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Objetivos para una investigacion innovadora

Secundada por su rica historia en disefio optico, Evident desarrolla objetivos de alta calidad para aplicaciones
avanzadas de ciencias de la vida. Trabajamos arduamente con nuestros clientes para crear productos
innovadores que satisfagan las necesidades especificas y evolutivas de los investigadores en el terreno.

Nuestro compromiso con las tecnologias dpticas innovadoras se demuestra en nuestros objetivos dedicados
a la excitacion multifotonica, cuyo desarrollo sobrevino para cubrir la necesidad creciente de observacion
profunda de tejidos en la investigacion de ciencias de la vida. En el momento que nuestros clientes
requirieron un sistema optico disefiado para el procesamiento de imagenes 3D de células vivas e in vivo,
nosotros desarrollamos objetivos de inmersidn en aceite de silicona que permitieron a los investigadores
capturar imagenes claras y de alta resolucion con mayor profundidad en sus muestras.

Llevamos mas de 100 afios fabricando equipamiento
microscopico avanzado y objetivos de alta calidad;
no cabe duda de que estamos orgullosos de nuestra
trayectoria exitosa en innovacion y colaboracion.
Seguiremos trabajando arduamente con investigadores
para desarrollar nuevas tecnologias que cumplan
con los requisitos o satisfagan las necesidades de
las investigaciones en ciencias de la vida.
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Seleccionar el objetivo para su aplicacion de investigacion

Seleccionar el objetivo adecuado para su aplicacién de investigacion es fundamental para obtener imagenes de alta resolucién. Al comparar
el indice de refraccién de la muestra con el medio de inmersion, el objetivo compensa la aberracion esférica y produce imagenes de mayor
profundidad, claridad y resolucién elevada. La mayoria de los objetivos A Line™ presentan altas aperturas numéricas (A. N.) y collares de
correccién que ofrecen al usuario una compensacién de la aberracién esférica, lo que optimiza la resolucion y el contraste de la imagen.

La importancia del collar de correccién

La aberracion esférica actda en funcion del desequilibrio que experimenta el indice de refraccion en la trayectoria éptica, como con los diferentes
espesores de los cubreobjetos, la profundidad de observacion de la muestra, la composicion de células o tejidos y los cambios de temperatura.
Los objetivos de alta A. N. son particularmente susceptibles a estos efectos. Ajustar el collar de correccién de su objetivo es vital para compensar
la aberracion esférica y obtener una imagen de calidad mejorada. El resultado son imagenes de mayor resolucion, claridad y contraste.

Si usa un microscopio invertido, la unidad de control remoto de collares (IX3-RCC) potencia mucho mas el uso de los collares de correccion.
Para un procesamiento profundo de imagenes a través de un microscopio de escaneo laser multifoténico invertido, los objetivos
TruResolution™(FV30-ACT0SV y FV30-AC25W) ofrecen un potente collar de correccion autoajustable.

Imagen de la corteza sensorial del cerebro de un ratén Comparacién de objetivos de inmersién en aceite y en
in vivo antes (izq.) y después (dcha.) de ajustar el collar de aceite de silicona a partir de un cerebro de Drosophila
correccion del objetivo XLPLN25XWMP2. montado en glicerina.
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Inmersién en aceite Inmersion en silicona
mCD8 (GFP, verde)/a-Bruchpilot (inmunotincién, rojo)

Imagen por cortesfa de:
Dr. Yasuhito Imanishi, Dr. Hiromu Tanimoto,
Facultad de Posgrados en Ciencias de la Vida, Universidad de Tohoku.

Imagenes superiores: Imagen XZ en 500 pm de profundidad;

la barra escalar representa 20 pm.

Imagenes inferiores: Imagen XYZ en 470-570 pm de profundidad.
Muestra: Raton Th1-YFP-H.
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Unidad de control remoto de collares FV30-AC25W (objetivo de inmersién en agua de 25X; A. N. de 1.05; D. T. de 2 mm).



Excitacion multifotonica dedicada a objetivos

Disefiados para alcanzar un excelente rendimiento durante
el procesamiento de imagenes de excitacion multifoténica
(MPE) de muestras transparentes e in vivo, estos objetivos
permiten un procesamiento de imagenes de alta precisién
hasta una profundidad de 8 mm.

