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(57) Abstract: The present invention relates to a method for separating the
components of a mixture M by electrophoresis in a single capillary, wherein:
(A) the compounds of the mixture M are introduced and migrate inside the
capillary according to the capillary electrophoresis technique; (B) a fraction
F of the compounds separated in step (A) is isolated in the capillary and said
isolated fraction F is forced to migrate towards the vicinity of one end of
the capillary while maintaining this fraction inside the capillary; (C) upon
the application of a pressure difference between the ends of the capillary, a
secc{nd separation medium MS  different from the first separation medium
MS of step (A) is introduced into the capillary through the end of the cap-
illary in the vicinity of which the fraction F is located, whereby the fraction
F migrates to the other end of the capillary while filling the capillary with
the separation medium MS; and (D) an capillary electrophoresis is carried
out in the capillary thus filled with the separation medium MS ', using the
medium MS  as the separation medium.

(57) Abrégé : La présente invention concerne un procédé permettant la sé-
paration des constituants d'un mélange M par électrophorése au sein d'un
unique capillaire, oli: (A), on introduit et on fait migrer les composés du
mélange M au sein du capillaire selon la technique de I'électrophorese ca-
pillaire; (B) on isole dans le capillaire une fraction F des composés séparés
dans 1'étape (A), et on fait migrer ladite fraction F isolée a proximité d'une
des extrémités du capillaire, en maintenant cette fraction F au sein du capil-
laire; (C) en appliquant une différence de pression entre les extrémités du
capillaire, on introduit dans le capillaire un deuxieéme milieu de séparation
MSZ, distinct du milieu de séparation MS' de I'étape (A) par l'extrémité du
capillaire a proximité de laquelle est localisée la fraction F, ce par quoi on
fait migrer la fraction F vers l'autre extrémité du capillaire tout en remplis-
sant le capillaire par le milieu de séparation MSZ; et (D) on effectue une
électrophorese capillaire au sein du capillaire ainsi rempli par le milieu de
séparation MS™ en employant le milieu MS™ & titre de milieu de séparation.
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Electrophorése capillaire bi- ou multidimensionnelle
au sein d’un unique capillaire.

La présente invention a trait a une méthode de séparation bidimensionnelle
des constituants d’'un mélange, mettant en ceuvre la technique de I'électrophorése
capillaire. Cette technique s’avére notamment utile pour la purification et/ou

I'analyse fine des constituants de tels mélanges.

Les techniques de séparation dites "bidimensionnelles” consistent a
effectuer la séparation des constituants d'un mélange selon deux critéres
successifs distincts. Ainsi, ces méthodes mettent en général en ceuvre une
premiére étape qui consiste a séparer les constituants du mélange dans de
premieres conditions de séparation, puis une deuxiéme étape consistant a
soumettre tout ou partie des fractions séparées obtenues a I'issue de la premiére
étape a une nouvelle séparation dans de nouvelles conditions. Les deux étapes
successives de séparation utilisées dans ces procédés mettent généralement en
ceuvre deux séparations de types différents, fondées sur deux caractéristiques
distinctes des constituants a séparer. Ces deux étapes de séparation successives
sont dites "orthogonales" entre elles.

Le terme de "séparation bidimensionnelle™ provient du fait qu’a l'origine, ce
type de séparation désigne une séparation effectuée sur des supports a deux
dimensions, tel que des plaques. Ainsi, par exemple, la chromatographie
bidimensionnelle consiste a déposer un échantillon de mélange sur une plaque, a
réaliser une élution du mélange par un premier éluant dans une premiére direction
de la plaque, puis a éluer chacune des fractions séparées du mélange (alignées
selon la premiére direction) a l'aide d'un second éluant dans une direction
orthogonale a la premiére direction, ce par quoi on obtient une séparation des
constituants dans les deux dimensions de la plaque. De fagon similaire, on a
développé des techniques bidimensionnelles d’électrophorése sur couche de gel,
comprenant une premiére séparation électrophorétique des composés d'un
mélange par migration selon une premiéere direction du gel, suivie d’'une seconde
migration dans une direction orthogonale, dans d’autres conditions
d'électrophorése. Ces techniques sont largement utilisées, notamment dans le

domaine de la séparation et de I'analyse de mélanges de protéines. Dans ce
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cadre, on a notamment développé des techniques d'électrophorese
bidimensionnelle sur gel dites (IEF/SDS-PAGE), adaptées a la séparation de
protéines ou de peptides, dans lesquelles la premiére séparation est effectuée par
une focalisation isoélectrique (IEF) qui permet une séparation selon le point
isoélectrique dans une premiére direction du gel, et a la seconde étape est une
migration électrophorétique dans une direction orthogonale, réalisée en présence
d'un gel de polyacrylamide et de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE). Pour
plus de renseignements concernant les techniques d'électrophoréses
bidimensionnelles, et notamment les techniques de type (IEF/SDS-PAGE), on
pourra notamment se reporter a l'article de P. A. Haynes, S. P. Gygi, D. Figeys, R.
Aebersold, dans Electrophoresis, 19, 1862-1871 (1998).

Par extension, le terme de séparation "bidimensionnelle" a ensuite été
étendu a toute méthode mettant en oceuvre deux étapes de séparation
monodimensionnelle successives, et ou la deuxiéme étape consiste a séparer les
composés d’au moins une des fractions séparées lors de la premiére étape. Par
analogie avec les techniques sur support bidimensionnel, on dit que la deuxiéme
étape de séparation est effectuée "selon une direction orthogonale", méme dans
les cas ou aucun support bidimensionnel n’est concretement mis en ceuvre.

Différentes techniques de séparation bidimensionnelles sont actuellement
connues, qui couplent deux (voire plusieurs) étapes successives de séparations
"monodimensionnelles" telles que des étapes de chromatographie ou
d’électrophorese. A titre d'exemples de techniques de séparation bidimensionnelle
de ce type, on peut notamment citer les techniques décrites dans I'ouvrage High
Performance Capillary Electrophoresis, Chemical Analysis Series, vol. 146, n°17,
581-612 (1998) ou celles décrites par J. M. Hille, A.L. Freed, et H. Watzig, dans
Electrophoresis, 22, 4035-4052 (2001).

En particulier, on a développé des techniques de séparation
bidimensionnelles mettant en ceuvre au moins une étape d’électrophorése
capillaire dans leurs étapes de séparation. Dans ce cadre, certains auteurs ont
notamment décrit le couplage de deux étapes successives d'électrophorése

capillaire. A ce sujet, on pourra notamment se reporter aux articles de Mark R;
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Shure dans Anal.Chem. 71, 1645-1657 (1999), ou de Deepa Mohan et Cheng S.
Lee dans Electrophoresis 23, 3160-3167 (2002).

Ces méthodes de séparation bidimensionnelle semblent a priori
séduisantes, notamment dans la mesure ou elles semblent 8 méme de combiner
les avantages de la séparation bidimensionnelle a l'efficacité particulierement
prononcée de la séparation électrophorétique. Toutefois, en pratique, ces
méthodes nécessitent en général la mise en ceuvre de dispositifs complexes et le
plus souvent onéreux, et la séparation réalisée n'est pas toujours a la hauteur de

la qualité escomptée.

En particulier, les techniques mettant en ceuvre deux étapes successives
d'électrophorése capillaire consistent actuellement a réaliser le couplage de deux
capillaires, de fagon a pouvoir réaliser les deux électrophoréses dans des milieux
distincts. Ce couplage de deux capillaires est en général difficle a mettre en
ceuvre, et il nécessite des dispositifs de couplages souvent onéreux. De plus,
comme souligné notamment par Shure et al. dans Anal.Chem. 71, 1645-1657
(1999), la mise en ceuvre de ces dispositifs de couplage affecte en général la
qualité de la séparation réalisée, en conduisant notamment a des phénoménes
d'étalement des pics qui ne peuvent étre limités que trés difficilement. De plus, le
couplage de deux capillaires passe le plus souvent par des étapes
d'échantillonnage, au cours desquelles une partie des composés a analyser est
susceptible d'étre perdue, ou par des processus de dilution qui s'avérent
notamment préjudiciables pour la sensibilité de la détection des composés
séparés, tout particulierement lorsque le mélange initial a analyser est un milieu
dilué.

Pour réaliser une séparation bidimensionnelle mettant en ceuvre deux
etapes successives d'électrophorése capillaire tout en s’affranchissant des
problémes précités, il a été décrit dans la demande FR 2 859 113 un procédé
mettant en ceuvre un unique capillaire pour les deux étapes d'électrophorése, ce
qui permet de s'affranchir des problémes techniques et/ou de colt liés a la mise
en ceuvre des systemes de couplage capillaire/capillaire précités. Dans le procédé
de FR 2 859 113, on effectue une premiére séparation par électrophorése au sein

d'un capillaire ("premiére dimension" de la séparation) ; on isole ensuite une
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fraction des composés séparés au sein du capillaire utilisé ; puis, sous I'effet d'une
différence de potentiel appliquée entre I'entrée et la sortie du capillaire, on injecte
dans le capillaire un milieu séparateur ayant une vitesse de migration apparente
plus importante que la fraction isolée au sein du capillaire, ce par quoi ce milieu
séparateur rattrape la fraction isolée au sein du capillaire, modifiant ainsi les
conditions d'électrophorése de cette fraction, ce qui permet une nouvelle
séparation électrophorétique des constituants de la fraction (deuxiéme dimension

de la séparation).

Les séparations bidimensionnelles effectuées selon le procéedé de
FR 2 859 113 sont particulierement intéressantes et efficaces. Néanmoins, elles
sont limitées a la mise en ceuvre d’'un milieu séparateur spécifique lors de la
séparation électrophorétique de leur deuxiéme étape. En effet, il est requis (1) que
le milieu séparateur employé puisse étre introduit dans le capillaire grace au flux -
électroosmotique ; et (2) qu’il ait une vitesse de migration apparente plus
importante que la fraction isolée. Ces conditions limitent la nature du milieu de

migration utilisable, ainsi que celle des espéces qui peuvent étre séparées.

