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> Le prix Nobel de chimie 2014 a été attribué
conjointement a I’Allemand Stefan W. Hell et aux
Américains Eric Betzig et William €. Moerner.

Stefan W. Hell est directeur du
Department of NanoBiophotonics
du Max Planck Institute for
Biophysical Chemistry, a Gottingen
et dirige également la division de

: nanoscopie optique, Centre de
recherche sur le cancer (DKFZ) a Heidelberg. Né
en 1962 en Roumanie, il a obtenu son doctorat
en physique a l'université d’Heidelberg en 1990
sur la mise au point d’une autre technique de
super-résolution, la microscopie 4Pi. Il a effectué
son post-doctorat a I’EMBL (European Molecular
Biology Laboratory) et, en 1993, il a rejoint
I"université de Turku en Finlande ou il a imaginé
le principe de la microscopie a super-résolution
STED. Il est retourné en Allemagne en 1997, ou
il a pu développer le microscope STED. Il a regu
de tres nombreux prix, dont le German Future
Prize for innovation and technology (2006), le
Gottfried Wilhelm Leibniz Prize (2008), le Family
Hansen Award (2010) et le Prix Norvégien Kavli
(2014). 1l est membre de ’Académie norvégienne
des sciences et des lettres et de I’Académie alle-
mande des sciences Leopoldina.

Eric Betzig dirige une équipe du
prestigieux Howard Hughes Medical
Institute, au Janelia Farm Research
Campus, & Ashburn (Virginie). Né
en 1960, il a obtenu son doctorat

en physique appliquée et ingénierie
en 1988, & I'université Cornell, Ithaca (Etat de New
York). Sa thése portait sur la microscope optique
a balayage en champ proche (Near-field Scanning
Optical Microscopy, NSOM), une méthode de
microscopie a super-résolution. Il a recu plusieurs
prix, dont le Award for Initiatives in Research de
I’Académie des sciences américaine en 1993.
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William €. Moerner est professeur de chimie
et de physique appliquée a l'université de
Stanford (Californie). Né en 1953, il a obtenu
son doctorat en physique en 1982 a I'université
Cornell, Ithaca, tout comme Eric Betzig. Sa
. these portait sur la dynamique de vibration et
de relaxation d’impuretés dans des structures réticulées. De
1981 a 1995, il a travaillé comme chercheur chez IBM (San Jose,
Californie) ol il a recu deux prix pour Outstanding Technical
Achievement. |l a été nommé professeur en chimie-physique a
I"université de Californie a San Diego de 1995 a 1998, année ol
il a rejoint "université de Stanford. Il est membre de I’Acadé-
mie des sciences américaine et de I’Académie américaine des
arts et sciences. Il a recu également de nombreux prix dont le
Peter Debye Award in Physical Chemistry, 2013, le Pittsburgh
Spectroscopy Award, 2012, le Irving Langmuir Prize in Chemical
Physics, 2009 et le Wolf Prize in Chemistry, 2008. >

La découverte de la GFP (green fluorescent protein), le clonage du
géne, et son utilisation dans les organismes vivants comme marqueur
biologique et génétique ont marqué un tournant majeur en biologie et
ont valu le prix Nobel de chimie en 2008 a 0. Shimomura, R. Tsien et M.
Chalfie [1-3]. Uexpression de la GFP, seule ou en fusion avec d’autres
protéines, permet de réaliser une imagerie de fluorescence du vivant
pour suivre I"expression des genes, le trafic intracellulaire ou observer
la dynamique de signaux biochimiques.
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De nombreux laboratoires, dont celui de Tsien, ont ensuite réalisé des
mutations permettant de modifier le spectre d’émission de la GFP,
d’augmenter sa brillance, sa photostabilité ou ont généré des pro-
téines « photo-activables » ou « photo-convertibles », c’est-a-dire
pouvant passer de I"émission a I’extinction de la fluorescence ou d’une
couleur a une autre apres stimulation par un flash lumineux. Grace au
développement de ces protéines « marqueurs », le réve de tout bio-
logiste, pouvoir observer et controler les phénomenes biologiques en
temps réel, a commencé a prendre forme.

