Puces-actualités

Bertrand Jordan

Un congres spécialisé fournit souvent
’occasion de faire le point sur un
domaine de recherche. Voici donc
quelques informations tirées d’une
récente réunion a Zurich, le colloque
Lab-on-a-Chip and Microarrays for
Post-Genome Applications, organisé
pour la quatrieme fois en janvier 2002
par le Cambridge Healthtech Institute.
Cette raison sociale d’apparence acadé-
mique recouvre, on le sait, une entrepri-
se commerciale dont 'activité essen-
tielle consiste a tenir chaque année une
cinquantaine de colloques spécialisés.
Leurs titres souvent évocateurs (From
proteins to profits, Effective Drug Disco-
very, Smarter Lead Optimization...), tout
comme les tarifs d’inscription (1 000 a
2 000 € pour les non académiques, non
compris le logement dans les hotels de
luxe ol ils ont systématiquement lieu)
montrent bien qu’ils s’adressent a un
public composé en grande partie d’in-
dustriels. Ils ne sont pas pour autant
dénués d’intérét, au contraire... J’ai
choisi de concentrer cette chronique sur
trois domaines : la qualité des données
obtenues, qui devient (enfin !) une pré-
occupation générale, la description
rapide de quelques nouveautés promet-
teuses et, enfin, I"état actuel plutdt
décevant des protein arrays ou, pour
parler francais, des réseaux de pro-
téines. Ce faisant, je passerai sous
silence d’autres themes tout aussi inté-
ressants et donnerai de ce domaine une
vision partielle et personnelle, mais per-
mettant au moins d’éclairer certaines
tendances actuelles.
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Qualité, mon doux souci...

Dans le célebre livre de Robert Pirsig
Traité du Zen et de I’entretien des moto-
cyclettes [1], le narrateur donne un jour
a ses étudiants la dissertation suivante :
« Qu’est ce que la qualité ? ». Tout le
monde se retrouve fort embarrassé pour
répondre a cette question, et il ressort
finalement des discussions que chacun
sait reconnaitre la qualité — mais que
personne n’arrive a définir précisément
en quoi elle consiste. Pour la mesure
d’expression par réseaux d’ADN, les élé-
ments fournis ont généralement été tres
limités : une ou deux belles images,
accompagnées de chiffres censés quan-
tifier la sensibilité du systéme et le plus
faible différentiel d’expression mesu-
rable. La sensibilité était souvent expri-
mée par 'abondance minimale détec-
table pour une espece donnée d’ARN
messagers au sein du mélange extrait de
la cellule ou du tissu analysés. Une
valeur «magique» était d’ailleurs sou-
vent avancée : 1/300 000, ce qui corres-
pond approximativement a une molécu-
le d’ARN messagers par cellule de mam-
mifere. Cette « sensibilité » dépend en
fait directement de la quantité d’échan-
tillon utilisée (plus on «charge» I’expé-
rience en ARN, plus une espece rare est
détectable), dont la valeur précise était
souvent cachée au fin fond des Materials
and Methods. Quant au plus faible diffé-
rentiel mesurable, il était généralement
évalué a un facteur 2 sur toute la gamme
de mesure, alors que la précision dépend
en fait trés fortement de I’intensité