Un but de la présente invention est de fournir un procédé de séparation
bidimensionnelle comprenant deux étapes successives d'électrophorése capillaire,
qui s'affranchisse des inconvénients liés a I'utilisation des systémes de couplage
capillaire/capillaire mis en ceuvre dans les techniques d'électrophorése capillaire
bidimensionnelle généralement connues, mais sans nécessiter la mise en ceuvre
des milieu de séparation spécifiques requis dans le procédé de FR 2 859 113.
Plus généralement ; l'invention se fixe comme objectif de fournir un procédé de
séparation bidimensionnelle efficace, simple de mise en ceuvre et peu onéreux
qui soit utilisable efficacement sur un grand nombre de composés, de préférence
en évitant au maximum les phénoménes d'élargissement de pics

electrophorétiques.

A cet effet, selon un premier aspect, linvention a pour objet un procédé de
séparation des constituants d'un mélange M par électrophorése capillaire au sein

d'un unique capillaire, ledit procédé comprenant les étapes ou :
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(A), on introduit et on fait migrer les composés du mélange M au sein du
capillaire selon la technique de I'électrophorése capillaire, sous l'effet d'une
différence de potentiel appliquée entre l'entrée et la sortie du capillaire, en
employant un premier milieu de séparation MS', de facon & réaliser une
séparation des composés du mélange M au sein du capillaire, selon leur vitesse

de migration dans les conditions de I'étape (A) ;

(B) on isole dans le capillaire une fraction F des composés séparés dans ['étape
(A), et on fait migrer ladite fraction F isolée a proximité d’'une des extrémités du
capillaire, en maintenant cette fraction F au sein du capillaire en mettant en

ceuvre l'une et/ou l'autres des étapes suivantes :

(B.1) on évacue hors du capillaire une partie des composés ayant les vitesses
de migration les plus élevées dans les conditions de I'électrophorése de
I'étape (A), en laissant migrer ces composés en sortie du capillaire, le plus

souvent en maintenant la différence de potentiel de I'étape (A) ;
et/ou

(B.2) on évacue hors du capillaire une partie des composés ayant les vitesses
de migration les plus faibles dans les conditions de I'électrophorése de I'étape
(A), en faisant migrer ces composés vers l'entrée du capillaire, en général en
appliquant une surpression en sortie du capillaire, 'extrémité opposé et/ou en
appliquant entre I'entrée et la sortie du capillaire une différence de potentiel de

polarité contraire a celle de I'étape (A),

étant entendu qu’au sens de I'étape (B), on entend par "entrée" du capillaire,
I'extrémité du capillaire ou est faite linjection, la "sortie" étant [l'autre
extrémité ;
(C) en appliquant une différence de pression entre les extrémités du capillaire,
on introduit dans le capillaire un deuxiéme milieu de séparation MS2, distinct du
milieu de séparation MS' employé dans I'étape (A) par I'extrémité du capillaire
a proximité de laquelle est localisée la fraction F, ce par quoi on fait migrer la
fraction F vers I'autre extrémité du capillaire tout en remplissant le capillaire par

le milieu de séparation MS? ; et
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(D) on effectue une électrophorése capillaire au sein du capillaire ainsi rempli
par le milieu de séparation MS? en faisant migrer les composés de la fraction F
sous l'effet d'une différence de potentiel appliquée entre I'entrée et la sortie du

capillaire, en employant le milieu MS?a titre de milieu de séparation.

Le procédé proposé dans le cadre de la présente invention est un procédé
de séparation bidimensionnelle des composés du mélange M, permettant de
realiser une premiére séparation des constituants du mélange M par
électrophorése capillaire ("premiére dimension" de I'étape (A) mettant en ceuvre
un premier milieu de séparation MS'), suivie d'une deuxiéme séparation des
constituants d'une fraction des composés ainsi séparés ("deuxiéme dimension" de
I'étape (E)).

De fagon caractéristique, dans le procédé de linvention, ces deux
séparations successives sont réalisées au sein d’'un méme et unique capillaire, ce
qui est permis par la succession d'étapes (B) a (C). Dans ces étapes, on isole une
fraction F séparée dans l'étape (A) en faisant sortir du capillaire les autres
fractions (étape (B)), puis on substitue le milieu séparateur MS' employé dans
I'étape (A) et présent dans le capillaire a l'issue de I'étape (B) par un autre milieu

séparateur MS? (étape (C)).

La substitution de milieu séparateur qui est realisée dans I'étape (C)
s'opére trés aisément, simplement en injectant sous pression par une des
extrémités du capillaire le milieu MS? substituant, ce qui chasse hors du capillaire
le milieu MS". Dans le méme temps, la fraction d’intérét, prise "en sandwich" entre
le milieu MS? qui est introduit et le milieu MS' qui est chassé, se retrouve poussée

vers l'autre extrémité du capillaire.

De fagon surprenante, les inventeurs ont maintenant mis en évidence que
la mise en ceuvre de l'étape (C) peut s'effectuer sans que la différence de
pression appliquéee entre les extrémités du capillaire induise un élargissement trop
important des pics par dispersion hydrodynamique susceptible de nuire a

I'efficacité de la séparation.



WO 2008/046995 PCT/FR2007/001683

7

A Tlissue de I'étape (C), on obtient ainsi un capillaire substantiellement
rempli de milieu séparateur MS? et contenant un fraction F a proximité d'une de
ses extrémités, ce qui permet d'effectuer immédiatement la séparation

électrophorétique de I'étape (C) dans le capillaire.

Le procédé de l'invention permet dans ce cadre de substituer le premier
milieu séparateur MS' par n'importe quel autre milieu séparateur MS?, sans
aucune limitation quant a la nature de ce nouveau milieu séparateur. Le procédé
constitue de ce point de vue un perfectionnement notable du procédé de
FR 2859 113, ou seuls certains milieux séparateurs spécifiques étaient
envisageables pour la deuxiéme dimension de la séparation. De fagon plus
génerale, la possibilité offerte par le procédé de l'invention de moduler la nature
du milieu de séparation dans I'électrophorése de I'étape (D) ouvre la voie a des
séparations bidimensionnelles par électrophorése particulierement efficaces et

adaptables a la séparation de nombreux types de mélanges complexes.

De facon générale, la succession des étapes (A) a (D) peut étre mise en
ceuvre pour effectuer une séparation fine de constituants initialement intimement
mélés dans le mélange M, selon une technique de séparation bidimensionnelle de
type usuelle, l'étape (D) étant alors mise en ceuvre pour améliorer les

performances séparatives de la séparation monodimensionnelle de I'étape (A).

Selon un mode de réalisation plus spécifique, I'étape (A) peut étre mise en
ceuvre pour effectuer une purification du mélange M, ou des composés d’intérét
sont sépares d'impuretés (neutres ou chargées), lesdits composés d'intérét étant
alors conservés dans le capillaire a titre de fraction F dans I'étape (B), et I'étape
(D) est ensuite mise en ceuvre pour séparer les composés d’intérét présents dans
la fraction F. Dans ce cadre, le procédé constitue une alternative trés intéressante
aux procédés d’électrophorése usuels qui nécessitent le plus souvent une pré-
purification des échantillons analysée (dite "sample clean-up”), ce qui implique en
regle générale la mise en ceuvre de dispositifs consommables onéreux
(consommables de dialyse, centrifugation, ou ultrafiltration notamment). Le
procédé de l'invention, permet une purification moins codteuse, notamment dans

la mesure ou elle ne nécessite pas l'utilisation de tels consommables. De plus elle
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s’avére plus aisée a mettre en ceuvre, en réduisant les manipulations et les

traitements des échantillons, ce qui la rend facilement automatisable.

De fagon générale, le mélange M dont on sépare les constituants selon le
procédé de linvention peut étre tout mélange adapté a une séparation par
électrophorése capillaire, ce mélange contenant avantageusement (et le plus
souvent) des composés électriquement chargés. Pour plus de précisions
concernant les mélanges séparables par électrophorése capillaire, on pourra
notamment se reporter a l'article de M. G. Khaledi dans High Performance
Capillary Electrophoresis, Chemical Analysis Series, vol. 146, (1998), ou encore a
'ouvrage de S. F. Y. Li "Capillary electrophoresis : principles, practice and
applications”, Journal of Chromatography Library, vol. 52, troisiéme impression
(1996).

Le plus souvent, le mélange M est un mélange de plusieurs composés
chargés, le plus souvent de méme charge. Ainsi, selon un premier mode de
réalisation, le mélange M est un mélange d'espéces chargées négativement, tel
que, par exemple, un mélange comprenant des polymeéres synthétiques porteurs
de groupements anioniques et/ou de charge négatives, des protéines et/ou des
peptides a un pH suffisamment élevé pour qu'elles portent des charges négatives,
de polysaccharides chargés négativement, et/ou de molécules anioniques (par
exemple des acides sous forme déprotonée, notamment des acides organiques
déprotonés). Selon un autre mode de mise en ceuvre, le mélange M est un
mélange d'espéces chargées positivement, comprenant par exemple des
polymeres synthétiques chargés positivement porteurs de groupements
cationiques et/ou de charge positives, de protéines et/ou de peptides a un pH
suffisamment faible pour qu'elles portent des charges positives, de
polysaccharides chargés positivement, ou des molécules cationiques (par
exemple des bases sous forme protonée, et notamment des bases organiques

protonées).
L'étape (A) du procédé de linvention est une étape de séparation par

électrophorése capillaire classique, qui est avantageusement conduite de fagon a

séparer au mieux les constituants du mélange M, en général selon leur charge ou
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selon leur rapport charge/masse. Il est des compétences du spécialiste en
électrophorése d’adapter les conditions a mettre en ceuvre pour obtenir une
séparation la plus efficace possible dans I'étape (A). Pour plus de détails
concernant les conditions générales de mise en ceuvre d'une électrophorése
conduite de fagon a séparer un mélange de composés selon leur charge ou selon
leur rapport charge/masse, on pourra notamment se reporter a l'article de M. G.
Khaledi dans High Performance Capillary Electrophoresis, Chemical Analysis
Series, vol. 146, (1998), ou a l'ouvrage précité de S. F. Y. Li "Capillary
electrophoresis : principles, practice and applications”, Journal of Chromatography

Library, vol. 52, troisiéme impression (1996).

