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Esta guia describe la operacion basica del microscopio Olympus BX51WI1 equipado con
el moédulo confocal de disco giratorio (Disk Scanning Unit; DSU) para observacion y
cuantificacién celular en tejido o estructuras marcadas con hasta cuatro fluorocromos
distintos, mediante métodos estereol6gicos.

Este manual pretende iniciar al usuario en los principios basicos del uso del DSU para
fines de conteo estereoldgico, utilizando el “disector dptico”. Sin embargo, es altamente
recomendable que el usuario revise previamente literatura relacionada con la prueba
estereoldgica de su interés. En la unidad se encuentran disponibles articulos generales
de estereologia que pueden ser solicitados. De igual manera, si se requiere informacion
mas precisa que no se incluya en la guia, se podra solicitar asistencia tanto al técnico,
como al Investigador Académico responsable de la Unidad para recibir asesoria
individual.

Contactos:

Responsable Técnico: Miguel Tapia Rodriguez

Cubiculo C003, Planta Baja, Torre C. Sede Circuito Exterior.
Tel. +(52) (55) 5622-9185

mtapia@biomedicas.unam.mx

Responsable Académico: Dra. Angélica Zepeda R.
Cubiculo C211, 2° piso, Torre C. Sede Circuito Exterior.
Tel. +(52) (55)5622-8222 ext. 46811



SOFTWARE

El software Stereolnvestigator controla, -una vez encendidos los instrumentos-, la caja
de mando de la platina motorizada (movimiento en X, Y y Z), las cAmaras delantera y
trasera, el revélver de filtros traseros asi como el médulo DSU del microscopio. El
software Stereolnvestigator NO controla los revélveres ni de objetivos ni de filtros
delanteros por lo que cuando su movimiento sea requerido sera de forma manual.

El software se puede operar empleando el mouse y el teclado de la computadora y
esencialmente se utiliza de la misma manera en la que opera cualquier programa
compatible con el ambiente Windows.

MICROSCOPIO

El microscopio DSU funciona utilizando una lampara de mercurio; cuenta con 2 juegos
de filtros, uno trasero y uno delantero para observar las muestras y tiene la platina y el
revolver trasero motorizados. Ademas, tiene una camara digital a color de alta
resolucion en la parte delantera y una camara CCD de alta velocidad de captura en la
parte trasera. Es importante recalcar en este punto que el médulo DSU funciona
Unicamente con el juego de filtros y camara traseros, por lo que la confocalidad en este
microscopio solo es posible si se utiliza dicha combinacion.

Camara delantera:
MBF CX9000 camara digital a color, resolucién espacial de 1600 (H) x 1200 (V).
Cémara trasera:

Hamamatsu C9100 cadmara EM-CCD, resolucién temporal de 32 frames / seg.,
resolucion espacial de 1024 (H) x 1024 (V).

Filtros Delanteros:

1) Posicion DSU. Permite el paso de la luz filtrada por el revolver de filtros traseros asi
como por el disco giratorio.

2) Filtro U-MWU2 (DAPI)

Pase de banda de excitacion: 330-385 nm
Espejo Dicroico: 400

Emision: 420 nm

3) Filtro U-MGFPHQ (GFP, eGFP)
Pase de banda de excitacion: 460-480 nm
Espejo Dicroico: 485

Emision: 495-540 nm

4) Filtro U-MRFPHQ (Rodamina, Alexa 555)
Pase de banda de excitacion: 535-555 nm
Espejo Dicroico: 565

Emision: 570-625 nm



5) Filtro U-N41008 (Cy5, Alexa 647)
Pase de banda de excitacion: 620-660 nm
Espejo Dicroico: 660

Emision: 700-775 nm

Filtros Traseros:

1) Filtro 31000v2 (DAPI/Hoechst/ AMCA)
Pase de banda de excitacion: 350/50 nm
Espejo Dicroico: 400dclp

Emision: 460/50 nm

2) Filtro 41001 (FITC/Bodipy/Fluo3/DiO)
Pase de banda de excitacion: 480/40 nm
Espejo Dicroico: Q505Ip

Emision: 535/50 nm

3) Filtro 41004 (Texas Red)

Pase de banda de excitacion: 560/55 nm
Espejo Dicroico: Q595Ip

Emision: 645/75 nm

4) Filtro 41008 (Cy5, Alexa 647)

Pase de banda de excitacion: 620/60 nm
Espejo Dicroico: Q660Ip

Emision: 700/75 nm



ENCENDIDO DEL EQUIPO

1. Encender la estacion de trabajo (conformada por el CPU y los dos monitores).

2. Encender el médulo IX2-UCB del microscopio (caja vertical blanca).

3. Encender la caja de control de la platina motorizada Lep (caja vertical gris claro).

4. Encender la camara trasera (Hamamatsu, caja horizontal gris con crema).

5. Encender la lampara de fluorescencia (ubicada encima del médulo 1X2-UCB).

6. Revisar que el revolver de cubos frontales del microscopio esté situado en la posicién
1, que los objetivos de 4X o 10X estén al frente del revdlver y que el shutter de

fluorescencia esté desbloqueado.

