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Nouveaux enjeux pour la
biologie

* Geénomique, protéomique

Exploitation de I’information du
genome
— On connait (a peu pres) tous les genes
— mais on ne connait la fonction que d’un
petit nombre d’entre eux!

— Leurs interactions encore moins...

— Nouvelle approche globale,
systémique de la biologie

— Changement d’echelle considérable
dans les besoins d’analyse
— 1 individu:
e ~2 1079 paires de bases

 ~ 30000 genes
e ~ 10 protéines
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Enjeux pour la Médecine

* Pharmacogénomique: accélération

de la recherche de médicaments sur la base
des données de la génomique

— Maladie / géne; recherche directement
moléecules agissant sur le gene

o Substitution des études sur cellules
aux ¢tudes sur animaux et cliniques

* Diagnostic
— Identification des organismes
pathogenes (allergie, bactéries, virus)
— Diagnostic moléculaire
(maladies génétiques, typologie des
cancers)

Exemple: Prédisposition au cancer du
sein: 1 patiente, 15 kb a séquencer,

Techno actuelle: 3-6 mois, 20 kF.
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Demandes

Volume de données a produire
ot

Volume d’échantillons - -

Sans explosion de temps, colit...

Parallélisme, automatisation
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*Actuellement:
Plaque(s) de microtitration
Appareils « monotache »

Robots n'_l,écaniques

Futur:

[Laboratoires sur
puces:

Miniaturisation

Intégration

One step using LabCard™
microfludic amray



Integration: Analogie avec le
développement de la
microelectronique

Circuit intégre e Microlaboratoire:

— Electrons — Fluides

— Photons — Particules
— Molécules
— Cellules

— Diode — Cultiver

— Transistor — Séparer

— Ampli — Analyser

— Conversion, — Deétecter

— Etc... — Transporter

— Mettre en interaction

— Reéactions chimiques...
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Quelgues exemples w.
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« Puces a ADN »

Surface

— Qqcm?
— 10%-10° plots de
0.01 mm?

— ADN marqueurs
de genes(sondes)

Solution
— ADN inconnus

— « Vert » suyjet
normal

— « Rouge » patient
malade

Incubation

— Hybridation/ plots
correspondants

Deétection fluo

— Vert: sous-
exprime

— Rouge:
surexprime

— Jaune: gene non
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« Laboratoires sur puces »:
Canaux, transport de fluides

« Lab on chip » (Agilent, Caliper)

Matériau: Verre
Détection fluo

ations: Separation ADN, ARN
Protéines
Cellules

Aclara « Labcards » (polymere)

64 channel 16 channel

e

20 channel ONA Sequendng =t




Combinaison (« Biochip » Motorola)

Matériau:

circuit imprimé, hybride Si-
plastique

Détection €lectronique
Groupement « étiquette »
clectroactif

-> transfert d’¢lectrons)

Applications: « puces a
ADN »:

Chaque plot porte un ADN
simple brin différent

S1 la solution contient
I’ADN complémentaire,
reforme une double hélice
(hybridation): -> signal

y, lg@etrique
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Pays fortement impliqués

« USA

— Industriels o Japon
* ABI . . .
. MD — Mitsubishi
+ NEC . \
* Motorola Sucde

— Académique et — Pharmacia

institutionnel (Gyros)

« MIT
. Harvard — KTH, Uppsala
» Berkeley e GB
* Princeton
+ Cal. Tech * Allemagne
« NIH
. Ok Ridge  Danemark
* DOE « Suisse

— Startups
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En France

Lyon-Grenoble
— CEA-LETI, Bio-M¢érieux, ApiBio,
ENS, Centrale-Lyon...
Paris et région parisienne

— ENS, ESPCI, Institut Curie, Cachan,
LPN

Lille, Compi¢gne
— [EMN
— UTC

Rennes
— ENS

Toulouse

besancon
Nancy (Chimie)
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Quelques projets Microfluidique
a I'Institut Curie

Macromolécules et Microsystemes en Biologie et Médecine
(JLV, G. Cappello): Séparation, analyse, molecules uniques

Py

Systeme microfluidique

u
Curie e2phy
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Séparations d’ADN:

« Tailles d’ADN mises en jeu

Family Chromosome Large-insert Candidate Disease
studies interval clones genes mutation
Met A A Met
TT
cCG
val ¢ ¢ Val
| T
cc
l Ser T T Se
I cc
AR
i Leu C C Leu
| - TT
l GG
Gln C T
I () N
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Pro C C
cc
| GG
I Cys T T
GG
Genetic Physical Transcript Gene
mapping mapping mapping " sequencing

Mbp  kbp 1 base
M, : 10t 10° 100 103
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..la molécule d'ADN

Longueur de persistance: 50 nm
Diametre: 1 nm

o Macromolécule:
Double hélice
Linéaire
Flexible
Uniformément chargée
(squelette phosphodiester)

—» Se¢paration par ¢lectrophorese

—>
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Séparations de I'ADN par électrophorese

Applications: sequengage
Cartographie des genes
Mutations
Diagnostic, etc...

e densité de charge uniforme:
->pas de séparation en taille en liquide simple

® _>nécessité d’une matrice:

Traditionnellement: électrophorese en gel

Acrylamide, Agarose
pores: 10 nm = 0.5 um
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Mc¢écanismes de s€paration en électrophorese
sur gel:

Utiliser les interactions stériques avec les
obstacles du gel.

