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(16)

CTGGTGTCTTCACCACCATGGAGAAGRCCRGGGCCCACTTGAAGGETG
GAGCCAAACGGGTCATCATCTCCGCCCCTTCTGOCGATGECCCCATGT
TTGTGATEGETETGAACCACGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGT
CAGCAATECATCCTGCACCACCAACTGLTTAGCCCCCCTROCCAAGGT
CATCCATGACAACTTTGECATTGTEEAAGGGCTCATGACCACAGTCCAT
GOCATCACTGCCACCCAGAAGACTRTGEATGRCCCCTCTEGAAAGCTG
TCGCGTGATGECCGTGOGGLTECCCAGAACATCATCCCTECATCCACT
GGTGCTGCCAAGGCTCTGEECAAGRTCATCCCAGAGCTEAACGRGAA
GCTCACTGGCATGRCCTTCOGTRTTCCTACCCCCAATGTGTCCRTCRTG
GATCTGACGTGCCRCCTOGAGAAACCTECCAAGTATGATGACATCAAG
AGETEETGA
TTCACCACCATGEAGAAGGCCGEGECCCACTTGAAGRETEGAGCCAAA
CGEETCATCATCTCCGCCCCTTCTGCCEATECCCCCATGTTTGTGATGE
CTGTGAACCACGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGTCAGCAATGE
ATCCTGCACCACCAACTGCTTAGCCCCCCTGRCCAARGTCATCCATRAC

rAACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTCATGACCACAGTCCATGCC

u
ooogobao
HPRTO O OOOOOOOooOoooagao

'GCTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAGTGTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT
?GATTTGAAATTCCAGACAAGTTTGTTGTTGGATATGCCCTTGACTATAA
TGAGTACTTCAGGAATTTGAATCACGTTTGTGTCAT TAGT GAAACTGGAA
?AGCCAAATACAAAGCCTAAGATGAGCGCAAGTTGAATCTGCAAATACG
AGEAGT CCTGTTGATGTTGCCAGTAAAATTAGCAGGTGTTCTAGTCCTG
[TTG
AGGAGATGEGAGGCCATCACATTGTGGCCCTCTGTGTGCT CAAGGGGG
‘GCTATAAGTTCTTTGCTGACCTGCTGGATTACATTAAAGCACTGAATAGA
bATAGTGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGATTTTATCAGACTGAAGAG
(CTACTGTAATGATCAGTCAACGGGGGACATAAAAGT TATTGETGRAGAT
EGATCTCTCAACTTTAACTGGAAAGAATGTCTTGATTGTTGAAGATATAAT
[TGACACTGGTAAAACAATGCAAACTTTGCTTTCCCTGGTTAAGCAGTACA
EGCCCCAAAATGGTTAAGGTTGCAAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCG
AAGTGTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTGGATTTGAAATTCCAGACAAG
ETTTGTTGTTGGATATGCCCTTGACTATAATGAAGTACTTCAGGAATTTGAA

TCACGTTTGTGTCATTAAGTGAAACTGGAAAAGCCAAATACAAAGCC
0
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EN MATIERE DE BREVETS (PCT)
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Bureau international
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[Suite sur Ia page suivante]

(54) Title: STATIC MICRO-ARRAY OF BIOLOGICAL OR CHEMICAL PROBES IMMOBILISED ON A SUPPORT BY MAG-

== NETIC ATTRACTION

(34) Titre : MICRO RESEAU STATIQUE DE SONDES BIOLOGIQUES OU CHIMIQUES, IMMOBILISEES SUR UN SUP-
PORT PAR ATTRACTION MAGNETIQUE

Sondes (DNA, RNA,
44— protéine, peptide cellule
etc)

M

(DNA, RNA, PROTEIN,
CELL PEPTIDE ETC...)

Vecteur de PROBES
fixation
(bllle o

MAGNETIC SEGMENT
FIXING VECTOR
(MAGNETIC BEAD)

8 | Dépbt avec une téte 4 4 buses
Magnéto puce:

MAGNETIC CHIP

A MAGNETIC ATTRACTION
B... DEPOSIT WITH A FOUR-HEADED NOZZLE

(57) Abstract: The invention concers an organised array of biological or chemical probes, bound to a support by magnetic coupling
by means of a fixing vector. The support can comprise a permanent magnet or exhibit electrically induced magnetism. The fixing
vectors can consist of magnetic beads functionalised to be specifically bound to one type of biclogical probes.

(57) Abrégé : Linvention porie sur un résean organisé de sondes biologiques ou chimiques, liées & un support par couplage magné-
tigue  'aide d"un vectenr de fixation. Le support peut comporter un aimant permanent on présenter un magnétisme électro-induit.
Les vectenrs de fixation peuvent étre constitués de billes &tiques fonctionnalisées pour étre capables de se Jier spécifiquement
& un type de sondes biologiques.
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Publiée :

—  avec rapport de recherche internationale

—  avaat Uexpiration du délai prévu pour la modification des
revendications, serq republi¢e si des modifications sont
recues

En ce gui concerne les codes & deux lettres et autres abrévia-
tions, se référer aux "Notes explicatives relaives aux codes et
abréviations" figurant au début de chague numéro ordingire de
la Gazette du PCT.
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WO 02/43855 PCT/FRO1/03780

MICRO RESEAU STATIQUE DE SONDES BIOLOGIQUES OU
CHIMIQUES, IMMOBILISEES SUR.UN SUPPORT PAR ATTRACTION
MAGNETIQUE

La présente invention a pour objet un réseau de ligands biologiques ou
chimiques (sondes) immobilisés sur un support non fonctionnalisé
chimiquement, par attraction magnétique.

Les sondes peuvent étre des produits naturels ou synthétiques ayant une
activité  biologique ou chimique ou une. affinité pour des molécules
biologiques ou chimiques, par exemple, des peptides, des protéines, des
oligonucléotides, des ARN, des ADN double brin ou simple brin, des
polysaccharides et des phospholipides et des combinaioires de produits
chimiques. Ces réseaux, d'un coGt trés réduit, peuvent trouver des
applications dans de nombreux domaines, par exemple comme outils de
diagnostic, ou comme outils de criblage de collections de molécules ou
d’échantilions biologiques, ou de molécules & visée thérapeutigue ou
diagnostique. L'invention réside dans I'immobilisation stable de ces ligands
sur une surface magnétique, pour organiser un réseau de sondes
biologiques ou chimiques. Cette méthode peut étre adaptée & la production
de micro réseaux de densité variable ou de macro réseaux.

De nombreuses méthodes ont été proposées au cours des derniéres
années, pour fabriquer des réseaux miniaturisés comportant des sondes

biologiques immobilisées a des positions bien définies.

I existe deux technologies pour fabriquer de telles matrices. La premiére
technologie consiste a faire une synthése directe d’oligonucléotides courts ou
de peptides, sur une surface préalablement fonctionnalisée et activée pour
permettre le greffage.
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La seconde technologie consiste & immobiliser les ligands préalablement
synthétisés et caractérisés avant leur immobilisation, sur une surface
fonctionnalisée, le dépbt de ces sondes pouvant étre réalisé par des
méthodes mécaniques ou électrochimigues.

Plusieurs brevets et publications décrivent I'application de la photo-
lithogravure, pour réaliser un adressage photochimique, notamment pour
l'obtention d'une matrice d’oligonucléotides ou de-peptides par adressage
photochimique. Ce procédé consiste a ufiliser des surfaces fonctionnalisées
chimiquement et protégées par des groupements photo-activables. Une
illumination sélective & I'aide de masques permet ensuite de déprotéger ies
différents sites de couplage et de réaliser une synthése in situ de
Poligonucléotide ou du peptide.

Cette méthode d’adressage photochimique présente plusieurs inconvénients.
Tout d’abord, les réactions de déprotection n'ent pas un rendement de 100%.
Par conséquent, ies synthéses in situ accumulent des erreurs pouvant
conduire par exemple a des ligands tronqués et & des misappariements
terminaux dans le cas d'oligonucléotides. Ceci impase une forte redondance
des sondes et de nombreux contréles, ainsi qu’une informatique lourde pour
reconstituer un signal standard. D’auire part, la qualité des réactions
d'interaction ou d’hybridation avec des ligands de courte taille immobilisés en
phase solide est difficile & prédire. Enfin, I'utilisation de jeux de masques
complique le procédé et le rend colfeux et peu flexible, ce qui constitue un
inconvénient majeur. En effet, les bases de données génomiques et
fonctionnelles sont en perpétuelle évolution, puisquelles intégrent en
permanence les nouveaux résultais obtenus par de trés nombreux
laboratoires. Ceci conduit d’une part & un enrichissement de ces bases de
donnees, et d’aufre part, a fa correction de certaines séquences erronées
présentes dans ces bases. Dans les domaines de la recherche et des études
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cliniques, il est donc utile de pouvoir adapter le réseau ufilisé a Fobjet
biologique étudié, en fonction de [I'évolution des connaissances. Les
procédés de fabrication de réseaux décrits ci-dessus, reposant sur
I'utilisation de jeux de masques, n'ont pas la souplesse nécessaire pour
modifier rapidement et & peu de frais la séquence de certaines sondes, ni
pour ajouter facilement ne fit-ce qu'une sonde supplémentaire.

