avec la séparation d’un
mélange de 5 protéines entiéres ainsi qu’un digestat trypsique de 9 protéines. Une comparaison avec
le couplage référence LC/MS a été réalisée sur I'approche de peptide mapping. Enfin, dans le but de
confirmer les performances du systéme pour la séparation de protéines entieéres de haut poids
moléculaire, I'application a la séparation de mAbs intacts et digéré a été réalisée a I'aide du couplage

CE-UV/MALDI-MS.

Dans le troisieme chapitre de ce manuscrit, nous avons décrit le premier couplage CE/ collecte de
fractions pour I'enrichissement et I'analyse de protéines entiéres par Top Down. En effet, 'approche
analytique Top Down fait partie des nombreuses stratégies qui permettent la caractérisation des
protéines. Elle donne la possibilité d’étudier les protéines entiéres. Cette technique, couramment
utilisée en couple LC-MS, nécessite pureté et quantité d’analytes pour caractériser précisément les
résidus d’acides aminés et ainsi obtenir une séquence caractéristique de la protéine. Cependant, lors
d’analyse d’échantillons de haut poids moléculaire ou de mélange complexes, les techniques de
références peinent a fournir des séparations suffisamment résolutives. En effet, nous avons vu dans le
chapitre 2 que la nouvelle interface CE MALDI permettait non seulement d’effectuer des séparations
résolutives, robustes et répétables, mais aussi d’élaborer des fractions pures et des dépots MALDI
précis. Partis de ces constats, nous avons décidé de bénéficier de ces avantages dans le but d’aboutir
aux degrés de pureté et de quantités d’analytes nécessaires a I'analyse Top Down. Pour cela, nous
avons mis au point une stratégie d’enrichissement de fraction par séparation et collecte successives.
Ainsi, nous avons évalué la trés bonne répétabilité du processus sur deux échantillons de
concentrations et de compositions en protéines modeles différentes, dans deux conditions
électrophorétiques différentes et sur deux supports de collectes différents (plaque PCR et MALDI).
Nous avons démontré la robustesse du systeme en multipliant les séparations sans dégradation
électrophorétique afin d’enrichir les fractions contenant les protéines séparées. Ce processus a été
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confirmé par la visualisation de I'augmentation successive des quantités de protéines dans les
fractions par analyse MALDI MS, jusqu’a atteindre les quantités d’analytes nous permettant d’obtenir
un spectre Top Down et l'identification d’une partie non négligeable de la séquence des protéines.
Grace aux résultats trés encourageants sur des protéines modeles, nous avons appliqué ce protocole

d’enrichissement et d’analyse a la caractérisation d’anticorps monoclonaux partiellement digérés.

Le quatriéme chapitre de ce manuscrit décrit I'application d’une stratégie inédite et originale a deux
dimensions pour la séparation et la collecte par la nouvelle interface CE/MALDI-MS et I'infusion et la
détection par le nouveau nanosprayeur CESI-MS couplé a micro-QTOF. Cette nouvelle stratégie a été
appliquée pour la caractérisation des anticorps monoclonaux, avec la recherche et I'identification des
isoformes ou des modifications post traductionnelles. Ce travail a été effectué avec la collaboration du
Centre immunologique PIERRE FABRE et du Dr Alain BECK, pour la mise a disposition des échantillons,
et le conseil scientifique. En effet, actuellement I'industrie pharmaceutique confectionne et produit
des anticorps a visée thérapeutique. Que ce soit pour I'élaboration, le suivi de production, le contréle
gualité ou les essais cliniques, les industriels font face a la problématique de la caractérisation toujours
plus poussée des anticorps monoclonaux. La connaissance du produit final permet d’évaluer le bon
déroulement de la production mais aussi de recenser les isoformes pouvant fortement influencer la
réponse thérapeutique. C'est pourquoi, I'analyse d’édifice protéique d’environ 150 000 daltons exige
des solutions analytiques sensibles. Parmi les solutions utilisées dans les laboratoires de contrdle
qgualité, la CE propose des solutions commerciales pour la détection d’isoformes. En s’inspirant de
I’'une d’elle nous avons établi un protocole original de séparation/collecte des variants de charges de
mAbs, dans des conditions de BGE dite « asymétriques » ou « mixtes ». Ces nouvelles conditions
électrophorétiques ont été imaginées en partant du constat de la modification du BGE par le liquide
additionnel et de I'influence consécutive sur la séparation électrophorétique dans les couplages CE-ESI
MS. Ainsi nous avons décidé d’utiliser les conditions « asymétriques » et « mixtes » consistant a
I'emploi de BGE trés différentes en entrée et en sortie de capillaire. Nous avons alors pu bénéficier des
atouts du BGE d’entrée riche et complexe nécessaire a la séparation résolutive des mAbs tout en
collectant les analytes dans un BGE différent et compatible avec I'ESI-MS. Et ce sont ces conditions
originales qui nous ont permis de détecter, d’identifier et de caractériser des variants de charges de
mAbs entiers et partiellement digérés grace a la tres grande sensibilité du nouveau nanosprayeur

sheathless CESI-MS de la société ABSIEX.
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Le cinquiéme chapitre décrit un projet initié lors de mon stage de Master 2 Chimie Biologie : Aspects
analytiques appliqués aux biotechnologies et a I'environnement a I'Université de Strasbourg. Cette
étude en collaboration avec Dr Aurélie Méme et la Société Normoxys a pour objet la mise au point
d’un protocole de dosage sanguin a l'inositol-tri-pyrophosphate (ITPP) par MALDI-TOF MS. En effet,
I'ITPP a été identifié comme un ligand allostérique de ’hémoglobine permettant de stabiliser la forme
non oxygénée de I’hémoglobine : la désoxyhémoglobine. Cette propriété confére a la molécule un
pouvoir thérapeutique majeur en oncologie, en favorisant I'"hypoxie et le blocage de I'angiogénése. La
premiéere partie de notre étude a consisté a s’assurer de la détection de I'lTPP par MALDI-MS et ce,
malgré sa faible masse molaire (604.8 Da). Ensuite, nous avons mis au point un protocole d’extraction
par échange d’ions afin de simplifier le spectre de masse en éliminant les adduits. Enfin, une
calibration et une évaluation de la LOD ont permis de mesurer les concentrations plasmatiques en
fonction du mode de la voie d’administration chez la souris. Ces données ont permis d’envisager le

suivi pharmacocinétique lors d’étude clinique.

Enfin la sixéme partie de mon manuscrit sera consacré au dernier projet que j'ai eu I'occasion de
réaliser pendant ma thése. Ce travail a consisté a développer en collaboration avec le Dr. Jérobme
Pansanel, Ingénieur de Recherche CNRS en informatique a I'lPHC (Strasbourg), une application Android
permettant de calculer de nombreuses grandeurs physiques relatives a une séparation
électrophorétique (volume d’injection, champ électrique, concentration, viscosité, conductivité...).
Cette application nommée CEToolbox a pour but d’aider I'utilisateur de CE au jour le jour en lui
permettant d’obtenir toutes les informations utiles en quelques clics sur une tablette ou sur un
Smartphone. Aujourd’hui, la version 1.0 de CEToolbox est disponible sur Google Play et une mise a jour

de la version 2.0 est prévue.
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CHAPITRE I : Revue Bibliographique

1. L’Electrophorese Capillaire.

Les sciences séparatives sont aujourd’hui dominées par deux grands principes : la chromatographie et
I'électrophorese. La chromatographie a pris une place prédominante dans de nombreux domaines tels
que I'analyse de biomolécules'. Cependant I'électrophorése, technique dont les principes furent
p p . .2 N . T

énoncés bien avant la chromatographie®, apparait comme une technique de choix a I'analyse de

composés biologiques® et particulierement a la protéomique”.

Le principe de lI'électrophorése repose sur un phénomeéne simple. Fondamentalement, toutes
séparations électrophorétiques résultent de la possibilité de faire migrer, dans un milieu conducteur et
sous l'action d’'un champ électrique, les especes a séparer a différentes vitesses. C’'est la vitesse

électrophorétique exprimée suivant I’équation suivante :

v; = m;E

Ou v;est la vitesse linéaire constante, m;la mobilité électrique, E le champ électrique uniforme.

Ce phénomeéne électrophorétique a permis de mettre au point diverses techniques basées sur ce
principe de migration. Deux grands groupes se démarquent en fonction du type du milieu conducteur
et du support de migration. D'un c6té, I'électrophorese en gel (amidon, polyacrilamide ou agarose...)

et de l'autre coté, I'électrophorese en veine liquide (électrolyte support (BGE)).

Concernant |'électrophorese en gel, diverses évolutions ont été mises au point en modifiant le type de
gel utilisé en fonction de la facilité de réalisation et surtout du pouvoir résolutif. Dans le but d’obtenir
une résolution maximale, deux méthodes ont été développées : le gel de polyacrilamide (SDS PAGE)’et

la focalisation isoélectrique (IEF)®.

La séparation en gel de polyacrilamide permet de séparer les composés en fonction de leur masse
moléculaire. Le polyacrilamide, agissant comme un tamis moléculaire, la concentration en gel permet

d'augmenter le pouvoir résolutif’. L'IEF de son coté, permet d'effectuer une séparation trés fine des
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molécules en fonction de leur point isoélectrique (pl).Cette séparation est possible grace a la présence
d'ampholytes supports ajoutés dans le tampon de séparation. Sous |'effet du courant électrique, les
ampholytes s'organisent en fonction de leur propre pl créant un gradient de pH. Les composés a
analyser sont ainsi focalisés et séparés suivant leur pl. Le pouvoir résolutif peut étre augmenté en

fonction du type d'ampholyte et de leur concentration®.

Réalisées indépendamment, ces méthodes sont appelées électrophorése en gel 1D. Cependant, le
caractere complémentaire de ces deux méthodes et la possibilité de les mettre en place de maniére
successive sur le méme gel a permis le développement de I'électrophorése en gel 2D. Une premiére
étape d’IEF est réalisée ce qui correspond a la premiere dimension de la séparation puis une étape de
SDS-PAGE pour la seconde dimension. Cette méthode assez contraignante a effectuer est
particulierement utilisée pour séparer des échantillons protéiques complexes et potentiellement
similaires. Cet enchainement permet de réaliser des séparations trés résolutives. Cependant, elle
nécessite une rigueur d'exécution dans toutes les étapes de réalisation et surtout un lourd traitement

des résultats.

Alternative aux techniques en plaques, I'électrophorése en veine liquide a été mise au point en 1937
par Tiselius’. Au début des années 1980, Hjerten et al. ont mis au point la premiére séparation
électrophorétique dans un tube de 300 um de diamétre interne™. Par ces découvertes est née
I'électrophorése capillaire (CE). La CE connaitra ensuite un réel développement avec Ia

commercialisation d'instruments performants et automatisables.

Basée sur les principes fondamentaux de I'électrophoreése, la CE est une technique séparative mettant
en jeu la migration différentielle de composés a lintérieur d’un capillaire rempli d’électrolyte et

soumis a un champ électrique.

En 1981, Jorgenson et al. ont montré que |'utilisation de capillaire de faible diamétre interne (<100
um) permet de réaliser des séparations sous trés haute tension® (>10 kV). En effet, plus le diamétre
est réduit, moins I'intensité du courant est importante ce qui implique une limitation des phénomeénes

d’échauffement (effet Joule) et donc évite toutes dégradations chimiques a l'intérieur du capillaire.

De ce fait, en ayant la possibilité d'augmenter I'intensité du champ électrique, I'accés a des séparations
plus rapides devient envisageable. Les autres avantages a la miniaturisation de la CE sont la faible

consommation d’échantillons et de BGE requis pour les séparations électrophorétiques, la haute
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résolution et la tres grande efficacité de pic. Par ailleurs, 'automatisation des différentes étapes de
I'analyse telles que le conditionnement, I'injection ou la séparation, ont été des atouts majeurs pour le
développement de systemes commerciaux. Ceci a permis des 1988, la commercialisation du premier
systéme (the late Bob Brownlee’s company, Microphoretics)'?. Depuis, de nombreux systémes
automatisés ont vu le jour permettant d'étre toujours plus performants dans le maintien du courant,

du volume d'injection et du couplage avec des systémes de détections.

Depuis la fin des années 1980, la CE et ses applications ont connu un développement considérable. Les
améliorations réalisées en termes de méthodes d'injection, de modification de la paroi interne des
capillaires afin d’éviter d’éventuelles phénomeénes d’adsorptions, ainsi que l'introduction de nouveaux
milieux de séparation, ont permis le développement de la CE pour de nombreuses applications™

1516 ot environnementales'’. Ces améliorations constantes ont permis

chimiques™, biologiques
d'adapter des techniques de séparations électrophorétiques telle que I'électrophorese capillaire de
zone (CZE), la chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC), l'isotachophorése (ITP), la
focalisation isoélelectrique capillaire (CIEF), I'électro chromatographie (CEC) et I'électrophorese

capillaire sur gel (CGE).

Le développement de la CE, en tant qu'outil analytique fiable et robuste, est le résultat des avancées
faites en matiere de détection et d’identification. Avec des diametres internes de capillaires
conventionnels (<100um) et des volumes d'injection généralement de I'ordre de 1 a 10 nL, des limites
de détections inférieure 3 10° M sont obtenues. De plus, les limites de détections peuvent &tre
substantiellement améliorées en utilisant des méthodes électrophorétiques de préconcentrations des
échantillons durant I'étape d’injection. En outre, dans un besoin croissant de sensibilité dans I'analyse
d’échantillons dilués ou de complexité en constante augmentation, différents modes de détections ont
été adaptés a la CE comme alternative ou complément a la détection UV-Visible. Le tableau 1 donne

les principaux systémes de détection en couplage avec la CE et leur limite de détection respective™.
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Tableau 1. Liste des détecteurs et leurs limites de détections respectives, compatible
avec l’électrophorese capillaire (tableau repris de la publication de Swinney et Bornhop
2000)'8Erreur ! Signet non défini.

Les systemes de détections peuvent étre intégrer suivant différentes configurations : directement sur
le capillaire (On column) ou en dérivation (Off column). Par défaut, tout systeme commercial posséde
un détecteur UV/Vis ou un détecteur a barrette de diodes. Alternativement a ces deux détecteurs, les

systemes de détections le plus décrit dans la littérature sont la détection par

19,20 21,22

conductimetrie/ampéerometrie ™", par fluorescence induite par laser (LIF) et par spectrométrie de

23,24,25,26,27,28,29,30
masse (MS) .

La détection MS est non seulement une technologie trés sensible mais elle donne accés a la masse
précise des analytes ainsi qu’a des informations de structure. Aujourd’hui, la MS est devenue I'une des
technologies de choix pour I'analyse des échantillons complexes et notamment pour I'analyse

313233 C’est donc naturellement que le couplage CE/MS s’est énormément développé

protéomique
depuis la fin des années 1980 passant d’'un caractéere « home made » a une premiéere interface

commerciale en 1988 par la société Agilent Technologies (Waldbronn, Germany). On trouve
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actuellement une grande diversité dans les couplages CE/MS avec un grand nombre de sources et

d’analyseurs MS couplés a la CE dans le but d’étre adaptable aux analyses requises.

Dans le cadre de mon travail de thése sur le développement du couplage CE/MS a source
d’ionisation/désorption laser assistée par matrice (MALDI), nous avons principalement travaillé sur des
techniques en CZE. Dans cette étude bibliographique, je détaillerai donc plus particulierement son
principe. Par ailleurs, j'énoncerai plus succinctement les autres techniques de séparations mettant en

jeu la CE (CIEF, CEC, MEKC et tITP).
1.1. L’électrophorese capillaire de zone (CZE).

La CZE est considérée par certains comme le principe de séparation sous champs le plus simple**. En
effet, la CZE reprend le principe fondamental de I'électrophorése. La CZE permet de séparer les

espéces chargées grace a deux mécanismes : I’électromigration et I'électro-osmose (EOF).

L’électromigration correspond au déplacement de toute espéce chargée dans un champ électrique. La
vitesse acquise par un ion est fonction du champ électrique appliqué et de la mobilité
électrophorétique ainsi définie :

|4
Vep = MepE = mepz

Ou vep est la vitesse électrophorétique, me, la mobilité électrophorétique, E le champ électrique, L la

longueur du capillaire et V la différence de potentiel appliquée a ses extrémités.
La mobilité électrophorétique d’'une espéce chargée est fonction de sa charge et de sa taille. Ainsi, un

ion sera d’autant plus mobile que sa charge est élevée et que sa taille est faible, c’est-a-dire que sa

densité de charge est élevée. C'est ce principe qui assure la séparation des espéces chargées (figl).
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Figure 1. Représentation schématique du principe de séparation en électrophoreése
capillaire de zone.

A ce premier phénomene, s’ajoute celui de I'électro-osmose. Le capillaire étant constitué de silice
vierge non désactivé, cela donne lieu a un écoulement électro-osmotique cathodique (figure 1). En
effet, I'EOF est un phénomene résultant de I'existence d'une double couche de charges électriques a

I'interface entre la silice vierge et le tampon de séparation.
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Figure 2. Organisation des charges a l'intérieur d’un capillaire de silice vierge

Une premiére couche fixe, appelée couche de Stern, est constituée de charges de signes opposés
fournies par les ions excédentaires du BGE. Le reste des charges excédentaires constitue une seconde
couche, appelée couche de Gouy-Chapmann, plus diffuse. A I'application d’un champ électrique, la
premiére couche constituée d'interactions fortes reste fixe. Par contre, la seconde couche se met en

mouvement dans la direction déterminée par la charge (figure 2).

Ce phénomene crée un véritable "tapis roulant” de charge provoquant I'entrainement par friction des
molécules neutres du solvant. Elle est définie par la mobilité électro-osmotique mg, en fonction des
caractéristiques de l'interface entre le liquide et le solide. Lorsque la densité de charge de surface du

solide est nulle alors la charge a la surface du capillaire est négative et la mobilité est positive. On a
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donc un sens de migration cathodique (sens des cations.) Inversement, si la charge est positive on a un

déplacement des anions donc un sens de migration anodique.

La vitesse d'écoulement électro-osmotique v, est régit par la loi de Helmotz Smoluchowski.

ErEDI;'E
n

Veo = meoEz -

OU v, est la vitesse électro-osmotique, me, la mobilité électro-osmotique, E le champ électrique, &, la
permittivité relative du solvant, g, la permittivité du vide, n la viscosité du solvant et & le potentiel
Zeta.

Sur la figure 1 est représenté un capillaire de silice vierge, I'EOF est négatif. Ceci est d aux silanols
résiduels. L'EOF est un parameétre de séparation primordial afin d'accélérer les séparations
électrophorétiques et/ou d'améliorer la résolution. Plusieurs paramétres, tels que le pH ou la force
ionique (FI) du BGE, influent sur la valeur de I'EOF. En effet, les propriétés acido-basiques des
groupements silanols impliquent une variation de la densité de charge a la surface interne du capillaire
suivant la valeur du pH du BGE. Si le pH du BGE augmente, les silanols se dissocient accentuant la
valeur de I'EOF (Fig 3). Concernant la force ionique (Fl), si la FI diminue, I'épaisseur de la double couche
diminue et I'EOF ralentit. Ainsi, les conditions de pH et de FlI des tampons affectent I'EOF afin d'influer

sur la séparation électrophorétique (Fig 3).

@ o) _'._,.:\.6 100
=] .’.
g 4 8 - B
© 5 ® EOF s =
€ ./ o
B a3 ® % / 60 3.
0685 ./' =
g5~ 2 $ 40 o
5 B ? 4 =

/ 20 X
E 1 ./. —
B 5 4 ._.-.-.-.-.:"’.‘. 0
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Figure 3. Variation de I'EOF et du pourcentage d’ionisation des silanols d’un capillaire
vierge en fonction du pH du tampon électrophorétique
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Cependant, il est parfois nécessaire d'inverser voire d'annuler complétement I'EOF afin d'améliorer les
séparations électrophorétiques. L'un des moyens le plus souvent mis en ceuvre ces derniéres années a
été de modifier la surface des capillaires soit par des greffages physiques (Hydroxypropylcellulose HPC,
Polyacrylamide PA, Polyéthyléne glycol PEG™...) soit par des greffages dynamiques (Polybréne PB,

Hydroxypropylméthylcellulose HPMC...)**>"3%,

Au final, le principe de la CZE repose sur le fait qu’une espéce qui migre sous champ électrique, au sein
du capillaire, a donc une mobilité apparente ma,, reliée au temps de migration t,,, mesurables. Ils sont

la somme algébrique de la mobilité électrophorétique et de la mobilité électro-osmotique :

[L

tapp

Mapp =

Ou | est la longueur a la détection, L est la longueur total du capillaire

1.2. Autres méthodes de CE.

Aujourd’hui, la CZE est le mode de séparation le plus couramment utilisé notamment dans les
applications en CE/MS. Cependant, la CE est une technique extrémement modulable. En effet,
I'absence de phase stationnaire dans le capillaire permet une grande liberté dans les conditions de
séparations. Plusieurs modes d'électrophoréses ont donc été développés dans le but d’améliorer ou
méme de réaliser des séparations de composés non séparables en CZE ou par des méthodes

chromatographiques classiques.