En los monitores aparecera la siguiente ventana:

Log On to Windows

Copyright € 1985-2001
Microsoft Corporation

User name: | Administrator |

Passward: | (211111 |

(a4 kj [ Cancel ] [Optiu:uns =

Como “User name” teclear “U. Microscopia” sin acento. Como “Password” teclear
“dsu.123”. Esto permitird el ingreso al sistema operativo, asi como la conexion
automatica a las unidades de red compartidas del Instituto (X para la Sede de Circuito
Escolar; W para la Sede de Circuito Exterior).
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7. Haga doble click en el icono “Stereo Investigator” para iniciar el software que opera
el DSU. Aparecera la siguiente ventana:

Select Profile
"
WI ENCE

Group:

Profile:

(0]4

Unidad de Microscopia

b

W

Zonfocal Back Camera
Front Camera

| l ExIE ]

‘

Mew Profile

Delete Profile

Help

II@1

8. Seleccionar como Profile “Confocal Back Camera” y luego dar click en “OK”. Esta
accion abrira la ventana principal del programa.
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9. En el menu “Probes” seleccionar “Optical Fractionator Workflow” para el caso de
que se necesite contar células; “Space Balls Workflow” para el caso de que se necesite
contar longitud de procesos citoplasmaticos; “Physical Fractionator Workflow” para el
caso de que se necesite contar estructuras en cortes adyacentes menores a 20 micras de
grosor, o “Connectivity Assay Workflow” para el caso de que se necesite contar
estructuras alveolares. En la presente guia se utilizara como ejemplo el “Optical
Fractionator Workflow”.

Enseguida aparecera esta ventana:

Optical Fractionator Workflow @

Wyhat would you like to do?
£

Ise this option to skart a new Optical Fractionator probe,

{7 Load subject data From existing File

Datka File:

IJse this option to load Optical Fractionakar prabes currently
stored in a data file. The swstem will be automatically
configured with sampling parameters From the last Optical
Fractionator probe run performed.

10. Si se trata de un nuevo estudio, seleccionar “Start a new subject”; si hay sesiones
previas con datos almacenados en el programa, seleccionar “Load subject data from
existing file”. En la presente guia se utilizara como ejemplo la primera opcién.
Enseguida aparecera la siguiente ventana; es el paso 1 del Workflow:



Optical Fractionator Workflow x|

* Indicate the Areas Used for Counting
1. Set up the Subject
2. Set Microzcope to Low Magnification
3. Trace your Region[z) of |nterest
4. Set Microzcope to High Magnification
¥ Define Probe Configuration
5. Measure Mounted Thickness
E. Define the Counting Frame Size
7. Define SRS Grid Layout
8. Define Dizector Options
9. Save Sampling Parameters
* Perform Counting
10. Count Objects
11. View the Sampling Rezultz

¢
Subject Infarmation
Your hame:
Subject:
Motes:

Uze Saved Sampling Parameters

IIse an existing sampling configuration? () Yes (3 Na

Enter Serial Section Information

Mote: [F youw are unzure about the number of sections
to count, leave it at the default value of 1. Additional
gectiohs can be added at Step 11.

# of Sections to Count: 1
Section's Cut Thickness: 0.a0 Jm
Section Evaluation [nterval: |1
Starting Section Mumber: 1

Randomize

ZMalue of First Section; 0.0 pm

< 3

< 2

~Noobk~hw

Una vez llenados todos los campos,
hacer click en “Next Step”

1 Llenar estos campos
apropiadamente

Escoger “No” si es un estudio
completamente nuevo y no se han
almacenado configuraciones con
anterioridad

Numero de cortes a contar.

Grosor del corte al cual se proceso el tejido.
Intervalo al cual sera definido el conteo.
Escoger “Randomize” de preferencia.

Este valor se establece cominmente de acuerdo con
el nimero de corte en el que se iniciara el conteo



11. El siguiente paso es escoger una magnificacion dptica que nos permita trazar el
contorno de la region de interés. Cominmente se recomienda usar 10X pero si la
fluorescencia es lo suficientemente fuerte se podra realizar el trazo a 4X, lo cual
significa un trazado de los contornos mas rapido, pero menos preciso. En este punto si
no se encuentra activada, activar la opcion de “Live Image”. En el microscopio, cambiar
manualmente los objetivos a 4X o0 a 10X, segln se seleccion6 en el software.

“Live Image” activado sl =

i & T T

F [ Prevstep | | mextstep | (7] h 2 Dar click en “Next Step”

Adjuzst Microscope ta Trace Regionlz)

Switch to a magnification where you can easily
delinzate pour region(z] af interest.

Last Uzed Low kag Lens:

Select Low Mag Lens: [ 100 1.4 MA b

10 0.3 MNa,
Recommended Approach I 05 M
40115 MNa
B 1.2 M
100+ 1.4 Na

A Typically, we recommend
which you can view a su
reqgion(z] of interest.

B.If it iz difficult to distinguizh the edge of vour reqion|z)
of interest at low magnification, you may need to uze
a higher magnification.