Le deuxiéme type de technologie employé pour produire des réseaux de
sondes parait a priori plus adapté a Fintégration de nouvelles données,
puisqu'il consiste & synthétiser et caractériser individuellement des sondes
avant de les immobiliser sur un support.

Une premiére méthode de greffage de sondes a été décrite dans Lehrach et
al. (in Hybridization fingerprinting in genome mapping and sequencing,
genome analysis, 1990, Cold Spring Harbor press, pages 39-81). Cette
méthode utilise des aiguilles pour constituer des réseaux de 9216 unités
d’hybridation. La limite de cette méthode réside dans la grande variabilité des
dépdts et le nombre réduit de réseaux qui peuvent é&tre produits 3 la fois.

D’autres technologies d’'adressage par voie mécanique ou électrochimidue
ont été décrites. Dans ces méthodes, les ligands sont préparés, purifiés puis
déposés sur une surface activée. Par exemple, des oligonucléotides de
longueurs variables et des sondes double brin pré-amplifiées peuvent étre
déposés pour réaliser des réseaux de matrices ’ADN. La surface de dépdt
peut étre en verre ou en silicium poreux ou non, en matériau polymére ou
toute autre surface fonctionnalisée chimiquement.

Ainsi, plusieurs documents décrivent Putilisation de la technique de micro
pipetage ou de repiquage a laide d'aiguilles pour déposer des sondes
nucléiques sur des surfaces de verre fonctionnalisées par de la Poly-L-lysine
ou par un gel de polyacrylamide activé en substituant certains groupes
amides en groupes hydrazides. Ces méthodes présentent plusieurs

inconvénients majeurs. En premier lieu, la fonctionnalisation chimique de la
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surface sans laquelle une fixation covalente et robuste du ligand n'est pas
possible est difficile & contréler. De plus, la densité des ligands déposés et
immobilisés n'est pas contrlable. Enfin, le greffage chimique des sondes
peut, dans certains cas, aliérer leur réactivité vis-a-vis de leur cible, par
exemple dans le cas d'un récepteur fixé a un support fonctionnalisé par
T'intermédiaire d’un groupement amine proche du site de reconnaissance.

Des fechniques d'adressage électrochimique ont également été décrites
(demande de brevet WO A-94/22889). Dans ce cas, on part d’'un support qui
comporte plusieurs électrodes et on utilise ces électrodes pour fixer des
ligands biologiques par voie électrochimique en utilisant des ligands
préalablement fonctionnalisés a faide d’'un électrolyte comme le noyau
pyrrole ayant la propriété de polymériser sous l'effet d’'un courant. Cette
méthode présente I'avantage d'un adressage contrélé de ligands sur une
zone de réaction. L'adressage nécessite cependant utilisation d'une surface
conductrice, de réactifs fonctionnalisés et un lourd procédé pour
Pindustrialisation et le contréle qualité des matrices produites en grandes

séries.

Tous les procédés décrits ci-dessus ont permis de fabriquer des micro
réseaux de sondes biologiques, mais sont limités dans leur possibilité de
diversification et par leur mise‘en oeuvre, souvent complexe, a I'échelle
industrielle.

De plus, la plupart des documents cités ci-dessus décrivent l'utifisation de
ces méthodes pour obtenir des réseaux de sondes nucléiques limitées a des
oligonucléotides ou & des ADN double brin. Il est pourtant plus avantageux,
pour des raisons de sensibilité, d’utiliser des sondes d’ADN simple brin d’'une
taille supérieure a celle des oligonucléotides synthétiques, qui dépassent
difficilement quelques dizaines de nucléotides. Par exemple, des sondes
d’ADN simple brin de 100 & 500 bases permetiraient d’obtenir une excellente
spécificité d’hybridation. De plus, 'avénement de la génomique fonctionnelle
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crée une demande importante de réseaux de sondes polypeptidiques,
protéiques et méme celiulaires.

On voit done qu'il existe un besoin important de méthodes moins codteuses,
plus adaptées a de nombreuses modifications, permetfant d'utiliser tous les
types de sondes (nucléiques, protéiques, cellulaires, chimiques...), et qui
puissent étre réalisées sur demande dans des Jaboratoires sans équipement
particulier.

La présente invention a précisément pour objet des micro réseaux de sondes
extrémement diversifiées et qui peuvent &fre des sondes nuciéiques
(oligonucléotides, ADN double brin ou ADN simple brin, ARN,...), des
protéines (récepteurs membranaires, anticorps monecionaux, peptides,
protéines recombinantes ou des domaines de celles-ci,...), ou encore des
virus, des cellules, ou des molécules de synthése organique issues de
chimiothéques. Ces réseaux de sondes biologiques ou chimigues sont de
réalisation aisée, par un procédé qui repose sur 'immobilisation des sondes
sur un support par inferaction magnétique. Les matrices ainsi créées sont
utilisables dans tous les domaines d’utilisation des micro ou macro réseaux,
et plus particulierement en  diagnostic, pharmacogénomique,
toxicogénomique, étude de la structure et de 'expression de génomes, et de
maniére générale dans tout type d’application mettant en jeu des interactions
moléculaires. Elles peuvent donc notamment servir d'outils de diagnostic ou
de criblage & haut débit. La fabrication de ces réseaux ne nécessite aucune
fonctionnalisation chimique préalable du support et peut étre faite de fagon
simple et peu coliteuse. La qualité du substrat chimique sur lequel s'effectue
'immobilisation n'est plus un élément limitant.

Un des avantages de l'invention est également d’augmenter la sensibilité de
détection. de ces réseaux. La possibilité de fixer des ADN simple brin, qui
évite la compétition du double brin lors de I'hybridation de cibles nucléiques
est un exemple significatif. La possibilité de fixer aisément plusieurs
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fragments ou domaines de protéines recombinantes préalablement testés
pour leurs activités spécifiques est un autre exemple significatif. L'absence
d’un traitement chimique pour le greffage des sondes permet de réaliser un
traitement optique de série sur les lames, pour les rendre inertes a la

fluorescence et a la diffusion parasites.

L’exposé détailté de linvention fait appel & plusieurs notions qui sont définies
ci-apres :

Dans 'ensemble du texte, le terme « sondes biologigues » désignera :

- nlimporte quelle molécule biologique felle que peptides, protéines et
glycoprotéines (antigénes, anticorps, récépteurs, ligands ou fragments de
ceux-ci...), acides nucléiques (ADN simple ou - double brin,
oligonucléotides, ARN), carbohydrates, lipoprotéines, lipides,

- nimporte quel type de cellules (bactéries, protozoaires, levures,
champignons, cellules eucaryotes, ...},

- n’importe quel type de virus,

- fragments de celiules ou de virus, etc.

Les «sondes chimiques » désignent n'importe quel type de molécule
chimique, issue par exemple de chimiothéques.

Dans cette demande, un « vecteur de fixation » est un élément capable,
d’une part, de se lier covalemment ou par des interactions fortes, & une
sonde biologigue et/ou chimique et, d’autre part, capable de se fixer & un
support, par attraction magnétique. Dans un cas particulier, un vecteur de
fixation est une bille magnétique du type des billes connues de 'homme du
métier, utiisées couramment en biologie pour faire de la séparation celluiaire
ou de la purification moléculaire, et commercialisées par exemple par

Miltenyi ou Dynabeads (par exemple Dynal M-280 streptavidine). Le vecteur
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de fixation n'est pas nécessairement sphérique. Dans tous les cas, le
« diamétre du vecteur de fixation » désignera le diamétre de la sphére a
laquelle la particule est circonscrite.

Un « réseau organisé » peut étre défini comme un ensemble de points tels
que le contenu de chagque point est connu en fonction de ses coordonnées.
Par extension, le terme « réseau » désignera ici un ensemble de points fixés
sur un support, et sera alors synonyme de « puce ».

Une « magnéto-puce » est une puce selon Finvention, c'est-a-dire un réseau
de ligands ou sondes biologiques ou chimiques immobilisés sur un support,
par attraction magnétique, via un vecteur de fixation.