32



1.2.1. Lafocalisation isoélelectrique capillaire (CIEF).

En 1985, Hjerten et al. ont démontré, que pour améliorer la résolution d’une séparation de protéines,

il est possible d'utiliser une technique permettant de les séparer grace a leur charge et leur point

isoélectrique dans un gradient de pH : c'est naissance de la CIEF

39,40

Basé sur le méme principe que I'lEF, I'établissement d'un gradient de pH en veine liquide nécessite

|'utilisation de petits peptides synthétiques: les ampholytes. Sous |'effet d'un courant électrique

appliqué a un anolyte acide et un catholyte basique, les ampholytes s'ordonnent selon leur pl

permettant de créer des zones de pH a l'intérieur du capillaire. La mise en ceuvre de la séparation par

CIEF comporte le plus souvent deux étapes successives : la focalisation et la mobilisation (Fig 4).

Mélange
Analytes / Ampholytes [ Gel DETECTION

CATHOLYTES

]

DETECTION

FOCALISATION

CATHOLYTES

fr— 1

MOBILISATION

e

CATHOLYTES

1

DETECTION
A
| —
v

Gradient de pH

Analytesfocalisés

Figure 4. Principe et étapes de la CIEF
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La focalisation est le phénomeéne qui va permettre aux analytes de se séparer et de s'immobiliser dans
la zone de pH correspondant a leur pl. Dans la majorité des cas les phénomeénes de diffusions et
d’adsorptions des biomolécules sont neutralisés en modifiant les parois internes du capillaire par
greffage. Ceci a pour effet d'annuler I'EOF. Pour les biomolécules, la limitation de la focalisation vient
du fait qu'a leur pl, les protéines ont tendances a précipiter et a entrainer le bouchage du capillaire. Il

faut donc limiter la période de focalisation pour éviter ce phénomeéne.

Une fois la focalisation effectuée, il faut mobiliser les analytes afin qu’ils puissent passer devant le
détecteur. La technique de mobilisation la plus courante est la mobilisation hydrodynamique. Elle
consiste en un déplacement physique (par pression, contre pression ou dénivellation) afin de diriger
I'ensemble gradient de pH/analytes vers la détection. Cette simple pression peut altérer la séparation
a cause du phénomene de dispersion. Toutefois, il est possible d'améliorer la résolution en maintenant

le champ électrique tout au long de la mobilisation**2.

Concernant le couplage de la CIEF avec une détection MS, la présence d’ampholytes pouvant
provoquer des effets de suppression d’ion est la principale limitation. Aujourd’hui, diie a une meilleure
tolérance a la présence de sels de la source MALDI, la majorité des applications ont été développées a
I'aide d’un couplage CE/MALDI-MS®. Cependant, il a été démontré en 2005 par Busnel et al. et plus
récemment par Mokaddem et al., qu’il est possible malgré les limitations, de réaliser des applications a

I'aide d’un couplage CIEF/ESI-MS™.

Une de problématique majeure de la CE est la séparation des composés neutres. En effet, le principe
fondamental de I'électrophorése ne fonctionne qu’avec les espéces chargées. Cependant, pour
séparer des composés neutres, non ionisables et non séparables entre eux par CZE ou CIEF, plusieurs
méthodes mettant en jeu une phase stationnaire ou « pseudo » stationnaire ont été développées. Ce

sont la MEKC et la CEC.
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1.2.2. La chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC).

Analyte solvaté

Analyte Neutre Tensioactif
dans un micelle
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Mep Mic

<

EEEEEEEEEEEREEEEREE

micelle

Figure 5. Principe de la MEKC

La MEKC**® est une technique qui nécessite I'utilisation de micelles ioniques dans I’électrolyte. La
formation de micelles et leur mobilité dans le capillaire sont dépendantes de la concentration en
tensioactif, du champ électrique et de I'EOF. En milieu aqueux et a une concentration supérieure a la
concentration micellaire critique (CMC), un tensioactif forme des micelles prenant la forme d'agrégats
sphéroidales de molécules de tensioactifs possédant une téte polaire hydrophile dirigée vers le BGE
aqueux et une chaine hydrophobe dirigée vers l'intérieur’’ de la sphére micellaire. Les analytes
neutres vont se partager entre la phase aqueuse et la « pseudo » phase stationnaire micellaire afin
d’étre séparés (figure 5.) Lors de la séparation, les analytes neutres sont "solvatés" suivant leur
hydrophobicité au milieu des micelles. Ainsi, des différences dans la distribution des analytes se créent

dans le solvant et les micelles. Dans le cas d’utilisation de tensioactifs chargés, les micelles possédent
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leur propre mobilité électrophorétique. Les solutés neutres sont alors séparés dans l'ordre de leurs

hydrophobicités croissantes.

Concernant les analytes chargés, la sélectivité en MEKC est souvent modifiée par rapport a la CZE
classique. En effet, dans le cas des micelles anioniques, les solutés positifs sont soumis aux interactions
électrostatiques. lls sont donc « retenus » par les micelles et sortent apres I'EOF. Pour les solutés
négatifs, les interactions électrostatiques avec les micelles sont répulsives, il n’y a donc pas de

modification de sélectivité.

En MEKC, I'agent micellaire le plus utilisé est le dodécylsulfate de sodium (SDS .) Cependant, suivant
les domaines d’applications, un grand nombre de tensioactifs ont été développés et utilisés ces

dernieres années.

1.2.3. L’électrochromatographie (CEC).

Fritté Fritté de
d'entrée sortie

DETECTION

CAPILLAIRE DE CAPILLAIRE DE SILICE REMPLI CAPILLAIRE DE
SILICE DE PHASE STATIONNAIRE SILICE VIDE

Figure 6. Représentation d’un capillaire de CEC

La CEC est considérée comme une technique hybride de la CE et de I'HPLC***

. En effet, c'est un
mélange entre les hautes efficacités et sélectivités de la CE et I'hétérogénéité des types de phases

stationnaires disponibles de la deuxiéme technique®. Le processus séparatif est basé sur le principe de
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la distribution de I'analyte entre la phase mobile (BGE) et la phase stationnaire caractéristique de la
chromatographie et sur la différence de mobilités électrophorétiques des especes chargées (figure 6.)
Les analytes sont ainsi séparés suivant leur mobilité électrophorétique et leur coefficient de

distribution entre la phase mobile et la phase stationnaire®*>.

1.2.4. L'isotachophorese (ITP) et la transient-isotachophorese (tITP).

L'un des avantages majeurs de la CE est le faible volume d’échantillons utiles pour la séparation
(1 a 10 nL). Cependant, cet avantage peut aussi se transformer en inconvénient dans le cas
d’échantillons peu concentrés. En effet, les propriétés de I'EOF font qu’en CZE, il n'est possible
d’injecter qu’ 1% du capillaire pour obtenir une efficacité optimale et éviter des phénomenes de
plateaux. Afin de limiter cette contrainte, plusieurs méthodes de pré-concentration de |'échantillon

ont été développées telles que la pré-concentration sur phase solide, la jonction de pH et I'ITP.

Dans le cadre de ma thése, j'ai utilisé la tITP. Je développerai uniquement cette méthode de pré-

concentration mettant en jeu la combinaison de I'lITP et de la CZE.

ELECTROLYTE . ECHANTILLON
ECHANTILLON
TERMINAL MENEUR

INJECTION

TRANSITOIRE - = == + ++ ++ - - - = St
ETAT - - - -+ - - -
STATIONNAIRE - = : ‘:F_ - m =P

Figure 7. Principe de l'isotachophorése
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Contrairement a la CZE, I'lITP se déroule dans un milieu de séparation discontinu. Il est constitué d’un
électrolyte meneur et d’un électrolyte terminal qui contiennent respectivement un ion meneur et un
ion terminal. Les ions meneur et terminal doivent avoir une mobilité électrophorétique
respectivement supérieure et inférieure a celles des analytes a préconcentrer. lls doivent posséder une

charge de méme signe que celle des analytes®>**>°

. Sous l'effet du champ électrique, un gradient de
conductivité se forme a lintérieur de la zone échantillon. Les analytes chargés présents dans
I'échantillon vont se "concentrer" a la jonction entre les deux milieux (figure 7). On parle alors d'effet
"stacking". Les zones d’analytes obtenues en ITP ne sont pas séparées par des zones d’électrolytes. Les
zones d’analytes sont donc adjacentes et détectées sous forme de créneaux dont la longueur est
proportionnelle a la quantité d’analyte injectée. Les facteurs de concentration obtenus en ITP peuvent

étre trés importants (jusqu'a 80 % du capillaire)®® mais I'ITP permet de ne préconcentrer que des

anions ou que des cations pendant une analyse.
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Figure 8 : Représentation des différentes étapes de tITP-CZE réalisée dans un seul
capillaire.

Dans notre cas, nous mettons en oeuvre la tITP. Il est une combinaison de I'ITP et de la CZE en utilisant
un seul capillaire. Les différentes étapes d’une expérience tITP-CZE ou I'échantillon est injecté dans un
capillaire rempli avec I'électrolyte de séparation qui est aussi utilisé comme électrolyte meneur, sont
présentés sur la figure 8. L’électrolyte terminal est ensuite injecté, puis I'entrée du capillaire est
plongée dans I'électrolyte de séparation (électrolyte meneur). Sous application d’'un champ électrique,
les analytes sont pré-concentrés par tITP. L'interface entre I’électrolyte terminal et I'électrolyte
meneur devient diffuse. L'électrolyte meneur pénetre progressivement dans la zone d’électrolyte
terminal. Lorsque les ions meneurs rattrapent les analytes, le mode ITP, permettant la pré-

concentration, cesse pour laisser place au mode CZE qui assure la séparation des composés.
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2. La Spectrométrie de Masse>’.

C'est avec la découverte des "raies positives" par Eugen Goldstein en 1886 dans un tube a décharge
électrique sous pression faible que débute I'histoire de la spectrométrie de masse. Ensuite, en 1898 et
1902, Wein Wilhelm montre que ces raies sont déviées par un champ magnétique et électrique. Plus
tard en 1906, Sir Joseph John Thompson démontrera I'existence des électrons et s’intéressera a son

"opposé" positif. Ses travaux lui permettront d’obtenir le prix Noble de Physique en 1906.

En 1919, le premier spectrometre de masse sera mis au point par Francis W. Alstom. Pour “sa
découverte au moyen de son spectrographe de masse des isotopes d’un grand nombre d’éléments non
radioactifs et de son énonciation de la régle des nombres entiers”, il décrochera le Prix Nobel de Chimie

en 1922.

Dans la méme période en 1917, Arthur J. Dempster, grace au spectrographe, obtiendra le premier
spectre de masse et découvrira entre autre les isotopes de Lithium, du Potassium et surtout de
I'Uranium 235. La course a I'énergie nucléaire va faire connaitre a la spectrométrie de masse un essor

considérable. La conséquence sera le développement de nombreux types d’analyseurs de masse.

Entre 1940 et 1945, Alfred O.C. Nier mis au point le premier spectrometre de masse a secteur
magnétique. En 1946, la premiére description du Time Of Flight (TOF), ou analyseur a temps de vol, est
publiée au Physical Review® puis le Metropolitan Vickers produira le premier spectrométre de masse
MS-1. L'année suivante, General Electricen, commencera la production commerciale. En 1948, le
spectrometre de masse par résonance cyclotronique d’ion (ICR) est développé puis, en 1953, Wolfgang
Paul (Prix Nobel en 1989) réalisera les pieges a ions. En 1975, débutera le développement du

spectrometre de masse a transformation de Fourier par résonance cyclotronique d’ion (FTICR).

Concernant les sources, les travaux d’Eugen Golstein font apparaitre les sources a impact électronique
(EI). L’El est encore a ce jour I'une des sources d'ionisation la plus utilisée. Ensuite les découvertes vont
s'enchainer et ce sera I'émergence de différentes sources d'ionisations. En 1966, l'ionisation chimique
et sa capacité a transmettre une charge par collision avec un gaz réactif va étre mise en place. Entre

1966 a 1969, la désorption de champ va étre découverte®. Ce sera le début des sources d’ionisation a
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pression atmosphérique et les premiers couplages avec la chromatographie liquide. C’'est d’ailleurs a
cette période que Klaus Biemann réalisera 'intérét de la spectrométrie de masse pour I'analyse de

biomolécules avec I'étude des peptides®.

Durant les années 1980, d'autres procédés d'ionisations et leurs applications apparaissent (FastAtom
Bombardement (FAB) pour l'analyse des sucres, des nucléotides et peptides...) avec notamment
I'interface Thermospray (1983) puis I'électronébulisation en 1984 et enfin l'ionisation electrospray

(ESI) en 1988 qui conduira John Fenn au prix Nobel en 2002.

Parallelement a ces découvertes, en 1985, Michael Karas présente I'influence de la longueur d'onde
d'un laser UV sur les molécules organiques. Au méme moment en 1988, Koichi Tanaka présente les
premiers spectres de masse de protéines et de polymeéres de haut poids moléculaire (m/z>100000)
grace a la désorption laser assistée par matrice (MALDI) couplée a un TOF qui lui vaudra de partager

avec John Fenn le Prix Nobel 2002.

Dans les années 90, I'ESI devient la technique de choix pour la bio-analyse notamment pour I'analyse
des protéines et surtout I’étude des complexes non covalents. Toutes ces avancées voient naitre une

nouvelle discipline : la protéomique®.

Parallelement aux progres technologiques, I'informatique et I'électronique ont connu une évolution
comparable rendant l'instrumentation des spectrométres de masse de plus en plus sophistiquée
repoussant toujours plus loin la résolution, la gamme de masse, les vitesses d'acquisition et les limites

de détection.

Ce travail de thése est principalement axé sur le couplage de la CE avec la source MALDI et un
analyseur par TOF. Cependant mes travaux en fin de these m'ont permis d'utiliser la source ESI. Dans
cette revue bibliographique, je vais donc me focaliser sur la description des sources ESI et MALDI, de

I"analyseur temps de vols et des détecteurs microchannel plate (MCP) et Covalx.
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2.1. Lessources d'ionisations.

2.1.1. L’ionisation par électronébulisation (ESI).

Comme nous l'avons dit précédemment, bien que l'ionisation par ESI soit connue depuis plusieurs
années, ce n’est que dans les années 1980 que le potentiel de cette technique fut réellement mesuré.
En 1984, John Fenn et Masamichi Yamashita couplent avec succés un spectrométre de masse a source
ESI avec un analyseur quadripolaire et démontrent que des ions peuvent étre ainsi obtenus sans
fragmentation a partir de molécule non volatile®’. Bien que le mécanisme de I'ESI ne soit pas encore

physiquement élucidé®®*

, le processus est simplement détaillé (figure 9). L'échantillon liquide,
introduit par I'intermédiaire d’un capillaire dont on soumet I'extrémité a un champ électrique intense
(10° V/m), prend la forme d’un cone, appelé céne de Taylor, par déstabilisation de la surface du
liguide. A la pointe de ce cbne de Taylor est émis un "nébulisat" de gouttelettes quelques micromeétres

de diamétre®%%%7

chargées. Ces gouttelettes traversent un gradient barométrique et électrique qui les
dirigent vers I'analyseur de masse. Lors de ce transfert, entre la sortie du capillaire et I'entrée de
I'analyseur de masse, ces gouttelettes sont confrontées a deux phénomeénes: la fission des
gouttelettes chargées en gouttelettes de taille plus réduite et le transfert des ions désolvatés en phase

gazeuse.

2.1.1.1. La fission des gouttelettes chargées.

La désolvatation progressive des gouttelettes chargées est généralement due a I'application d’un gaz
inerte chaud (azote). Elles voient par ce phénomene leurs densités de charges augmenter a leur

surface®®®

. Lorsque les forces de répulsion électrostatique sont suffisamment fortes et qu’elles
I’'emportent sur les forces de cohésion du liquide (rayon de goutte inférieur a la valeur du « rayon de
Rayleigh »), l'intégrité des gouttelettes est déstabilisée et elles explosent en donnant des
nanogouttelettes plus petites. C'est la fission de Rayleigh’®.Cette explosion coulombienne est
hétérogene et génere des gouttelettes de densité de charge différente. Grace aux processus de

désolvatation et de fission coulombienne, les ions présents dans les nanogouttelettes se retrouvent en

phase gazeuse.
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2.1.1.2. Le transfert des ions en phase gazeuse.

Le processus d’émission des ions en phase gazeuse est encore soumis a la controverse. Deux modeéles

sont proposés :
N 71
® |e modele de Dole

Malcolm Dole décrit un mécanisme basé sur la succession d’explosions coulombiennes conduisant a la
formation d’une gouttelette fille ne contenant qu’un seul ion. L'ion en phase gazeuse est généré par

I’évaporation du solvant résiduel de cette gouttelette fille (figure 9.)

e Le modéle de Thomson’*"3

Le modele décrit par Iribame et Thomson, est basé sur I’'hypotheése suivante : avant méme que le rayon
de la gouttelette n’atteigne la valeur du « rayon de Rayleigh », elle devient suffisamment petite pour
gue le champ électrique a sa surface soit suffisamment intense et extrait les ions directement en phase

gazeuse (figure 9.)

Aujourd’hui, de nombreux travaux expérimentaux semblent indiquer que les ions de haute masse
seraient produits majoritairement en suivant le modéle de Dole. Contrairement aux ions de petites
masses, I'évaporation en phase gazeuse suivraient le modéle de Thomson. Cependant, aucune théorie

n’a été démontrée a ce jour.
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Figure 9. Principe de I’ESI

L'un des avantages majeurs de I'ESI est que dans sa configuration classique et pour I'analyse d'espéces
de masse moléculaire élevée et non volatiles, cette source d'ionisations permet d'atteindre des
rendements d'ionisations élevées (20-50 %)’*. Au cours des années 1980, Fenn et al. ont démontré”
que la charge nette (z) des molécules augmentait avec la taille des analytes. lls ont également montré
gue la masse moléculaire précise des protéines pouvait étre déterminée a partir de la distribution des

différents états de charge (m/z) sur les spectres MS’® .

Grace a ces nombreux avantages en termes d'ionisation, I'ESI est devenue au fil des années la
technique de choix”’ pour I'analyse des biomolécules de haute masse comme les protéines’® et les

édifices protéiques non covalents’ .

2.1.2. La source nano électrospray (nanokESI).

Afin d’augmenter la sensibilité de I'ESI, la source a été peu a peu miniaturisée pour devenir le "micro

electrospray" (micro ESI) ou le "nano electrospray" (nanoESI)8°'81’65.
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En 1994, les travaux d’Emmet et Caprioli décrivent le développement d’une source dite micro-
electrospray. Cette source permet de produire un ESI stable pour des débits de travail compris entre
300 et 800 nL/min. Ces travaux montrérent que la mise en ceuvre d’une source miniaturisée permet
d’augmenter de maniére significative la sensibilité du signal MS tout comme le rapport signal/bruit

dans le cadre d’étude de protéines®.

Peu aprés, Mann et Wilm ont décrit I'utilisation d’une source capable de produire un nano
electrospray (nanokESl). La source nanoESI décrite réalise des injections d’échantillons dans la MS avec
des débits inférieures a 25 nL/min®3. Ils ont pu démontrer que Iutilisation de ce type de source permet
en plus d’améliorer la qualité du signal MS, de diminuer les effets de suppression d’ions dus aux sels
contenus dans I'échantillon et de réaliser des acquisitions prolongées méme dans le cadre
d’échantillons disponibles en faible quantité, 1 pL d’échantillons devenant alors suffisant pour

maintenir I'acquisition pendant 30 min.

Les sources nanoESI utilisent, pour injecter I'échantillon, un capillaire dont le diameétre interne est
compris entre 1 et 10 um. Ce faible diameétre engendre la production de gouttelettes parents de
faibles diametres par rapport a une source ESI standard. Ces gouttelettes plus fines subissent plus
facilement le phénomeéne d’explosion coulombienne. D’un point de vue mécanique, ceci augmente le
rendement d’ionisation globale des analytes contenus a lintérieur de celle-ci. Parallelement au
développement de cette source, Mann et Wilm se sont également efforcés a modéliser le cone de
Taylor émettant les gouttelettes chargées dans la source afin d’interpréter les effets bénéfiques sur les
performances d’ionisation grdce a la miniaturisation de la source ESI. Le débit d’injection de
I’échantillon joue un réle important sur le rendement d’ionisation de la source. A partir de I'équation
de Bernoulli, ils ont pu montrer que le rayon d’émission des gouttelettes est proportionnel a d2/3 (d
étant le débit d’injection de I'échantillon). La conséquence directe de cette équation est que la
réduction du débit d’injection tend a réduire le rayon d’émission des gouttelettes dont le flux va étre
correctement focalisé vers I'entrée de la MS®Erreur ! Signet non défini. En raison du haut rendement
d’ionisation obtenu et de son impact positif sur la sensibilité du signal, les sources nanoESI se sont
largement développées aussi bien pour l'injection directe d’échantillons que dans le cadre de

couplages avec une méthode séparative tel que la nano chromatographie liquide (nanolLC).
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2.1.3. L’ionisation par désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI).

