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Ces dernières années, un changement radical s’est opéré en 
microscopie optique. En fait, ce mouvement avait été amorcé il 
y a maintenant plus de 20 ans avec l’avènement de la micros-
copie confocale, puis, plus récemment, celui de la microscopie 
multi-photonique. Ces approches permettaient, dans le cadre 
d’une résolution optique traditionnelle, de découper un spé-
cimen biologique en tranches optiques. Ces progrès ont été à 
l’origine d’avancées importantes tant du point de vue de la 
biologie cellulaire que de la physiologie. Nous n’en parlerons 
pas ici, elles sont bien connues des lecteurs de médecine/
sciences.
Dans ce numéro, Ignacio Izedin, Xavier Darzacq et Maxime 
Dahan présentent de nouvelles avancées de la 
microscopie qui permettent une augmentation 
considérable de la résolution spatiale [1] (➜).
En microscopie optique standard confocale ou multi-photoni-
que, la résolution spatiale, imposée par les lois de l’optique, 
est au mieux de 200 nm et plus souvent dans les tissus de l’or-
dre de 500 nm. Il y a donc une véritable terra incognita entre 
ce qui est vu en microscopie optique et ce qui est détecté en 
microscopie électronique avec une résolution nanométrique. 
L’exploration de cette nouvelle dimension entre le micron et 
le nanomètre, en fait jusqu’au niveau moléculaire, conduit à 
repenser radicalement la compréhension que nous avions de 
nombreux phénomènes biologiques. Et cela pour deux raisons, 
une première qui résulte des avancées technologiques et une 
seconde qui est liée à la biologie elle-même, révélées par ces 
nouvelles méthodes qui donnent à voir la dynamique des pro-
cessus biologiques.
Une importante avancée de ces dernières années, due à Ste-
phan Hell, a été la microscopie STED (stimulated-emission-
depletion) qui a permis de briser la barrière de la résolution 
spatiale imposée par les lois de l’optique [1]. D’autres straté-
gies astucieuses, dont l’illumination structurée qui augmente 
notablement la résolution spatiale, ont également été mises 
au point [2]. D’autres approches ont aussi été développées, 
permettant de visualiser les photons provenant d’une source 
unique, par exemple une protéine fluorescente. Il est alors pos-
sible, grâce à des algorithmes simples, de déterminer avec une 
très grande précision (typiquement 10-15 nm) qui ne dépend 
que du nombre de photons, les coordonnées de la source. Cela 
permet d’avoir accès à des informations inédites qui vont au-

delà des images à haute résolution, comme, par exemple, le 
nombre de molécule ou encore le suivi dynamique de molécules 
uniques. 
Un exemple frappant d’application de ces méthodes nouvelles 
a été la mise en évidence de la diffusion des récepteurs dans la 
membrane des neurones. Ce phénomène, initialement vu avec 
des billes de latex [3], a été finalement démontré en attachant 
des nanocristaux fluorescents aux récepteurs [4]. Il a alors été 
établi que pratiquement tous les récepteurs de neurotransmet-
teurs (glycine, GABA, glutamate, etc.) entrent et sortent des 
synapses en diffusant dans la membrane plasmique avec des 
caractéristiques qui leur sont propres. Ces mouvements reflè-
tent la dynamique des assemblages multimoléculaires qu’ils 
forment avec les protéines d’échafaudage. La mise en évidence 
de cette dynamique dans un système à l’équilibre donne accès 
à des informations qu’on ne peut pas obtenir avec d’autres 
méthodes. En effet, les temps de résidence dans ces assembla-
ges multimoléculaires dépendent des constantes d’association 
et de dissociation des récepteurs avec les protéines d’échafau-
dage. La dynamique des assemblages multimoléculaires intra-
cellulaires commence également à être étudiée. Du point de 
vue expérimental, la situation est plus complexe à l’intérieur de 
la cellule. Mais, par exemple, l’étude de la dynamique nucléaire 
des facteurs de transcription a d’ores et déjà permis de mettre 
en évidence des interactions transitoires de ces derniers avec 
la chromatine.
On comprend donc intuitivement que la mesure des temps de 
résidence, la connaissance du nombre de chaque espèce de 
molécule impliquée, ainsi que l’organisation tridimensionnelle 
des molécules entre elles vont permettre d’avoir accès à une 
véritable chimie dans la cellule vivante, une chimie in cellulo.  
Au niveau des synapses, la démonstration que la dynamique 
moléculaire des assemblages entre récepteurs et protéines 
d’échafaudage pouvait être régulée physiologiquement [5] a 
encore renforcé la notion selon laquelle la caractérisation des 
mouvements des molécules permettait de faire le lien entre 
la « physiologie » et la « morphologie », en donnant accès à 
une biochimie dans les cellules vivantes. Cette approche rend 
nécessaire le développement de nouveaux outils théoriques 
pour intégrer les effets coopératifs dans les assemblages molé-
culaires et pour faire le saut d’échelle entre le comportement 
des molécules individuelles et celui d’assemblées de dizaines, 

(➜) Voir page 547 
de ce numéro
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de centaines, voire  de milliers de molécules. De fait, un modèle 
a été proposé pour rendre compte de la régulation des densités 
locales de ces molécules dans des états de quasi-équilibre [6]. 
La formation et la stabilité des domaines synaptiques peuvent 
alors être modélisées via une instabilité de Turing en termes 
de réaction-diffusion [7]. Les cinétiques moléculaires doivent 
maintenant être réconciliées avec les phénomènes biologiques. 
Cela est rendu possible parce qu’on peut maintenant suivre 
les molécules une à une, ce qui donne accès aux mécanismes 
normalement cachés dans les statistiques convoluées du com-
portement de systèmes à grand nombre de molécules. 
La microscopie moléculaire en est à ses débuts, mais on per-
çoit déjà qu’en révélant des aspects quantitatifs inédits, elle 
va permettre l’étude des assemblages multimoléculaires et de 
leurs régulations dans les systèmes vivants. Les techniques de 
molécules uniques permettant d’analyser  les rapports entre 
molécules (FRET : fluorescence resonance energy transfer), la 
combinaison avec des étiquettes fluorescentes indicatrices 
du pH ou du voltage, par exemple, et, surtout, l’utilisation 
combinée avec les ressources de l’optogénétique [8] étendent 
considérablement les possibilités d’étude du vivant à haute 
résolution spatiale et temporelle. Aujourd’hui, ces techniques 
sont essentiellement développées sur des cellules en culture. 
Des tentatives qui ne manqueront pas d’être couronnées de 
succès visent à implémenter l’imagerie moléculaire dynamique 
dans les systèmes plus intégrés tels que les cultures organo-
typiques ou même encore des organes entiers dans l’animal 
vivant. Nous réalisons alors la puissance de cette approche 
qui permet un réductionnisme expérimental dans des systèmes 
intégrés vivants. 
Molecular imaging: towards an in cellulo chemistry
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