mesurée, les fortes valeurs étant natu-
rellement les plus précises en valeur
relative. Tout cela n’était pas terrible-
ment sérieux...
Aujourd’hui, les préoccu-
pations concernant la
qualité des mesures sont
beaucoup plus présentes.
La nouveauté des microarrays s’est
émoussée, la pratique de nombreux
laboratoires a montré la puissance mais
aussi le colit de cette technologie... et la
facilité avec laquelle I’on peut se noyer
dans une mer de données de qualité sou-
vent douteuse. Les revues deviennent
plus exigeantes, et les efforts engagés
par plusieurs organismes pour organiser
des bases de données d’expression les
amenent tout naturellement a définir
des normes de documentation et de
qualité. Ces soucis étaient illustrés lors
du colloque de Zurich par plusieurs pré-
sentations, notamment une étude
détaillée décrite par Sophie Wildsmith
(GlaxoSmithKline, Royaume Uni) qui,
dans le cadre de travaux de toxicologie
sur le rat, montrait I'importance de la
répétition des mesures. Une analyse de
la variance globale entre expériences
montre que la mise en évidence d’une
différence significative entre les profils
d’expression d’animaux témoins et trai-
tés (il s’agit de travaux de toxicologie
sur le rat) réclame six répétitions de
chaque hybridation. Je serais curieux de
savoir combien des nombreux articles
publiés dans ce domaine au cours des
deux ou trois dernieres années ont
effectué autant de contrdles... Les
avantages et inconvénients des diffé-
rentes méthodes utilisables pour norma-
liser les données d’une expérience a une
autre, la mesure de la déviation stan-
dard et de sa variation selon le domaine
d’intensité considéré ont fait aussi I’ob-
jet de nombreuses présentations et dis-
cussions.

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2002183297
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La qualité doit naturellement étre pré-
sente dés le départ : qualité des ADN et
de leur dépot sur le réseau. On se sou-
vient des difficultés rencontrées avec la
collection de clones d’ADNc IMAGE, res-
source trés utile mais comportant sou-
vent un nombre d’erreurs inacceptable
[2], méme dans les jeux de clones
sequence-verified vendus par certains
fournisseurs. On sait aussi que I'entre-
prise Affymetrix a di I'année derniére
reconnaitre que de nombreuses
séquences présentes sur I'une de ses
puces « souris » avaient été lues a I'en-
vers dans les bases de données. Mais
méme lorsqu’elles sont correctement
concues, les puces Affymetrix (et les
autres) peuvent présenter des défauts,
comme le montrait une intéressante
étude présentée par Andreas Hohn, de
I’entreprise Gene Data (Bdle, Suisse).
Gene data, comme de nombreuses autres
firmes, commercialise un ensemble de
logiciels destinés aux utilisateurs de
microarrays. Cette offre comporte des
programmes capables d’analyser les
images d’hybridation et de repérer les
défauts qu’elles peuvent présenter

imperfections locales dues a un accident
de fabrication, rayures, poussiéeres,
zones ayant mal hybridé a cause de la
présence d’une bulle dans la solution...

Afin de montrer les possibilités de ces
systemes, Hohn a repris 'ensemble des
données d’un article publié I’an dernier
sur ’expression génique chez la droso-
phile [3] et pour lequel les données pri-
maires (donc les images) étaient acces-
sibles. 'analyse ainsi effectuée sur 14
hybridations montre que trois sont fran-
chement mauvaises, sept présentent des
défauts qui peuvent néanmoins étre cor-
rigés (grace aux logiciels de Gene Data),
le reste étant de qualité correcte. Les
défauts graves sont pour |’essentiel
inhérents aux puces, donc a leur fabrica-
tion ou a leur manipulation avant emploi
(mais les puces Affymetrix étant scellées
dans une cartouche, les fausses
manceuvres possibles pour I’utilisateur
sont assez limitées)... €n somme, il ne
faut pas faire une confiance aveugle,
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méme aux fabricants qui ont le plus
d’expérience. Apparemment, il ne faut
pas non plus s’obstiner a essayer d’utili-
ser toutes les expériences, méme celles
qui sont un peu douteuses : I’étude
montre qu’en éliminant les images
défectueuses, le rendement (le nombre
de génes dont I’expression s’avére diffé-
rentielle de maniere fiable ) augmente
trés nettement.

