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Le Tunnel
séquencera-t-il le génome ?

La microscopie par effet tunnel est a la mode, surtout pour ’examen d’ADN.

Petit apercu des résultats :

est-on prét pour le séquencage ?
La famille des microscopes a champ proche et son évolution prévisible.

® Le Tunnel et ses cousins

La microscopie par effet tunnel est a
la. mode : chaque programme
génome comporte un paragraphe sur
cette méthode et mentionne au moins
un laboratoire censé travailler sur son
application au séquencage de ’ADN.
Il est vrai que le microscope a effet
tunnel (scanning tunneling microscope :
STM) et ses cousins, le microscope
a forces atomiques (atomic force micro-
scope : AFM) et le microscope a con-
ductance ionique (scanning ion-
conductance microscope : SCIM) ont des
applications potentiellement tres
importantes en biologie, ce qui jus-
tifie un certain engouement (voir m/s
n®5, wol. 5 p. 345). Il s’agit,
rappelons-le, d’appareils dans lesquels
une pointe trés fine est maintenue a
distance treés faible de ’objet étudié
a I'aide d’un dispositif d’asservisse-
ment fondé soit sur la détection d’un
infime courant qui passe entre pointe
et objet grace a I'effet tunnel (STM),
soit sur la mesure de la force d’inter-
action de Van der Waals entre la
sonde et Déchantillon (AFM). La
pointe est alors déplacée sur 1’objet
qu’elle balaye (le S de scanning), et
ses déplacements verticaux sont
mesurés avec précision et enregis-
trés : on obtient ainsi une image de
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la surface de I’échantillon. Signalons
que pointe « tres fine » veut dire qu’a
son extrémité réside un seul atome,
que le « courant infime » se mesure
en picoamperes et que la distance
pointe échantillon est de I'ordre d’un
diametre atomique. Aussi incroyable
que cela puisse paraftre a priori, on
arrive bel et bien a visualiser ainsi
des atomes, des molécules et leur
arrangement sur un substrat (dont
I’absolue planéité est évidemment un
des points critiques de la méthode).
Et n’imaginons pas qu’un microscope
a effet tunnel ou a forces atomiques
soit une énorme machine au prix
astronomique : il s’en commercialise
pour quelques centaines de milliers
de francs, moins cher qu’une
ultracentrifugeuse. ..

® Séquencage par effet tunnel ?

On imagine, bien sir, tout ce qu’une
telle technologie pourrait apporter a
la biologie, d’autant plus que le
STM et ' AFM peuvent maintenant
travailler a I’air (et non plus unique-
ment sous ultra-vide comme au
début) et méme dans un liquide ; les
applications sont nombreuses, mais
celle dont je veux parler concerne
naturellement ’ADN : il s’agit de
rien moins que de séquencer direc-

tement de ’ADN étalé sur un sup-
port en reconnaissant les bases par
STM ou AFM, puisque apres tout
les quatre bases ont des structures
chimiques différentes et qu’une
méthode capable d’atteindre la réso-
lution atomique devrait pouvoir les
discriminer. L’examen d’ADN par
STM ou AFM a déja fait I’objet de
nombreuses publications, et il y a a
cela au moins deux raisons : PADN
est une molécule prestigieuse et facile
a obtenir (plus que le collagéne ou
qu’une protéine quelconque) ; plus
sérieusement, un des problémes de
ces méthodes est que le résultat brut
se présente sous la forme d’une série
de profils (déplacement vertical de la
pointe) pas toujours trés parlants et
qu’une analyse lourde de I’image est
parfois nécessaire pour y discerner
I’objet que I’on souhaite étudier et
Pisoler de 'image du support. Et il
est plus facile dans ces conditions de
retrouver le signal di a un fil
(FADN) qui traverse I’image que
celui d’une forme plus ou moins glo-
bulaire comme une protéine. Révons
un peu donc, et imaginons que les
problémes techniques que nous allons
évoquer plus loin soient résolus : on
mettrait en place dans le séquenceur
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lequel seraient étalées des molécules
d’ADN longues de quelques dixiemes
de millimetre (rappelons que mille
kilobases d’ADN correspondent a
peu prés a 0,5 mm); en quelques
minutes, la machine identifierait les
bases le long de chaque molécule et
produirait plusieurs séquences de cent
ou deux cents kilobases d’un seul
tenant... Science-fiction sans doute,
mais cela vaut la peine de voir ou on
en est aujourd’hui.

® De belles images de ’ADN

Comme je le disais plus haut, I’his-
toire de ’ADN en microscopie tun-
nel est. déja « ancienne », puisque le
premier article date de 1988 : le
groupe de Travaglini [1] y montrait
des images de bonne qualité obtenues
en examinant de ’ADN complexé
avec la protéine recA, le tout étant
recouvert d’une trés fine couche
métallique. La couche métallique
était 1a, naturellement, pour assurer
la conductivité nécessaire, en prin-
cipe, pour observer l'effet tunnel ;
mais la méme équipe devait démon-
trer peu apres [2] que des complexes
ADN-recA non ombrés pouvaient
étre visualisés dans les mémes con-
ditions. Méme si ’on n’a pas encore
trés bien compris le mécanisme par
lequel la conduction nécessaire a
I'effet tunnel peut se produire dans
ce cas, le résultat est 1a et il ouvre
des perspectives bien intéressantes.
Le fait que ce dernier travail ait été
réalisé a I'air (et non sous ultra-vide)
était aussi trés encourageant ; il reste
que ces observations concernaient de
PADN artificiellement « épaissi » a
I’aide de la protéine A et que I’obser-
vation de molécules d’ADN nues res-
tait a démontrer. Cette étape était en
fait déja franchie puisque, la méme
année, un article émanant des labo-
ratoires de Livermore (CA, USA) et
de Berkeley (CA, USA) du Depart-
ment of Energy montrait des images
de ’ADN nu dans lesquelles on pou-
vait distinguer le grand et le petit sil-
lon de la double hélice [3], et que
des images encore plus nettes furent
obtenues un peu plus tard par un
groupe italien [4]. Dans la méme
année, un groupe du Minnesota

