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DATENBLATT  

 

Dako REAL™ Detection System, APAAP, Mouse 
Code K5000 

 

Zur Verwendung mit Dako Immunfärbeautomaten. 
Die in diesem Kit enthaltenen Reagenzien sind ausreichend für 500 Tests. 

Verwendungszweck 
 
Zur In-vitro-Diagnostik. 
Dako REAL™ Detection System, APAAP, Mouse ist für immunhistochemische Verfahren mit 
Dako-Immunfärbeautomaten bestimmt. Das Kit wird in einem Drei-Schritt-Verfahren 
eingesetzt. Zuerst wird das Gewebe mit einem optimal verdünnten primären Maus-
Antikörper, danach mit Dako REAL™ Link, Secondary Antibody (LINK), das mit Maus-
Immunglobulinen aller Isotypen reagiert, und zuletzt mit Dako REAL™ APAAP 
Immunocomplex (APAAP) inkubiert. Die Reaktion wird mit dem ebenfalls im Kit enthaltenen 
RED Chromogen sichtbar gemacht. Um korrekte Färbeergebnisse zu gewährleisten, wird 
empfohlen, das Kit nur mit empfohlenen Reagenzien zu verwenden – siehe Abschnitt 
„Erforderliches, aber nicht mitgeliefertes Material“. 
 

Zusammenfassung und Erklärung 
 
Dako REAL™ Detection System, APAAP, Mouse wurde so konzipiert, dass bei Verwendung 
der in dieser Packungsbeilage angegebenen Matrizes/Protokolle optimale Färbeergebnisse 
mit Dako-Immunfärbeautomaten erzielt werden. 
Vor der Färbung sollte für einige routinemäßig fixierte, paraffineingebettete Gewebeschnitte 
eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER) mit der in der Packungsbeilage des 
primären Mausantikörpers angegebenen Demaskierungslösung erfolgen. Bei einigen 
primären Mausantikörpern werden bessere Färbeergebnisse erzielt, wenn anstelle des 
HIER-Verfahrens eine Gewebevorbehandlung mit Enzymen vorgenommen wird. Bitte 
beachten, dass für das HIER-Verfahren Dako REAL™ Proteinase K, Code-Nr. S2019 
vorgesehen ist, um die Batch-Verarbeitung von Objektträgern zu erleichtern. 
Die endogene alkalische Phosphatase sollte durch Zugabe von Levamisole (Fläschchen G) 
zum AP Substrate Buffer (Fläschchen F) blockiert werden, bevor Chromogen Red 1, Red 2 
und Red 3 zugegeben werden. Wahlweise kann die endogene alkalische Phosphatase auch 
mit Dako Dual Endogenous Enzyme Block, Code-Nr. S2003 blockiert werden.Das 
wirkungsvolle Waschverfahren und die in den Dako-Reagenzien vorhandenen 
stabilisierenden Proteine machen weitere Blockierungsschritte zur Verminderung einer 
unspezifischen Hintergrundfärbung überflüssig. 
Es wird empfohlen, den speziellen Dako Waschpuffer für das jeweilige Dako-Gerät zu 
verwenden. Primäre Antikörper gehören nicht zum Lieferumfang. Wir empfehlen Dako N-
Series Ready-to-Use Primary Antibodies bzw. konzentrierte primäre Antikörper von Dako. 
Dako REAL™ Detection System, APAAP, Mouse beruht auf dem APAAP-Verfahren. Das 
den sekundären Antikörper enthaltende Reagenz des Kits reagiert mit allen Isotypen von 
Maus- Immunglobulinen und wirkt als Link-Antikörper zwischen dem primären 
Mausantikörper und dem APAAP, bei dem es sich um lösliche, zwischen einem 
monoklonalen, an alkalische Phosphatase aus fötalem Kalbsdarm gebundenen IgG1-
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Mausantikörper und alkalischer Phosphatase aus fötalem Kalbsdarm gebildete 
Immunkomplexe handelt. Der sekundäre Antikörper sowie der APAAPImmunkomplex 
werden gebrauchsfertig in Tropffläschchen geliefert und müssen vor Gebrauch in 
die entsprechenden Behälter des Geräts eingefüllt werden. 
Das Substratsystem besteht aus vier Komponenten: Chromogen Red 1, Chromogen Red 2, 
Chromogen Red 3 und AP Substrate Buffer. Bei dem Chromogen handelt es sich um ein 
Fast Red-Chromogen. Außerdem wird konzentriertes Levamisol mitgeliefert, das zur 
Substrat-Arbeitslösung hinzugefügt werden kann, falls eine Blockade der endogenen 
alkalischen Phosphatase als notwendig erachtet wird. Chromogen Red 1, Red 2 und Red 3 
müssen vor Gebrauch mit AP Substrate Buffer verdünnt werden. Das Substratchromogen 
führt zu einem kontrastreichen roten Endprodukt am Ort des Zielantigens. 
Für die Gegenfärbung werden Dako REAL™ Hematoxylin, Code-Nr. S2020 oder 
Hematoxylin for the Dako Autostainer, Code-Nr. S3301 empfohlen, da sie eine deutliche 
nukleäre Blaufärbung hervorrufen. 
Für die Fixierung der gefärbten Gewebeschnitte eignen sich sowohl Fixiermittel auf 
wässriger Basis als auch auf Basis organischer Lösungsmittel. 
 

