MAYER
HEMATOXYLINOVY ROZTOK
(Postup ¢. MHS)

SIGMA-ALDRICH’

POUZITI

Mayer(v hematoxylinovy roztok se obvykle pouziva po imunohistochemickéme nebo
cytochemickém barveni jako kontrastni jaderné barvivo. Lze ho rovnéz pouzit pro
standardni barveni hematoxylinem a eozinem (H&E), je v8ak obvykle pouzivan tam, kde by
differenciace kyselym alkoholem nebo expozice alkoholem mohla ponigit zbarvené
cytoplazmatické ¢asti.® Mayerlv hematoxylinovy roztok je pfipravovan bez alkoholu a
nebude tudiz rozpoustét AEC (3-amino-9-ethylkarbazol), alkalickou fosfatazu/ chromogen
Fast Red nebo ani dal$i rozpustné barevné produkty. Roztoky Mayer's Hematoxylin jsou
uréeny k “diagnostice in vitro”.

Hematoxylin, béZné nuklearni barvivo, se ziskavd z kampeSkového extraktu
(Haematoxylon campechianum).' Mayer predstavil sv(j zplisob pfipravy v roce 1903.2Prvni
Uspésna biologicka aplikace hematoxylinu byla popsana Bohmerem' v roce 1865. Od té
doby se objevila fada rGznych zpusobd pfipravy. Z nich si nejvétsi oblibenost ziskaly
Upravy Harrise, Gilla, Mayera a Weigerta. Pfed pouzitim hematoxylinu za G¢elem barveni
jader je tfeba ho okysli¢it na hematein a smisit s kovovymi ionty (mofidlo). NejlepSimi
mofidly jsou soli hliniku a Zeleza.

Obecné se hematoxyliny v zavislosti na koncentraci barviva déli na progresivni a
regresivni. Progresivni barviva (napf. Mayertv hematoxylin) maji nizsi koncentraci barviva
a selektivné barvi jaderny chromatin. Pozadovana intenzita je dosazena del$im ¢asem.
Nadmérné ¢asy barveni mohou zménit funkci progresivniho barviva na podobnou funkci
regresivnich barvicich roztok(. Barveni progresivnimi barvivy obvykle potfebuje delsi ¢asy
pusobeni nez barveni regresivnimi barvivy. Regresivni barviva (napf., Harrisiv
hematoxylin) barvi v8echny €asti tkani, které Ize barvit intenzivné (jadra i cytoplazmu). K
obdrzeni spravné barevné odezvy je tfeba odstranit zbytek barviva z tkanového fezu. Po
provedeni spravné diferenciace, vykazuji fadné odbarvené fezy nuklearni zabarveni, aviak
nebudou nabarveny cytoplazmatické struktury.

Poslednim krokem postupu barveni s hematoxylinem je modfeni tkarnovych fezu.
Nejdfive se tkanové fezy zabarvi do ¢ervena nebo tmavé Cervena. Po expozici alkalickymi
roztoky (tepla vodovodni voda [je-li lehce alkalickd], zfedénou amonnou vodou, Scottovou
n&hrazkou vodovodni vody nebo uhli¢itanem lithia), tkanové fezy dostanou
charakteristickou modrou barvu hematoxylinem nabarvenych skli¢ek.

REAGENCIE

Roztok MAYER'S HEMATOXYLIN SOLUTION, katalogové ¢. MHS
Certifikovany hematoxylin (1,0 g/l), jodi¢nan sodny (0,2 g/l), siran hlinito-amonny* 12 H,0O
(50 gll), chloralhydrat (50 g/l) a kyselina citrénova (1 g/l).

ULOZENI A STABILITA:
Reagencie skladujte v pokojové teploté (18-26 °C), chranéné pred svétlem. Reagencie je
stabilni do data pouZitelnosti, které je uvedeno na stitku. Nevracejte pouzity roztok do pvodni lahve.

ZHORSENI:
Zlikvidujte, je-li potfeba netmérné prodluzovat €asy barveni nebo pokud roztok
zhnédne.

