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Cet article est basé sur un entretien entre le professeur Martin Chalfie et Noa Segev.Le
professeur Martin Chalfie a remporté le prix Nobel de Chimie en 2008, avec le professeur
Osamu Shimomura et le professeur Roger Tsien, pour la découverte et les applications de la
protéine fluorescente verte, GFP.

Les scientifiques cherchent a observer un phénomeéne qui les
intéresse et essaient de le comprendre, en utilisant les outils les plus
avancés dont ils disposent. Observer et mesurer ce qu'ils veulent
étudier est souvent un défi pour les scientifiques qui veulent pousser
leur étude au-dela de ce qu'il a été possible de faire auparavant. Les
progrés des techniques d'imagerie modernes ont permis aux
scientifiques de relever un tel défi. Dans cet article, je vais te parler
de I'une de ces percées dans |'imagerie, basée sur une merveilleuse
protéine lumineuse appelée protéine fluorescente verte (GFP). La
GFP a non seulement changé ma vie, mais aussi celle de nombreux
autres scientifiques et, en fin de compte, de nombreux non-
scientifiques. La GFP nous permet, entre autres, de détecter et
d’observer |'activité de protéines et de cellules entiéres chez des
animaux vivants, et de détecter l'activité des génes spécifiant des
protéines particuliéres. A la fin de cet article, j'espére que tu en
sauras beaucoup plus sur la GFP et sur la fagon dont elle éclaire la
recherche scientifique.
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BIOLUMINESCENCE.
Production de lumiére par
un organisme vivant.

AQUORINE. Protéine
brillant en bleu qui a été
découverte dans la
méduse Aequorea victoria
par le professeur Osamu
Shimomura.

DES MEDUSES LUMINEUSES ET UNE ERREUR MIRACULEUSE

As-tu déja eu la chance de voir une luciole qui brille dans la nuit sombre
? Les lucioles font partie d'un groupe fascinant d’organismes capables
de produire de la lumiere, un phénomeéne appelé bioluminescence. Les
vers luisants, certains types de bactéries et certains types de poissons
sont des organismes bioluminescents. Notre histoire commence avec
une méduse bioluminescente appelée Aequorea victoria, ou A. victoria
en abrégé (Figure 1).

Figure 1

Figure 1. Osamu Shimomura et la méduse Aequorea victoria. Aprés une journée
frustrante au laboratoire, le professeur Shimomura éteint les lumiéres et s'appréte a
rentrer chez lui pour le diner. Il voit soudain que I'évier, qui contenait des échantillons
de cellules d’A. victoria et de |'eau de mer, brille en bleu. Cela I'a conduit a la
découverte de la protéine fluorescente appelée sequorine. lllustration : Iris Gat.

Dans les années 1960, Osamu Shimomura, un scientifique japonais, a
voulu comprendre comment les organismes bioluminescents produisent
de la lumiére. Il a décidé de travailler sur A. victoria, qui produit de la
lumiere verte. Osamu a travaillé pendant tout un été, essayant de faire
briller les cellules d’A. victoria (comme cela se produit naturellement
dans la mer), mais aucune de ses expériences n'a réussi. Une nuit, alors
qu'il faisait déja nuit dehors et qu’Osamu voulait rentrer chez lui pour le
diner, il a jeté ses échantillons de protéines d’A. victoria provenant
d'une expérience ratée — une de plus ! - dans I'évier du laboratoire et a
éteint la lumiere pour fermer le laboratoire. Mais alors qu'il était sur le
point de partir, il a remarqué que I'évier brillait d'un bleu éclatant. Etant
donné que I'évier contenait également de I'eau de mer, Osamu a pensé
que quelque chose dans |I'eau de mer avait di déclencher la production
de lumiere. Il s'est vite rendu compte que le calcium contenu dans I'eau
de mer faisait briller les protéines des méduses. Il a nommé la protéine
bleutée sequorine, d'apres le nom de la méduse [1, 2].