Cependant, ces avancées spectaculaires, désormais utilisées en
routine dans la plupart des laboratoires de biologie, se heurtent a
un écueil de taille dés qu’il s’agit d’observations au niveau subcel-
lulaire. €n effet, les résolutions latérale et axiale du microscope a
fluorescence sont limitées en raison des restrictions imposées par la
diffraction de la lumiére. Cette limitation a été démontrée en 1873 par
Ernst Abbe au travers d’une équation qui prédit qu’il est impossible
de distinguer les unes des autres des structures séparées par moins
de la moitié de la longueur d’onde de la lumiere, soit environ, dans le
spectre visible, 200 a 250 nm [4, 36] (=¥). Ainsi,
si deux molécules émettant de la lumiere sont

(=) Voir Particle
de l. Izeddin et al.,
m/s n° 5, mai 2011,
page 547

situées a moins de 200 nm I’'une de 'autre, ce qui
est constamment le cas dans une cellule, leurs
lumiéres seront confondues dans le méme spot lumineux.

Les premiéres avancées pour contourner la barriére
de diffraction de la lumiére

Les premieres tentatives d’amélioration de la résolution ont été
réalisées en microscopie confocale et multiphoton, qui consistent a
augmenter le rapport signal-bruit dans le plan focal. €n microscopie
confocale, I’amélioration de la résolution latérale reste modeste et
la résolution axiale, limitée a 500-700 nm, ne peut étre modifiée que
par la microscopie I°M [5] ou la technique 4Pi [6]. U'échantillon est
observé et/ou illuminé simultanément de deux cGtés a la fois grace a
deux objectifs opposés. Un gain d’un facteur 7 en résolution axiale a
pu ainsi étre obtenu.

Historiquement, le NSOM (nearfield scanning microscope) reste la pre-
miere tentative pour dépasser la barriére de diffraction. Le NSOM est
un microscope sans lentille qui exploite la propriété des ondes évanes-
centes’. Lillumination se fait a travers une faible ouverture, en général
une fibre optique, et permet a la lumiére d’interagir avec la préparation
avant d’étre diffractée et perdue. La surface de la préparation est
explorée point par point, ce qui permet une grande résolution latérale,
de Pordre de 20 a 50 nm [7]. La résolution de I'image est limitée seule-
ment par la taille de "ouverture du détecteur et non pas par la longueur
d’onde d’excitation. Cependant, cette technique ne s’applique qu’a
I’étude de la surface des objets.

Il est aussi possible d’améliorer la résolution spatiale latérale dans
un microscope a champ large non confocal en utilisant la lumiere
structurée [8]. C’est la microscopie SIM (structured illumination

! Une onde évanescente est une onde plane dont I'amplitude diminue exponentiellement avec la distance
ala source.
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microscopy). Une image peut étre décrite comme la
somme de ses fréquences spatiales. Les fréquences
basses sont associées aux faibles variations d’inten-
sités comme le flou et les hautes fréquences aux
structures tres détaillées. Les systémes optiques
limitent le passage des hautes fréquences. Dans
le cas du SIM, PPéchantillon est illuminé a travers
un réseau afin de produire des figures d’interfé-
rence entre le réseau et les informations spatiales
contenues dans I’échantillon. Une analyse en fré-
quence permet d’extraire I'information et de recons-
tituer I'image avec une résolution latérale de 100
nm, dépassant la limite imposée par la diffraction.
Uintérét de cette technique réside dans le fait que les
résolutions latérale et axiale sont améliorées, qu’il
est possible d’étudier des cellules vivantes et qu’il
n’y a pas de limitation dans le choix des fluorophores
[9]. La technique du SSIM (saturated structured
illumination microscopy), dérivée du SIM, utilise une
illumination intense pour saturer le fluorophore et
permet d’atteindre une résolution latérale de 50 nm,
mais nécessite ’emploi de marqueurs spéciaux et
n’est pas utilisable sur les cellules vivantes [10].