A l'issue de I'électrophorése de I'étape (A), on obtient, de fagon générale,
une séparation des composés du mélange en plusieurs fractions, chacune de ces
fractions comprenant les composés ayant une vitesse de migration donnée dans
les conditions de I'étape (A). Chacune de ces fractions apparait sous la forme d’'un
pic unique sur un électrophérogramme. Toutefois, en particulier dans le cas de
mélanges complexes tels que des mélanges de protéines ou de peptides, chacun

des pics observés contient souvent un mélange de plusieurs constituants.

La fraction F qui est isolée dans le capillaire a lissue de I'étape (B) est
généralement un mélange de composés ayant des vitesses de migration
comprises entre deux valeurs de coupure Vpin €t Vinax (avec Vmin<Vmax) dans les
conditions de I'électrophorése |'étape (A). L'étape (B.1), lorsqu’elle est conduite,
consiste a evacuer hors du capillaire les composés ayant des vitesses de
migration supérieures a Vmax. De méme, I'étape (B.2), lorsqu’elle est conduite,
consiste a évacuer hors du capillaire les composés ayant des vitesses de

migration supérieures a Vpyin.

Le plus souvent, la fraction F isolée dans I'étape (B) est un mélange de
composés ayant sensiblement la méme vitesse de migration dans les conditions
de l'électrophorése de I'étape (A), a savoir une fraction constituée par les
composés correspondant a un des pics électrophorétiques obtenu suite a
I'électrophorése de I'étape (A). L'étape (B) consiste alors a évacuer hors du

capillaire les composés ayant une vitesse de migration différente, correspondant
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aux autres pics de [l'électrophérogramme, et dans I'étape (D) ultérieure, on
effectue une séparation des constituants du mélange de composés correspondant
au pic isolé dans le capillaire. L’isolement d’une fraction F constituée par les
composés correspondant a un pic électrophorétique unique s’avére souvent
avantageuse, notamment dans la mesure ou elle présente I'avantage d'éviter tout
phénoméne de recouvrement de pics lors de la séparation électrophorétique de
I'étape (D).

Toutefois, selon un mode de réalisation envisageable, la fraction F isolée
dans I'étape (B) peut également étre un mélange de composés correspondant a
une série de pics électrophorétiques successifs obtenu suite a I'électrophorése de
I'eétape (A). Dans ce cas, I'étape (B) consiste a évacuer hors du capillaire les
composés correspondant aux pics de I'électrophérogramme situés avant et/ou

apreés la série de pics a isoler.

En fonction de la fraction F qu'on souhaite isoler dans I'étape (B), trois

grands modes de réalisation sont envisageables pour I'étape (B).

Ainsi, selon un premier mode de réalisation du procédé de l'invention, la
fraction F est une fraction de téte, a savoir une fraction constituée par un mélange
de composés ayant une ou des vitesse(s) de migration supérieure(s) a celle des
composés qu’on fait migrer hors du capillaire. Dans ce cas, I'étape (B) consiste a

mettre en ceuvre uniquement I'étape (B.2), sans mettre en ceuvre I'étape (B.1).

Selon ce premier mode de réalisation, la fraction F isolée dans I'étape (B)
est avantageusement constituée par les composés du pic de téte observable sur
un électrophérogramme de I'électrophorése de I'étape (A), a savoir un mélange
des composés ayant la vitesse de migration (Vi) la plus élevée dans les
conditions de I'électrophorese de I'étape (A), qui apparaissent donc en premier sur
un électrophérogramme de I'électrophorese de I'étape (A). Dans ce cas, I'étape
(B.2) consiste a faire sortir du capillaire les autres composés que les composés du

pic de téte, qui ont une vitesse de migration inférieure a Viate.

Alternativement, la fraction de téte isolée dans ['étape (B) peut étre

constituée par les composés de deux ou plusieurs des premiers pics apparaissant
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sur un électrophérogramme de I'électrophorése de I'étape (A). Le cas échéant,
I'étape (B.2) consiste a faire sortir du capillaire les composés correspondant aux

autres pics.

Pour isoler une fraction de téte, quelle que soit sa nature (composés
correspondant a un unique pic électrophorétique ou a plusieurs pics), I'étape (B.2)
peut avantageusement consister a appliquer une surpression en sortie du
capillaire, jusqu'a faire sortir par I'entrée du capillaire les composés ne faisant pas

partie de la fraction de téte F a isoler.

Par "application d'une surpression en sortie du capillaire”, on entend, au
sens de la description et des revendications, I'application d'une différence de
pression positive entre la sortie et I'entrée du capillaire. En pratique, cette
difference de pression positive est généralement induite en appliquant une
surpression au niveau de la sortie du capillaire. Toutefois, selon certains modes
de réalisation particuliers, cette différence de pression peut également étre induite
en appliquant une dépression a l'entrée du capillaire, éventuellement
conjointement a une surpression a la sortie du capillaire. La "surpression en sortie
du capillaire” a laquelle il est fait référence dans la présente description désigne,
de fagon générale, la différence de pression positive appliquée entre la sortie et

l'entrée du capillaire.

Lorsqu'une surpression est appliquée en sortie du capillaire, le diamétre du
capillaire utilisé est avantageusement inférieur a 50 microns, plus
préférentiellement inférieur ou égal a 30 microns, et encore plus avantageusement
inférieur ou égal a 25 microns. La surpression imposée en sortie du capillaire est
quant a elle de préférence la plus faible possible, notamment de fagon a éviter des
phénomeénes de dispersion, qui se traduiraient par un étalement des pics observés
sur un électrophérogramme, de nature a nuire a la qualité de la séparation
obtenue. Ainsi, on préfére en général que la surpression imposée dans I'étape (B)
soit une surpression inférieure a 10 KPa (100 millibars), et de préférence
inférieure a 8 KPa (80 millibars), avantageusement inférieure a 1 psi, (c'est-a-dire
inférieure a 6893 Pa). Le plus souvent, la valeur limite de la surpression imposable
sans observer un étalement de pic trop important est a adapter en fonction du

diamétre interne du capillaire employé. Ainsi, plus le capillaire sera fin, plus une
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surpression importante pourra étre imposée. A titre d'exemple, pour un capillaire
de diameétre interne inférieur a 20 microns (10 microns par exemple), on pourra
envisager d'imposer une surpression allant jusqu'a 100 millibars, voire jusqu'a 2
psi (138 millibars) sans observer de phénomenes de dispersion trop marqués. En
revanche, pour des capillaires de diamétre interne compris entre 20 et 30 microns
(typiquement 25 microns), il est préférable de ne pas dépasser une surpression de
1 psi (69 millibars). Pour des capillaires de diamétre interne supérieur a 30
microns, la surpression envisageable sans observer de phénomeénes de
dispersion génant est de préférence inférieure a 0,5 psi (3,45 KPa), et encore plus
avantageusement inférieure a 0,2 psi (1,38 Pa). Pour un diamétre interne de 50

microns, il est préférable de ne pas dépasser 0,1 psi (0,69 Pa).

Alternativement, dans certains cas, I'étape (B.2) mise en ceuvre pour isoler

une fraction de téte peut également consister a :

(i) appliquer, entre I'entrée et la sortie du capillaire, une différence de potentiel,
de polarité contraire a celle de I'étape (A), en prenant soin de ne pas
recombiner la fraction F a isoler avec les autres composés séparés du mélange
M ; puis
(i) appliquer une surpression en sortie du capillaire jusqu'a faire sortir par
I'entrée du capillaire les composés ne faisant pas partie de la fraction de téte F
a isoler, le plus souvent en maintenant la différence de potentiel de I'étape (i).
La mise en ceuvre des étapes (i) et (ii) précitées pour réaliser I'étape (B.2)
permet notamment de limiter les phénoménes d'étalement des pics qui peut étre
observé lorsque (B.2) consister uniquement a appliquer une surpression en sortie

du capillaire.

Lorsqu'elle est mise en ceuvre, I'étape (i) est conduite pendant une durée
suffisamment courte pour ne pas mener a une recombinaison du ou des pic(s) de
téte a isoler avec les pics qu'on souhaite éliminer du capillaire. Lorsque la fraction
F a isoler n'est pas constituée d'un seul pic de téte, mais de plusieurs, I'étape (i)
est en outre avantageusement conduite pendant un temps suffisamment court
pour qu'on n'observe pas de recombinaison des pics de la fraction F a isoler. En

pratique, la différence de potentiel appliquée entre la sortie et I'entrée du capillaire
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dans I'étape (i) est en général la méme différence de potentiel (en valeur absolue)
que celle appliquée dans l'étape (A), mais avec un signe opposé. En d'autres
termes, I'étape (i) est avantageusement conduite en inversant la polarité aux
bornes du capillaire, par rapport a I'étape (A). En particulier dans ce cas, la durée
de mise en ceuvre de ['étape (i) peut étre facilement déterminée a l'aide d'un
électrophérogramme de [I'électrophorése de I'étape (A), qui donne accés a la
vitesse de migration de chacun des composés et a I'espacement des différents
pics entre eux. Ces deux parametres permettent de calculer I'espacement de deux
pics aprés inversion de la polarit¢ pendant une durée donnée. De préférence,
lorsqu'elle est mise en ceuvre, I'étape (i) est de préférence conduite de fagon a ce
que l'espacement entre la fraction F a isoler et les autres pics a éliminer soit d'au

moins 5 mm, et de préférence d'au moins 10 mm au sein du capillaire.

Lorsqu'on met en ceuvre la succession d'étape (i) et (ii) a titre d'étape (B.2)
pour isoler une fraction F de téte, la surpression imposée dans l'étape (ii) a la
sortie du capillaire est de préférence une surpression inférieure a 100 millibars,
cette surpression étant avantageusement inférieure a 80 millibars, et
avantageusement inférieure a 1 psi (69 millibars), en particulier lorsque le
capillaire utilisé a un diameétre interne compris entre 20 et 50 microns. La encore,
la valeur limite de la surpression imposable dépend du diamétre interne du

capillaire utilisé.

Selon un deuxiéme mode de réalisation du procédé de l'invention, I'étape
(B) consiste a mettre en ceuvre I'étape (B.1) pour évacuer une fraction de téte,
puis I'étape (B.2) pour évacuer une fraction de queue, et la fraction F isolée dans

I'étape (B) est alors une fraction de cceur.

