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Quand j'étais jeune, je voulais étre astronaute et j'étais un fan
inconditionnel de science-fiction. J'ai toujours été attiré par les
personnages héroiques qui inventaient quelque chose de nouveau
qui aboutissait a une percée incroyable. Quand j'ai commencé ma
carriére scientifique, je ne voulais pas faire quelque chose de petit,
je voulais faire quelque chose de vraiment différent et percutant.
C’est pourquoi j'ai choisi de travailler sur I'un des problémes les
plus difficiles dans le domaine de la microscopie optique (utilisant
la lumiére) : comment voir des objets plus petits que la longueur
d’onde de la lumiére visible. |l s'agissait de défier une limite que
I'on croyait infranchissable depuis longtemps. Dans le cadre de
mes recherches, j'ai mis au point une méthode appelée
microscopie de localisation photoactivée (PALM), qui nous a
permis de dépasser cette limite a |'aide de molécules qui émettent
de la lumiére (fluorescentes). En utilisant la méthode PALM et
d’autres méthodes basées sur des molécules lumineuses, les
scientifiques peuvent apprendre de nouvelles choses sur les
cellules vivantes et les molécules individuelles, et faire progresser
considérablement notre compréhension de la vie.
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Le Professeur Eric Betzig a remporté le prix Nobel de chimie en 2014,
avec le Professeur Stefan Hell et le Professeur William Moerner, pour
la mise au point de la microscopie a fluorescence a trés haute
résolution.

COMMENT POUVONS-NOUS VOIR LES PETITES CHOSES ?

Lorsque nous regardons un objet, nous détectons en fait la lumiere
qui rebondit sur I'objet et atteint nos yeux. Pense, par exemple, a un
sous-marin utilisant un sonar. Lorsqu’un sous-marin navigue en mer,
il émet des sons et détecte les ondes sonores qui rebondissent vers
lui apres avoir heurté des objets sous-marins, tels que des rochers et
des animaux marins (Figure 1A). De cette facon, I"équipage du sous-
marin sait comment naviguer sous |'eau. Le méme principe s'applique
lorsque nous voulons voir des choses en laboratoire, comme des
cellules ou de minuscules organismes. Nous projetons de la lumiere
(ou une autre forme de rayonnement, comme des électrons) sur le
petit objet, et nous regardons ce qui rebondit sur I'objet. Chaque
type de rayonnement est caractérisé par une grandeur appelée
longueur d’onde. Comme tu le sais peut-étre, les ondes ont un
schéma répétitif de pics élevés et de creux bas. La longueur d'onde
est la distance entre deux pics (Figure 1B).
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Figure 1. Détection d'objets a I'aide de rayonnements. (A) Dans les systemes sonar
des sous-marins, le rayonnement des ondes sonores est utilisé pour détecter les
objets proches. Les ondes sonores émises par le sous-marin rebondissent sur les
objets a proximité et retournent au détecteur du systéme sonar. De méme, lorsque
nous voyons quelque chose avec nos yeux, les ondes lumineuses frappent I'objet
et rebondissent vers nos détecteurs (nos yeux). (B) Les rayonnements peuvent étre
caractérisés par leurs longueurs d'onde. La longueur d'onde est définie comme la
distance entre deux pics adjacents de I'onde de rayonnement. (C) Une longueur
d'onde courte (en haut) est comme de petits doigts qui nous aident a « voir » les
petits détails d'un objet, tandis qu'une grande longueur d’onde (en bas) est comme
des doigts potelés, avec lesquels nous ne pouvons « voir » que des détails évidents.