Apres cette grande percée, Osamu a di répondre a une autre question
brilante : pourquoi I'aequorine a-t-elle produit de la lumiere bleue, alors
que les méduses dont elle provient brillent en vert ?



MOLECULE
FLUORESCENTE.
Molécule qui convertit une
couleur de lumiére (bleue,
par exemple) en une autre
couleur (verte, par
exemple).

PROTEINE

FLUORESCENTE VERTE
(GFP). Protéine qui a été
identifiée pour la premiére
fois chez la méduse A.
victoria. La GFP absorbe la
lumiere bleue et |la
convertit en lumiére verte.

CELLULES NERVEUSES.
Cellules  du  systeme
nerveux qui recoivent des
informations  de  leur
environnement, les traitent
en signaux électriques et
chimiques déclenchant
une action, telle qu'un
mouvement.

MARQUEUR
BIOLOGIQUE. Molécule
biologique utilisée par les
chercheurs comme
I'indicateur d'un processus
ou d'un état biologique.

Tout en purifiant la protéine sequorine, Osamu a cherché quelque chose
d'autre qui pourrait créer la lumiere verte émise par A. victoria.
Finalement, il a trouvé une autre protéine qui était une molécule
fluorescente : elle captait la lumiere bleue, que cette lumiere soit
produite a partir d'aequorine ou d'une lampe de poche, et la
convertissait en lumiere verte. Il s'agissait d'une autre découverte
étonnante, car personne a |'époque n’avait la moindre idée que les
protéines pouvaient étre fluorescentes. Bien qu'Osamu |'ait appelée a
I'origine la protéine verte, nous |'appelons maintenant la protéine
fluorescente verte, ou GFP (Green Fluorescent Protein) [3]. Cette
histoire est aussi un parfait exemple du fait que de nombreuses
découvertes scientifiques sont plutdt accidentelles. Le rbéle du
scientifique, comme dans le cas d'Osamu, est de remarquer, de
s'émerveiller et d’enquéter sur ces découvertes accidentelles.

COMMENT LA GFP A CHANGE MA VIE

Le mardi 25 avril 1989, j'ai assisté a une conférence a I'heure du
déjeuner a mon université sur le travail d'Osamu Shimomura sur la GFP.
Des que j'ai entendu parler de GFP, jai été fasciné. Mon laboratoire
travaillait sur un minuscule ver transparent (environ 1 mm de long)
appelé Caenorhabditis elegans, ou C. elegans. Nous étudiions un
groupe de cellules nerveuses du ver qui répondent a des stimuli
physiques, tels que le toucher et le son, et les convertissent en signaux
électriques et chimiques. Je me suis demandé si nous pouvions trouver
un moyen de faire en sorte que ces cellules nerveuses de C. elegans
produisent de la GFP, pour que nous puissions les voir et les étudier
d'une maniere compléetement nouvelle. La GFP pourrait alors étre
utilisée comme marqueur biologique, c'est-a-dire une molécule
biologique que les scientifiques peuvent observer pour savoir ce qui se
passe a l'intérieur des cellules ou des organismes. A I'époque, la
méthode que nous utilisions pour voir des types cellulaires spécifiques
chez C. elegans était lourde et ne nous permettait pas de travailler avec
des tissus vivants. Il s'agissait la de sérieuses limitations. Nous devions «
fixer » le ver avec des produits chimiques pour préserver les structures
cellulaires, mais ce processus tuait I'animal. Cela signifiait que nos
méthodes ne nous donnaient qu'une image figée de ce qui se passait a
I'intérieur du ver, une seule « image » a la fois. J'ai pensé que la GFP
pourrait nous permettre de voir les cellules nerveuses de C. elegans
pendant qu'il était vivant et qu'il interagissait avec son environnement.

