MAYERS

HAMATOXYLIN-LOSUNG
SIGMA'AI—DHICH® (Verfahren Nr. MHS)

VERWENDUNGSZWECK

Die Mayer Hamatoxylin-Lésung wird allgemein nach der immunhistochemischen oder
zytochemischen Férbung als nukledres Gegenfarbemittel verwendet. Sie kann auch als
Standard-Hamatoxylin- und Eosin-(H&E) Farbemittel verwendet werden, wird aber haufiger
verwendet, wenn eine saure Alkoholdifferenzierung oder Alkohol-Exposition die gefarbten
Bestandteile des Zytoplasmas zerstéren kénnten.® Mayers Hamatoxylin-Lésung enthélt
keinen Alkohol und l6st daher kein AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol), alkalische
Phosphatase/Fast Red Chromogen oder andere l6sliche, gefarbte Produkte heraus.
Mayers Hamatoxylin-Lésungen sind fir die “In-vitro-Diagnostik” bestimmt.

Hamatoxylin, ein géngiges Zellkernfarbemittel, wird aus einem Blauholzextrakt isoliert
(Haematoxylon campechianum).” Die erste erfolgreiche biologische Anwendung von
Hamatoxylin wurde 1865 von Bohmer' beschrieben. Mayer fiihrte seine Formulierung 1903
ein.? Danach erschienen mehrere Formulierungen. Zu den bekanntesten gehdren Harris’,
Gills, Mayers und Weigerts. Bevor Hamatoxylin als Zellkernfarbemittel benutzt werden
kann, muss es zu Hadmatein oxidiert und mit einem metallischen lon (Beizmittel) kombiniert
werden. Die meisten erfolgreichen Beizmittel sind Aluminium- oder Eisensalze.

Im Allgemeinen werden die Hamatoxylin-Lésungen als progressiv oder regressiv,
entsprechend ihrer Farbemittelkonzentration, eingestuft. Progressive Farbemittel
(z.B. Mayers Hamatoxylin) haben eine niedrigere Farbemittelkonzentration und farben
gezielt Zellkern-Chromatin, ohne die Strukturen des Zytoplasmas zu farben. Die
gewinschte Intensitat héngt von der Zeit ab. Bei sehr langen Férbungszeiten kann ein
progressiver Farbstoff ahnlich wie eine regressive Farbelésung reagieren. Im allgemeinen
dauern Férbeverfahren mit progressiven Farbemitteln langer als mit regressiven
Farbemitteln. Regressive Farbemittel (z.B. Harrris Hamatoxylin) farben alle farbbaren
Gewebeteile (nukledr und zytoplasmatisch) intensiv. Um die korrekte Farbereaktion zu
erzielen, muss die (berschissige Farbe vom Gewebeschnitt entfernt werden. Nach
ausreichender Differenzierung weist ein ordnungsmaBig entfarbter Schnitt eine nukleére
Farbung, aber keine Farbung der zytoplasmatischen Strukturen auf.

Der letzte Schritt der Hamatoxylin-Farbung ist die “Blaufarbung” der Gewebeschnitte.
Zu Beginn werden die Schnitte entweder violett oder rétlich-violett geférbt. Nach Exposition
an Alkalilésungen (warmes Leitungswasser [falls leicht alkalisch], verdinntes
Ammoniakwasser, Scotts Leitungswasserersatz oder Lithiumkarbonat) nehmen die
Gewebeschnitte die charakteristische blaue Farbe eines mit Hamatoxylin gefarbten
Objekttragers an.

REAGENZ

MAYERS HAMATOXYLIN-LOSUNG, Bestell-Nr. MHS
Zertifiziertes Hamatoxylin (1,0 g/l), Natriumjodat (0,2 g/l), Aluminumammonium-
sulfat-12 HoO (50 g/l), Chloralhydrat (50 g/l) und Zitronenséure (1 g/l).

AUFBEWAHRUNG UND STABILITAT:

Reagenz bei Raumtemperatur (18-26 °C) und vor Licht geschitzt aufbewahren.
Reagenz ist bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil. Gebrauchte
Lésung nicht in die Flasche mit Stammlésung zuriickgeben.

PRODUKTVERFALL:
Die Lésung entsorgen, falls der Farbevorgang zu lange dauert oder sich die Ldsung
braun verfarbt.

VORBEREITUNG:
Mayers H&matoxylin-Lésung vor jeder Verwendung filtern. Die Lésung ist dann
gebrauchsfertig.

VORSICHTSMASSNAHMEN:

Bei der Handhabung von Laborreagenzien sollten normale VorsichtsmaBnahmen
eingehalten werden. Bei der Entsorgung von Abféllen alle értlichen, staatlichen und
nationalen Vorschriften befolgen. Aktuelle Hinweise zu Risiken, Gefahren und
SicherheitsmaBnahmen sind dem Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

US-Gefahren- und Sicherheitsangaben

Mayers Hamatoxylin-Lésung ist TOXISCH. Bei Verschlucken toxisch. Reizt Augen,
Atmungssystem und Haut. Bei Kontakt mit den Augen sofort mit reichlich Wasser spilen
und érztlichen Rat einholen. Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzkleidung tragen. Bei Unfall oder Unwohlisein sofort einen Arzt zuziehen (wenn
mdglich dieses Etikett vorzeigen). Zielorgane: Nerven und Leber.