Reagenzien 
 
A. Mitgelieferte Materialien 
 
Fläschchen A 
 
Dako REAL™ Link, Secondary Antibody (LINK) 
120 mL, gebrauchsfertig 
Kaninchen-Anti-Maus-Immunglobuline in gepufferter Lösung mit 
hintergrundreduzierenden Komponenten und Natriumazid. 
Farbschwankungen bei diesem Reagenz (kräftig gelb bis farblos) 
haben keinerlei Einfluss auf die Leistung des Kits. 
 
Fläschchen B 
 
Dako REAL™ APAAP Immunocomplex (APAAP) 
120 mL, gebrauchsfertig 
Aus der alkalischen Phosphatase des Kalbsdarms und monoklonalen 
Mausantikörpern gegen die alkalische Phosphatase des Kalbsdarms 
gebildete, lösliche Immunkomplexe. In gepufferter Lösung mit 
hintergrundreduzierenden Komponenten, Stabilisatoren und 
Natriumazid. 
 
Fläschchen C 
 
Dako REAL™ Chromogen Red 1 
8 mL, 28fach konzentriert 
 
Fläschchen D 
 
Dako REAL™ Chromogen Red 2 
8 mL, 28fach konzentriert 
 
Fläschchen E 
 
Dako REAL™ Chromogen Red 3 
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8 mL, 28fach konzentriert 
 
Fläschchen F 
 
Dako REAL™ AP Substrate Buffer 
250 mL, gebrauchsfertig 
Gepufferte Substratlösung 
 
Fläschchen G 
 
Dako REAL™ Levamisole 
1 mL, 501fach konzentriert 
Levamisol-Lösung 
 

B. Erforderliches, aber nicht mitgeliefertes Material 
 
Dako-Immunfärbeautomaten 
Spezielle Dako-Waschpuffer für das jeweilige Gerät 
Dual Endogenous Enzyme Block, Code-Nr. S2003 (optional) 
Dako REAL™ Proteinase K, Code-Nr. S2019, verdünnt in Dako REAL™ Proteinase K 
Diluent, Code-Nr. S2032, oder Proteinase K (Ready-to-Use), Code-Nr. S3020 (soweit 
erforderlich) 
N-Series Ready-to-Use Primary Mouse Antibodies oder entsprechend verdünnte, 
konzentrierte primäre Mausantikörper von Dako 
Dako REAL™ Antibody Diluent, Code-Nr. S2022 (zur Verdünnung konzentrierter Antikörper) 
Dako REAL™ Hematoxylin, Code-Nr. S2020 oder Hematoxylin for the Dako Autostainer, 
Code-Nr. S3301 
Demaskierungslösung. Siehe Packungsbeilage des primären Mausantikörpers. 
N-Series Ready-to-Use Mouse Universal Negative Control oder ein anderes geeignetes 
Negativkontrollreagenz für den primären Mausantikörper 
Dako REAL™ Incubation Container, Code-Nr. S2030 (optional) 
Dako REAL™ Slide Holder, Code-Nr. S2029 (optional) 
Zubehör für Dako-Geräte 
Mikroskop-Objektträger 
Für die Wachsentfernung bei paraffineingebetteten Gewebeschnitten gebräuchliche 
Laborreagenzien 
Fixiermittel (wässrig oder auf Basis organischer Lösungsmittel) und Deckgläser 
 