Dés 1976, Posthumus and al. entreprirent d'analyser des peptides intacts grace a une désorption laser
sur des échantillons en phase solide®®. Cependant, cette technique n’a pas permis d'analyser des
analytes de masses supérieures a 1000 Da. Parallelement au développement de I'ESI, a la fin des
années 1980, la technique du MALDI fut simultanément introduite par deux équipes: Karas et

88 ot Tanaka et al.®’.L’évolution proposée par ces deux équipes met en jeu l'utilisation

Hilmkamp
d’une matrice en large exces, absorbant la longueur d’onde du laser, afin de protéger I'analyte lors de

I’étape de désorption/ionisation.

e
O— +

rd

DESOLVATATION

Transfert de proton

DESORPTION

‘7,')\/0
4
LASER ——————>

Analytes co-cristallisés
m S

Cible MALDI

Figure 10. Transfert de charge dans l'ionisation/désorption assisté par matrice

Le processus du MALDI repose sur le principe qu'a pression réduite (10°-107 mbar), un mélange co-
cristallisé d'échantillon et de matrice est sublimé et ionisé par des tirs lasers pulsés (figure 10). En
effet, une fois le choix de la matrice organique acté en fonction du type de molécules a analyser,
I'opérateur la mélange avec |'échantillon sur une cible rigoureusement plane. Le solvant de la matrice

s'évapore et la co-cristallisation s'effectue. Ensuite, un laser est utilisé pour vaporiser et ioniser le
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mélange. La matrice a pour propriété d’absorber la longueur d'onde du laser ce qui entraine une
sublimation de la matrice et par conséquent des analytes incorporés. Lors de cette vaporisation,
I'énergie du laser est transférée aux molécules présentes se retrouvant sous forme d'ions en phase
gazeuse. Cette phase du processus est trés importante car I'homogénéité et/ou la vitesse de la
cristallisation conditionnent la précision de mesure de masse des analytes. Les ions produits sont
immédiatement accélérés et entrainés vers I'analyseur a I'aide d’un fort champ électrique. Afin de

mieux comprendre le processus d'ionisation/désorption, nous allons en décrire les différentes étapes.

2.1.3.1. Les mécanismes d'ionisation MALDI.

Le développement historique de la source MALDI s'est fait de maniére empirique. Les mécanismes
d'ionisation sont encore mal connus mais les modeles actuels®® convergent vers un processus en deux

étapes®®: I'ionisation primaire et I'ionisation secondaire.

2.1.3.1.1. L'ionisation primaire.

L'ionisation primaire est le mécanisme le plus discuté. Il est basé sur deux modeles principaux: "le

cluster model" et le "photo excitation/pooling model"**

. lIs correspondent respectivement a |'éjection
en cluster des ions préformés en solution lors du tir laser et de la redistribution de I'énergie entre deux
molécules voisines. De ce fait, l'ionisation primaire est immédiatement consécutive au tir laser et
entraine la formation des molécules de matrices excitées. Ainsi I'excés d'énergie interne emmagasinée

par la matrice est redistribué aux analytes.

La redistribution de I’énergie abaisse les forces de cohésion des cristaux de matrice et provoque la co-
éjection des analytes et de molécules de matrices dans la phase gazeuse. Dans les conditions de vide,
le gaz trés dense subit une expansion adiabatique (figure 11) et prend la forme d'un jet supersonique

nommé plume”®?
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Figure 11. Expansion adiabatique de gaz, lors d’un tir laser IR sur un dépét de
matrice’*

2.1.3.1.2. L’ionisation secondaire.

Le principe d’ionisation des molécules de I'analyte en phase gazeuse est régit par des transferts
d'électrons, de protons (cationisations). Suite au tir laser, ces transferts entre les molécules de matrice
et des analytes s’effectuent dans le nuage gazeux en expansion. L'application d’un champ électrique
intense situé entre la cible et la premiére lentille électrostatique du spectromeétre de masse” (lentille

d’extraction) permet le transfert des ions vers I'analyseur.
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2.1.3.1.3. Les regles d'ionisation en MALDI-MS.

Contrairement au processus de I'ESI, lors du processus MALDI les ions ne sont pas préformés en
solution. L'analyte s’ionise directement dans la plume. Ainsi, l'ionisation MALDI génére en grande
majorité des ions monochargés. Les régles inhérentes a l'ionisation MALDI sont identiques a celles de

I'ionisation par ESI-MS.

2.1.3.2. La préparation de I'analyte.

2.1.3.2.1. La nature de la matrice.

Le choix de la matrice est un paramétre primordial pour le bon déroulement d’une analyse MALDI. Le
role de la matrice est d’absorber I'énergie du laser pour permettre une bonne ionisation/désorption
tout en protégeant I'analyte des effets destructeurs du faisceau laser”®. Pour une analyse MALDI
optimale, I'analyte doit étre co-cristallisé avec une quantité de matrice en fort exces (ratios
analyte/matrice compris entre 1:1000 et 1:10000). La molécule de matrice doit avoir une masse
moléculaire faible, une bonne solubilité pour faciliter la co-cristallisation et la capacité d’absorber a la
longueur d’onde du laser (dans notre cas, laser a azote irradiant dans l'ultraviolet a 337 nm)®. Enfin la
matrice doit favoriser la distribution homogéne des analytes afin d’en réduire les interactions

moléculaires.

Il est difficlement possible de trouver une substance chimique universelle répondant a tous ces
criteres. Dans le tableau 2 sont données les principales matrices utilisées le plus communément en

MALDI-MS pour I'analyse de diverses catégories de protéines et/ou peptides.
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HABA Acide 2-(4- Bk F 183432 337/355 Peptides, protéines,
hydroxyphenylazo)- M glycoprotéines, polymeéres
benzaigue (L synthétiques, glycolipides

il perméthylés

FA Acide 4-hydroxy-3- FQ 18322 337 Protéines, peptides
miéthoxycinnamique, ou
acide férulique

a-CHCA a-cyano-d- ',C-tTH 18322 337 Peptides, protéines,
hydraxycinnamigue mﬂN lipides, oligonucléotides,

HI PSD
oH

2.5-DHB Acide 2, 5- 4, COOH 2029 337 Peptides, protéines,
dihydroxybenzoique, ou lipides, glycoprotéines,
acide gentisique L oligosaccharides

SA Acide 3,5- diméth oxy-4- . th 20444 337 Peptides, protéines,
hydraxycinnamigue, ou glycoprotéines
acide sinapinique o CO0H

MA Acide 3- M 21544 266 Oligonudéotides,
pyridinecarboxylique, um Elycopeptides
ou acide nicotinique iz

Tableau 2. Principaux composés utilisés comme matrice pour analyse MALDI et leurs
domaines d’applications

2.1.3.2.2. Les différents types de dépots.

Comme indiqué sur le tableau 2, le choix de la matrice se fait en fonction de I’échantillon a analyser.
Cependant, la matrice n’est pas le seul parametre influencant les résultats d’analyses. En effet, le type
de dépdt, c’est a dire la facon de mélanger analytes et matrice, influence la cristallisation et par

96,97

conséquent l'ionisation et la qualité du spectre MS™ ", Dans le cadre de ma these, nous avons utilisé

deux types de dépots : le dépot goutte séchée et le dépobt couche mince.

2.1.3.2.2.1. Dépot goutte séchée (dried droplet).

Ce type de dépot est le plus fréguemment employé. La matrice et I'échantillon doivent étre solubles
dans les mémes conditions de solvant afin d’éviter la migration des analytes dans le dépdt. Les deux
sont mélangés dans des proportions définies. Le plus souvent, le mélange est équivalent et se fait soit

dans un récipient soit directement sur la cible. Ce dépo6t génere souvent des cristaux hétérogenes
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pouvant avoir une incidence négative sur la résolution et la reproductibilité des spectres MS.
Cependant, le caractere grossier des cristaux en font un type de dép6t de choix notamment dans le

cadre d’analyses protéomiques d’échantillons en trés faible concentration.

2.1.3.2.2.2. Dépdt couche mince (thin layer).

Ce type de dépbt se fait en deux étapes. La premiére étape consiste a déposer une goutte de solution
de matrice sur la cible. Lorsque le solvant est évaporé, une goutte de la solution contenant I'analyte
est déposée sur la matrice et évaporée a température ambiante. Ce type de dép6t permet d’obtenir
des cristaux de matrice tres fins et homogénes améliorant significativement la résolution et la
reproductibilité des spectres MS. Cependant, la finesse du dépot peut étre un désavantage

notamment pour I'étude de la fragmentation de peptides.

2.2. L’analyseur a temps de vol (TOF).

2.2.1. Principe du TOF.

SOURCE D’IONISATION ANALYSEUR DETECTEUR
TUBE DE VOL

Electrode (KV) Grille Grille Détecteur
Vs V=0

<
T}
[=]

E=Vs/ds
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Distance d'accélération I Distance libre de champ
- -

A

L N § N N N N N |
m
n
o

N N N N BN N B N ]

ZONE D’ACCELERATION ZONELIBRE DE CHAMP

Figure 12. Schéma simplifié d’un analyseur TOF
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Introduit en 1946, le principe du TOF repose sur la mesure du temps de vol d’un ion, préalablement

accéléré dans un champ électrostatique, dans une zone libre de tout champ®.
L'instrumentation d’un analyseur TOF est divisée en deux parties (fig 12) :

® Une zone d’accélération : accélération des ions sous I'effet d’'un champ électrique intense,
e Un tube de vol : zone libre de tout champ dans laquelle régne un vide poussé (107 mbar). Les

ions y pénetrent avec I'énergie cinétique (Ec) acquise dans la zone d’accélération.

Leurs vitesses dépendent intégralement de leurs masses et sont calculées suivant I’équation (1) :

v = (2zeV,/m)"/?

Ou v est la vitesse, zla charge de l'ion, e la charge de I'électron (1.602 x 10 19 C), Vsle champ

électrique et m la masse de l'ion.

De cette équation, on peut en déduire le temps t nécessaire aux ions pour traverser le tube de vol de

longueur L:

Suivant cette derniere équation et en considérant que tous les ions pénétrent dans le tube de vol avec
la méme énergie cinétique, les ions seront séparés suivant leur rapport masse sur charge (m/z). Pour
deux ions de méme état de charge, I'ion le plus léger traversera le tube de vol plus rapidement que
'ion le plus lourd®. Ainsi, le rapport m/z d’un ion peut étre déterminé suivant la mesure précise de

son temps de vol a travers le tube de vol.
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2.2.2. Le mode linéaire.

Le spectrometre de masse MALDI-TOF-MS fonctionne principalement suivant deux modes : le mode
linéaire et le mode réflectron. Le plus simple est le mode linéaire. En effet, une fois désorbés et ionisés
par le tir laser, les ions expulsés de la source sont accélérés par les différents champs électriques
décroissants. Ce trajet dans le gradient de potentiels (20 a 15 kV) permet de donner la méme énergie
cinétique a tous les analytes. Une fois les énergies égalisées, les ions continuent leur trajet dans le tube

de vol jusqu'a frapper le détecteur (figure 13).

Spectre de masse m/z

SOURCE ANALYSEUR
kv D'IONISATION TUBE DE VOL ‘
MALDI oV ov Détecteur
1 I
¢l !
o, i
R, e— Oo+o ! —
R Go 1 1 .
+i 1
! !
||
ZONE D'ACCELERATION ZONE LIBRE DE CHAMP

Figure 13. Spectrométre masse MALDI-TOF-MS en mode linéaire

Le mode linéaire permet d'acquérir les signaux avec une bonne sensibilité au détriment de la
résolution (500 pour les ions de 1000 m/z). Cette perte de résolution* se traduit par un élargissement
du pic sur le spectre de masse. En effet au moment du tir laser, tous les ions ne sont pas générés
strictement au méme moment et au méme endroit dans la source. De ce fait, il se produit une
dispersion spatiale et d’énergie cinétique avant le tube de vol. Ainsi deux ions ayant le méme rapport
m/z n'ont pas striccement la méme énergie cinétique initiale et donc ne partent pas sur la méme

« ligne de départ ».
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Afin de minimiser ces phénomeénes de dispersion, les TOF actuels bénéficient d’améliorations telles

gue l'extraction retardée et le réflecteur électrostatique.

* La résolution se définit comme la capacité d'un analyseur a distinguer un ion de rapport (m/z) d’un

ion de rapport (m/z + Am/z). La résolution est définie par I’équation suivante :

"/

R=—12
Amy,

2.2.3. Le mode reflectron.

Une des solutions pour corriger les effets des phénomenes de dispersion en énergie cinétique lors de
I’étape de désorption/ionisation est l'ajout a I'extrémité du TOF d’'un dispositif de réflecteur

électrostatique (reflectron).

Le réflecteur électrostatique améliore significativement la résolution. En effet, il est composé d'une
série de lentilles électrostatiques qui agissent comme des miroirs électrostatiques. L'application de
potentiel croissant sur ces lentilles crée un champ électrique qui s'oppose a la progression des ions. En
passant le gradient de potentiel croissant, les ions sont successivement ralentis jusqu’a posséder une
énergie cinétique nulle. De ce fait, les ions se retrouvent ré-accélérés dans le sens contraire de leur

progression initiale vers le détecteur (figure 14).
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Spectre de masse m/z

Détecteur

ov
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ZONE D’ACCELERATION ZONELIBRE DE CHAMP ELECTROSTATIQUE

Figure 14. Spectrométre masse MALDI-TOF-MS en mode Réflectron

Ainsi, les ions de méme m/z péneétrent plus ou moins profondément dans le reflectron en fonction de
leur énergie initiale. Par exemple, les ions ayant une énergie cinétique plus élevée pénetrent plus
profondément dans le réflecteur, leur temps de vol est augmenté. Les ions se refocalisent donc « en

sortie de virage» et viennent tous frapper le détecteur en méme temps.

Le mode reflectron augmente la résolution de maniére significative (5000 de résolution pour les
masses de 2000 m/z). De plus, l'allongement de la distance de trajet améliore de ce fait la précision de
mesure de masse. Cependant, la limite de ce mode est la diminution de la gamme de masse. En mode

réflectron, la gamme de masse est limitée a des molécules n’excédant pas 20000 m/z.

2.2.4. L’extraction retardée.

Lors de l'irradiation du laser sur le dép6t, les analytes co-cristallisés dans la matrice ne se trouvent pas
tous a la méme profondeur dans le dépot. Cette disparité spatiale est accentuée par les phénomenes
de dispersion cinétique engendrés par les transferts d'énergie lors du tir laser'®. Ce phénomeéne

engendre donc des pertes de résolution. Afin de compenser ces dispersions, une lentille est ajoutée
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juste apres la source pour séparer les phénoménes de désorption/ionisation et d’accélération. Juste
aprées le tir laser, et pendant quelques centaines de nanosecondes, cette lentille est portée a un
potentiel [égérement supérieur au champ électrique de la source. Le champ engendré par cette lentille
s'oppose a la progression des ions en sortie de plume. Il s'opéere alors un alignement des ions leur

permettant d'entrer simultanément dans le tube de vol***%2,

L’extraction dite "retardée" peut étre utilisée en mode linéaire comme en mode réflectron. De plus,
elle permet d'améliorer la résolution de maniére significative, de 5000 pour les ions a 3000 m/z en

103,104

mode linéaire et 10000 pour les ions de 6000 m/z en mode réflectron.

2.3. Les détecteurs.

2.3.1. Le détecteur MCP (Microchannel Plate).

Le détecteur MCP est le détecteur le plus classiquement utilisé dans les analyseurs de spectrométrie
de masse par temps de vol. Son principe de fonctionnement repose sur le photomultiplicateur
d’électrons. Il est constitué d'une galette de micro canaux incurvés recouverts d'un dépot métalliques
(dynode). Le systeme entier est soumis a un fort champ électrique. De ce fait, quand un ion entre en
collision avec la paroi du micro canal, il engendre une émission d'électrons en cascade qui se

propagent dans le micro canal et amplifient le signal (figure 15).
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Figure 15. Micro Channel Plate (MCP)

2.3.2. Le détecteur CovalX.

Une vitesse élevée des ions est une condition primordiale pour obtenir un signal intense avec un
détecteur MCP. Or dans un analyseur TOF, la vitesse des ions est inversement proportionnelle a leur
masse (équation 1). Dans le cas des ions de haut poids moléculaire, ils sont donc difficilement
observables avec un détecteur MCP. De plus, il est possible de saturer les microcanaux du détecteur

par un excés d’ions de petite masse.

C'est dans l'optique d'augmenter la sensibilité dans les hautes masses et pour I'étude d’édifices non-

105

covalents biologiques que la société CovalX " (Ziirich, Suisse) a mis au point un nouveau détecteur.

Son fonctionnement repose sur le principe suivant :

Les ions entrant dans le systéme Covalx percutent une premiere dynode et engendrent I'émission
d'ions secondaires. Ces ions sont ré-accélérés par un champ électrique et percutent un deuxieme
photomultiplicateur qui produit le signal. Ce dispositif nommé "ion conversion detector" ICD amplifie
le signal pour des masses allant jusqu'a 1,2 MDa pour des concentrations de quelques nanomoles tout

en évitant la saturation du détecteur.
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3. Le couplage électrophorese capillaire - spectrométrie de masse (CE/MS).

Ce travail de these a consisté en grande partie a développer et a installer au laboratoire le couplage
CE/MS a source MALDI. Cependant, dans le cadre de mes travaux de fin de theése, j’ai eu I'opportunité
d'utiliser la derniere génération d’interface CE/ESI-MS mise en application récemment au laboratoire.
Dans cette étude bibliographique, je détaillerai donc la mise en ceuvre des couplages CE/ESI-MS et

CE/MALDI-MS.

3.1. Lesinterfaces CE/ESI-MS.

La source ESI permet d’ioniser en phase gazeuse les composés chargés ou polaires présents dans un
milieu liquide, comme le BGE. De ce fait, I'ESI est parfaitement adaptée pour le couplage avec la CE et
s'impose tout naturellement comme la source d'ionisation la plus employée pour ce type
d'association. Afin d’assurer le transfert des analytes issus de la séparation jusqu'a la source d'ESI, le
couplage CE/MS nécessite une interface permettant non seulement d'établir une jonction physique
mais surtout de conserver un contact électrique nécessaire a toute séparation électrocinétique.

L'interface joue un réle primordial dans le bon fonctionnement du couplage CE/MS.

En 1987, Olivares et al. mettent au point la premiére interface utilisant le processus d’ionisation par
ESI'®. Uinterface proposée consiste a déposer une couche d'argent & I'extrémité de la sortie du

7 afin de réaliser le contact électrique aux bornes du capillaire et de

capillaire de séparation™®
permettre le principe d’ESI. La formation du spray aidé par un flux d'azote (2,5 L/Min) est réalisée sous
pression atmosphérique a 60°C. Malgré de bons résultats en termes de sensibilité de détection,
I'instabilité du spray en sortie de capillaire a montré que le débit de I'électrophorese capillaire était
sensiblement inférieur au débit nécessaire a une électronébulisation optimale. De plus, la volatilité
ainsi que la présence de sel en forte concentration dans le BGE provoquent des problemes de
formation du spray ainsi que des phénoménes de suppression d'ions'®®. Enfin, des réactions

électrochimiques a I'extrémité du capillaire détériorent la couche de métal entrainant ainsi des

instabilités voire des pertes de courant.
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Depuis la fin des années 1980, de nombreuses équipes de recherche ont développé différentes
interfaces au couplage CE/ESI-MS basées sur des principes différents qui peuvent étre classées en trois
grandes catégories : l'interface coaxiale a liquide additionnel dite « Sheath liquid », l'interface a

jonction liquide dite « Junction liquid » et I'interface sans liquide additionnel dite « Sheathless ».

3.1.1. Interface coaxiale a liquide additionnel.

Entrée HV

du capillaire

Capillaire de séparation

Goutte
Liquide additionnel + BGE

Figure 16. Schéma du principe de l'interface coaxial a liquide additionnel

En 1988, Smith et al. ont proposé une alternative a la métallisation du capillaire. Cette interface
consiste a remplacer la couche de métal par une jonction a liquide additionnel coaxial’®*°. Cette
interface se présente sous la forme d'un enfilement coaxial de trois capillaires (figure 16). Le capillaire
de séparation électrophorétique prend la place centrale. Celui-ci est entouré par un capillaire

métallique permettant de délivrer un liquide additionnel de maniére concentrique au flux arrivant de
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la CE, avec un débit compris entre 3 et 6 uL/min. Le troisieme et dernier capillaire, également en acier

inoxydable, assure I'’écoulement d’un gaz nébulisant (air ou azote).

