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Objektive fur innovative Forschung

Evident blickt auf eine lange Geschichte in der Konstruktion von Optiken zurtck und entwickelt
Qualitatsobjektive fur fortschrittliche Life-Science-Anwendungen. In Zusammenarbeit mit unseren Kunden
entwickeln wir innovative Produkte, die neuen und spezifischen Anforderungen in der Forschung gerecht

werden.

Unsere Kompetenz bei innovativen optischen Technologien zeigt sich auch an unseren Objektiven fur die
Multiphotonen-Anregung fur mikroskopische Untersuchungen tief liegender Gewebeschichten in der Life-
Science-Forschung, die zunehmend an Bedeutung gewinnen. Als Antwort auf die Nachfrage nach einem
optischen System fur die In-vivo-Bildgebung von Lebendzellen in 3D haben wir Silikonimmersionsobjektive
zur Darstellung heller hochauflosender Bilder in tieferen Schichten der Proben entwickelt.

Seit mehr als 100 Jahren sind wir Hersteller
fortschrittlicher Mikroskopietechnik und
hochwertiger Objektive und stolz auf unsere
zahlreichen Innovationen und Partner. Wir
werden auch in Zukunft eng mit der Forschung
zusammenarbeiten, um neue Technologien zu
entwickeln, die den sich andernden Anforderungen
in der Life-Science-Forschung gerecht werden.
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Auswahl eines Objektivs fur Ihre Forschungsanwendung

Die Auswahl des richtigen Objektivs fir eine Forschungsanwendung ist wichtig, um hochauflésende Bilder zu erhalten. Wenn
die Brechungsindizes von Probe und Immersionsmedium anndhernd gleich sind, kann das Objektiv die spharische Aberration
kompensieren und tiefere, hellere Bilder mit héherer Aufldsung erzeugen. Die meisten unserer A Line Objektive haben eine hohe
numerische Apertur (NA) und einen Korrekturring zur Kompensation der spharischen Aberration, um die Aufldsung und den Kontrast
der Bilder zu verbessern.

Die wichtige Funktion eines Korrekturrings

Die spharische Aberration wird durch Unterschiede zwischen den Brechungsindizes im Strahlengang beeinflusst, die beispielsweise
durch die unterschiedliche Dicke der Deckglaser, die Betrachtungstiefe der Probe, die Zusammensetzung der Zellen oder des
Gewebes und Temperaturschwankungen entstehen. Objektive mit einer hohen NA reagieren besonders empfindlich auf diese
Unterschiede. Durch die Einstellung des Korrekturrings am Objektiv kann die spharische Aberration ausgeglichen und die Bildqualitat
verbessert werden. Dadurch entstehen héher aufgeldste, hellere und kontrastreichere Bilder.

Bei einem inversen Mikroskop ermdglicht die Fernbedienung (IX3-RCC) eine optimierte Verwendung des Korrekturrings. Fur die
Tiefenbildgebung mit einem aufrechten Multiphotonen-Laser-Scanning-Mikroskop sind die TruResolution Objektive (FV30-AC10SV und
FV30-AC25W) mit einem leistungsstarken, automatisch einstellbaren Korrekturring ausgestattet.

In-vivo-Darstellung des sensorischen Kortex des Vergleich von OI- und Silikonimmersionsobjektiven mit
Mausehirns vor (links) und nach (rechts) Einstellung des 60-facher VergréBerung an einem Drosophila-Gehirn unter

Korrekturrings des XLPLN25XWMP2 Objektivs. Verwendung von Glycerin als Eindeckmittel.

Silikonimmersion
mCD8 (GFP, griin)/a-Bruchpilot (Immunfarbung, rot)

Olimmersion

Bildquelle:
Yasuhito Imanishi Ph.D., Hiromu Tanimoto Ph.D.,
Tohoku University Graduate School of Life Sciences

Abbildungen oben: XZ-Bild in 500 pm Tiefe; Malstabsbalken entspricht 20 pm.

Abbildungen unten: XYZ-Bild in 470-570 pm Tiefe.
Probe: Th1-YFP-H-Maus

OLYMPUS

XL Plan N
25; W MP

IX3-RCC Korrekturring-Fernbedienung FV30-AC25W (25X Objektiv zur Immersion in Wasser; NA: 1,05; A.A.: 2 mm)



Spezielle Objektive fur die Multiphotonen-Anregung

Diese Objektive wurden speziell fur die Multiphotonen-
Anregung (MPE) von In-vivo- und transparenten Proben
entwickelt und ermdglichen eine hochprazise Bildgebung bis
zu einer Tiefe von 8 mm.