Un « point » du réseau (spof en anglais) est, dans le cas de la présente
invention, une unité d'hybridation ou de réaction portant une sonde donnée,
et présentant une « densité » donnée.

La « densité d’un point » se définit ici comme le nombre de sondes par point
(par exemple nombre de molécules, si la sonde est moléculaire).

La « densité d’'un réseau » désigne le nombre de points par unité de surface.

Un matériau « paramagnétique » se caractérise par une susceptibilite
magnétique faible et une perte rapide de son magnétisme dés lors qu’il n’est
plus dans un champ magnétique.

Les matériaux « ferromagnétiques » ont une susceptibilité magnétique
élevée et sont capables de conserver des propriétés magnétiques en
I'absence de champ magnétique (magnétisme permanent).

Les matériaux dits « superparamagnétiques » sont caractérisés par une

susceptibilité magnétique élevée (c’est & dire qu'ils deviennent fortement
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magnétiques lorsqu’ils sont placés dans un champ magnétique), mais, a
Pinstar des matériaux paramagnétiques, ils perdent rapidement leur
magnétisme en l'absence de champ magnétique. On peut obtenir du
superparamagnétisme dans des matériaux ferromagnétiques quand la taille
du cristal est inférieure & une valeur critique. Des billes
superparamagnétiques présentent le double avantage de pouvoir subir une
attraction forte par un aimant, et de ne pas s’agréger en 'absence de champ
magnétique.

Le support peut étre constitus d'une simple lame aimantée, et crée alors un
champ magnétique d'intensité homogéne a sa surface. Alternativement, le
support peut présenter un « magnétisrhe structuré », défini par une intensité
du champ magnétique qui n'est pas homogéne & la surface du support et
présente des maxima & des positions bien définies. Ceci est le cas par
exemple d'une lame de silice dans laquelle seraient incrustés des micro-
aimants (structuration tridimensionnelie), ou d’'une lame aimantée simple
recouverte par un masque opague au champ magnétique et percé de
fenétres régulidrement espacées (structuration bidimensionnelle).

La présente invention consiste a fixer a des positions bien définies,
organisées en réseau sur un support magnétique, des sondes biologiques ou
chimiques reliées par une liaison covalente ou par des interactions fortes a
une particule capable d’étre attirée par une force magnétique. Ces particules
constituent les « vecteurs de fixation ». Les sondes sont retenues & des
coordonnées précises du support par linteraction entre les vecteurs de
fixation et le support magnétique.

Le support doit donc étre capable de fournir ou de subir une attraction
magnétique. )i peut étre constitué d’une Jame aimantée simple, mais il peut
s’agir aussi d’un support structuré comportant des zones tridimensionnelles
magnétiques, par exemple d’'une lame de silice comportant des cavités
remplies de particules ferromagnétiques. Le magnétisme du support peut
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aussi étre d'origine électrigue. Un exemple de support présentant un
électromagnétisme structuré est un micro-circuit compartant un ensemble de

boucles conductrices parcourues par un courant.

Les vecteurs de fixation, permettant le couplage des sondes au support, sont
des éléments capables de subir et éventuellement de fournir une attraction
magnétique. Ces vecteurs de fixation peuvent étre paramagnétiques, c'est-a-
dire qu'ils sont attirés par un aimant mais ne présentent pas de magnétisme

lorsquils sont placés en dehors du champ magnétique. Cependant, le

" couplage des sondes au support par des vecteurs de fixation en matériau

paramagnétique ne sera pas trés fort, et il est donc préférable d’envisager
T'utilisation de matériaux superparamagnétiqles ou ferromagnétiques. il peut
s'agir par exemple de billes magnétiques d’'un diamétre inférieur & 5 pum,
communément utilisées en biologie et peu colteuses, ou de nanoparticules
telles que les nanoferrines.

La fixation de la ou des sondes au vecteur de fixation peut se faire, soit par
des liaisons covalentes, soit par des liaisons non covalentes de type affine
par exemple, telles que les liaisons mises en jeu entre la streptavidine et la
bictine, les liaisons antigénes anticorps ou ies interactions récepteurs
ligands. De nombreux types de billes magnétiques recouvertes de molécules
capables de se lier spécifiquement & une cible biologique sont déja
commercialisés. Il s'agit par exemple de billes recouvertes de streptavidine
ou d'avidine, capables d'interagir avec la biotine, ou de billes portant des
anticorps particuliers capables de se lier & des protéines, ou a des cellules
par interaction avec un récepteur membranaire. Des billes recouvertes
d'oligonucléotides poly-dT ou poly-U peuvent aussi étre utilisées comme
vecteur de fixation pour des sondes d'acides nucléiques comportant un
résidu poly A (par exemple, des ADNc ayant une "queue" poly-A ou des ARN
messagers). Ces exemples ne sont aucunement limitatifs, et Ffhomme du
métier est en mesure de choisir d'autres vecteurs de fixation adaptés a

'application qu'il souhaite faire des réseaux décrits ici.
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Chaque point du réseau, ou unité d’hybridation, représente quelques
dizaines de pm* a 1 mm? répertoriés du support, sur lesquels sont greffées
des sondes identiques immobilisées par linteraction de leur vecteur de
fixation. Le diamétre des points du réseau dépend du type de vecteur de
fixation utilisé et sera choisi en fonction de Fapplication envisagée. Ainsi,
dans une puce a ADN destinée au diagnostic ou au criblage a haut débit, les
points du réseau seront avantageusement de taille réduite, par exémple d’un
diamétre de l'ordre de 50 um. En revanche, un diamétre plus important, par
exemple de 200 pum, sera préféré dans d'autres types d'applications, par
exemple dans le cas oli les sondes sont des cellules. De maniére préférée,
tous les points d'un méme réseau auront la méme surface. L'invention porte
donc sur un réseau bidimensionnel ou tridimensionnel de points
réguliérement disposés sur le support, chaque point étant constitué d’un type
de sonde biologigue ou chimique différent, relié par des liaisons covalentes
ou des interactions fortes avec son vecteur de fixation, lui-méme immobilisé
sur le support par interaction magnétique.

L'originalité d’un tel réseau réside dans la méthode utilisée pour immobiliser
le couple sonde / vecteur de fixation & des coordonnées précises sur le
support afin de former un micro réseau. L'immobilisation des sondes dans le
réseau n'est pas due & une réaction chimique mais fait appel & une force

physique : la force magnétique.

Le couplage des sondes au support par interaction magnétique par
lintermédiaire d'un vecteur de fixation présente de nombreux avantages. En
premier liev, ce type de couplage évite tout traitement chimique préalable du
support en vue de la fixation des sondes, et ne nécessite pas de stockage
dans des conditions particuliéres. En effet, dans le cadre dune
fonctionnalisation chimique de la surface du support, les aléas du traitement
de surface et les dégradations survenant durant le stockage, ne permettent
pas de garantir la reproductibilité et la stabilit¢ d'un substrat chimique. A titre
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d’exemple, on peut citer la déshydratation ou la réhydratation de substrat
Lysine ou Polyacrylamide. Dans le cas des réseaux décrits dans la présente
invention, les supports magnétiques sont utilisables instantanément et n'ont

pas besoin de conditionnement particulier.

De plus, I'absence de nécessité d'un traitement chimigue du support pour la
fixation des sondes permet de recouvrir la surface du support par une
substance optiguement neutre et perméable aux champs magnétiques, en
vue d’une détection optimale.

Les sondes moléculaires peuvent éire constituées de molécule d’ARN ou
d’ADN, double ou simple brin, de protéines'ou de peptides, d'une maniére
plus générale de tout type de molécules biologique ou chimique que 'on veut
immobiliser de fagon stable & des positions précises sur un support, dans le
but de constituer un micro réseau. Dans le cadre des éiudes des acides
nucléiques, la taille et la qualité des fragments d’ADN ou d’ARN simple brin
utilisés n'est pas limitant, car ils sont synthétisés et purifiés en dehors de la
puce, dans des conditions optimaies. Dans une réalisation particuliére des
réseaux de linvention, illustrée & 'exemple 4, les sondes sont des moléculés
d'ADN simple brin de taille importante, ce qui augmente la sensibilité de
détection par rapport a des sondes oligonucléotidiques ou d’ADN double
brin.