Ce flux de gaz permet de favoriser I'évaporation des solvants lors de I'électronébulisation™****2. Afin
de procéder aux phénomeénes d’ESI, la tension appliquée a l'extrémité de l'aiguille (ou a I'entrée de

)113

I'analyseur est de */. 3 a 8 kilovolts. De ce fait, a I'extrémité de l'interface entre les liquides,

provenant des capillaires, et le gaz, apparait le spray de nébulisation. L'interface coaxiale améliore

106

sensiblement la stabilité du processus d'ESI" " Erreur ! Signet non défini.

Les propriétés physico-chimiques du liquide additionnel ont une grande influence sur I'ionisation des
composés en phase gazeuse et, par conséquence, sur l'intensité du signal obtenu. Ainsi, la formation
du cone de Taylor est facilitée par l'utilisation de solvants possédant une faible tension de surface. La
diminution de la viscosité du solvant utilisé conduit a la diminution de la taille des premiéres

114

gouttelettes formées ce qui est associé a une meilleure efficacité d’ionisation . Le liquide additionnel

est donc généralement constitué d’un solvant organique ou d’'un mélange solvant organique/eau.

Ce systéme a été la premiére interface CE/ESI-MS commercialisée par la société Agilent Technologies
(Waldbronn, Germany). C'est aussi pour cette raison que cette interface est devenue l'interface la plus

115

utilisée dans les couplages CE/ESI-MS™ . Cependant, au cours des dernieres décennies, plusieurs

améliorations ont été réalisées permettant d'améliorer la stabilité du couplage CE/ESI-MS ainsi que la

robustesse des analyses 111,115,116,117,118,119,120

Plus récemment, I'équipe de David Chen a développé une nouvelle génération d’interface sheath
liquid afin de réduire au maximum le débit du liquide additionnel. En effet, Maxwell et al ont proposé
de placer le capillaire de séparation dans un fourreau métallique®®* terminé par une cavité s’ouvrant
sur un orifice (figure 17). Cette cavité, dans laquelle vient buter I’extrémité du capillaire, fait office de
réservoir. Ce fourreau est relié a I'électrode et le réservoir permet d'établir le contact avec la lumiére
du capillaire. Des débits inférieurs a 1 uL/min, pouvant aller jusqu’a 300 nL/min peuvent étre obtenu
par ce type d’interface. La société CMP Scientific (Hoboken, USA) s’est tres récemment lancée dans la

commercialisation de cette interface'?.
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Entrée HV

. Réservoir
du capillaire
Liguide additionnel A\
Capillaire de séparation H
/
Goutte de BGE

Figure 17. Schéma du principe de l'interface coaxial a liquide additionnel a micro-débit

3.1.2. L’interface ajonction liquide.

En 1988, Henion et al.****** ont développé I'interface CE/ESI-MS a jonction liquide dans laquelle le
capillaire et le nébuliseur sont connectés par un petit espace de 10 a 20 um rempli par un liquide de
contact (figure 18). Cet espace inter-capillaire doit étre suffisamment grand pour permettre au liquide
de s'introduire dans le capillaire de transfert, mais aussi suffisamment petit pour éviter toute "fuite" et

donc éviter les pertes des analytes'?>*?%?7
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Entrée HV

du capillaire

Capillaire de séparation

Liquide de Jonction

Goutte
Liquide additionnel + BGE

Figure 18. Schéma du principe de l'interface a jonction liquide

Les différentes études réalisées a I'aide de cette interface ont montré que la séparation physique des
deux capillaires permet une plus grande souplesse dans le choix du liquide de jonction'?®. Cet avantage
s'est révélé efficace dans l'optimisation et I'amélioration du processus d'ESI. Malheureusement
I'interface a jonction liquide est délicate a construire. Cette configuration demande une grande rigueur

de montage dans I'alignement des capillaires de séparations et de transfert'***%°.

En effet, de nombreuses études ont mis en évidence des augmentations de bruits de fond significatifs
ainsi que des pertes d'efficacité. Ces deux phénomeénes sont principalement dus a I'élargissement des
pics lors du passage d'un capillaire a I'autre. Malgré le plus large choix de liquide additionnel, la faible
ergonomie de mise en place et le manque de robustesse ont fait que cette interface n’a pas supplanté

I'interface coaxiale a liquide additionnel.

3.1.3. L’interface sans liquide additionnel « sheathless ».

Comme nous l'avons vu précédemment, la premiere interface sans liquide additionnel a été

106
l.

développée en 1987 par Olivares et al.” . Malgré de nombreuses limitations basées notamment sur

des problemes d’instrumentation, ce type d’interface a toujours suscité un grand intérét dans la

130 En effet, cette interface permet entre autre d'améliorer la sensibilité en
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minimisant les effets de dilution des analytes en sortie de capillaire engendrés par le liquide
additionnel. Cela représente le couplage idéal de la CE avec I'ESI-MS. Cette source fonctionne de
maniére optimale avec des débits pouvant étre inférieur a 20 nL/min qui sont compatibles avec le
faible débit de la CE™". La réduction du débit de solution arrivant dans la source d’ionisation conduit
par ailleurs a la formation de gouttelettes de plus petites tailles associées a une meilleure efficacité

d’ionisation et se traduit par une amélioration de la sensibilité"*.

En 1997, Kelly et al. ont démontré que l'interface sans liquide additionnel permet I'amélioration de la
sensibilité par un facteur 10 par rapport a lI'interface coaxiale a liquide additionnel pour une méme

quantité injectée™>.

Plus récemment, Gahoual et al. ont évalué les performances d’une nouvelle interface CE/ESI-MS
développée par la société Beckman Coulter (Brea, USA) en tant que nanosprayeur. lls ont montré dans
I’étude de I'infusion de myoglobine en milieu acide acétique a 10%, une augmentation significative de

la sensibilité d’un facteur 46 lorsqu’on réduit le débit d’infusion d’une valeur de 460 a 14 nL/min.

Depuis quelques décennies, quatre catégories de configurations d'interfaces nanosprays ont été
développées. La premiere configuration, la plus répandue, consiste a utiliser un capillaire de silice
vierge recouvert a son extrémité d'un matériau conducteur (figure 19). La couche de métal est en

contact avec la lumiére du capillaire et permet de réaliser le contact électrique™***>*3°,

Entrée HV
du capillaire
+
| ® e + *
Capillaire de séparation . o ®
[ °o ot +
+

Goutte
Revétement conducteur BGE

Figure 19. Interface « Sheathless » a connexion par revétement conducteur.
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La deuxiéme configuration reprend l'interface a jonction liquide sans liquide additionnel (figure 20). Le

contact électrique se fait par I'intermédiaire de la jonction liquide

134,135,136

. Le nanospray prend la

forme d'une aiguille apportant le liquide de séparation dans la source. Diverses déclinaisons ont été

proposées en changeant le procédé de jonction (tube de téflon, capillaire de silice, connecteur,

douilles de téflon avec fritté de laine de verre, jonction poreuse)

repris en utilisant un raccord en T avec une électrode d'or'®.

Entrée
du capillaire

Caiﬂlaire de séﬁaration g

Figure 20. Interface « Sheathless » a jonction liquide.

HV

Liquide de Jonction

137,138

. Le principe de jonction a été

® o
Capillaire de transfert . ° o
e o

[ ]

Goutte
Liquide additionnel + BGE

+'I-+'I-

+
+

Une troisieme géométrie d'interface propose d'insérer une microélectrode (figure 21) a l'intérieur du

capillaire de séparation™*.
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Entrée HV

du capillaire

Capillaire de séparation

Goutte
Fine électrode de platine BGE
a l'intérieur du capillaire

Figure 21. Interface « Sheathless » a microélectrode.

Enfin, plus récemment en 2007, Mehdi Moini a développé une interface basée sur I'attaque a l'acide

fluoridrique de I'extrémité du capillaire pour qu'il soit poreux™*!

. Cette porosité permet de rendre
conducteur le capillaire lorsqu’il est en contact avec un électrolyte (figure 22). Le capillaire de
séparation est ensuite placé dans une canule métalligue rempli d’'un liquide conducteur statique

permettant le retour du courant.
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Entrée HV

du capillaire

A ™
séparation i A . ° o
[ ]

Réservoir BGE de contact Section poreuse Goutte
BGE

Figure 22. Interface « Sheathless » a capillaire poreux.

Aujourd’hui, cette interface est en cours de commercialisation par la société SciexSeparation (Brea,

USA)'*2. Elle a été mise en application avec succés dans un grand nombre de domaines tel qu’en

143,144,145,146,147 149 150

protéomique , en métabolomique™®, en protéine intacte®*,*® ou en tant que simple

systéme d’infusion®.

3.2. Lesinterfaces CE/MALDI-MS.

Comme nous l'avons vu précédemment, le couplage de la CE avec la MS a source ESI représente
aujourd’hui un outil alternatif de choix aux couplages chromatographiques classiques. Grace a sa
géométrie et a sa relative facilité de mise en application, ce couplage est majoritairement mis en
ceuvre pour les analyses de CE/MS. Cependant, les propriétés intrinseques de I’ESI imposent
I"'utilisation de BGE volatile pour la formation d’un spray mais aussi une présence et une concentration

maitrisées en sels et en détergents pour minimiser les phénoménes de suppression d’ions™>#>31>*,
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En effet, la CE nécessite souvent I'utilisation d’un BGE dont la composition est majoritairement en
phase aqueuse et en présence de sels avec une force ionique pouvant atteindre 1M. De plus, d’autres
modes tels que la CIEF ou la MEKC imposent I'utilisation d’ampholytes ou de détergents rendant trés

complexe voire impossible 'utilisation de I'ESI.

La source MALDI, décrite dans le paragraphe 2.1.3 , apparait comme une alternative importante au
couplage de la CE avec une source ESI-MS. Le couplage CE/MALDI-MS permet en effet d’allier la
rapidité, la haute résolution et la grande efficacité de séparation de la CE avec la sélectivité et la
sensibilité™>>**® du MALDI-MS. De plus, comparé a I'ESI, la source MALDI permet une meilleure
compatibilité avec les conditions de la CE. En effet, la source MALDI est grace a son principe

d’ionisation plus tolérante envers la présence de sels et/ou de détergents®>’*>

. De plus, I'étape de co-
cristallisation de I"échantillon et de la matrice permet une plus grande malléabilité du traitement de
I’échantillon post-séparation. Il est en effet possible d’effectuer des opérations de lavages sur cibles
permettant d'éliminer au maximum les sels ou de procéder a des réactions sur cible®™*®,
Evidemment, ce couplage n’est pas exempt de limitations. Concernant la CE, la limitation majeure est
la méme que celle du couplage CE/ESI-MS, a savoir le maintien du courant. En effet, toute chute de
courant implique des phénomenes de diffusion de I'échantillon a I'intérieur du capillaire provoquant
une baisse de I'efficacité et de la résolution de la séparation. Les principes physiques des interfaces
CE/MALDI-MS sont en grande majorité identiques aux interfaces CE/ESI-MS, c’est-a-dire basées sur

I'utilisation de liquide additionnel, de jonction liquide ou de [I'utilisation de capillaires rendus

conducteurs.

Concernant la source MALDI, la limitation est propre au principe méme du MALDI. En effet, lors de
I’étape de désorption/ionisation, l'irradiation laser est réalisée sur un dépét solide d’un mélange de
matrice et d’échantillon ce qui empéche théoriquement tout couplage avec une méthode séparative
en veine liquide. Cette limitation a imposé de lourds développements instrumentaux et a conduit au
développement de deux types de couplage distincts : le couplage direct, avec un dépot a l'intérieur de
la source suivie d’'une étape de cristallisation intégrée et le couplage indirect, avec une étape de dépot

sur cible hors de la source et une étape de passage manuel ou automatisé de la cible dans la source.

Pour décrire les différentes configurations de couplage CE/MALDI-MS nous avons décidé de décrire,

tout d’abord, les premieres interfaces CE pour la collection de fractions. En effet, ces interfaces ont les
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mémes problématiques pour le maintien de la séparation électrophorétique lors des processus de
collectes. C’'est la raison pour laquelle, elles sont considérées comme les prémices des couplages

CE/MALDI-MS.

3.2.1. Collecte de fractions.

En 1992, Castoro et al. ont publié les premiers résultats issus d’un couplage CE/MALDI-MS™®* et
référent dans leur article, des premiers couplages direct et indirect’®**®® dans les présentations en

1991 a la 39°™ ASMS par Williams et al. et Lacey et al.

Cependant, bien avant les couplages avec la source MALDI, des équipes de chercheurs ont tout
d'abord étudié la possibilité de récupérer les analytes au fur et mesure de la séparation
électrophorétique. En comparaison avec la chromatographie liquide, la collection de fraction en CE
doit pouvoir se faire en conservant au maximum la haute résolution de la séparation

électrophorétique.

En effet, I'action de collection de fraction doit se faire avec des procédés pouvant récolter les
échantillons a des temps définis tout en conservant le champ électrique indispensable a
I'électrophorése. La méthode la plus "simple", impliquant un minimum de développements
instrumentaux, est de procéder a la séparation électrophorétique a l'intérieur de vials remplis de BGE

164

et reliés a I'électrode™". C’'est I'étape préliminaire au développement du couplage CE/MALDI-MS.

En 1988, Rose et al. ont mis au point un systéme automatisé permettant de récupérer les analytes en
sortie de capillaire en vue de la caractérisation de l'activité biologique de I'a-chymotrypsine. Ce
systeme consiste en un montage proposant un réservoir principal et dix réservoirs supplémentaires

(figure 23.)
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Figure 23. Reproduction du schéma du systeme de collecte de fractions de la
publication de Rose 1988164,

Tous les réservoirs sont équipés d'une électrode de platine reliée entre elles et permettant d’amener
le courant. Pendant la majorité du temps de séparation, la sortie du capillaire reste au repos dans le
réservoir principal. Pour la collecte de fraction, des moteurs pilotés par informatique déplacent la
sortie du capillaire de réservoir en réservoir. L'équipe a effectué plusieurs séparations sans collecte de
fraction pour "calibrer" les temps de séparation afin de programmer les temps de "sortie" des
échantillons. L’analyse par HPLC des différentes collectes montreront la présence des analytes
uniguement dans les récipients prévus. Ce type de procédé de collecte se décline dans différentes

versions et sera utilisé notamment pour la réalisation de séparation préparative®”.

Un peu plus tard, en 1990, Xiaohua Huang et al. ont mis au point un procédé utilisant un capillaire
percé afin de pouvoir relié I'intérieur du capillaire 3 I'électrode’®® tout en gardant la sortie du capillaire
libre. Le systéme est constitué d'un capillaire préalablement percé a I'aide d’un laser CO, permettant
de traverser la silice. L'orifice est ensuite rebouché par de la silice en poudre. Le bouchon de silice
étant poreux, le contact électrique peut se faire entre le milieu intra-capillaire et une enceinte remplie

de tampon entourant le capillaire (figure 24).
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Figure 24. Reproduction du schéma du systeme de collecte de fractions de la
publication de Huang 1990166,

Néanmoins, la gaine de polyamide, proche de l'orifice, est retirée rendant le systéeme fragile et
imposant au capillaire de rester fixe. Malgré cette limitation, I'analyse des collections de fraction
montre la présence des analytes dans les fractions prévues et sans contamination. L'équipe a estimé

gue 90% des échantillons pouvait étre collectés.

En 1991, Guzman et al. ont utilisé un systéme de collecte de fraction comparable pour la collection
semi-préparative d'anticorps monoclonaux*®’. La particularité de leur systéme consiste a Iutilisation
de 1 a 6 capillaires (figure 25) en paralléle pour augmenter la sensibilité ainsi que la concentration par
collecte (pg/ml). La sortie des capillaires débouchent ensemble dans un collecteur permettant

d’amener la totalité des analytes vers l'interface de collecte.
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Figure 25. Reproduction du schéma du systeme de collecte de fractions de la
publication de Guzman 1990167,

L'année suivante va voir l'utilisation de la CE comme solution de séparation préparative avec le
développement d’une succession de systeme de collecte de fraction (Fig 26.) En 1992, Albin et al. ont
mis au point un systéme de collecte de fractions utilisant un injecteur automatique. En mode
collection, des vials contenant des inserts remplis de BGE sont utilisés. Le systéme a été évalué sur
différents mélanges de peptides et de protéines entiéeres. L’étude a montré la robustesse du systeme
ainsi que sa capacité a réaliser des étapes d’enrichissement de I’échantillon afin d'améliorer les taux de

recouvre mentlss.
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Figure 26. Reproduction du schéma du systéeme de collecte de fractions de la
publication de Albin 1992168
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Un autre développement consiste a faire évoluer la nature du support de collecte. En effet, en 1992,

Cheng utilise un systéme de disque tournant permettant de collecter I'effluant sur une membrane de

polyfluorure de vinylidéne (PVDF)® (figure 27.) Le dépét continu sur disque tournant sera repris par

plusieurs équipes scientifiques en y adaptant des membranes différentes

169,170,171 ,172

Figure 27. Reproduction du schéma du systeme de collecte de fractions de la
publication de Cheng 1992169,

En 1995, Muller et al. ont mis au point un systéme de collecte de fraction permettant de récupérer les

analytes séparés dans un systéme de capillaire "réservoir" tournant'’>. Le systéme embarque jusqu'a

(PCR).

60 capillaires en verre (figure 28.) Ce systéme a permis de fractionner et de collecter des fragments
d’ADN qui ont été analysés ensuite en biologie moléculaire par réaction en chaine par polymérase
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Figure 28. Reproduction du schéma du systeme de collecte de fractions de la
publication de Muller 1995173,

L’apparition du couplage CE/MALDI-MS est une conséquence directe a I’évolution de ces systemes de
collections de fractions. En effet, le besoin croissant en science analytique de simplification de
mélanges complexes et la recherche ininterrompue de détecteur toujours plus sensible a impliqué le

développement du couplage de la CE avec la MS notamment a source MALDI.

3.2.2. Les couplages CE/MALDI-MS.

Comme nous I'avons vu en introduction, le cahier des charges de couplage CE/MALDI-MS impose deux
grands principes : le maintien du courant lors de la séparation électrophorétique et le dépo6t en phase

solide de I’échantillon avant l'irradiation laser.

Concernant le maintien du courant, la quasi-totalité des interfaces reprend les principes physiques du
couplage de la CE avec une source ESI, a savoir I'utilisation d’un liquide additionnel coaxial, la jonction
liquide ou I'utilisation d’un capillaire conducteur. En ce qui concerne la réalisation de dép6t solide, cet
impératif a conduit au développement de deux types de couplage distincts : le couplage direct avec un
dépot a I'intérieur de la source suivi d’'une étape de cristallisation intégrée et le couplage indirect avec
une étape de dépbt sur cible hors de la source et une étape de passage manuelle ou automatisé de la

cible dans la source.
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3.2.2.1. Les interfaces CE/MALDI-MS directes.

Le principal obstacle a la réalisation de ce couplage réside dans le fait que la séparation, la collection
de fractions, le mélange avec la matrice et I'analyse MALDI doivent se faire en continu. Ceci implique
des difficultés de réalisation notamment d’ordre instrumental. En effet, la premiére difficulté repose
sur le fait que le couplage direct demande un énorme travail d'ingénierie pour modifier une source

MALDI.

En 1997, le premier systéme a été proposé par Chang et Yeung qui décrivent un systeme permettant

d'amener la sortie du capillaire directement dans la source MALDI*"*.
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Figure 29. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS directe de la
publication de Chang1997174,

En effet, I'extrémité du capillaire se place a I'endroit méme du tir laser (figure 29). Afin d'établir le
contact, elle est recouverte de tungsténe formant une fine couche conductrice. Pour transmettre
I'énergie du tir laser aux analytes, un composé (CuCl,) absorbant a la longueur d'onde du laser est
incorporé au BGE. La difficulté du systéme réside sur un compromis entre vitesse d’élution et cadence
de tir laser. Une vitesse trop rapide par rapport au tir laser implique qu’une goutte se forme et géle,
pouvant boucher le systéme. A l'inverse, une vitesse trop lente engendre une perte de sensibilité. Les

essais effectués sur de la sérotonine montre |'efficacité du systéme bien que des adduits de sodium et
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de potassium peuvent apparaitre. Les auteurs estiment que le systeme permet d'analyser des analytes

de masse supérieure a 50 Da sans interférence.

Plus tard d'autres systemes de couplages directs ont été développés par Preisler et al. L’équipe a décrit

un montage constitué d'une roue en quartz rotative'’® (figure 30) placée a I'entrée de la source MALDI.

Figure 30. Reproduction du schéma de ['interface CE/MALDI-MS directe de la
publication de Preisler 1998175,

Cette roue est le support du dép6t a la sortie du capillaire de séparation. Le dispositif se trouvant dans
une enceinte a faible pression (10°Torr), la sortie du capillaire débouche sur une chambre remplie
d'un liquide de jonction relié a I'électrode. Le capillaire d’infusion en regard du capillaire de séparation
permet le dépot analyte/matrice sur la roue. Une fois la séparation et la vitesse de rotation
synchronisée, le mélange analyte/matrice se dépose et la roue tourne. Par la rotation du support, le

dépdt est présenté dans la source (10 torr) en position pour le tir laser.