(USA) montrait qu’il était possible
d’observer la conformation de type Z
de ’ADN en microscopie a effet tun-
nel [3] toujours a lair et sur de
I'ADN nu.

® Les étapes qui restent a franchir
Reste que pour espérer un jour
séquencer ’ADN par ce procédé, il
faudrait sans doute observer de
I’ADN simple brin, dans lequel les
bases sont exposées et sirement plus
facilement reconnaissables que dans
le double hélice ol elles sont cachées
a lintérieur de la structure. C’est
pourquoi la premiére observation
convaincante d’ADN simple brin (il
s’agissait de poly (dA)) eut droit a la
couverture de la revue Nature a la fin
de 1989 [6] : elle laisse en effet espé-
rer que l’on puisse au moins diffé-
rencier purines et pyrimidines si les
problemes d’étalement et d’orienta-
tion des molécules sont résolus.
Depuis, le flot d’articles concernant
I’observation d’ADN en microscopie
par effet tunnel s’est nettement
ralenti ; seule une trés belle image en
provenance de Caltech (CA, USA) a
fait récemment la couverture de
Nature [7] : il s’agit d’images tres
précises d’ADN double brin examiné
sous ultra-vide, dans lesquelles on
distingue non seulement le grand et
le petit sillon mais aussi des détails
de structure... Cet article, comme la
plupart des précédents, se termine
sur ’évocation des perspectives de
séquencage de ’ADN par ce pro-
cédé. Quelles étapes restent a fran-
chir avant d’en arriver la ? Il faut
d’abord noter que ce qui est en jeu
aujourd’hui, c’est la démonstration
que ’on peut réellement différencier
les bases en STM... ou en AFM :
car méme si Iessentiel des publica-
tions citées utilise le STM, 'AFM —
plus récent — a des avantages nota-
bles ne serait-ce que celui de ne pas
nécessiter une certaine conductivité
¢électronique de I’échantillon. I1 n’est
donc pas exclu que le second souffle
de ce domaine repose plus sur
I’AFM que sur le STM ; les deux
méthodes sont d’ailleurs technique-
ment trés proches au niveau de
I’appareillage, des pointes, de la

mécanique, de I’électronique et de
I’analyse d’image ; le microscope a
conduction ionique (SCIM) et méme
un nouveau type de microscope a
effet tunnel optique font partie de la
méme famille que I’on regroupe sous
le terme de « microscopie champ pro-
che » : ces méthodes apparentées
constitue une palette sur laquelle il
faut pouvoir jouer pour aborder les
problemes de biologie. En ce qui
concerne le séquencage, on attend
donc la premiére démonstration con-
vaincante de reconnaissance de bases
sur un échantillon : il s’agira sans
doute d’ADN simple brin, et les
bases seront peut-étre modifiées de
facon a rendre leur distinction plus
facile. Le probleme est presque cer-
tainement soluble, et il est intéressant
du double point de vue scientifique
et technologique ; nombreuses, d’ail-
leurs, sont les équipes qui y travail-
lent d’arrache-pied en ce moment.

¢ Séquence, facteurs et phénome-
nes dynamiques

L’étape suivante est beaucoup plus
hypothétique. A supposer que — ce
qui est vraisemblable — on arrive a
reconnaitre les bases en STM, AFM
ou autre méthode champ proche,
sera-t-il possible d’en dériver une
technique de séquencage concurren-
tielle ? Les problemes de fiabilité, de
rapidité, de coiit se poseront alors de
facon cruciale, et il ne sera plus pos-
sible de consacrer des heures de cal-
cul d’une station graphique puissante
a raffiner le traitement de chaque
image... Il est trés possible en fait
que I’impact principal des microsco-
pies champ proche en biologie se
fasse finalement dans des domaines
comme la topologie de fixation de
divers facteurs (de transcription par
exemple) a ’ADN ou I’étude dyna-
mique d’interactions protéine-
protéine ou protéine-ADN : n’ou-
blions pas en effet que par ces
méthodes finalement peu agressives,
il est possible d’examiner la matiére
vivante et ses transformations,
comme ’ont fait, par exemple, Drake
et al. [8], en suivant par AFM Ia
polymérisation de la fibrine (voir
aussi I’excellent « News and views »
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de R. Crother dans Nature [9]. En
tout état de cause, il semble certain
qu’une nouvelle ére s’ouvre pour la
microscopie, qu’elle requiert des col-
laborations intenses entre physiciens
et biologistes, et que ces derniers
devraient étre attentifs aux dévelop-
pements dans ce domaine M
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