Spezielle Objektive fiir die MPE

(ﬁiﬁi) Vergr. OFN*| NA (Brelzrc?mr?gr]ssii%r(lj ex) Probe Zweck

XLPLN10XSVMP 8 10X | 18 | 0,60 Wasser - Ol (ne: 1,33 - 1,52) In-vivo- und geklarte Proben | Mikroskopie mit breitem Sehfeld

XLSLPLN25XGMP 8 | 25X | 18 | 1,00 Silikonsl - Ol (ne: 1,41 - 1,52) Gekldrte Proben

XLSLPLN25XSVMP2 | 8 | 25X | 18 | 0,95 | Wasser - Silikondl (ne: 1,33 - 1,41) | In-vivo- und geklarte Proben ) .
e ) - Betrachtung mit hoher Auflésung

XLPLN25XSVMP2 4 | 25X | 18 | 1,00 | Wasser - Silikondl (ne: 1,33 - 1,41) | In-vivo- und gekldrte Proben

XLPLN25XWMP2 2 25X | 18 | 1,05 Wasser (ne: 1,33) In-vivo-Proben

FV30-AC10SV 8 10X | 18 | 0,60 Wasser - Ol (ne: 1,33 - 1,52) In-vivo- und geklarte Proben | Mikroskopie mit breitem Sehfeld

FV30-AC25W 2 25X | 18 | 1,05 Wasser (ne: 1,33) In-vivo-Proben Betrachtung mit hoher Auflésung

*Maximale durch das Okular erreichbare Sehfeldzahl.

In-vivo-Bildgebung tiefer Schichten mit dem XLPLN25XWMP2 Objektiv

Fir die hochauflésende In-vivo-Tiefenbildgebung von Hirngewebe und die Optogenetik sind Objektive mit einer hohen Transmission
fur Infrarotlicht (IR), hoher numerischer Apertur (NA) und Korrekturfunktion in Abhangigkeit von Tiefe und Streuung des Gewebes
erforderlich. Das XLPLN25XWMP2 Objektiv mit der neuen 1600er Beschichtung bietet eine breite IR-Transmission fur eine
optogenetische Stimulation mit sichtbarem Licht bis 400 nm und eine IR-Bildgebung oder -Stimulation tUber 1600 nm hinaus. Der
Korrekturring reduziert das Erregungsvolumen und ermdglicht die Stimulation einzelner Zellen oder dendritischer Dornenfortsatze.
In Kombination mit den leistungsstarken und prazisen Scanfunktionen des FV4000MPE Multiphotonen-Laser-Scanning-Mikroskops ist
das XLPLN25XWMP2 Objektiv die perfekte Wahl fir die hochgenaue Multiphotonen-Bildgebung.

In-Vivo-Bildgebung mit Zwei-Photonen-Anregung von gekreuzten kortiko-

striatalen und kortiko-spinalen Neuronen in L5a bei Lernprozessen

+ Mithilfe der Calcium-Bildgebung neuronaler Verschaltungen in der
Tiefe des Gehirns sind die schnellen Reaktionen der Aktivitdt einzelner
Nervenzellen klar erkennbar.
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In einer Tiefe von 450 ym von der Hirnoberfléche I einer Tiefe von 500 pm von der Hirnoberflache  In einer Tiefe von 550 ym von der Hirnoberfléche

In-vivo-Bildgebung mit Zwei-Photonen-Anregung von gekreuzten kortiko-striatalen Neuronen, die mit rAAV2/9-
Syn-GCaMP3 im linken Vorderbein M1 wahrend des Lernens einer motorischen Aufgabe transduziert wurden.

In einer Tiefe von 450, 500 und 550 pm von der Hirnoberflache. MaRRstabsbalken: 20 pm.

Bildquelle: Yoshito Masamizu Ph.D., Yasuhiro R. Tanaka Ph.D., Masanori Matsuzaki Ph.D., Division of Brain Circuits, National
Institute for Basic Biology

Literaturnachweis: Nat Neurosci. 2014 Jul; 17 (7): 987-94. doi: 10.1038/nn.3739. Epub 2014 Jun 1.