La fixation des sondes au support par intermédiaire d’'un vecteur de fixation
couplé au support par interaction magnétique permet également de réaliser
rés facilement des réseaux de cellules génétiquement modifiéges ou non
pour cribler des molécules. A titre d’exemple, des cellules génétiquement
modifiées pour exprimer des génes de stress pourront &tre immobilisées
pour des criblages d'agents de stress ou de molécules anti-stress en
grandes séries.
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L'immobilisation durable du couple sande moléculaire / vecteur de fixation au
support fixe dans le but de réaliser un micro réseau, résulte de I'interaction
magnétique du vecteur de fixation et du support. Il est important de noter que
dans cette approche, les membres du couple support de fixation / vecteur de
fixation, ne doivent pas nécessairement fournir fous les deux une force
magnétique (ou champ magnétique) simuitanément. Il suffit que l'un des
deux acteurs fournisse la force (ou le champ magnétique) et que l'autre
acteur soit capable de subir cette force (soit attiré par le champ magnétique).

Linvention porte donc en premier lieu sur un réseau organisé de sondes
biologiques ou chimiques, liées & un support par couplage magnétique, a
laide d’un vecteur de fixation. De maniére préférée, le support est

optiqguement neutre.

Dans une réalisation particuliére de Yinvention, le support comporte un
aimant permanent, par exemple un aimant samarium-cobalt ou néodyme-fer-
bore, tels que ceux commercialisés par la société UGIMAG, 38830 Saint
Pierre d'Allevard, France.

Alternativement, le support présente un magnétisme électro-induit.

Dans un mode de réalisation particulier de Finvention, le support présente un
magnétisme structuré. Si le support comporte un aimant permanent, cette
propriéte peut résulter de la structure méme du support. Celui-ci peut étre
par exemple constitué d'une lame d'un matériau inerte sur le plan
magnétique (par exemple, de silice), qui comporte des trous réguliérement
espacés que l'on remplit de particules ferromagnétiques. Le magnétisme
structuré peut aussi étre obtenu & partir d'un aimant permanent plan, et
I'utilisation d'un masque. Dans le cas d’un support électromagnétique, un
magnétisme structuré peut étre obtenu par exemple avec un micro-circuit
comportant un ensemble de boucles conductrices en paralléle.
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Le support magnétique peut éire choisi de telle fagon que le champ
magnétique soit perpendiculaire ou paralléle 2 la plus grande surface du
support.

Les réseaux de la présente invention comportent des vecteurs de fixation,
qui assurent le couplage des sondes biologiques ou chimiques au support
magnétique. Ces vecteurs de fixation doivent par définition étre capables de
subir et Je cas échéant de fournir une attraction magnétique. Un vecteur de
fixation est donc paramagnétique, superparamagnétiqué ou ferromagnétique.
Un exemple de vecteur de fixation est une bille de latex ou de
polysaccharides, comportant des particules d'oxyde de fer.

Les vecteurs de fixation peuvent &tre multipolaires ou au contraire capables
de s'orienter dans un champ magnétique. Dans une réalisation particuliére
de linvention, les vecteurs de fixation sont eux-mémes aimantés. Toutefois,
des vecteurs de fixation aimantés présentent l'inconvénient de s’agréger
méme en l'absence d’un champ magnétique. Les vecteurs de fixation seront
donc préférentiellement superparamagnétiques.

Les vecteurs de fixation utilisables pour réaliser des réseaux selon la
présente invention ont un diaméfre compris entre 1 nm et 500 um,

préférentiellement entre 0,5 et 5 pwm.

Les vecteurs de fixation sont destinés & assurer le couplage des sondes au
support. Oufre leurs propriétés magnétiques, ils doivent donc étre capables
de se lier aux sondes, par liaison covalente ou par des interactions fortes,
par exemple de type affine. Dans une réalisation préférée de l'invention, e
vecteur de fixation porte des éléments capables de se lier spécifiquement a
une cible biclogique. Un exemple de liaison covalente, spécifique d'un type
de cibles, est celle établie par condensation entre une base de Schiff et
certains composés de type R-NH,. Des exemples de lisisons non covalentes

spécifigues d’une cible biologigue sont les interactions affines établies entre
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un récepteur et un ligand correspondant, ou entre un antigéne et un
anticorps le reconnaissant. |l peut aussi s'agir de liaisons hydrogéne établies
entre deux séquences d'acides nucléiques complémentaires. Dans la suite
de ce texte, on dira qu'un vecteur de fixation porte des éléments capables de
se lier spécifiquement & une cible biologique lorsqu’il porte des éléments
ayant une affinité élevée pour un type de molécules biologiques donné.
Suivant le type de sonde considéré, ces éléments peuvent éire sélectionnés
par exemple dans le groupe comportant les immunoglobulines, les antigénes
ou les fragments de ceux-ci, les récepteurs membranaires, les ligands de
récepteurs membranaires, lavidine, ia streptavidihe, les oligonucléotides
poly-T ou poly-U, ou toute molécule chimique ou biologique permettant une
interaction spécifique.

L’invention porte également sur le produit de couplage entre une sonde
biologique ou chimique et un vecteur de fixation. Suivant la nature de la
sonde, le nombre d’exemplaires de la sonde couplés a chaque vecteur de
fixation sera compris entre 1 (par exemple, quand la sonde est une cellule) et
10® (par exemple, pour une sonde nucléique). En particulier, I'invention porte
sur le produit de couplage entre une sonde d’acide nucléique et un vecteur
de fixation. La sonde d'acide nucléique est préférentiellement une sonde
d'ADN simple brin d'une taille supérieure & 50 nucléotides, mais il peut aussi
s'agir d'un oligonucléotide simple brin ou d’ADN double brin. Chaque produit
de couplage entre un vecteur de fixation et une sonde d’acide nucléique
porte un nombre compris entre 10° et 10°, préférentiellement entre 10° et 107
sondes nucléotidiques.

L'utilisation d'un produit de couplage formé d'une sonde biologique ou
chimique et d’un vecteur de fixation, pour la fabrication d’un réseau organisé
de sondes biologiques ou chimiques, fait aussi partie intégrante de
Pinvention.
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Dans les réseaux de linvention, chaque sonde couplée a son vecteur de
fixation est déposée en un point dont le diamétre est compris entre 10 pm et
1 mm, préférentiellement entre 50 et 200 um. Le diamétre des points sera
choisi par 'homme du métier en fonction du type d’application considérée, en
particulier en fonction du type de sonde utilisée.

Chaque point des réseaux de I'invention comporte entre 10° et 10" sondes,
préférentiellement entre 10° et 10" sondes. Le nombre de sondes par point
est le produit du nombre de vecteurs de fixation par boint, multiplié par le
nombre de sondes liées en moyenne & un vecteﬁr de fixation. Ces deux
paramétres sont controlables expérimentalement. Le nombre de sondes liées
en moyenne & un vecteur de fixation dépend notamment de la « capacité »
du vecteur, c'est-a-dire du nombre moyen de sites de liaison de chaque
vecteur. Cette « capacité » est indiquée par les fournisseurs de billes
magnétiques fonctionnalisées. Le nombre de vecteurs de fixation par point
sera calculé par 'homme du métier pour que la densité de vecteurs de
fixation par unité de surface soit telle que les vecteurs de fixation forment une
monocouche. Les réseaux de linvention peuvent donc avantageusement
avoir des points de densité homogeéne, c'est-a-dire que chaque point
comporte théoriquement le méme nombre de sondes.

La densité des réseaux de l'invention est comprise entre 1 et 100000 points
par cm?, préférentiellement entre 10 et 1000 points par cm2.

L'invention porte également sur des procédés de fabrication d’un réseau
organisé de sondes biologiques ou chimiques, liées 4 un support par
couplage magnétique a faide d'un vecteur de fixation. Un premier procédé
de linvention, décrit & Pexemple 1, comporte les étapes suivantes :

A) liaison des sondes au vecteur de fixation,

B) dépdt sur un support magnétique, des sondes couplées au vecteur
de fixation, selon un réseau organisé.
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Un autre procédé de fabrication, illustré a 'exemple 2, d’un réseau organisé
de sondes biologiques ou chimiques, ligées & un support par couplage
magnétique a I'aide d’un vecteur de fixation, comporte les étapes suivantes :

A) couplage magnétique d'un vecteur de fixation en des coordonnées
connues d’'un support,

B) liaison des sondes sur les vecteurs de fixation.

Dans le procédé décrit ci-dessus, I'étape de couplage du vecteur de fixation
au support peut étre effectuée en utilisant un masque.

Ce masque, percé de fenélres réguliérement espacées, est
préférentiellement opaque au champ magnétique, si bien que les vecteurs de
fixation se fixeront uniqguement au niveau desdites fenétres. Alternativement,
le masque peut étre perméable au champ magnétique. Dans ce cas, les
vecteurs de fixation se fixeront dans un premier temps sur toute la surface du
support, couverte ou non par le masque. Dans un deuxiéme temps, le
masque sera soigneusement retiré, de fagon a retirer les vecteurs de fixation
qui n'étaient pas directement en contact avec le support.