Dans ce registre de la qualité, un mot
des efforts de normalisation et d’archi-
vage des données d’expression menés
notamment a I’€uropean Bioinformatics
Institute (EBI) a Hinxton (Royaume-
Uni). Uobjectif (poursuivi actuellement
par plusieurs institutions, et méme par
au moins une entreprise) est d’emmaga-
siner les résultats dans des bases de
données accessibles & tous (ou moyen-
nant finances pour les projets privés), un
peu comme cela a été fait a partir de la
fin des années 1970 pour les séquences
d’ADN. Naturellement, c’est beaucoup
plus compliqué : pour étre significatives,
les données d’expression doivent préci-
ser le type de plate-forme, les condi-
tions de mesure, la nature exacte de la
sonde et les détails de la méthode de
marquage... afin qu’un jour peut-étre, il
soit possible de consulter de telles bases
pour en tirer, a partir de résultats archi-
vés par des dizaines de laboratoires dif-
férents, le profil d’expression d’un gene
dans un tres grand nombre de tissus et
de situations. La mise en place d’une
base de données spécifique, appelée
MGED (Microarray Gene Expression
Database) est donc une tache ardue, a
laquelle s’est attelée une équipe d’une
quinzaine de personnes assistée par plu-
sieurs groupes de travail [4]. Chemin
faisant, il s’est avéré nécessaire de défi-
nir les informations qui devaient obliga-
toirement étre fournies pour permettre
’archivage d’une expérience. Ceci a été
formalisé en une sorte de protocole
appelé MIAME (Minimum Information
About a Microarray Experiment) définis-
sant les renseignements a fournir, qui
devraient idéalement devenir obliga-
toires pour toute publication [5]. Mon

impression devant ces efforts est miti-
gée, et, pour tout dire, je crains que ce
systeme n’entre jamais réellement en
vigueur. L'exemple concernant MIAME,
donné a Zurich par Helen Parkinson
(€BI), comportait 11 pages de texte pour
une série de cinq hybridations... Peut-
étre aurait-il été plus judicieux de
mettre tout de suite en place un systéme
d’archivage, méme tres imparfait, afin
d’habituer les laboratoires a cette pro-
cédure, et de I'améliorer progressive-
ment ensuite ? La mise au point d’une
version light de MIAME, appelée MIAME
express, montre que I’on est conscient du
probléeme a I’EBI. €n tous cas, Iidéal
d’une base de données d’expression
archivant les résultats de nombreux
laboratoires et réellement utilisable de
maniére transversale semble - malheu-
reusement - encore bien lointain...

Puces a protéines : I’expectative

Le secteur des protein arrays occupait
une place importante dans le programme
de ce colloque : plus d’un tiers des pré-
sentations y étaient consacrées. Ayant
assisté dans un passé récent a des
conférences annongant la construction
de réseaux comportant des milliers de
protéines, potentiellement utilisables
pour étudier les interactions de systémes
complexes, j’étais fort intéressé par les
nouveaux développements dans ce sec-
teur. Je devais rester sur ma faim... Il
existe bien des puces susceptibles de
comporter dix mille plots, réalisées par
microfabrication et comportant des sur-
faces spécialement mises au point pour
fixer les protéines dans de bonnes condi-
tions. David Wilson (Zyomix, €tats-Unis)
en montrait des exemples — pour préciser
ensuite que, ne disposant pas de dix
mille protéines a placer sur ces réseaux,
I’équipe s’était limitée a des réalisations
beaucoup plus modestes (six unités
identiques de 25 plots sur une puce). €n
fait, comme ceci est fort bien exposé
dans un récent article de Nature [6], la
fabrication de telles puces se heurte a au
moins trois difficultés : disposer de nom-



breuses protéines pures a déposer sur le
réseau, maitriser leur interaction avec
les entités qu’elles sont censées fixer, et
avoir une méthode de détection sensible
et quantitative. Ces problémes sont
résolus pour les réseaux d’ADN : "ampli-
fication par PCR (ou la synthese d’oligo-
nucléotides) fournissent facilement
I’ADN, I'interaction est assurée par I’hy-
bridation, réaction bien connue et aux
paramétres bien maitrisés, et le mar-
quage en masse de I’échantillon par dif-
férentes méthodes donne de bons résul-
tats. Ils restent en revanche tres pré-
sents pour les réseaux de protéines...

