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Esta guia describe la operacion basica del microscopio Olympus BX51WI1 equipado con
el modulo confocal de disco giratorio (Disk Scanning Unit; DSU) para la estimacién de
area y volumen de tejido o estructuras marcadas con hasta cuatro fluorocromos
distintos, mediante el método estereoldgico del Estimador de Cavalieri.

Este manual pretende iniciar al usuario en los principios basicos del uso del DSU para
realizar dicha estimacion. Sin embargo, es altamente recomendable que el usuario revise
previamente literatura relacionada con el Estimador o Prueba de Cavalieri. En la Unidad
se encuentran disponibles articulos generales de estereologia que pueden ser solicitados.
De igual manera, si se requiere informacidén mas precisa que no se incluya en la guia, se
podra solicitar asistencia al responsable de la Unidad para recibir asesoria individual.

Contacto:
Responsable: Miguel Tapia Rodriguez
Cubiculo C003, Planta Baja, Torre C. Sede Circuito Exterior.

Tel. +(52) (55) 5622-9185
mtapia@biomedicas.unam.mx

MicroBrightField, el logo de MicroBrightField, Stereo Investigator, Virtual Slice y
MBF CX9000 son marcas registradas de MicroBrightField Inc.

Olympus es marca registrada de Olympus Corporation.

Hamamatsu es marca registrada de Hamamatsu Photonics K.K.

Microsoft, Windows, el logo de Windows XP y los elementos GUI del sistema
operativo Windows XP son marcas registradas y/o propiedad de Microsoft Corporation.

Todas las marcas son utilizadas en la presente guia con fines educativos y sin ningan fin
comercial.



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 HBO100 W/2;
cuenta con 2 juegos de filtros, uno trasero y uno delantero para observar las muestras y
tiene la platina y el revélver 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.

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

Hamamatsu C9100 cédmara EM-CCD, resolucion 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 revélver y que el shutter de
fluorescencia esté desbloqueado, en el caso de manejar muestras marcadas con

fluorescencia.

En los monitores aparecera la siguiente ventana:

Log On to Windows

Copyright £} 1985-2001
Microsoft Corporation

User narme: | Adrministrakor |

Password: | LLLLLL L |

(a4 kj [ Cancel ] [Optiu:uns =

Como “User name”, teclear “Unidad”. 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). Si no se realizara la conexion, favor de informar al
responsable técnico para que solucione el problema.
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7. Haga doble click en el icono “Stereo Investigator” para iniciar el software que opera
el DSU. Aparecerd la siguiente ventana (Select Profile):

Select Profile

'?bf Group: |Unidad de Microscopia Mew Profile
WI gnge  Profie: w Celete Prafile

Zonfocal Back Camera

Front Camera
(a4 | l ExiE ] 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 “Tools” revisar que “Serial Section Manager” esté activado. Si no lo est4,
dar click izquierdo para activarlo. En el Monitor 2, en la ventana de “Serial Section
Manager” dar click izquierdo en el icono inferior (“New Section”) como se muestra a
continuacion:

Section £

[ew Section |_

-
—
q‘ =

Serial Section Manager *

Section Mame

10. Esto abrird una nueva ventana de menu (Serial Section Setup):

Serial Section Setup 1

Indicarle al software (1)
el nimero de cortes que
seran utilizados para
realizar la prueba, (2) la
periodicidad de
muestreo, (3) el grosor
de corte al cual se cortd
el tejido y (4) el grosor
final obtenido después
del procesamiento del
mismo; si se cuentan
con cortes seriados de
toda la estructura, se
puede seleccionar al
azar cual serd el corte
inicial (5).

Sechion Infarmation

Mate

r 1 Mumber of sections: | 1 The 'Evaluation Interval' can be used to create
non-consecutive sectionz. For example, an
2 Evaluation Interval: | 1 interval of 2" would zkip every other zection,
while still creating the total ‘Mumber of sections’.
3 Section Cut thickness: | 0.00 [prn)
4 Mounted Thickness: 0.00 [prn] Steren |nvestigator azzumes that subsequent
sections are the same thickness, but you will be
Starting & level [optional]: | 0,00 [prn) able to madify this later if necessan.
Starting section number: |1 The zection cut thickness for new sections is
() &dded
k 5 Fick Bandarm () Subtracted
i ] 4 I [ Cancel I