En ce qui concerne I'observation d'objets minuscules, la longueur
d’onde du rayonnement qui rebondit sur cet objet détermine la
résolution avec laquelle nous pouvons voir cet objet. Plus la longueur
d'onde est courte, plus les objets que nous pouvons voir sont petits.
Tu peuxy penser comme des doigts qui essaient de « sentir » un objet
(Figure 1C). Si les doigts sont épais (c'est-a-dire de grande longueur
d'onde), nous ne pouvons pas sentir les détails fins de 'objet - c'est



MICROSCOPIE A SUPER-
RESOLUTION. Toute
méthode de microscopie qui
nous permet de dépasser les
limites des longueurs d'onde
qu'elle utilise et donc de voir
les objets avec une plus grande
résolution.

comme essayer de sentir des traits d'un millimetre de large avec des
doigts potelés. Donc, si nous voulons voir les moindres détails d'un
objet, nous avons deux choix. Nous pouvons utiliser un rayonnement
de tres petite longueur d’onde, comme les rayons X. Le probleme est
que les rayonnements de tres courte longueur d'onde sont treés
énergétiques. Une exposition prolongée a une haute énergie peut
tuer les étres vivants, de sorte que nous ne pouvons pas étudier les
cellules ou les organismes vivants en utilisant des longueurs d'onde
aussi courtes. L'autre choix est de trouver une astuce qui nous
permette d'utiliser des longueurs d'onde plus longues, qui sont
moins énergétiques, tout en parvenant d'une maniére ou d'une autre
a voir au-dela des limites de ces longueurs d’onde. Cette idée est a
la base de la microscopie a super-résolution, le terme utilisé pour
toute méthode de microscopie qui nous permet de voir au-dela des
limites des longueurs d’onde qu'’elle utilise.
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Figure 2. Microscopie conventionnelle et microscopie a super-résolution. (A) Apres
la microscopie a super-résolution. La microscopie a super-résolution a ouvert notre
capacité a voir toute une gamme d'objets, jusqu’a ~10 nanométres [1 nanométre
(nm) = un milliardieme (0,000000001) de metre]. (B) Avant la microscopie a super-
résolution, nous ne pouvions voir que des objets d'une taille de 200 nm (environ la
taille d'une bactérie) ou plus.

Avant le développement de la microscopie a super-résolution, nous
pouvions voir de petits étres vivants mesurant au minimum 200
nanometres (soit 0,0002 millimetre), tels que les plus grands
compartiments dans les cellules des animaux, et méme des
organismes unicellulaires comme les bactéries. Nous ne pouvions pas
observer d'organismes plus petits tels que des virus, ou de plus
petites parties de cellules comme des protéines individuelles ou
d'autres petites molécules (Figure 2A, B). La possibilité de voir des
étres vivants a une résolution aussi élevée a été un énorme bond en
avant ! Il a ouvert un tout nouveau domaine de recherche et a donné
aux chercheurs la possibilité de mieux comprendre les processus les
plus fondamentaux de la vie. Des détails jusque-la indétectables par
les techniques de microscopie conventionnelles ont été exposés sous
nos yeux et ont suscité un grand enthousiasme pour |'étude des
mysteres de la vie (Figure 3A, B).
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MICROSCOPIE OPTIQUE A
BALAYAGE EN CHAMP
PROCHE. Premiére méthode
de microscopie a trés haute
résolution qui a été
développée dans les années
1980.
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Figure 3. Observation de protéines individuelles dans des cellules vivantes a |'aide
de la microscopie a super-résolution. (A) Image d'une petite branche d'une cellule
nerveuse vivante, prise a I'aide de la microscopie conventionnelle. (B) La méme
branche prise a I'aide de la microscopie a super-résolution. Cette méthode nous
permet de voir de petits détails qui étaient auparavant inobservables. Dans ce cas,
nous pouvons voir les petits canaux ioniques, qui sont des protéines insérées dans
la membrane de la cellule nerveuse (taches jaunes brillantes) responsables de la
conduction de I'électricité dans les cellules nerveuses [figure adaptée de [1]].
Echelle : un micrométre (um) correspond a 1 000 nanométres.