Un procédé alternatif de fabrication d'un réseau organisé de sondes
biologiques ou chimiques, liées & un support par couplage magnétique &
l'aide d'un vecteur de fixation, est décrit a l'exemple 3, et comporte les

étapes suivantes :
A) liaison des sondes au vecteur de fixation,

B) dépodt des sondes couplées au vecteur de fixation sur une lame
non aimantée, selon un réseau organisé

C) transfert du réseau de 'étape B sur un support magnétique.

Dans tous les procédés de linvention décrits ci-dessus, le dépdt des

vecteurs de fixation, couplés ou non aux sondes, sur le support, magnétique
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ou non, est réalisé par n'importe quel moyen que 'homme du métier peut
imaginer. Il peut étre effectué par exemple a laide de pipettes, micro-
pipettes, pipettes piezzo-électriques, buses, aiguilles, ou de petits électro-
aimants dont e coeur en fer doux serait constitué d’une aiguille d’un diametre

inférieur & 200 um a P'extrémité.

Un procédé particulier de linvention, décrit a I'exemple 4, permet la
fabrication d'un réseau organisé de sondes constituées de molécules d’acide
nucléique simple brin dont la taille peut étre comprise enfre 20 et 5000
nucléotides, mais de préférence entre 100 et 500 hucléotides. Ce procédé
comporte les étapes suivantes :

A) amplification des sondes & partir d'amorces nucléotidiques dont
F'une au moins est biotinylée,

B} dénaturation des sondes par chauffage suivi d'un refroidissement
rapide,

€) couplage des sondes biotinylées sur des billes paramagnétiques,
superparamagnétiques ou ferromagnétiques liées & de I'avidine ou
de la streptavidine,

D) précipitation magnétique des sondes liées aux billes,
E) élimination des sondes non liges par lavage,

F) resuspension des sondes couplées aux billes & une ‘concentration
choisie,

G) dép6t des sondes couplées aux billes sur un support.

Dans une mise en ceuvre préférée des procédes décrits ci-dessus, I'étape de
liaison de la sonde au vecteur de fixation est réalisée & une concentration de
sondes saturante pour le vecteur de fixation. Ceci permet notamment de
connaitre le nombre de sondes liées en moyenne a chaque vecteur de
fixation, de fagon aisément reproductible.
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L'invention porte également sur un support capable de présenter un
magnétisme structuré, permanent ou électro-induit, pour ia fabrication d’'un
réseau de sondes biclogiques ou chimiques tels que ceux décrits ci-dessus.
Un support préféré de linvention présente un magnétisme structuré
permanent. De fagon encore préférée, un support de l'invention présente une
magnétisation statique découplée de tout champ électrique et est inerte pour
toute molécule chargée. En effet, la plupart des polyméres biologiques, et
particulierement 'ADN, sont chargés et donc sensibles aux champs
électriqgues, méme de trés petit voltage, comme décrit dans les articles de
Meller et al (Meller, A., L. Nivon, et al. (2000). “Rapid nanopore discrimination
between single polynucleotide molecules.” Proc Natl Acad Sci U S A 97(3):
1079-84. Meller, A, L. Nivon, et al. (2001). “Voltage-driven DNA
translocations through a nanopore.” Phys Rev Lett 86(15): 3435-8).
L'induction d'un champ magnétique par une bobine est en général

accompagnée d’un champ électrique résiduel (dépendant de la géométrie de
la bobine). L'utilisation d’un champ électromagnétique induit par une bobine
dont la géométrie ne permettrait pas d’annihiler complétement ce champ
électrique résiduel résulterait donc en une adsorption aspécifigue des
molécules chargées sur la surface du support. De plus, un tel champ
électrique pourrait modifier les caractéristiques physico-chimiques des
molécules. Par exemple, dans certaines conditions, le gradient ionique induit
par ce champ électrique pourrait déteriorer les hélices d’ADN.

Un réseau organisé de vecteurs de fixation couplés & un support par une
interaction magnétique entre le support et les vecteurs de fixation fait aussi

partie de la présente invention.

Enfin, linvention porte sur un kit pour la fabrication d'un réseau organisé de
sondes biologiques ou chimiques, comprenant un support magnétique et des
vecteurs de fixation. Un tel kit est particuliérement intéressant pour permettre
a des laboratoires de recherche ou d’analyse de fabriquer eux-mémes, a

moindre frais, des réseaux de sondes particuliérement adaptés a leurs
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besoins. Par exemple, ce kit peut permettre & un laboratoire d'élaborer une
puce & ADN «a fagon », éventuellement en mettant en ceuvre le dernier
procédé mentionné ci-dessus.

De maniére préférée mais non limitative, le support magnétique présent dans
un kit de linvention est optiquement neutre et comporte un aimant
permanent. Le cas échéant, ce support présente un magnétisme structuré.

Dans une version particuliére des kits de Finvention, les vecteurs de fixation
sont déja fixés au support, suivant un réseau organisé.

Les vecteurs de fixation présents dans les kits selon linvention sont par
exemple des billes paramagnétiques, superparamagnétiques, ou
ferromagnétiques.

Dans une réalisation avantageuse des kits de Tinvention, le vecteur de
fixation est fonctionnalisé, c’est-a-dire qu'il porte des éléments capables de

se lier spécifiquement & une cible biologigue.

Les Kits de linvention peuvent étre destinés & plusieurs types d'utilisation, ou
étre destinés & étre utilisés avec un type donné de sondes. Par exemple, un
kit comportant comme vecteurs de fixation des billes portant des
oligonucléotides comportant une extrémité poly-T ou poly-U sera plus
specifiquement employé pour fabriquer des puces d’ARN messager ou
d’ADNc sur lesquels on greffe une gueue poly A. En revanche, un kit dans
lequel le vecteur de fixation est couplé a de la streptavidine ou a de lavidine
peut étre utilisé pour n'importe quel type de sonde qu'il est possible de

- biotinyler.

Les kits de I'nvention peuvent comporter en outre une ou plusieurs sonde(s)
de contrdle, eéventuellement liées au vecteur de fixation. )l peut s'agir par
exemple d'une sonde d’ADN simple brin codant un fragment de la B-actine, si

le kit est destine & fabriquer des puces pour analyser Fexpression de génes
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dans des cellules eucaryofes. Un kit peut aussi comprendre d'une part, la
sonde contréle libre, et d'autre part, la sonde contrdle déja fixée sur le
vecteur de fixation, ce qui permettra & l'utilisateur de contrdler l'étape de
couplage des sondes sur les vecteurs de fixation. Les kits peuvent aussi
comprendre des vecteurs de fixation couplés & des sondes marquées,
destinés a calibrer le dépét des vecteurs de fixation sur le support. Ces
exemples ne sont pas limitatifs, et 'homme du métier est apte & imaginer fout
type de kit comprenant des éléments supplémentaires destinés a faciliter son
utilisation, & permettre une interprétation plus précise des résultats, ou a
cibler un type particulier d’application.

Les exemples et figures ci-apras, ilustrent la mise en csuvre et l'intérét de la
présente invention, sans toutefois en limiter la portée.

Légende des figures :

Fig. 1 : Fixation de la sonde & la particule aimantée

Fig. 2 : Réalisation d’une magnéto-puce

Fig. 3 : Réalisation d'un réseau de billes fonctionnalisées
A) par dépots successifs

B) par dépdt en une étape en utilisant un cache imperméable au
champ magnétique.

Fig. 4 : Réseau de billes magnétiques organisé

Fig. 5: Dépo6t des sondes sur un réseau préalablement magnétiquement
organisé

Fig. 6: Image en fluorescence, scannée a 5 pm de résolution, de la
formation d’un complexe entre les sondes nucléiques et les vecteurs de
fixation sur la lame :
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A) sonde marquée en Cy3 non fonctionnalisée avec la biotine
B)  sonde marquée en Cy3 fonctionnalisée avec la biotine en 5'
C) sonde marquee en Cy5 non fonctionnalisée
D)  sonde marquée en Cy5 fonctionnalisée avec biotine en 5'
E) particule seule.

L'observation est réalisée avec un scanner GMS 428 & 5 pm de résolution.

Fig. 7: Image en fluorescence, scannée & 5 pm de résolution, de
I'hybridation de la cible nucléique sur le complexe bille/sonde :
A) sonde non marquée fonctionnalisée avec biotine en 5', cible
marquée en Cy3 )
B) sonde non fonctionnalisée avec biotine, cible margués en Cy3
C) sonde non marquée fonctionnalisée avec biotine en 5', cible
marguée en Cy5
D) sonde non fonctionnalisée avec biotine, cible marquée en Cy5
L'observation est réalisée avec un scanner GMS 428 a 5 um de résolution.