PRIPRAVA:

Roztok Mayer's Hematoxylin Solution pred pouzitim prefiltrujte. Roztok je poté
pfipraven k okamzitému pouZziti.
BEZPECNOSTNi OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat béznd bezpe€nostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se v§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi predpisy.
Viz Bezpec¢nostni list k materialu, ktery uvadi aktuéini informace o riziku, nebezpe¢i
a bezpe¢nosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok Mayer's Hematoxylin Solution je TOXICKY. Toxicky pfi poziti. Drazdi oéi,
dychaci systém a pokoZzku. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZzstvim
vody a vyhledejte Iékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice.
V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékaf'skou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek). Zasazené organy: Nervy a jatra.

Reagenéni alkohol je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o, dychaci systém a pokozku.
Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Chrarite pred zdrojem zapéaleni - zakaz koureni.
V piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Scott's Tap Water Substitute. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Alkoholovy roztok eozinu je HARLAVY A SKODLIVY. Skodlivé pfi vdechnuti, v
kontaktu s pokozkou a pii poziti. Skodlivy: mozné riziko ireverzibilnich vlivii vdechnutim, v
kontaktu s pokozkou a pozitim. Drézdi o€i, dychaci systém a pokozku. Udrzujte mimo
zdroju zapaleni - zakaz koufeni. Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice. V
pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek).

Vodny roztok eozinu. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Xylen je HORLAVY a SKODLIVY. Mozné riziko poruch plodnosti. Miize pogkodit
nenarozené dité. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi dychaci systém
a pokozku. Riziko vazného poskozeni o&i. Chrarite pred zdrojem zapéaleni - zékaz koureni.
V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnoZzstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

EU prohléasenti o rizicich a bezpec¢nosti

Roztok Mayer's Hematoxylin Solution je SKODLIVY. Skodlivy pfi poziti.

Reagenéni alkohol je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi ogi,
dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Chrarite pred zdrojem
zapaleni - zakaz koufeni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Scott's Tap Water Substitute. Upozornéni: Latka je$té nebyla zcela otestovana.

Alkoholovy roztok eozinu je VYSOCE HORLAVY a SKODLIVY. Vysoce hotlavy.
Skodlivé pfi vdechnuti, v kontaktu s pokozkou a pH poziti. Skodlivy: mozné riziko
ireverzibilnich vlivii vdechnutim, v kontaktu s pokoZzkou a pozitim. Chrarnte pfed zdrojem
zapaleni - zékaz koureni. Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

Vodny roztok eozinu. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Xylen je SKODLIVY. Hoflavy. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi
o€i. Zamezte kontaktu s o€ima.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporuéuje se provadét odbér vzorkll v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znaméa zkuebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkarn nebudou pfenaset infekci. Proto v8echny krevni derivaty nebo tkariové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Standardni histologické néavody poskytuji potfebné Udaje ke sbéru a skladovani
vzorkd.**

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:

Kontrastni barvivo, roztok Eosin Y:
Alkoholovy, katalogové ¢. HT110-1, vodny, katalogové ¢. HT110-2 nebo alkoholovy s
floxinem, katalogové €. HT110-3

Reagencni alkohol NEBO ethanol, 100%

Koncentrat Scott's Tap Water Substitute, katalogové ¢. S 5134

Xylen nebo substitute xylenu

Mikroskop, mikroskopicka sklicka, kryci sklitka a barvici nadoby

POZNAMKY
Stanovené Casy v tomto letaku jsou pouze pfiblizné. Individualni preference se
mohou liit a &asy Ize upravit podle vlastnich priorit. Casto pouzivané roztoky barviv
ztraci silu pfi barveni, proto je tfeba prodlouzit dobu pusobeni a nebo je nahradit
Cerstvymi roztoky.*

2. Misto teplé tekouci vody Ize pouzit nafedéné alkalické roztoky. Tim se zkrati doba
potfebna pro barvici proceduru. Pouzivate-li nafedéné alkalické roztoky,
nezapomente promyt sklicka po dobu daldich 2-3 minut v tekouci vodg, dfive nez
zatnete s barvenim pomoci eozinu.