Reagenz-Alkohol ist ENTZUNDLICH und ein REIZMITTEL. Reizt Augen,
Atmungssystem und Haut. Behalter dicht geschlossen halten. Von Ziindquellen fernhalten
— nicht Rauchen. Bei Kontakt mit den Augen sofort mit reichlich Wasser spiilen und
arztlichen Rat einholen. Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.

Scotts Leitungswasserersatz. Vorsicht: Die Substanz ist noch nicht vollstandig geprift.

Alkoholische Eosinlésungen sind ENTZUNDLICH und SCHADLICH. Schadlich bei
Einatmen, Hautkontakt und Verschlucken. Schéadlich: Irreversible Schéaden méglich bei
Einatmen, Hautkontakt und Verschlucken. Reizt Augen, Atmungssystem und Haut. Von
Zundquellen fernhalten — nicht Rauchen. Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzkleidung tragen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort einen Arzt zuziehen (wenn
mdglich dieses Etikett vorzeigen).

Waéssrige Eosinlésung. Vorsicht: Die Substanz ist noch nicht vollstandig geprift.

Xylen ist ENTZUNDLICH und SCHADLICH. Mégliches Risiko einer beeintrachtigten
Fruchtbarkeit. Schadigungen des ungeborenen Kindes méglich. Schadlich bei Einatmen

und beim Kontakt mit der Haut. Reizt die Atemwege und die Haut. Gefahr ernster
Augenschéden. Von Zindquellen fernhalten — nicht Rauchen. Bei Kontakt mit den Augen
sofort mit reichlich Wasser spiilen und &rztlichen Rat einholen. Geeignete Schutzkleidung,
Handschuhe und Augen-/Gesichtsschutz tragen. Bei Unfall oder Unwohlsein sofort einen
Arzt zuziehen (wenn méglich dieses Etikett vorzeigen).

EU-Gefahren- und Sicherheitsangaben

Mayers Hamatoxylin-Lésung ist SCHADLICH. Bei Verschlucken schadlich.

Reagenz-Alkohol ist HOCHENTZUNDLICH und ein REIZMITTEL. Hochentziindlich.
Reizt Augen, Atmungssystem und Haut. Behélter dicht geschlossen halten. Von Ziindquellen
fernhalten — nicht Rauchen. Bei Kontakt mit den Augen sofort mit reichlich Wasser splilen
und arztlichen Rat einholen. Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen.

Scotts Leitungswasserersatz. Vorsicht: Die Substanz ist noch nicht vollstandig geprift.

Alkoholische Eosinlésungen sind HOCHENTZUNDLICH und SCHADLICH.
Hochentziindlich. Schadlich bei Einatmen, Hautkontakt und Verschlucken. Schédlich:
Irreversible Schaden méglich bei Einatmen, Hautkontakt und Verschlucken. Von
Zundquellen fernhalten — nicht Rauchen. Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und
Schutzkleidung tragen. Bei Unfall oder Unwohlisein sofort einen Arzt zuziehen (wenn
mdglich dieses Etikett vorzeigen).

Wassrige Eosinlésung. Vorsicht: Die Substanz ist noch nicht vollstéandig gepriift.

Xylen ist SCHADLICH. Entziindlich. Schadlich bei Einatmen und Kontakt mit der Haut.
Reizt die Haut. Kontakt mit den Augen vermeiden.

VERFAHREN

PROBENNAHME:

Es wird empfohlen, die Probennahme geméaB NCCLS-Dokument M29-A2
durchzufiihren. Keine Testmethode kann eine absolute Gewéhr dafir liefern, dass Blut- und
Gewebeproben keine Infektionen (ibertragen. Deshalb miissen alle Blutderivate und
Gewebeproben als potenziell infektiés behandelt werden.

Die notwendigen Einzelheiten zur Probennahme und Aufbewahrung sind Standard-
Histologiewerken zu entnehmen.**

SPEZIELL ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN:

Eosin'Y Losung Gegenfarbemittel:
Alkoholisch, Bestell-Nr. HT110-1, Wassrig, Bestell-Nr. HT110-2 oder Alkoholisch mit
Phloxin, Bestell-Nr. HT110-3.