Vorsichtsmaßnahmen 
 
1. Nur für Fachpersonal bestimmt. 
2. Fläschchen A, Dako REAL™ Link, Secondary Antibody (LINK) und Fläschchen B, Dako 
    REAL™ APAAP Immunocomplex (APAAP) enthalten von Säugetieren stammendes 
    Material. Wie alle Produkte biologischen Ursprungs müssen auch diese entsprechend 
    gehandhabt werden. 
3. Fläschchen A, Dako REAL™ Link, Secondary Antibody (LINK) und Fläschchen B, Dako 
    REAL™ APAAP Immunocomplex (APAAP) enthalten Natriumazid (NaN3), eine in reiner 
    Form äußerst giftige Chemikalie. Ansammlungen von Natriumazid können auch in 
    Konzentrationen, die nicht als gefährlich klassifiziert sind, mit Blei- und 
    Kupferabflussrohren reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Nach der 
    Entsorgung stets mit viel Wasser nachspülen, um Azidansammlungen in den Leitungen 
    vorzubeugen. 
4. Angesetzte Chromogen-Arbeitslösung innerhalb von 20 Minuten verbrauchen. 
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5. Fläschchen C, Dako REAL™ Chromogen Red 1, Fläschchen D, Dako REAL™ 
    Chromogen Red 2, Fläschchen E, Dako REAL™ Chromogen Red 3, Fläschchen G, Dako 
    REAL™ Levamisole sowie die Substrat-Arbeitslösung (CHROM) keinem starken 
    Lichteinfall aussetzen. 
6. Der Inhalt von Fläschchen E, Dako REAL™ Chromogen Red 3 ist höchst 
    wärmeempfindlich und sollte daher nur so kurz wie möglich auf Zimmertemperatur 
    gebracht werden. 
7. Fläschchen E, Dako REAL™ Chromogen Red 3, enthält 1–<5 % Fast Red KL Salz und ist 
    folgendermaßen markiert: 
    Giftig. 
    R45 Kann Krebs erzeugen. 
    S35 Abfälle und Behälter müssen auf sichere Weise entsorgt werden. 
    S45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn möglich, dieses Etikett 
    vorzeigen). 
    S53 Exposition vermeiden – vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen. 
    Nur für Fachpersonal bestimmt. 
    Vorsicht. Dieses Produkt enthält eine Substanz, die noch nicht vollständig erforscht wurde. 
    Die Klassifizierung erfolgte ausschließlich auf Grundlage eines Vergleichs mit Substanzen 
    ähnlicher Struktur. 
    Personen unter 18 Jahren dürfen mit diesem Produkt grundsätzlich nicht arbeiten. Alle 
    Anwender müssen sorgfältig in das richtige Arbeitsverfahren, die gefährlichen 
    Eigenschaften des Produkts und die notwendigen Sicherheitsmaßnahmen eingewiesen  
    werden. Weitere Informationen bitte dem Material-Sicherheitsdatenblatt (MSDS) 
    entnehmen. 
8. Fläschchen G, Dako REAL™ Levamisole enthält 1–<5 % Levamisol-Hydrochlorid und ist 
    folgendermaßen markiert: 
    Gesundheitsschädlich. 
    R22 Gesundheitsschädlich bei Verschlucken. 
    S60 Dieser Stoff und sein Behälter sind als gefährlicher Abfall zu entsorgen. 
9. Fläschchen F, Dako REAL™ AP Substrate Buffer enthält 1–<20 % Trometamol. Bei dieser 

Konzentration ist für Trometamol keine Gefahrenkennzeichnung erforderlich. Auf Anfrage 
ist für Fachpersonal ein Material-Sicherheitsdatenblatt (Material Safety Data Sheet, 
MSDS) erhältlich. 

10. Entsprechende Schutzkleidung tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden. 
11. Nicht verwendete Lösung ist entsprechend örtlichen, bundesstaatlichen und staatlichen 
      Richtlinien zu entsorgen. 
 

Aufbewahrung 
 
Bei 2–8 C aufbewahren. Nach Ablauf des auf dem Kit aufgedruckten Verfalldatums nicht 
mehr verwenden. Kitkomponenten aus unterschiedlichen Chargen nicht austauschen. 
Werden die Reagenzien anders als unter den genannten Bedingungen aufbewahrt, sind die 
Bedingungen vom Anwender zu validieren. Den fertigen AP Substrate Buffer mit Levamisole 

im Dunkeln bei 2–8 C aufbewahren und innerhalb von 5 Tagen verbrauchen. Angesetzte 
Substrat-Arbeitslösung (CHROM) innerhalb von 20 Minuten verbrauchen. Falls es zu einer 
unerwarteten Färbung kommt, die sich nicht durch Unterschiede bei Laborverfahren erklären 
lässt und auf ein Problem mit dem Produkt hindeutet, ist unser technischer Kundendienst zu 
verständigen. 