In-Vivo-Bildgebung eines Nephrons an der Nierenoberflache
+ Hochauflésende In-vivo-Bildgebung mit Zeitraffer und einer NA von 1,05.

Zeitraffer-Bildgebung eines Fluoreszenzfarbstoffs (Lucifer Yellow, Green), der in ein BlutgefaR injiziert
wurde, das frei durch den Glomerulus verlauft. Rot ist mit Rhodamin B markiertes 70 kD-Dextran zur
Darstellung des Blutplasmastroms. Die Schatten im Blutplasma sind Blutzellen. Das griine Signal zum
Zeitpunkt 0 ist die Eigenfluoreszenz der proximalen Tubuluszelle.

Bildquelle: Daisuke Nakano Ph.D., Department of Pharmacology, Faculty of Medicine, Kagawa University
Literaturnachweis: / Am Soc Nephrol. 2015 Apr 8. pii: ASN.2014060577. [Digitale Vorabveréffentlichung vor Drucklegung]

Bildgebung tiefer Schichten des Mausehirns

+ Bildgebung eines Mausehirns mit Objektiven mit
hoher NA, 2-mm-Arbeitsabstand und optimaler
Einstellung des Korrekturrings.
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In-vivo-Z-Stapel-Bild von der Hirnoberflache bis zum Stratum radiatum
des Hippocampus (CA1) einer Maus unter Narkose.

Probe: Thy1-YFP-H-Linie, 8 Wochen alt, mannlich,

Anregungswellenldnge: 960 nm

Bildquelle: Katsuya Ozawa and Hajime Hirase, Neuron-Glia Circuitry, RIKEN Brain
Science Institute, Japan



Betrachtung fixierter transparenter Proben bis zu einer Tiefe von 8 mm mit speziellen
Objektiven fur die Multiphotonen-Anregung

Unsere speziellen Objektive fur die MPE unterstutzen bahnbrechende Forschungsarbeiten zur Funktion des Gehirns und anderer
lebenswichtiger Organe. Bis vor kurzem mussten Hirnforscher zur Verwendung von Lichtmikroskopen dinne Gewebeschnitte anfertigen.
Dank spezieller Objektive fur die MPE und Probenklarung sind nun Darstellungen bis in eine Tiefe von 8 mm maoglich, ohne Schnitte
anzufertigen. Die Objektive XLPLN25XSVMP2 und XLSLPLN25XSVMP2 sind flr die Verwendung mit dem revolutionaren Klarungsreagenz
,ScaleS" konzipiert, das von Dr. Atsushi Miyawaki und seinem Team am RIKEN Brain Science Institute in Japan entwickelt wurde.*
Die Objektive XLSLPLN25XGMP und XLPLN1OXSVMP unterstitzen zahlreiche Reagenzien, darunter SeeDB, CLARITY und ScaleS, und
ermaglichen es, so weit in die Tiefe zu blicken wie nie zuvor und Zusammenhange im Gehirn und anderen Geweben zu erkennen.

*Online veroffentlicht in Nature Neuroscience: Hama et al. 30. Aug. 2011

Bildgebung eines kompletten Maushirns (XLPLN10XSVMP)

+ Grol3es Sehfeld mit 10-facher VergréRerung, Einzelzellaufldsung mit einer NA von 1,0 und Betrachtungen bis 8 mm.
+ Die Objektive passen zu den Brechungsindizes eines breiten Spektrums an Klarungsreagenzien (ne: 1,33 - 1,52).

Gehirn einer 20 Wochen alten YFP-H-Maus, behandelt mit Sca/eS Einzelzellebene
Bildquelle: Hiroshi Hama, Atsushi Miyawaki, Laboratory for Cell Function Dynamics, RIKEN Center for Brain Science

Hochaufldsende Tiefenbildgebung eines mit Sca/eS behandelten Mausehirns (mit XLSLPLN25XGMP)

+ Hochauflésende Tiefenbildgebung mit einer NA von 1,0 und 8-mm-Arbeitsabstand
+ Objektive passend zum Brechungsindex der Klarungsreagenzien (ne: 1,41 - 1,52).

3D-Bild einer mit Sca/eS behandelten Hemisphare einer 14 Wochen alten YFP-H-Maus
Kortex Hippocampus Thalamus

: Hilus, LHb: Kern

der lateralen Habenula, MDC: Kern des mediodorsalen Thalamus; MaRstabsbalken entspricht 0,1 mm.