Reagenzalkohol ODER Ethanol, 100 %

Scotts Leitungswasserersatz-Konzentrat, Bestell-Nr. S 5134

Xylen oder Xylenersatz

Mikroskop, mikroskopische Objekttrager, Deckglaser und Farbeschalen

HINWEISE:

1. Die in der Packungsbeilage angegebenen Zeiten sind Richtwerte. Die persénlichen
Vorlieben kénnen unterschiedlich sein und die Zeiten kénnen den persénlichen
Vorlieben angepasst werden. Farbeldsungen, die oft verwendet werden, verlieren
ihre Féarbekraft; deshalb sollte die Farbedauer verlangert oder eine neue Ldsung
verwendet werden.®

2. Es kénnen verdinnte Alkalildsungen anstelle von warmem Leistungswasser
verwendet werden. Damit wird die fir das Féarbeverfahren benétigte Zeit verkirzt. Bei
Verwendung einer verdiinnten Alkalildsung die Objekttrédger zusétzliche 2-3 Minuten
unter flieBendem Leitungswasser waschen, bevor mit der Eosinfarbung
weitergefahren wird.

3. Einige Leitungswasserzusatze sind sdurehaltig und eignen sich deshalb nicht fir die
“Blaufarbung” dieses Verfahrens. Falls das Leitungswasser sdurehaltig ist, eine
verdunnte Alkalildsung verwenden.

Violette oder rot-braune Kerne weisen auf eine mangelhafte “Blauférbung” hin.

Falls die Eosinfarbung iberméaBig ausfallt, kann die Zellkernfarbung maskiert sein.

Eine korrekte Eosinfarbung weist einen 3-Ton-Effekt auf. Die Eosindifferenzierung

kann durch eine Verldngerung der Zeit im Alkohol oder durch die Verwendung eines

erstgradigen Alkohols mit einem hdheren Wassergehalt erhéht werden. Die Zeiten im

Alkohol kénnen angepasst werden, um den entsprechenden Grad der Eosinférbung

zu erreichen.

6. Die Arbeitsfarbelosung taglich filtern. Die Alkohole und Xylen/Xylenersatz téaglich

abwechseln.

7. Es wird nicht empfohlen, den Arbeitslésungen von Mayers Hamatoxylin oder Eosin
neue Stammlésung zuzugeben.

8. Eine UberméBige Wasserlbertragung in Mayers Hamatoxylin-Lésung sollte
vermieden werden.

9. In jedem Durchlauf sollten positive Objekttrager-Kontrollen getestet werden.

10. Die aus diesem Verfahren gewonnenen Daten dienen nur als Hilfe zur Diagnose und
sollten im Zusammenhang mit anderen klinischen Diagnostiktests und Informationen
Uberpruft werden.

VERFAHREN 1:

HAMATOXYLIN- UND EOSIN-FARBUNG

Eine 95 % Alkoholldsung durch Zugabe von 5 ml entionisiertem Wasser zu 95 ml

Reagenzalkohol, Nr. R 8382, oder Ethanol (100 %) zubereiten.

S
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2. Zu Wasser deparaffinieren oder die gefrorenen Schnitte fixieren und hydrieren.
3. In Mayers Hamatoxylin-Losung farben. ...........c.ccccoeoeinenne 15 Minuten
4. Unter warmem, flieBendem Leitungswasser spilen .15 Minuten
5. In destilliertes Wasser stellen 30 Sekunden
6. Bei Verwendung von alkoholischem Eosin:

In Reagenzalkohol, 95 %, stellen... 30 Sekunden
7. Inein Eosin Y Lésung Gegenfarbemittel stellen:

Alkoholisch, Bestell-Nr. HT110-1,
Waéssrig, Bestell-Nr. HT110-2
oder Alkoholisch mit Phloxin, Bestell-Nr. HT110-3........cccccvveiennnnes 30-60 Sekunden



8.  Dehydrieren und mit zwei Durchgéngen der folgenden Substanzen reinigen:
95 % Reagenzalkohol, absoluter Reagenzalkohol und Xylen.................. je 2 Minuten
9. Mit einem harzhaltigen Fixiermittel fixieren.

VERFAHREN 2:
NUKLEARE GEGENFARBUNG FUR BESTIMMTE FARBUNGEN

1. Das individuelle Farbeverfahren durchfihren.

2. In entionisiertem Wasser spiilen.

3. In Mayers Hamatoxylin-L6sung 1-5 Minuten farben.

4. Unter flieBendem Leitungswasser oder in verdiinnter Alkalildsung sptlen, bis die
Kerne blau sind.

5. In entionisiertem Wasser spilen.

6. Falls das Féarbemittel alkoholldsliche Bestandteile aufweist, in einem wéassrigen

Fixiermittel fixieren. Falls das Farbemittel alkoholunléslich ist, in Alkohol dehydrieren,
in Xylen oder einem Xylenersatz reinigen und in einem harzhaltigen Fixiermittel
fixieren.

LEISTUNGSMERKMALE

ERWARTETE ERGEBNISSE

Das Zellkernchromatin sollte blau sein. Die Nukleoli sollten sichtbar sein. Das
Zellplasma weist verschiedene Schattierungen von rosa bis rosa-orange auf (je nach
verwendeter Gegenféarbung), und die roten Blutzellen erscheinen rot.

Falls sich die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen
unterscheiden, bitte den technischen Kundendienst von Sigma-Aldrich versténdigen.
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