 
Reagenzvorbereitung 
 
Substrat-Arbeitslösung (CHROM) 
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Die Chromogen Red enthaltende Substrat-Arbeitslösung (CHROM) wird angesetzt, indem 
750 μL AP Substrate Buffer (Fläschchen F) mit 30 μL Chromogen Red 1 (Fläschchen C), 30 
μL Chromogen Red 2 (Fläschchen D) und 30 μL Chromogen Red 3 (Fläschchen E) in genau 
dieser Reihenfolge zugegeben werden; nach Zusatz jedes einzelnen Chromogens gründlich 
mischen.  
CHROM innerhalb von 20 Minuten verbrauchen. Das bedeutet, dass die Substrat-
Arbeitslösung frühestens 20 Minuten, bevor das Gerät die CHROM-Lösung auf die 
Objektträger aufbringt, angesetzt und in das Gerät gefüllt werden darf. Nicht verwendete 
CHROM-Lösung entsorgen. 
Wird erwartet, dass endogene alkalische Phosphatase eine unerwünschte unspezifische 
Färbung hervorruft, kann die Blockade durch Zugabe von Levamisole zum AP Substrate 
Buffer erfolgen. 
Levamisole nur im Bedarfsfall verwenden. Zu allen Proben, bei denen eine Blockade der 
endogenen alkalischen Phosphatase erforderlich ist, 1 Tropfen Levamisole (Fläschchen G) 
für je 10 mL AP Substrate Buffer (Fläschchen F) zugeben. Vor Zugabe der Chromogen Red 
Komponenten zugeben und mischen. Den AP Substrate Buffer mit Levamisole innerhalb von 
5 Tagen verbrauchen (im Dunkeln bei 2–8 °C aufbewahren). 
Angaben zum Ansetzen von Reagenzien, die nicht zum Lieferumfang des Kits gehören, bitte 
den jeweiligen Gebrauchsanweisungen entnehmen. 
 

Entnahme und Vorbereitung der Probe 
 
Geeignet sind routinemäßig fixierte, paraffineingebettete Gewebeschnitte und 
Gefrierschnitte. 
Für die Konservierung der Proben sind verschiedene Fixiermittel geeignet. Die Proben 
sollten höchstens 24 Stunden (vorzugsweise kürzer) in neutral gepuffertem Formalin fixiert 
werden. 
Die optimale Dicke paraffineingebetteter Schnitte beträgt etwa 4 μm. 
Bei Gefrierschnitten liegt die optimale Dicke bei 4–6 μm. 
Die Proben auf Mikroskop-Objektträgern fixieren. Die Schnitte sind so flach und faltenfrei wie 
möglich auf den Objektträgern zu fixieren. Zu viele Falten wirken sich negativ auf die 
Färbungsergebnisse aus. 
HINWEIS: Die Größe der Objektträger muss zum Dako-Gerät passen. Angaben zu 
geeigneten Mikroskop-Objektträgern bitte dem Bedienungshandbuch des jeweiligen Dako-
Geräts entnehmen. 
Paraffineingebettete Schnitte sollten aus einem vorgewärmten Wasserbad mit destilliertem 
oder entionisiertem Wasser heraus fixiert werden. Dieses Wasserbad darf keine Zusätze 
enthalten (wie z.B. Gelatine, Poly-L-Lysin usw.). Die Schnitte werden mindestens 60 Minuten 
lang (z.B. über Nacht) wärmegetrocknet, gewöhnlich bei einer Temperatur von höchstens 60 
°C. Damit die Schnitte gut auf den Objektträgern haften, muss vor dem Trockenprozess im 
Ofen alles Wasser unter den Schnitten entfernt worden sein. 
 

Verfahren 
 
Um optimale Färbungsergebnisse zu erzielen, arbeiten Dako-Immunfärbeautomaten mit auf 
verschiedenen Prinzipien beruhenden Verfahren. Das Bedienerhandbuch des etreffenden 
Dako-Geräts vor der Durchführung von Färbungen mit Dako-Immunfärbeautomaten 
gründlich durchlesen. 
Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung mit Puffer (Wasser) sollte bei den meisten 
Gewebeschnitten ein HIER-Verfahren durchgeführt werden. Um eine reproduzierbare 
Demaskierung zu gewährleisten, wird eine Standardisierung des HIER-Verfahrens 
empfohlen. Zur Standardisierung der Behandlung sollte die Objektträger-Halterung komplett 
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mit Objektträgern beladen werden, auch wenn sich nur auf einem Objektträger Gewebe 
befindet; hierdurch wird eine einheitliche Erwärmung der Schnitte bei jedem Durchlauf 
gewährleistet. Nach dem Demaskierungs-Arbeitsschritt müssen die Objektträger mindestens 
20 Minuten lang bei Raumtemperatur in der Pufferlösung verbleiben. Während dieser 
Abkühlphase können die Dako-Immunfärbeautomaten für den Färbedurchlauf vorbereitet 
werden. Einige wenige Epitope dürfen nicht mit dem HIERVerfahren behandelt werden. 
Angaben bitte der Packungsbeilage des jeweiligen primären Antikörpers von Dako 
entnehmen. 
 
