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Qu’est-ce qu’une puce a A.D.N. ?

ADN : deux brins de sequences
de nucléotides complementaires.

Puce a ADN :

e support sur lequel sont fixes
des sondes (monobrins d’A.D.N.
de séquence connue et choisie).

e La solution a analyser contient
des cibles (monobrins d’A.D.N.
de séquence inconnue, a
identifier), qui vont s’associer par
complémentarité (si existence de
brins complémentaires) aux
monobrins de la puce
(phénomene d’hybridation).




I Hybridation statique
| (méthode coverslip)

I . On mélange une goutte de solution a
analyser dans une solution tampon, puis on
'étend sur la puce, on couvre, on met au

bain marie, et on attend...

. Eton attend....
. Et on attend !!!' (au moins une nuit !

-> Pourquol ?7??



I Cas des réactions sur support
I de type sonde-cible

- Lorsque la réaction se produlit,

I Cible libre + Sonde =2 (CS)compIexe

Il'y a appauvrissement en
o o [0/, w ivasma
O cibles au niveau des sondes.
. >
' O o O ' > On est limité par le transport
O

v ) par diffusion moléculaire des
cibles vers les sondes

e Probleme d’adsorption, ou

reconnaissance non speécifiqgue




Temps de déplacement des cibles
par diffusion (hybridation statique
I ou méthode coverslip)

D ~ 10°-10°%cm?/s avec h=50 um
T~ h?D~25-25s
- Tres long / cinétigue
Problemes de reconnaissance non speécifique

I - Cibles en exces : il y a toujours une cible au-dessus d’une sonde.

- Cibles en défaut : chaque cible doit visiter toute la puce pour
trouver sa sonde complémentaire. L =1cm

T~ L4D~10°s-10%s~27-270h Il

-> Beaucoup trop long !!!
La diffusion n’est pas assez efficace...



I Nécessité d'un écoulement

. La puce est placée dans une chambre de faible hauteur
I (dite cellule de Hele-Shaw).

« On crée un ecoulement :
- laminaire a cause des faibles dimensions de la
chambre.

—> Pour bien disperser les cibles, nécessité de
melanger par advection chaotique.

- Ecoulement de Hele-Shaw, donc quasi 2D

—> Pour avoir de l'advection chaotique, nécessité d'un
écoulement periodique en temps.



Seringues ou pompes ?

Deux protocoles périodiques (période T):
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Grille pour la demi-chambre

(Ph. Carriere)

. Exposants de Lyapunov



Expérience a |I'échelle 10
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Exposants de Lyapunov

Exposants de Lyapunov en fonction de la période T



Seringue ou pompes ?
I Conclusion

. Le protocole a pompes donne toujours de
meilleurs résultats que le protocole a
seringues.

- Sections de Poincaré plus homogenes
- Exposants de Lyapunov toujours plus eleves

F. Raynal et al, Phys. Fluids, 2004
--> sélectionné pour virtual journal of biological physics

F. Raynal et al, Phys. Fluids, 2007
--> sélectionné pour virtual journal of biological physics



Chambre carrée ou
rectangulaire ?

. Refaire un maillage, des simulations et une expérience ?

. Ecoulement de type Hele-Shaw :
Champ de vitesse moyenne sur la hauteur vérifie Euler

. Modele 2D (these Aurélien Beuf)
- On calcule le champ de vitesse entre une source et un puit
dans un cercle (méthode des images)
- Changement de géometrie aise par transformation de

Schwarz-Christoffel
=
) =




Validation du modele 2D

Simulation 3D Modele 2D Expérience

—> Tres bon accord entre le modele,
la simulation 3D et I'expérience



Protocole a seringues, T=4s
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Exposants de Lyapunov
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I Conclusion des simulations

I . Le protocole a pompe donne toujours de
meilleurs résultats que le protocole a
seringues.

. La geometrie rectangulaire donne toujours
de meilleurs resultats que la geometrie
carree.



Le RosaMix

(société RosaTech)
Station d'hybridation pour les puces.
Les +
. Entierement automatisee
. Lavages post-hybridation
. Décontamination
. Régulée en température.
« Chambre d'hybridation de 50ul
Les —:
. Pas intégré dans un laboratoire
sSur puce
« Volume total: 500l !!!




Détection d'un SNP
(Single Nucleotid Polymorphism)

Coverslip RosaMix S1

Puce a ADN :

« Réseau regulier de sondes 12mer
. 2types de sondes, HPAla, HPAlb
(protéines des plaguettes sanguines),

avec mutation A<->G

Cibles :
« Cibles HPAla seulement

- Détection d'un SNP sur puce a ADN

- Comparaison a guantités de cibles egales ) 84 mel‘
- Dxrnrée .d'hybridation :2h
“ReeilEes s . Marquage fluorescent avec CY3

Coefficient de variation du signal (CV)

. Quantité de cibles : Spmol

CV immobilisation




I Perspectives

Diminution du volume total a I'aide de
composants plus petits, avec de mellleures
performances

I . A court terme :

. A plus long terme :
Intégration sur laboratoire sur puce

RosaMix s'apelle maintenant TrayMix
(sociéte BioTray, Lyon) !