Objetivos dedicados a la excitacién multifoténica (MPE)

D.T. Medio de inmersion ol
(mm) MAGNIF. OFN* A. N. (indice de refraccion) Muestra Finalidad
XLPLNTOXSVMP 8 10X 18 | 0,60 De agua a aceite (n: de 1,333 1,52) Invivoy aclarada Observaciéon de amplio
campo visual
XLSLPLN25XGMP 8 25X 18 | 1.00 | De aceite de silicona a aceite (n: 1,41 a 1,52) Aclarada
XLSLPLN25XSVMP2 8 25X 18 | 0.95 | De agua a aceite de silicona (n: 1,33a 1,41) Invivo y aclarada Observacién de alta
XLPLN25XSVMP2 4 25X 18 | 1.00 | De agua a aceite de silicona (n: 1,33 a 1,41) Invivo y aclarada resolucion
XLPLN25XWMP2 2 25X 18 | 1.05 Agua (n: 1.33) Muestra in vivo
FV30-AC10SV 8 10X 18 10,60 De agua a aceite (n: de 1,33a 1,52) Invivoy aclarada Observaciéon de amplio
campo visual
FV30-AC25W 2 25X 18 | 1.05 Agua (n: 1.33) Invivo Observacion de alta
resolucion

* NUmero de campo maximo observable a través del ocular.

Imagenes profundas in vivo con el objetivo XLPLN25XWMP2

Para un procesamiento profundo multifoténico de imagenes de cerebro /n vivo y una optogenética a alta resolucién se requieren objetivos con alta transmisién
de luz infrarroja (IR), una alta apertura numérica (A. N.) y la posibilidad de corregir la profundidad y la dispersion del tejido. EI objetivo XLPLN25XWMP2
proporciona una amplia transmision infrarroja gracias al nuevo revestimiento 1600 que activa una estimulacion optogenética con luz visible de hasta 400 nm
y un procesamiento de imagenes o estimulacion IR por encima de 1600 nm. El collar de correccion reduce el volumen de excitacion, lo que permite estimular
las células individuales o las espinas dendriticas. El objetivo XLPLN25XWMP2, acompafiado de las potentes y precisas capacidades del microscopio de escaneo
laser multifotonico FVA000MPE, se convierte en la herramienta idonea para un procesamiento multifoténico de imagenes de alta precision.

Procesamiento de imagenes bifoténico de neuronas corticoestriatales Procesamiento de imagenes profundo

y corticoespinales cruzadas in vivo en la capa L5 de la corteza cerebral del cerebro de un ratén

durante un aprendizaje - Imégenes profundas del cerebro de un ratén

« Imégenes de calcio a partir del circuito neuronal profundo de un cerebro gracias a los objetivos de alta apertura numérica
que permite a los investigadores observar las respuestas rapidas y claras (A.N.), con una distancia de trabajo (D. T.) de 2 mm
de la actividad de cada neurona. y ajustes optimizados del collar de correccidn.

450 m de profundidad a partir de la superficie cerebral 500 ym de profundidad a partir de la superficie cerebral 550 pm de profundidad a partir de la superficie cerebral

Procesamiento de imagenes bifotdnico in vivo de neuronas corticoestriatales transducidas con los vectores rAAV2/
indicador genético 9-Syn-GCaMP3 en la corteza motora primaria de la parte delantera izquierda durante el aprendizaje
de una tarea motriz. Profundidad de 450, 500 y 550 pm a partir de la superficie del cerebro. Barra de escala: 20 pm.

Datos de imagen por cortesfa del Dr. Yoshito Masamizu,
Dr. Yasuhiro R Tanaka, Dr. Masanori Matsuzaki, Division of Brain Circuits, Instituto Nacional de Biologia Bésica
Referencia: Nat Neurosci. Jul. de 2014; 17 (7): 987-94. doi: 10.1038/nn.3739. ePub, 1 de junio de 2014.

Procesamiento de imagenes de un nefrén en la superficie renal
in vivo.
+ Imagenes en intervalos in vivo con una A. N. de 1.05.