Inkubation mit dem primären Antikörper 
 
Dako N-Series Ready-to-Use Primary Mouse Antibodies können mit Dako REAL™ Detection 
System, APAAP, Mouse auf formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitten 
verwendet werden. 
Die Packungsbeilage des jeweiligen konzentrierten primären Mausantikörpers enthält 
Angaben zur Verdünnung konzentrierter primärer Mausantikörper von Dako und zur 
Vorbehandlung mit Proteinase K in Verbindung mit Dako REAL™ Detection System, 
APAAP, Mouse auf formalinfixierten, paraffineingebetteten Schnitten. 
Die konzentrierten primären Mausantikörper können mit Dako REAL™ Antibody Diluent, 
Code-Nr. S2022 verdünnt werden. 
Ein Dako-Gerät wird mit den Objektträgern beladen, die entsprechend unter Zugrundelegung 
der jeweiligen Matrix/des jeweiligen Protokolls für Dako REAL™ Detection System, APAAP, 
Mouse, Code-Nr. K5000 gefärbt werden. Das Dako REAL™ Detektionssystem kann bei 
einfachen APAAP-Verfahren eingesetzt werden, wenn z.B. eine besondere Intensität 
erforderlich ist, oder bei zweifachen Verfahren auf Dako-Immunfärbeautomaten für Zweifach-
APAAP, wenn in Matrizes/Protokollen der Einsatz der Reagenzien A und B empfohlen wird. 
Sollte auf Ihrem Dako-Gerät keine Matrix/kein Protokoll vorhanden sein, setzen Sie sich bitte 
mit unserem Technischen Kundendienst in Verbindung. 
Vor der ersten Verwendung von Dako REAL™ Detection System, APAAP, Mouse auf dem 
Dako-Autostainer müssen die in Tabelle 1 angegebenen Reagenzien und Inkubationszeiten 
in die Reagenzienliste des Geräts aufgenommen werden. 
 
Tabelle 1. Notwendige Ergänzungen der Reagenzienliste und optimale Inkubationszeiten 
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* N-Series Ready-to-Use Primary Mouse Antibodies 

 
HINWEIS: Auf dem Dako-Autostainer sind in Verbindung mit der Matrix für einfache APAAP 
bzw. derjenigen für zweifache APAAP unterschiedliche Inkubationszeiten erforderlich. Der 
Zeitunterschied ist aus der „Langversion“ der Bezeichnung für die von Dako bereits im 
Autostainer kodierten Reagenzien ersichtlich. Weitere Namen können manuell eingegeben 
werden. 
Für andere Geräte von Dako sind die Namen der Reagenzien und die zugehörigen 
Inkubationszeiten bereits in den Matrizes/Protokollen vorprogrammiert. 

 
Qualitätskontrolle 
 
Bei jedem Färbedurchlauf sollte eine als positiv bekannte Kontrollprobe mitgeführt werden, 
um die Leistung aller verwendeten Reagenzien zu bestätigen. Wenn das positive 
Kontrollgewebe keine Färbung aufweist, muss die Markierung der Testproben für ungültig 
erklärt werden. 
Zum Ausschluss einer unspezifischen Färbung sollte ferner stets eine Negativkontrolle 
mitlaufen. Ist die unspezifische Färbung nicht eindeutig von der spezifischen Färbung zu 
unterscheiden, muss die Markierung der Testproben für ungültig erklärt werden. 
Als Negativkontrolle wird Negative Control for N-Series Mouse Primary Antibodies, Code-Nr. 
N1698 empfohlen. 
 

Auswertung der Ergebnisse 
 
Die Substrat-Arbeitslösung (CHROM) erzeugt am Ort des Zielantigens ein kontrastreiches 
rotes Endprodukt. Die Rotfärbung muss am erwarteten Ort des Zielantigens auf der 
Positivkontrolle vorhanden sein. Eine unspezifische Färbung stellt sich als eher diffuse 
Rotfärbung der mit der Negativkontrolle behandelten Objektträger dar. Zellkerne werden 
durch die Hämatoxylin-Gegenfärbung blau gefärbt. 
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