Ce systeme complexe a demandé un énorme travail d'optimisation. En effet, les compositions en
solvant du liquide de jonction et la vitesse de rotation de la roue conditionnent la qualité du dépét. Le
bon fonctionnement du systéme et la finesse du dép6t a permis de retrouver 11 isoformes sur 12 de

I’angiotensine. En 2000, ce méme systéme subira, de la part de la méme équipe’’®, une optimisation
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avec l'utilisation d'une bande déroulante permettant de s'affranchir de

(figure 31.)
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Figure 31. Reproduction du schéma de linterface
publication de Preisler 200017°.

En 2000, grace aux travaux de Henrik @rsnes (1998)Y7"8 un

CE/MALDI-MS directe de la

systeme utilisant une boule d'acier

comme support de dépot a été couplé a la sortie de la CE}’®. Dans cette technique, les analytes dans le

BGE sont déposés en continu sur la surface de boule (figure 32.)
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Figure 32. Reproduction du schéma de linterface CE/MALDI-MS directe de la
publication de Prsnes 2000179,

Une fois I’échantillon déposé sur la boule, une seringue reliée a un capillaire dépose la matrice en
continu afin d'effectuer un dépdét de goutte séchée. La boule continue a tourner, passe par un joint
téflon et présente le dépot dans la zone de tir laser. Le joint téflon fait séparation entre les deux zones
de vide. Une fois I'étape de MALDI effectuée, I'échantillon ressort de la source et est éliminé par une
seringue délivrant une solution de ringage. Ce ringage permet de réutiliser la position pour une analyse

suivante.

Ce systéme a été évalué sur un mélange de substance P, vasopressine et neurotensine. Il a montré que
la vitesse de rotation de la boule influence la résolution de la séparation. Une vitesse trop rapide

entraine la chute du nombre de plateau théorique (HPT).

Malgré des résultats trés encourageant et mettant en évidence I'apport d’une telle méthode pour les
applications biologiques, les aspects techniques ont été un frein important au développement de ce

couplage. A ce jour, aucun couplage CE/MALDI-MS direct n’a été commercialisé.

3.2.2.2. Les interfaces CE/MALDI-MS indirectes.

Les interfaces CE/MALDI-MS indirectes sont toutes basées sur le principe de réaliser I'analyse en deux
étapes distinctes : I'étape de séparation électrophorétique avec collection de fractions et I'analyse de
I’échantillon par MALDI-MS. Par rapport au couplage direct, les interfaces indirectes apportent

guelques avantages.

Le premier, certainement le plus important pour son développement, est qu’il n'y a pas de
modification de la source MALDI. En effet, seule |'étape de dépdt sur cible a entrainé des
développements instrumentaux. Les instruments commerciaux de MALDI-MS peuvent donc étre

utilisés dans leur configuration « constructeur ».
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Un autre avantage, aussi di au découplage de la séparation et de la détection MALDI-MS, est le fait
gue les parametres d’optimisation de séparation sont plus simples a mettre en place. Le fait de
déposer I'échantillon juste apres la séparation ouvre la possibilité de réaliser un traitement post-
séparation sur cible (lavage, dessalage, dérivation, réaction enzymatique...)*®’. De plus, il est possible

de faire varier le support de dép6t comme par exemple |'utilisation de cible MALDI avec différents

168,181 185

traitements de membrane (matricelgz, silicone™®, paraffine184, silice greffée C187°"...) ou de
plague PCR. De ce fait, il est possible de réaliser soit un dépét direct sur cible pour avoir une analyse
de I’échantillon rapide, soit un enrichissement sur plaque pour pouvoir concentrer des échantillons'®.
Enfin, ce type d’interface permet aussi de conserver et de ré-analyser des échantillons. C'est une

méthode non destructrice.

D’un point de vue pratique, le principe des interfaces indirectes est basé sur le méme procédé que les
systemes a collecte de fractions. La collecte s'effectue directement a la sortie du capillaire de
séparation. L'expérimentateur déclenche la collecte de maniére hydrodynamique (avec pression) ou

électrocinétique (sans pression) a la détection du pic ou de la zone d'intérét.

Cependant, tout comme l'interface directe, la limitation importante au bon fonctionnement de ce type
d’interface est le maintien du courant de la séparation électrophorétique. Dans le cas des interfaces
indirectes, les solutions proposées reprennent la géométrie des interfaces décrites pour les CE/ESI-MS.
En effet, la nécessité de garder un contact électrique tout au long de la séparation malgré la collecte

187
=, 1

de fraction impose l'utilisation de procédés tels que les interfaces a liquide additionne es

interfaces a liquide de jonction ou la mise en place de capillaire métallisé'®.

Le premier type d’interface développé est I'interface a liquide additionnel. Ce type d'interface utilisé

en couplage CE/MALDI-MS présente deux avantages.

Le premier est de conserver un champ électrique aux extrémités du capillaire que ce soit par
I'intermédiaire d'un réservoir ou par le remplissage d'un tube coaxial. Le second avantage est de créer
une goutte a la sortie du capillaire dans laquelle diffusera I'analyte lors de la collecte. Dans la majorité
des cas, le liquide additionnel est composé de BGE. Cependant, VanVeelen et al. ont montré qu’il était
. . , - . 189,190 . . . oy 191 ..
aussi possible d’ajouter la matrice directement dans le liquide additionnel™™". Cette addition
permet de mélanger la fraction de I’échantillon directement avec la matrice afin de réaliser un dépot

goutte séchée. Cependant, a cause des propriétés chimiques de la matrice (pH acide, conductivité...),
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son ajout directement dans le BGE peut modifier le profil électrophorétique, voire détériorer

complétement la séparation™®?.

Une autre limitation au caractére indirecte de l'interface est basée sur le contrdle de la séparation
électrophorétique dans I'étape de collecte par un deuxieme systéme de détection. En effet, le fait de
découpler I'étape de séparation et I'étape de détection MALDI-MS impose une double détection pour
contréler a la fois I’étape de collecte et la MS. Ainsi I’expérimentateur de connait I'origine du probleme
dans le cas d’une analyse défectueuse. La totalité des interfaces développées avec une double

détection ont été avec un détecteur UV externe™>***

. Ceci ajoute une instrumentation supplémentaire
et de ce fait limite toute automatisation. Cependant, il est a noter que, di a leur caractere
« homemade », la grande majorité des interfaces développées a ce jour n’utilisent pas de double

détection.

A fur et a mesure du développement des couplages indirects, trois grandes catégories de couplages
indirects se distinguent. Ces catégories different du monde de la connexion électrique mais surtout par

la présence ou non d’un flux de liquide additionnel.

3.2.2.2.1. Couplage CE/MALDI-MS indirect avec interface a débit de liquide
additionnel.

En 2001, Johnson propose I'utilisation d’un systéme robotisé commercial, Probot (Dionex, BAI) destiné
a la collection de fractions en LC/MALDI-MS. L’équipe modifie le robot en intégrant une interface
coaxiale en lieu et place du systeme de dépot classique. Cette interface consiste a faire passer la sortie
du capillaire de séparation dans une aiguille métallique. Cette aiguille métallique joue ainsi le rdle

d’électrode’®

. Un systeme de distribution de liquide additionnel permet de distribuer I'électrolyte
support et ainsi de conserver la jonction électrique avec le capillaire. Enfin, le support de dép6t est
piloté permettant un déplacement sur trois axes. Ainsi I'aiguille reste fixe et le support vient se
positionner afin de « récolter » les fractions. Le systeme ne prévoyant pas de distribution de matrice,
I’expérimentateur doit recouvrir préalablement la cible MALDI avec la matrice ce qui ne permet pas la

réalisation du dépot goutte séchée.
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Figure 33. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication de Johnson 2001193,

Johnson et al. integrent une détection UV externe afin de contrdler la séparation électrophorétique
pendant la collection de fraction. L'utilisation d’un robot commercial et de son logiciel permet
I"automatisation tout au long du processus de séparation et de dép6t. Cependant la détection UV n’est
pas intégrée dans I'automatisation. L'absence de contamination d’une fraction a I'autre est évaluée en
comparant I'analyse MALDI de spots consécutifs correspondant a un pic sur I'électrophérogramme UV.
L’équipe détermine que l'intensité du signal varie en méme temps que la définition du pic et que le
signal disparait sur les spots suivants. De plus, ce couplage permet de détecter des concentrations de
I'ordre du femtomole de mélange de peptides. Enfin, le couplage décrit par Johnson et al. a montré
son intérét sur un mélange de peptides complexes en permettant une réelle augmentation de

peptides détectés par rapport a un dépot direct.

Plus tard, en 2009, Helmja et al. reprennent la philosophie de l'interface coaxiale™®

a liquide
additionnel. La collection de fractions s’effectue dans une succession de vials (figure 34.). Le débit du
liguide additionnel permet d’effectuer une goutte au bout de I'extrémité du capillaire. Lorsque la

goutte devient suffisamment volumineuse (12-18 ul), la tension de surface n’est plus suffisante pour
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permettre a la goutte (BGE/analyte) d’adhérer a I'aiguille. Ainsi, la goutte tombe dans le vial en

passant devant un détecteur a LED.
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Figure 34. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication de Helmja 200919¢,

La détection de la goutte indique au systéme de déplacer le support de collecte au vial suivant. Le
volume et le temps de fractionnement dépendent directement du diamétre externe du capillaire. Ce

systéme est avant tout utilisé comme un systeme automatisé sans intervention de la part de
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I'opérateur. Le systeme a été évalué sur un mélange de protéines standards et montre une absence de
contaminations d’un vial a I'autre. De plus, la particularité de la collection de fraction en vial donne la
possibilité a I'opérateur de "retravailler " ou d’analyser les fractions sur différents systemes (ESI-TOF-

MS, ICP-MS).

Plus étonnant, Vannatta and al. en 2009, recyclent un systeme de distribution par valve d'une
imprimante jet d'encre™’. Grace a lutilisation d’une valve alimentée par hélium, le systéme
automatisé permet de mélanger et d’insuffler le mélange matrice/effluent directement sur plaque

MALDI.

o

R

X

Figure 35. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication de Vannatta 2009197,

L’équipe valide le systéme en séparant un mélange de protéines standards et évalue I'efficacité de la

séparation a 40 000 HPT et d’une sensibilité de I'ordre 500 atomoles.
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3.2.2.2.2. Couplage CE/MALDI-MS indirect avec interface sans liquide additionnel.

Les systémes sans liquide additionnel dit « sheathless » présentent I'avantage d'avoir une meilleure
sensibilité. Néanmoins, la difficulté de conserver le courant électrophorétique durant les différentes
phases de la collecte de fraction peut étre un frein a leur développement. C'est dans |'optique
d'améliorer la sensibilité en ne diluant pas I'analyte fractionné que les interfaces ont été mises au

point.

Le premier couplage apparait en 1996. Zhang et al. proposent un systéme de dép6t continu (figure 36)
sur une membrane de cellulose recouverte de matrice. La plaque et le support de plaque sont reliés a

I'électrode’®?

. La continuité du champ électrique nécessaire a la séparation électrophorétique peut se
réaliser grace au contact de la sortie du capillaire et de la cellulose. En effet, un angle de 60° entre le
capillaire et la plague assure le contact et le dépdt. Ce systéme a été évalué sur un mélange de

protéines standards et d’un digestat d’apomyoglobine de cheval.

De plus, ce couplage en dépdbt continu est dépourvu de détection UV supplémentaire. L'optimisation
du systéme concerne majoritairement les étapes de dépot et d’analyses MALDI. Néanmoins, la

détection UV est effectuée sur un systéme classique afin d’établir les parameétres de séparations.
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Figure 36. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication de Zhang 1996182
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Grace au dépot continu, les analytes séparés sont déposés en totalité sur le support. Ainsi, les

parameétres de résolution et d’efficacité sont établis par la séquence de tir laser tout au long du dépot.

Enfin, I’évaluation a montré que ce couplage a dépot continu préserve la résolution et I'efficacité de la
séparation électrophorétique (70 000 HPT) et permet de détecter des concentrations d’analytes de

I'ordre de I'atomole.

Plus tard, Ojima et al. en 2001 proposent un systeme basé sur un électrocouplage par goutte de BGE
(figure 37.) Afin d’établir une connexion électrique avec la sortie du capillaire, la plaque MALDI est
reliée a la masse, jouant ainsi le réle d’électrode. Afin de compenser le faible débit d’électrolyte
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support sortant du capillaire, I'opérateur dépose préalablement une goutte de BGE (1uL)". De plus, la

séparation électrophorétique est suivie par un détecteur UV additionnel pendant le processus de
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Figure 37. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication d’Ojima 2001178,

Ce systeme a été testé sur une séparation de lysozyme et de myoglobine intactes. La digestion
enzymatique des protéines est effectuée aprés séparation et dépot sur la plaque MALDI. Les résultats
ont montré une stabilité du systéeme et une absence de contamination et ceci malgré I'interruption du

champ électrique a chaque changement de position de dépot.

En 2002, une évolution du couplage indirect a dépdt continu est proposée par Rejtar et al. (figure 38.)
Le couplage est équipé d’une interface permettant de procéder a un dépot continu sur un support

tournant'®. La jonction liquide permet directement de mélanger I'effluant du capillaire de séparation
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avec la matrice. Le mélange est ensuite déposé grace au capillaire « de transfert » sur une plaque

MALDI placée dans une enceinte sous vide.
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Figure 38. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication de Rejtar 2002197,

L'équipe a validé le dispositif sur la séparation électrophorétique d’un digestat d’albumine bovine et
montre une conservation de la résolution et I'efficacité (100 000 HPT). La comparaison avec un dépot
goutte séchée sur un mélange d’angiotensine montre une amélioration significative du rapport signal
sur bruit (S/N). Cette différence est expliquée par la faible pression dans la chambre de dépot

permettant une évaporation homogéne du mélange analyte/BGE/Matrice.

Enfin I’équipe a optimisé la vitesse de dépot et la cadence du tir laser lors de I’analyse MALDI afin de
définir qu’'un nombre de 10 tirs laser par seconde tout au long du dépo6t permet de « reconstruire » la

séparation électrophorétique.

Plus tard, en 2004 Wei et al. présentent un systeme mélant le principe de I'électronébulisation avec

200

collecte de fractions sur plague MALDI“". Ce systeme consiste a appliquer une tension entre la plaque

MALDI et I'extrémité du capillaire. Ainsi, comme pour I'ESI, la présence d’une différence de potentiel
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entre I'extrémité du capillaire et la plague MALDI engendre I'apparition d’un céne de Taylor sur la
goutte de BGE. La nébulisation du mélange BGE/analytes s'effectue. Le spray dépose le mélange
BGE/analyte sur la cible MALDI. L'optimisation des dépots consiste a maitriser le spray en variant la
distance capillaire/plaque (100 - 500 um) et la différence de potentiel pour I'électronébulisation (1.0 et

1.4 kV).
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Figure 39. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication de Wei 2004299,

L'équipe a testé ce couplage sur une gamme de concentration de bradykinine et sur un mélange de
peptides. Les analyses MALDI ont montré une bonne robustesse du systeme et un tres bon rapport
S/N par rapport au dépét classique. Enfin, la sensibilité du systéme a permis de détecter des

concentrations de neuropeptides de I'ordre de I'atomole.

En 2009, Busnel et al. ont proposé un systéme permettant de s'affranchir de liquide de jonction a
I'instar de I'électrocouplage®. Le procédé, appelé iontophorétique, consiste a peindre I'extrémité du

capillaire avec une peinture argentée conductrice (figure 40.) L'extrémité argentée du capillaire est
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reliée a la masse permettant de conserver le courant de séparation fraction apres fraction. La
collection de fractions s'effectue dans des gouttes de BGE ou de matrice préalablement déposées sur
une plague MALDI mobile permettant la séparation électrophorétique ininterrompue fraction apres
fraction. Busnel et al. ont compensé la dilution des analytes dans chaque fraction par I'utilisation d’une

plague MALDI préstructurée permettant de déposer I’échantillon.
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Figure 40. Reproduction du schéma de l'interface CE/MALDI-MS indirecte de la
publication de Busnel 2009201,

Le couplage a été testé sur la séparation d'un digestat tryptique de 8 protéines modeles. Les résultats
montrent une augmentation significative de la couverture de séquence de chaque protéine par

rapport au dép6t direct.

3.3. Applications CE/MALDI-MS.

L’électrophorese capillaire permet de séparer des composés chargés ou tres polaires, voire neutre. La
séparation  électrocinétique  apporte une solution complémentaire aux techniques
chromatographiques liquides. Les phénomeénes séparatifs mis en ceuvre permettent de séparer des
composés ou des mélanges complexes avec une trés grande efficacité et une faible consommation
d’échantillon. Le couplage CE/MALDI-MS allie les avantages de I'électrophorése capillaire a la

sensibilité, la précision et la robustesse de la source MALDI-MS. En effet, la meilleure tolérance aux
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sels et aux détergeants autorise |'utilisation de BGE électrophorétique complexe. Un intérét majeur a
donc été porté sur I'utilisation du couplage CE/MALDI-MS pour I'analyse et la caractérisation de divers

composés.

Bénéficiant des avantages apportés par les interfaces mises au point pour les couplages CE/ESI-MS, un
grand nombre de systémes de couplages ont vu le jour et ceci en fonction des nécessités de séparation

et des moyens techniques a disposition.

Un grand nombre d’applications ont été recensées dans différentes revues, montrant l'intérét

grandissant pour le couplage CE/MALDI-MS192’202’203’204’205’206’207 .

. On peut remarquer qu’une
majorité de publications concerne le développement et I'évaluation des différents couplages et
interfaces. Ces couplages nécessitent un important travail d’ingénierie afin de modifier la source (le
couplage direct) ou l'interface de dépot (couplage indirect). De ce fait, la plupart des travaux sont
réalisés sur des mélanges de protéines modeéles ou de digestat de protéines standards (albumine,
cytochrome, lysosyme etc...). Dans la totalité des cas, les résultats obtenus permettent de valider les
choix des équipes sur I'optimisation des couplages. Une fois le systeme optimisé, les couplages sont
utilisés pour I'étude et la caractérisation de différents types de composés, dont les biomolécules, les
polyméres ou dans une moindre mesure les petites molécules. En effet, la source MALDI est
particulierement adaptée pour les composés/édifices de haut poids moléculaire. C'est la raison pour
laguelle la majorité des études sont réalisées sur des composés/édifices de poids moléculaire
comparable aux protéines comme les polysaccharides, des polymeéres voire des cellules entieres

comme les bactéries.

Cependant, quelques publications font référence a I’étude de petites molécules. L'étude des molécules
de tres faible poids moléculaire est difficile du fait de la présence de la matrice, dont les clusters
conjointement ionisés avec les analytes apparaissent sur le spectre de masse. Le pic de matrice altére
les spectres des analytes rendant leur détection difficile (suppression d’ions). Enfin, la haute résolution
de I'électrophorese capillaire permet I'analyse d’échantillons trés complexes (fluides organiques)

autorisant des études de criblage dans des études biomédicales.

Une liste correspondant a ce jour a la totalité des applications obtenues a l'aide du couplage
CE/MALDI-MS est reportée et rangée par domaine d’applications dans le tableau 3. Dans ce tableau,
nous avons notifié le type de méthode de séparation utilisée (CZE, CIEF...), le type de couplage (direct

ou indirect), la présence ou non de détection UV et la nature de I’échantillon. Les renseignements non
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fournis sont marqués (N/A). Comme nous I'avons dit précédemment, on peut noter que la grande

majorité des applications (>85%) sont dans les domaines de la protéine entiere et de la protéomique.