Selon ce deuxiéme mode de réalisation, la fraction de cceur F isolée est
avantageusement constituée par les composés d'un des pics compris entre le pic
de queue et le pic de téte observables sur un électrophérogramme de
I'électrophorése de I'étape (A), a savoir un mélange des composés ayant une
méme vitesse de migration V dans les conditions de I'électrophorése de I'étape
(A), intermédiaire entre la vitesse des composés de téte (Vi) €t la vitesse des

composeés de queue (Vqueue). Dans ce cas, I'étape (B.1) consiste a faire sortir du
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capillaire tous les composés de vitesse de migration supérieure a V, et I'étape
(B.2) consiste a faire sortir du capillaire tous les composés de vitesse de migration

inférieure a V.

Alternativement, selon ce deuxieme mode, la fraction de cceur F isolée
dans I'étape (B) peut étre constituée par les composés de deux ou plusieurs pics
intermédiaires compris entre le pic de queue et le pic de téte, a savoir un mélange
des composés ayant des vitesses de migration comprise entre une valeur V'
supérieure a Vgueue €t Une valeur V" supérieure a V' et inférieure a Vige dans les
conditions de lI'électrophorése de I'étape (A). Le cas échéant, I'étape (B.1)
consiste a faire sortir du capillaire tous les composés de vitesse de migration
supérieure a V", et I'étape (B.2) consiste a faire sortir du capillaire tous les

composés de vitesse de migration inférieure a V'.

Ainsi, l'isolement d'une fraction de coeur passe par une premiéere étape
(B.1) qui consiste a éliminer une fraction de téte, ce par quoi la fraction F a isoler
devient la fraction de téte dans le capillaire. Dés lors, l'isolement de cette fraction
F revient a isoler une fraction de téte selon I'étape (B.2), comme dans le premier
mode de réalisation du procédé. Ainsi, pour isoler une fraction de coeur, |'étape
(A.2) mise en ceuvre suite a I'étape (A.1) peut avantageusement étre conduite

dans les conditions du premier mode de réalisation du procéde.

Ainsi, I'étape (A.2) utilisée dans la cadre de lisolation d'une fraction de

ceeur consiste de préférence a :

- selon une premiére possibilité : appliquer une surpression en sortie du capillaire,
de préférences dans les gammes avantageuses indiquées pour le premier mode
de reéalisation du procédé, jusqu'a faire sortir par l'entrée du capillaire les
composés ne faisant pas partie de la fraction de téte F & isoler, a savoir les
composés de vitesse de migration inférieure a V' dans les conditions de

I'électrophorése de ['étape (A) ; ou

- selon une deuxiéme possibilité, adaptée notamment pour limiter les phénoménes

d'étalement des pics :
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(i) appliguer, entre I'entrée et la sortie du capillaire, une différence de potentiel, de
polarité contraire a celle de I'étape (A), en prenant soin de ne pas recombiner la

fraction F a isoler avec les autres composés séparés du mélange M ; puis

(i) appliqguer une surpression en sortie du capillaire, de préférences dans les
gammes avantageuse indiquées pour le premier mode de réalisation du procédé,
jusqu'a faire sortir par I'entrée du capillaire les composés ne faisant pas partie de
la fraction de téte F a isoler, a savoir les composés de vitesse de migration

inférieure a V' dans les conditions de I'électrophorése de I'étape (A).

Selon un troisiéme mode de réalisation du procédé de I'invention, la fraction
F isolée dans I'étape (B) du procédé est une fraction de queue, a savoir une
fraction constituée par un mélange de composés ayant une (ou des) vitesse(s) de
migration inférieure(s) a celle des composés qu’on fait migrer hors du capillaire.
Dans ce cas, I'étape (B) consiste a mettre en ceuvre uniquement I'étape (B.1),

sans mettre en ceuvre ['étape (B.2).

Selon ce mode de réalisation, la fraction F isolée dans I'étape (B) est
avantageusement constituée par les composés du pic de queue observable sur un
électrophérogramme de I'électrophorése de I'étape (A), a savoir un mélange des
composés ayant la vitesse de migration (Vqueue) la plus faible dans les conditions
de I'électrophorése de l'étape (A), qui sortent donc en dernier lieu sur un
électrophérogramme de I'électrophorése de I'étape (A). Dans ce cas, I'étape (B.1)
consiste a faire sortir du capillaire les autres composés que les composés du pic
de queue, a savoir tous les composés qui ont une vitesse de migration supérieure

a Viste.

Alternativement, la fraction de téte isolée dans I'étape (B) peut étre
constituée par les composés de deux ou plusieurs des derniers pics apparaissant
sur un électrophérogramme de ['électrophorése de I'étape (A). Le cas échéant,
I'étape (B.1) consiste a faire sortir du capillaire les composés correspondant aux

autres pics.

Quel que soit le mode de mise en ceuvre de l'étape (B), cette étape est

spécifiquement conduite de fagon a faire migrer la fraction F isolée a proximité
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d'une des extrémités du capillaire (indifféremment I'entrée ou la sortie, mais le
plus souvent la sortie), préalablement a I'introduction du milieu séparateur MS? de
I'étape (C). Avantageusement, on préfére qu’a l'issue de I'étape (B), la fraction F
isolée au sein du capillaire soit localisée dans le premier ou le dernier dixieme
dudit capillaire, de préférence dans le premier ou le dernier vingtiéme, et
typiquement a une distance de I'entrée ou de la sortie du capillaire comprise entre
0,5 et 2 cm et, de préférence, a une distance de l'ordre de 1 cm d’une des
extrémités du capillaire (une distance de sécurité étant préférable pour s’assurer

d’éviter la sortie de tout ou partie de la faction F hors du capillaire).

L’étape (B) du procédé de l'invention a pour but d'isoler la fraction F au sein
du capillaire. Pour éviter tout départ intempestif de la fraction F a isoler vers le
milieu extérieur, il est avantageux de disposer un détecteur au niveau de
I'extrémité du capillaire a proximité de laquelle on souhaite localiser la fraction F a
l'issue de I'étape (B) (ou tout au moins a un niveau proche de cette extrémité du
capillaire, typiqguement a une distance de 1 a 10 cm de I'entrée), ce qui permet par
ailleurs de contrbler également la sortie des différentes fractions éventuellement a
eliminer par cette extrémité dans I'étape (B.1) ou (B.2). De méme, il est en général
indiqué que le capillaire posséde aussi un détecteur au niveau de l'autre extrémité
du capillaire, permettant de contrbler I'élimination des différentes fractions a
éliminer par la sortie du capillaire ce qui permet notamment de contréler
I'élimination des différentes fractions éventuellement a éliminer par cette extrémité
dans I'étape (B.2) ou (B.1).

La migration de la fraction F isolée a proximité d’'une des extrémités du
capillaire peut étre effectuée par tout moyen connu en soi. Cette migration peut
notamment avoir lieu de facto lors de la mise en ceuvre des étapes (B.1) ou (B.2).
Alternativement, si besoin est, on peut faire migrer la fraction F vers une des
extrémités du capillaire en appliquant une surpression au niveau de lautre
extremité (ou plus généralement une différence de pression adaptée entre les
deux extrémités du capillaire) et/ou en appliquant une différence de potentiel

adaptée entre les deux extrémités du capillaire.
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Dans l'étape (C) qui suit I'étape (B), on introduit dans le capillaire un
deuxieme milieu de séparation MS?, qui est distinct du milieu de séparation ms’
employé dans I'étape (A). La nature de ce deuxiéme milieu séparateur MS? peut
varier en une trés large mesure, la nature de ce milieu pouvant étre adaptée au
cas par cas en fonction des constituants du mélange M et plus spécifiquement des

constituants de la fraction F qu’'on souhaite séparer dans I'étape (D).

De fagon générale, le milieu de séparation MS? introduit dans I'étape (C)
peut étre tout milieu adapté a une séparation électrophorétique dans I'étape (D).
Comme souligné plus haut dans la description, un des avantages du procédé de
l'invention est qu'il permet d’envisager la mise en ceuvre de n’importe quel type de

milieu de séparation pour I'étape (D).

Selon un mode de réalisation avantageux du procédé de linvention, on
préfére toutefois que le milieu de séparation MS? introduit dans I'étape (C) soit un
milieu plus conducteur électriquement que le milieu de séparation MS' employé
dans I'étape (A), par exemple un milieu ayant une force ionique supérieure a celle
du milieu de séparation MS'. L’emploi d'un tel milieu MS? plus conducteur
électriquement que le milieu MS' conduit en effet & un phénoméne de
~ concentration bien connu (phénoméne d’amplication de champ électrique
usuellement désigné par le terme de "stacking"), qui permet notamment de réduire
la dispersion des pics, en contrebalangant les effets délétéres que la pression
appliquée dans ['étape (C) est susceptible d’avoir dans certains cas. Pour plus de
détails concernant l'effet dit de "stacking", on pourra notamment se reporter a
l'aticle de R.-L. Chien dans M. G. Khaledi, High Performance Capillary
Electrophoresis, Chemical Analysis Series, vol. 146, Chapitre 13, pp 449-479
(1998)

Selon une variante particuliéere de linvention, qui se révéle souvent
intéressante en termes d'efficacité de séparation dans I'étape (D), on peut
introduire dans le capillaire une zone électrolyte transitoire, dite "preplug”, entre la
fraction F a analyser et le milieu MS?. Plus précisément, selon cette variante
spécifique, on introduit dans I'étape (C) d’abord une faible quantité d'un premier
milieu de séparation ms? différent des milieux MS' et MS?, puis le milieu MS2. A
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lissue de I'étape (C), on obtient ainsi un capillaire rempli par le milieu de
séparation MS? avec la fraction F & séparer & proximité d’une des extrémités du
capillaire et une faible quantité de milieu ms? entre la fraction F et le milieu de
séparation MS?. Cette faible quantité de milieu ms? joue le réle de zone électrolyte
transitoire dans I'étape de séparation (D), ou elle permet notamment d’amplifier le
phénoméne de concentration par stacking, ou bien de refocaliser la fraction F par
phénomeéne d'isotachophorése transitoire. Le milieu ms? employé dans le cadre de
cette variante particuliére peut étre le milieu MS' ou MS? trés dilué, dans le cas ou
on recherche I'amplification de I'effet de stacking. Dans le cas ou l'on recherche
un phénomeéne d’isotachophorése transitoire, le milieu ms? peut étre un électrolyte
contenant un ion meneur, dont la charge est de méme signe que les solutés a
séparer mais dont la mobilité apparente est supérieure a celle des solutés. La
quantité de milieu ms? introduite peut varier dans une large mesure et doit étre
optimisée suivant la nature des solutés. Cette quantité peut typiquement varier
entre 1% et 90% du volume du capillaire, cette quantité étant avantageusement

inférieure a 10% dans le cadre de la recherche d’'un phénomeéne de stacking.