< 1

Seleccionar el aumento més apropiado
para el trazado de los contornos de interés

En el monitor se debe comenzar a observar la muestra; para obtener una imagen nitida
de la misma, ir al “Device Command Sequence” y escoger algin canal que nos de
resolucion de la estructura completa, por ejemplo “Dapi™ si es que esta presente en la
muestra 0 alguna otra tincion fluorescente otro de gran brillantez y que defina

claramente los contornos de la region a estudiar:

Alexa 483 (Spinning Disk. | Gre |+
Drapi
Drapi (3pinning Disk)

Alexa 647 (Spinning Disk, | Far Red
Rhodamine

Rhodarmine {Spinning Disk)
Spinning Disk.
brightFfield
close 'shutter'

Seleccionar Dapi o equivalente
(sin Sninnina disk)



Si hay que hacer ajuste de imagen, utilizar las herramientas del “Tool Panel 1”

Tool Panel 1

Image Acquisition

Image Acquisition @
Top of stack; <Mok set>

Bokbann of skack: <hok sekx=

Distance bebween images: | = i

[Options. " ] I Live Image I

Multichannel acquire Acquire Single Image

Camera Jettings

Expasure @
- 3
341,880 |ms [ automatic: | 70 2] %
Sensitiviky

o & 3
Offset

o] (=] 3
Other

Binning; |1 Ii]

Multichannel Contral

Blue: | Dapi (Spinning Disk)
Green: | 488 (Spinning Disk | G

Red: |a 594 {(Spinning Disk [ F

Far Red:
Five: brightField
Shutter OFf:

Remember Yideo Settings

‘Wideo Histagram
Yideo Histogram @
[ lip Detect

¥ o Gamma: | 1.00 2\ | 16383

[ Def ault ] [Optimize ]

Este panel es (til si se requiere capturar
imagen de alguna region de interés; con
la opcion de realizar una captura sobre el
eje Z.

En este panel se pueden ajustar de manera
manual los parametros de exposicion y de
sensibilidad de la camara. No se
recomienda que se deje que la camara
detecte de manera automatica el nivel de
exposicion.

Esta es como la ventana del “Device
Command Sequence, pero exclusiva para
el Spinning Disk. Se puede seleccionar
cualquier fluoréforo de la lista y el
revolver trasero de cubos de fluorescencia
se movera automaticamente a dicho
fluoréforo. “Close shutter” impediréa el
paso de la fluorescencia al espécimen.

Para la mayoria de los casos,
“Optimize” ajusta de manera
automatica el histograma de video a
niveles aceptables; si se requiere una
mayor definicion se puede utilizar la
opcién de “Clip Detect” para realizar
el ajuste de imagen de modo manual.



12. El siguiente paso es seleccionar los contornos a utilizar. Diversos contornos pueden
ser trazados con lineas de diferente color para delimitar regiones distintas. De manera
opcional, en las barras de herramientas del programa se pueden escoger diferentes lineas
durante el trazado de los contornos.

'ﬁ [ Prew Step ] [ Mexk Step ]

Senial Section

Woorking orn: | Section 2

AddNew Section | | Edit Section |

Trace vour Region(z] of Interest on the Current Slide

Select contaour:

&, Usze the left
around your

B when finizh
Cloge Caonto
conbour or i
zelect Cloze]

C. Repeat steg
interest in th

Tracing Optionz
[ Mave the stag
outzide dazhe

Tracing Methods:

9 h 2 Una vez finalizado el trazado,

IJzer Line 1 A

IJzer Line 1
IJzer Line 2
IJzer Line 3
IJzer Line 4
JzerLine &
IJzerLine B
IlzerLine 7
IJzer Line 8
IJzer Line 9
IJzer Line 10
IJzer Line 11
[Jzer Line 12
IJzer Line 13
IJzerLine 14
Idzer Line 15
IJzer Line 16
IJzer Line 17

dar click en “Next Step”

Seleccionar 1 linea para comenzar a
trazar. Una vez terminado el trazo del
contorno deseado, dar click derecho sobre
el mismo y seleccionar la opcién “Close
contour”. De ser necesario, seleccionar
otra linea y repetir el procedimiento hasta
tener trazadas todas las regiones de
interés.
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Ejemplo de 2 contornos trazados en un corte de bulbo olfatorio, en turquesa el contorno
exterior del mismo y en amarillo una region de interés.

13. El siguiente paso es seleccionar una magnificacion conveniente para detectar las
células a contar. Normalmente los aumentos de 60X y 100X nos dan la resolucion
necesaria para detectar los limites precisos de las células a contar. En el microscopio,
cambiar manualmente los objetivos a 60X 0 a 100X, segun se selecciono en el software.

Una vez seleccionado, dar

% [ Prevstep | [ MextStep | @ 2 (jicken “Next Step”

Adjuzt Microzcope for Counting

Set your microscope to a magnification that is
appropriate for counting cells.

Last Uzed High Mag Lens:
Select High Mag Lenz: | 4 13 M, w
4 13 HA
10 0.3 M
204 0B M, .
A< 1.15 Ha, Seleccionar 1 aumento

conveniente para el conteo

celular, normalmente 60X o
100X




14. El siguiente paso es determinar la forma en que se medira el grosor del corte. Esta
cuestion es importante para la determinacion del volumen de la estructura y del conteo
del nimero celular.