LES DEBUTS : LA MICROSCOPIE EN CHAMP PROCHE

Lorsque j'ai commencé mes études supérieures a l'université en 1983,
deux de mes professeurs, Mike Isaacson et Aaron Lewis, ont eu 'idée
folle d’essayer de dépasser ce qu’on appelait la limite de diffraction
d’Abbe. C'était le concept selon lequel la plus petite chose que nous
pouvons voir en utilisant des ondes lumineuses doit étre au moins la
moitié de la longueur d’onde de cette lumiere. Par exemple, si la
longueur d'onde est de 1 mm, nous pourrions voir des objets d'au
moins 0,5 mm de long. Mes professeurs pensaient qu'ils pouvaient
dépasser cette limite en manipulant la lumiére d'une maniere
particuliere. Leur idée était basée sur la premiere démonstration du
dépassement de la limite de diffraction d’Abbe, qui a été réalisée en
1972 [2]. L'idée de base était de percer un petit trou, beaucoup plus
petit que la longueur d’'onde de la lumiére, dans une petite plaque
noire. Lorsque la plaque est placée trés pres de I'objet a examiner et
qu’une lumiere est projetée a travers le trou, elle illumine un tres petit
point de I'objet, beaucoup plus petit que la longueur d'onde de la
lumiere. L'objet peut ensuite étre « scanné » en déplacant la plaque
lumineuse, point par point, sur I'objet. En utilisant cette astuce, nous
pouvons voir |'objet avec une résolution supérieure a la résolution
« naturelle » de la lumiere entrante. Aujourd’hui, cette méthode est
appelée microscopie optique a balayage en champ proche [3, 4].



MICROSCOPIE DE
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PHOTOACTIVEE (PALM).

Méthode de microscopie a
super-résolution  que  jai
développée, qui utilise des
molécules fluorescentes pour
dépasser la limite de diffraction

d'Abbe.

C'est la premiére méthode de microscopie a tres haute résolution sur
laquelle j'ai travaillé. Le principal probleme de cette méthode est que
la lumiére qui passe a travers le petit trou se propage trés rapidement
de |'autre coté. Pour obtenir une haute résolution, nous devons
travailler extrémement pres de I'objet que nous observons. Dans le
cas des cellules, par exemple, c’est difficile car les cellules ne sont pas
plates, il est donc difficile de contréler la plaque au-dessus d'elles.
Apres avoir travaillé sur cette méthode pendant plusieurs années et
I'avoir poussée aussi loin que je |'aurais cru possible, j'ai décidé
d'abandonner ce travail et la Science. J'étais loin de me douter que,
quelques années plus tard, une grande percée dans le domaine de la
biochimie me rameénerait précipitamment vers la Science et a la
microscopie.

MICROSCOPIE A FLUORESCENCE A SUPER-RESOLUTION

En 1994, une étude pionniere a été publiée [5] montrant que, grace
au génie génétique, nous pouvons attacher une étiquette lumineuse,
ou « marqueur », appelé protéine fluorescente (voir l'article
https://kids.frontiersin.org/articles/10.3389/frym.2023.1104539) a
n'importe quelle protéine dans les cellules vivantes. Il s'agit d'une
protéine spéciale qui brille lorsqu’une longueur d'onde spécifique de
la lumiere est projetée dessus. J'ai immédiatement réalisé que ce
travail changeait complétement la donne dans le domaine de la
microscopie, car il pouvait nous aider a voir les minuscules structures
de l'intérieur des cellules. Un an plus tard, en 1995, j'ai publié un
article qui posait les bases d'une nouvelle méthode de microscopie
[6]. Mais ce n'est qu'au début des années 2000 que d'autres avancées
dans le domaine des molécules fluorescentes m’'ont permis de
concrétiser mon idée. On pouvait fabriquer des molécules qui ne sont
pas toujours fluorescentes, mais qui peuvent étre « activées » et briller
lorsqu’une certaine longueur d’onde de lumiére était projetée dessus
[/]. Cela signifiait que nous pouvions attacher des marqueurs
lumineux a certaines protéines a l'intérieur des cellules vivantes et les
activer intentionnellement pour étudier les structures et les processus
cellulaires. C'était le début de la méthode de microscopie a
fluorescence a super-résolution que j'ai contribué a développer, qui
s'appelait a l'origine microscopie de localisation photoactivée
(PALM) [8, 9]. En 2014, j'ai recu le prix Nobel de chimie pour cette
méthode.