Fig. 8 : image en fluorescence, scannée a 5 pm de résolution, de la fixation
d’une cible et d'une sonde protéiques sur un vecteur de fixation :
A) les particules sont pré-incubées avec le sérum albumine (BSA),
puis avec I'extrait total protéique total marqué en Cy3
B) les particules sont pré-incubées avec I'anticorps non spécifique,
puis avec de la BSA non marquée, puis avec I'extrait total marqué
en Cy3
C) les particules sont pré-incubées avec Panticorps spécifique X, puis
avec de Ja BSA non marquée, puis avec Pextrait total marqué en
Cy3
D) protéine marquée en Cy3, déposée aprés les lavages.
L'observation est réalisée avec un scanner GMS 428 & 5 ym de résolution.
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Fig. 9 : réseau de billes fonctionnalisées avec des sondes marquées en Cy3,
a une densite de 625 par cm?, observées avec un scanner GMS 428 & 5 ym
de résolution. La surface scannée était un carré de 0,75 cm de coté.

Exemple [ : Procédé de fabrication d’'une magnéto-puce par dépét en
une étape

Les sondes sont fixées & des particules aimaniées, par exemple des billes
magnétiques multipolaires. La fixation a la bille se fait, soit par une liaison
covalents, ou toute autre liaison chimigue, par exemple I'établissement d’'une
base SCHIFF, soit par une liaisen non covélente, comme par exemple les
liaisons streptavidine / biotine ou anticorps / antigéne (figure 1).

L'ensemble vecteur de fixation / sondes est ensuite déposé & la densité
souhaitée sur une petite surface de queiques pm? du support aimanté. On
obtient ainsi aux coordonnées déterminées du subport, un point de sondes
identiques & la densité souhaitée. L’opération est réalisée autant de fois que
nécessaire pour obtenir un micro réseau de points de sondes différents. On
notera que plusieurs points peuvent étre réalisés simuitanément (figure 2).

Exemple Il : Procédé de fabrication d’une magnéto-puce par dépét en
deux étapes

Une alternative au protocole décrit a Fexemple | est possible en utilisant une
liaison non covalente entre les vecteurs de fixation et les sondes. En effet,
dans ce demier cas, il est possible de dissocier le dépst des billes
fonctionnalisées et des sondes sur la surface magnétique. Ainsi, a titre
d'exemple, les billes fonctionnalisées par la streptavidine sont d’abord
déposées sur le support magnétique de facon & créer un réseau régulier de
billes magnétiques ol chaque point est constitué d’une densité de billes bien
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définie. Le réseau peut étre créé de deux maniéres, soit par dépdts
successifs comme précédemment (figure 3A), soit en une seule opération en
utifisant un masque (figure 3B).

Le réseau de billes magnétigues sera réalisé en utilisant un masque « isolant
pour le champs magnétique » ne laissant démasquées que les surfaces de la
lame aimantée destinées a recevoir les billes, le reste de la surface de la
lame @imantée étant masqué (cf. fig. 3B). Donc, seules les parties libres de
I'aimant pourront immobiliser les billes magnétiques. Le masque de dépot
des billes pourra é&fre une fame de silice structurée par traitement chimique
ou un film plastique architecturé au laser.

Si le support présente un magnétisme structuré, par exemple s'il s'agit d'une
lame de silice dans laquelle sont incrustés des micro-aimants, le réseau de
vecteurs de fixation peut étre réalisé en une seule opération sans nécessité
d’utiliser un masque.

On obtient ainsi en un seul dépét un réseau de billes magnétiques organisé
(figure 4).

Dans une deuxiéme étape, on déposera sur chaque point de billes
magnétiques les sondes spécifiques couplées a la biotine en concentration
saturante pour la streptavidine (figure 5). La méme siratégie peut étre suivie
pour toutes les liaisons vecteur de fixation / sonde faisant intervenir une
lizison non covalente.

Aprés le dépét, les sondes non fixées sont éliminées par ajout de
streptavidine libre et lavage.

On obtient ainsi un micro réseau de points, eux-mémes constitués de sondes
spécifiques & la densité souhaitée et fixés durablement sur le support a des
coordannées déterminées.
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Exemple 1l : Procédé de fabrication d’une magnéto-puce par réplique

Une demiére varianie consiste & réaliser le dép6t des sondes liées au
vecteur de fixation sur une lame de verre puis a fransférer les couples
constitués par les billes magnétiques et les sondes qui leur sont fixées & une
lame aimantée. '

Le transfert peut se faire simplement par rapprochement de la lame aimantée
au-dessus de la lame de verre, le couple bille aimantée/sonde sautant
spontanément & des coordonnées équivalentes, de la lame de verre a la
lame aimantée.

Exemple IV : Préparation et utilisation d’une magnéto-puce de
sondes d’ADN simple brin

. Préparation des lames

Dans une premiére étape de fabrication, Fattraction magnétique est fournie

par des lames aimantées de 35 x 25 mm pour une épaisseur de 1 mm.

Deux types de composition pour les lames sont expérimentés, d'une part des
lames composées de néodyme fer bore, qui peuvent fournir une aimantation
maximale de 1,3 T, d'autre part des lames aimantées de samarium cobalt qui
peuvent fournir une aimantation maximale de 1 T,

Pour chaque type de lames, deux orientations de champs d’aimantation
seront expérimentées : d'une parf, un champ perpendiculaire a la plus
grande surface de la lame, et d’autre part, une aimantation paraliéle & la plus
grande surface de la lame. Pour chaque champ, quatre forces différentes
seront utilisées : 0.2, 0.5et1ou 13T,

. Le vecteur de fixation
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Dans une premiere expérience, les vecteurs de fixation utilisés sont des
billes (Dynabeads) d'un diamétre de 2,8 um, constituées de polymeére,
incluant des oxydes de fer (Fe;0z 10-14%) d’une susceptibilité de 8.10° cgs
par unité. Les particules d’'oxyde fournissent la réactivité au champ
magnétique. Ces billes sont recouvertes de maniére covalente de molécules
de streptavidine capables de fixer la biotine. La densité des récepteurs
streptavidine est de 7.10° 4 10° en moyenne par bille.

. Le dépét des spots ou unité d’hybridation

Le dépdt du couple vecteur (bille) / sonde (molécule d’ADNc simple brin) est
effectué¢ dans un premier temps a 'aide d’'uné plume de 0,2 mm & 'extrémité.
La concentration de billes choisies pour chaque dépét sera telle qu'un dépot
représentera 6000 billes environ, ce qui correspondra & 6.10° molécules
sondes par unité d’hybridation, si tous les sites streptavidine sont saturés.
Dans ces conditions, on obtient un dépSt mono-couche de billes (chaque

bille repose directement sur la lame).

. Préparation des sondes

A partir de couples d'amorces biotinylées en 5, soit sur I'amorce directe, soit
sur Famorce reverse, soit sur les deux amorces, on effectue amplification
par PCR de la région spécifique du géne & étudier. On obtient ainsi pour
chague PCR une séquence double brin. Cette séquence est biotinylée
respectivement en 5 du brin codant, 5' du brin reverse ou biotinylée en 5’ sur
les deux brins selon la construction choisie. Dans chaque cas, les doubles
brins sont dénaturés par trempage, puis couplés & des billes magnétiques
fonctionnalisées avec la streptavidine. Le nombre de billes magnétiques
ajoutées est calcule de sorte que les sites streptavidine soient saturés par la
biotine des ADN. Ainsi, foutes les billes auront fixé n molécules d’ADN simple
brin, ol n représente le nombre de sites sireptavidine par bille. Le couple

bille / ADN simple brin est précipité dans un champ magnétique puis lave
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pour éliminer 'ADN non fixé a la biotine (dans le cas ou seule I'une des
amorces était biofinylée, on ne retient qu'un des deux brins de la double
hélice d'’ADN). Le couple bille magnétique (vecteur) / ADN simple brin
(sonde) est resuspendu & la concentration souhaitée pour obtenir une
concentration finale souhaitée en ADN ; dans ce cas, on obtient directement
la molarité des ADN qui dépend de la concentration en billes.

. Préparation du réseau

L’'ensemble vecteur de fixation (bille magnétique) / sondes (ADN simple brin)
est déposé a FPaide d'une plume ou d'une pipette pietzo électrique & la
densité souhaitée sur une petite surface de 100 & 300 um de c6té. On
obtient ainsi aux coordonnées déterminées du support, une unité
d’hybridation de sondes identiques & la densité souhaitée. L'opération est
réalisée autant de fois que nécessaire pour obtenir un micro réseau de points
de sondes différentes. On notera que plusieurs points peuvent étre réalisés
simultanément.