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




11. Al completar “Serial Section Setup”, el “Serial Section Manager” mostrara el
namero de cortes totales que tendrdn que ser trazados; comenzaremos trazando el
contorno del corte 1 (Section 1, resaltado en azul).

x
Section £ Section Mame
0.00 Sechon 1
200.00 Section B
400.00 Section 11
E00.00 Sechion 16
20000 Section 21
1000.00 Section 26
1200.00 Sechion 31
1400.00 Section 36
1600.00 Section 41
1800.00 Section 46

12. El siguiente paso es escoger una magnificacion Optica 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 al aumento deseado (normalmente 4X, 10X o 20X), segln se
selecciond en el software. Con ayuda de la perilla lateral del joystick, enfocar la imagen
hasta que se observe la region de interés.

“Live Image” activado q = @ Ty i e e

File Edit Probes Move Tools Acquisition Image Options Help

T 2raf =@, - 10403N8 |-
i = ] 9y B9 138

- - 10% 0.3 HA

Oovice: : « Seleccionar el aumento al
evice: w| State: 20% 0,5 M4 . .
40 115 A cual se realizara el trazado

0% 1.7 A de la region de interés; en
100% 1.4 N este caso se seleccionaré
“10X”. En el microscopio,
revisar que el objetivo de
10X esté al frente y se vea
imagen en el Monitor 1.

+ k0 <A+ 0 -



13. En el Monitor 1 se debe comenzar a observar la muestra. Para obtener una imagen
nitida de la misma, ir al “Multichannel Control” del “Tool Panel 1” en el Monitor 2 y
escoger algun canal que nos de resolucion de la estructura de interés, por ejemplo,
“Brightfield”, “Dapi" (si es que estd presente en la muestra) o alguna otra tincién
fluorescente de gran brillantez y que defina claramente los contornos de la region a
estudiar. Para la presente guia se utilizara el campo claro (“brigthfield”).

Tool Panel 1

%

Image Acquisition

Image Acquisition @
Top of stack; <Mok set=
Bottom of stack: <MNot set=

Diskance between images: | 2 Hrm

Multichannel acquire Acquire Single Image

Camera Sektings

Exposure @
: | En este panel se pueden ajustar de manera
41880 (ms [Jauomaticc | 70 [ % manual los parametros de exposicion y de
B sensibilidad de la camara. No se recomienda
- _ 3 | Quese ,d_EJG que_la camara de_tef:,te de_ manera
automatica el nivel de exposicion, ni abusar
Offset de la Sensitivity y el Offset por el riesgo de
0 : crear falsos positivos.

Other

Binming: |1 [V]

Multicharinel Control

(7]
Blue: - )
S— En esta seccion se puede seleccionar
Green: . ] .
| r—— cualquier fluordforo de la lista y el
Red: ;
e | revolver trasero de cubos de fluorescencia
FarRed: se movera automaticamente a dicho
rve: L bighiield ] fluor6foro. “Close shutter” impedira el
huiter o paso de la fluorescencia al espécimen.
Remember Video Settings
Wideo Histogram
Yideo Histogram @
[ldlip Detect

Para la mayoria de los casos,
“Optimize” ajusta de manera
automatica el histograma de video a
niveles aceptables; si se requiere una

Vo Gammai 100 | A\ 16383 mayor definicion se puede utilizar la
* opcion de “Clip Detect” para realizar

el ajuste de imagen de modo manual.




14. El siguiente paso es seleccionar el contorno a utilizar. Diversos contornos pueden
ser trazados con lineas de diferente color para delimitar regiones distintas.

File Edit Probes Mowve Tools Acquisiion Image Options Help
e SoEE | ||mos ~l@- waans v B

H

Device:

-

Seleccionar una linea para comenzar a
trazar. El movimiento de la platina
seguira al trazado en pantalla. Una vez
terminado el trazo del contorno deseado,
TepRight dar click derecho sobre el mismo y
Newcontour seleccionar la opcion “Close contour”. De
i ser necesario, seleccionar otra linea y

User Line 5 repetir el procedimiento hasta tener

Uiser Line & trazadas todas las reaiones de interés.