3. Neéktera vodovodni voda je kysela a je nevhodna pro pouziti v ¢asti "modreni" tohoto

postupu. Je-li voda z vodovodu kysela, pouzijte nafedény zasadity roztok.

Cervené nebo ¢erveno hnédé zabarvend jadra indikuji nespravné "modreni".

Nadmérné barveni eozinem muze zpusobit maskovani barveni jader. Spravné

barveni eozinem vykazuje tribarevny efekt. Je-li tfeba zvysit diferenciaci eozinu,

prodluzte €asy v alkoholech nebo pouZzijte prvni alkohol s vy$§im obsahem vody. Pro

spravny stupen barveni eozinem Ize ¢asy pusobeni alkohol upravit.

6. Filtrujte pracovni barvici roztok denné. Rotujte substituty alkoholu a substitut xylenu
denné.

7. Pridavani nové Sarze do vycerpaného pracovniho roztoku Mayerova hematoxylinu
nebo eozinu se nedoporucuje

8. Zamezte pretékani nadmérného mnozstvi vody do Mayerova hematoxylinu.

9. Do kazdého cyklu musi byt zafazena sklitka s pozitivni kontrolou.

10.  Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomticka a mély by

se provérit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.

POSTUP 1:

BARVENI HEMATOXYLINEM A EOZINEM

Priprava 95% roztoku alkoholu pfidanim 5 ml deionizované vody do 95 ml

reagenc¢niho alkoholu, ¢. R 8382 nebo ethanolu (100%).

Odstrarite parafin nebo fixujte a hydratujte zmrazené fezy.

Provedte barveni v roztoku Mayer's Hematoxylin Solution....

Opléachnéte pod teplou tekouci vodou. .........cccccuciciiiiciciinnnee

Viozte do destilované vody.............ccciiiiiiicieseeecesene

Pokud je pouzit alkoholovy eozin:

Viozte do reagen¢niho alkoholu, 95%..........cccccooviiiiiiiiiccciiciccns

Umistéte do kontrastniho barviva, roztok Eosin Y:

alkoholovy, katalogové ¢. HT110-1

vodny, katalogové ¢. HT110-2

alkoholovy s floxinem, katalogové ¢. HT110-3

8. Dehydratujte a o€istéte vzdy ve 2 laznich

oA~

-

2B

~

...30-60 sekund

95% reagencniho alkoholu, absolutniho reagenéniho alkoholu a xylenu ....2 minuty
kazda lazen
9. Montujte pryskyfi€nym montaznim médiem.
POSTUP 2:

KONTRASTNI BARVENI JADER PRO SPECIALNI BARVIVA

Dokongete konkrétni barvici proceduru.

Opléachnéte v deionizované vodé

Provedte barveni v roztoku Mayer's Hematoxylin Solution, 1-5 minut.

Oplachuijte v tekouci vodé nebo nafedéném alkalickém roztoku, az se jadra zabarvi
do modra.

Oplachnéte v deionizované vodé

AW~

o



6. Je-li néktera ¢ast barviva rozpustna v alkoholu, namontujte vodnym montaznim
médiem. Jestlize barvivo je v alkoholu nerozpustné, dehydratujte v alkoholu, ocistéte
v xylenu nebo substitutu xylenu a namontuijte v pryskyfiéném montaznim médiu.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

OCEKAVANE VYSLEDKY

Chromatin v jadru musi byt modry. Tvary jadérek musi byt viditelné. Cytoplazma
vykazuje rGzné odstiny rdzové az ruzovo oranzové barvy (v zavislosti na pouzitém
kontrastnim barvivu) a RBC budou mit ¢ervenou barvu.

Pokud se zjisténé vysledky liSi od o¢ekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za G¢elem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, Ze jeji produkty se shoduji s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupuijici musi stanovit vhodnost produktu((i) pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadni strana faktury nebo Utrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com
Objednéavky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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