A noter également qu'il est avantageux d'introduire une zone électrolyte
aprés l'injection de I'échantillon dans I'étape (A). Dans ce cadre, il se révéle
intéressant d'introduire dans I'étape (A), apres injection du mélange M et avant la
séparation, une faible quantité d'un électrolyte, avantageusement moins
conducteur électriquement que le milieu MS1 (typiquement de force ionique plus
faible). L'électrolyte ainsi injecté forme une zone électrolyte jouxtant le mélange M

dans le capillaire, qui peut avoir différents avantages :

(i) cette zone peut contribuer a éviter I'éjection hors du capillaire de
composés d'intérét lors de I'étape (B) : en effet, elle décale I'échantillon injecté par
rapport a I'extrémité du capillaire ; et

(ii) elle conduit a une meilleure efficacité dans le cas ou I'électrolyte injecté

est moins conducteur électriquement que le milieu MS1.

Selon un mode de réalisation intéressant, on peut introduire a titre de milieu
MS? un milieu comprenant des polyméres en solution ou sous forme de gel. Selon

ce mode de réalisation, I'étape (A) peut par exemple étre une électrophorése
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conduite en milieu libre (milieu MS' de type solution aqueuse tamponnée) et
I'étape (D) peut étre conduite dans un milieu MS? similaire au milieu MS' mais
comprenant en outre un polymere. Il est également possible, a linverse
d’employer 3 titre de milieu MS" un milieu comprenant des polyméres en solution
ou sous forme de gel et un milieu libre & titre de milieu MS2. Dans ce cadre, selon
un autre mode de réalisation, I'étape (A) peut étre une électrophorése conduite
dans un milieu MS* comprenant des polymeéres et I'étape (D) peut étre conduite en
milieu libre, par exemple dans un milieu MS? de type solution aqueuse

tamponnée.

On peut également introduire a titre de milieu MS?2 un milieu micellaire, a
savoir un milieu de séparation comprenant des micelles, notamment des micelles
de tensioactif tel que, par exemple, le dodécylsulfate de sodium, notamment du
type des milieux micellaires décrits par J. M. Davis dans M. G. Khaledi, High
Performance Capillary Electrophoresis, Chemical Analysis Series, vol. 146,
Chapitre 3, pp 77-131 (1998).

Le milieu MS? différe généralement du milieu MS' par sa composition
chimique. |l peut également varier du milieu MS' par la valeur de son pH. Selon un
mode de réalisation particulier, les milieux MS' et MS? différent uniquement par
leur pH. Ce mode de réalisation peut par exemple permettre de modifier les
charges portées par les espéces contenues dans la fraction F entre I'étape (A) et
I'étape (D). Il peut notamment étre mis en ceuvre pour I'analyse de mélanges a
base d’acides aminés, ou bien encore de peptides, de protéines, de polymeéres

synthétiques ou de latex.

Quelle que soit sa nature exacte, le milieu MS? est avantageusement
introduit dans I'étape (C) en appliquant une différence de pression adaptée entre
les extrémités du capillaire, de préférence une difféerence de pression
suffisamment faible pour éviter une perte trop importante de la définition du pic de
la fraction F séparée lors des étapes (A) et (B). A cet effet, la différence de
pression appliquée entre les extrémités du capillaire pour introduire le milieu de

séparation MS? dans I'étape (C) va avantageusement de 0,1 psi a 5 psi (0,69 Pa a
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34,47 Pa), typiquement de 0,3 psi a 3 psi, en particulier pour des capillaires de

diameétre interne de I'ordre de 25 a 50 micron.

La différence de pression appliquée entre I'entrée et la sortie du capillaire
dans 'étape (C) est généralement induite en appliquant une surpression au niveau
de 'extrémité du capillaire par laquelle on souhaite faire entrer le milieu séparateur
MS?2. Toutefois, selon une variante particuliére, on peut également introduire une

dépression au niveau de I'autre extrémité du capillaire.

L'étape (D) est quant a une étape de séparation usuelle par électrophorese
capillaire de zone, mettant en ceuvre a titre de milieu de séparation le milieu MS?
introduit dans I'étape (C). Cette étape peut étre conduite selon tout moyen connu
en soi. Il est des compétences du spécialiste dans le domaine d’adapter les
conditions de mise en ceuvre de l'étape (D) pour atteindre la séparation
recherchée. Cette étape de séparation peut étre effectuée aussi bien en milieu

libre gu’en présence de polymeéres, et en absence ou en présence de tensioactif.

La plupart des dispositifs d'électrophorése capillaire usuels peuvent étre
utilisés pour conduire les étapes (A) a (D) procédé de l'invention. Par exemple, le
procédé de l'invention peut avantageusement étre mis en ceuvre dans un appareil
d'électrophorése capillaire de type 3DCE commercialisé par Agilent Technologie,
ou bien un appareil de type PACE MDQ vendu par Beckman Coulter.

De fagon plus générale, le capillaire mis en ceuvre dans les étapes (A) a (D)
est avantageusement un capillaire de diameétre interne compris entre 5 et 100
microns. Notamment de fagon a pouvoir conduire les étapes (B2) et (C) de fagon
optimale, ce diamétre interne est avantageusement inférieur ou égal a 50 microns,
de préférence inférieur ou égal a 40 microns, et avantageusement inférieur ou
égal a 30 microns, voire, dans certains cas, inférieur a 20 microns. Il est toutefois
préférable que ce diamétre interne reste égal ou supérieur a 10 microns, voire a
15 microns, notamment de fagon a ne pas diminuer de fagon trop importante la

sensibilité de la détection.
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Ainsi, a titre de capillaire avantageusement utilisable pour mettre en ceuvre
le procédé de séparation selon l'invention, on peut notamment citer les capillaires
de diamétre interne entre 10 et 50 microns, tels que les capillaires usuels de
diametre interne égal a 10 microns, 25 microns ou a 50 microns, les capillaires de

25 microns se révélant en particulier bien adaptés dans la plupart des cas.

Par ailleurs, notamment de fagon a optimiser la qualité de la séparation des
étapes (A) et (D), un capillaire utilisé pour le procédé de linvention est de
preférence un capillaire de longueur la plus faible possible, de préférence
inférieure @ 1 m et avantageusement inférieure @ 50 cm. En général, et en
particulier lorsque I'étape (B.2) est mise en ceuvre, on préfére que la longueur du
capillaire reste inférieure ou égale a 40 cm, cette longueur étant avantageusement
inférieure ou égale a 35 cm, notamment pour permettre d’effectuer I'étape (B.2)
sans observer de phénomeénes d'élargissement de pics trop prononcés. Ainsi,
typiquement, la longueur d’un capillaire mis en ceuvre dans les étapes (A) a (C) du
procédé de linvention est avantageusement compris entre 20 et 60 cm, de
préférence entre 20 et 40 cm (typiquement de I'ordre de 30 a 35 cm).

Le procédé de séparation de la présente invention est un procédé a la fois
simple et efficace a mettre en ceuvre, qui permet le plus souvent d’obtenir une

séparation particuliérement résolutive de constituants du mélange M.

A ce sujet, il est a noter que les avantages du procédé de l'invention ne
sont pas limités a la mise en ceuvre d'une séparation électrophorétique
bidimensionnelle. En fait, il est tout a fait possible d’intégrer le procédé de
l'invention dans un procédé de séparation tridimensionnel (et plus généralement
multidimensionnel). Dans ce cadre, selon un mode de réalisation de I'invention, le
proceédé de l'invention comprend, a I'issue aux étapes (A) a (D), un ou plusieurs
cycle(s) supplémentaire(s) de séparation / analyse électrophorétique, comprenant
des étapes similaires aux étapes (B) a (D) précitées. Dans ce cadre, le procédé de
invention peut par exemple comprendre, suite aux étapes (A) a (D), un ou
plusieurs cycles de séparation/analyse électrophorétique, comprenant chacun les

étapes suivantes (B-bis) a (D-bis) suivantes:
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(B-bis) on isole, dans le capillaire employé dans les étapes (A) a (D), une
fraction (f) des composés séparés dans I'étape précédant I'étape (B-bis), et on
fait migrer ladite fraction (f) isolée a proximité d’'une des extrémités du capillaire,
en maintenant cette fraction (f) au sein du capillaire, typiquement en mettant en

ceuvre l'une et/ou 'autres des étapes suivantes :

(B-bis.1) on évacue hors du capillaire une partie des composés ayant les
vitesses de migration les plus élevées dans les conditions de ['électrophorése
de I'étape précédant I'étape (B-bis), en laissant migrer ces composés en sortie
du capillaire ; et/ou

(B-bis.2) on évacue hors du capillaire une partie des composés ayant les
vitesses de migratioh les plus faibles dans les conditions de I'électrophorése
de l'étape précédant I'étape (B-bis), en faisant migrer ces composés vers

I'entrée du capillaire,

(C-bis) en appliquant une différence de pression entre les éextrémités du
capillaire, on introduit dans le capillaire un milieu de séparation MS2,, distinct
des milieux de séparation employés dans les étapes de séparation
précédentes, cette introduction du nouveau milieu de séparation étant réalisée
par I'extrémité du capillaire a proximité de laquelle est localisée la fraction (f) a

I'issue de I'étape (B-bis) ; et

(D-bis) on effectue une électrophorése capillaire au sein du capillaire ainsi
rempli par le milieu de séparation MS%,s en faisant migrer les composés de la
fraction (f) sous l'effet d'une différence de potentiel appliquée entre l'entrée et la

sortie du capillaire, en employant le milieu MS?,;s a titre de milieu de séparation.