Domaine Couplage Séparation uv Analytes Année Publication
Bio-ingénierie  Indirect CZE Oui Poly(amido amine) 2012 2t
(PAMAM) dendrimeres
Biomédicales  Indirect CZE Non Urines 2004 22
Biomédicales  Indirect CIEF Oui Blood sample 2005 213
Cellules Indirect CIEF Oui bactéries 2013 21
Cellules Indirect CZE Oui bactéries 2013 213
CIEF
Cellules Indirect CIEF Oui BacteriesDickeyaSolani 2013 216
Petites Indirect MEKC N/A polyoxyl 35 castor oil 2002 247
Molécules
Petites Indirect CZE Oui fluorosurfactant 2005 218
Molécules FC134
Petites Indirect CZE Non syntheticdifuroquinonederi 2007 219
Molécules vative
Acide
diaminoacetylmannuroniq
uedisaccharide modifié
Petites Indirect CZE Oui  Vérapamil et Angiotensine 2009 220
Molécules L
Polyméres Indirect CZE Non ethoxylatespolyethylénegly 1998 22
col
Polysaccharid  Indirect CZE Oui Oligosaccharides 1997 222
es
Polysaccharid  Indirect CZE Oui Mannooligosaccharide 2001 223
es
Polysaccharid  Indirect CZE Oui oligosaccharides 2003 224
es
Protéines, Indirect CZE Oui Anticorps monoclonaux 1991 167
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de protéines 1992 172
peptides Standards
Digestat de subtilisine
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de protéines 1992 tet
peptides Standards
Protéines, Indirect CZE Oui Endorphines. 1993 187
peptides
Protéines, Indirect N/A Non Peptides de Neurones de 1994 189
peptides Lymnaeastagnalis
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de peptides 1994 223
peptides standards
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Domaine Couplage Séparation UV Analytes Année Publication
Mélande de protéines
standards
Protéines, Indirect CZE Oui Dynorphine 1994 170
peptides substance P
leucine enkephalin-lysine
Protéines, Indirect CIEF Oui Mélange de protéines 1995 4
peptides standards
Variant de I'hémoglobine
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de protéines 1995 226
peptides standards
digestat de protéines
standards
Protéines, Indirect CZE Oui Neurotensine 1996 182
peptides Mélange de protéines
standards
digestattryptiqueapomyogl
obine
Protéines, Indirect CZE Oui enzyme 1996 227
peptides superoxidedismutase PEG
modifié
Protéines, Indirect CZE Oui Hormone de croissance 1996 228
peptides recombiante
Activateur tissulaire du
plasminogene
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de peptides 1996 229
peptides standards
Protéines, Direct CZE Non sérotonine 1997 174
peptides tryptamine
Protéines, Indirect CZE Non Glycoprotéines 1997 230
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui Phosphopeptides 1997 231
peptides
Protéines, Indirect MEKC Oui Methionineencéphaline 1997 232
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui digestat d'anticorps 1997 233
peptides monoclonaux
Glycopeptides
Protéines, Indirect CZE Oui Bradykinine 1997 234
peptides
Protéines, Indirect CZE N/A  PEG-Superoxidedismutase 1997 233
peptides
Protéines, Direct CZE Oui Isoforme d’angiotensine 1998 17
peptides Insuline
Heptapeptide
Protéines, Indirect CZE Non Peptide E 1999 236
peptides Mélange de peptides
standards
Protéines, Indirect CZE Oui Glycoprotéines 1999 237
peptides
Protéines, Direct CZE Non Mélange de peptides 2000 176
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Domaine Couplage Séparation uv Analytes Année Publication
peptides
Protéines, Indirect CZE Non atrial gland homogenate 2000 188
peptides d’Aplysia californica
Protéines, Indirect CZE Non digestat de protéines 2000 238
peptides standards
Protéines, Indirect CZECIEF Oui Mélange de protéines 2000 239
peptides standards
Protéines, Indirect MEKC Oui Mélange de peptides 2000 240
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Non digestat de sac cellulaire 2001 241
peptides dAplysiacalifornica(
Protéines, Indirect CZE Non Mélange de protéines 2001 198
peptides standards
Mélange de peptides

standards

Alcaloids
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de protéines 2001 242
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Oui Digestattryptique de 2001 243
peptides fragment modifié au PEG

decalcitonines
Protéines, Indirect CZE Oui digestat de protéines 2001 193
peptides standards
digestat de 7 protéines
d'un cerveau feetal humain

Protéines, Indirect CZE N/A protéinases de krill de 2002 244
peptides I’antarctique
Protéines, Indirect CZE N/A Peptides 2002 243
peptides
Protéines, Indirect CZE Non Isoformes d’Angiotensine 2002 199
peptides
Protéines, Direct CAE Non Angiotensine 2002 246
peptides Peptides
Protéines, Indirect CZE Non Neuroned’A. Californica 2002 247
peptides
Protéines, Indirect CIEF Oui Mélange de protéines 2002 28
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Oui Microsphére 2003 249
peptides
Protéines, Indirect CZE N/A PEGylated peptide 2003 220
peptides
Protéines, Indirect CZE N/A Mélange de peptides 2004 >t
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Non Dialysat 2004 232
peptides
Protéines, Indirect CZE Non Polypeptides 2004 253
peptides
Protéines, Indirect CZE Non  Digestat de cytochrome C 2004 234
peptides Digestat de protéome de
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Domaine Couplage Séparation UV Analytes Année Publication
foie de rat
Protéines, Indirect N/A Non Mélange de peptides 2004 200
peptides standards
neurotensine
Protéines, Indirect CEC Non Digestat de protéines 2004 25
peptides standards
Glycoprotéines
Protéines, Indirect CIEF Non Mélange de protéines 2004 236
peptides standards
Protéines, Direct CZE Oui Vasopressine 2004 27
peptides Substance P
Neurotensine
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de peptides 2004 28
peptides standards
Mélange de protéines
standards
Protéines, Indirect CZE Oui  PEGylationdehormonepara 2004 2>
peptides thyroidienne 1-34
humaine
Protéines, Indirect CZE Oui Digestat de calcitonine de 2004 260
peptides Saumon
Protéines, Indirect MEKC N/A Interferon alpha PEG 2004 261
peptides
Protéines, Indirect CZE Non Immunoglobuline A 2005 262
peptides Profil protéique
Protéines, Indirect CZE Non Phosphopeptides 2005 263
peptides
Protéines, Indirect CZE Non Lysozyme 2005 264
peptides
Protéines, Indirect CZE N/A Erythropoietine 2005 263
peptides Proteine stimulant
I’erythropoiese
Protéines, Indirect CZE Non Profil protéique urinaire 2006 266
peptides
Protéines, Indirect CIEF Non Mélange de protéines 2006 267
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Oui Glycopeptides 2006 190
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui Bacteriorhodopsine 2006 183
peptides
Protéines, Indirect CIEF Oui Mélange de protéines 2006 185
peptides standards
Digestat de protéome de
foie de rat
Protéines, Indirect CZE Oui Digestat de glycoprotéines 2006 268
peptides
Protéines, Indirect CIEF Oui Créatine phosphokinase 2006 269
peptides trypsininhibitor
Protéines, Indirect CZE Oui Cytochrome C 2007 270
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Domaine Couplage Séparation UV Analytes Année Publication
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui  Digestat protéolytique de 2007 7
peptides E. Coli
Digestat de protéines

standards
Protéines, Indirect CZE Oui Lysozyme 2007 272
peptides Cytochrome C
Protéines, Indirect  pH jonction N/A Digestat de protéines 2008 273
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Non Neuropeptides 2008 27
peptides
Protéines, Indirect CIEF Oui Mélange de protéines 2008 273
peptides standards
Protéines, Indirect CIEF Oui Antithrombine 2008 276
peptides Ovalbumine
Protéines, Indirect CZE N/A Digestat de BSA 2008 184
peptides Neuropeptides
Protéines, Indirect CZE Oui Profil protéique 2008 277
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui Profil protéique 2009 278
peptides
Protéines, Indirect CZE Non Mélange de peptides 2009 197
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Non digestat de peptides 2009 20t
peptides Mélange de peptides

standards
Protéines, Indirect CIEF Non Mélange de protéines 2009 279
peptides standards

amyloide p
Protéines, Indirect CIEF Oui Profil protéique 2009 280.
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de protéines 2009 196
peptides standards
Protéines, Indirect CIEF Oui Mélande de protéines 2009 193
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Non Mélange de protéines 2010 281
peptides standards

Digestat de protéines

standards
Protéines, Indirect CIEF Oui Mélange de protéines 2010 194
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Oui Neuropeptides 2010 282
peptides
Protéines, Indirect CZE Oui Digestat de BSA 2010 283
peptides
Protéines, Indirect CZE Non Digestat de protéines 2011 284
peptides standards
Protéines, Indirect CZE Oui Neuropeptides 2011 28
peptides
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Domaine Couplage Séparation UV Analytes Année Publication

Protéines, Indirect CZE Oui Mélange de protéines 2011 286
peptides standards

Protéines, Indirect CIEF Oui Glycoprotéines 2011 287
peptides

Protéines, Indirect CZE Non Neuropeptides 2012 288
peptides

Protéines, Indirect t-ITP Non Protéines du Lait 2012 289
peptides

Protéines, Indirect CZE Oui Metallothionein 2014 290
peptides

4. Analyse protéomique par spectrométrie de masse.

4.1. Introduction.

Le terme de protéome définit 'ensemble des protéines exprimées dans une cellule, un compartiment
de cellule (membrane par exemple), tissu, organe, ou fluide a un instant donné et dans des conditions
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données. Ce terme fut introduit par P. Kahn en 1995°". Le concept d’analyse protéomique définit

d’une maniére large I'étude d’un protéome aussi bien d’un point de vue qualitatif que quantitatif.

Différentes avancées technologiques ont permis le développement de stratégies d’analyse
protéomique. Particulierement, la spectrométrie de masse a considérablement améliorér la qualité
des informations générées en analyse protéomique jusqu’a devenir une méthode de référence. Les
évolutions techniques des spectrometres de masse mais également I’évolution des méthodes de
préparation d’échantillons ont permis également de diversifier les stratégies d’identification des

protéines mise en ceuvre en analyse protéomique.

- L'analyse protéomique dite « Bottom Up » est historiquement la stratégie d’identification et de
caractérisation de protéines a ce jour la plus largement utilisée. Elle consiste a soumettre une
digestion protéolytique aux protéines puis d’identifier les peptides formés par spectrométrie
de masse. La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est utilisée pour I'identification des
peptides. Un liste de masses correspondant aux peptides est générée puis comparée a une
base de données qui aidera a la reconstruction de la séquence protéique pour l'identification

de la protéine initiale®**.
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- L'analyse protéomique dite « Top Down » n’est apparue que trés récemment dans les
laboratoires de recherche. Dans ce type de stratégie, les protéines sont caractérisées par
I'intermédiaire de leur masse totale et des fragments générés par la protéine intacte. Le
traitement préalable de I’échantillon est volontairement minimisé. Ces dix dernieres années,
cette stratégie a favorisé le développement d’un grand nombre de systemes permettent de
réaliser du Top Down suivant la nature du couple source d’ionisation/analyseur du
spectrometre de masse. Les ions moléculaires issus de la protéine intacte sont obtenus grace a
une source d’ionisation douce MALDI ou électrospray (ESI). Ils sont fragmentés soit par capture
d’électrons (ECD) ou transfert d’électrons (ETD), par dissociation induite par collision (CID), par
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absorption de multiples photons infrarouges (IRMPD)“*, par dissociation induite par laser (LID),

ou une dissociation directe dans la source (ISD)***%°.
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Figure 41. Représentation schématique des différentes stratégies utilisées en analyse
protéomique. Extrait de la publication de Scherperel et al?%,

Le paragraphe suivant décrit essentiellement I'interprétation de données issues d’analyse
protéomique Top Down par fragmentation ISD. En effet, ce type de stratégie a été principalement

utilisé dans le cadre de mes travaux de these.
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4.2. Stratégie Top Down par fragmentation « Ion Source Decay (ISD)».

Entre 1995 et 1996, R.S Brown?*?® dans ses travaux décrit un phénomene différent de la
fragmentation « post source decay (PSD) » en provoquant une fragmentation dans la source : c’est la
fragmentation ISD. En effet, la fragmentation ISD se produit aprés I'étape de désorption/ionisation
(<100 ns)**>*% lorsqu’une forte puissance laser est appliquée sur le mélange matrice/analytes. Ainsi
I’énergie du laser est transférée, augmentant I'énergie interne du mélange. Grace a l'utilisation d’une

301,302 I’'augmentation

matrice redistribuant brusquement I'énergie du laser dite matrice « chaude »
trés rapide d’énergie provoque I'augmentation des collisions entre les ions (matrice/analytes). Ces
collisions augmentent la probabilité de fragmentation des analytes. La
désorption/ionisation/fragmentation se produit dans un laps de temps bien inférieur au délai
d’extraction du TOF (<300ns)*®. Une fois les fragments formés, ils sont accélérés et injectés dans la

zone libre de champs du TOF.

4.2.1. Lafragmentation.

304

Il faut savoir que divers parameétres influent sur la qualité de la fragmentation ISD™". Ainsi, le choix de

305,306,307

la matrice, de la puissance (ou fluence) laser ou la structure de la protéine agissent sur la

qualité et la quantité de fragments formés.

4.2.2. Lafluence ou puissance laser.

Le laser est le parametre permettant d’apporter I'afflux énergétique pour la désorption. La fluence est
définie comme un afflux de photon par unité de temps. Ainsi, plus la puissance du laser augmente,
plus le nombre de particules frappant la matrice est élevé. Il a été démontré qu’une puissance de 5 a
20 % au-dessus du seuil d’ionisation des analytes permet un transfert intermoléculaire d’atome
d’hydrogene entre les molécules excitées de la matrice et I'oxygéne du carbonyle d’un

peptid 298,308,309
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4.2.3. La matrice.

Associée au laser, la matrice est sans doute le paramétre le plus critique®” pour la qualité du spectre

311
/

de masse et surtout de la fragmentation®’°. Des études dans Iarticle de Calligari et a ont montré

312

gu'’il existe deux voies de fragmentation ISD”" suivant la matrice utilisée (figure 42) :

- La voie radicalaire®™ : elle consiste en un transfert intramoléculaire d’hydrogéne de la matrice au

carbonyle de la biomolécule. Elle généere majoritairement des ions c, et z,.

- La voie thermique®“ : elle conduit a la collision des analytes entre eux. Elle génére majoritairement

des ions b, et yp.

<+— N-terminus C-terminus —»

) R. ) Ry
Voie ra dicalaire/ \Voie thermique
Rq OH Ra o Ry o R, o
n H H | H
. N N @ N
HaN NH oH ||HN HaN OH
o R o R o Ry o Ry

c-ion z"-ion b-ion y-ion

Figure 42. Illustration des ions produits par les deux voies de fragmentation 1SD31,

Malgré la singularité des deux voies de fragmentation, la formation des quatre types d’ions n’est pas
exclusive aux voies radicalaire et thermique puisqu’une augmentation de la puissance laser peut

conduire a la formation en voie radicalaire de séries d’ions by, yn, an, et Xx.

Pour exemple, la figure 43 présente les étapes d’'une fragmentation de protéines par ISD avec de

I'acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) comme matrice. La formation des ions peut étre décrite en

quatre étapes : I'excitation électronique de la matrice par absorption des photons du laser, le transfert

intermoléculaire d’hydrogéne de la matrice au carbonyle du peptide, la formation d’un peptide
316

radicalaire et le clivage de la liaison NH-CH pour former des séries d’ions c, et (z,+2)™"".
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Figure 43. Illustration de la formation d’ions cn et (zn+2) par fragmentation 1SD317,

4.2.4. La structure de la protéine.

Parallelement aux types de matrice qui influencent la formation des ions*****%, des études ont montré
que l'abondance d’aminoacide basique, comme la lysine, I’arginine ou I'acide glutamique dans la
séquence de la protéine, favorise la fragmentation ISD. Au contraire, a cause de sa nature cyclique, la

proline du coté N-terminal inhibe cette fragmentation®*3*.

4.3. La caractérisation par Top Down.

La fragmentation ISD conduit au clivage du polypeptide, acide aminé par acide aminé. Cette

fragmentation se traduit par une succession de pics sur le spectre de masse (figure 44.)
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Figure 44. Illustration de la stratégie Top Down par ISD sur une séquence
peptidique320,

Ces pics représentent le rapport m/z de la protéine amputée successivement d’un acide aminé. La

différence de masse entre chaque pic correspond a I'acide aminé de la séquence protéique (tableau 4.)
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Résidus code a 3 lettres | code a 1 lettre masse moyvenne (Da)
Glycine Gly G 57,05
Alanine ALA A 71,08
Sérine Ser ) 87.08
Proline Pro P 97.12
Valine Val A% 99,13
Thréonine Thr T 101,10
Cystéine Cys C 103,14
Leucine Leu L 113,16
Isoleucine Ile I 113,16
Asparagine Asn N 114,10
Acide aspartique Asp D 115,09
Glutamine Gln Q 128,13
Lysine Lys K 128,17
Acide glutamique Glu E 129,12
Meéthionine Met M 131,19
Histidine His H 137,16
Phénylalanine Phe F 147,18
Arginine Arg R 156,19
Tyrosine Tyr Y 163,18
Tryptophane Trp w 186,21

Tableau 4. Liste des acides aminés et de leurs masses respectives

Statistiquement, la premiéere fragmentation peut s’opérer partout tout au long de la chaine d’acide
aminé. Ainsi, il existe potentiellement dans la source la méme protéine clivée a chaque acide aminé.
Au fur et mesure du processus ISD, les deux peptides engendrés par la premiéere cassure se cassent a

leur tour et ainsi de suite tout au long de la chaine peptidique.

Lors de I'ISD, on observe surtout une fragmentation commencant par la partie N et C terminale de la

320 En effet, les extrémités de la protéine sont potentiellement plus faciles a casser. Au fur et

protéine
a mesure du processus ISD, chague acide aminé est identifié afin de reconstruire la séquence de la
protéine. Actuellement pour des protéines entiéres, les conditions Top Down par MALDI-MS

permettent d’identifier jusqu'a 70 résidus>?°.
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Lors de ces travaux de theses, nous avons eu la possibilité d’appliquer nos diverses études a la
caractérisation de biomolécules d’intéréts : les anticorps monoclonaux (mabs). C’'est la raison pour

laguelle nous les décrirons succinctement dans le paragraphe suivant.

5. Anticorps monoclonaux

En 1890, Emil Von Behring et Shibasaburo Kitasato ont démontré que l'injection d’'une dose non
mortelle de toxine diphtérique a un animal (généralement des chevaux) pouvait protéger celui-ci
contre une contamination létale ultérieure. De plus, I'immunité peut étre transmise a un autre animal
en injectant un échantillon de sérum provenant d’un animal dont la réponse immunitaire a été

activée®*!

. lls en déduisirent que cette immunité est due a I'action d’une substance présente dans le
sang et responsable de la protection spécifiqguement contre un type d’agent infectieux. Plus tard, des
études sur le sérum ont ensuite permis d’identifier des protéines appartenant aux gammas globulines

du plasma’®*? : les immunoglobulines ou anticorps.

Les anticorps sont exprimés en surface des lymphocytes B matures et mémoires et/ou secrétés par les
plasmocytes. Lors de la réponse immunitaire et la reconnaissance d’agents étrangers ou pathogenes,
ces cellules se différencient et synthétisent diverses classes et sous classes d’anticorps>>> selon une
chronologie précise. Ces différentes classes différent entre elles par leur structure mais aussi par leur

324 Tout d’abord en grande quantité et sous une forme ayant une

fonction et leur lieu de sécrétion
reconnaissance relative vis-a-vis de l'antigene, ils vont acquérir une spécificité tres forte avec la
sélection des cellules immunitaires les plus spécifiques a I'antigéne. Ils engendrent ainsi une forme

d’anticorps ayant une trés forte affinité et spécificité vis-a-vis de I'antigéne.

En effet, un anticorps est spécifique d’un antigéne. Cette spécificité de reconnaissance s’effectue
grace a une petite conformation de I’antigéne appelé épitope. Cet épitope est en concordance exacte
avec un site spécifique situé aux extrémités de I'anticorps : c’est le paratope. Le paratope fait partie de
séquences variables nommées CDR, «région déterminant la complémentarité ». Cette région
synthétisée par un systeme complexe de codage génétique est susceptible de reconnaitre toutes les
configurations antigéniques possibles. Des études ont ainsi montré qu’un individu produit prét de 10
milliards d’anticorps différents, chacun spécifique d’un antigéne unique®>.
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Lorsque I'anticorps est en contact avec son antigéne associé, il se fixe sur celui-ci afin de faciliter

I’élimination de I’agent infectieux.

L'utilisation d’anticorps a des fins thérapeutiques a longtemps été limitée par I'absence de méthodes
de productions efficaces permettant la production d’anticorps spécifiques a grande échelle mais
également la difficulté a identifié un épitope d’intérét. En 1975, Kohler et Milstein décrivirent une
méthode permettant de produire en grande quantité un type spécifique d’anticorps prédéfini par
hybridation cellulaire entre des cellules de rate de souris et des cellules myéloides®? : les hybridomes.
Cette technique ouvrira la voie a la production d’anticorps monoclonaux issue d’une lignée cellulaire

unique ou « clone » et spécifique a un antigéne.

Du fait de la tres haute spécificité de I'anticorps pour I'antigéne, les mabs sont devenus rapidement

327,328

des compléments voire des alternatives aux thérapeutiques classiques et un domaine de

recherche trés actif.

5.1. Structure et caractéristiques des anticorps monoclonaux

Les anticorps sont des glycoprotéines de la catégorie des immunoglobulines (Ig). A I'heure actuelle les
mAbs produits par I'industrie biopharmaceutique sont essentiellement des immunoglobulines G (IgG).
IIs sont composés de deux chaines lourdes (HC) et deux chaines légeres (LC) identiques. Chacune des

chaines composant le mAb peut étre divisée entre deux domaines :

- Une région variable mise en jeu dans la reconnaissance avec |'épitope de I'antigéne : Vy pour la
HC et V|, dans le cas de la LC.
- Une région constante, commune a tous les anticorps, impliquée dans la reconnaissance avec le

systeme immunitaire : Cy pour la HC et C_ dans le cas de la LC.