Una vez seleccionadas, dar
2 [ prevstep | | Mextstep | (9] h 2 click en “Next Step”

Refocuz o top of zection at each grid site
Chooze Your Method(z) Far Meazuning

Meazure the mounted thickness while counting
M anually enter the average mounted thickneszs

[] Measure mounted thickness before counting } 1 Seleccionar las opciones sugeridasl

Meazure Mounted Thickness While Counting

teazure mounted thickness at zampling sites

Evaluation Interval: meazue every |1 zite(z].

t anual Adjustrnent [0 phional]

If wou are abzolutely confident that pou know what the
average mounted thickness of your tissue iz, you may
enter it, rather than taking individual measurements.

Average Mounted Thickness: L

15. El siguiente paso es determinar el tamafio del cuadro de conteo. El tamafio del
mismo dependerd de la densidad celular de la muestra (mayor nimero de células a
contar = menor tamafio de cuadro de conteo). El tamafio m&ximo del cuadro de conteo
estara delimitado por la resolucién de la camara.

$ [ Prevstep | | mextStep | 9 h 2 Una vez seleccionadas las

: _ opciones, dar click en “Next Step”
Counting Frame Dizplay

Force the counting frame to be square

[]5nap ta increments of (1 | micron(s)

De manera préactica, un cuadro de 50x50 es
eficiente para una primera aproximacion

w: |50 prn e |80 Hr h 1 para conteo. Si se encuentran o se desean
otros valores, dar click en “Display
Changes” para observar los cambios en

OR pantalla.

Graphically adjuzt the counting frame by dragaging
the comers or edges to the desired size.

Counting Frame Size

Dizplay Changes l

Change the pozition of the counting frame by
placing the curzor in the center and dragging the
MoLIgE,

IUndo My Changes
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16. El siguiente paso es determinar el tamafio de la “malla de conteo”. Como en el paso
anterior, el tamafio de la malla también dependera de la densidad celular de la muestra
(mayor namero de células de interés en el tejido = mayor espaciamiento de la malla de
conteo) pero ademas dependera del nimero de cortes a evaluar (mayor numero de cortes
a contar = mayor espaciamiento de la malla de conteo). Es importante recalcar que este
paso y el anterior son determinantes para alcanzar un coeficiente de confianza
(coeficiente de Gundersen) adecuado que valide el conteo realizado en la muestra
completa. En este ejemplo se definié la malla en 200x200; notese el espaciamiento de
los cuadros de conteo en el trazo del corte.

17. El siguiente paso es determinar la altura del disector Optico. La altura del mismo
dependerad del grosor final que presenten los cortes histoldgicos. Normalmente, se
recomienda que la altura del disector Optico sea de al menos 25um, con las zonas de
guarda de 5 um arriba y abajo del mismo.



Una vez completados todos los

2 [ Prevstep | [ Mextstep | Q h 4 campos requeridos, dar click en
“Next Step”
Optical Digector Settings
Enter the Guard £one Heights as Percentages { 1 Seleccionar las OpCiOﬂES sugeridas.
Enter top guard zone and dizector height. A
Top of Section
J_T‘*P Guard Zone Height |5.00 | % Ingresar los datos de la altura del
2 disector dptico asi como del
Optical Disector Height |25.00 |pm porcentaje de la zona de guarda.
Bottom Guard Zone
Bottom of Section

Focus Method

(%) Marual Facus h 3 Seleccionar “Manual Focus”

{3 Automatic Focus [Scanning upwards)
3 Automatic Focus [Scanning downwards)

18. La siguiente opcion se refiere a crear un archivo dentro del programa con los
parametros seleccionados para realizar el conteo. Es importante hacer notar que todos
los cortes que sean cuantificados de una estructura dada deben serlo con los mismos
parametros, y que el archivo creado puede ser invocado en sesiones subsecuentes.

Una vez completados,
o iccanliiicis ol 9 €= 3 hacer click en “Next Step”

Sampling Parameter Set

The Sampling Parameter Set allows pau ta stare the
current configuration for future uze.

FEDIEF Llenar estos campos

Comment: apropiadamente
ave your Current Settings | h 2 Dar click para que se quarde el archivo

Current Sampling Parameter Settings

Farameter W alue

Low Mag Lens 45 T3 M

High Mag Lenz 100 1.4 HA

Caounting Frame 5000 pr

Counting Frame 50,00 pm

Grid Size = 200.00 pm

Grid Size ™ 200.00 pm

Grid Rotation 0.00 deagrees

Desired Sites 1

Section Cut Thickness 45,00 pm

GuardZone Type Percentage

Top Guard £one Percent 005 %

Dizector Height 25.00 prn

Focuzing Method h anual Focus

Refocuz at each site true



18. El siguiente paso define la region que se va a contar y los parametros de conteo
(previamente guardados) que seran utilizados. Si se ha trazado mas de una region por
corte histologico, primero se debe contar una regién y las demads de manera

subsecuente.

Alexa 483 (Spinning Disk, | Gre |+

Dapi
Drapi (3pinning Disk)
Alexa 483 (Green
Alex ‘Spinning Disk, [ Green)
Alexa 594 (Red)

Alexa 594 (Spinning Disk, | Red)
Alexa 647 (Far Red)
Alexa 647 (Spinning Disk, | Far Red
Fhodamine

Rhodamine (Spinning Disk)
Spinning Disk.
brightfield
close 'shutker’

b | Prevstep | | mextstep | (9]

Regions af Interest

Select the contour that pou wizh to gtart vour count,
Right-click on the tree contral for more options.