L'idée derriere PALM est la suivante : chaque cellule contient environ
20 000 types différents de protéines, et souvent en plusieurs milliers
d'exemplaires chacun. Nous voulions comprendre comment elles
fonctionnent ensemble. A I'aide d'un microscope conventionnel
comme ceux que tu utilises en cours de biologie a I'école, tout ce que
tu peux voir lorsque tu regardes ces protéines dans une cellule est



une grosse tache lumineuse. Les protéines sont si proches les unes
des autres que tu ne peux pas les distinguer. Dans PALM, nous
attachons aux protéines des marqueurs fluorescents spéciaux, des
marqueurs qui peuvent étre activés par un laser de faible puissance
(lumiere violette) (Figure 4, étape 1), puis brillent et deviennent
détectables lorsqu’un laser séparé de plus grande puissance (lumiere
bleue) est projeté dessus (Figure 4, étape 2).
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Figure 4. Microscopie de localisation photoactivée (PALM). La microscopie a super-
résolution de cellules marquées par fluorescence a l'aide de la méthode PALM
comprend trois étapes : Etape 1 : Activation. Un faisceau laser de faible lumiére
violette (purlle light) est projeté en bréves impulsions sur I'échantillon (sample), afin
d'activer les marqueurs fluorescents sur certaines protéines seulement, les rendant
prétes a briller. Etape 2 : lllumination. Un faisceau laser bleu (Blue light) est projeté
sur la cellule, ce qui fait briller les protéines activées afin qu’elles puissent étre
détectées. Etape 3 : Détermination précise de I'emplacement. L'emplacement des
protéines individuelles est déterminé par un ordinateur, en trouvant le centre (petit
x) de chaque « tache de lumiere » générée par chaque protéine fluorescente.

Si nous devions activer tous les marqueurs a la fois, ils brilleraient tous
en méme temps et cela ferait une grosse tache lumineuse. C'est
pourquoi nous utilisons des impulsions de lumiere violette de tres
faible énergie pour activer les marqueurs, seulement quelques-uns a
la fois a chaque impulsion. Ceux-ci sont activés de maniére aléatoire
et sont tres probablement bien séparés les uns des autres dans la
cellule. Lorsque nous utilisons ensuite la lumiére bleue pour détecter
ces marqueurs activés, ils ressemblent a de petites boules lumineuses
(Figure 4, étape 2) Une taille équivalente a une longueur d’'onde de
la lumiere est le plus petit de ce que nous pouvons distinguer avec le
microscope conventionnel, limité par la diffraction que nous utilisons
pour |'observation (Figure 4, étape 3).

Maintenant, voici |'astuce : nous pouvons utiliser un ordinateur pour
traiter I'image que nous obtenons du microscope et trouver avec
précision le centre de chacune de ces «boules» Tu peux le
considérer comme un ballon de basket qui avait une forme sphérique
avec un certain diameétre. Tu es en mesure de pointer vers le centre
méme du ballon de basket avec une bien meilleure précision que
d'estimer son diametre, méme si tu ne vois pas directement le centre.



Il en va de méme pour ces boules moléculaires : nous pouvons
positionner leur centre avec une trés grande précision, beaucoup
plus proche de leur taille réelle que de la taille des boules lumineuses.

Cela signifie que, chaque fois que nous pulsons les cellules avec de
la lumiere, nous pouvons trouver les positions de quelques protéines
a l'intérieur de la cellule (Figure 4, étape 3). La fluorescence de ces
protéines s'éteint naturellement. Nous pouvons alors éclairer un
autre ensemble de protéines et trouver leur emplacement. En regle
générale, il faut des dizaines de milliers de cycles d'activation pour
cartographier une cellule entiere. Mais |'effort en vaut la peine, car
nous obtenons une image a tres haute résolution de la cellule ou de
tout autre objet que nous étudions (voir la Figure 3B et les images de
Betzig et al. [7]).