Linvention de la nanoscopie

Bien que les techniques précédentes aient apporté une
nette amélioration dans les résolutions, de nombreux
chercheurs ont essayé de gagner encore un facteur 2 ou
3, a la fois en résolution latérale et axiale. Les avan-
cées les plus spectaculaires ont été réalisées par trois
chercheurs obsédés par cette barriere de résolution,
Eric Betzig, Stephan Hell et William Moerner, qui ont
fomenté au cours de cette derniére décennie une révo-
lution pour la détruire, ou au moins pour la contourner.
Ils ont été honorés par le prix Nobel de Chimie 2014 pour
avoir réussi a la franchir, permettant aux biologistes de
passer de la microscopie conventionnelle a la microsco-
pie en super-résolution, ou nanoscopie. La nanoscopie
de fluorescence recouvre des méthodes d’imagerie qui
permettent en effet de s’affranchir de la limite de dif-
fraction du microscope classique. Parmi celles-ci, deux
principes essentiels, développés indépendamment I'un
de I’autre, ont fait I’objet du prix Nobel : I’'un consiste
a réduire la taille de la tache de diffraction elle-méme,
par extinction de la fluorescence autour de son centre
d’émission. U'autre concerne la mise en évidence de
molécules fluorescentes uniques, permettant de locali-
ser leur position avec précision. Dans les deux cas, ces
méthodes fournissent un spot lumineux de taille jusqu’a
10 fois inférieure a celle de la tache de diffraction,
révolutionnant ainsi notre vision du vivant.



STED, la nanoscopie d’extinction

Dans les années 1990, Stephan Hell, alors en stage post-doctoral a
I’Université de Turku en Finlande, eut une idée brillante en feuilletant un
ouvrage d’optique quantique. |l réalisa que le principe physique appelé
« émission stimulée » (stimulated emission) pouvait permettre de
réduire la taille de la tache de diffraction. €n 1994, il publie un article
expliquant le concept de STED (stimulated emission depletion). D’un
point de vue théorique, lorsqu’un fluorophore est excité de maniere
appropriée et produit des photons de fluorescence, une seconde illu-
mination avec une énergie différente provoque une perte d’énergie
du fluorophore. €n conséquence, le fluorophore retourne a son état
fondamental avec émission d’un photon identique au photon de la
seconde illumination, inhibant ainsi I’émission spontanée de fluores-
cence. &n d’autres termes, I’émission stimulée est capable d’éteindre la
fluorescence naturelle du fluorophore [11]. Uannée suivante, il publie
une deuxieme méthode d’extinction de la fluorescence autour de son
point d’émission, nommée GSD (ground state depletion) [12]. Ces deux
approches initiales ont été suivies par d’autres et sont réunies dans un
principe général appelé RESOLFT (reversible saturable/switchable optical
fluorescence transition). Ce principe prend en compte les propriétés des
molécules fluorescentes qui peuvent étre photo-stimulées réversible-
ment dans des états d’activation ou d’extinction (on/off), ou dans des
états physiques différents, un seul émettant une lumiere enregistrable
[13]. Revenu a I’Institut Max Planck de chimie-biophysique a Géttingen,
il développe le microscope STED et publie en 2000 les premiéeres images
de super-résolution obtenues avec son prototype [14].