Uessentiel des réalisations présentées a
Zurich concernait donc des puces de
faible complexité (de trois & vingt cing
plots), sur lesquelles sont disposés des
anticorps bien caractérisés destinés a
capter une cible connue a 'avance et
dont la présence est détectée ensuite
par un deuxieme anticorps apportant le
systeme de détection — I’habituel sand-
wich assay des dosages immunologiques.

C’est, en somme, une transposition du
systeme ELISA sur un support de type
réseau, ce qui permet de multiplier le
nombre de parametres mesurés et de
diminuer le colt de chaque dosage.
Parmi les systemes décrits, un réseau
d’anticorps monoclonaux pour détecter
des pesticides dans (Claus
Christensen, Université de Copenhague,

I’eau

Danemark), une autre puce pour suivre
les protéines caractéristiques de I’ar-
thrite rhumatoide (Sara Mangialaio,
Novartis Pharma, Bdle, Suisse), ou enco-
re (en renversant le systéme) un réseau
constitué d’antigenes viraux afin de
détecter les anticorps correspondants
dans le sérum humain (sérodiagnostic)
(Tito  Bacarese-Hamilton, Imperial
College, Royaume-Uni). Rien de grandio-
se donc (il manquait quelques ténors a
ce colloque), mais des applications qui
peuvent trouver leur place si le conser-
vatisme des laboratoires d’analyse et la
puissance des concurrents dont la tech-
nologie ELISA est bien installée ne les

réduisent pas au réle de figurantes. Ce
serait dommage, car ces approches pré-
parent la voie a des puces a protéines
plus complexes dont le rdle, malgré les
difficultés rencontrées, sera sirement
important dans "avenir.

Quelques nouveautés

Un colloque Cambrige Healthtech serait
décevant s’il ne comportait pas quelques
innovations technologiques propres a
faire réver ceux que ce domaine inspire.
Pour ma part, trois items (dont deux au
moins ne sont pas tout a fait nouveaux)
répondaient a ce critére. Pour commen-
cer, le systéeme de PamGene [7], firme
hollandaise représentée par son vice-
président Alan Chan. Il s’agit d’un réseau
de faible complexité destiné aux appli-
cations cliniques, et réalisé sur un sup-
port tres particulier, une sorte d’éponge
d’alumine comportant d’innombrables
canaux verticaux. LADN est fixé dans
toute I"épaisseur de ce support, et la
goutte de solution d’hy-
bridation déposée sur la
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Figure 1. Le Geniom 1. Cette figure, reproduite avec I’aimable autorisation de FeBit, montre I’élément central de
la machine Geniom 1, le DNA processor. Cest une plaque transparente (& gauche) comportant un ensemble de  sur le
quatre canaux indépendants ; la synthese d’oligonucléotides se fait directement sur la paroi plate du canal par
voie photochimique, I'illumination étant assurée par un systéme comportant 40 000 micromiroirs commandés
individuellement, et les réactifs étant apportés via les canaux. L'ensemble dure environ six heures pour la syn-
these de 25-meres. L'hybridation est ensuite effectuée dans les mémes canaux, la solution ad hoc circulant a 'in-
térieur de ceux-ci; la lecture du résultat d’hybridation se fait grace a une caméra CCD, toujours dans le DNA pro-

cessor (image de droite). Dans le modéle actuel, le nombre total d’éléments dans les quatre canaux est de 32 000
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(taille individuelle 32 um); la longueur des oligonucléotides peut atteindre 60 bases.
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puce la traverse de
maniere répétée
I"influence d’une pression

sous

de gaz variable (la ten-
sion superficielle évite
son arrachement du sup-
port). hybridation (avec
une sonde fluorescente)
est suivie en direct au
microscope (le support
mouillé est transparent)
et est trés rapide : une
dizaine de minutes pour
une identification bacté-
rienne par hybridation
d’un produit de PCR avec
des oligonucléotides fixés