Bildquelle: Hiroshi Hama, Atsushi Miyawaki, Laboratory for Cell Function Dynamics, RIKEN Center for Brain Science
Literaturnachweis: Nat Neurosci. 2015 Oct; 18 (10): 1518-29. doi: 10.1038/nn.4107. Epub 2015 Sep 14.



SilikonImmersionsobjektive

Silikonimmersionsobjektive sind fur die Bildgebung von
Lebendzellen und Lebendgewebe optimiert. Durch die richtige
Wahl des Brechungsindexes werden die Bilder klarer und heller
sowie Zeitraffer-Beobachtungen zuverlassiger und weniger
komplex, da Silikondl bei 37 °C nicht trocknet. Im Gegensatz
zu Glycerin-Wasser-Gemischen bleibt der Brechungsindex
von Silikondl konstant, und die Auflésung ist hoher als bei
vergleichbaren Wasserobjektiven, was die Prazision von kritischen
Zell- und Gewebemorphologie-Studien gewahrleistet. Da der
Brechungsindex von Silikonimmersionsdl (ne = 1,40) dem des
Klarungsreagenz SCALEVIEW-A2 (ne = 1,38) nahe kommt, eignen
sich Silikonimmersionsobjektive auch fur die Betrachtung von mit
SCALEVIEW-A2 geklarten Proben.

Silikonimmersionsobjektive

A.A. (mm)| Vergr. OFN* | NA Immersion Anwendungen
UPLSAPO100XS 0,2 100X | 22 1,35 Silikonol Hohe Auflésung fur die subzelluldre Bildgebung
UPLSAPO60XS2 03 60X 22 1,30 Silikondl Hochaufldsende Langzeit-Zeitraffer-Bildgebung von einzelnen Zellen
UPLSAPO40XS 03 40X 22 1,25 Silikondl Bildgebung mehrerer Zellen mit Auflosung im Submikrometerbereich
UPLSAPO30XS 08 30X 22 1,05 Silikondl Bildgebung tieferer Gewebeschichten mit einem breiten Sehfeld
UPLSAPO30XSIR| 0,8 30X 22 1,05 Silikondl MPE-Bildgebung in tiefem Gewebe mit breiterem Sehfeld

*Maximale durch das Okular erreichbare Sehfeldzahl.

Auswirkungen unterschiedlicher Brechungsindizes auf die Probenform
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Um genaue 3D-Bilder zu erhalten, ist es wichtig, dass die Brechungsindizes von Probe und Immersionsmedium annahernd gleich sind.

Vergleich der Helligkeit von 60X Objektiven

Normalisiert auf die Helligkeit des 60X Objektivs an der Oberfldche der Probe;
Brechungsindex der Probe: 1,38.
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bei einer bestimmten VergroBerung in allen Fokustiefen heller als Wasserimmersionsijektive.

Vergleich von Silikon- und Olimmersionsobjektiven mit
60-facher VergroRRerung

»
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UPLSAPO 60X0O
(NA 1,3, AA.0,3mm, Immersionsél ne = 1,52)

UPLSAPO60XS2
(NA 1,3, AA. 0,3 mm, Silikongl ne = 1,4)

Wenn die Brechungsindizes von Probe und Immersionsmedium annahernd gleich sind,
ermoglicht das Silikonobjektiv (UPLSAPO60XS2) eine Bildgebung in tieferen Schichten.
Probe: Mit Sca/e-A2 behandelter Neokortex, VGluT1/griin, VGluT2/rot, MAP2/blau

Bildquelle: Motokazu Uchigashima, M.D., Ph.D., Masahiko Watanabe, M.D., Ph.D., Department of
Anatomy, Hokkaido University Graduate School of Medicine



Langzeit-Zeitraffer-Bildgebung eines lebenden Mausembryos (UPLSAPO60XS2)

+ Hochauflésende Bildgebung mit einer NA von 1,30; 3D-Bildgebung mit 0,3-mm-Arbeitsabstand
+ Langzeit-Zeitraffer-Bildgebung mit stabilem Silikonimmersionsol.

DIC

MBD

Langzeit-Zeitraffer-Aufnahmen eines lebenden Mausembryos. Die Bilder wurden sttindlich vom Zygoten- (0 h) bis zum Blastozystenstadium (119 h) aufgenommen. mCherry-fusionierte Methyl-
CpG-Bindungsdoméne (MBD) des MBD1-Proteins. Aufnahme der Bilder mit dem UPLSAPO60XS Silikonimmersionsobjektiv. MaRstabsbalken: 20 ym.