= Section 1

] oE

=3 Section 4

=4 Section 7

=3 Section 10

=3 Section 13

=2 Section 16

Section 19

=% Section 22

=i Section 25 "

Funning Dptionz

—2

En “Device Command Sequence” o en
el “Tool Panel 17, seleccionar uno de
los dos canales a contar; si es para
colocalizacion SIEMPRE usar las
opciones marcadas con “Spinning
Disk”. En este ejemplo se utilizan los
fluoroforos Alexa 488 y Alexa 594. En
la pantalla se mostrara la region
seleccionada en el canal seleccionado.

Seleccionar la region de interés
ate sera sometida a conten

Seleccionar el archivo que posee los
parametros de conteo previamente

Count By: | starting a new probe w / guardadOS-

Hacer click en el botén de
Click to start counting => (L h 4 “Play” para comenzar a contar

- - —— Start Counting
Beqgin Mext Section ][ |"v& Finizhed Caurmng
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o 4 Tace your Fingonds) of Interest

‘St Miciancope b High Magniicstion

* Dalne Probe Confguration

# 5 Meavune Mourked Th

W 6 Defrmd
" 7 Deine SRS Gd Layout

# B Dfine Disectol Dgticns

W 8 Sive Siaemplng Pacarmsters

= Perloam Counting

10 Court Objucts

1. View the S amglng Fiezults

[Cerev stap tet 2o | [+]
You are working on: Site 1 of 9
Hamgmer: (_fagisl i i
Sielect Maskers foe Countng
Use Marker Marke 1 -

] Enabke smidches riouse buston b placing madsr

O Marker 2

EAAFHBL 4240000 QECOVODH W+ WA P O T D dB KO
“

Focus Top OF Section

ey Focus athe tep A1)
] A of the sechon

@ arvd then ook DK,

& Chek 10 move I

% LI Y]
+

L

*

-]

[

(09,96, 563,95, 0.05) 0,08 Clck 1o place & Marker | marker. Ste1of 9 Depth Fier Off Shiowe Cusgnostics i 15 e

Monitor 1

5] Remenices Video Settings

Sehp.

Monitor 2. En la ventana “MacroView” se muestra en un recuadro blanco la regidn que se esta contando.



19. Para cada uno de los sitios de conteo, aparecera una ventana como la que se muestra
abajo. Esta herramienta le sirve al programa para determinar el grosor real del sitio que
se pretende evaluar. Utilizando la perilla derecha del joystick (que controla al
micrométrico de la platina motorizada) colocarse en el borde superior del corte para
marcar el inicio del mismo. En la ventana de la herramienta Z una barra blanca
horizontal comenzara a desplazarse hacia un valor determinado. Una vez hecho esto, dar
click en “OK”. La barra horizontal blanca de la herramienta Z se colocara en “0”.

Nota: el programa no permite ninguna accion hasta que se sefiale el grosor del sitio en
cuestion.

Focus Top Of Section
Focusz at the top @
of the section
and then click OF.

Click to move to
J nest sampling zite.

l Una vez localizado el inicio
del corte, dar click en “OK”

20. Inmediatamente aparecera la ventana de “Focus Bottom of Section”. Utilizando otra
vez la perilla derecha del joystick, colocarse ahora en el borde inferior del corte para
indicar el final del mismo. En la ventana de la herramienta Z la barra blanca horizontal
comenzara a desplazarse hacia un valor positivo. Una vez hecho esto, dar click en
“OK?”. El microscopio volvera automaticamente al valor dado de inicio del corte.

Nota: Si el movimiento en Z excede el tamafio dado del disector optico, los colores
verde y rojo del cuadro de conteo se tornaran de color amarillo.

Focus Bottom OF Section

Focus at the battarn @
of the gection and

then click OF.

[ Do Mat Measure ]

[ Reset Top OF Section ]

[] Rough Measurement
[ K ]

Una vez localizado el final
del corte, dar click en “OK”




21. A continuacion se debe seleccionar un “marcador” para colocar en el sitio preciso
donde se encuentre una célula de interés. Un marcador puede simbolizar una marca
sencilla o una colocalizacion de acuerdo a su eleccidn. Se sugiere utilizar marcadores de
buena visibilidad en pantalla, tales como los marcadores “Marker 2” al “9”.

“ou are working on: Site 1 of 9

M avigation: L@/ [ : %

Select Markers for Counting

Use Marker | b arker 2 w

[ ] Enable mi ~ harker 1 ~
harker 2

harker 3
M arker 4 Seleccionar un
mar::er g marcador para cada
SIet ¥ uno de los tipos
Marker 7 . ,
celulares de interés o

Marker 8 . .
Marker 3 colocalizaciones

Marker 10
Marker 11
Marker 12
harker 13

]

AFr®+SF oA+ X

Una vez seleccionado un marcador, se le puede asignar un nombre haciendo click en
“Edit Marker Names”.