J'étais tellement excité que je n'ai méme pas pu écouter le reste de la
conférence. Tout ce a quoi je pouvais penser pendant les jours suivants,
c'était la GFP et son potentiel pour mes recherches. J'ai contacté un
chercheur du nom de Douglas Prasher, qui travaillait sur le gene (’ADN)
de la protéine GFP. Nous étions tous les deux enthousiasmés par la
possibilité d'utiliser la GFP chez C. elegans et d'autres organismes, nous
avons donc décidé de collaborer. Apres avoir perdu le contact pendant



PCR (POLYMERASE
CHAIN REACTION).
Méthode de laboratoire

utilisée pour fabriquer de
nombreuses copies d'un
segment spécifique
d’ADN a l'aide d'une
enzyme de réplication de
'ADN  appelée  ADN
polymérase.

quelques années en raison d'un malheureux malentendu, nous avons
repris contact en septembre 1992, lorsqu’une étudiante nommée Ghia
Euskirchen est venue dans mon laboratoire et s’est intéressée au projet.
Elle avait une bonne expérience du travail avec la fluorescence, et cela
m’'a rappelé mon idée d'utiliser la GFP pour marquer les cellules
vivantes. En étudiant des articles scientifiques publiés sur GFP, nous
avons découvert que Douglas avait récemment publié un article [4] et
I'avons recontacté. Peu de temps apreés, il nous a fourni la séquence du
gene de la GFP et Ghia a commencé a l'utiliser.

FAIRE BRILLER LES ORGANISMES AVEC LA GFP

Ghia a commencé ses expériences sur la GFP, en cherchant a
déterminer si des bactéries contenant I'ADN codant pour la GPF
deviennent fluorescentes. Nous ne savions pas a |'époque si la
production de la protéine GFP a partir de I'’ADN correspondant était
suffisante pour rendre une cellule fluorescente (pour en savoir plus sur la
facon dont les protéines sont fabriquées a partir de I'’ADN, voir). Il était
tout a fait possible qu'il manque quelque chose a la bactérie pour que
la GFP gu’elle fabrique soit fluorescente, soit parce que ce quelque
chose est synthétisé par les cellules d'A. victoria, soit parce qu'il se
trouve dans I'environnement de ces cellules.

La premiere décision que nous avons di prendre concernait ce qu'il
fallait faire avec I'ADN que Douglas nous avait envoyé. Il contenait des
séguences supplémentaires de part et d'autre de celle qui détermine la
séquence de la protéine GFP (Figure 2A). Fallait-il I'utiliser tel quel (avec
les séquences supplémentaires) ou se limiter a la partie correspondant a
la GFP ? Nous devions par ailleurs disposer de beaucoup de copies de
I'ADN GFP pour nos expériences. Mais la méthode PCR (Polymerase
Chain Reaction) disponible a |'époque pour obtenir de grandes
quantités d’ADN introduisait souvent des erreurs dans les copies
d’ADN. Gréace aux tests de détection du virus de la COVID-19, tu
connais peut-étre cette méthode de réplication en chaine d'un morceau
d’ADN grace a une enzyme appelée polymérase [5]. Malgré cette
limitation, j'ai décidé que nous utiliserions la PCR, car nous allions
examiner des millions de bactéries et certaines d'entre elles auraient de
I’ADN GFP sans aucune erreur.

Il s'est avéré que nous avions choisi la bonne stratégie. Ghia a utilisé la
PCR pour copier I'ADN correspondant juste a la séquence codant pour
la GFP. Elle a ensuite intégré cet ADN GFP dans une molécule d’ADN
appelée plasmide, que les bactéries « avalent » et traitent comme leur
propre ADN. Apres avoir éclairé avec de la lumiére bleue les bactéries
E. coli contenant de I’ADN GFP, elles sont devenues fluorescentes [4].
(En revanche, les autres groupes qui ont utilisé 'ADN GFP d’origine
avec |I'ADN supplémentaire n‘ont pas vu de fluorescence. Quelque
chose dans I'’ADN supplémentaire devait interférer avec la production
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GENE. Segment d'ADN
qui porte les instructions

pour fabriquer
protéine spécifique.

une

de GFP. Si nous n'avions pas utilisé la PCR, notre expérience n'aurait
pas fonctionné. Comme notre méthode fonctionnait chez les bactéries,
nous l'avons ensuite utilisée pour incorporer de I'’ADN GFP dans C.
elegans, comme je révais de le faire a l'origine, et nous avons
également fait briller ces vers ( ). Cela a ouvert la voie a
I'incorporation de GFP dans toutes sortes d'organismes et a son
utilisation pour diverses applications.