Bildquelle: Kazuo Yamagata Ph.D., Faculty of Biology-Oriented Science and Technology, Kinki University
Literaturnachweis: Stem Cell Reports. 2014 Jun 3; 2 (6): 910-924.

Dreidimensionale Beobachtung von Gallengangstrukturen in der Mauseleber mit einem 30X Objektiv (UPLSAPO30XS)

Zur Aufnahme dreidimensionaler Bilder mit hoherer Auflosung wurde das FLUOVIEW Konfokalmikroskop mit einem 30X
Silikonélimmersionsobjektiv (UPLSAPO30XS: NA: 1,05, A.A.: 0,8 mm) verwendet, um tomografische Serienbilder (Z-Achsenabstand:

1 pm) von Gallengewebe (grun, Galleneplthelzellmarker CK1 9) in 200 pm dickem Lebergewebe aufzunehmen; die Klarung erfolgte mit
SeeDB. Diese Kombination ermdglichte f
eine hochauflésende Betrachtung der
Gallenwege von Kontroll- und KIf5-
LKO-Mausen unter Beibehaltung eines
weiten Sehfeldes. In der KIf5-LKO-Maus
waren CK19+-Zellcluster (weil3er Pfeil)
zu erkennen, die raumlich von den
Gallenwegen getrennt waren.

Bildquelle: Asako Sakaue-Sawano, Atsushi Miyawaki, RIKEN Brain

Science Institute Laboratory for Cell Function Dynamics . - -
Literaturnachweis: Development. 2013 Nov; 140 (22): 4624-32. doi: Kontrolimaus Kif5-LKO-Maus

10.1242/dev.099226. Epub 2013 Oct 23.

Zeitraffer-Bildaufnahme von undifferenzierten ES-Zellen (UPLSAPO30XS)
« Zeitrafferbetrachtung von mit Fucci (CA) 2.1 markierten Maus-ES-Zellen

0h, G2-Phase 7 h 50 min, S-Phase

*

I 20 ym

Undifferenzierte embryonale Stammzellen (ES) vermehren sich rasch und sind sehr empfindlich. Die Fototoxizitdt wahrend der Zeitrafferbildaufnahmen kann ES-Zellen schadigen und ihre
Proliferationsgeschwindigkeit verringern. Daher ist es schwierig, Zeitrafferbilder von ES-Zellen unter physiologisch genauen Bedingungen durchzufiihren. Das FLUOVIEW Mikroskop erméglicht
aufgrund des hocheffizienten Lichtweges und der empfindlichen Detektionsgerate den Einsatz einer extrem niedrigen Laserstérke mit geringer Fototoxizitét fuir Zeitrafferaufnahmen. Dank
dieser Eigenschaften konnte eine Forschungsgruppe einen Versuch mit Zeitrafferaufnahmen tiber 57 Stunden durchfiihren und so drei normale Zellzyklen sich schnell teilender, undifferenzierter
ES-Zellen vollstandig erfassen.

Bildquelle: Dr. Masahiro Yo, Dr. Asako Sakaue-Sawano und Dr. Atsushi Miyawaki (Teamleiter), Laboratory for Cell Function Dynamics, RIKEN Center for Brain Science



Hochauflosende Objektive fur Super Resolution/TIRF

Eine hohe NA ist wichtig fur die Super-Resolution- oder TIRFTotal
Internal Reflection Fluorescence)-Mikroskopie. Evident ist fuhrend
auf dem Gebiet der TIRF-Mikroskopie und bietet zahlreiche
Objektiven mit numerischen Aperturen von 1,45 bis zur weltweit
hochsten NA von 1,7*! sowie VergrélRerungen von 60X bis 150X.
Als Reaktion auf technologische Fortschritte wie die Super
Resolution und groRformatige Bildgebung mit sSCMOS-Kameras
haben wir eine innovative Linsenfertigungstechnologie zur
Herstellung des weltweit ersten plan-korrigierten Apochromat-
Objektivs mit einer NA von 1,5*2 entwickelt. Diese Objektive liefern
eine gleichmaRige Bildqualitat bei einem groRen Sehfeld und

ermoglichen die Aufnahme qualitativ hochwertiger Rohbilder.