EROEO

__________________________________________

E0ER0O0mEO

User Line 7

R ¢ HA @ DD+ KO

15. Es aconsejable que primero se tracen todos los contornos de interés antes de aplicar
la prueba. Para ello, una vez que se ha terminado con el contorno (s) de interés en el
corte 1, pasar al siguiente dando click izquierdo sobre el corte siguiente (en este ejemplo
seria la seccion 6). Dar click en el icono de “Joy Free” para que con ayuda del joystick
podamos localizar en el microscopio el corte que corresponde (en este caso seria el
corte 6) y se muestre en el Monitor 1. Posteriormente volver a dar click en “Joy Free”
para que se pueda empezar a trazar la nueva seccion. De manera subsecuente, repetir
este paso hasta terminar de realizar el trazado del resto de los contornos de interés.

x
SectionZ Section Mame
0.00 Section 1
200.00 Section &
400.00 Section 11
GO0.00 Section 16
200,00 Section 21 ]
1000.00 Section 26
1200.00 Section 31 waswh - IHEFLEBABHTFTRVRS O,
1400.00 Section 36 .
1600.00 Section 41 Joy Free| - & - B
1800.00 Section 46

Dar click izquierdo sobre el icono de “Joy
R Free” para liberar el movimiento del

S 5| X joystick, y volverlo a presionar una vez
encontrado el siguiente corte de interés
para empezar a trazar los contornos.
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16. una vez trazados todos los contornos de las regiones de interés de todos los cortes, ir

al menu “Probes” y dar click izquierdo sobre “Cavalieri Estimator...”.

- ereo mresmaur-nl e

File Edit | probes Mowe Tools  Acquisition  Image  Options  Help

j = Define Counting Frame
Define Made To Crder Lawvouks, .,
4
Previes SRS Layout, .,
Device:

Hide Probe

Optical Fractionator Workflow.,..

Space Balls Workflow, ..

Conneckivity Assay WorkFlow,

Fractionator, ..
Optical Fractionatar ..,

Area Fraction Fractionakor...
Mearest Neighbor...
Isoktropic Wirtual Flanes. ..
Space Balls, ..

Petrimetrics

Cavalieri Estimator, ..
Merz...

Weibel, ..

Discrete Wertical Rotator..,
Combined Slope Intercept. ..
Point Sampled Intercept. ..
Cycloids For Sv...

Cyclaids For Ly,

Wertical Spatial Grid. ..

IO DO O ks EAr® S kDA + KD

Fhyysical Fractionator WorkFlow, ..

L-Zvcloid Optical Fractionator, ..
IUR Planes Optical Fractionator, ..

g

il B !

Seleccionar “Cavalieri Estimator...”

Esto bloqueara varios menus del programa y se desplegard automaticamente la siguiente

ventana (Cavalieri Estimator):

Cavalie N’ Estimaton 1

Grid zpacing: |100.00 pm
Grid ratation: |0.00 Degrees
Section Cut Thickness: |40.00 i
A andomize Angle 2
[ ] ] [ Cancel ]

Se puede ajustar el tamafio de la gradilla asignando
valores en “Grid spacing” (1); entre menor sea el valor
ingresado, mas estrecha sera la gradilla y serd mas
precisa la determinacion del contorno; sin embargo,
tomara mas tiempo el “pintado” del contorno. También
se puede girar la gradilla en “Grid rotation”
asignandole un valor o dando click en el boton
“Randomize Angle” (2). El valor de “Section Cut
Thickness” (3) ya viene indicado por el valor
introducido en el paso 10.

Una vez asignados los valores, dar click en “OK”. La pantalla mostrara ahora una
gradilla de cruces blancas, con el espaciamiento seleccionado:
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17. El siguiente paso es seleccionar un marcador para “pintar” el interior del contorno
(s) de interés. Para ello seleccionamos un icono de la barra de marcadores para cada
contorno que se desee medir:

L] ereo Investgaior

File Edit Probes Move
ODeadeE
|

Device:

-

Para seleccionar, hacer click
izquierdo sobre el marcador de

interés. El icono del marcador

seleccionado ser4 resaltado, y —>
la barra de contornos se tornara

inactiva.