R e

Procesamiento de imagenes en intervalos del colorante fluorescente (amarillo Lucifer, verde) inyectado Imagen con apilamiento en Z de ratén in vivo bajo anestesia desde la
enunavena que pasa libremente a través del glomérulo. El color rojo es el colorante rodamina B con superficie del cerebro hasta la capa irradiada del hipocampo (CA1).
marcado dextran de 70 kD que sirve para observar el flujo del plasma sanguineo. Las sombras en el plasma Muestra: Raton macho de ocho semanas de vida, linea H Thy1-YFP
sanguineo son glébulos. La sefial verde en tiempo 0 es la autofluorescencia de la célula del tibulo proximal. Longitud de onda de excitacién: 960 nm

Imagen por cortesfa del Dr. Daisuke Kurihara, Departamento de Farmacologfa, Facultad de Medicina, Universidad de Imagen por cortesfa de Katsuya Ozawa y Hajime Hirase, Neuron-Glia Circuitry,

Kagawa. Referencia/ Am Soc Nephrol. 8 de abril de 2015. pii: ASN.2014060577. [ePub en encabezado de impresion] Instituto de Ciencias del Cerebro de RIKEN, Japon.



Observar muestras transparentes fijas a una profundidad de 8 mm
con los objetivos multifotonicos especificos

Nuestros objetivos MPE especificos facilitan una investigaciéon avanzada de las funciones del cerebro y de otros érganos vitales.
Hasta hace poco, los investigadores en ciencia del cerebro, que usaban los microscopios 6pticos, tenian que cortar finas secciones
de tejido. Con los objetivos MPE especificos y la tecnologia de aclaramiento tisular, los investigadores pueden observar hasta una
profundidad de 8 mm sin cortes. Los objetivos XLPLN25XSVMP2 y XLSLPLN25XSVMP?2 estan disefiados para ser usados con el reactivo
revolucionario de aclarado «Sca/e» desarrollado por el Dr. Atsushi Miyawaki y su equipo del Instituto de Ciencias del Cerebro RIKEN
(Japdn).* Los objetivos XLSLPLN25XGMP y XLPLN1OXSVMP soportan varios reactivos, como el SeeDB, CLARITY y ScaleS, que permiten
a los investigadores observar profundidades sin precedentes y examinar las interconexiones en el cerebro y otros tejidos como nunca
antes.

*Publicacién disponible en linea de la revista Nature Neuroscience: Hama et al. 30 de agosto de 2011.

Procesamiento de imagenes de cerebro de ratén entero (XLPLN10XSVMP)

+ Amplio campo visual con una magnificacion de 10X, resolucién de célula individual con una A. N. de 1.0 y observaciones profundas
de hasta 8 mm.

- Objetivos compatibles con una amplia gama de indices de refraccién de reactivos de aclarado (n: de 1,33 a 1,52).

Cerebro de ratén de la linea H-YFP de 20 semanas de vida, tratado con el reactivo Sca/eS. Resolucion a nivel de célula individual
Imagen por cortesia de Hiroshi Hama, Atsushi Miyawaki, Laboratorio de Dindmica de Funciones Celulares, Instituto de Ciencias del Cerebro RIKEN.

Procesamiento de imagenes profundo del cerebro en alta resolucién de un cerebro de ratén tratado con Sca/eS
(XLSLPLN25XGMP).

+ Imagenes profundas de alta resolucién con una A.N.de 1.0y D. T. de 8 mm.

+ Objetivos que cumplen con el indice de refraccién de los reactivos de aclarado (n: de 1,41 a 1,52).

Imagen 3D del hemisferio cerebral de un ratén YFP-H de 14 semanas de vida, tratado con Sca/eS.
Corteza Hipocampo Talamo

Hil: hilio; LHb: nticleo lateral habenular, TMD: nlcleo taldmico mediodorsal. Barra escalar: representa 0,1 mm.

Imagen por cortesfa de Hiroshi Hama, Atsushi Miyawaki, Laboratorio de Dindmica de Funciones Celulares, Instituto de Ciencias del Cerebro RIKEN.
Referencia bibliografica: Nat Neurosci. 2015 de oct.; 18 (10): 1518-29. doi: 10.1038/nn.4107. ePub, 14 de septiembre de 2015.



