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Resume

L'électrophorése de zone est utilisée dans les laboratoires de biologie médicale depuis une soixantaine
d'années pour séparer et identifier les protéines sériques. Initialement réalisée sur acétate de cellulose

et par des techniques manuelles, elle utilise aujourd’hui trés majoritairement les gels d'agarose et peut
étre automatisée. Sur certains analyseurs polyvalents, d'autres types d'examens lui sont associés, comme
I'électrophorése des protéines (sérum, urine, LCR), de I'hémoglobine, des lipides ou des isoenzymes,
ainsi que l'immunofixation des protéines sériques et urinaires. D'apparition plus récente (en 1994 pour

la premiere génération d'automate, le Paragon CZE 2000°- Beckman Coulter), I€lectrophorese capillaire
de zone est une véritable innovation technique dans le domaine de la biologie clinique. C'est une
méthode de séparation analytique trés performante et parfaitement adaptée a la routine d'un laboratoire.
Rapide, quantitative et reproductible, elle permet en quelques minutes l'analyse d'un micro-échantillon
prélevé sur un tube primaire identifié par un code a barre intégré. La seconde génération d’automate est
représentée par le Capillarys® - Sebia . Commercialisé en 2001, il bénéficie des derniers développements
analytiques dans ce domaine et fait l'objet de cet article.
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Automatisedcapillaryzoneelectrophoresisinclinicalbiology

SUMMARY :
Fortheseparationandtheidentificationofserumproteins,zoneelectrophoresisisroutinelyusedbybiological
laboratoriessincethe1940’s, primarilybymanualtechniqueoncelluloseacetatesupportandnowautomatically
onagarosegel.Usingsomepolyvalentanalysers,serumeturinaryproteinimmunofixation,urinaryproteins,
cerebrospinalfluid,hemoglobin, lipidsorisoenzymeelectrophoresiscanalsobedone.Discoveredmorerecently
(1994, first generation, Paragon CZE 2000° - Beckman Coulter), automated capillary zone electrophoresis
constitutesarealtechnicaladvanceinthefieldofroutineclinicaldiagnostics.Fast,quantitativeandreproductible,
itrequiresonlyafewminutestomakenumerousanalysisinasmallamountofsampledrawnonprimarytube
identifiedbyintegratedbarcode.ThesecondgenerationofanalysersisrepresentedbytheCapillarys’(Sebia).
Commercialisedsince2001,itbenefitsofthemorerecentanalyticaldevelopmentinthisfieldandconstitutesthe
subject of this article.

KEYWORDS
Capillary electrophoresis, Capillarys’, proteinogram, monoclonal gammopathies, nephelometry.

| — Introduction

Lélectrophorése capillaire est une microtechnique
destinée a l'analyse qualitative et quantitative de
solutions complexes, a partir d’échantillons de tres
faible volume. C’est une miniaturisation de I'élec-
trophorése en veine liquide initialement décrite
par Tiselius dans les années 1930. Elle permet no-
tamment une séparation rapide de molécules or-
ganiques de masse moléculaire et de structure trés

variées telles que les sucres, les lipides, les peptides
et les protéines (1). Si les applications de I'électro-
phorese capillaire furent pendant longtemps limi-
tées aux laboratoires de recherche, l'apparition en
1994 d’un systéme automatisé parfaitement adap-
té a la séparation rapide des protéines sériques a
constitué une véritable innovation technique dans
le domaine de la biologie clinique. Cette premiére
génération d’analyseurs, représentée par le Pa-
ragon CZE 2000° (Beckman-Coulter), est venue
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senrichir en 2001 d’'un automate de seconde génération, le
Capillarys® (Sebia). Initialement congu pour I'électrophorese
capillaire des protéines sériques, les applications de ce der-
nier automate se sont étendues en 2005 a I'immunotypage
des immunoglobulines (Ig) monoclonales, & la détermination
de la transferrine désialylée et a I'analyse des hémoglobines.