Molécule plus longue:
Parcours plus « tortueux »
Vitesse moins grande

mécanisme de « reptation » (de Gennes)
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Problémes avec I’électrophoreése sur gel:

-Lent (¢chauffement; champ faible 10 V/cm)
-encombrant

-laborieux

-usage unique

Nouvelle génération:
¢lectrophorese capillaire, microfluidique
<100 wm ID => meilleure dissipation => 100-1000 V/cm
— Rapide
— Automatisable
— Parall¢lisme (96, 384, ...)

* Mais
— Impossible d’utiliser des gels
(problemes de dégradation)
-- Peut utiliser des solutions de polymeres enchevétrés
bien adaptés a la séparation des molécules assez petites
(séquengage)
-- Viscosite €levee peu compatible avec les lab on chips
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Seéquencage de I’ADN

* De¢termine la seéquence
« Reéaction de s€équencgage
— Clonage -> ADN inconnu

accroche a amorce de replication
connue

— Effectue la replication
(polymeérase), avec qq % de
« A* bleu; T*vert; G*jaune;C*rouge
* Dideoxy (arréte réplication)

— —- « échelle » d’ADN de toutes les
tailles possibles; couleur signe le
dernier nucléotide

--Séparation en taille a tres haute
résolution (1/1000)

Jean-Louis Viovy, Institut
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DNA Sequencirg

Polymer. 5% pAM2pNIPAMa
Temperature: 60°C
Samgle: obained from Cenire Naioal de Séquencage
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Applications haute résolution (s€quencgage):
Problémes de viscosité

Solution: transition liquide/gel
thermostimulable et réversible

Water-Soluble Backbone

Collaboration AN
ESPCI (D. Hourdet) W

Figure 2

greffons « LCST » e —
N SOlubleS é 200C Water-Soluble Backbone

— Micelles & 60°C |

Reversible LGST arats

)

Adaptation
— Viscosité ’ iT

— Taille de pore
(conc.)

— Température de
transition

/ Thermal induced
e ¥ microdomain
! i

1

Pores: 2 ~ 100 nm
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Viscosite/temperature
Remplissage: 25°C

Sequencage: 50°C
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Separation: 100-1500 bases ladder
100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 1250, 1500 bases

T2513/07 3% 12,2kV MC11 30/08/00 15h15 1e Run
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Application a la détection de
mutations

—Collaboration D. Stoppa-Lyonnet, Hopital Institut
Curie Hospital

—>BRCA1, BRCA2: Prédisposition au cancer
du sein (20% des cas) (plusieurs milliers/an en F

—Env. 20 000 bases a tester par patiente.
Actuellement: chromatographie, 6 mois

—Projet: utiliser les sequenceurs d’ADN
multicapillaires

mutations hétérozygotes (deux copies du
gene Iegerement différentes)

Jean-Louis (s Insi8ter J. Weber, this confe
Curie e2phy (Villeurbanne
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Patiente: Substitution A/G sur BRCA1

Homozygote et heterozyg

substitutiGiA
7804 (
6804
——homozyga
5804 yg
ﬂ —heterozyg
4804
3804
2804 \L\‘
1804
804 T T T T T
23,5 24 24,5 25 25,5 26
Temps (mim

Personne normale (bleu): 1 pic

Mutation (violet): 2 a 4 pics suivant
réappariements

Electrophoreése paralléle multicapi

de6m0isz‘12

26,5




Pour des moléecules de taille micronique:
(grands ADN)
Laboratoires sur puces: microfabrication

Réseaux d’'obstacles graves sur silicium

(Groupe de Bob Austin,
Princeton 1992-2002

00000
'\1um
00000
eee0o00e0
00000

Problemes: fabrication délicate,

Jean- 15.Vi , Institut
Caric el hame
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systemes plus robustes?
Utilisation de TAUTO-ORGANISATION de la
matiere
(collaboration avec Jeréme Bibette, ESPCI)

Particules magnétiques “chevelues”
diametre = 0.2-0.7 um

Fe, O, grains (~10nm) (nano-aimants, désordonnes)