Objetivos de inmersion en aceite de silicona

Los objetivos de inmersion en aceite de silicona han sido optimizados
para adquirir imagenes de tejidos y células vivos. Al establecer una
correspondencia adecuada con el indice de refraccion, permiten
adquirir imagenes mas nitidas y claras, mientras que las observaciones
en intervalos pasan a ser mas fiables y menos complejas gracias
a que el aceite de silicona no se seca a 37 °C (98.6 °F). A diferencia
de las mezclas de glicerina y agua, el indice de refraccion del aceite
de silicona se mantiene constante; y, la resolucién es mas alta en
comparacion de los objetivos de agua, lo que ayuda a asegurar la
precision en estudios morfolégicos de células y tejidos cruciales.
Gracias a que el indice de refraccién del aceite de inmersién de silicona
(n =1,40) es cercano al del reactivo de aclarado SCALEVIEW-A2 (n
=1,38), los objetivos de inmersidn en aceite de silicona también estan
indicados para observar muestras aclaradas SCALEVIEW-A2.

Objetivos de inmersidn en aceite de silicona

(it MAGNIF. OFN* | A.N.  Medio de inmersion Aplicaciones
UPLSAPO100XS 02 100X 22 135 Aceite de silicona Alta resolucién para imagenes subcelulares
UPLSAPO60XS2 03 60X 22 1.30 Aceite de silicona Imagenes en intervalos a largo plazo y de alta resolucion de células individuales.
UPLSAPO40XS 03 40X 22 1.25 Aceite de silicona Imagenes de multiples células con resolucién submicrométrica.
UPLSAPO30XS 038 30X 22 1.05 Aceite de silicona Imagenes de tejidos mas profundos con un campo visual mas amplio
UPLSAPO30XSIR 038 30X 22 1.05 Aceite de silicona Imagenes MPE en tejidos profundos con un campo de vision mas amplio

* Nimero de campo maximo observable a través del ocular.

Efectos de la discrepancia del indice de refraccién en la forma de la muestra

Resulting
XZ image
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Establecer una correspondencia del indice de refraccion de una muestra con el medio de inmersion es muy importante para obtener imagenes 3D precisas.

» Coversl

Comparacién entre los objetivos de inmersion en aceite

Comparacioén de claridad de los objetivos de 60X y aceite de silicona de 60X

Normalizada por la claridad del objetivo de 60X en la superficie de la muestra.
Indice de refraccién de la muestra: 1,38.
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aceite de inmersion [n = 1,52]) aceite de silicona [n = 1,4])
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El objetivo de aceite de silicona (UPLSAPO60XS2) permite obtener imagenes mas profundas
al lograr la correspondencia con el indice de refraccién de la muestra y el medio de
0.0 i inmersion. Muestra: Neocértex tratado con ScaleA2, VGIuT1/verde, VGIuT2/rojo, MAP2/azul
0 50 1

Los objetivos de inmersién en aceite proporcionan una mayor iluminacion en las profundidades
superficiales. Los objetivos de inmersién en aceite de silicona brindan mas claridad que los objetivos
de inmersién en todas las profundidades de enfoque segtin una magnificacién especifica.



Procesamiento de imagenes en intervalos a largo plazo de un embrién de ratén vivo (UPLSAPO60XS2)

+ Imagenes de alta resolucion con A. N. de 1.30; imagenes 3D con D. T. de 0,3 mm.
+ Imagenes en intervalos a largo plazo por medio del aceite de inmersion estable de silicona.

DIC

MBD

Imdgenes en intervalos a largo plazo de un embrién de ratén vivo. Las iméagenes fueron capturadas a cada hora desde la etapa de cigoto (0 h) hasta la de blastocito (119 h).
Se uso6 la proteina de unién de metil-CpG (MBD) en fusién con mCherry de la proteina MBD1. Imagenes adquiridas con un objetivo de inmersién en aceite de silicona. Barra de escala: 20 pm.

Imagen por cortesfa del Dr. Kazuo Yamagata, Facultad de Ciencias y Tecnologia en Biologia, Universidad de Kinki.
Referencia bibliogréfica sobre células madre: Cell Reports. 3 de junio de 2014; 2 (6): 910-924.

