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Dreifachfarbung zur differenzierten Darstellung des Bindegewebes

Van-Gieson-L6sung (Pikrofuchsin) dient zur differenzierten Anfarbung von Zytoplasma, Bindegewebe und Muskulatur.
Die Losung enthalt zwei Farbstoffe, die sich in ihren Eigenschaften stark unterscheiden: Die feindisperse Pikrinsaure
dringt schnell in alle Strukturen der Gewebeprobe ein und farbt sie gelb. Das grobdisperse Saurefuchsin kann
wahrend der kurzen Einwirkzeit nur die grobstrukturierten Fasern des kollagenen Bindegewebes durchdringen. Dort
wird die Pikrinsaure rot Gberfarbt. Verlangert man die Einwirkzeit, besteht die Gefahr, dass die Pikrinsaure auch in den
Ubrigen Gewebebereichen Uberfarbt wird.

Wichtiger Hinweis: Anschliesiend muss man die Pikrinsdure moglichst vollstdndig aus dem kollagenen Bindegewebe
ausspulen, da mit Saurefuchsin gefarbtes Gewebe empfindlich gegenliber Sduren und Alkalien reagiert und sonst
leicht verblasst. Der Vorgang erfordert etwas Fingerspitzengefihl, da die Spulung abgebrochen werden muss, bevor
die Pikrinsdure auch aus den ubrigen Gewebebereichen geldst wird (Schnitt wird dann rotstichig).

Die Kernfarbung erfolgt mit Eisenhdmatoxylinlésung nach Weigert (Mischung aus Hamatoxylinlésung A und B).
Die Losung ist saurefest und daher bestandig gegentiber Pikrinsaure.

Der Kit enthalt
e Hamatoxylinlésung A nach Weigert (Best.-Nr. X906.1)

&< Gefahr H225-H319-H336 500 ml
¢ Hamatoxylinlosung B nach Weigert (Best.-Nr. X907.1)

&> Gefahr H290-H318 500 ml
e Van Gieson Losung (Best.-Nr. 3925.1) (SDB-Versionen:10.2021) 500 ml

Lésungen vor Gebrauch filtrieren! Die Lésungen kénnen einzeln nachbestellt werden.

Weiteres benoétigtes Reagenz:
HCI-Alkohol 3 % (Best.-Nr. 6477) — Gebrauchslésung 0,5 %

Durchfiihrung*:
1. Schnitte entparaffinieren und rehydrieren 7. Farben mit van Gieson-Losung.
(absteigende Alkoholreihe mit Abschluss Ethanol 70%). 1-3-min
2. Farben mit Eisenhamatoxylinldsung 8. Kurzes Spilen mit Ethanol 70% und Ethanol 96%.
(Lsg. A + Lsg. B im Verhaltnis 1:1 mischen,
ca. 8 Tage stabil bei Raumtemperatur). Vorsicht, Pikrinsdure ist besonders in verdiinntem
5-10 min Ethanol gut I6slich!
3. Spllen mit Aqua dest. 9. Entwassern und Spulen mit Ethanol 96%,
zur Vermeidung von Hamatein-Niederschlagen. zum Schluss 2 x Ethanol 100%.
4. Mikroskopkontrolle: Zellkerne grau-blau, Zytoplasma 10. Zwischenschritt mit Intermedium.
farblos bis max. leicht grau. Bei starkerer Farbung
Zytoplasma differenzieren mit HCI-Alkohol 0,5%. 11. Eindecken mit passendem Eindeckmedium.
2-3 sec
5. Spllen mit Leitungswasser zur Unterbrechung der Hinweis zu Schritt 9:
Differenzierung. Moderat splilen mit hochprozentigem Ethanol, um
6. Blauen unter flielendem Leitungswasser. Pikrinsdure aus kollagenem Bindegewebe
10 min auszuwaschen (s. auch Hinweis in der Einleitung oben)

* Nach Romeis, Mikroskopische Technik, 18. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag (2010)

Ergebnis:
Zellkerne: schwarzblau/schwarzbraun - Kollagenes Bindegewebe: rot - Zytoplasma und Muskulatur: gelb

Hinweis:

Die Farbintensitat ist abhangig von der Vorbehandlung und Beschaffenheit der zu farbenden Probe.
Es kann also ggf. erforderlich sein, die Methode zunachst an die jeweiligen Bedingungen anzupassen.
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Triple staining method for differential visualisation of tissue structures

Van Gieson’s solution contains two dyes with very different properties: The fine-particle picric acid infiltrates quickly all
structures of tissue by staining them yellow. The coarse-particle acid fuchsine can stain only the coarse structures of
collagen connective tissue during the short residence time. There the picric acid is masked. Do not prolong the
residence time to avoid the masking of picric acid in other tissue structures, too (principle of progressive staining).
Please note: After staining remove the picric acid as completely as possible from collagen connective tissue for

tissue stained with acid fuchsine tends to fade out when being exposed to acids and bases.

The procedure demands some skill for you have to stop rinsing before the picric acid is also removed from the other
tissue structures (in that case the tissue becomes reddish).

The nuclei are stained with Weigert's iron hematoxylin solution (mixture of hematoxylin solution A and B).
The solution is acid resistant and, therefore, resistant against picric acid.

Kit contains
¢ Hematoxylin solution A acc. to Weigert (Art. No. X906.1)

@@ Danger H225-H319-H336 500 ml
¢ Hematoxylin solution B acc. to Weigert (Art. No. X907.1)

@ Danger H290 H318 500 ml
e Van Gieson’s solution (Art. No. 3925.1)  (MSDS-Versions:10.2021) 500 ml

The staining solutions should be filtrated before use! Solutions may be bought separately.

Additional chemicals required:
HCl-ethanol solution 3 % (Art. No. 477) — working solution 0.5 %

Instruction*:

1. De-wax and rehydrate sections (descending alcohol series | 7. Stain with van Gieson's solution.

finishing off with ethanol 70 %). 1-3-min
2. Stain with Weigert's iron hematoxylin solution 8. Rinse shortly with ethanol 70% and ethanol 96%.
(Mix solution A + B at a ratio of 1:1,
solution stable for 8 days at room temp.). Caution, picric acid is especially soluble in
5-10 min diluted ethanol!
3. Rinse with distilled water 9. Dehydrate and rinse with ethanol 96%,
to avoid precipitation of hematein. finish with 2 x ethanol 100%.
4. Examine by microscope: Nuclei should be grey blue, 10. Clear with clearing agent.

cytoplasm colorless to max. light grey. If the cytoplasm is
stained too intensive differentiate in HCIl-ethanol 0.5%.

2.3 sec 11. Mount with appropriate mounting medium.
5. Rinse in tap water to interrupt the differentiation. Please note at step 9:
Rinse moderately with highly concentrated ethanol to
6. Blue in flowing tap water. remove the picric acid from the connective tissue
10 min (see also above).

*Acc. to Romeis, Mikroskopische Technik, 18. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag (2010)

Result:

e Cell nuclei: dark blue/dark brown
e Collagene fibres: red

e Cytoplasm: yellow
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