Il - Caractéristiques analytiques
etintégration dans le laboratoire

Le Capillarys® est un analyseur dont le principe est Iélectropho-
rese capillaire de zone en veine liquide. Réalisée dans un tampon
de pH = 10, sous un voltage élevé de 7000 volts, la migration est
contrdlée par effet Peltier a 35,5 °C, ce qui évite les problemes
éventuels liés a certaines cryoglobulines susceptibles de précipiter
a température ambiante (2). La migration seffectue en paralléle
dans huit tubes capillaires de silice fondue (diametre : 25 um, lon-
gueur : 18 cm) protégés par une gaine en aluminium. Le systéme
optique est constitué d'une lampe au deutérium, la cellule de dé-
tection comporte un filtre UV & 200 nm (longueur donde d’ab-
sorption des liaisons peptidiques). Lalimentation des échantillons
se fait en continu, avec identification des tubes primaires par un
code a barre intégré. Le pilotage de lautomate seffectue grace a
un logiciel multitaches sous Windows. La cadence de l'automate
est de 80 tests/heure, le tracé apparaissant sur Iécran une dizaine
de minutes aprés l'introduction de Iéchantillon. Son intégration a
lorganisation du laboratoire a permis le transfert sur Capillarys®
des électrophoreses des protéines sériques (40 a 120 dossiers/jour)
jusqu'alors réalisées de fagon semi-automatisée sur un Hydrasys®
(Sebia) couplé & un densitometre Hyrys 2° (Sebia).
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1l - Interprétation des résultats

La séparation des protéines sériques par électrophorese capil-
laire comporte 6 zones dont les valeurs normales ont été éta-
blies par le fournisseur : albumine, al, «2, f1, 2, et y-globu-
lines (figure 1). En raison du fort courant d’électroendosmose,
le sens de migration des fractions protéiques est inversé par
rapport au gel d’agarose. L'injection se fait a I'anode, la détec-
tion UV ala cathode et les y-globulines sont la premiére frac-
tion détectée. Pour le biologiste, l'interprétation des tracés ne
pose pas de probléme majeur apres un rapide apprentissage.
Un élément déstabilisant au départ est toutefois 'absence de
support « matériel », les gels d'agarose permettant en effet un
contrdle visuel de cohérence avec le tracé (notamment en cas
de bandes monoclonales), ce qui nest plus possible en élec-
trophorese capillaire. Pour le clinicien, un élément rassurant
est la grande similitude du tracé par rapport a celui obtenu
par intégration des gels d’agarose séparant également les zo-
nes B1 et f2. Sil'interprétation d’'un tracé d’électrophorese ca-
pillaire des protéines est tres proche de celle du tracé obtenu
apres intégration d'un gel d’agarose, quelques particularités
propres a chacune des six zones analysées doivent toutefois
étre connues par le biologiste, comme certaines interférences
analytiques spécifiques a I'électrophorese capillaire.

1. Zone de I'albumine

Au niveau quantitatif, les valeurs normales en pourcentage
de la fraction albumine sont plus faibles en électrophorese
capillaire (55,8-66,1%) qu’en gel d’agarose (60-71%). Il existe
une excellente concordance entre la quantification en g/L de
la zone albumine (calculée a partir de son pourcentage et de
la protidémie) et le dosage néphélémétrique de l'albumine, et
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ceci méme dans les valeurs basses (10 g/L) ou éle-
vées (50 g/L). Une réserve doit toutefois étre faite
pour les sérums dont 'électrophorése présente un
pic monoclonal important. La proportion élevée
d’Ig monoclonale surévalue en effet le dosage des
protéines totales par la technique du biuret et su-
restime donc secondairement l'appréciation sur
'électrophorése de 'albumine calculée a partir du
pourcentage et de la protidémie (voir V — Corréla-
tions avec la néphélémétrie).

Au niveau qualitatif, la détection des bisalbumi-
némies est meilleure en électrophorese capillaire
(3, 4). Cette technique plus sensible permet méme
dans certains cas de révéler cette anomalie pas-
sée inapercue en électrophorese classique sur gel
d'agarose (figure 2).

2. Zone des alphaT-globulines

Au niveau quantitatif, les valeurs normales en
pourcentage de la zone al (ou migrent l'al-an-

Fiaetion % s
Albunine 855 l | 4
Apnal 24 sprn i ap
Alpha 2 8.1 1z
Beta | 6.1 53
Beta ? 16 22
Gamna 133 155
A B |
Figure 2

Electrophorése sur gel dagarose (A) et électrophoreése capillaire (B) du méme sérum. La
bisalbuminémie nest visible quen électrophorése capillaire.