® &+ < ¥ 0 < B + X0



18. A continuacion dar click derecho sobre el contorno de interés. Se mostrara el
siguiente mend:

Renarne Marker
Zhange Marker Color
Resize Markear

Hide Marker

Zhange Traced Marker

Shaw Marker Surnmary
Showe Marker Mames

v Snap To iErid Mode . . o
Pairlk Carvalieri Markers Mods h Seleccionar “Paint Cavalieri
Erase Cavalieri Markers Mode Markers Mode”

Marquee Mode

19. Enseguida, volver a dar click derecho sobre el contorno de interés. Ahora se
mostrarda el siguiente menu:

Snap To Grid Mode

v Paint Cavalieri Markers Mode
Erase Cavalieri Markers Mode
Marquee Maode

Replace Mode

Painl: Markers Into Contaur h Seleccionar “Paint Markers Into Contour”

Erase Markers In Contour

En la ventana de Macro View en el Monitor 2 se mostrara el interior del contorno de
interés “pintado” con marcadores:

Macro view x x
YRGS Qe EHeaE @

Antes de “Paint Markers Into Contour” Después de “Paint Markers Into Contour”



20. Una vez pintados todos los contornos de interés del primer corte, ir al siguiente.
Para esto, en el “Serial Section Manager” seleccionar el corte subsecuente y repetir los
pasos 17 al 19 para cada corte trazado.

21. Una vez pintados todos los contornos de interés de todos los cortes, ir al mend
“Probes” y dar click en “Cavalieri Estimator...”:

- ereo nve51ganr—nl ed

File Edit | probes Move Tools  Acquisition Image Options Help
= Diefine Counking Frame - @ .

= Rl = &
Device: Hide Probe

Cptical Fractionator Workflaw, .
Space Balls WorkFlow. .,

Pheysical Fractionator wWarkflow, .
Conneckivity Assay Waorkflow, .,

Seleccionar “Cavalieri Estimator...”
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Esto activara los menUs que habian sido previamente bloqueados.



22. En el menl “Probes”, seleccionar “Display Probe Run List...”

™ Stereo [nvestigator - Untitled
File Edit | Probes Move Tools Acquisition Image Options Help

JJ D = Define Counting Frarme - s &

JJ? Define Made To Order Layouts. ., m @ @@[

Prewview SRS Layout. .
J_| Device:  pide Probe

Optical Fractionakar wWaorkflow, .
Space Balls warkFlow, .,

Pheysical Fractionator WhorkFlow, .
Connectiviky Assay WorkFlow, .,

Fractionakar. .,

Optical Fractionakar, ..

L-Cwcloid Optical Fractionator, .,
IUR. Planes Optical Fractionator, ..
Area Fraction Fractionator,.,
MNearest Meighbor. ..

Isotropic Yirtual Planes., ..

Space Balls. ..

Petrimetrics

Made To Order...

Cavalieri Estimatar. ..
Merz..,

Weibel..,

Discrete Vertical Rotator, ..
Combined Slope Intercept...
Point 3ampled Inkercept. ..
Cycloids For 5w, ..

Cycloids For Ly,

Vertical Spatial Grid. ..
Surface Weighted Star Yolume, ..
Isotropic Fakir Method., ..

Mucleatar. ..
Planar Rotatar...
Cptical Rokakor ..
Surfactor..,

Linear Diseckar. ..
Linzar Optical Disectar. ..

Account For Missing Section
Select Acquired SRS Series. ..
w Probe Fun

Resarmple Oversample.. .

Seleccionar “Display Probe Run List...”

Resample Disectar, ..
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Aparecera la siguiente ventana (Previous Stereological Runs):



M Drevious 'Sterenlngical Runs

Probe Type &
avalien Estimator

Cantourdtd ark.er Mame

Marker 11

Created
11/07411 12:30:00

Fun Mame
Probe Fun D005

Section Thickness

40.00

Grid Spacing
100,00

Cavalier Estimator Marker 11 1140711 12:30:00 Probe Run 0004 40.00 100.00
Cavalieri Estimator Marker 11 Section 11 11/07,/11 12:30:00 Praobe Run 0003 40.00 100.00
Cavalieri Estimatar Marker 11 Section 16 11,0717 12:30:00 Frobe Fun 0002 40.00 100.00
Cavalier Estimator Marker 11 Section 46 110711 12:39:00 Frobe Fun 0007 40.00 100,00
Cavalier Estimator Marker 11 Section 41 11/07/11 12:33:00 Probe Run 0002 40.00 100.00
Cavalier Estimator Marker 11 Section 26 11/07/11 12:33:00 Probe Run 0011 40.00 100.00
Cavalieri Estimator Marker 11 Section 31 11/07/11 12:33:00 Prabe Run 0010 40.00 100.00
Cavalier Estimatar arker 11 Section 36 110711 12:39:00 Frobe Fun 0009 40.00 100,00
Cavalier Estimator arker 11 Section 21 110711 12:39:00 Frobe Fun 0012 40.00 100.00
I Open Probe I [_View Resultz J Delete Draw Sites