Les différentes parties variables composant le mAb contiennent des régions hypervariables : ces
régions, également appelées complementaritydeterminingregion (CDR), restreintes et localisées sur la
chaine peptidique sont responsables de la spécificité entre I'épitope et la paratope (figure 45.) Les
différentes chaines sont reliées entre elles par une série de ponts disulfures, ce qui confere a
I"anticorps sa flexibilité et lui donne sa forme en Y caractéristique. Le nombre de pont varie en fonction

de la catégorie d’'lgG. Le domaine variable de I'anticorps F4, ou « Fragment antigen binding » est situé
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sur la partie supérieur de la forme en Y tandis que le domaine constant de I'anticorps F. ou  Fragment

V4
|l

Fab (50 kDa)
Fc (50 kDa)

crystallizable » sur la partie inférieure.

LC (25 kDa) }

HC (50 kDa)

Figure 45. Représentation schématique de la structure d’'un mAb et de ces différentes
régions. Au centre la structure compléete en Y caractéristique des anticorps. Les masses
approximatives des différentes régions sont données a titre indicatif.

L’ensemble du mAb a une masse moléculaire proche de 150 kDa. Comme la majorité du protéome, les
mAbs sont des protéines glycosylées. Bien que jouant un role déterminant dans les propriétés
dynamique et physiologique, les glycosylations ne représentent qu’environ 3% de la masse totale du
mAb. En effet, leur structure et leur composition oligosaccharidique influence de manieére significative
les propriétés pharmacodynamiques, pharmacocinétiques et la réponse thérapeutique en modifiant

I'expression des fonctions effectrices®*

. En effet, les glycosylations influence grandement la réponse
immunitaire et plus précisément I'activité cytotoxique dépendante des anticorps (antibody -
dependentcell - mediated cytotoxicity, ADCC) et l'activité cytotoxique par lintermédiaire du
complément (complement dependent cytotoxicity, CDC)**%**32, De part, leur origine cellulaire et leur
syntheése, les mAbs et plus particulierement leurs glycosylations sont trés variables. Engendrant une
hétérogénéité de motif et d’abondance au sein d’une synthése cellulaire et donc d’un méme « batch »
de production. Ces motifs glycosylés sont généralement de type glycosylations complexes mais

peuvent étre plus simple (mais plus rare) de type mannoside. Parmi les types de glycosylations

d’intérét, les fucosylations sont les plus abondantes mais des formes afucosylées peuvent exister.
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En fonction de la ligné responsable de leur synthése et la technologie de production (murin,

chimérique ou humain), I'identification des mAbs suit une nomenclature précise (figure 46.)

Murine Chimeric
-momab -ximab -zumab
Prefix Targat Antibody Source Suffix Some Examples

Non- Viral -Vir- Pali-vi-zu-mab (humanized antiviral Mab)

tumor | Bacterial -bac- -L- Human

Target | Immune -lim-
Infectious lesions | -les- -0- Murine Ada-lim-u-mab (human Mab against
Antifungal -fung- immune disease target)
Cardiovascular -cifr)- -a- Rat E-fung-u-mab (human antifungal Mab)
Neurologic -nefr)-
Interleukins -kin- -6~ Hamster Bapi-neu-zu-mab (humanized Mab against
Musculoskeletal -mul- neurobiology target)

Variable Bone -08- + Primate -mab Uste-kin-u-mab (human anticytokine Mab)

Toxin as target -foxa- | -xi- Chimeric

Tumor | Colon -col- Den-os-u-mab (human antibone target

target | Melanoma -mel- -zu- | Humanized Mab
Mammary -mar- Ab-ci-xi-mab (chimeric Mab against CV
Testis -got- -axo- | Ratimurine target)
Ovary -gov- hybrid Ore-gov-o-mab (murine Mab for ovarian
Prostate -pr{o}- | -xizu- | Chimeric + cancer)

humanized Adeca-tum-u-mab (human antibody

Mossanaaus - against miscellaneous tumor target)

Figure 46. Nomenclature utilisée pour nommer les mAbs. Extrait de la publication de

Zhigiang 333,
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5.1.1. Utilisation thérapeutique des anticorps monoclonaux

Le premier mAb approuvé en tant que traitement thérapeutique fut muromomab-CD3 en 1986. Celui-
ci fut introduit afin de prévenir les risques de rejet dans les cas de greffes du rein. A I’heure actuelle 43
mAbs sont approuvés en tant que traitements thérapeutiques par les différentes autorités
compétentes mondiale ; la Food & Drug administration (FDA) aux USA et I'European Medicines Agency
(EMA) pour I'UE. Faisant de cette thérapeutique, un domaine de pointe®**, pour preuve actuellement

30 nouveaux mAbs sont en phase 3 d’essais cliniques®*.

Grace a leur trés haute spécificité et efficacité d’action, I'usage des mAbs s’est largement diversifié et
ce, dans des domaines thérapeutiques différents et notamment en oncologie. En effet, leur utilisation
pour le traitement de plusieurs formes de cancer a notamment permis d’augmenter de maniere
significative la probabilité de réussite du traitement. Ainsi, Les mAbs sont utilisés dans le traitement de
diverses formes de tumeurs comme le cancer du sein (Trastuzumab), le cancer colorectal (Cetuximab)
ou cancer de l'estomac (Ramucirumab). Néanmoins, leurs diversités d’actions et leur spécificité
d’action envers un épitope cellulaire précis leur permettent d’étre utilisés dans le traitement d’autres

pathologies :

- Polyarthrite rhumatoide

- Maladies cardio-vasculaire
- Leucémies

- Lymphome non hodgkinien
- Dégénérescence maculaire
- Asthme

- Maladie de Crohn

- Sclérose

- Maladie d’Alzheimer

- Psoriasis

C'est pour toutes ces raisons, que les mAbs sont devenus la classe d’agents thérapeutiques qui
enregistrent actuellement la progression la plus rapide. Leur trés grande efficacité thérapeutique
montre que dés |'entrée en phase clinique I, le taux de réussite final pour leur approbation est de 23

%>>* alors que le taux de réussite globale toutes molécules confondues est de 10,4 %>°.
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5.2. Utilisation de la spectrométrie de masse pour la caractérisation
d’anticorps monoclonaux.

5.2.1. Introduction.

Les anticorps comme toutes protéines traduites du code génétique subissent des modifications a la

337,338 | es anticorps monoclonaux produits dans des systémes cellulaires ne sont

suite de leur synthese
pas exempts des différents modifications. De plus, les différentes étapes nécessaires a la production, a
la synthese et au conditionnement engendrent eux aussi des modifications pouvant altérer les
produits. Ainsi I'accumulation des modifications « naturelles » et/ou « de production » engendrent
une hétérogénéité des anticorps dans le produit final**’. De ce fait, la caractérisation précise du
produit permet le contréle qualité aussi bien en termes de synthése que de production et de

conservation.

De plus, I'autorisation et I'utilisation des mAbs en tant que traitement thérapeutique impliquent la
capacité de les caractériser de maniere approfondie afin de les décrire et d’estimer leurs degrés
d’hétérogénéité. Cette caractérisation du produit permet d’identifier les produits de dégradation, les
artefacts de synthése mais surtout les PTMS et glycosylations et leurs abondances respectives. En effet
les micro-hétérogénéités de type glycosylations®*°, PTMs**°, substitution d’acides aminés®**! ont une
tres grande influence (figure 47) sur la réponse thérapeutique et leur identification est devenue

indispensable
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Modifications Différence
post-traductionnelles de masse
(acides aminés modifiés) (Da)

Exemples de lewrs
fomcions biologiques

Phosphorylation
(Ser, Thr, Tyr) 80 Transduction du signal, régulation de I'activité encymatique,
interactions probéines-protéines ou protéinesdigands

Sulfatation

(Tyr) 80 Signalisation et localisation des protéines, interactions
protéines proféines

Glycosylation

(Asn, Ser, Thr) 203 &> 1000 Stabilité, solubiité, sécréfon du signal, regulation des
interactions, reconnaissance et interaction axtracellulaire

UbiguiSination

Lys) > 1000 Signal pour dégradation des proféines, imteractions protéines-
protéines

Méthylation

[Lys mono-, di- et triméthylation ) 14, 2B, 42 Régulation de I"activité des protéines, interaction protéines-

[Arg mono- et diméthylation) 14, 28 protéines et protéines-acides nucléiques, activité des génes

(His moncmd thylation) 14 (histones)

Acétylation

[Lys N-+terminal) 42 Stabilité et ackivité des proféines, rigule interactions
probéines probéines ef protéinesdigands

(Met) 16 Peut réguler I'activité des protéines mais il s"agit souvent dun

Trph 4,18, 32 artéfact chimigue

Ponts disulfures
Cys) -2 Stabilise I"activité et la structure des protéines, impliqué dans
des processus nédox

Figure 47. Masses et fonctions des principales PTM

Malheureusement, ces hétérogénéités additionnées de probabilité d’apparition et d’abondance
induisent de tres faible variation compte tenu des 150 kDa des mAbs, rendant leur détection et leur
caractérisation difficile. Ainsi la caractérisation de mAbs doit étre effectuée sur différents niveaux de la
structure de la protéine, ce qui implique l'utilisation de différentes méthodologies analytiques afin de
pouvoir réaliser une caractérisation approfondie de mAbs. Dans un tel contexte, la MS occupe
désormais un role clé dans la caractérisation des mAbs. Cette évolution s’expliqgue notamment par
I'excellente sélectivité et sensibilité délivrée par la MS tout comme la possibilité d’obtenir des
informations structurales suivant la méthodologie et le spectrométre de masse. La MS est impliquée
dans la caractérisation de mAbs a tous les niveaux de la structure de la protéine : analyse de la

343

protéine entiere®*?, caractérisation de la séquence d’acides aminés*®, glycoformes®**, étude du

complexe anticorps/antigene®”, ponts disulfures®*®. Enfin des approches sont développées

régulierement dans le but caractériser toujours plus précisément les mAbs>*"3% .
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5.2.2. Stratégies d’analyses des anticorps monoclonaux.

Ces travaux de these portant sur le développement d’une nouvelle interface CE/MALDI-MS et de
stratégies pour la caractérisation des biomolécules, nous ne détaillerons pas les différentes stratégies
analytiques des Mabs. Cependant, de nombreuses études décrivent des stratégies analytiques
impliquant la spectrométrie de masse. Différentes revues énumerent les stratégies Bottum Up, Middle
Down et Top Down et les différentes sources de masses utilisées>*. La revue de Fekeke®*° détaille une

stratégie d’analyse pour la caractérisation des mAbs.

Cette stratégie présente deux approches complémentaires: I'approche chromatographique et
I"'approche électrophorétique. Ces deux approches apportent chacune des avantages en termes de
résolution, d’efficacité mais aussi des inconvénients avec des difficultés de mise en place ou des

351,352,353

altérations non spécifiques des analytes. A la méme période, Zhang et al présentent

I'importance de la spectrométrie de masse comme moyen de détection et de caractérisation®>*.

En fonction de I'analyseur, la SM permet d’avoir accés a plusieurs niveaux de détails quant a la
détermination de la séquence peptide, a la caractérisation des PTM ou la quantitification relative des
isoformes. L'analyse des mAbs sous conditions dénaturantes, combinées aux techniques
chromatographiques sont largement utilisés dans I'industrie pharmaceutique. En effet, ils permettent
de confirmer, relativement "rapidement”, le poids moléculaire ou de déceler des changements dans
I'intégrité du produit. En condition native, la grande masse des mAbs demande des analyseurs ayant

des domaines de mesures élevées.

La source de masse MALDI permet 'analyse des hautes masses, malheureusement dans ces domaines
de mesures, les faibles différences de masses dues aux PTM restent difficiles a détecter. Grace aux
nombreux états de charges engendrés par la source ESI, I'analyse d’anticorps entiers devient possible
mais nécessite des conditions d’ionisations trés précises et des opérateurs qualifiés. Cependant, pour
obtenir des rendements d’ionisations élevés permettant ainsi de détecter les faibles isoformes
d’anticorps, il convient de réduire le débit d’entrée dans la source. Les nanosprays offrent cette

possibilité et sont détaillés dans le paragraphe 2.1.2..
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Ainsi nous avons pu avoir une vue d’ensemble sur 'utilisation des techniques utilisées couramment.
Au cours des différents chapitres, nous allons montrer les études innovantes et inédites mises en
place, grace, tout d’abord a I'élaboration et I'évaluation de la nouvelle interface automatisée
CE/MALDI-MS. Puis grace a sa polyvalence, nous détaillerons des stratégies originales impliquant
différentes sources de masse (ESI-MS, MALDI-MS) pour |'étude et la caractérisation de protéines et
notamment des mAbs. Paralléelement nous avons participé a une étude pour la caractérisation de
mAbs par CESI-MS et développé une application Android CE TOOLBOX pour I'aide a I'optimisation

électrophorétique.
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CHAPITRE 11 : Analyse d’Anticorps Monoclonaux a
I'aide d'un Nouveau Couplage CE-UV/MALDI-MS.

1. Introduction.

Les protéines et les peptides jouent un réle primordial dans les voies de régulation biologiques. Ces
dernieres années, la caractérisation de ce type de biomolécules représente un des plus grands défis
dans de nombreux domaines de recherche tels que la biologie ou la pharmacie. Depuis 1986, et
I'approbation du Murumomab-CD3 par la « Food and Drug Administration » (FDA), les anticorps
monoclonaux (mAbs) ont pris une part majeur sur le marché des produits développés par I'industrie
biopharmaceutique. Ce type de composés, en constante croissance en termes de développement, sont
particulierement intéressant car ils présentent des propriétés thérapeutiques favorables aussi bien
d’un point de vue pharmacocinétique que pharmacodynamique et peuvent de plus permettre la
réduction d’effets secondaires. Les mAbs sont des glycoprotéines trés complexes présentant
potentiellement de nombreuses micro-hétérogénéités naturelles. Le besoin constant de
caractérisations fines, précises et rapides pour cette famille de protéines est un défi permanant pour
les méthodes d’analyse.

Aujourd’hui, la méthode de choix pour l'identification et la caractérisation de protéines est la MS
généralement couplée avec une méthode séparative comme I’"HPLC ou de I’électrophorese en gel.
Techniguement, la facilité de mise en ceuvre de I'HPLC/MS ajouté a la grande robustesse du systeme
fait de ce couplage une référence en termes de caractérisation protéique. Cependant, une méthode ne
permet pas de répondre aux besoins infinis d’une telle caractérisation. Une alternative majeure au
couplage HPLC/MS est l'utilisation de la CE en tant que méthode séparative en remplacement de
I'HPLC. La CE est une méthode électrophorétique en veine liquide permettant de réaliser des
séparations rapides, de trés hautes efficacités et hautes résolutions. Cependant, les propriétés
intrinséques de la CE comme des électrolytes supports (BGE) de fortes forces ioniques ainsi que la
nécessité de maintenir le courant tout au long de la séparation, font du couplage CE/MS un systéeme
compliqué a mettre en place. En effet, le détecteur MS est trés sensible a la présence de sels qui peut

provoquer des phénomeénes de suppressions d’ions. Néanmoins, malgré ces aspects techniques, la
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CE/MS apparait comme un couplage trés attrayant permettant de réaliser des avancées significatives
dans de nombreux domaines de recherche tels que la protéomique et la caractérisation de protéines
entieres.

Depuis la fin des années 1980, un grand nombre d’interfaces CE/MS ont été développées. DU a son
caractére direct, c’est-a-dire intégré a la source MS, le couplage CE/ESI-MS a été fortement implanté.
Afin de permettre le maintien du courant tout au long de la séparation, trois types d’interfaces basées
sur des principes différents ont été décrits : I'interface coaxiale a liquide additionnel dite « Sheath
liguid », I'interface a jonction liquide dite « Junction liquid » et I'interfaces sans liquide additionnel dite
« Sheathless ». Cependant, I'une des limites majeures du couplage CE/ESI-MS est que la nature du BGE
(présence de sel, volatilité) peut affecter fortement la stabilité du spray et donc limiter le nombre de
milieu de séparations compatibles avec I'ESI-MS. La source MALDI est une technologie MS qui
présente une meilleure tolérance en présence de sels ou de détergents. Le couplage CE/MALDI-MS
représente donc une alternative intéressante au couplage CE/ESI-MS. Tout comme le couplage avec
I'ESI, une grande variété d’interfaces ont été développées. Concernant les procédés permettant de
maintenir le courant au long de la séparation, la quasi-totalité des interfaces reprennent les principes
physiques du couplage de la CE avec une source ESI, a savoir 'utilisation d’un liquide additionnel
coaxial, la jonction liquide ou l'utilisation d’un capillaire conducteur. En ce qui concerne la réalisation
de dépbt solide, principe fondamentale du MALDI, cet impératif a conduit au développement de deux
types de couplage distincts : le couplage direct avec un dépot a l'intérieur de la source suivi d’'une
étape de cristallisation intégrée et le couplage indirect avec une étape de dépo6t sur cible hors de la
source et une étape de passage manuelle ou automatisé de la cible dans la source. Quelques équipes
de recherche ont réalisé le couplage direct en faisant un lourd développement instrumental,
notamment en modifiant la source MALDI. Ce paramétre n’a pas aidé au développement de ce type de
couplage. Parallelement au couplage direct, le couplage indirect a été réalisé. Cette stratégie, plus
facile a mettre en ceuvre, ne fait pas intervenir de modifications instrumentales sur le MALDI-MS. De
plus, le caractere indirect ouvre de nouvelles voies dans le domaine du traitement de I'échantillon. En
effet, le fait de fractionner I’échantillon permet de le retraiter (enrichissement, digestion enzymatique,
dérivation chimique...) indépendamment avant analyse MALDI ou méme de le déposer sur différent
supports : plaque ELISA, capillaire creux, membrane greffée ou cible MALDI. Cependant, malgré le fait
que la quasi-totalité des interfaces CE/MALDI-MS aient été évaluées en termes de d’efficacité et de

robustesse, aucune d’entre elles n’est automatisable et commercialisée ce qui rend ce couplage
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confidentiel par rapport au couplage LC/MS. Malgré cela, un grand nombre de publications ont été
recensées montrant I'intérét grandissant pour ce couplage particulierement pour I'étude de protéines
entiéres ou digérées.

Dans ce travail, nous avons développé le premier couplage CE-UV/MALDI-MS/MS avec systéme de
dépot de matrice totalement automatisé. En effet, plusieurs évolutions ont été réalisées pour rendre
ce couplage robuste, autonome et polyvalent (ANNEXE 1). Pour ce faire, nous nous sommes basés sur
la modification de deux systemes commerciaux. Afin de contrdler la séparation électrophorétique, la
cellule UV originelle de I'appareil de CE a été déportée pour permettre simultanément la détection UV
et la collection de fraction. Ceci permet d’éviter I'ajout d’'un spectrophotometre UV externe. De plus,
basé sur la propriété de I'appareil de CE a permettre I'application simultanée d’une différence de
potentiel et de pression et dans le but de développer un systéeme permettant de déposer la matrice
directement aprés le dép6t de I'échantillon, une modification de la cartouche CE a été optimisée afin
de rendre le couplage universel en termes de mode de dép6t MALDI. Ainsi, la séparation, le suivi UV, la
collecte de fraction et I’adjonction de matrice sont automatisés et pilotés par seulement deux logiciels.
Le caractére polyvalent du systeme est conféré par la possibilité de déposer sur tout type de support
et d’élaborer tout type de dépdt quel que soit la stratégie analytique.

Dans un premier temps, les performances du systeme ont été évaluées avec la séparation d’un
mélange de 5 protéines entiéres. Les résultats obtenus montrent la haute résolution et la grande
répétabilité de séparation conservés en utilisant le couplage CE-UV/MALDI-MS. Dans un second temps,
le systeme a été évalué sur un digestat trypsique de 9 protéines. Un grand nombre de peptides ont été
identifiés a I'aide des spectres MS/MS permettant la caractérisation des protéines avec une couverture
de séquence > 60%. Une comparaison avec le couplage référence HPLC/MS a été réalisé sur 'approche
de peptide mapping. Cela a permis de montré une tres grande complémentarité entre les deux
approches. Enfin, dans le but de confirmer les performances du systeme pour la séparation de
protéines entieres de haut poids moléculaire, I'application a la séparation de mAbs intacts et digérés a
été réalisée a I'aide du couplage CE-UV/MALDI-MS. Ce travail représente la premiére analyse de mAb
intactes a I'aide d’un couplage de la CE avec une détection MS. Concernant |'étude du digestat
trypsique de mAb, I’étude a permis d’obtenir la quasi-totalité de la couverture de séquence ainsi que la

caractérisation de plusieurs formes glycosylées en une seule analyse.
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2. Article

Analysis of monoclonal antibody by a novel CE-UV/MALDI-
MS interface

Michael Biacchi?, Ricky Bhajunl, Nassur Said®, Alain Beck? Yannis Nicolas Frangois1 and Emmanuelle Leize-

Wagner'
Electrophoresis2014, online available

1 Laboratoire de Spectrométrie de Masse des Interactions et des Systémes (LSMIS), CNRS — UMR 7140,

Université de Strasbourg, Strasbourg, France.