"q.’ [ Prew Step ] [ Mext Step ] @

“ou are working on: Site 1 of 9

M avigation: Lﬂd [ : %

Select Markers for Counting

Usge Marker; |2 Marker 2 w

[] Enable middle mouse buttan for placing markers

() Marker 2

Edit Marker Mames h Click para cambiar nombre de marcador



22. A continuacion, comenzar a buscar por las células de interés dentro del cuadro de
conteo:

= sieren Ilwutl-ntor - Brdu .prmr.l pruﬁ
{de [k prebes prwve [ock Acquemion [mage Dntions Ll
1B EER, B - ok ANs - ARARRYe. @isenE. |lodas
H . =) i & g w6 %] 5 A= 1 W e L e e L

D | Stokn:

* Indhcate the Areas Used fo Counting
1. Sl wp lhe Sulgect
" 2 SetMicioscope 1o Low Magnficstion
w7 3 Tuncn yous Fergionds)] ol Entereat
% 4 Sel Muroscopes b High Magrdsaton

#D0D<> + X0

= Drfine Prabe Configuration
o B Measias Moureed Thickness
" . Dietim the Couring Frame Sics
W 7, Define SRS Gid Layeut
& 8 Defnn Deeci (phions
" 3 Save S aplny Faismeten
= Perdoam Counting
12" 10 Court Dbncs

11 Vimw lhe Samplng Reads

3 [Previep | [ Nensien | ]

You are working on: Sile 1 ol 8
newior: () (L (B2
Select Maskers for Counting
Use Make: > Make 3 v

(] E s mickbn mass bushoe o plicing vk

0 Mowlees 7

HEC+ 3448000 EOBISO R+ WA @O

Fell Miwkm Nosnms

L& & oot

COEF+FO@ )

(B09.E1, 64 11, 30,05} 0.08 ok s e Mk 3 mirkoe. L= 51 fym Deplts File €41 Sl Digenrstics =i 19 ]

Comenzar a buscar por las células de interés desde el inicio del corte hasta el final
del mismo, utilizando el control del micrométrico disponible en el joystick. Un
criterio importante para realizar el conteo es definir si se tomaran en cuenta las
células que “toquen” el borde superior o las que “toquen” el borde inferior del
corte; este criterio debe ser definido antes de comenzar a contar y debe permanecer
a lo largo de todos los cortes a contar. El cuadro de conteo tiene una parte roja 'y
una parte verde (ver imagen). Si la célula esta dentro del cuadro de conteo o toca
las lineas verdes, se toma en cuenta la célulay se le coloca un “marcador”. Si la
célula esta fuera del cuadro de conteo o toca las lineas rojas, es excluida del conteo
y no se le coloca ningin marcador. Cuando el micrométrico excede los limites en
Z del cuadro de conteo, éste se torna amarillo y es indicativo de que ya no se
pueden “marcar” células aunque las hubiere. Lo anterior aplica para el caso de
estar contando células marcadas para un solo fluoréforo; si se estan buscando
células con colocalizacion de dos 0 mas marcas, primero buscar las células en un
canal (p.e. en el canal verde “Alexa 488 Spinning Disk / Green”) y posteriormente
buscarlas en el canal subsecuente (p.e. en el canal rojo “Alexa 594 Spinning Disk /
Red”). El cambio de filtros se realiza desde el “Device Command Sequence” como
se muestra en la siguiente figura:



RS F S,
E = Alexa 488 (Spinning Disk, [ Gre W

Dapi

Dapi {Spinning Disk)

Alexa 483 (Green)

Alexa 483 (Spinning Disk, | Green)

647
Alexa 647 (Spinning Disk, | Far Red
Rhodarmine

Rhodamine (Spinning Disk)
B S pinning Disk:,
brightField
close ‘shukter!

Los filtros pueden ser cambiados desde el “Device Command Manager” las veces que
sean necesarias para confirmar las colocalizaciones. Si las células que presentan
colocalizacién cumplen con los lineamientos estereoldgicos descritos anteriormente, se
les coloca un “marcador”.

™ Sieren Investigator - BrdU primera prueba
fle (dt Erobes Move Inok Acqustion [mege Options Meip
) & g | = e oan - BRLOARFPERES . B

i} i . 1B MED S aE

Daicn v Rate:

o Indicate the Areas Used los Cousting
1. Setup the Sublect

o 2 St Microncope to Low Magndcation

W 3 Trace yons Flegors) of Inirvnsl

o 4 Sl Micscopn s High Magradication

Og<e

* Define Probe Configuistion

i Macun Minrded Thckrmss

W B Defrm e Diphiony
W 9 Save Samgleg Ponsseines
* Parfoom Counting
< 10 Courd Objucts
11, Viers the S anghng Reida

F ] Frovep | [(Nedien | 9
You are working on: Site 1 of §

Navgaters s i i

s N : Si se localiza una célula
s et de interés dentro del
: cuadro de conteo, se

coloca un “marcador”

dando click izquierdo
sobre dicha célula

CO#E+Fref | |63 HUPL+2458000000000CTHEImaroH

(530,16, 530,59, -39.05) 0.08 ekt place 8 Marber 3 marker 1= 5] B Doepith Fiter CFF e Chagnastics 519 i




Una vez escaneado completamente el sitio se procede con el siguiente:

Y'ou are working on: Site 1 Dar click en este icono
Mavigation: | ﬁ ( i * para ir al siguiente sitio
de conteo

Se desplegara el siguiente sitio para realizar el conteo. Repetir el paso 22 hasta culminar
todos los sitios para el corte en cuestion.