Figure 3
Dédoublement de la zone des a2-globulines évocateur d'un phénotype 1-1
de I'haptoglobine.
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titrypsine et l'orosomucoide) sont deux fois plus
élevées en électrophorese capillaire (2,9-4,9 %)
quen gel d’agarose (1,4-2,9 %) (5). Cette différence
s’explique par la forte proportion en acide sialique
de l'orosomucoide qui diminue la fixation des co-
lorants (tel 'amidoschwartz) sur les gels d’agarose,
alors qu'en électrophorése capillaire 'absorption
dans 'UV nlest pas affectée par ces sucres. Le
pourcentage obtenu par cette derniére technique
reflete donc mieux la réalité (6). En contre partie,
certains déficits modérés en al-antitrypsine peu-
vent passer inapercus en cas daugmentation de
l'orosomucoide (inflammation) et il n'y a pas de
corrélation démontrée entre l'appréciation en g/L
de la zone al en électrophorese capillaire et le do-
sage néphélémétrique de 'al-antitrypsine (7).

Au niveau qualitatif, certains variants de 'al-anti-
trypsine (phénotypes hétérozygotes) peuvent étre
détectés en électrophorese capillaire grace a l'as-
pect dédoublé ou inhabituel de la zone a1 (8). Une
concentration sérique abaissée de 'al-antitrypsine
et la détermination de son phénotype Pi complete-
ront obligatoirement 'exploration biochimique de
cette anomalie génétique.

3. Zone des alpha 2-globulines

Au niveau quantitatif, la zone a2, estimée en g/L
a partir de son pourcentage et de la protidémie,
est deux fois supérieure a la somme des dosages
néphélémétriques de l'haptoglobine et de l'a2-
macroglobuline (par ailleurs fréquemment de-
mandés chez les patients atteints d’hépatite C dans
le cadre du Fibrotest®). Lors d'une inflammation
aigué, le pourcentage de la zone a2 est toujours su-
périeur a celui de la zone al. En cas de discordance
(zone o2 inférieure a la zone al), une hémolyse
intravasculaire abaissant 'haptoglobine peut étre
évoquée, de la méme facon que pour une électro-
phorese sur agarose. Au niveau qualitatif, la zone
a2 présente habituellement en électrophoreése ca-
pillaire un seul pic correspondant a la superposi-
tion de I'haptoglobine et de I'a2-macroglobuline
(2). Selon le phénotype de I'haptoglobine, la zone
a2 peut parfois comporter un épaulement ou un
dédoublement plus ou moins accentué du pic en
cas de phénotype 1-2 ou 1-1 (figure 3) (9). Cette
particularité, spécifique a lélectrophorese capil-
laire, est sans signification pathologique directe en
biologie clinique. En raison de sa fréquence signifi-
cative dans la population générale, elle peut parfois
conduire a négliger la présence d’'un éventuel pic
surnuméraire monoclonal de migration a2.

4. [one des béta 1-globulines

Au niveau quantitatif, une augmentation de la
zone Pl peut évoquer une hypertransferrinémie
(anémie ferriprive), alors qu'une diminution sera
fréquemment associée a une hypotransferrinémie
(syndrome inflammatoire, insuffisance hépatique,
fuite urinaire). Au niveau qualitatif, la séparation
nette de la zone B1 facilite la détection des compo-
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sants monoclonaux migrant a ce niveau (Ig com-
pléte ou/et chaines légéres libres).

5. Zone des béta 2-globulines

Au niveau quantitatif, une augmentation de la
zone P2, en l'absence d’hémolyse, doit évoquer
une hypercomplémentémie C3 (inflammation,
cholestase), alors qu'une diminution sera associée
a une hypocomplémentémie C3 (sérum vieilli,
consommation du complément par la voie classi-
que ou alterne). Au niveau qualitatif, tout comme
pour la zone 1, la séparation nette de la zone 2
facilite la détection des composants monoclonaux
migrant a ce niveau (Ig compléte ou/et chaines 1é-
géres libres).