DEFIS ET POTENTIELS DE LA MICROSCOPIE A SUPER-
RESOLUTION

Comme tu I'as vu, la technologie PALM est assez simple : tout ce dont
tu as besoin c'est : des lasers pour projeter un faisceau de lumiéere sur
I'objet, une caméra et un logiciel relativement simple pour localiser
les centres des protéines lumineuses. Cet équipement est bon
marché et simple. En fait, mon ami le professeur Harald Hess et moi-
méme avons construit le premier modele de PALM dans son salon,
avec du matériel que nous avons acheté avec notre propre argent
alors que nous étions tous les deux au chémage ! La partie la plus
difficile consiste a travailler avec I'échantillon biologique. Les défis
sont nombreux, notamment les difficultés a préparer les cellules
vivantes pour nos expériences, ne pas endommager les cellules par
la lumiere et trouver la meilleure facon de détecter et d’analyser la
lumiere émise par les molécules qui nous intéressent.

En ce qui concerne la préparation des cellules, il s'avere que de
nombreux marqueurs que nous pouvons activer a |'aide de la lumiere
ne se fixent pas réellement aux protéines que nous voulons voir, mais
plutdt a d’autres objets qui se trouvent a proximité. Cela signifie que
souvent, les marqueurs que nous utilisons ne nous indiquent pas
réellement I'emplacement des protéines qui nous intéressent. De
plus, méme si nous parvenons a marquer les bonnes protéines, nous
n'étiquetons qu’'un petit pourcentage d'entre elles, ce qui n’est
souvent pas suffisant pour nous donner une image complete de la
cellule a la résolution la plus élevée possible. Méme si nous
parvenons a étiqueter suffisamment des protéines qui nous
intéressent, les cellules n'aiment pas qu’'une lumiére intense les
éclaire. Pourtant, plus la lumiere que nous projetons sur les cellules
est intense, plus nous pouvons obtenir d'informations. Par
conséquent, nous essayons toujours de trouver le bon équilibre pour
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matériaux  fluorescents qui
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obtenir un maximum d‘informations tout en évitant d'endommager
les cellules.

Le dernier défi que je mentionnerai ici est un phénomene appelé
photoblanchiment. C'est le fait qu'un marqueur ne peut briller qu'un
nombre limité de fois. En d'autres termes, seule une quantité limitée
de lumiere peut rayonner a partir d'un marqueur spécifique avant que
celui-ci ne soit détruit ou ne devienne définitivement sombre. Parfois,
cette quantité de lumiere n'est pas suffisante pour nous permettre
d’'extraire les informations dont nous avons besoin pour trouver
I'emplacement exact du marqueur.

La microscopie a fluorescence a super-résolution est unique car elle
nous permet d'obtenir des images des cellules et des organismes
vivants. En utilisant cette technique, nous faisons plus que
simplement déterminer la structure des étres vivants. Nous pouvons
également suivre au fil du temps les processus qui se produisent dans
une cellule, tels que le mouvement des protéines, (voir cette vidéo)
[10, 11]. En utilisant ce que |'on appelle le suivi d'une seule molécule,
nous pouvons pénétrer au plus profond les mystéres des cellules
vivantes et avoir un apercu des processus les plus fondamentaux de
la vie. Par exemple, le suivi d'une seule molécule nous a aidés a
comprendre comment les copies d’ARN sont fabriquées a partir de
I'ADN a l'intérieur du noyau d'une cellule — un processus appelé
transcription.