23. Una vez contados todos los sitios, aparecera el siguiente mensaje:

Stereo’ Investigator

L] E all of the sampling sites have been visited, se the probe run button to wview resulks,
L

Cuando se dé click en “OK” aparecera que la “Probe Run XXXX” esta completa. Si se
desea, puede continuar el conteo en la seccidn siguiente dando click en “Begin Next
Section” Cabe mencionar que el muestreo de un solo corte no es suficiente para
desplegar resultados confiables del conteo estereolégico.

Fegions af [nterest

Select the contour that you wish to start your count.
Right-click on the tree caontral for mare options.

= Section 1 »

] OB

N 0 h Prueba completa en el corte 1
=i Section 4

=3 Section 7 -3
=3 Section 10
Section 13
=3 Section 16
=2 Section 19

=3 Section 22 P

Running Dptions

Count By: | gtarting a hew probe hd |

Sampling: | Tutarial |

Click to start counting =2 L_&_J

[ Begin Mesxt Section ] [ |"ve Finizhed Counting ]

* [Shaw Advanced Features]

Dar click aqui para
proceder al trazado
del siguiente corte




24. Si no existen trazos previos de los cortes subsecuentes, aparecera el siguiente
mensaje:

' ou have not traced any contours For this section.
] You will be redirected back to the tracing step so that vou can outling your region of interest,

Automaticamente el programa redirigira al usuario al paso 2 del Workflow (paso 11 de
la presente guia):

-4 [ Prevstep | | mextstep | 9

Adjuzt Microscope to Trace Region(z)

Switch o a magnification where you can easily
delineate vour region(z] of interest.

Lazt Used Low Mag Lens:
Select Lo Mag Lens: [ 100 1.4 M, V.

10 0.3 MNA
Recommended Approach B2 05 M
d 40115 MNA
B 1.2 M
100 1.4 Na

A Typically, we recommen
which you can view a su
reqgion(z] of interest.

B. If it iz difficult to distinguish the edge of pour region(z]
of interest at low magnification, you may need to uze
a higher magnification.

Repetir los pasos hasta completar los trazos y los conteos en todos los cortes
seleccionados. Afortunadamente, los pasos 5, 6, 7, 8 y 9 del Workflow (pasos 14 al 18
de la presente guia) son omitidos en los cortes subsecuentes. Solo hay que tener cuidado

de estar posicionados en la region de interés correcta y de seleccionar el archivo con los
pardmetros de muestreo correctos.

. . Revisar que el archivo que posee los
Funning Dptions , .

: 1 parametros de conteo previamente
Count By: | starting a new probe v / guardados sea el correcto.
Sampling: | Tutorial

' Hacer click en el boton de
Click to start counting =» Li; h 2

“Play” para comenzar a contar

Beqin Mesxt Section ] [ I've Finizhed Counting ]




25. una vez concluidos los conteos de todos los cortes seleccionados de la muestra
bioldgica de interés, dar click en “I’ve Finished Counting”

Running Options

Count By | starting & new probe hi

Sampling: | Tutorial

Click to start counting => L_E J
Begin Mext Section ] I |"ve Finizhed Counting ‘h Click aqui

Apareceré la ventana siguiente:

* Perform Counting
% 10. Count Dbjects
'i;;?’ 11. ¥iew the Sampling Results

P ?

Sampling Rezultz [Quick View)

The quick wiew offers automatic selection of the
completed runs bazed on the parameters used faor

the: probe run, Seleccionar el archivo con el que se
realiz6 el muestreo (si se muestre6 con
Probe Runs maés de un archivo, los resultados se

Tutarial _ 1 mostraran segregados, por lo que

resulta importante muestrear todos los
cortes con la misma prueba).

Wiew Fesulkz I m 2 Dar click en “VView Reaqliltg”

Sampling Results [Advanced)

If you wish to view the results of all probes, use
the Dizplay Probe Run List ta individually select
the probes.

Dizplay Probe Fun List




26. Aparecera la ventana siguiente:

section Perodicity 1

Section Penodicity |41

Syztematic zampling involves uging

l (]4 I[ Cancel ]

only every n'th zenal section. Enter
the zampling interval [the value of n).

Dar click en “OK” si la periodicidad permanecidé sin cambios a lo largo de todo el
conteo (que es lo mas usual).