*1 Stand: 4. Oktober 2018 . Daten aus der Evident Forschung.

*2 Stand: 4. Oktober 2018. Daten aus der Evident-Forschung; Objektivliinse mit normalem Immersionsol
(Brechungsindex ne = 1,518)

Hochauflésende Objektive fiir Super Resolution und TIRF

A.A. (mm) Vergr.OFN*3| NA | Immersion Anwendungen

- Ganzzell-TIRF-Bildgebung, Super-Resolution-Bildgebung von Lebendzellen in
UPLAPOGOXOHR 011 60X | 22 [ 1,50 ol Echtzeit, Super-Resolution-Bildgebung von winzigen Strukturen, z. B. Organellen

Super-Resolution-Bildgebung von Lebendzellen in Echtzeit, Super-Resolution-
- Bildgebung von winzigen Strukturen, z. B. Organellen, Bildgebung mit hoher
UPLAPO100XOHR 0,12 100x | 22| 1,50 ol Auflosung von Zellmembranen oder subzelluldren Organeﬁen und Experimente
auf Einzelmolekulebene

APON100XHOTIRF | 0,08 100X | 22 | 1,70 Spezialdl | Beobachtung der Bewegung von Proteinen oder Vesikeln auf Einzelmolekilebene

A Subzelluldre Bildgebung (z. B. Organelle, endoplasmatisches Retikulum
UAPONTS0XOTIRF | 0,08 150X 221145 Ol und intrazellularer \/esﬁeltransport

*3 Maximale durch das Okular erreichbare Sehfeldzahl.

Super-Resolution-Bildgebung in Echtzeit

+ Kombination der Objektive UPLAPO60XOHR und UPLAPO100XOHR mit dem konfokalen SpinSR10 Super-Resolution-System mit
konfokaler Spinning-Disk-Technologie.

+ Das SpinSR10 System nimmt schnell hochauflosende Bilder auf und zeigt sie mit bis zu 120 nm XY-Auflosung an.

Konfokales Bild Super-Resolution-Bild

Grin: Alexa488-markiertes Nup358, lokalisiert auf der Zytoplasma-Oberflache des Kernporenkomplexes.
Rot: Alexa555-markiertes Nup62, lokalisiert im Zentralkdrper des Kernporenkomplexes.

Die Lokalisierung von Nup358 und Nup62 kann durch die Super-Resolution-Technik unterschieden werden.
*Kernporenkomplex einer HeLa-Zelle.

Bildquelle: Hidetaka Kosako, Fujii Memorial Institute of Medical Sciences, Tokushima University



Einzelmolekdl-Fluoreszenz-Bildgebung zur Bestimmung der Untereinheiten eines Transmembran-Ionenkanal-
Komplexes (APON100XHOTIRF)

+ Einzelmolekul-TIRF-Bildgebung mit hochauflésenden, hellen Bildern und einer NA von 1,70.

Die Bestimmung der Untereinheiten im Rahmen der Studie erforderte ein kontinuierliches Fluoreszenz-Photobleaching von Proteinen
(Untereinheiten), die mit einem fluoreszierenden Protein markiert waren, z. B. Monomer-verstarktem grun fluoreszierendem
Protein (MEGFP). Das Photobleaching erfolgte mit einem Anregungslaser fur etwa 10 Sekunden. Der Prozess wurde mit Hilfe der
Einzelmolekul-Fluoreszenz-Bildgebung in Echtzeit Uberwacht. Auf der Einzelmolekilebene erfolgt das Fluoreszenz-Photobleaching
schrittweise in Abhdngigkeit von der Anzahl der fluoreszierenden Molekule. Daher kann die Anzahl der DPP10-Molekdle durch Zahlen
der schrittweisen Photobleaching-Ereignisse an den Stellen bestimmt werden, an denen sowohl Kv4.2-mCherry als auch mEGFP-
DPP10 vorhanden sind. Mit der weltweit hochsten NA*? des APON100XHOTIRF Objektivs kdnnen Forscher die durch Einzelmolekul-
Photobleaching verursachte Anderung der Fluoreszenzintensitat messen. Diese Studie*? ergab, dass maximal vier Molekiile der
DPP10-Untereinheiten mit dem Ionenkanal Kv4.2 einen Komplex bilden.

*1 Ulbrich, MH und Isacoff EY. ,Subunit counting in membrane-bound proteins.” Nature Methods, 4 (2007): 319-321.

