MAYERS

HEMATOXYLINOPLQSNING
SIGMA'AI—DHICH® (Procedure nr. MHS)

TILSIGTET ANVENDELSE

Mayers hematoxylinoplesning anvendes normalt efter immunhistokemisk eller
cytokemisk farvning som et nukleart kontrastfarvestof. Stoffet kan ogséd anvendes til
almindelig hematoxylin- og eosinfarvning (H&E), men det anvendes almindeligvist, nar der
er risiko for, at syrealkoholdifferentiering eller udszettelse for alkohol edeleegger den farvede
cytoplasmakomponent.®* Mayers hematoxylinoplesning fremstilles uden alkohol og opleser
saledes ikke AEC (3-amino-9-ethylcarbazol), alkalifosfatase/fast redt chromogen eller
andre oploselige farvede produkter. Mayers hematoxylinoplesninger er til in vitro
diagnostisk brug’.

Hematoxylin, et almindeligt kernefarvestof, isoleres fra en ekstrakt af blatree
(haematoxylon campechianum).! Den forste vellykkede biologiske anvendelse af
hematoxylin blev beskrevet af Bohmer' i 1865. Mayers formulering blev introduseret i 1903.
Siden da er der fremkommet adskillige formuleringer. Ud af disse er Harris’, Gills, Mayers
og Weigerts blevet populeere. Hematoxylin skal oxideres til hematein og bindes med en
metallisk ion (bejdsestof), inden det kan anvendes som kernefarvestof. De mest vellykkede
bejdsestoffer har vaeret aluminiums- og jernsalte.

Hematoxylin klassificeres generelt som progressive eller regressive pa basis af
farvestofkoncentration. Progressive farvestoffer (f.eks. Mayers hematoxylin) har lavere
farvestofkoncentration og farver kernekromatin selektivt uden at farve cytoplasmiske
strukturer. Den onskede intensitet er en tidsfaktor. Ved for lang farvningstid kan et
progressivt farvestof reagere meget lig en regressiv farvestofoplasning. Farvning med
progressive farvestoffer tager normalt mere tid end farvning med regressive farvestoffer.
Regressive farvestoffer (f.eks. Harris’ hematoxylin) farver alle vaevskomponenter (nukleare
og cytoplasmiske), der kan farves, kraftigt. For at der kan opnas korrekt farvningsrespons,
skal overskudsfarvestof fiernes fra vaevssnittene. Efter tilstraekkelig differentiering viser et
korrekt affarvet snit kernefarvning, men farver ikke cytoplasmiske strukturer.

Det endelige trin i hematoxylinfarvning er “blaning” af veevssnittet. Vaevssnit far forst enten
en lilla eller redlilla farve. Efter at vaere blevet udsat for alkalioplesninger (varmt vandvaerksvand
[hvis det er lettere alkalisk], fortyndet ammoniakvand, Scotts vand eller lithiumcarbonat), far
vaevssnittet den karakteristiske bla farve som et hematoxylinfarvet objektglas.

REAGENS

MAYERS HEMATOXYLINOPLJSNING, katalognr. MHS

Certificeret hematoxylin (1,0 g/l), natriumjodat (0,2 g/l), aluminiumammoniumsulfat-12 HoO
(50 g/l), chloralhydrat (50 g/l) og citronsyre (1 g/l).

OPBEVARING OG STABILITET:

Reagenset opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C) beskyttet mod lys. Reagenset er
stabilt indtil udlebsdatoen, som er angivet pa etiketten. Brugt oplesning ma ikke heeldes
tilbage i flasken.

FORRINGELSE:

Skal kasseres, hvis farvningstiden bliver meget lang, eller oplasningen bliver brun.
KLARGQRING:

Filtrer Mayers hematoxylinoplesning inden hver brug. Oplesningen er sa klar til brug.

FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved héndtering af laboratoriereagenser skal felges. Ved
kassering af affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes. Der henvises til
materialesikkerhedsdatabladet for opdaterede oplysninger om risici, fare eller sikkerhed.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserkleaeringer

Mayers hematoxylinoplesning er GIFTIG. Giftig ved indtagelse. Irriterer gjnene,
andedreetsorganerne og huden. | tilfselde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med
masser af vand og leegehjeelp seges. Beer passende beskyttelsesdragt og -handsker. Ved
ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende seges omgaende lzegehjeelp (vis etiketten hvis det
er muligt). Malorganer: nerver og lever.

Reagensalkohol er BRANDBAR og LOKALIRRITERENDE. Irriterer gjnene,
andedreetsorganerne og huden. Beholderen skal veere teet tillukket. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp seges. Baer passende beskyttelsesbeklaedning.

Scotts vand. Forsigtig: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Alkoholholdige eosinoplesninger er BRAENDBARE og SUNDHEDSSKADELIGE.
Farlig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Farlig: mulighed for varig skade for
helbred ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Irriterer @jnene,
andedreetsorganerne og huden. Holdes vaek fra antendelseskilder — rygning forbudt. Baer
passende beskyttelsesdragt og -handsker. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende
seges omgaende laegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).

Vandig eosinoplesning. Forsigtig: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Xylen er BRENDBAR og SUNDHEDSSKADELIG. Risiko for nedsat frugtbarhed. Kan
forarsage fosterskader. Farlig ved indanding og ved hudkontakt. lIrriterer
andedreetsorganerne og huden. Risiko for alvorlig ojenskade. Holdes veek fra
antaendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp soges. Baer passende beskyttelsesdragt, handsker og
ojen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende seges omgaende
leegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).

Risiko- og sikkerhedserkleeringer i EU

Mayers hematoxylinoplesning er SUNDHEDSSKADELIG. Farlig ved indtagelse.

Reagensalkohol er MEGET BRANDBAR og LOKALIRRITERENDE. Meget
brandfarlig. Irriterer gjnene, andedreetsorganerne og huden. Beholderen skal veere teet
tillukket. Holdes veek fra anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med
ojnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp seges. Beer passende
beskyttelsesbeklzedning.

Scotts vand. Forsigtig: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Alkoholholdige eosinoplgsninger er MEGET BRANDBARE og
SUNDHEDSSKADELIGE. Meget brandfarlig. Farlig ved indanding, ved hudkontakt og ved
indtagelse. Farlig: mulighed for varig skade for helbred ved indanding, ved hudkontakt og
ved indtagelse. Holdes vaek fra antendelseskilder — rygning forbudt. Baer passende
beskyttelsesdragt og -handsker. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende soges
omgaende leegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).

Vandig eosinoplasning. Forsigtig: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Xylen er SUNDHEDSSKADELIG. Braendbar. Farlig ved indanding og ved hudkontakt.
Irriterer huden. Undga kontakt med gjne.

PROCEDURE

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at proveindsamling sker i henhold til NCCLS-dokumentet M29-A2. Der
er ingen kendt testmetode, som kan give fuldsteendig sikring af, at blodprover eller vaev ikke
overforer infektion. Derfor skal alle blodderivater eller vaevspraver behandles som potentielt
infektiose.

Der henvises til standardhistologilitteratur ang. nedvendige detaljer vedr.
preveindsamling og -opbevaring.*®

S/ERLIGE NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDFQLGER:

Eosin Y-oplesning (kontrastfarvestoffer):
Alkoholholdig, katalognr. HT110-1, vandig, katalognr. HT110-2, eller alkoholholdig med
phloxin, katalognr. HT110-3

Reagensalkohol ELLER ethanol, 100 %

Scotts vandkoncentrat, katalognr. S 5134

Xylen eller syntetisk xylen

Mikroskop, mikroskopobjektglas, deekglas og farvningsskale

BEMAERKNINGER:

1. Tidsangivelserne pa indleegssedlen er omtrentlige. Individuelle preeferencer varierer,
og tidsfaktoren kan tilpasses derefter. Farvestofoplesninger, der anvendes meget,
mister deres farvningskraft, sa farvningstiden skal forleenges, eller der skal anvendes
nye oplesninger.®

2. Der kan anvendes fortyndede alkalioplesninger i stedet for varmt rindende
vandveerksvand. Derved afkortes den tid, det tager at udfere farvningsproceduren.
Hvis der anvendes fortyndet alkalioplesning, skal objektglassene vaskes 2—-3 minutter
mere i rindende vandveerksvand, inden der fortseettes med eosinfarvning.