Dans ce cadre, il n'y a, selon l'invention, aucune restriction sur le nombre
de dimensions que 'on peut effectuer au cours d’'une analyse, si ce n'est le temps

d’analyse qui, bien sar croit avec le nombre de dimensions réalisées.

Selon un mode de réalisation particulier, le procédé de I'invention peut par

exemple étre une méthode de séparation tridimensionnelle comprenant :

- une étape (A) mise en oeuvre pour purifier le milieu M a analyser, de

préférence a faible force ionique (premiéere dimension) ;
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- une étape (D) mise en oeuvre pour séparer les solutés selon un premier
critere moléculaire, de préférence a force ionique plus élevée que dans
I'étape (A), par exemple une séparation en milieu libre selon le rapport

charge / masse (deuxiéme dimension) ; et

- une étape (D-bis) mise en oeuvre pour séparer les solutés selon un
deuxiéme critere moléculaire, avantageusement a force ionique plus
élevée que dans I'étape (D), par exemple lié a la chiralité ou a la masse

molaire (troisieme dimension).

Le procédé de l'invention présente en outre l'intérét d'étre conduit au sein
d'un unique capillaire, ce qui permet de récupérer les composés séparés a la
sortie dudit capillaire comme dans le cas d'une électrophorése capillaire classique.
Cette caractéristique permet notamment d'envisager 'analyse des constituants
séparés obtenus a l'issu de I'étape (C). Pour ce faire, suite a la séparation de
I'étape (C), les composés sous forme séparée sont injectés du capillaire vers un
dispositif d’analyse, tel qu'un spectrométre de masse (quadrupdle, trappe d’ions,
temps de vol), ou bien encore un détecteur conductimétrique ou électrochimique
(injection en ligne du capillaire vers un autre dispositif d’analyse). Cette utilisation
particuliére du procédé constitue un autre objet spécifique de la présente

invention.

Compte tenu de ces différents avantages, le procédé de l'invention est
adapté pour réaliser la séparation des constituants de nombreux mélanges. En
fait, le procédé de l'invention peut, en pratique, étre conduit sur tout mélange

adapté a une séparation par électrophorése.

En particulier, le procédé peut étre employé pour le diagnostic médical. Le
mélange M séparé en différents constituants dans ce cadre peut alors étre par
exemple, un échantillon d’'urine, un échantillon sanguin (plasma), un mélange de
protéines (isoformes, formes glyquées / non glyquées), un mélange de peptides,
un mélange d’acides aminés (neurotransmetteurs par exemple). Dans ce cadre, la

séparation bidimensionnelle peut étre utilisée pour réaliser la purification de
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I'échantillon ("sample clean up") en premiére dimension, et la séparation des
composés d’intérét en deuxieme dimension ; ou bien encore pour réaliser deux
separations ‘permettant d’obtenir des sélectivités trés différentes dans le but
d'augmenter la capacité de pics par rapport a une séparation
monodimensionnelle. Selon ce deuxiéme mode, on citera la possibilité de séparer
des composeés selon deux dimensions ayant les propriétés suivantes : chirale /non
chirale ; non micellaire / micellaire ; en milieu libre / en solution de polymére ou en
solution de polymére / en milieu libre, ou encore deux électrolytes de pH

différents.

Le procédé peut aussi étre mis en ceuvre pour l'analyse protéomique
(analyse bidimensionnelle par électrophorése capillaire de peptides issus d’'une

digestion enzymatique).

Enfin, le procédé est aussi particulierement adapté a la séparation de
macromolécules synthétiques, de latex ou de colloides. Dans ce cas, I'étape (A)
est avantageusement une étape d'électrophorése sans milieu séparateur ("en
milieu libre"), permettant une séparation des macromolécules selon leur rapport
charge/masse, le milieu séparateur MS? introduit dans I'étape (C) étant alors de
préférence une solution d'un polymére non chargé adaptée a une séparation des

composés présent dans la fraction isolée F selon leur masse molaire.

De fagon plus générale, le mélange M séparé en plusieurs constituants
selon l'invention peu comprendre des protéines, des peptides, des acides
nucléiques, des polysaccharides, des acides humiques, des acides fluviques, des

latex, des colloides, des nanoparticules, et/ou des polyméres synthétiques.

Différents aspects et avantages du procédé apparaitront de fagon encore

plus explicite au vu de I'exemple ci-apres, et des figures annexées ou :

- La Figure 1 est un schéma illustratif des étapes (A) a (D) du procédé de
l'invention.
- La_Figure 2 reporte des électrophérogramme obtenus dans le cadre de la

separation effectuée dans les conditions de I'exemple.
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Sur la figure 1, il est représenté sous la forme d'une succession de

schémas la séparation effectuée dans le cadre du procédé de l'invention.

Sur cette succession de schémas, le premier schéma en partant du haut
représente le mélange M introduit dans le capillaire, les extrémités du capillaire
étant plongées chacune dans un récipient rempli par un premier milieu de
séparation MS'. Bien que cela ne soit pas représenté sur la figure, I'injection du
mélange M peut étre avantageusement suivie d’une injection d’électrolyte formant

une zone électrolyte jouxtant le composé M dans le capillaire.

by

Le deuxiéme schéma représente le systéme a lissue de I'étape de
separation (A), le mélange M étant séparé sous la forme de plusieurs fractions
(F1, F2 et F sur [e schéma). Les extrémités du capillaire sont toujours chacune

plongées dans un récipient rempli par le premier milieu de séparation MS’

Le troisiéme schéma représente le systéme a lissue de I'étape (B) : les
fractions autres que la fraction F (F1 et F2) ont été éliminées hors du capillaire et
la fraction F a migré a proximité de I'extrémité gauche du capillaire. La encore les
extrémités du capillaire sont chacune plongées dans un récipient rempli par le
milieu de séparation MS', Cet état se situe juste avant I'étape (C) ot on va remplir
le capillaire par un deuxiéme milieu de séparation MS? en faisant dans le méme
temps migrer la fraction F vers l'autre extrémité du capillaire. A ce stade, on
remplace le récipient de gauche par un récipient rempli par ce deuxiéme milieu de

séparation MS?

Le quatriéeme schéma représente le systéme a l'issue de |'étape (C), le
capillaire étant maintenant rempli par le milieu de séparation MS?, et la fraction F
se trouvant a proximité de I'extrémité droite du capillaire, préte a étre séparée par
I'électrophorése de I'étape (D). Les extrémités du capillaire sont maintenant
chacune plongées dans un récipient rempli par le deuxiéme milieu de séparation
MS?,

Le cinquiéme et dernier schéma représente le systéme a lissue de la
séparation de I'étape (D), la fraction F ayant été séparés en différentes fractions

f1, £2 et 3) par électrophorése capillaire au sein du milieu MS2. Un détecteur situé
( p p
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au niveau de l'extrémité gauche du capillaire (non représenté sur le schéma)

permet d’identifier les pics correspondants.

La figure 2 se rapporte a 'exemple ci-dessous.

EXEMPLE
Séparation bidimensionnelle dans un unique capillaire (purification et

séparation d’un mélange de dérivés d’acides aminés).

Dans cet exemple, le procédé de l'invention a été utilisé pour effectuer a la
fois (1) la purification d’'un mélange complexe et (2) 'analyse des constituants du

mélange ainsi purifié, en employant uniguement un seul et unique capillaire.

Plus précisément, on a effectué la séparation d’'un mélange complexe issu
d’une réaction d’'un mélange d’acide aminés avec de la chloroéthylnitrosourée (Cl-

(CH2)2-N=N-OH) dans un mélange eau / acétone.

Le melange d'acide aminés dérivés soumis a la réaction contient
initialement, 10 mol/L de chaque acide aminé (sérine (Ser),proline (Pro),acide
alpha-isobutyrique (AIB), Valine (Val),isovaline (IVal),alanine (Ala),glycine
(Gly)leucine  (Leu), isoleucine (lleu),méthyl-leucine  (Meleu),glutamate

(Glu),asparatate (Asp).

Dans le mélange eau / acétone employé, la chloroéthylnitrosourée méne a

une des composés a fonctinalité isocyanate selon la réaction suivante:

NO

N NH
ca/\/ Y SR, ——* Cl—(CH,));——N==N—O0H + [OZC:N———R‘]
o

Les composés a fonction isocyanate ainsi formés réagissent avec la
fonction amine des acides aminés pour donner l'acide aminé dérivé selon la
réaction suivante :

OOCH
H C

R [o=c=N—0~|] — %  R—NH—C—NH
RQ NH'Z

HOOC
o Ry
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Pour effectuer la séparation du mélange obtenu, on a utilisé un capillaire en
silice vierge, de diamétre interne de 25 microns et de longueur égale a 30 cm.
Pour suivre I'évolution des séparations au sein du capillaire, on a placé un
detecteur a 20 cm de la sortie du capillaire (Détection par absorbance UV a 214

nm). On a travaillé a une température de 25°C.

(a) Séparation électrophorétique (Premiére dimension)

On a rempli le capillaire par un premier milieu séparateur qui est une
solution S1 constituée par un tampon borate de sodium 200 mM, de pH 9,2 dans
un mélange eau / isopropanol (a 85/15 en volume). Cette solution S1 a été injecté
sous pression dans le capillaire. Le capillaire a été purgé pendant 5 minutes par le

tampon borate.

On a ensuite injecté le mélange a analyser dans le capillaire, sous une

pression de 0,3 psi (2,07 Pa) pendant 3 secondes.

On a ensuite immédiatement injecté du tampon S1 (injection sous une
pression de 0,3 psi (2,07 Pa) pendant 3 secondes), formant ainsi une zone

électrolyte (« plug ») immédiatement derriere le mélange.

On a ensuite appliqué, entre I'entrée et la sortie du capillaire, plongées
chacune dans un récipient rempli de solution S1, une différence de potentiel de
+20 kV pendant 4,82 min (rampe en tension de 0,25 min), de fagon a séparer les

constituants du mélange M par électrophorése.

On a observé, au niveau du détecteur, I'apparition d'un premier pic (pic de

téte) correspondant a des impuretés (composés neutres).