23. Solo como control, verificar que estén todos los cortes de interés, que se les haya
corrido la misma prueba (en este caso, Cavalieri Estimator), que hayan sido pintados
con el mismo marcador (en este caso, Marker 11) y que tengan el mismo tamafio de
malla (en este caso, 100 micras). Seleccionar todos los cortes de interés presionando la
tecla Shift + click en el ultimo corte de interés. Quedara asi:

M Previous Ste renlngical Runs

natar
nator

Run Mame
Prabe Run 00

Section Thickness

[ et Hes_ults_]

Delete [z

24. Dar click en “View Results”. Se abrira la siguiente ventana (Section Periodicity):

section Periodicity

Sechion Penodicity

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

|'§'|

ok ||

Cancel

|

La periodicidad mostrada sera el valor introducido en el paso 10. En este caso, la
periodicidad fue de 5. Dar click en “OK”.




25. Finalmente se desplegaré la siguiente ventana (Cavalieri Estimator Results):

Farameters Category Fesult
= gpMarker 11 Marker 11 10263
Wariance Details Estimated Area [urf] 102620000
=1 Size Diztributions E stimated “olume [pd) 20526000000
OE YWolume Corrected for OwverProjection [pr] 20071200000
Wariance Due To Moize 92776
Wariance of SURS, m=0 13203030
Wariance of SURS, m=1 BEO.62
A 10626893.00
B 974634400
E BE91739.00
Wariance of SRS, alphalg) 10662362
q 0naz7
alphalg) 00673
Coefficient of Ermor [Gundersen), m=0 0035
Coefficient of Ermor [Gundersen), m=1 0008
Coefficient of Ermor [Gundersen), alphalg) 003z

D 7543556.00
Coefficient of Errar [Roberts/ Cruz-Orive) 2618

l Frint Dizplayed RBesults l l Copy Displaped Besults To Clipboard I [

Edit Shape Factor Cloze

] |

E quations ] I

l

Print All B esultz

| |

Copy &l Besults To Clipboard J [ Edit Section Cut Thickness I [ ExporttoExcel |

Como se ilustra en este ejemplo, la prueba de Cavalieri nos da el valor estimado (en
micras) de area y volumen totales de la region de interés, incluyendo los cortes no
muestreados. Como la prueba de Cavalieri es un estimado estadistico, requiere de un
valor de confianza. El coeficiente de error de Gundersen es en este caso nuestro
indicador de la confianza del estimado. Si el coeficiente de error de Gundersen es menor
a 0.10, nuestros datos seran estadisticamente validos. Si se desea manejar los datos en
un programa externo, se puede dar click en “Copy All Results To Clipboard” y pegarlos
en el programa de interés.

26. Para guardar el trabajo realizado, dar click en el icono de “Save” y guardarlo en la
carpeta correspondiente a su grupo de trabajo. La extension de Stereolnvestigator es
* dat.

‘Save s
= Stereo Inves 1gator - Untitled Savein | ) cavalei v @& m-
File Edit Probes Move Tools Acquis ,2)
My Recent
AEeea ||m S
- =
£ Deskiop
Save [Chrl+5) l:
Device: [v] o)
_ My Documerts
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27. Si se ha finalizado con el trabajo, se puede cerrar el programa. Si se desea comenzar
con otra muestra, dar click en el icono “New”.

Boton “New” q (] =

Al terminar de utilizar la estacion de trabajo, apagar sus distintos componentes
comenzado por la lampara de fluorescencia (si fue utilizada), el médulo 1X2-UCB, la
caja de control de la platina motorizada, la camara que fue utilizada, y la computadora.
Finalmente, limpiar cuidadosamente la zona de trabajo.