[® échantillon d'ADN codant pour la GFP )

Ocrrona @ Additional DNA

ver C. elegans

- J
Figure 2

Figure 2. Premiéres expériences avec la GFP. (A) L'échantillon d’ADN GFP (original
que nous avons obtenu de Douglas Prasher contenait I'’ADN spécifiant la GFP (bleu-
vert) ainsi que des séquences d'’ADN supplémentaires de chaque coté (rouge). (B)
Aprés avoir fait des copies de I'ADN de la GFP a I'aide de la PCR, nous avons pu
utiliser cet ADN chez C. elegans et observer que certaines cellules du ver étaient
fluorescentes en lumiéere verte. lllustration : Iris Gat.

COMMENT LA GPF A CHANGE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Tout nouveau développement scientifique peut nous donner une
meilleure compréhension des principes biologiques ou physiques de
base, et peut également aider a la création de nouvelles technologies.
Souvent, la découverte originale se développe au fil du temps dans des
directions surprenantes et inattendues. La découverte du laser en est un
bon exemple. Charles Townes, dont les travaux ont conduit au laser,
n'aurait jamais imaginé que ce serait utile dans les épiceries pour
scanner les prix des produits, ou dans l'industrie du disque pour
fabriquer des disques compacts, ou dans l'industrie du cinéma pour
faire des DVD, ou en médecine pour effectuer des opérations
chirurgicales. Il en va de méme pour la découverte de la GFP: son
utilisation a évolué et continuera d'évoluer dans de nombreuses
directions différentes qui feront progresser a la fois les connaissances
scientifiques fondamentales et diverses applications technologiques.

Dans la recherche scientifique, la GFP peut étre utilisée comme
marqueur biologique pour nous renseigner sur 'activité des genes et de
leurs produits. Les génes peuvent étre considérés comme ayant deux
parties : la partie codante, qui indique quel produit doit étre fabriqué
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(un ARN ou une protéine) et la partie régulatrice qui dit ou, quand, et
en quelle quantité le produit doit étre fabriqué. Si la séquence d’ADN
GFP est ajoutée a la partie régulatrice d'un gene, la GFP sera fabriquée
et deviendra fluorescente chaque fois que le géne sera «activé ».
Alternativement, si la séquence d’ADN GFP est ajoutée a la partie
codante d'un géne, la protéine correspondante sera attachée a la
protéine GFP, et cette protéine hybride brillera quand nous I'éclairerons
avec de la lumiere bleue [/]. Nous pouvons ainsi voir ou les protéines
résident dans les cellules (par exemple, dans le noyau, au niveau de la
membrane cellulaire) et les observer lorsqu’elles se déplacent dans les
cellules vivantes, un processus qui n'était pas possible avec les
méthodes précédentes. Il est important de noter qu'une fois que I’ADN
de la GFP est inséré dans I’ADN d'un organisme, il peut étre transmis a
ses descendants, ce qui rend I'utilisation expérimentale de la GFP tres
pratique.

Je voudrais mentionner brievement deux découvertes, faites grace a la
GFP et que j'admire personnellement. La premiére a été réalisée par
Clifford Brangwynne et Anthony Hyman en 2009 [3]. Ils examinaient des
protéines localisées dans le cytoplasme, le liquide qui remplit I'espace a
I'intérieur des cellules. Jusque-la, on pensait que le cytoplasme était
assez uniforme, mais lorsque ces scientifiques ont examiné une protéine
cytoplasmique particuliere marquée avec la GFP, elle semblait étre
contenue dans des particules séparées du reste du cytoplasme. Ces
particules agissaient comme de minuscules gouttes d’huile dans I'eau —
parfois elles se rassemblaient et fusionnaient, et d'autres fois, elles se
divisaient en deux. Ces structures ne se mélangeaient pas avec le reste
du cytoplasme, elles constituaient une phase distincte (elles sont
souvent appelées particules a phase séparée) ( ). Cette
découverte s'est avérée exceptionnellement importante pour notre
compréhension de la structure et de la fonction des cellules, et elle a
ouvert un domaine de recherche trés actif.