27. Se desplegara una ventana de resultados como la siguiente:

( Sampling Hesults

=

2|

[

=@ P arameters Categorny Rezult
Murnber ' sighted Details [rata File Mame CADocuments and Settingz'Meurolucidatidy Do
w TH Date And Time
Counts By Site Region AL
= CE Gundersen Sampling Parameter Set AL OB 45 micraz [malla 3)
- - Mumber Of Sampling Sites 207
Y, Detail
Bt Courting Frame Area (<) (] 300,000
CE Scheaffer ; -
) Digector Height (] [um) [0
CE CruzOrive Disector Valume [<YZ) [unt] F1500.0
CE Sehmitz-Hof Guard Zone Dizgtance [pm) oo
= Z Depth Histograrm Shape Factor 8.56
Hiztagram Detailz Counting Frame “width [=] [um] 300
= Plarirmetry Counting Frame Height [v] (pm) 30.0
: - Sampling Grid (] [pnm) 11nn
Y Detail
s o B S ampling Grid (Y] () 110.0
SRS EISEL 5 ampling Grid Area (] [un?) 12100.0
Section Thickness [um) 430
tean Meazured Section Thickness [pm] 46.8
tean Meazured Section Thickness with Counts [pm) 46.7
MHumber weighted Mean Section Thickness [pum) 466
Section Evaluation [nteral 3 000000
Ttean thickness of mounted lizsue
0 B
[ Print Dizplayed Results ] [ Copy Dizplaved Results Tao Clipboard ] [ E quations ] I Cloze I
Frint All Fesults ] [ Copy All Besults To Clipboard ] [ E dit Mounted Thickness ] [ Export to Excel ]

En la pestafia “Parameters” se despliegan los parametros generales con los cuales fue
realizado el conteo estereologico.



( Sampling Results

[=- Parameters Cateqgary Result
Mumber Weighted Detalls Optical Fractionator Population E stimates
=2
Counts By Site Estimated Population using User Defined Section Thickness 34735
= CE Gunderzen 3 o TR 4 e o
Wari Detail stimates using Section Thickness Measured at Counting Sites
CE S;I::;fcf:r i E stimated Population uzing Mean Section Thickness 37863
i E stimated Population using Mean Section Thickneszs [only using Sites with Counts) 37802
CE Cruz-Drive Estimated Population using Nurmber Weighted Section Thickness ATEE3
CE Schmitz-Haf
= Z Depth Histogram Total Markers Counted |
Hiztogram D etails
=) Planimetry
Wariance Details
Section Order
[ Print Dizplayed Results ] [ Copy Dizplayed Rezults Ta Clipboard ] [ E quationz ] I Close I
[ Frint All B esultz ] [ Copy All Besults To Clipboard ] [ Edit Mounted Thickness l [ Export bo Excel l [ Help ]

En las pestafias de marcadores se despliegan los estimados estereoldgicos de la (S)
poblacién (es) celular (es) de interés. Normalmente el nimero que se reporta es el de
“Estimated Population using Mean Section Thickness”. Esta pestafia también despliega
el nimero total de marcadores utilizados. Sin embargo, se requiere de un coeficiente de
confianza para las estimaciones de nimero, el cual es desplegado en la pestafia de CE

Gundersen:

( Sampling Results
[=)- Parameters Gundersen Categary Reszult
Mumber Wweighted Details Yaniance Due To Noise 234.00
= e TH Yariance af Systematic Randam S ampling, m=0 AR 75
Counts By Site Yariance of Syztematic Random S ampling, m=1 2024
. Total Variance, m=0 4075
Tatal 'V ariance, m=1 25934
CE Scheafier Eoefﬁcient aof Error [Gundersen], m=0 01z
i Coefficient of Ermor [Gunderzen). m=1 0.07
CE Cruz-Orive
CE Schrmitz-Haf
= £ Depth Histogram
Hiztogram Details
(=) Planirmetry
Wanance Details
Section Order
l Print Dizplayed Besults ] l Copy Dizplaged Resultz To Cliphoard ] l E quatiohz ] l Claze I
[ Frint &ll Resuls ] [ Copyp All Results To Clipboard l [ E dit Mounted Thicknessz l [ Esport to Excel l




De acuerdo con la literatura, un coeficiente de Error (Gundersen) menor a 0.10 es
indicativo de un conteo confiable. El software despliega dos coeficientes, uno de m=0y
otro de m=1. El coeficiente de confianza que normalmente se utiliza para estructuras

bioldgicas es el de m=1.

( Sampling Results

=) Parameters Category Result
Mumber Weighted Details Measured Yalume (] * 781234000,
= wTH
Counts By Site Total Area [ 1928970,
= CE Gundersen Section Cut Thickness [pm) 45.0
Variance Details Height Per Section [pm] ! 405.0
o Area Sectian 4 [unt] 217766,
LE Cruz Orive Area Section 13 [ur?) 27071,
CE Schmitz-Hof Area Section 22 [une] amz10.
(= Z Depth Histograrn Area Section 31 (unE) 366240,
Hiztagram Details Area Section 40 [pnf) 384436,
=8 Flanimetry Area Section 49 [urf) 330053,
Wari Detail
g Variance of Systematic Random Sampling 16132663440.00
& E44546953216.0
B B40655452160.0
C 4225729822720
E stimated Coefficient of Emar 0.ov
! Section cut thickness iz alzo khown az the block advance
[ Print Dizplayed B ezultz ] [ Copy Digplayed Results To Clipboard ] [ Equations l i Cloze l
[ Print All B esults ] [ Copy &l Results To Clipboard ] l Edit Section Cut Thickness ] [ Export to Excel ]

X

Finalmente, en la pestafia de “Planimetry” se despliegan estimados de area y volumen
de la estructura completa. También despliega las areas de los cortes individuales, asi
como el coeficiente estimado de error, el cual si es menor a 0.10 valida la medicién de

estos parametros.