N0 .
\# % 7~
— »* “:*‘\/\
détergent a - - K
Non-ionique 4>/( *‘*"“\
N
(oS Octane

En présence d’un champ magnétique: dipdles
s’orientent ->micro-aimants, ordonnes
Attraction dipole —dipole

o)
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Comportement collectif:
Canal mince perpendiculaire a H
Réseau hexagonal de colonnes

o AR

' q.:.‘? T o !
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D - f:i. o *
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Sans champ H:
Liquide

d e ® . — .
e ° ., e e Champ magnétique:
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» L ® .
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®* ® ® 10 microns -
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Réalisation du canal:
Cellules « souples » silicone

1) Préparation du moule négatif 3) Retrait du moule et
percage
/|
= e—
_/ V4 /
2) Moulage 4) Scellement du canal

(Van de Waals)

4
L

Exemple

Avantages

® Adhére spontanément au verre

® Réutilisable
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® Bon marché et rapide B R BT
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Vers un laboratoire sur puce

Ephesia, un "tamis moléculaire” a base de micro-billes pour repérer
ou isoler des ADN ou des cellules

1. Puce : "Galette" de silicone de
4 cm de diamétre, au sein de
laquelle sont finement moulés des
micro-canaux.

© Institut Curie

2. 3. Injection du liquide contenant les micro-
billes dans un micro-canal, puis injection des
molécules a trier dans un autre canal.

© Institut Curie

4. Un champ électrigue est utilisé
pour "pousser" les molécules a
travers le tamis.

© Institut Curie

Images disponibles au Service de Presse
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Tél. 01 44 32 40 51/40 63 L rEEE‘
service.presse@curie.fr —



Observation ADN Fluorescent
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Molécule individuelle d’ADN
entre en collision avec
Une colonne individuelle

T4- DNA (167 kbp, 72 um)
E=10 V/cm

Jean-Louis Viovy, Institut
Curie e2phy (Villeurbanne
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Interaction entre 1 ADN et une colonne

T4- DNA (167 kbp, 72 um)
E=10 V/cm

t

1
o

t=0.28s

t=2.76 s

t=4.2 s

Jean-Louis Viovy, Institut
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Déplacement au cours de
la collision

T4- DNA (167 kbp, 72 um)
E=10 V/cm

RN
N
o

RN
-
o

60
40

Ay
Y
L)
i\ g
&
Ky
N\
)y
N
2 0 &
O
&
o

Center of Mass Position ( um)

Temps moyen de contact:
T4=29s
L =08s
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Séparation d’'une population de
molécules: « starting blocks »

Chargement Injection
el e

26-29 Aout 2002)



Separation de « Xho-| Digested A-DNA »
(fragments de restriction)

»-DNA, 48.5kbp  Xho-I Digest, 33.5, 15 kbp

100 IlllllllllIlllllllllllIIIIIIIIIlIIIIIIIIIlIII

{
— 10 V/cm
— 4.8 V/cm

Intensity
|
|

20 7

400 600 800 1000 1200
Time (s)

Pour comparaison: En gel, 12 heures

Jean-Louis Viovy, Institut

Curic e2fdoyleettat., Science 2002
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Autre application:
tri cellulaire

e S¢paration de cellules selon

— Propriétés physicochimiques (taille,
charge de surface, constante
di¢lectrique, déformabilite)

— Propriétés biologiques (anticorps
de surface)

* Enjeux
— Bactériologie (recherche, transfusion
sanguine)

— Cancérologie (recherche de

micrometastases dans le sang, la moélle
osseuse) (1/109).

Jean-Louis Viovy, Institut
Curie e2phy (Villeurbanne
26-29 Aout 2002)



Cytométrie en flux

(spectroscopie de cellules une par une
« au vol » dans un flux)
Tradionnellement: machines macroscopiques

sample

i 100 V/em

Récemment:
Microfluidique
(Oak Ridge, USA)

300 Vicm i 300 Vicm

rd
probe
region 700 Viem

Probléemes: waste

Figure 1. Time-integrated CCO0 image of ekctrokinetically
focusad 1.98 vm labled particles on micmchip A. The
exposure time was 5 seconds with sample and focusing

Com lexe field strengths of 100 Viem and 200 Wem, respectively.
p Arrows depict direction of transport, and their kengths are
proportional to averge fluid welocitiss in each channel.

r1 e \ . +Jean-Louis Viovy, Institut
Deblt tres hmlE@rie e2phy (Villeurbanne

26-29 Aout 2002)



Histogramme
(proprietes spectroscopiques de
particules individuelles)