6. Zone des gamma-globulines

Au niveau quantitatif, il existe une bonne concor-
dance entre la zone y et le dosage néphélémétrique
des IgG, méme dans les valeurs basses (2 g/L) ou
élevées (40 g/L). Ceci nlest toutefois pas valable
lorsqu'il existe un pic monoclonal important ou un
bloc béta-gamma (voir V — Corrélations avec la né-
phélémétrie). Au niveau qualitatif, 'électrophorese
capillaire permet la visualisation des profils oligo-
clonaux (aspect « multi-bandes ») dans la zone des
y-globulines (figure 4). La limite de détection d'une
Ig monoclonale dans la zone y peut varier selon les
cas de 0,20 a 0,75 g/L selon qu'il existe une hypo
ou une hypergammaglobulinémie polyclonale asso-
ciée (2, 10). Certains composants monoclonaux ne
sont pas quantifiables sur gel d’agarose et ne sont
détectables quen électrophorese capillaire. Il s’agit
d’IgM trés polymérisées qui précipitent dans le gel
ou peuvent adhérer a la membrane poreuse de l'ap-
plicateur (11). A l'inverse et dans de tres rares cas,
certaines Ig monoclonales (de type IgG ou IgM)
migrent en électrophorése capillaire en dehors de
la fenétre de captation et ne sont détectables quen
gel d’agarose (12). Lutilisation d'un traitement ré-
ducteur au mercaptoéthanol améliore nettement la
détection de certaines IgM monoclonales en élec-
trophorese capillaire (13).

7. Interférences biologiques communes aux
deux techniques

En présence d’'un sérum hémolysé, la zone a2
peut étre déformée en raison de la présence du
complexe [haptoglobine-hémoglobine] migrant
a ce niveau, et la zone f1 augmentée a cause de
I'’hémoglobine libre éventuellement présente.
Lorsqu'il existe un reliquat de fibrinogéne (ana-
lyse d'un plasma ou du sérum d’un patient sous
traitement anticoagulant) un pic surnuméraire
apparait au début de la zone Y, simulant un pic
monoclonal. Enfin, si la concentration de la C-
réactive protéine est élevée (supérieure a 300
mg/L) un petit pic surnuméraire est visible dans
la zone v, en particulier s’il existe une hypogam-
maglobulinémie (10).
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8. Interférences médicamenteuses spécifi-
ques a I€lectrophorese capillaire

Un certain nombre de substances absorbant dans
I'UV vers 200 nm peuvent majorer le pourcentage
de certaines zones et/ou donner des pics surnu-
méraires en électrophorése capillaire. Ces interfé-
rences, initialement décrites pour le Paragon 2000°
(14, 15), existent également pour le Capillarys®. Il
sagit essentiellement de :

- la vitamine B12 (majoration de la zone al) ;

- certains produits de contraste iodés (pics surnu-
méraires en zones o2, B1 ou B2) ;

- les substituts plasmatiques & base de gélati-
ne (majoration de la zone y) ;

- et les immunoglobulines polyvalentes intra-vei-
neuse (majoration de la zone ).

IV - Gestion qualité

Le logiciel de gestion qualité de cet automate est
trés convivial. Il permet d’avoir une bonne tragabi-
lité du lot des réactifs utilisés, ces derniers pouvant
étre visualisables sur Iécran lors de laffichage des
niveaux de réactifs ainsi que lors de la consultation
d’un dossier patient. De la méme facon, les contro-
les de qualité a 2 niveaux peuvent étre facilement
analysés sur des graphiques de Levey-Jennings. Ils
présentent des variations denviron un écart-type
autour de la valeur-cible pour chacune des 6 zones.
A partir de ces graphiques il est possible d'obtenir
les statistiques du laboratoire pour chaque niveau
de contrdle, notamment le coefficient de variation
(CV) et l'exactitude. Pour toutes les zones nous
avons retrouvé un CV inférieur a 5 %. En pratique
quotidienne, il est possible deffectuer une édition
condensée des courbes délectrophorese en fin de
journée avant l'archivage informatique sur le disque
dur de l'automate. Ces deux fonctions sont tout a
fait conformes aux recommandations du GBEA sur
l'archivage des dossiers biologiques au laboratoire.