D’un point de vue pratique, tous les fluorophores situés dans la tache
de diffraction sont excités par un faisceau laser conventionnel (laser
d’excitation), puis recoivent Iénergie d’un faisceau décalé dans le
rouge, provenant d’un laser de déplétion (laser STED). Ce deuxiéme
faisceau, en forme d’anneau, annule ou « quenche » la fluorescence
des molécules situées autour du point central d’excitation, ne laissant
filtrer que la fluorescence issue de ce point. Ainsi, le centre de la tache
de diffraction produit une information subrésolutive de I’échantillon.
Un balayage du spécimen par les faisceaux d’excitation et de déplé-
tion permet de former progressivement une image en super-résolution.
Il convient de noter que ce mode d’illumination génére une image
directement exploitable, sans traitement post-acquisition (Figure I).
Selon le principe physique du STED, I'augmentation de I'intensité du
faisceau de déplétion annulaire doit conduire a un « point zéro » en son
centre, permettant une résolution illimitée. €n pratique, les aberrations
de I'optique, la diffusion due a I’échantillon, les propriétés spectrosco-
piques des fluorophores et leur photostabilité limitent la résolution. La
microscopie STED a permis d’atteindre une résolution de 6 nm lors de la
visualisation de défauts fluorescents (qui ne se photo-dégradent pas)
dans le diamant [15]. Sur des échantillons biologiques, la résolution
latérale est de I"ordre de 20 nm avec des sondes organiques et de 60 nm
avec des protéines fluorescentes (pour revue, voir [16]).

La microscopie STED peut utiliser une large gamme de sondes fluores-
centes, car tous les fluorophores peuvent répondre a une émission sti-
mulée. Cependant, les sondes photostables en présence d’une lumiére
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de déplétion trés forte comme Atto 647N, 590 ou 565
donnent une meilleure résolution. &€n STED, I'imagerie
en plusieurs couleurs est possible, mais reste limitée.
La visualisation d’un fluorophore nécessite deux lasers,
et peu de sondes peuvent répondre du visible au proche
infrarouge. Cependant, une imagerie en deux couleurs a
pu étre réalisée sur la mitochondrie [17]. Par ailleurs, il
est possible d’obtenir une image 3D en super-résolution
STED, en modulant la lumiéere de déplétion spatialement
dans 'axe de la préparation, permettant d’atteindre
une résolution en z inférieure a 40 nm [18].

L'imagerie du vivant est possible en STED ; cependant, la
résolution temporelle est critique et, comme dans toutes
les techniques d’imagerie, il existe un compromis entre
la résolution temporelle et la résolution spatiale. Afin de
conserver une bonne résolution temporelle et une bonne
résolution spatiale, la surface examinée doit étre réduite.
Il a été possible d’« imager » sur 5 pm? des vésicules
synaptiques dans les épines dendritiques a la cadence de
28 images par seconde avec une résolution de 62 nm [19].

PALM/STORM, la nanoscopie de localisation

Comme nous I‘avons vu, du fait de la loi d’Abbe, la fluores-
cence d’une molécule unique apparait comme une tache
de diffraction de plusieurs centaines de nanometres, mais
sa position peut étre déterminée avec précision en prenant
le centroide de son image, c’est-a-dire la probabilité
de localisation du point source. Ce concept a été utilisé
depuis 1988 [20] pour suivre des molécules uniques avec
une précision de 1 nm [21]. Cette précision nanométrique
ne se traduit toutefois pas directement en résolution sur
une image. €n effet, lorsque les fluorophores sont suffi-
samment proches et séparés par une distance inférieure
a la taille de la tache de diffraction, leurs images se
recouvrent, ce qui empéche leur localisation précise.

Ce probleme fut initialement surmonté grace aux tra-
vaux de photochimie de Moerner [22], un spécialiste
de spectroscopie qui a décrit pour la premiere fois la
détection optique de molécules uniques dans un solide,
en mesurant leur absorption de la lumiére [23]. Ces
résultats initiaux ont fortement stimulé le domaine de la
spectroscopie et de la microscopie de molécules uniques.
Au début des années 1990, Eric Betzig étudiait déja des
molécules fluorescentes uniques en microscopie champ
proche [24, 25], mais s’était vite rendu compte que cette
technique de super-résolution serait toujours limitée a
un examen de surface de Iéchantillon. €n 1995, c’est-
a-dire au moment ot Stephan Hell proposait sa théorie
du STED, il proposa une nouvelle méthode de super-réso-
lution, sans les contraintes de la microscopie en champ
proche, basée sur I'idée qu’il est possible de résoudre,
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Figure 1. Microscopie STED. A. ’excitation (en vert) est suivie par une illumination de déplétion (en rouge), toutes deux focalisées par I'objectif