Une autre utilisation de la GFP que j'aime particulierement a été faite
par Geoff Waldo [7]. Geoff a trouvé un moyen astucieux d'utiliser la GFP
pour surveiller le repliement des protéines. Il I'a qualifiée de « reporter
de repliement ». Une fois qu'une protéine est produite sous la forme
d'une longue chaine d'éléments constitutifs appelés acides aminés, elle
doit se replier en une structure tridimensionnelle spécifique pour remplir
sa fonction. Si une protéine se replie mal, elle ne fonctionnera pas
correctement. Lorsque nous étudions les protéines en les fabriquant
dans des bactéries, par exemple, nous voulons nous assurer qu'elles
sont correctement repliées. Geoff a construit un ADN correspondant a
une fusion de la protéine qui l'intéressait avec la GFP. Il a fait
I'hypothése que si la protéine d'intérét ne se replie pas correctement, la
GFP ne se repliera pas correctement non plus et ne brillera pas. Ainsi,
s'il voyait des cellules fluorescentes, il pouvait conclure que la protéine



d'intérét se repliait correctement, et s'il n'y avait pas de cellules
fluorescentes, c'est que la protéine ne se repliait pas correctement.
C'est une tres bonne facon pour les scientifiques de s'assurer qu'ils
travaillent avec des protéines correctement repliées ( ).
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| ADN de la GFP

protéine @ protéine
non fluorescente

J
Figure 3

Figure 3. Utilisations de la GFP. (A) En utilisant la GFP, Clifford Brangwynne et Anthony
Hyman ont découvert que le cytoplasme de la cellule contient deux phases distinctes :
la phase liquide bien connue et une autre phase qui se comporte comme des
particules d'huile dans l'eau. (B) Geoff Waldo a utilisé la GFP pour surveiller le
repliement des protéines. (1) Il a ajouté de I'ADN GFP a I'extrémité de I'’ADN codant
pour une protéine qui l'intéressait. (2) Si la protéine (y compris la partie GFP) se replie
correctement, elle deviendra fluorescente en vert. (3) Si la protéine se replie de
maniére incorrecte, elle ne devient pas fluorescente. lllustration : Iris Gat.

Il existe de nombreuses autres utilisations de la GFP, je vais donc en
aborder quelques-unes de plus. Certaines personnes utilisent la GFP
pour étudier comment les virus infectent les cellules. Une étude
remarquable a utilisé la GFP pour colorer le VIH, le virus qui cause le
SIDA, afin d'étudier comment le virus se propage d'une cellule a 'autre
[10]. Dans cette étude, il a été constaté que les virus du VIH peuvent se
déplacer entre les cellules sans les détruire (contrairement a ce que font
de nombreux autres virus). Cette découverte a des implications quant a
la facon dont le transfert du virus d’une cellule a une autre pourrait étre
contrélé. D'autres groupes étudient comment utiliser la GFP pour
détecter les mines terrestres ou des résidus d'explosifs [11]. Au Japon,
les gens utilisent méme la GFP pour produire de la soie qui brille en vert
[17]. Il existe de nombreuses autres utilisations intéressantes de la GFP
et d'autres protéines fluorescentes avec d'autres couleurs que les
scientifiques ont trouvées ou créées. Ces exemples te donnent un
premier apercu de |'utilité des protéines fluorescentes.