A
0.4 -
3 03 ’
o 3
% a B B 3
£ 024 '
S o =
: 11.I§ z
0.1 - 1 .
geo & & D m-n G-
0.0 | | | | |
250 —
B
200 - 0.972 pm
=y
E 150 — (368) 1.94 pm
= (440)
2 100-
50 — l
0 | |
0.0 ﬂ 2 ﬂ 3 04 05

scatter intensities

Figure 3. |A) Light scattering and fluorescent scatter plot and
(B light scattering histogram for the data shown in figure 2. The
boxes in (A) contain 95% of all the detection events. The amow
drawn in (B) separates the paricle disiribution based on the

number of fluoescence events cbsenmead.
4ZU-4Y AUVUL LUUZ)



Tri cellulaire en réseaux

magnétiques
(C. Goubault,

Coll. J. Bibette, ESPCI, Ademtech
N. Blin, Institut Curie)

 Billes magnétiques porteuses
d’anticorps spécifiques

* Réseau de colonnes a larges pores
« Systeme mode¢le, érythrocytes

Jean-Louis Viovy, Institut
Curie e2phy (Villeurbanne
26-29 Aout 2002)



Résume, colonnes magneétiques

® Apport de la physicochimie de la
« matiere molle »

[
Utilisation de I'auto-organisation

® Taille de pores adaptée pour des
« gros » objets biologiques, systéemes
meésoscopiques

Mécanisme moléculaires et propriétés
physiques originaux

Avenir

® Automatisation, intégration de plusieurs processus

Fonctionnalisation des particules
(Sélectivité biologique)

® ADN, Cellules, protéines
Jean-Louis Viovy, Institut

Curie e2phy (Villeurbanne
26-29 Aout 2002)



Autre application:
Comprendre comment I'ADN est compacté
Dans le noyau cellulaire

Noyau d'une cellule de mammifére ~ 2 um

Génome humain = 3 10° paires de bases ~ 1 m!

Jean-Louis Viovy, Institut
Curie e2phy (Villeurbanne
26-29 Aout 2002)



L'ADN est présent sous forme de
CHROMATINE (complexe nucléoprotéique)

Compaction effectuée par des protéines:
Les HISTONES

N. Bouvier pour G. Almouzni

Les histones:
* PROTEGENT I'ADN contre les mutations |,
* MAIS: inhibent 'EXPRESSION des GENES

Vie => désassociation et réassociation
en permanence

Objectif: Comprendre Gettesidynamique a I'échelle
De la molécule 8‘1@ y (Villeurbanne
-29 Aout 2002)



Principe de ’expérience

y
pompe
\ g o T \l\
Solutior |_|7
D’histones

~——

il [ Celue
R icrofluidique

Al Canal avec ADN fluorescent
Attaché a la surface
Microscope

\ | laser |
v
Filtre d’émission
\ 4
caméra CCD
intensifiée

.................... » PC
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Videomicroscopie

ADN de « phage » (16 microns)
_|_

Extraits d’ceufs de grenouille contenant
la « soupe d’histones »

Addition de détergent (dénature les
protéines:

Curie e2phy (Villeurbanne
26-29 Aout 2002)



On peut faire de I'analyse d'image pour obtenir

Des informations quantitatives

Longueur (Ltm)

Longueur (Ltm)

O 1050 s T
O175st _
% @G, | 26255

Lo I I
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N

-
(=2)
T

- -
SN
T T

N A OO O
T

, "\ ovy, Institut

Tem pS (S ) Villeurbanne
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Effet de la vitesse
D'écoulement

Effet de la
Concentration en
histones




Et en déduire un modéle cinétique
Pour la formation des
nucléosomes

é etramere
DNA §H3 H4 1 Dimere

bIZA H2B
M 1 Dimere
< A Y2A-H2B

y (enroulement)
3

A4

NUCLEOSOME

Constantes cinétiques:

k,.=1/2k,

k # ky+ky, << k,

Jean-Louis Vlovy Institut

100 fois plus rapide: gatatre 2002) loyihgrine



Enjeux des microlaboratoires pour
la biologie et la medecine:

e Nombreux

 Importants

* Recherche
* Diagnostic

Autres domaines:

e Chimie combinatoire
« Rdéactions chimiques mieux controlées
* Changements de température
 Mc¢élanges
ULTRA-RAPIDES
Piles a combustible

Jean-Louis Viovy, Institut
Curie e2phy (Villeurbanne
26-29 Aout 2002)



Omnipresence de la physique et de
la physicochimie
e Microfabrication

— Micro¢lectronique, microsystemes

e Controle des phénomenes de
transport
— Electrophorese
— Champ de pression
— Centrifuge (Gyros)
— Capillarite
* Hydrodynamique
— Bas nombre de Reynolds (écoulements
laminaires): pb pour MELANGER!
— Diffusion rapide
— Forces capillaires trés importantes
— Evaporation rapide
* Thermique

« Systemes de détection nouveaux ou

adaptés Jean-Louis Viovy, Institut
Curie e2phy (Villeurbanne

26-29 Aout 2002)
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