sur le plan focal de la préparation. Apreés passage a travers les miroirs dichroiques, la fluorescence est détectée par un photomultiplicateur.

B. Image des spots produits par le laser d’excitation et le laser de déplétion. Le laser de déplétion, aprés passage a travers la lame de phase,

réduit de maniere importante I'image de la fluorescence émise (d’aprés [14]). C. Images d’un immunomarquage de la titine dans les muscles du

tronc du poisson-zebre 48 heures apres fécondation. Comparaison de la méme préparation observée en microscopie confocale et STED. L'anti-

corps secondaire était couplé au fluorophore ATT0-647N (© images gracieusement fournies par Mandy Chan, Sarah €. Webb et Andrew L. Miller,

HKUST, Hong Kong).

au sein de la tache de diffraction, des molécules unitaires en les isolant
sur la base de propriétés spectrales propres @ chacune, puis en mesurant
trés précisément leurs coordonnées spatiales relatives [26]. Cependant,
la mise en pratique de ce nouveau concept s’avéra difficile. €n 1997,
Moerner rejoint I’Université de Californie a San Diego, ou travaille Roger
Tsien (prix Nobel 2008) sur de nouvelles formes de la GFP. Il y découvre
que des variantes de la protéine fluorescente pouvaient passer d’un
état non fluorescent @ un état fluorescent a volonté, apres exposition
a des longueurs d’ondes appropriées [27] (Figure 2). Dans I’esprit de
Betzig, cette découverte simplifie considérablement la mise en ceuvre du
concept qu’il avait publié en 1995. €n collaboration avec J. Lippincott-
Schwarz, qui avait généré de nouvelles formes de GFP photo-activables,
et H.F. Hess, ils construisent (dans le salon de ce dernier!) le premier
prototype de microscope & super-résolution qu’ils baptisent PALM (pho-
toactivated localization microscopy) [28]. La méme année, a trois mois
d’intervalle, les équipes de X. Zhuang [29] et de S.T. Hess [30] publient
des méthodes similaires, baptisées respectivement
STORM (stochastic optical reconstruction micros-
copy) et fPALM (fluorescence-PALM) [36] (=P).
Les méthodes STORM et fPALM sont virtuellement

(=) Voir Particle
de l. Izeddin et al.,
m/s n° 5, mai 2011,
page 547
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identiques au PALM. Elles ne différent que par la nature
des sondes fluorescentes employées pour réaliser I'ima-
gerie de super-résolution. Le STORM, utilise des sondes
organiques principalement dérivées des cyanines. Ces
techniques peuvent étre implantées sur n’importe quel
microscope commercial capable de faire de I'imagerie de
molécule unique.

La microscopie PALM ou STORM consiste a activer aléa-
toirement une fraction des fluorophores par une illumi-
nation transitoire de faible intensité a 405 nm. Uintensité
est maintenue faible, de maniéere a ce que peu de fluoro-
phores soient activés a la fois, garantissant qu’ils soient
situés a des distances supérieures a la tache de diffrac-
tion, de telle sorte que leurs images ne se recouvrent
pas. Chacune des molécules activées est ensuite rendue
fluorescente par une excitation classique du fluorophore
(exemple : a 480 nm) (Figures 2 et 3), créant autant
de points de fluorescence de la taille de la tache de
diffraction, bien séparés les uns des autres. Chacune
de ces taches est « super-localisée », en calculant son