(b) Isolation de la fraction d’intérét (Purification du mélange)

On a maintenu la différence de potentiel de -20 kV appliquée dans I'étape
précédente, de fagon a laisser sortir les impuretés dans le capillaire, et a ne
conserver que les composés d'intérét dans le capillaire (acides aminés

fonctionnalisés).

Pour procéder a cette élimination, on a mesuré le temps T mis par les

impuretés pour parcourir les 10 premiers centimétres du capillaire (de I'entrée au
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détecteur) et, a compter du moment ou ces impuretés ont été détectées, on les a
laissé migrer pendant le temps 2T (nécessaire pour parcourir les 20 centimétres
restant), plus quelques dizaines de secondes pour s'assurer que toutes les

impuretés soient bien éliminées.

On a ensuite inversé le sens de la polarité appliquée entre les deux
extrémités du capillaire (& savoir en appliquant différence de potentiel de -20 kV
entre l'entrée et la sortie du capillaire), de fagon a faire migrer les composés
débarrassés des impuretés a I'entrée du capillaire. Au cours de cette migration,
les différents composés se sont remélangés et on a ainsi obtenu a proximité de
I'entrée du capillaire une fraction du mélange initial, a savoir les composés

d’intérét du mélange sans les impuretés initialement présentes.

On a maintenu la différence de potentiel de -20 kV pendant la durée totale
de migration a -20 kV effectuée dans [I'étape précédente. Le "plug" injecté
initialement immédiatement derriére I'échantillon permet d’assurer de ne pas faire

sortir les composés d’intérét hors du capillaire.

(c) Introduction d'un nouveau milieu séparateur dans le capillaire

On a plongé l'entrée du capillaire dans une solution S2 comprenant un
tampon borate de sodium 200 mM, pH 9,2 dans un mélange eau / isopropanol
additionné de 50 mM de SDS (agent tensioactif : dodécylsulfate de sodium,
formant des micelles dans le milieu, propres a mieux séparer les différents acides

aminés dériveés selon leur nature chimique).

On a introduit sous pression ce nouveau milieu séparateur S2 dans le
capillaire, de fagon a faire migrer la fraction séparée dans |'étape (b) vers la sortie
du capillaire (sans toutefois I'en faire sortir) et a remplir le capillaire avec le

nouveau milieu de séparation.

Pour ce faire, on a appliqué une surpression de 0,4 psi (2,76 Pa) pendant

10,06 min a I'entrée du capillaire.
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(d)Séparation électrophorétique en présence du nouveau milieu séparateur

On a appliqué une difféerence de potentiel de +20 kV entre I'entrée du
capillaire plongée dans un récipient rempli de solution S2, et la sortie également

plongée dans un récipient rempli de solution S2.

On a observé au niveau du détecteur une séparation des différents acides
aminés modifiés. L’électrophérogramme correspondant est représenté sur la

Figure 2 (électrophérogramme du milieu).

A des fins de comparaison, il est représenté sur la partie basse de la figure
2 l'électrophérogramme correspondant a une séparation électrophorétique du
mélange dans les conditions de I'étape (d), utilisant la solution S2 a base de
micelles de SDS sans la purification antérieure de [I'étape (a). Cet
électrophérogramme fait apparaitre de nombreux pics parasites (indexés par une

étoile) qui disparaissent dans les conditions du procédé de l'invention.

Il est a noter que I'emploi d'un capillaire de diameétre interne de 25 microns
au lieu de 50 microns augmente l'efficacité de la séparation et réduit I'effet

dispersif de la pression hydrodynamique employée dans I'étape (b).

Il est a noter par ailleurs qu'on peut encore améliorer la séparation telle
qu'obtenue en remplagant la solution S1 employée dans I'étapes (a) par une
solution S1 de plus faible force ionique que la solution S2. On a vérifié ce point en
employant une solution S1’ a 50mM en tampon borate. On a obtenu ainsi une pré-
concentration des espéces avec une augmentation des efficacités des pics.
L’amélioration de la séparation est visible sur I'électrophérogramme du haut de la

figure 2 (diamétre 25 micron et solution S1’ a 50mM).
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REVENDICATIONS

1. Procédé de séparation des constituants d'un mélange M par
électrophorése capillaire au sein d'un unique capillaire, ledit procédé comprenant

les étapes ou :

(A), on introduit et on fait migrer les composés du mélange M au sein du
capillaire selon la technique de I'électrophorése capillaire, sous l'effet d'une
différence de potentiel appliquée entre I'entrée et la sortie du capillaire, en
employant un premier milieu de séparation MS', de fagon a réaliser une
séparation des composés du mélange M au sein du capillaire, selon leur vitesse

de migration dans les conditions de I'étape (A) ;

(B) on isole dans le capillaire une fraction F des composés séparés dans I'étape
(A), et on fait migrer ladite fraction F isolée a proximité d’'une des extrémités du
capillaire, en maintenant cette fraction F au sein du capillaire en mettant en

ceuvre l'une et/ou 'autres des étapes suivantes :

(B.1) on évacue hors du capillaire une partie des composés ayant les vitesses
de migration les plus élevées dans les conditions de I'électrophorése de
I'étape (A), en laissant migrer ces composés en sortie du capillaire, le plus

souvent en maintenant la différence de potentiel de I'étape (A) ;
et/ou

(B.2) on évacue hors du capillaire une partie des composés ayant les vitesses
de migration les plus faibles dans les conditions de I'électrophorése de I'étape
(A), en faisant migrer ces composés vers I'entrée du capillaire, en général en
appliquant une surpression en sortie du capillaire et/ou en appliquant entre
I'entrée et la sortie du capillaire une différence de potentiel de polarité

contraire a celle de I'étape (A),
etant entendu qu’au sens de I'étape (B), on entend par "entrée" du capillaire,
l'extrémité du capillaire ou est faite linjection, la "sortie" étant Il'autre

extrémité ;
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(C) en appliquant une différence de pression entre les extrémités du capillaire,
on introduit dans le capillaire un deuxiéme milieu de séparation MS?, distinct du
milieu de séparation MS' employé dans I'étape (A) par I'extrémité du capillaire
a proximité de laquelle est localisée la fraction F, ce par quoi on fait migrer la
fraction F vers I'autre extrémité du capillaire tout en remplissant le capillaire par

le milieu de séparation MS? ; et

(D) on effectue une électrophorése capillaire au sein du capillaire ainsi rempli par
le milieu de séparation MS? en faisant migrer les composés de la fraction F sous
l'effet d'une différence de potentiel appliquée entre l'entrée et la sortie du

capillaire, en employant le milieu MS? a titre de milieu de séparation.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel I'étape (B) consiste a
mettre en ceuvre I'étape (B.2) sans mettre en ceuvre I'étape (B.1), la fraction F

isolée au sein du capillaire étant alors une fraction de téte.

3. Procédé selon la revendication 2, ou la fraction de téte F est
constituée par les composés du pic de téte observable sur un

électrophérogramme de I'électrophorése de I'étape (A).

4. Procédé selon la revendication 1, dans lequel I'étape (B) consiste a
mettre en ceuvre I'étape (B.1) pour évacuer une fraction de téte, puis I'étape (B.2)
pour évacuer une fraction de queue, la fraction F isolée au sein du capillaire étant

alors une fraction de cceur.

5. Procédé selon la revendication 4, ou la fraction de cceur F est
constituée par les composés d'un des pics compris entre le pic de queue et le pic

de téte observables sur un électrophérogramme de I'électrophorése de I'étape (A).

6. Procédé selon la revendication 1, dans lequel I'étape (B) consiste a
mettre en ceuvre [|'étape (B.1) sans mettre en ceuvre l'étape (B.2), la fraction F

isolée au sein du capillaire étant alors une fraction de queue.

7. Procédé selon la revendication 6, ou la fraction de queue F est
constituée par les composés du pic de queue observable sur un

électrophérogramme de I'électrophorese de I'étape (A).
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8. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, ou le
milieu de séparation MS? introduit dans I'étape (C) est un milieu plus conducteur
électriquement que le milieu de séparation MS' employé dans I'étape (A), par
exemple un milieu ayant une force ionique supérieure a celle du milieu de

séparation MS".

9. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, ou, dans
I'étape (C), on introduit d’abord une faible quantité d’'un premier milieu de
séparation ms? différent des milieux MS' et MS2, puis le milieu MS?, ce par quoi
on obtient un capillaire rempli par le milieu de séparation MS? avec la fraction F a
séparer a proximité d'une des extréemités du capillaire et une faible quantité de
milieu ms? entre la fraction F et le milieu de séparation MS?, cette faible quantité
de milieu ms? assurant le role de zone électrolyte transitoire dans I'étape de

séparation (D).

10.  Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, ou, dans
I'étape (A), aprés injection du mélange M et avant la séparation, on introduit une
faible quantit¢ d'un électrolyte, avantageusement moins conducteur
électriquement que le milieu MS1, ['électrolyte ainsi injecté formant une zone

électrolyte jouxtant le mélange M dans le capillaire.

11.  Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, ou le
milieu de séparation MS? introduit dans I'étape (C) est un milieu comprenant des

polyméres en solution ou sous forme de gel.

12. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, ou le

milieu de séparation MS? introduit dans I'étape (C) est un milieu micellaire.

13. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 12, ol le
milieu de séparation MS? introduit dans I'étape (C) différe du milieu MS' par la

valeur de son pH.

14. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 13,
permettant une séparation tri- ou multi-dimensionnelle, qui comprend, suite aux

étapes (A) a (D), un ou plusieurs cycles de séparation/analyse électrophorétique
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supplémentaires, comprenant chacun les étapes suivantes (B-bis) a (D-bis)

suivantes:

(B-bis) on isole, dans le capillaire employé dans les étapes (A) a (D), une
fraction (f) des composés séparés dans I'étape précédant I'étape (B-bis), et on
fait migrer ladite fraction (f) isolée a proximité d'une des extrémités du capillaire,

en maintenant cette fraction (f) au sein du capillaire,

(C-bis) en appliquant une différence de pression entre les extrémités du
capillaire, on introduit dans le capillaire un milieu de séparation MS?s, distinct
des milieux de séparation employés dans les étapes de séparation
précédentes, cette introduction du nouveau milieu de séparation étant réalisée
par I'extrémité du capillaire a proximité de laquelle est localisée la fraction (f) a

l'issue de I'étape (B-bis) ; et

(D-bis) on effectue une électrophorése capillaire au sein du capillaire ainsi
rempli par le milieu de séparation MS%,s en faisant migrer les composés de la
fraction (f) sous l'effet d'une différence de potentiel appliquée entre I'entrée et la

sortie du capillaire, en employant le milieu MS?y;s 4 titre de milieu de séparation.