2 Centre d'immunologie Pierre Fabre; Saint-Julien-en-Genevois, France
ABSTRACT

Monoclonal antibodies (mAb) are highly complex proteins that advertise a wide range of
microheterogeneity that requires multiple analytical methods for full structure assessment and quality control.
As a consequence, the characterization of mAbs on different levels is particularly product - and time -
consuming. Capillary Electrophoresis-Mass Spectrometry (CE-MS) couplings, especially to matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI) appear really attractive methods for the characterization of biological samples. In
this work, we report on the last instrumental development and performance of the first totally automated off-
line CE-UV/MALDI-MS/MS. This interface is based on the removal of the original UV cell of the CE apparatus, the
modification of the spotting device geometry and the creation of an integrated delivery matrix system. The
performance of the method was evaluated with separations of 5intact proteins and a tryptic digest mixture of 9
proteins. Intact proteins application shows the acquisition of electropherograms with high resolution and high
repeatability. In the peptide mapping approach, a total number of 154 unique identified peptides were
characterized using MS/MS spectra corresponding to average sequence coverage of 64.1%. Comparison with
NanoLC/MALDI-MS/MS showed complementarity at the peptide level with an increase by 42% when using
CE/MALDI-MS coupling. Finally, this work represents the first analysis of intact mAb charge variants by capillary
zone electrophoresis using a MS detection. Moreover, using a peptide mapping approach CE-UV/MALDI-MS/MS
fragmentation allowed 100% sequence coverage of the light chain and 92 % on the heavy chain and the

separation of the 4 major glycosylated peptides and their structural characterization.
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1 Introduction

The characterization of complex protein and peptide mixtures represents one of the biggest challenge in
many research fields such as biological [1-3]or biopharmaceutical sciences [4-5].Since 1986 and the approbation
of Muromonab-CD3 by the Food and Drug Administration (FDA), monoclonal antibodies (mAbs) have taken a
major market share in the pharmaceutical industry and their development is constantly increasing [6-7]. mAbs
are particularly interesting because they have good therapeutic efficiency, favorable pharmacokinetic and
pharmacodynamics, and lead to reduction of side-effects [8]. mAbs are highly complex glycoproteins potentially
displaying many naturally-occurring molecular micro-heterogeneities combined with imperfect processing.
There is a continuous need for analytical methods improvement to be ultimately able to provide a fast and
accurate characterization. Today, the method of choice for the identification of proteins and peptides is the
mass spectrometry(MS) [9] generally coupled with separation techniques such as high-performance liquid
chromatography (HPLC) or gel electrophoresis. Technically, HPLC-MS is the most widely used coupling thanks to
its high reproducibility and its great resolution but also especially for the relative ease of coupling with a fraction
collector device or directly in the source of a mass spectrometer. As an alternative to HPLC, capillary
electrophoresis (CE) has been demonstrated to be a useful and powerful separation method for the
characterization of charged and neutral molecules [10-12]. Advantages of CE are fast separation, high efficiency
and high resolution. However, properties of CE such as an ultralow flow rate, a background electrolyte (BGE)
that can be highly salted, and the necessity of maintaining the electric field during the separation make the CE-
MS coupling more difficult to implement [13-14]. Nevertheless, despite these technical aspects, the
hyphenation of CE to MS appears as a very attractive coupling allowing to perform significant advances in many
research areas such as proteomics [15-16], metabolomics [17] and intact proteins characterization [18-19].
Since the end of the 80s, a large number of CE-MS interfaces has been developed. Due to the direct coupling
property, most innovation have been realized on the coupling between CE and electrospray ionization (ESI) [20]
by sheath-flow [21-22], liquid-junction [23-24], or sheathless [25-26] interfaces. However, the nature of the BGE
(presence of salts, volatility) can affect the stability of the spray and then limits the number of BGE which does
not prevent the performances of MS. Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight MS (MALDI-TOF-
MS) is a MS technology which presents a greater tolerance to the presence of salts or surfactants [22].
Moreover, hyphenation of electrophoretic methods with MALDI-MS allows easily to detect in positive and
negative modes in MS. Then, as an interesting alternative to CE/ESI-MS, a great number of CE/MALDI-MS
interfaces have been developed [27-43]. The first strategy to hyphenate electrophoretic method with MALDI-
MS has consisted to develop on-line interface [30-32].However, because of sample is first dried on a solid
surface before insertion into the MALDI source, heavy instrumental development appeared as one of the most
significant issue for the implementation of this interface. The second option consisted to promote the off-line

coupling using CE collection fractions on a MALDI plate. This strategy opens the way to sample treatment
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directly on the plate such as enzymatic digestion [44] or enrichment [45]. Concerning the deposit process,
majority of the existing interfaces used a T-junction with sheath-flow [33-39]. More recently sheathless
interfaces have been developed. In 2008, Wang et al. have realized an interface based on the use of a junction
liquid which allows to eliminate the addition of the sheath liquid [42]. In 2009, Busnel et al. have designed an
iontophoretic fraction collection approach to avoid the sheath-flow and the possible suction effect [43].
However, one of the interface drawbacks is having to fill little reservoir on the plate before deposit process. This
prevents automation and high-throughput analysis. Concerning fraction collection devices, only one commercial
system is compatible with CE/MALDI-MS [37]. However, this interface is originally designed for HPLC/MALDI-MS
coupling and presents some geometry drawbacks for CE/MALDI-MS such as the minimum length of the
capillary. At the same time, homemade robotic systems have been developed, such as electrospray [40] or
inkjet spotting [41]. Meanwhile, since 2001 interfaces between MALDI-MS and micro fluidic devices have been
developed [46]. The easiest strategy was reported to carry out CE separation in an open channel, where the
separated analytes were directly ionized from the open channel to a mass spectrometer [47-48]. However, the
open channel was filled by gel to suppress electroosmotic flow (EOF) and reduce analyte dispersion after the CE
separation. In that case, only capillary gel electrophoresis is applicable. Then this strategy is not possible to

regular free-solution CE modes including CZE.

The efficiency and the robustness of these interfaces have been reported, but none of these systems allows
the automation. Most off-line CE/MALDI-MS coupling do not possess a second detection systems to control the
separation. Few interfaces used an additional external UV system which made the methodology more expensive
and made difficult the automation with the development of synchronized software [35-36].

In this work we have developed the first totally automated off-line CE-UV/MALDI-MS/MS with integrated
delivery matrix system. Based on different homemade modifications performed on a commercial CE device and
a fraction collection system, we introduced a totally automated approach to make protein separation and
peptide mapping strategy. In order to control the CE separation, the original UV cell of the CE apparatus was
deported to allow the simultaneous UV detection and fraction collection without external UV system.
Modification of the spotting device geometry allowed to reduce the total capillary length. Based on the
properties of the CE apparatus to apply simultaneously a pressure and a power supply, and the modification on
the external cartridge, an integrated homemade delivery matrix system was developed to be universally
compatible in terms of MALDI deposition types. The performance of the method was evaluated with the
separations of five intact proteins and a tryptic digest mixture of nine proteins. Finally, in order to confirm the
performances of the system for the characterization of mAbs, application to the separation of intact mAb and

bottom up approach have been realized using the CE-UV/MALDI-MS interface.
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2 Materials and methods

2.1 Chemicals and Materials. All chemicals used were of analytical grade or high purity grade and purchased
from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Water used to prepare buffers and sample solutions was obtained
using an ELGA purelab UHQ PS water purification system (Bucks, UK). Cytochrome c (Cyt c), ribonuclease A
((RNase A), a-lactalbumin (alac), insulin (Ins), myoglobin (Myo), bovine serum albumin (BSA), lysozyme (Lys), B-
Casein (BCas), carbonic anhydrase Il (CAll) were obtained from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Trypsin

(modified, sequencing grade) was purchased from Promega AG (Diibendorf, Switzerland).

2.2 Standard protein mixtures. For intact protein study, a standard protein solution of alLac (14.2kDa), RNase A
(13.6kDa), Cyt c (12.3 kDa), Lys (14.3 kDa) and Myo (16.9 kDa) were prepared in Water at 120nM, 50nM, 40 nM,

40nM and 50nMrespectively.

2.3 Tryptic digestion procedure. Tryptic digests of protein solution were prepared using sequence-grade trypsin
(1:10 w/w). Before digestion, each protein was diluted to a concentration of 3uM in 1% formic acid.
Dithiothreitol (DTT) was then added to the protein solution at a final concentration of 10 mM.The mixture was
incubated for 5 minutes at 95°C, then cooled to ambient temperature. Then, lodoacetamide (IAM) 100 mM was
added at a final concentration of 20 mMand the mixture was placed in the dark for 20 minutes. 10 pL of trypsin
was added and the mixture was incubated at room temperature for 3 hours; additional 10 uL of trypsin were
added to the sample for overnight digestion at room temperature. This solution was then analyzed directly by
CE/MALDI-MS without any further purification step. Amounts of protein tryptic digests with 300 fmol of each

proteins were injected.

2.4 Capillary Electrophoresis. The CE experiments were carried out on a P/ACE MDQ™CE system from Beckman
Coulter (Brea, CA) equipped with a temperature controlled autosampler and a power supply able to deliver up
to 30 kV. A 32 Karat™ (Beckman Coulter, Brea, CA) was used for instrument control, data acquisition and data
handling. Polymicro bare fused-silica capillaries of 50 um i.d. were obtained from Photonlines (St-Germain-en-
Laye, France). Concerning modified capillaries, capillaries were coated in laboratory with
hydroyxypropylcellulose (HPC) following the protocol described by Shen et al. [49]. For model protein
separation, 83.3mM ionic strength ammonium acetate (pH 4.0) has been used as BGE. Samples were introduced
into the capillary by electrokinetic injections (3 kV, 8 min), and the separation of proteins was performed by
applying 20 kV across the capillary. For intact mAbs separation, 400 mM e-Amino-caproic acid (EACA)-acetic
acid, 0.05% m/v, pH 5.7 has been used as BGE. For peptide mapping approach, solution of 1% formic acid and
ammonium acetate (pH 9.3, 935 m Mionic strength) were used in CE as background electrolyte (BGE) and
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leading electrolyte (LE), respectively [50]. Except for the model proteins separation, injection volumes have

been calculated using CEToolbox application (Pansanel, Google Play).

2.5 Nano-HPLC.Protein digests were analyzed using an UltiMate 3000 nano-HPLC system (Dionex, Germering,
Germany) coupled to a Proteineer FC (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A Pepmap100 C18 column (Dionex,
Germering, Germany) was used. The gradient (solvent A, 0.1% trifluofoacetic acid (TFA); solvent B, 0.1% TFA in
80% acetonitrile) was as follows: 0-4 min, 4% B; 4-32 min, 4-55% B; 32-34 min, 55-90% B; 34-40 min 90% B; 40-

45 min, 90-4% B; 45-65 min, 4% B. A flow rate of 300nL/min was applied. The sample injection volume was 1 pL.

2.6 CE/MALDI-MS Interface. Automated off-line coupling of CE to MALDI-MS was performed by using a
homemade modified automatic spotting device, Proteineer FC (BrukerDaltonics, Bremen, Germany) for the
sheath flow-assisted spotting from the CE capillary end onto a MALDI target. The capillary outlet was positioned
inside a fixed steel needle, being a modified part of a robotic x-y-z axis motion system. The original set-up
delivered from Bruker Daltonics was modified by us in order to reduce the distance between CE output and the
MALDI target. This change has consisted to shift the original steel needle close to CE output and has reduced the
minimum total capillary length from110cm to 60cm. At the upper end of the needle a cross connection was
fitted. On one side of the cross, the sheath liquid, which is the separation BGE, was supplied by means of the
syringe-pump included in the Proteineer FC (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) and on the other side, the
ground was connected. The steel needle functioned as an electrode for the CE and the current was maintained
by a liquid junction between the steel needle and the end of the capillary(Fig. 1). During CE separation, the
emerging droplet of CE effluent and sheath liquid made contact with the MALDI target. The original set up of
the UV cell in the P/ACE MDQ™(Beckman Coulter, Brea, CA) was modified in order to allow the simultaneous
UV detection near the outlet of the capillary and fraction collection (Fig. 1). A homemade UV-window
compatible with P/ACE MDQ system (Beckman Coulter, Brea, CA) was mounted at the upper of the cross
connection. Using three optical fibers with one couple connected in pairs, UV-detection was deported out of the
CE instrument without instrumental modification and without additional UV spectrometer. Therefore, for CE
with fraction collection, a capillary with the UV detection window positioned 10 cm from the CE capillary end
was used.

In order to be universally compatible in terms of MALDI deposition types, a homemade delivery matrix system
was developed to add the matrix just after sample deposition allowing dried droplet fraction collection directly
onto the MALDI target. The matrix interface consisted of a second steel needle surrounding the matrix capillary
(100cm total length, 100um i.d.) in the form of a coaxial tube. Matrix capillary end was placed at a distance of 5
millimeters from CE capillary end corresponding to the distance between two consecutive spots of a MALDI

target provided by Bruker Daltonics. To avoid the use of an additional syringe pump to deposit the matrix, a
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modification was made on the external cartridge delivered by Beckman Coulter. The external extremity of the
cartridge was pierced to allow the setup of a second capillary. Separation and matrix capillaries were then
placed in the external cartridge and positioned in the CE inlet for matrix capillary and the CE outlet for
separation capillary. Properties of P/ACE MDQ™(Beckman Coulter, Brea, CA) allowing to applied at the same
time a pressure and a power supply allowed performing simultaneously CE separation while delivery matrix. The
interface is also compatible with a thin layer deposition types. In that case, matrix capillary was removed.Hystar

3.2 (BrukerDaltonics, Bremen, Germany) was used for Proteineer FC control.

Deported CE
UV detection

Sheath
AV liquid
—

CE inlet CE outlet
Matrix BGE O O O O O O O

Figure 1. Schematic representation of the experimental set up of the CE-UV/MALDI-MS interface including the
deported UV detection and the integrated delivery matrix system.

2.7 MALDI-TOF-MS and MALDI-TOF-TOF MS/MS. For intact protein and intact mAb separations, the matrix was
prepared by dissolving 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) (2g.L™) in 0.1% trifluoroacetic acid/acetonitrile (TFA/ACN)

(50/50). Fraction collection fraction was realized using Ground Steel MALDI target (Bruker Daltonics, Bremen,
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Germany). For peptide mapping approach, a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)(5g/L) matrix was prepared
following the classical AnchorChip protocol provided by Bruker Daltonics. Fraction collection was realized using
AnchorChip MALDI target (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). When the samples were directly collected on a
MALDI target with 0.6puL sheath liquid, 0.6 uL of the matrix solution were automatically deposited on the same
spot.

Mass spectra of the CE fractions were recorded using an Autoflex Il MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany), operating in reflector mode and with Flex Control software. Positively charged ions were detected
and sums of 1500 single-shot spectra were acquired automatically from each sample by using the AutoXecute
software. For peptide mapping study WarpLC 1.2 software was used. Data processing was performed with Flex
Analysis 3.0 and Biotools 3.2 provided by the mass spectrometer manufacturer. All spectra were calibrated
according an external calibration using Protein calibration standard | (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) for
intact protein separation and Peptide calibration standard Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) for peptide
mapping study. Data obtained from CE-MALDI-MS/MS experiments were processed using Mascot search

algorithm developed by Matrix Science (Boston, MA, USA).

3 Results and discussion

3.1 Evaluation of the CE-UV/MALDI-MS interface.

CE-UV/MALDI-MS interface has been evaluated in terms of repeatability and robustness following the optimized
separation conditions described by the team of Prof. Girault [51]. As a first step, we have evaluated the external
UV detection (Fig. 1)by studying the repeatability in terms of migration time, peak area and resolution, of a
standard protein separation in CE/MALDI-MS configuration. This is a significant parameter to determine if the
developed system is adapted to CE collection. Indeed, especially for the coupling between CE and MALDI-MS,
the off-line nature requires a second detection system to control the separation and then to approve the
fraction collection. Moreover, an electropherograms obtained with the external UV detection as a control
allowed optimizing the spotting process in terms of deposit window and deposit time interval. A neutral coated
capillary has been used with a standard protein mixture, containing alLac, RNase A, Cyt ¢, Lys and Myo at
120nM, 40nM, 50 nM, 50nM and 40nM respectively. Samples were introduced into the capillary by
electrokinetic injections (3 kV, 8 min), and the separation of proteins was performed by applying 20 kV across
the capillary. No fraction collection has been made (Fig. 2a); CE capillary tip was positioned in the external BGE
vial placed on the Proteineer FC (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). In order to avoid Joule heating effect
during the separation, the length of the cartridge tubing was optimized to perform thermostated capillary until
the UV cell. The UV detection window is located at 10 cm from the outlet when the total length of the capillary
is 60 cm. In term of migration time, peak area and resolution, obtained RSD (n=4) are less than 0.5%, 2.5% and
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3% respectively. In addition, we have calculated signal-to-noise ratio ranging from 6 to 52. These results confirm
that the externalization of the UV detection allows acquiring electropherograms with good quality, high
repeatability and a good robustness. In addition this confirms the good stability of the HPC coating during the
separation. Information concerning migration times allows defining the window of fraction collection, and
assessing time interval for each deposit. These results confirm the possibility of obtaining CE-UV/MALDI-MS
coupling without heavy instrumental development and without using an additional external UV detector. In
addition, due to the use of single software to control CE apparatus, this UV modification contributes to
strengthening the totally automated aspect of the coupling.

As a second step, in order to evaluate the impact of the spotting process on the separation, we have studied
with the external UV detection the evolution of resolution and efficiency of the same standard protein mixture
separation with fraction collection. For direct deposit on a MALDI plate, fraction collection window has been
defined between 15 and 36 minutes and a spotting time interval of 30 s has been chosen.

To prove the automated spotting process, Fig. 2 shows the UV electropherograms with (Fig.2b) and without (Fig.
2a) fraction collection and in the case of collection the representation of the experimental fraction using MS
spectra of each spotting position.

Concerning the deposition process, UV electropherogram (Fig.2b) shows a preservation of the resolution and
efficiency as compared to the separation without fraction collection (Fig. 2a). The steel needle served as outlet
electrode for the CZE. Liquid junction between steel needle and capillary tip maintained electrical current. Then,
even if the steel needle moves on the z axis to reposition the capillary tip from a spotting position to the next,
no current breakdown takes place throughout the separation and then electro migration never stops during the
analysis. The localization of each protein, represented in the Fig. 2¢, shows a time shift between the UV
detection and the spotting process. This is totally in agreement by the fact that UV detection is located at 10 cm
from the capillary outlet. Moreover, offsets in time, between 1 minute for Cyt ¢ and 4-5 minutes for alac, can

be explained by the difference of protein effective mobilities described by the equation:

L1
Herr :FI

with pe the effective mobilities, L and | the total capillary length and length to detection window, respectively,

V the applied voltage and t the migration time.
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Figure 2. UV Electropherogram without (a) and with fraction collection (b) and the corresponding MS spectra of
each fraction (c¢) of a five protein sample by CE-UV/MALDI-MS. Experimental conditions: HPC coated
capillary, 50 uym d.i. x 60 cm (detection cell, 60 cm); BGE: 83.3mM ionic strength ammonium acetate (pH 4.0);
Voltage: 20 kV; Temperature: 25°C; UV Detection: 200 nm; Injection: 3 kV, 8 min; Sample: (1) 40 nMCyt c, (2)
40 nM Lys, (3) 50 nMMyo, (4) 50 nMRNase A and (5) 120 nM alac in water, MS Experimental conditions: See
Experimental.

For example for RNase A, a time shift of 3 min between detection time (20 min) and spotting time (23 min)
correspond to a value of peff = 12.9.10° cm?. V'.s™.Good agreement between time shift values and effective
mobilities showed that the interface does not induce any significant suction effect. This confirms the use of a
sheath liquid junction. Under these experimental conditions, it appears that the automated interface supports
intact protein separations. In addition, flexibility of spotting parameters (spotting interval, sheath liquid flow
rate...) combine with UV control electropherograms allow high possibility of optimization as function of the

sample complexity.
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3.2 Evaluation of the CE-UV/MALDI-MS/MS for peptide mapping approach

Peptide mapping is essential for the characterization of a complex mixture of digested proteins. In
comparison to peptide mass fingerprinting (PMF), MS/MS peptide identification is not only based on digested
peptide m/z ratio measure, but also on the fragmentation of those peptides, increasing the confidence of the
identification. WarpLC1.2 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) is a software initially dedicated to perform
peptide mapping strategy using off-line coupling between HPLC and MALDI-MS/MS. This software is fully
compatible and could be easily adapted to the CE-UV/MALDI-MS/MS approach. Due to the complexity of
biological samples, a low carry over may involve the presence of the same m/z ratio in two or three adjacent
spots. In that case, the software selects the spot with the most intense m/z parent ion to perform MS/MS. After
MS/MS spectra acquisition, WarpLC1.2 proceeds to the exclusion of the same m/z parent ion present in the
adjacent spots. The software allows a drastic reduction in the possible redundant peptides and improves the
number of selected m/z r