3. Visse steder er vandvaerksvand surt og uegnet til brug i “blaningsdelen” af denne
procedure. Hvis vandveerksvandet er surt, skal der anvendes en fortyndet
alkalioplosning.

Lilla eller redbrune nuklei er tegn pa utilstraekkelig “blaning”.

5. Hvis eosinfarvning er for kraftig, kan kernefarvning blive maskeret. Korrekt
eosinfarvning er 3-tonet. Eosindifferentiering eges ved at forlaenge tiden i alkoholer
eller anvende en forste alkohol med hgjere vandhold. Tiderne i alkoholerne kan
justeres, sa der opnas korrekt eosinfarvningsgrad.

6. Filtrer arbejdsfarveoplesningen hver dag. Roter alkoholer og xylen/syntetisk xylen
hver dag.

7. Det anbefales ikke at tilseette ny oplesning til brugte arbejdsoplesninger af Mayers
hematoxylin eller eosin.

8. Pas pa, der ikke kommer for meget vand med over i Mayers hematoxylin.

9. Der ber inkluderes positive kontrolobjektglas i hver kersel.

10. De data, som opnas via denne procedure, tiener kun som hjeelp til diagnosticering og

skal gennemses i forbindelse med andre kliniske diagnostiske tests eller oplysninger.

PROCEDURE 1:
HEMATOXYLIN- OG EOSINFARVNING
Lav en 95 % alkoholoplgsning ved at tilseette 5 ml deioniseret vand til 95 ml
reagensalkohol, nr. R 8382, eller ethanol (100 %).
Deparaffiner til vand, eller fikser og hydrer frosne snit.
Farv med Mayers hematoxylinoplasning
Skyl i varmt rindende vandvaerksvand ..
Anbring i destilleret vand
Ved anvendelse af alkoholholdig eosin:
Anbring i reagensalkohol, 95 %........ccueiiriiniiiee e 30 sekunder
Anbring i eosin Y-oplesning (kontrastfarvestof):
Alkoholholdig, nr. HT110-1
Vandig, nr. HT110-2
eller alkoholholdig med phloxin, nr. HT110-3 ... 30-60 sekunder
8. Dehydrer og klar via 2 skift hver med

95 % reagensalkohol, absolut reagensalkohol og xylen..................... 2 minutter hver
9. Monter med harpiksmonteringsmedie.

PROCEDURE 2:

NUKLEAR KONTRASTFARVE TIL SERLIGE FARVESTOFFER

Udfer individuel farvningsprocedure.

Skyl i deioniseret vand.

Farv med Mayers hematoxylinoplgsning i 1-5 minutter.

Skyl i rindende vandveerksvand eller fortyndet alkalioplgsning, til nuklei er bla.
Skyl i deioniseret vand.
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6. Hvis en del af farvestoffet oploses i alkohol, monteres det i vandig monteringsmedie.
Hvis farvestoffet ikke oploses i alkohol, dehydreres det i alkohol, klares i xylen eller
syntetisk xylen og monteres i harpiksmonteringsmedie.

RESULTATKARAKTERISTIKA

FORVENTEDE RESULTATER

Kernekromatin skal veere bla. Nucleoli skal veere synlige. Cytoplasma udviser
forskellige lyserade til lyserad-orange nuancer (afhaengigt af hvilket kontrastfarvestof, der
anvendes), og rade blodlegemer er rade.

Hvis de observerede resultater afviger fra de forventede, skal Sigma-Aldrich Technical
Service kontaktes for yderligere hjeelp.
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Sigma-Aldrich, Inc. garanterer, at dets produkter stemmer overens med de oplysninger,
som er indeholdt i denne og andre publikationer fra Sigma-Aldrich. Det pahviler kegber at
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