Observacion tridimensional de estructuras del arbol biliar en higado dafiado de ratén con un objetivo 30X (UPLSAPO30XS)

Con el fin de obtener imagenes tridimensionales de resolucién superior, se usé el microscopio confocal FLUOVIEW™ y un objetivo de inmersién en
aceite de silicona de 30X (UPLSAPO30XS: A. N. de 1,05; D. T. de 0,8 mm) para obtener imagenes tomograficas consecutivas (intervalo axial en Z de
1,05 pum) de tejido biliar (marcador celular
epitelial biliar CK19, verde) a partir de un tejido
hepatico de 200 pm de espesor, aclarado

con SeeDB. Esta combinacion permitié

una observacién en alta resolucion de los
arboles biliares del ratén de control y el raton
KIf5-LKO manteniendo un amplio campo
visual. En el ratén KIf5-LKO, los investigadores
observaron agrupaciones de células CK19+
(flecha blanca) que fueron separadas
espacialmente a partir del arbol biliar.

Ratén de control ' Raton KIf5-LKO

Imagen por cortesia de Asako Sakaue-Sawano, Atsushi Miyawaki,
Laboratorio de Dinamica de Funciones Celulares, Instituto de Ciencias
del Cerebro RIKEN.

Referencia bibliografica: Development. Nov. 2013; 140 (22): 4624-32.
doi: 10.1242/dev.099226. ePub, 23 de octubre de 2013.

Adquisicion de imagenes en intervalos de células madre embrionarias (ES) no diferenciadas (UPLSAPO30XS)
+ Observacion en intervalos de células ES de ratdon marcadas con Fucci (CA) 2.1

0 hr; Fase G2 7 hr 50 min; Fase S

& ¢
s

I 20 ym

Las células madre embrionarias (ES) no diferenciadas proliferan rapidamente y son muy delicadas. La fototoxicidad durante el procesamiento de imagenes en intervalos puede dafiar las células
ES y reducir su velocidad de proliferacién; esto complica el procesamiento de imagenes en intervalos de las células ES bajo condiciones precisas a nivel fisioldgico. EI microscopio FLUOVIEW
permite procesar iméagenes en intervalos de baja toxicidad usando una potencia del laser extremadamente baja gracias a una trayectoria de luz stper eficiente y los dispositivos de deteccion
sensibles. Estas propiedades permitieron a un grupo de investigacion llevar a cabo un experimento en intervalos con una duracién de 57 horas, en el cual se cubrieron tres ciclos celulares
normales de células ES no diferenciadas con una rapida divisién en su totalidad.

Datos de imagen por cortesia del Dr. Masahiro Yo, Dr. Asako Sakaue-Sawano y el Dr. Atsushi Miyawaki (Supervisor de equipo), Laboratorio de Dinamica de Funciones Celulares, Instituto de Ciencias del Cerebro RIKEN.



Objetivos de alta resolucion para TIRF y superresolucion

Una alta apertura numérica es importante para una microscopia
de fluorescencia de reflexion interna total y de superresolucion.
Evident es pionero en microscopia TIRF y ofrece una amplia gama
de objetivos con aperturas numéricas (A. N.) que van de 1.45
hasta la mas alta del mundo de 1.7*', junto con magnificaciones
de 60X a 150X. En respuesta a los avances tecnolégicos, como el
procesamiento de imagenes de superresolucion y de amplia area con
las camaras sCMOS, hemos desarrollado una tecnologfa avanzada
para la fabricacién de lentes que nos ha permitido crear el primer
objetivo apocromatico corregido del mundo con una apertura
numérica de 1.5*2 Estos objetivos otorgan una calidad de imagen
uniforme con un gran campo visual que favorece la adquisicién de
imagenes en bruto de alta calidad por parte de los investigadores.

*1 Segn los estudios llevados a cabo hasta el 4 de octubre de 2018. En conformidad con la investigacion de Evident.

*2 Segun los estudios llevados a cabo hasta el 4 de octubre de 2018. En conformidad con la investigacion de Evident
sobre las lentes de objetivo usando el aceite de inmersién comn (indice de refraccién n=1.518).