. L'hybridation

La lame ainsi réalisée est alors directement hybridée avec un mélange
d’ADNe marqués en fluorescence. Ces ADNc sont obtenus par RT-PCR (en
présence de Cy3™ par exemple, comme marqueur fluorescent) des ARNm
extraits des cellules étudiées. Il est également possible de réaliser une co-
hybridation & partir de deux extraits d’ARN qui fourniront des ADNc marqués
respectivement en Cy3™ et Cys™.

Aprés lavage de la lame pour éliminer les molécules d’ADNc non hybridées,
la quantification de la fluorescence au niveau de chaque point indiquera le
taux d’hybridation, donc la proportion de chaque type de molécules.

Le marquage n'est pas limitatif; les mémes expériences peuvent étre
réalisées avec des ADNc en radioactivité.
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Exemple V : Magnéto-puce de sondes d’ADN simple brin ciblant les
génes GADPH et HPRT.

Un exemple de magnéto-puce a été réalisé en utilisant comme sondes les
séquences suivantes obtenues par amplification spécifique (PCR). Pour
chaque séquence les frois constructions décrites précédemment sont
réalisées :

e séquence 5’ biotinyié sur le brin codant;
e séquence 5’ biotinylé sur le brin anti sens
« séquence &' biotinylé sur les deux brins. -

Les séquences soulignées correspondent aux amorces spécifiques utilisées
pour amplifier les sondes.

Sondes choisies pour le géne GAPDH.

CTGGTGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCCGGGGCCCACTTGAAGGGTG
GAGCCAAACGGGTCATCATCTCCGCCCCTTCTGCCGATGCCCCCATGT
TTGTGATGGGTGTGAACCACGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGT
CAGCAATGCATCCTGCACCACCAACTGCTTAGCCCCCCTGGCCAAGGT
CATCCATGACAACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTCATGACCACAGTCCAT
GCCATCACTGCCACCCAGAAGACTGTGGATGGCCCCTCTGGAAAGCTG
TGGCGTGATGGCCGTGGGGCTGCCCAGAACATCATCCCTGCATCCACT
GGTGCTGCCAAGGCTGTGGGCAAGGTCATCGCCAGAGCTGAACGGGAA
GCTCACTGGCATGGCCTTCCGTGTTCCTACCCCCAATGTGTCCGTCGTG
GATCTGACGTGCCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATGATGACATCAAG
AAGGTGGTGA
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TTCACCACCATGGAGAAGGCCGGGGCCCACTTGAAGGGTGGAGCCAAA
CGGGBTCATCATCTCCGCCCCTTCTGCCGATGCCCCCATGTITGTGATGG
GTGTGAACCACGAGAAATATGACAACTCACTCAAGATTGTCAGCAATGC
ATCCTGCACCACCAACTGCTTAGCCCCCCTGGCCAAGGTCATCCATGAC
AACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTCATGACCACAGTCCATGCC

Sondes choisies pour le géne HPRT

GCTGGTCAAAAGGACCTCTCGAAGTGTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT
GGATTTGAAATTCCAGACAAGTTIGTTGTTGGATATGCCCTTGACTATAA
TGAGTACTTCAGGAATTTGAATCACGTTTGTGTCATTAGTGAAACTGGAA
AAGCCAAATACAAAGCCTAAGATGAGCGCAAGTTGAATCTGCAAATACG
AGGAGTCCTGTTGATGTTGCCAGTAAAATTAGCAGGTGTTCTAGTCCTG
TG

AGGAGATGGGAGGCCATCACATFGTGGCCCTCTGTGTGCTCAAGGGGG
GCTATAAGTTCTTTGCTGACCTGCTGGATTACATTAAAGCACTGAATAGA
AATAGTGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGATTTTATCAGACTGAAGAG
CTACTGTAATGATCAGTCAACGGGGGACATAAAAGTTATTGGTGGAGAT
GATCTCTCAACTTTAACTGGAAAGAATGTCTTGATTGTTGAAGATATAAT

TGACACTGGTAAAACAATGCAAACTTTGCTTTCCCTGGTTAAGCAGTACA
GCCCCAAAATGGTTAAGGTTGCAAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCG
AAGTGTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTGGATTTGAAATTCCAGACAAG

TTTGTTGTTGGATATGCCCTTGACTATAATGAGTACTTCAGGAATTTGAA

TCACGTTTGTGTCATTAGTGAAACTGGAAAAGCCAAATACAAAGCC

Exemple VI : Vérification de la formation d’un complexe entre les
sondes nuciéiques et les vecteurs de fixation sur la fame.
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Les vecteurs de fixation utilisés ici sont des particules de polystyréne Fe,Os
paramagnétiques de 1 pm de diamétre, fonctionnalisées par la streptavidine.
La sonde correspond au fragment du géne GAPDH indiqué & I'exemple
précédent. Elle est fonctionnalisée ou non par la biotine en 5', sur un seul
des deux brins (le brin sens).

Amorces définissant la séquence: 5' CTGGTGTCTTCACCACCATG 3
5' TCACCACCTTCTTGATGTCATC 3'

Les sondes sont marguées soit en Cy3™ soit en Cy5™ tout le long de la
séquence lors d'une amplification par PCR.

Les produits de PCR sont précipités, re-suspendus, dénaturés a 100°C,
trempés a 0°C puis incubés avec les particules, & 4°C pendant 60 minutes.
Les complexes obtenus sonde/vecteur sont précipités par activation
magnétique et lavés trois fois en tampon 10X SSC et 1 fois dans un tampon
3X 8S8C. Le culot est re-suspendu dans un tampon 3X SSC .

Un aliguot de la solution obtenue est prélevé & l'aide d'une aiguille et déposé
sur une lame 20 x 30 x 1 mm magnétique de 1T. Le dépét est rincé 3 fois au
tampon 10X SSC.

La figure 6 montre le résuitat des dépdts suivants :

A) sonde marquée en Cy3 non fonctionnalisée avec la biotine
B) sonde marquée en Cy3 fonctionnalisée avec la biotine en 5'
C)  sonde marquée en Cy5 non fonctionnalisée

D) sonde marguée en Cy5 fonctionnalisée avec biotine en 5'
E) particule seule.

Cette figure montre que la fixation des sondes sur la particule est bien

specifique (absence de marquage fiuorescent lorsque la sonde nest pas
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fonctionnalisée par la biotine), et que le complexe bille/sonde est bien retenu
sur la lame magnétique (figures B et D).

Exemple Vil : Vérification de I'hybridation de la cible nucléique sur
le complexe bille sonde.

Les sondes se composent d'un fragment de la séquence du géne GAPDH
fonctionnalisé ou non par la biotine en 5' sur le brin sens.

Les cibles se composent du produit de PCR de la GAPDH marqué tout le
long de ia séquence en Cy3™ ou Cy5™.

Les vecteurs de fixation sont des particules de polystyréne
FeyOsparamagnétiques de 1 pm de diamétre fonctionnalisées par la
streptavidine.

Les sondes son dénaturées & 100°C, trempées & 0°C puis complexées avec
des particules & 4°C pendant 80 min. Les complexes obtenus sonde/vecteur
sont précipités par activation magnétique et rincés quatre fois en tampon 10X
SSC. Le culot est re-suspendu dans un tampon formamide 25%, les cibles
dénaturées sont alors mélangées avec les sondes et sont hybridées a 50°C.

Un aliquot de la solution obtenue est prélevé a l'aide d'une aiguille et déposé
sur une lame 20 x 30 x 1 mm magnétique de 1T. Le dépét est rincé 3 fois
avec un tampon 10X SSC et une fois avec un tampon 3X SSC.

Les résultats sont montrés sur la figure 7, ol les différents points
correspondent aux conditions suivantes :

A) sonde non marquée fonctionnalisée avec biotine en 5', cible
marguée en Cy3
B) sonde non fonctionnalisée avec biotine, cible marquée en Cy3
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C) sonde non marquée fonctionnalisée avec biotine en 5', cible
marquée en Cy5
D) sonde non fonctionnalisée avec biotine, cible marquée en Cy5

Les cibles sont donc capables de s'hybrider sur la sonde lorsqu'elle est fixée
a Ja particule, et il y a trés peu d'absorption non spécifique.

La cible est bien retenue sur la lame par l'intermédiaire du vecteur.

Exemple Vill : Vérification de fixation de cible et de sonde protéique
sur un vecteur de fixation.