*2 Stand: 4. Oktober 2018. Daten aus der Evident Forschung.
*3 Kitazawa M, Kubo Y, Nakajo K. ,Kv4.2 and accessory dipeptidyl peptidase-like protein 10 (DPP10) subunit preferentially form a 4:2 (Kv4.2:DPP10) channel complex.”/ Biol Chem, 290 (2015): 22724-22733.

Schematische Darstellung der Bestimmung der Untereinheiten eines Transmembran-Ionenkanal-Komplexes mit Einzelmolekiil-
Fluoreszenz-Bildgebung

Fluorescence

Fluorescent intensity

Time
Bestimmung der schrittweisen Bleichvorgange
an einer Stelle, an der zwei Farben vorhanden
sind.

Die Anzahl der Schritte ist gleich der Anzahl
der Molekle im Komplex.
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Bestimmung der Untereinheiten-Stéchiometrie des Kv4.10-DPP2-Kanalkomplexes durch Bestimmung der Untereinheiten
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Die Lokalisierung von Kv4.2-mCherry wird durch Anregung von mCherry in den ersten funf Sekunden sichtbar gemacht, gefolgt von der Anregung von meGFP in den nachsten 10 Sekunden,
um dessen Lokalisierung und das kontinuierliche Fluoreszenz-Photobleaching zu visualisieren. Stellen, an denen das Photobleaching von mEGFP in maximal 4 Schritten erfolgte, wurden durch
grafische Darstellung der Anderung der Fluoreszenzintensitat genau dort, wo zwei Farben fluoreszierender Molekiile vorhanden waren (weile Pfeilspitze), identifiziert. So wurde festgestellt,
dass maximal vier Molekiile von mEGFP-DPP10 in den Kv4.2-Ionenkanalkomplexen gebunden waren. MaBRstabsbalken: 20 pm.

Bildquelle: Masahiro Kitazawa, Ph.D., Yoshihiro Kubo, M.D., Ph.D., Division of Biophysics and Neurobiology, Department of Molecular Physiology, National Institute for Physiological Sciences
Koichi Nakajo, Ph.D., Department of Physiology, Osaka Medical College



Uberkorrigiertes Objektiv

Sind Thre Fluoreszenzsignale wirklich kolokalisiert? Um PLAPON60XOSC2
diese Frage mittels Standard-Fluoreszenzmikroskopie zu

) . . ) A.A. (mm) 0,12
beantworten, ist ein hervorragendes optisches Design
erforderlich, das die Farbverschiebungen (Aberration), die Vergr. 60X
beim Durchgang des Lichts durch ein Objektiv auftreten, OFN* 22
korrigiert. Zwei oder drei Farben sind fur solche Darstellungen NA 1,40
immer haufiger nicht ausreichend. Das Uberkorrigierte . -
Immersion Ol

60X OSC Objektiv korrigiert ein breites Spektrum von
Farbaberrationen und liefert Bilder, die Fluoreszenz an der
richtigen Stelle erfassen. Sparen Sie Zeit und Ressourcen bei
Markierungsexperimenten mit mehreren Farben, ohne dass
nach der Verarbeitung Anpassungen erforderlich werden.

*Maximale durch das Okular erreichbare Sehfeldzahl.

Das PLAPON60XOSC2 Olimmersionsobjektiv
mit hoher NA minimiert die chromatische
Aberration im Bereich 405-650 nm fur
eine verbesserte Bildgebungsleistung und
Bildauflésung bei 405 nm. Das Objektiv ] )
besitzt eine hohe Korrektur fur axiale und vertikale chromatische

. ) Aberration auf der Achse
laterale chromatische Aberration und kann (Z-Richtung)
daher 2D- und 3D-Bilder mit ausgezeichneter
Zuverlassigkeit, Genauigkeit und verbesserter
Kolokalisationsanalyse erfassen. Das
Objektiv kompensiert auch die chromatische
Aberration im nahen Infrarotbereich bis  ayReraxiale laterale

850 nm. chromatische Aberration E *
(X-Y-Richtung)

Vergleich der Leistung von PLAPON60X0OSC2 und UPLXAPO60XO
UPLXAPO60XO PLAPON60XOSC2

ca. 0,15 um ca. 0,05 pm

Vergleich der mit dem FLUOVIEW Mikroskop gemessenen chromatischen Aberration mit TetraSpeck Microsphere.
Cyan: Anregung bei 405 nm, Magenta: Anregung bei 640 nm.
Vierfach-Immunfluoreszenz von Hirngewebe

+ Verbesserte Erkennungsempfindlichkeit und Auflésung.
+ Minimiert chromatische Aberrationen, ideal fur Immunfluoreszenzanwendungen.