Cest
un bon

réseau.
me semble-t-il

exemple de puce a ADN
adaptée aux applications
cliniques pour lesquelles
le nombre de plots néces-
saire est faible, mais ou
les résultats doivent étre
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acquis rapidement - et, de préférence,
par des méthodes qui ne dépaysent pas
trop le laboratoire d’analyse. Son appli-
cation a des mesures d’expression est en
cours de mise au point, mais va sans
doute se heurter a des problemes de sen-
sibilité.
entreprise développant une technologie

|l existe au moins une autre

analogue, MetriGenix (étuts-Unis), mais
elle n’était pas présente a Zurich.

Autre nouveauté dans le domaine de
analyse : le systeme des Nanobarcodes
présenté par Michael Natan de SurroMed
(Etats-Unis) [8]. Il s’agit de minuscules
barreaux métalliques longs de quelques
micrometres et constitués de deux ou
trois métaux (argent, or, cuivre). lls sont
fabriqués par synthése électrochimique
sur une sorte de moule (microscopique),
ce qui permet d’alterner les couches
déposées et d’obtenir des barreaux com-
portant jusqu’a une dizaine de bandes de
différents d’épaisseur
variable. On peut alors fixer sur chaque

métaux et

type de barreau un réactif (protéine ou
ADN), puis les mélanger pour analyser un
échantillon complexe, la lecture du
résultat se faisant au microscope (auto-
matisé) ou par un systéme de détection
en flux. Cette technologie, qui montre
I"alliance de la microfabrication et de la

biologie, peut avoir des applications
dans des domaines trés variés.

Terminons cette revue des nouveautés (il
y en avait d’autres) par un appareil plus
conventionnel mais néanmoins assez
étonnant, le « Geniom 1 » de I’entrepri-
FeBit  (Mannheim,
Allemagne) [9] (Figure 1). )’y avais fait

se allemande

une rapide allusion dans une précédente
chronique [10], mais ai pu constater
cette fois la réalité de cette machine et
les progres accomplis depuis une année.
Il s’agit d’un appareil d’un seul tenant,
qui est capable de synthétiser des puces
a oligonucléotides, puis d’effectuer
I’hybridation et la lecture du résultat —
tout le matériel nécessaire tenant a I’in-
térieur d’un cube dont le c6té mesure un
peu moins d’un metre ! L'élément central
est une sorte de cartouche transparente
a intérieur de laquelle la synthése est
réalisée par voie photochimique (en uti-
lisant des réactifs différents de ceux
d’Affymetrix, et un multimiroir program-
mé de Texas Instruments). La méme car-
touche sert a I’hybridation, et les résul-
tats sont lus ensuite par un systeme
optique a base de caméra CCD. Cela
semble trop beau pour étre vrai...
Pourtant les machines existent réelle-
ment, une série de dix prototypes a été

réalisée ('un d’eux est en

service au centre du cancer

de Heidelberg, Allemagne)

. www.ebi.ac.uk/microarray/

(MIAME) : toward standards
for microarray data. Nat
Genet 2001 ; 29 : 365-71.

tomorrow’s chips. Nature

génomiques. Puces a ADN,

progres. Med Sci 2001 ; 17;
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et la véritable mise sur le
marché de I'appareil est
prévue pour la fin de I'an-
née. 'énorme avantage de
ce systeme est bien siir sa
flexibilité, permettant de
modifier le réseau au jour
le jour en fonction
des résultats des expé-
riences. Les données mon-
trées,

encore prélimi-

naires, étaient assez
convaincantes, et on ne
peut que souhaiter a cette
petite entreprise (60 sala-
riés, fondée en 1998) de
poursuivre

dans cette voie trés inno-

avec succes

vante - qui risque néanmoins de se heur-
ter a la concurrence de puces prétes a
’emploi et produites en grande série a
des prix plus doux que les tarifs actuels..