Les vecteurs sont des particules de polystyréne Fe,Os paramagnétiques de
1 um de diameétre, capables d’adsorber les protéines a leur surface, de fagon
aspécifique.

La sonde est ici un anticorps spécifique d'une proféine x.

La cible est une protéine x contenue dans un extrait cellulaire marqué au
Cy3.

Un anticorps non spécifique de la protéine x, et ne reconnaissant aucun
élément de I'extrait celiulaire contenant la cible, est utilisé comme témoin.

Différentes hybridations ont été réalisées, dont le résultat apparait sur la
figure 8:

Figure 8 A: les particules ont été pré-incubées avec le sérum albumine
(BSA), puis avec Pextrait protéique total marqué en Cy3.
Il apparait une fixation non spécifique.

Figure 8 B: les particules ont été pré-incubées avec Ianticorps non
spécifique, puis saturées avec de la BSA non marquée, puis incubdes avec
Fextrait total marqué en Cy3.
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Il apparait la méme fixation non spécifique que lors de la pré-hybridation a la
BSA.

Figure 8 C : les particules ont été pré-incubées avec l'anticorps spécifique x,
saturées avec de la BSA non marquée, puis incubées avec lextrait total

marqué en Cy3.

Lintensité du signal de fluorescence est augmentée par rapport a
Fhybridation aspécifique. 1 y a bien une hybridation spécifique avec les

anticorps anti-x.

La fixation non spécifique observée dans cette expérience est importante.
Cette fixation non spécifique peut étre é&liminée en utilisant des particules
paramagnétiques de type silicate ou silicium telles que les « silica particul »
ou les « beads silica », sur lesquels sont greffées des fonctions SH.

Ces particules n'adsorbent pas les proféines, donc éliminent I'absorption
aspécifique. Les anticorps pourront étre fixés par exemple par le thiol de la
chaine lourde aprés réduction. Le site de fixation spécifique sera donc
constitué d'une chalne légére et d'une chaine lourde liée covalemment a la
particule par un pont S-S.

Exemple IX : Faisabilité d’'un réseau de particules
paramagnétiques sur un support possédant une aimantation statique
de 1T.

Les billes fonctionnalisées avec des sondes marquées en Cy3 ont été
déposées a une densité de 625 par cm? sur un support présentant une
aimantation statique de 17. Le réseau obtenu a ensuite &té lavé trois fois
avec une solution 10X SSC, puis une fois en solution 3X SSC. Le résultat,
itlustré a la figure 9, montre la stabilité du réseau obtenu.
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REVENDICATIONS

Réseau organisé de sondes biologiques ou chimiques, fidées & un
support par couplage magnétique a I'aide d’un vecteur de fixation.

Réseau selon la revendication 1, fixé sur un support optiguement
neufre.

Réseau selon Ja revendication 1 ou 2, fixé sur un support comportant
un aimant permanent.

Réseau selon la revendication 1 et 2, fixé sur un support présentant
un magnétisme électro-induit.

Réseau selon l'une quelconque des revendications 1 & 4, fixé sur un
support présentant un magnétisme structuré.

Réseau selon I'une quelconque des revendications 1 4 5, dans lequel
le champ magnétique est perpendiculaire ou paralléle au plan du
support.

Réseau selon 'une quelconque des revendications 1 a 6, dans lequel
le vecteur de fixation est paramagnétique, superparamagnétique ou
ferromagnétique.

Réseau selon la revendication 7, dans lequel le vecteur de fixation est
une bille de latex ou de polysaccharides comportant des particules
d'oxyde de fer.

Réseau selon la revendication 7 ou 8, dans lequel le vecteur de
fixation est une bille multipolaire.

Réseau selon la revendication 7 ou 8, dans lequel le vecteur de

fixation est capable de s’orienter dans un champ magnétique.
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Réseau selon la revendication 10, dans lequel le vecteur de fixation
est lui-méme aimanté.

Réseau selon Fune quelconque des revendications 7 a 11, dans lequel

le vecteur de fixation a un diamétre compris entre 1 nm et 500 pm,

préférentiellement entre 0,5 et 5 um.

Réseau selon Fune quelconque des revendications 1 & 12, dans lequel
le vecteur de fixation porte des éléments capables de se lier
spécifiquement & une cible biclogique.

Réseau selon la revendication 13, dans lequel les éléments capables
de se lier spécifiquement a une cible biologique portés par le vecteur
de fixation sont sélectionnés dans le groupe comportant les
immunoglobulines, les antigénes, les récepteurs membranaires, les
ligands de récepteurs membranaires, l'avidine, la streptavidine, les
oligonucléotides poly-T ou poly-U.

Réseau selon Fune quelconque des revendications 1 & 14, dans lequel
chaque sonde est déposée en un point dont le diamétre est compris
entre 10 pm et 1 mm, préférentiellement entre 50 et 200 pm.

Réseau selon 'une quelconque des revendications 1 a 15, dans lequel
chaque point comporte entre 10° et 10"° sondes, préférentiellement
entre 10° et 10'® sondes.

Réseau selon I'une quelconque des revendications 1 & 16, ayant une
densité comprise entre 1 et 100000 points par cm?, préférentiellement
entre 10 et 1000 points par cr®.

Procédé de fabrication d'un réseau organisé de sendes biologiques ou
chimiques, liées a un support par couplage magnétique & I'aide d'un
vecteur de fixation, comportant les étapes suivantes :
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A) liaison des sondes au vecteur de fixation,

B) dépét sur un support magnétique, des sondes couplées au vecteur
de fixation, selon un réseau organisé.

Procédé de fabrication d’un réseau organisé de sondes biologiques ou
chimiques, liées & un support par couplage magnétique a Faide d’'un
vecteur de fixation, comportant les étapes suivantes :

A) couplage magnétique d'un vecteur de fixation en des coordonnées
connues d'un support,

B) liaison des sondes sur les vecteurs de fixation.

Procédé selon la revendication 19, caractérisé en ce que Pétape de
couplage du vecteur de fixation au support est effectuée en utilisant un
masque.

Procédé de fabrication d'un réseau organisé de sondes biologiques ou
chimiques, liées & un support par couplage magnétique & Paide d’'un
vecteur de fixation, comportant les étapes suivantes :

A) liaison des sondes au vecteur de fixation,

B) dépdt des sondes couplées au vecteur de fixation sur une lame
non aimantée, selon un réseau organisé

C) transfert du réseau de I'étape B sur un support magnétique.

Procédé selon la revendication 18 ou 21, pour la fabrication d'un
réseau organisé de sondes consfituées de molécules d'acide

nucléique simple brin, comportant les étapes suivantes :

A) amplification des sondes & partir d'amorces nucléotidiques dont
'une au moins est biotinylée,
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B) dénaturation des sondes par chauffage suivi d'un refroidissement
rapide,

C) couplage des sondes biotinyiées sur des billes paramagnétiques,
superparamagnétiques ou ferromagnétiques liées a de Pavidine ou
de la streptavidine,

D) précipitation magnétique des sondes liées aux billes,
E) élimination des sondes non liées par lavage,
F) resuspension des sondes & une concentration choisie,

G) dépdt des sondes sur un support.

Procédé selon Yune quelconque des revendications 18 a 22, dans
lequel I'étape de liaison de la sonde au vecteur de fixation est réalisée
2 une concentration de sondes saturante pour le vecteur de fixation.

Support présentant un magnétisme structuré permanent, pour la
fabrication d'un réseau de sondes biologiques ou chimiques, suivant
un procédé selon 'une quelconque des revendications 18 & 23.

Support selon la revendication 24, dans lequel le magnétisme
structuré résulte d’une magnétisation statique découplée de tout

champ électrigue et est inerte pour toute molécule chargée.

Réseau organisé de vecteurs de fixation couplés & un support par une
interaction magnétique entre le support et les vecteurs de fixation.

Produit de couplage formé d'une sonde d’acide nucléique et d'un
vecteur de fixation, dans lequel un vecteur de fixation est couplé a un
nombre compris entre 10° et 10°, préférentiellement entre 10° et 107

molécules d’acide nucléique.

Utilisation d’un produit de couplage formé d'une sonde biologique ou

chimique et d'un vecteur de fixation, pour la fabrication d'un réseau
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organisé de sondes biologiques ou chimiques selon Fune quelconque
des revendications 1 a 17.

Kit pour la fabrication d’un réseau organisé de sondes biologiques ou
chimiques, comprenant un support magnétique et des vecteurs de
fixation.

Kit selon la revendication 29, dans lequel le vecteur de fixation perte
des éléments capables de se lier spécifiquement a une cible
biologique.
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