Figure 4

Profil oligoclonal
de la zone des y-
globulines (aspect
multi-bandes)

Fractions 4

Bétazi =5
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Figure 5
Corrélation entre
lalbumine dosée

ALBn (BN Il ®

Dade Behring) et
Ialbumine calculée
ALBc. La zone
entourée correspond
ala majorité des
points discordants

L'électrophorese capillaire automatisée en biologie clinique

V - Corrélations avec la néphélémétrie

Il existe une trés bonne corrélation entre les va-
leurs en g/L de certaines fractions de Iélectropho-
rése (en particulier l'albumine et les y-globulines)
et les dosages néphélémétriques des protéines cor-
respondantes (albumine et IgG). Sur une année
(n = 1481 patients), nous avons ainsi observé une
corrélation significative entre l'albuminémie esti-
mée par électrophorese capillaire et dosée par né-
phélémétrie (r=0.94, p<10* (figure 5). Cependant,
dans certains cas (n = 65), nous avons constaté
que l'albuminémie dosée par néphélémétrie pou-
vait étre inférieure (jusqua 15 g/L) a l'albuminé-
mie calculée par électrophorese capillaire (figure 5,
zone entourée). Notre expérience nous a montré
qu’il s’agissait majoritairement dans ce cas de pa-
tients présentant une gammapathie monoclonale
a IgG et pour lesquels I'albuminémie estimée par
électrophorese capillaire est erronée. Une diffé-
rence supérieure a 6 g/L est observée a chaque fois
que la zone des y-globulines est supérieure a 45 %.
L'albuminémie étant souvent un critére décision-
nel majeur en thérapeutique, nous conseillons aux
cliniciens pour toute électrophorése montrant une
zone gamma supérieure a 45 % de ne tenir compte
que de l'albuminémie dosée par néphélémétrie.
Nous avons également observé une trés bonne corré-
lation entre la zone gamma et les IgG (r=0,87, p<104)
(figure 6). Quatre zones sont cependant discordantes
et peuvent étre facilement individualisées :

- la premiére (a) correspond a la présence d’IgG
monoclonales migrant en zone béta,

- la deuxiéme (b) aux hyper gamma-globulinémies
polyclonales avec bloc béta-gamma,

- la troisiéme (c) a la présence d'une gammapathie
monoclonale de type IgA ou IgM, ou & une inter-
férence due a un soluté de remplissage migrant en
zOne gamma,

- la quatrieme zone (d) illustre la surestimation

des dosages néphélémétriques d’IgG en cas de pics
monoclonaux importants. Il faut dans ce cas pré-
férer les valeurs estimées par l'électrophorese.
Une bonne corrélation est également observée en-
tre les valeurs des zones P1 et 2 de l'électrophore-
se et les dosages néphélémétriques de la transferri-
ne et de la fraction C3 du complément. Toutefois,
dans ces deux cas, les valeurs de Iélectrophorese
capillaire sont toujours significativement supé-
rieures a celles de la néphélémétrie.

VI - Autres applications

Comme nous l'avons évoqué au début de cet article,
les applications analytiques du Capillarys® se sont
étendues en 2005. Clest ainsi quune séparation plus
fine des protéines sériques par électrophorese haute
résolution est maintenant proposée, permettant de
séparer chacune des zones en plusieurs pics. La zone
al est séparée en orosomucoide et al-antitrypsine,
et la zone o2 en a2-macroglobuline et haptoglobine.
Limmunotypage des gammapathies monoclonales est
également accessible sur cet automate, permettant un
gain de temps appréciable en remplacant dans certains
cas limmunofixation. Plus récemment, la détermina-
tion de la transferrine désialylée et [électrophorese des
hémoglobines ont également été proposées.

VII - Conclusion

Lélectrophorese capillaire de zone est représentée
aujourd’hui par des automates qui répondent aux
contraintes de simplicité, performance, flexibilité,
cadence, robustesse, standardisation, tracabilité
et colit imposés par l'environnement d’'analyse de
routine. Ces caractéristiques se retrouvent notam-
ment sur les automates de derniére génération
représentés en 2005 par le Capillarys®. La détec-
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Figure 6
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tion en ligne permet une analyse fiable et reproductible des
échantillons, et les volumes de sérum utilisés sont minimes.
De plus, la simplicité d’utilisation, de formation et de mainte-
nance ainsi que la faible consommation en réactifs (quelques
microlitres par échantillon) réduisent au maximum les cofits
d’exploitation, en particulier pour les laboratoires qui réalisent
de grandes séries. Certaines fractions protéiques (albumine,
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