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La microscopie de fluorescence est un outil de référence dans I'étude des systemes biologiques, alliant la spécificité offerte par la fluorescence
et la possibilité d’un suivi morphologique et fonctionnel in vivo. Les récents développements couronnés par le prix Nobel de chimie ont permis
de dépasser la limite de diffraction et ainsi d'accéder a des informations a I'échelle nanométrique jusque-la inaccessibles. En particulier les
techniques de localisation de molécules uniques (PALM/STORM)(1-3), permettent d’atteindre des précisions de localisation latérales de
guelques nanometres. Cependant comme pour I'ensemble des techniques super-résolues, I'amélioration suivant la direction axiale reste un
challenge important afin de tendre vers un nanoscope de résolution isotrope et de plus capable d’'imager également en profondeur (plusieurs
dizaines de microns)(4).

Aprés une introduction sur le domaine, je présenterais différents développements réalisés a I'ISMO pour répondre a ce besoin d’imagerie 3D
quantitative, illustrés par différentes applications biologiques. En particulier, nous exploitons directement des propriétés intrinséques des
fluorophores comme leur champ proche pour les localiser axialement(5—-7) et ainsi répondre notamment a des problématiques d’adhésion
cellulaire. Pour positionner les émetteurs fluorescents individuels a grande profondeur (plusieurs dizaines de microns), nous utilisons une
stratégie différente, basée sur I'introduction d’une excitation modulée temporellement qui permet de localiser les fluorphores via la phase de
leur signal modulé avec une précision uniforme sous les 7 nm(8).

Je conclurai sur les perspectives actuelles du domaine, et montrerai également qu’au-dela des applications en biologie, la localisation de
molécules uniques peut également étre utilisée dans |'observation de matériaux nanostructurés (9, 10).
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