RECOMMANDATION POUR LES JEUNES ESPRITS

Je ne pense pas qu'il y ait une « recette » pour faire de la recherche
scientifique de premier plan, mais il y a des choses que je crois
importantes. L'une des qualités les plus importantes pour la réussite
d'un scientifique est sa capacité a poser des questions. Beaucoup de
bonnes questions se trouvent juste sous notre nez, attendant d'étre



posées, mais si nous n'avons pas I'habitude de poser des questions,
nous risquons de les manquer. Poser des questions est un excellent
moyen de comprendre les choses. Lorsque tu apprends quelque chose
de nouveau, demande-toi comment la nouvelle chose que tu as apprise
pourrait s'appliquer a d'autres sujets qui t'intéressent. C'est une
approche importante que j'utilise tout le temps dans mon travail. Un
autre aspect important est de remettre en question tes hypotheses
( ) : pourquoi crois-tu ce que tu crois ? Tres souvent, lorsque
nous étudions nos hypotheses de cette maniere, nous y trouvons des
erreurs. Corriger ces erreurs en mettant a jour nos hypotheéses peut nous
aider a faire progresser nos connaissances et notre compréhension.

Je recommande souvent aux éleves de travailler sur deux choses en
méme temps. De cette facon, si un projet ne fonctionne pas, ils ont
toujours I'autre pour se motiver et réussir. La science est un voyage dans
I'inconnu. Ce n’est pas toujours facile, cela peut étre frustrant, et nous
faisons beaucoup d'erreurs en cours de route. Nos idées ne
fonctionnent pas toujours, mais progresser contre l'inconnu est une
partie passionnante du métier de scientifique. De temps en temps, ce
voyage stimulant apporte de grandes récompenses, comme découvrir
quelque chose que personne d'autre n'a découvert auparavant, puis
partager cette découverte avec d'autres.

N

pose des questior‘ls et enthousiasme et persévérance sont
étudie tes hypothéses plus importants que ta note

travaille sur plusieurs
\_ choses a la fois
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Figure 4. Trois recommandations pour les jeunes esprits. Pose des questions et étudie
tes hypotheses. Travaille sur deux choses simultanément. L'enthousiasme et la
persévérance sont plus importants que tes notes. lllustration : Iris Gat.

Enfin, ne t'inquiéte pas trop de tes notes. Les notes n‘ont absolument
rien a voir avec la réussite en Sciences. Je pense que |'enthousiasme et
la persévérance sont beaucoup plus importants que les notes. J'ai
obtenu des notes tres moyennes en chimie quand j'étais a |'université
puis, finalement, jai recu un prix Nobel de chimie quelque 30 ans plus
tard (j"aime l'ironie de la chose). Si tu t'intéresses a la Science, I'une des
meilleures facons de devenir bon dans ce domaine est de la pratiquer.
Essaye de faire des expériences et vois a quoi cela ressemble, c'est le
meilleur moyen de savoir si tu as fait le bon choix.
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ALI, 13 ANS

Je m'appelle Ali, j'ai 13 ans et j'aime les jeux vidéo et le sport, méme si
j'aime les sciences mais je n'aime pas I'école. Je suis en 7e année, et je
me débrouille bien dans mes notes parce que c’est la seule facon pour
moi de garder mes privileges de jeu vidéo.

BILAL, 15 ANS

Je m’appelle Bilal; je suis un lycéen de 15 ans. Je m’intéresse a
I'ingénierie et a la médecine et me prépare a aller a I'université dans les
prochaines années. J'adore la course de fonds.

LAURENT, 10 ANS

Je m’appelle Laurent. J'adore passer du temps avec des amis de mon
quartier et avec des camarades de classe. J'adore lire et écrire, et jai
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lire des histoires de fiction, des mangas, des enquétes policiéres, des
histoires d’horreur, des mythes etc, et jaime regarder des
documentaires scientifiques. Ma saison préférée est le printemps,
lorsque vous pouvez jouer a |'extérieur et faire du vélo.

YA'EL, 11 ANS

J’aime Minetest, la programmation informatique, les mathématiques, les
sciences, courir, jouer a la poupée, dessiner, cuisiner, lire, jouer avec des
lego, regarder des vidéos, faire de I'artisanat et réfléchir.
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