Objetivos de alta resolucion para la superresolucién y TIRF

frmy MAGNIF, OFN® AN, Medio de Aplicaciones

Procesamiento TIRF de la completa célula. Procesamiento de imagenes de
UPLAPO60XOHR 0,11 60X 22 150 Aceite superresolucién en tiempo real para células vivas. Procesamiento de imagenes
de superresolucion de estructuras diminutas, como los organulos.

Procesamiento de imagenes de superresolucion en tiempo real para células vivas.
; Procesamiento de imagenes de superresolucion para estructuras diminutas, como
UPLAPOTOOXOHR 0,12 1 100X 221150 Aceite los organulos. Procesamiento de imagenes de superresolucion de membranas
celulares u organulos subcelulares y experimentos a nivel de molécula individual.

APON100XHOTIRF | 0,08 | 100X 22 1170 | Aceite especial i(?]kéis\ﬁ(rj\/uaaclién del movimiento de las proteinas o las vesiculas a nivel de molécula

; Procesamiento de imagenes subcelular (p. &j., como organulos, reticulo
UAPON150XOTIRF | 0,08 | 150X 22 145 Aceite endoplasmatico y trafico vesicular intracelular).

*3 NUmero de campo maximo observable a través del ocular.

Procesamiento de imagenes de superresolucién en tiempo real

+ Combine los objetivos UPLAPO60XOHR y UPLAPO100XOHR con el sistema de superresolucion confocal de disco giratorio SpinSR10.
+ El sistema SpinSR10 adquiere rapidamente imagenes de superresolucién y ofrece una proyeccion en directo dotada de una resolucion
de hasta 120 nm en XY.

Imagen confocal Imagen de superresolucién

Verde: Proteina Nup358 marcada con Alexa488; se sit(ia en la superficie citopldsmica del complejo de poro nuclear.
Rojo: Proteina Nup62 marcada con Alexa555; se sitUia en el tapén central del complejo de poro nuclear.

La localizacién de las proteinas Nup358 y Nup62 puede identificarse mediante la técnica de superresolucion.
*Complejo de poro nuclear de célula HelLa.

Imagen por cortesfa de Hidetaka Kosako, Instituto Fujii Memorial de Ciencias Médicas, Universidad de Tokushima



Procesamiento de imagenes de fluorescencia de molécula individual para contar las subunidades
de un complejo de canal de iones de transmembranales (APON100XHOTIRF).

+ Imagenes con TIRF de molécula individual dotadas de alta resolucion. Imagenes claras y apertura numérica de 1.70.

El recuento de subunidades del estudio requirié un fotoblanqueamiento de fluorescencia continuo de las proteinas (subunidades)
marcadas con una proteina fluorescente, como una variante mejorada de la proteina verde fluorescente monomeérica. Se us6 un laser
de excitacién por aproximadamente diez segundos para provocar el fotoblanqueamiento. El proceso fue monitorizado en tiempo
real por medio de un procesamiento de fluorescencia de molécula individual. A nivel de la molécula individual, el fotoblanqueamiento
se aplica gradualmente en funcién del nimero de moléculas fluorescentes. Por tanto, el nimero de moléculas DPP10 puede
determinarse por el recuento de los eventos graduales de fotoblanqueamiento en los puntos en los que las proteinas Kv4.2-mCherry
y MEGFP-DPP10 se colocalizan. La apertura numérica*? mas alta del objetivo APONTO0XHOTIRF permite a los investigadores medir
el cambio de la intensidad de fluorescencia que es causado por el fotoblanqueamiento a nivel de la molécula individual. Este estudio*3
revel6 que un maximo de cuatro moléculas de las subunidades DPP10 forman un complejo con un canal iénico Kv4.2.

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

*2 Seguin los estudios llevados a cabo hasta el 4 de octubre de 2018. En conformidad con la investigacién de Evident.
*3 Kitazawa M, Kubo Y'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.

Tlustracién esquematica del recuento de subunidades de un complejo de canal de iones transmembranales por medio del procesamiento
de imagenes de fluorescencia monomolecular

Fluorescence

Fluorescent intensity

Time
Recuento de eventos de fotoblangueamiento
gradual en un punto donde dos colores de
colocalizan.

