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Measuring molecular orientation properties is appealing for scientists in molecular and
cell biology, as well as biomedical research. Orientational organization at the molecular
scale is indeed an important brick to understand cells and tissues morphology, mechanics,
functions and pathologies. Recent work has shown that polarized fluorescence imaging,
based on 2D excitation polarization tuning in the sample plane, is able to quantify
molecular orientational order in biological cell membranes at the sub-micrometric scale.
In this work, we extend the application range of this technique to other bio-molecular
assemblies, and to the 3D geometry, which is necessary to explore more complex bi-
ological structures. We demonstrate first the use of the 2D approach to study actin
fibers of the cell cytoskeleton. To surpass the 2D limitations, we propose a scheme to
provide excitation polarization tuning in 3D. The principle is based on the decompo-
sition of any arbitrary 3D linear excitation into a polarization along the longitudinal
z-axis, and a polarization in the transverse xy sample plane. These two components are
generated in an interferometer with one arm generating radial polarization light (thus
producing longitudinal polarization under high numerical aperture (NA) focusing), the
other arm controlling a linear polarization in the transverse plane. We model the pro-
duced polarization state at the focus of the microscope objective and provide a complete
experimental characterization of the method. This includes the necessary calibration of
the interferometer, together with the analysis of the detected fluorescence modulation
signals. This novel 3D polarized fluorescence microscopy is demonstrated on actin stress
fibers in fibroblast cell suspended on 3D supporting pillars made of synthetic polymer
structures. We finally explore its applicability to the cell membranes and to other actin
based structures in drosophila embryos. This technique shows a great potential in 3D
structural investigations in materials as well as in complex biological tissues which ge-

ometry is hard to control.
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Mesurer les proprits d’orientation molculaire est intressant pour les chercheurs des do-
maines de la biologie molculaire et cellulaire, ainsi quen biomdical. En effet, lorgani-
sation orientationelle 1’chelle molculaire est une brique importante de la comprhension
morphologique, mcanique, et des fonctions et pathologies des cellules et des tissus. Des
travaux rcents ont montr que I'imagerie de fluorescence polarise, base sur une modu-
lation de la polarisation d’excitation en 2D dans le plan de I’chantillon, est capable de
sonder lordre d’orientation molculaire dans les membranes cellulaires biologiques Ichelle
sub-micromtrique. Dans ce travail, nous tendons le domaine dapplication de cette tech-
nique dautres assemblages bio-molculaires, et la gomtrie 3D ncessaire pour lexploration
de structures biologiques plus complexes. Dans un premier temps, nous dmontrons lutil-
isation de la mthode 2D pour ltude des fibres dactine du cytosquelette cellulaire. Dans
un second temps, nous proposons une technique pour surpasser les limites de lapproche
2D. Son principe est bas sur la dcomposition d’une excitation linaire 3D en une polarisa-
tion arbitraire le long de 1’axe z longitudinal et une polarisation dans le plan transversal
de I’chantillon xy. Ces deux composantes sont gnres par un interfromtre dont un bras
gnre une polarisation radiale (produisant ainsi une polarisation longitudinale sous focal-
isation haute ouverture numrique (ON)), et lautre bras contrle la polarisation linaire
dans le plan transversal. Nous modlisons ltat de polarisation produit au point focal
de lobjectif de microscopie et proposons une caractrisation exprimentale complte de la
mthode. Ceci inclus les calibrations ncessaires de linterfromtre, ainsi que lanalyse de
la modulation du signal dtect par fluorescence. Cette nouvelle mthode de microscopie
fluorescence polarise en 3D est enfin applique aux fibres de stress d’actine dans les cel-
lules fibroblastes sont suspendues sur des piliers de support 3D fabriques en structures
polymres synthtiques. Nous explorons finalement lapplication aux membranes cellu-
laires et des structures dactine dans les embryons de drosophile. Cette technique a un
grand potentiel pour la quantification structurale des matriaux ainsi que dans les tissus

biologiques complexes, dont la gomtrie nest pas contrle.