405 nm

centroide, dont la taille, beaucoup plus réduite que celle de la tache
initiale, dépend du nombre de photons émis en ce point. Enfin ces fluo-
rophores sont inactivés soit réversiblement par photoconversion ou de
maniére permanente par photodégradation (Figure 3). Un nouveau cycle
d’activation est alors pratiqué, produisant une nouvelle population de
fluorophores super-localisés de la méme fagon. Ces cycles sont répétés
jusqu’a ce que toutes les molécules fluorescentes de la préparation
aient été localisées et accumulées par itération. La superposition des
images individuelles obtenues a chaque cycle fournit I’image finale
super-résolue. Cette méthode est souvent dite pointilliste, dans la
mesure ol elle consiste en un assemblage final de points individuels ini-
tiaux. En général, 'image est formée apres environ 10000 cycles. Ce type
de microscopie permet ainsi de remplacer le critéere de résolution des
taches de diffraction par un critére de localisation de sources uniques.
La résolution de I'image n’est plus limitée par la diffraction mais par la
précision de la localisation. Une résolution de 20 nm peut étre obtenue
en xy. Cependant, cette méthode ne suffit pas pour localiser le fluo-
rophore dans 'axe z du microscope, ce qui est pourtant indispensable
pour une reconstruction tridimensionnelle de I'objet. Effectivement, une
molécule localisée 500 nm au-dessus du plan focal ne peut étre distin-
guée d’une molécule située 500 nm en dessous de ce plan. Différentes
stratégies ont alors été développées par les équipes de S.T. Hess, W.E.
Moerner, X. Zhuang, H.F. Hess et d’autres pour pallier cette difficulté,
incluant des méthodes d’astigmatisme, d’interférométrie, de plans mul-
tiples ou de modifications de la PSF (point spread function) (pour revue,
voir [31]), conduisant a des résolutions axiales de 70 nm, soit une amé-
lioration de la résolution d’au moins 7 fois par rapport @ la microscopie
conventionnelle. Des techniques interférométriques plus sophistiquées
permettent méme une résolution axiale jusqu’a 30 nm [32].

Outre la méthode d’activation de fluorophores uniques par deux lon-
gueurs d’ondes différentes décrite originellement en 2006, d’autres
mécanismes de contrdle actif des fluorophores ont été mis au point. Cer-
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Figure 2. Cycle activation/désactivation
d’une sonde fluorescente photo-activable

a 405 nm et excitable a 480 nm.

taines méthodes exploitent les pro-
priétés naturelles de clignotement de
protéines fluorescentes (par exemple
la eYFP), ou de composés organiques
(Cy5, Alexa 647, Atto655...), ou encore
le comportement aléatoire d’associa-
tion-dissociation de composés, tels
que le rouge de Nile, une sonde lipo-
phile dont la fluorescence passe du
rouge a I'orange entre son état libre
et son état lié aux membranes cel-
lulaires. Cette derniere observation,
faite par I’équipe de R.M. Hochstras-
ser, a donné naissance a une méthode
de super-résolution nommée PAINT
(point accumulation for imaging in
nanoscale topography) publiée également en 2006 [33].
Cette idée a été reprise astucieusement par une équipe
francaise pour observer, en super-résolution, les pro-
priétés dynamiques de protéines endogénes présentes
en densité importante dans les cellules vivantes [34].
Cette méthode, appelée uPAINT (pour universal PAINT),
consiste a marquer de maniére continue et aléatoire des
molécules membranaires avec des ligands fluorescents
en solution. La position précise de ces derniers n’est
enregistrée que lorsqu’ils sont liés a leurs cibles, grace a
une illumination oblique.