Pour conclure...

Bien d’autres aspects des microarrays
étaient présentés lors de ce colloque,
notamment leur emploi pour analyser
I’expression génique dans différents types
de cancer. Ce genre d’étude, activement
poursuivi par de nombreuses équipes et
entreprises, donne des résultats promet-
teurs en termes de classification des can-
cers. |l fournit des informations dont on
peut penser qu’elles permettront d’ajus-
ter le traitement administré a la nature
précise de chaque cancer et donc d’amé-
liorer a la fois le pronostic et le confort du
malade. Il y a donc la une importante
possibilité d’application clinique dans un
avenir proche, et ce theme mériterait a lui
seul une chronique ou méme un article de
fond. Je n’ai pas non plus traité autre-
ment qu’en passant la trés importante
question de la bio-informatique associée
aux mesures d’expression, que ce soit
pour acquérir et vérifier les mesures, pour
les analyser par différents modes de
regroupement (pour ne pas dire cluste-
ring), et pour essayer d’en tirer du sens du
point de vue biologique. Elle faisait
d’ailleurs I'objet d’un deuxiéme colloque
Cambridge Healthtech et mériterait, elle
aussi, une chronique entiére...

Ce qui apparaft en tous cas de maniere
évidente, c’est que la logique des arrays
fait tache d’huile dans la biotechnologie
actuelle. Logique dont les éléments
essentiels sont I"emploi de réseaux
(d’ADN, de protéines, ou méme de cel-
lules comme dans le cas des phenotype
arrays présentés par Barry Bochner
[Biolog, €tats-Unis]) autorisant un
grand nombre de mesures simultanées,
et la miniaturisation qui réduit les
besoins en échantillons et réactifs, dimi-
nuant ainsi les colts. Le mode de réali-
sation de ces réseaux semblait, lors de
ce colloque, avoir atteint une certaine
stabilité. Cest sans doute trompeur, car



de nombreuses firmes parmi les plus
innovantes n’étaient pas représentées et
I’on peut s’attendre a de nouvelles sur-
prises durant les mois qui viennent ; mais
le principe méme des réseaux est, lui,
bien installé et va certainement conti-
nuer a étendre son réegne sur la biologie a
grande échelle comme sur de nom-
breuses applications cliniques.

Post-scriptum

Quelques nouvelles sur le front des bre-
vets et de la concurrence, pour donner
une suite a ma récente diatribe sur le
sujet [10]. Affymetrix a fait la paix avec
Oxford Gene Technologies, I’entreprise
liée a €dwin Southern que je considere
comme le vrai inventeur des puces a oli-
gonucléotides, il lui en a colté prés de
vingt millions de dollars. La paix a aussi
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été conclue avec I’entreprise Incyte (les
deux compagnies s’étaient réciproque-
ment attaquées depuis plusieurs
années), qui s’est retirée en octobre
2001 du marché des microarrays tout
comme Corning, autre concurrent poten-
tiellement dangereux. Motorola, Agilent
et un certain nombre de start-ups (cer-
taines mentionnées dans cette chro-
nique) restent dans le domaine, mais
Affymetrix (qui emploie maintenant plus
de 900 personnes) est clairement la
force dominante. Pour ceux qui souhai-
teraient suivre de prés ce paysage chan-
geant, une revue spécialisée qui semble
bien informée mais est malheureusement
fort chére, BioArray News [11], et un site
tendant a rassembler I’ensemble des
informations, qui était payant mais va
devenir gratuit, BioChipNet [12]. ¢

The latest on chips

TIRES A PART
B. Jordan
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