El nimero de pasos es igual al nimero de
moléculas en el complejo.

Excitation Light

Determinacion de la estequiometria de subunidades del complejo de canal Kv4.2-DPP10 por el recuento de subunidades

Excitation of ~ Excitation of mEGFP and
mCherry for  fluorescence photobleaching
5 seconds for around 10 seconds

() —

Fluorescent intensity (a.u.)

5 10 15 20
Time (s)

Kv4.2-mCherry mEGFP-DPP10 Superposicién
La localizacién de Kv4.2-mCherry se visualiza por excitacién de la proteina mCherry en los primeros cinco segundos; tras ello, se da excita la proteina mEGFP en los diez segundos posteriores,

a fin de visualizar su localizacién y fotoblanqueamiento continuo de fluorescencia. Los puntos con fotoblanqueamiento de la proteina mEGFP en un méaximo de cuatro pasos se hallaron al trazar
el cambio en la intensidad de la fluorescencia a partir de cada punto en donde dos colores de moléculas fluorescentes colocalizan (se indican con la punta de la flecha blanca). Por tanto, se hallé
que un maximo de cuatro moléculas mEGFP-DPP10 se relacionaron con el complejo de canal iénico Kv4.2. Barra de escala: 20 pm.

Imagen por cortesfa del Dr. Masahiro Kitazawa, Dr. Yoshihiro Kubo, M. D., Divisién de Biofisica y Neurobiologia, Departamento de Fisiologia Molecular, Instituto Nacional de Ciencias Fisiol6gicas.
Dr. Koichi Nakajo, Departamento de Fisiologia, Osaka Medical College



Objetivos supercorregidos

;Sus sefiales fluorescentes estan realmente colocalizadas? PLAPONG60X0SC2
Responder a esta pregunta con la microscopia de D.T.(mm) 012
fluorescencia estandar requiere un disefio Optico superior

que corrija las variaciones cromaticas (aberracién) generadas MAGNIF. 60X
cuando la luz pasa a través de un objetivo. La correccion OFN* 22
para sélo dos o tres colores resulta cada vez mas ineficiente. A.N. 1.40

El objetivo apocromatico supercorregido PLAPON60XOSC2 o o .
: o | . Medio de inmersion Aceite

aplica una correccién a través de una amplia banda de e . .
. . . . o, NUmero de campo méaximo observable a través

aberraciones cromadticas con el fin de proporcionar imagenes del ocular.

que captan la fluorescencia en su ubicacion adecuada.

Ahorre tiempo y recursos en los experimentos de marcado

multicromatico sin tener que hacer ajustes posprocesamiento.

El objetivo de inmersion de aceite Comparacién de rendimiento entre los objetivos PLAPON60XOSC2 y UPLXAPO60XO
PLAPON60XOSC2 de alta apertura UPLXAPOGOXO PLAPONGOXOSC2

cromatica minimiza la aberracién
cromatica en un campo de 405 a 650
nm a fin de intensificar el rendimiento
del procesamiento de imagenes vy
la resolucién en 405 nm. Este objetivo
proporciona un alto grado de correccién
para la aberracién cromatica axial y lateral
con el fin de adquirir imagenes 2D y 3D
de excelente fiabilidad, precision y analisis

Aprox.
0pm

vertical en el eje

Aberracién cromatica , i
(direccion 2)

de colocalizacién mejorado. El objetivo Aberracién cromatica

también compensa la aberraciéon cromatica lateral fuera de eje

en la regién del infrarrojo cercano de hasta (direccion X-Y) e

850 nm. Aprox. 0,15 pm Aprox. 0,05 pm

Comparacion de aberracién cromética medida por el microscopio FLUOVIEW con una microesfera TetraSpeck.
Cian: excitacion de 405 nm. Magenta: excitacion de 640 nm.