Les applications de la nanoscopie

Quoique d’introduction récente, la nanoscopie a été
rapidement appliquée a de nombreux domaines de
la biologie. Les retombées de cette nouvelle maniere
d’appréhender les mécanismes du vivant sont déja
extrémement importantes et il est impossible, dans le
cadre de cet article, d’en donner un apergu exhaustif.
Parmi ces domaines, citons I’organisation des mem-
branes, I’assemblage des protéines, la neurobiologie,
la microbiologie, la virologie... Ceux dans lesquels les
avancées ont été les plus spectaculaires concernent,
bien évidemment, I’étude des grandes structures cellu-
laires, comme les organites (réticulum endoplasmique,
mitochondries, lysosomes, etc.), le cytosquelette,
le noyau, I'organisation des chromosomes ou de la
membrane plasmique, mais aussi I’étude des événe-
ments de signalisation, fournissant ainsi des informa-
tions essentielles sur la répartition subcellulaire des
diverses composantes de ces voies de signalisation. De

1173

REPERES

NOBEL 2014



1174

Cellule

Imagerie PALM

Image confocale

A 4

Excitation aléatoire Localisation
de fluorophores et
uniques stockage des informations

Itération des informations recueillies
pour constituer I'image résultante

Répétition des opérations

n fois

S
~=7]

e
.-///

Figure 3. Microscopie PALM. Microscopie de super-résolution obtenue par la localisation de molécules uniques. Sur le schéma de la cellule, les

structures dans I'encart sont marquées avec des fluorophores photo-activables. Ceux-ci sont dans I’état inactivé non fluorescent. Une faible

illumination permet I’émission de fluorescence d’une faible population de fluorophores uniques. U'image recueillie apparait comme une tache de

diffraction. La position du fluorophore est déterminée en prenant le centroide de cette tache (points rouge). Les coordonnées de la localisation

sont stockées. Apres un grand nombre de cycles d’activation et sommation des images intermédiaires, une image compléte de super-résolution

peut ainsi étre formée.

nombreuses études ont porté en neurobiologie sur I'organisation et la
dynamique des protéines dans le domaine subsynaptique, comme par
exemple le devenir des vésicules synaptiques aprés exocytose et fusion
a la membrane postsynaptique, le trafic de récepteurs, la dynamique
du cytosquelette dans les épines dendritiques (pour revue, voir [16]).
Un autre exemple intéressant est le pore nucléaire (NPC), un complexe
protéique permettant des échanges sélectifs entre le cytoplasme et
le nucléoplasme. Les études traditionnelles se font en microscopie
électronique, mais les marquages des différentes protéines du NPC
sont difficiles. La nanoscopie a permis une étude plus dynamique de ce
complexe, en deux couleurs, qui peut ainsi constituer une structure-
modele permettant de tester les capacités et la fiabilité des méthodes
d’imagerie en super-résolution [35].

Les études sur la dynamique des mouvements de protéines ou des
structures cellulaires ont pu étre réalisées par microscopie STED a
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cadence vidéo [19], ou par microscopie de localisation
(PALM, STORM, ou PAINT) couplée a des approches de
suivi de particules uniques (single particle tracking,
SPT) (voir par exemple [36]). Au-dela de la cellule
eucaryote, les microscopies PALM et STED se sont
également avérées déterminantes en microbiologie
et en virologie. En fait, la premiére démonstration de
I’amélioration de la résolution latérale par microscopie
STED a été réalisée sur des préparations de bactéries
[14]. Citons également I’étude récente, par microscopie
PALM, de la distribution de la protéine VIH-Gag sur la
membrane des cellules productrices de virus [37].

A quelques exceptions prés, les études ont été réali-
sées sur des cellules en culture ou des cultures orga-
notypiques d’explants. Ces nouvelles technologies



sont-elles applicables a un organisme complexe ? On peut se poser
la question, en particulier en cancérologie ou en biologie du déve-
loppement, ol il est nécessaire d’imager un tissu vivant en 3D sur des
temps assez longs. Pourtant, des avancées intéressantes ont déja été
apportées par nanoscopie dans des domaines fondamentaux de cette
derniere discipline, comme la communication entre les cellules, la
migration cellulaire et la morphogenese. Au cours du développement,
il devient désormais possible d’analyser la régulation de I'expression
des genes au travers des interactions protéines-ADN et des remode-
lages de la chromatine. En effet, les résolutions de 'ordre de 25 nm
qui sont maintenant atteintes en routine par la nanoscopie PALM cor-
respondent a la taille de 70 paires de bases sur un double brin d’ADN
et permettront de réaliser des études de ce type sur le vivant, directe-
ment au niveau du noyau (pour revue, voir [38]).