Le suivi de molécules individuelles et la facon dont elles se déplacent
dans les cellules pourraient étre trés importants pour le
développement de nouveaux médicaments. A mon avis, I'information
que nous pouvons apprendre sur des mécanismes cellulaires qui nous
étaient auparavant cachés pourrait conduire a un tout nouveau
paradigme de découverte de médicaments et a de nouveaux
traitements importants pour diverses maladies, telles que les
maladies d'Alzheimer et de Parkinson. Je pense que c'est peut-étre
la meilleure chose qui sortira de la microscopie a super-résolution, et
c'est pourquoi mes collégues et moi avons lancé une société de
découverte de médicaments appelée Eikon Therapeutics®.

RECOMMANDATIONS POUR LES JEUNES ESPRITS

Quand j'étais enfant, les personnages d'épopées fantastiques et les
astronautes m’ont inspiré. lls évoquaient la possibilité d'avoir un
impact sur le monde, en améliorant considérablement la vie des
gens. Pour moi, c’est I'objectif le plus élevé qu’'une personne puisse
choisir dans la vie. Par conséquent, je te recommande, quoi que tu
fasses dans ta carriere, de faire quelque chose d'impactant qui
apporte une contribution significative. Il n'est pas nécessaire que ce
soit une grande chose — élever des enfants a un impact, et
I'emballage de I'épicerie a également un impact. Essaye de trouver


https://www.youtube.com/shorts/KtBP-BtJYvM

quelque chose qui est un bon mélange entre tes propres intéréts et
le potentiel d'un impact positif sur les personnes qui t'entourent ou
sur la société dans son ensemble (Figure 5). Si tu choisis de devenir
scientifique, ne reste pas bloqué sur la seule idée de devenir
professeur. Cela ne devrait pas étre un objectif en soi, car il existe de
nombreuses autres facons d'apporter des contributions significatives
et de faire de grandes découvertes en dehors du travail a I'université.

Figure 5

Figure 5. Recommandations a l'intention des jeunes esprits. Alors que tu construis
ton avenir, essaye de faire quelque chose que tu aimes et qui apporte également
une contribution significative a la société.

Personnellement, je trouve de nombreux avantages a faire le genre
de recherche que je pratique. Tout d'abord, je suis mon propre
patron. J'aime ¢a parce que j'aime prendre des décisions moi-méme
plutdt qu’on me dise quoi faire. Ensuite, dans le type de science que
je fais, j'essaie d'inventer de nouveaux outils pour les gens qui
essaient de répondre a des questions scientifiques qui ne relévent
pas de mon expertise. Cela signifie que je dois apprendre beaucoup
de choses nouvelles et devenir un « touche-a-tout ». J'ai quelques
connaissances dans de nombreux domaines, qu'il s'agisse des
matériaux qui fonctionnent le mieux dans différentes machines, de la
biologie et de la physique, ou de la conception de nouveaux outils
de recherche. Ces vastes connaissances se répercutent sur ma vie de
tous les jours, et je comprends maintenant les choses que je vois
autour de moi et j'apprécie la beauté et la complexité de mon monde
quotidien.

La derniere chose dont je voudrais parler, c’est de |'attitude que tu
adoptes dans tout ce que tu fais. N'oublie jamais de réfléchir de
maniére critique a toute question a laquelle tu es confronté. Ne te
contente pas d'une pensée superficielle et automatique, essaie
vraiment d'aller au fond des choses. N'aie pas peur de prendre des
risques. A mon avis, la société n‘ose plus prendre de risque, ce qui
limite notre capacité a innover et a progresser, a la fois en tant
gu'individus et en tant que société.



Enfin, le travail acharné est important | Peu importe ce que tu fais, a
tout age, essaie de te dépasser tout en t'amusant. Ne culpabilise pas
si les choses sont difficiles, mais fais de gros efforts pour obtenir ce
que tu veux. Si tu n'excelles pas, ce n'est pas grave, parce que si tout
le monde est bon dans des choses différentes — personne n’est bon
dans tout. Mais pousse a fond dans tout ce que tu entreprends, le
travail acharné te menera ou tu voudras. Trouve la chose que tu aimes
faire, travaille dur et deviens bon dans ce domaine, puis cours avec
ce ballon, fais-en bon usage et prends-y plaisir.
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