Inmunofluorescencia cuadruple de tejido cerebral

+ Optimizacién de la sensibilidad y resolucién de deteccion.
+ Reduccion de las aberraciones cromaticas mitigadas: idénea para las aplicaciones de inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia cuddruple destinada a mdltiples marcadores celulares y moleculares funcionales proporciona informacién detallada sobre la expresion celular y localizacién subcelular;
esto comprende la relacién codependiente o independiente entre las células funcionales asociadas y las distancias espaciales intracelulares. ViAA1 (Alexa Fluor405, azul), CB1 (Alexa Fluor488, verde),
VIP (Cy3, rojo) y DGLa (Alexa Fluor 647, blanco). Barra de escala: 5 um.

Imagen por cortesfa del Dr. Tomonobu Watanabe, M. D., Departamento de Anatomia, Facultad de Posgrados en Medicina de la Universidad de Hokkaido
Referencia bibliografica: / Neurosci. 11 de marzo de 2015; 35 (10): 4215-28. doi: 10.1523/J]NEUROSCIL.4681-14.2015.



Ahorro de tiempo en el procesamiento de imagenes de recipientes
y placas con fondo de plastico

El tiempo usado para sus experimentos es muy valioso y cada UCPLFLN20XPH

paso adicional requerido para el proceso puede desviarlo de

ha i re - i D.T.(mm) 08-18
sus objetivos de investigacion. Inspeccionar cultivos celulares MAGNIE Sox
usando el procesamiento de imagenes de fluorescencia y GNIF. 0
contraste de fase, ademas de tener confianza en los niveles OFN* 22
de la expresién proteica fluorescente, siempre ha dado lugar a A.N. 0.70
un primer cultivo de tejidos en recipientes con base de plastico . . )

Medio de inmersion Seco

para activar su adherencia y a su transferencia subsecuente
a una camara de vidrio para ejecutar su procesamiento en
imagenes. Mediante el objetivo UCPLFLN20XPH ya puede omitir
este paso de reubicacion celular en camaras de vidrio. El objetivo
UCPLFLN20XPH, que ha sido disefiado para observar imagenes
de tejidos mediante un procesamiento de imagenes con contraste
de fase y con fluorescencia a partir de placas con base de plastico,
mejora drasticamente su flujo de trabajo. Gracias a su alta
apertura numérica (A. N.), las imagenes son claras y uniformes
a través de todo el campo de visual del objetivo, mientras que
el collar de correccién y la larga distancia de trabajo optimizan
las imagenes a través de diversos recipientes de cultivo celular.

* NUmero de campo méximo observable a través del ocular.

Optimizacion del flujo de trabajo para cultivos celulares

+ Agilizacion del flujo de trabajo para la observacion de fluorescencia.
+ Ninguna necesidad de crear subcultivos, que siempre afiaden un paso mas para el tratamiento de las bases.

Cell ' Coating glass-bottomed Culture in glass- Fluorescence
dish for cell adherane bottomed dishes imaging

(Glass-bottomed dish)

Cell Fluorescence
(Plastic dish) imaging

Células madre embrionarias (ES) expresando la proteina GFP-H2B en un recipiente de cultivo celular de 35 mm con base de plastico.

LUCPLFLN20XPH
(A.N)

UCPLFLN20XPH
(A.N)

Imagen de fluorescencia Imagen de contraste de fase

Es posible lograr una observacién de fluorescencia de histonas en nucleos (GFP-H2B) y una observacion de contraste de fase de nucléolos con un alto grado de detalle.

Imagen por cortesia del Dr. Tomonobu Watanabe, Laboratorio de Bioimagen Integral, Centro de Biologfa Cuantitativa de RIKEN
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Aceites de inmersion

Aceite de inmersion de baja autofluorescencia

IMMOIL-F30CC

+ 1/10 es el nivel de autofluorescencia
en comparacion con el aceite
estandar.

+ Bajo olor: ficha de datos de seguridad
(MSDS) disponible
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EvidentScientific.com

Aceite de inmersion en silicona

SIL300CS-30SC

- Indice de refraccion:
n=1,406en 23 °C (73 °F)

+ 30 mL neto
+ Baja autofluorescencia
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Objetivo supercorregido de 60X
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Para seleccionar el objetivo adecuado seguin su aplicacién, use nuestra herramienta Buscador de objetivos:
olympus-lifescience.com/objective-finder

+ EVIDENT CORPORATION es una empresa certificada 1S014001.
Para mas informacion sobre el registro de la certificacién, visite
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