15. Procédé selon la revendication 14, qui comprend :
- une étape (A) mise en oeuvre pour purifier le milieu M a analyser ;

- une étape (D) mise en oeuvre pour séparer les solutés selon un premier
critére moléculaire, de préférence a force ionique plus élevée que dans
I'étape (A)

- une étape (D-bis) mise en oeuvre pour séparer les solutés selon un
deuxieme critére moléculaire, avantageusement a force ionique plus élevée

que dans I'étape (D).

16. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 15, ou le

capillaire utilisé a un diamétre interne compris entre 5 et 100 microns.

17. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 16, ou le

capillaire utilisé a une longueur inférieure a 1 m.
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18. Procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 17, ou le
mélange M est un échantillon d’urine, un échantillons sanguin ou un mélange de

protéines.

19. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 18, ou le
mélange M comprend des protéines, des peptides, des acides nucléiques, des
polysaccharides, des acides humiques, des acides fluviques, des latex, des

colloides, des nanoparticules, et/ou des polymeéres synthétiques.



WO 2008/046995

12

(4)

11

Fl

‘ (B)

1 F2

| ©

PCT/FR2007/001683

FIG.1

| "(D)




PCT/FR2007/001683

WO 2008/046995

2/2

(unu) sduwa

0c

«/%\Em
DIV qiy/vag

\\ DIV/q1Y/10A]

19A4/M212 /41D

dsy s

T
S
~

001

(nyul) 20uvqiosqy



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/FR2007/001683

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

A.
INV. GO1N27/447

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

| Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

BO1L GOIN

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, PAJ

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT-

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A FR 2 859 113 Al (CENTRE NAT RECH SCIENT
[FR]; UNIV MONTPELLIER II [FR])

4 March 2005 (2005-03-04)

cited in the application

figures 1,2; examples 1,2

A COTTET H ET AL: T"Heart-cutting
two-dimensional electrophoresis in a
single capillary" :

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, ELSEVIER
SCIENCE PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL,
vol. 1051, no. 1-2,

8 October 2004 (2004-10-08), pages 25-32,
XP004587095

ISSN: 0021-9673

pages 27,28; fiqures 1,2

-)—=

Further documents are listed in the continuation of Box C. . See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

*A* document defining the general'state of the art which is not
considered to be-of particular relevance

*T* later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340~2040, Tx. 31 651 eponl,”

invention
"E* earlier document but published on or after the international 'X* document of particular relevance; the claimed invention
filing date cannot be considered novel or cannot be considered to
*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or ' involve an inventive slep when the document is taken alone
which is cited to establish the publicalion date of another *Y* document of particular relevance; the claimed invention
citation or other special reason (as specified) cannot be considered to involve an inventive step when the
'O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or document is combined with one or more other such docu~
other means ments, such combination being obvious to a person skilled
*P* document published prior to the international filing date but in the art, .
later than the priority date claimed *&" document member of the same patent family
Date of the actual completion of the international search : Date of mailing of the interational search report
26 mars 2008 04/04/2008
Name and mailing address of the 1SA/ ’ Authorized officer

Fax: (+31-70) 340-3016 Wulveryck, d

Form PCT/ISA/210 (segond sheet) (April 2005)

of 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/FR2007/001683

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

WO 00/57170 A (UNIV ALBERTA [CA]; DOVICHI
NORMAN J [CAI)

28 September 2000 (2000-09-28)

page 8, Tines 3-25

page 16, line 12 - page 22, line 22;
figures 1,2

REINHOUD N J ET AL: ~ "AUTOMATED
ISOTECHOPHORETIC ANALYTE FOCUSING FOR
CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS IN A SINGLE
CAPILLARY USING HYDRODYNAMIC BACK-PRESSURE
PROGRAMMING"

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY A, ELSEVIER,
AMSTERDAM, NL,

vol. 641, no. 1, 1993, pages 155-162,
XP008028909

ISSN: 0021-9673

pages 156,157

JP 58 021553 A (SHIMADZU CORP)

8 February 1983 (1983-02-08)

abstract; figure 1

1

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

of 2 of 2




. INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/FR2007/001683
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date
FR 2859113 Al 04-03-2005  EP 1660882 Al 31-05-2006
WO 2005024410 Al 17-03-2005
US 2006254914 Al 16-11-2006
WO 0057170 A 28-09-2000 AU 779947 B2 17-02-2005
: ' . AU 3139200 A .09-10-2000
CA 2366509 Al 28-09-2000
EP 1166098 Al 02~-01-2002
JP 2002540401 T 26-11-2002
JP 58021553 A 08-02-1983 JP 1450683 C 11-07-1988
JP 62057217 B 30-11-1987

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Demande internationale in®

PCT/FR2007/001683

A. CLASSEMENT DE L’OBJET DE LA DEMANDE

INV. GOIN27/447

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou 4 la fois selon la classification nationale et la CIB

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

Documentation minimale consultée (systéme de classification suivi des symboles de classement)

BOIL GOIN

Documentation consultée autre que ja documentation minimale dans fa mesure ol ces documents relévent des domaines sur lesquels a porté la

recherche

Base de données électronique consultée au cours de ia recherche internationale (nom de la base de données, el si cela estréalisable, termes de

recherche utilisés)

EPO-Internal, PAJ

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie* | ldentification des documents cités, avec, le cas échéant, Vindication des passages pertinents

no. des revendications visées

A FR 2 859 113 Al (CENTRE NAT RECH SCIENT
[FR]; UNIV MONTPELLIER II [FRI)

4 mars 2005 (2005-03-04)

cité dans la demande

figures 1,2; exemples 1,2

A COTTET H ET AL: T"Heart-cutting
two-dimensional electrophoresis in a
single capillary"

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, ELSEVIER
SCIENCE PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL,
vol. 1051, no. 1-2,

8 octobre 2004 (2004-10-08), pages 25-32,

XP004587095
ISSN: 0021-9673

—f—

Voir la suite du cadre C pour fa fin de la liste des documents

Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

* Catégories spéciales de'documents cités: -

*A" document définissant I'état général de la technique, non
considéré comme particulierement pertinent

"E" document antérieur, mais publié 4 la date de dépét international
ou aprés celte date

*L* document pouvant jeter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer {a date de publication d’une "y
autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiquée)

*O* document se référant a une divulgation orale, & un usage, &
une exposition ou tous autres moyens

*P* document publié avant la dale de dépét international, mais
postérleurement a la date de priorité revendiquée . &

(s

document ultérieur publié aprés fa dale de dépot international ou ta

date de priorité et wappartenenant pas a létatdela
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la theorie constituant la base de linvention

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiguée ne peut
8tre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

document particulierement pertinent; linven tion revendiguée
ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le document est associ¢ a un ou plusieurs autres
documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
pour une personne du métier

docurnent qui fait partie de la méme famille de brevels

Date & laquelle la recherche internationale a été effectivement achevée

26 mars 2008

Date d'expédition du présent rapport de recherche internationale

04/04/2008

Nom et adresse postale de I'administration chargée de la recherche internationale

Qffice Européen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk ’

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni,

Fax: (+31~70) 340-3016 :

Fonctionnaire autorisé

Wulveryck, J

Formulaire PCT/ISA/210 (deuxizme feuilie) (avril 2005)




«srrurit UE RECHERCHE INTERNATIONALE

[}

Demande internationale n°

PCT/FR2007/001683

C(suite). DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie*

Identification des documents cités, avec, le cas échéant, Pindication des passages pertinents

no. des revendications visées

A

WO 00/57170 A (UNIV ALBERTA [CA]; DOVICHI
NORMAN J [CAD)

28 septembre 2000 (2000-09-28)

page 8, ligne 3-25 ) ‘
page 16, ligne 12 - page 22, ligne 22;

figures 1,2

REINHOUD N J ET AL: "AUTOMATED
ISOTECHOPHORETIC ANALYTE FOCUSING FOR
CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS IN A SINGLE
CAPILLARY USING HYDRODYNAMIC BACK-PRESSURE
PROGRAMMING"

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY A, ELSEVIER,
AMSTERDAM, NL, ‘

vol. 641, no. 1, 1993, pages 155-162,
XP008028909

ISSN: 0021-9673

pages 156,157

JP 58 021553 A (SHIMADZU CORP)

8 février 1983 (1983-02-08)

abrégé; figure 1

1

omulaire PCT/ASA/210 (suite de la deuxidme feuille) (avril 2005)




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renseighements relatifs aux membres de famllleé de brevets

Demande Internationale n°

PCT/FR2007/001683

Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
FR 2859113 Al 04-03-2005 EP 1660882 Al 31-05-2006 -
WO 2005024410 Al 17-03-2005
US 2006254914 Al 16-11-2006
WO 0057170 A 28-09-2000 AU 779947 B2 17-02-2005
AU 3139200 A 09-10-2000
CA 2366509 Al 28-09-2000
EP 1166098 Al 02-01-2002
JP 2002540401 T 26-11~2002
JP 58021553 A 08-02-1983 JP 1450683 C - 11-07-1988
JP 62057217 B 30-11-1987

Formulalre PCT/ISN210 (annexe familles de brevets) (avril 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - front-page
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - description
	Page 26 - description
	Page 27 - description
	Page 28 - description
	Page 29 - description
	Page 30 - description
	Page 31 - description
	Page 32 - claims
	Page 33 - claims
	Page 34 - claims
	Page 35 - claims
	Page 36 - claims
	Page 37 - drawings
	Page 38 - drawings
	Page 39 - wo-search-report
	Page 40 - wo-search-report
	Page 41 - wo-search-report
	Page 42 - wo-search-report
	Page 43 - wo-search-report
	Page 44 - wo-search-report