Conclusion

Depuis la seconde moitié du xix® siecle jusqu’a ces 15 derniéres années,
la barriere de diffraction en microscopie optique était considérée
insurmontable. Depuis I"apparition de la nanoscopie, couronnée cette
année par I’Académie Nobel, la résolution spatiale est devenue, au
moins sur son principe, pratiquement illimitée. Toutefois, la nanos-
copie, bien que déja disponible commercialement sous ses diverses
formes, est encore en voie de développement. La résolution qu’elle
apporte reste la plupart du temps limitée a quelques dizaines de
nanomeétres et nécessite souvent des temps d’acquisition importants.
L'amélioration de la résolution spatiale et temporelle constitue donc
I’enjeu actuel majeur de la nanoscopie du vivant. Par exemple, la
microscopie de super-résolution basée sur la localisation de molécules
uniques nécessite, comme nous I’avons vu, d’accumuler jusqu’a plu-
sieurs milliers d’images, pour éviter le recouvrement des points adja-
cents. Ce processus peut nécessiter plusieurs dizaines de secondes, ce
qui est souvent incompatible avec les phénomenes biologiques rapides.
Outre la réduction de la taille du champ observé, deux solutions sont
actuellement utilisées pour réduire le temps d’acquisition, I'augmen-
tation de Iintensité d’excitation ou "augmentation de la densité des
fluorophores activés. Dans le premier cas, on peut obtenir un échantil-
lonnage plus rapide, mais qui conduit souvent a une photodégradation
du fluorophore ou de la cellule. Dans le second cas, on détecte un plus
grand nombre de molécules par image, mais avec davantage de recou-
vrement entre les points enregistrés, ce qui nécessite des algorithmes
de localisation plus élaborés. Cependant, malgré ces progres, il reste
difficile de descendre en dessous de 3 secondes pour former une bonne
image [39]. Clairement, la taille des fluorophores, leur brillance et
leur photostabilité constituent une limite.

Ainsi, les progrés en nanoscopie viendront probablement de multiples
éléments : mise au point de nouvelles sondes fluorescentes, moins pho-
tosensibles et émettant plus de photons a des cadences plus élevées
(les marqueurs inorganiques sont des pistes intéressantes), détecteurs
plus rapides, sans sacrifier la sensibilité (caméras sCMOS), amélioration
des algorithmes de localisation, des systemes optiques et de I'instru-
mentation. A terme, ces progrés devraient permettre d’approcher des
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résolutions de 'ordre de 5 a 10 nm, échelle de grandeur
de la taille de certaines protéines, ce qui signifie qu’il
deviendra possible de faire le lien entre la biologie struc-
turale, la biochimie et la physiologie cellulaire.

Les deux grands principes de nanoscopie mis au point
par Eric Betzig, Stefan Hell et William Moerner ont
clairement ouvert I"acces pour les biologistes a un
degré entiérement nouveau de questionnement des
mécanismes du vivant, ce qui justifie amplement que le
prix Nobel leur fit attribué. Ces deux principes ne sont
pas concurrents dans la mesure ol chacun d’entre eux
présente des avantages et des inconvénients, en fonc-
tion de la question biologique posée. Les outils étant
désormais disponibles, il revient au biologiste de les
utiliser au mieux de leur imagination, ce qui ne devrait
pas constituer un facteur limitant ! ¢

From microscopy to nanoscopy: a revolution in resolution

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les don-

nées publiées dans cet article.
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