Vierfach-Immunfluoreszenz fiir mehrere funktionelle Molekile und Zellmarker kann detaillierte Informationen Uber Zellexpression und subzelluldre Lokalisierung liefern, zum Beispiel Uber die
wechselseitige oder unabhangige Beziehung zwischen verwandten funktionellen Zellen und (iber interzelluldre raumliche Abstande. VIAA1 (Alexa Fluor405, blau), CB1 (Alexa Fluor488, griin), VIP
(Cy3, rot) und DGLa (Alexa Fluor 647, weil3). MaRstabsbalken: 5 um.

Bildquelle: Masahiko Watanabe, M.D., Ph.D., Department of Anatomy, Hokkaido University Graduate School of Medicine
Literaturnachweis: / Neurosci. 2015 Mar 11; 35 (10): 4215-28. doi: 10.1523/JNEUROSCI.4681-14.2015.



Zeitersparnis bei der Bildgebung mit Platten und Schalen mit Kunststoffboden

Experimente sind wichtig, aber jeder zusatzlich erforderliche
Schritt kostet wertvolle Forschungszeit. Die Untersuchung von
Gewebekulturen mit Phasenkontrast- und Fluoreszenzbildgebung
und der Erhalt zuverlassiger Expressionsniveaus von
Fluoreszenzproteinen bedeutete bisher oft, dass Gewebe
zundchst in Schalen mit Kunststoffboden kultiviert werden musste,
in denen eine Adharenz gewahrleistet ist, und die Kultur dann
fur die Bildgebung in Glaskammern Gberfuhrt wurde. Mit dem
UCPLFLN20XPH Objektiv kénnen Sie den Schritt des erneuten
Ausplattierens von Zellen in Glaskammern Uberspringen. Das
UCPLFLN20XPH Objektiv wurde sowohl fur die Fluoreszenz-
als auch fur die Phasenkontrast-Mikroskopie von Gewebe in
Schalen mit Kunststoffboden entwickelt und verbessert somit
den Arbeitsablauf. Dank der hohen NA sind die Bilder Uber das
grofe Sehfeld des Objektivs hell und gleichmaRig, und mit dem
Korrekturring und dem grof3en Arbeitsabstand lassen sich die
Bilder fir verschiedene ZellkulturgefaRe optimieren.

Verbesserung des Zellkultur-Ablaufs
+ Vereinfachter Ablauf fur die Fluoreszenz-Mikroskopie.

+ Kein Subkultivieren mit einem zusatzlichen Beschichtungsschritt mehr erforderlich.

Cell ' Coating glass-bottomed '
(Glass-bottomed dish) dish for cell adherane

Cell
(Plastic dish)

GFP-H2B exprimierende ES-Zellen in einer 35-mm-Zellkulturschale mit Kunststoffboden

LUCPLFLN20XPH
(NA 0,45)

UCPLFLN20XPH
(NA0,7)

Fluoreszenzbild

UCPLFLN20XPH

A.A. (mm) 0,8-1,8
Vergr. 20X
OFN* 22
NA 0,70
Immersion Trocken

*Maximale durch das Okular erreichbare Sehfeldzahl.

Culture in glass- Fluorescence

bottomed dishes imaging

Fluorescence
imaging

Phasenkontrastbild

Die Darstellung von Histonen in den Kernen mit heller Fluoreszenz (GFP-H2B) und die Phasenkontrastdarstellung der Nukleoli sind mit hohem Detailgrad méglich.

Bildquelle: Tomonobu Watanabe, Ph.D., Laboratory for Comprehensive Bioimaging, RIKEN Quantitative Biology Center
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Immersionsole

Immersionsdl mit geringer Eigenfluoreszenz

IMMOIL-F30CC

+ 1/10 der Eigenfluoreszenz im
Vergleich zu Standardél

+ Geruchsarm - SDB verfugbar
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SIL300CS-30SC

+ Brechungsindex: ne = 1,406 bei 23 °C
* Netto: 30 ml

+ Geringe Eigenfluoreszenz
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