Eclairage par illumination structurée

Super-resolution imaging
(by spatial patterning of excitation)

Saturated structured illumination microscopy (SSIM)
e

~ 50 nm lateral resolution
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Structured illumination microscopy
The idea: Moiré fringes
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Moiré fringes may be resolvable
even if unknown pattern is not
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L'éclairage par illumination structurée : aliasing fréquenciel

» Un microscope agit comme un filtre passe-bas, en passant
dans I'espace des fréquences spatiales, ce filtre limite les
vecteurs d’ondes observables 3 un disque centré sur I'origine.
Le vecteur d’onde maximum correspond 3 kn, = 2% ou [ est

1
comparable a la longueur d’onde de la lumiére.

> Les détails supplémentaires de |I'image sont contenus dans les
composantes de vecteurs d'ondes plus grand que k.

» Si nous éclairons avec une source de lumiére modulée avec un
vecteur d’'onde ke, il va se produire un battement (moiré)
entre les fréquences spatiales de I'image voisines de k;
conduisant & des composantes k. + k; qui sont filtrés par
I'objectif et ke — k; qui peuvent &tre transmises si la norme de
ke — k; est inférieure a k.

» En pratique comme l'éclairage se fait par I'objectif, k. doit étre
inférieur 3 k;,, en pratique ke est juste inférieur 3 kp,.
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I Resolution extension I

by spatial frequency mixing

T Information
) observable as
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Unfortunately, that particular frequency
is impossible to make with light

Spatial frequency of
illumination pattern
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Aliasing fréquentiel et phase de modulation

» Un éclairage modulé prend la forme : | = lo(1 + elkex9)) ||
contient une composante continue plus deux composantes en
ke et —ke.

» L’image contient une composante en ajelki-x+0) | e produit
donne (Ay,.lp/2)e((ke=ki)>x+¢=0) en ne gardant que la
composante basse fréquence (K = ke — k;).

» La composante continue fait apparaitre les composantes
basses fréquences de I'image Ag(K).

» En éclairage structurée on a :

2.A (K) = Ao(K) + Ao(K + ke).el®=?)

> On effectue trois expositions : une sans modulation : Ag(K)
puis deux autres avec modulation mais avec deux phases
différentes ¢; on obtient Ag(K + ke).e?).

» Ce raisonnement est valable dans une direction. Il faut répéter
I'opération dans trois directions a 120 degrés pour couvrir
I'espace de Fourier correctement soit 7 expositions au total.
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I Q: Which pattern frequencies are possible? I

A: Only ~the observable ones

® We get at most a factor of two

Information
Normally observable as ky

observable moir¢ fringes LT
information ky ‘,//

lNlumination
i 7&\// frequency

You get tzis region for
free...

...and can repeat in many directions
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(ravr data)
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Reconstruction in reciprocal space

Separate
the 7 information components Reassemble

.AchIr.e into an extended

images with : resolution image
3 pattern angles

X 3 phases.
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Conventional Confocal Structured lllumination
microscopy (Pinhole = 1/4 Airy) microscopy

"
500 nm 1

FWHM
~130 nm
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Amélioration en 3D

» En fait la fonction de transfert d'un objectif de microscope en
3D est mauvaise dans la direction Z. Si le filtrage correspond
en X,Y & un disque, en Z la résolution est trés mauvaise si ky
et k, sont petit. Elle est meilleure si k, et k, sont important.

» En 3D le volume de filtrage ressemble a un donut.

» L'illumination structurée permet d’améliorer considérablement
ce probléeme.

» En décalant le volume de filtrage par des modulations en
kxm/2 et kz,/2 et en kxn, et kzp, on peut combler les trous.

» |l faut faire typiquement 35 expositions pour améliorer la
résolution en 3D.
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I 3D observable region I

of the conventional microscope
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Apparent
problem: kx Yields max

lateral resolution,
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3 coherent 7 intensity
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illumination intensity in real space
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I Observable Region I

Structured lllumination (3 orientations)
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Conventional microscopy Structured illumination microscopy

Vincent Croquette Microscopie optique haute résolution



Vincent Croquette

Microscopie optique haute résolution



Microscopie optique haute résolution
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AFD1 (synapsed axial elements)
ASY1 (un-synapsed axial elements)

500

5 um Sample by Zac Cande & Rachel Wang, UC Berkeley
Data by Pete Carlton & John Sedat, UCSF
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