
Für den allgemeinen Laborgebrauch.
TUNEL Dilution Buffer
Pufferlösung, enthält Tris, Natriumcacodylat und CoCl2.
Der Puffer wird für Verdünnungen der terminalen Transferase im TUNEL Reaktionsmix 
(zur Detektion von Apoptose in situ) eingesetzt.
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2 × 10 ml Stabil bei 2-8°C
1. Einleitung

DNA-Fragmentierung wird als das biochemische 
Schlüsselereignis der Apoptose angesehen: sie führt 
zu einer Spaltung nukleärer DNA in Fragmente von 
Oligosomengröße (1). Deshalb wird dieser Prozeß für 
gewöhnlich zur Detektion der Apoptose durch die 
typische DNA-Leiter auf Agarosegelen während der 
Elektrophorese verwendet (2). Diese Methode kann 
jedoch weder Informationen hinsichtlich der Apoptose 
in individuellen Zellen liefern, noch die zelluläre 
Apoptose zur histologischen Lokalisation oder 
Zelldifferenzierung in Beziehung setzen.
Dies kann durch enzymatische in situ Markierung der 
DNA-Strangbrüche erfolgen, welche während der 
frühen Apoptose stattfinden. Sowohl DNA-Polymerase, 
als auch terminale Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) 
(3, 4) werden verwendet, um markierte Nukleotide in 
partiell degradierte DNA einzuführen. Die Tailing-
Reaktion  unter Verwendung von TdT, auch ISEL [in situ 
end labeling (5)] oder TUNEL  [(TdT-mediated dUTP 
nick end labeling (1, 6)] genannt, hat mehrere Vorteile 
im Vergleich zur in situ Nick Translation (ISNT) unter 
Verwendung von DNA Polymerase:
• Die Intensität der Markierung apoptotischer Zellen 

ist mit TUNEL im Vergleich zu ISNT höher, was zu 
einer höheren Sensitivität führt.

• Sehr schnelle Kinetik des Nukleotideinbaues mit 
TUNEL im Vergleich zu ISNT.

• TUNEL markiert bevorzugt apoptotische Zellen im 
Vergleich zu nekrotischen Zellen (7).

Für bestimmte Gewebeschnitte (hauptsächlich bei pro-
liferierendem Gewebe) muß die Konzentration von TdT 
in unseren In Situ Cell Death Detection Kits angepaßt 
werden, da Okazaki-Fragmente oder andere intrazellu-
läre Ereignisse die Markierung beeinflussen können. 
Um dieses Problem der Überfärbung zu überwinden, 
kann eine Verdünnung der TdT-Komponente des 
In Situ Cell Death Detection Kits* hilfreich sein.

2. Produktbeschreibung

Inhalt Pufferlösung mit 30 mM Tris/HCl, 140 mM Natrium-
cacodylat und 1 mM CoCl2.

Verwendung Der TUNEL Verdünnungspuffer wird in Kombination 
mit den In Situ Cell Death Detection Kits verwendet 
[Fluorescein (Best. Nr. 1 684 795), POD (Best. Nr. 
1 684 817) oder AP (Best. Nr. 1 684 809)].

Haltbarkeit Der TUNEL Verdünnungspuffer ist bei 2-8°C bis zum 
Verfallsdatum haltbar (siehe chargenspezifischen 
Etikettaufdruck).
Verdünnungen von TdT sollten unmittelbar vor 
Gebrauch hergestellt und nicht gelagert werden. 
Das TUNEL Reaktionsgemisch ist bis zum Gebrauch 
auf Eis zu stellen.
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3. Anwendungen

Der TUNEL Verdünnungspuffer dient der Verdünnung 
von TdT in der TUNEL-Reaktion für spezielle 
Anwendungen. Das TUNEL-Reaktionsgemisch wird 
zur Detektion von DNA-Strangbrüchen in Zellen und 
Geweben und zur Detektion und Quantifizierung des 
apoptotischen Zelltods auf der Einzelzellebene 
eingesetzt.

Probenmaterial • Zellen in Suspension (6)
• Cytospin- und Zellschmier-Präparationen
• Adhärente Zellen, kultiviert auf „chamber slides“(8)
• Gefrierschnitte oder Formalin-fixierte, in Plastik oder 

Paraffin eingebettete Gewebeschnitte (3).

4. Arbeitsvorschriften

4.1 Allgemeine Anmerkungen

Der In Situ Cell Death Detection Kit ist wie in der 
entsprechenden Packungsbeilage beschrieben zu 
verwenden. Parallel hierzu werden Verdünnungen von 
TdT für die Gewebeschnitte verwendet, um falsch 
positive Markierungen zu vermeiden.

4.2 Verdünnungen von TdT

Folgende Verdünnungen von TdT werden empfohlen:
1:2, 1:3, 1:5, 1:10, 1:50,  1:100.
Tabelle: Volumina zur Anfärbung von 
Gewebeschnitten

Nacheinander 5 �l der TdT-Verdünnung mit 45 �l des 
Kit-Röhrchens 2 mischen (Markierungslösung) und die 
resultierenden 50 �l für den Gewebeschnitt verwenden 
(siehe Packungsbeilage).

TdT 
Verdünnung

TdT TUNEL 
Verdünnungs-

puffer

Gesamt-
volumen der 

TdT-
Verdünnung

unverdünnt 5 �l aus  Kit-Röhrchen 1 - 5 �l

1:2 5 �l aus  Kit-Röhrchen 1  5 �l 10 �l

1:3 5 �l aus  Kit-Röhrchen 1 10 �l 15 �l

1:5 5 �l aus  Kit-Röhrchen 1 20 �l 25 �l

1:10 5 �l aus 1:5 5 �l 10 �l

1:50 5 �l aus 1:10 20 �l 25 �l

1:100 10 �l aus 1:50 10 �l 20 �l



4.3 Auswertung der Färbung

Die Verdünnungen sind anhand der mikroskopischen 
Prüfung zu bewerten. Die Spezifität der Färbung erhöht 
sich mit der Verdünnung, falls eine Überfärbung mit 
den unverdünnten Kit-Komponenten beobachtet wird. 
Bei einem bestimmten Verdünnungsgrad ist die 
TUNEL-Reaktion optimal und das Signal vermindert 
sich bei weiterer Verdünnung von TdT.

Die Pufferlösung enthält 140 mM Na-cacodylat.
Giftig beim Einatmen und Verschlucken.
Bei der Arbeit nicht essen, trinken, rauchen. 
Bei Berührung mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.
Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt hinzuziehen (wenn möglich, 
diesen Beipackzettel vorzeigen).
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* zu beziehen von Roche Molecular Biochemicals

6. Produkte für die Apoptose-Forschung

Apoptosis-
specific 
physiological 
change

Detection 
method

Products Cat. No.

DNA 
fragmentation

• Gel Elec-
trophoresis 

• In situ 
assay

• ELISA

• Apoptotic DNA-Ladder Kit
• In Situ Cell Death 

Detection Kit, TMR red
• In Situ Cell Death 

Detection Kit, Fluorescein
• In Situ Cell Death 

Detection Kit, AP
• In Situ Cell Death 

Detection Kit, POD
Single reagents for TUNEL 
and 
supporting reagents:

• TUNEL AP
• TUNEL POD
• TUNEL Enzyme
• TUNEL Label Mix
• TUNEL Dilution Buffer

• Cell Death Detection 
ELISAPLUS

• Cell Death Detection 
ELISAPLUS, 10×

• Cellular DNA 
Fragmentation ELISA

1 835 246

2 156 792

1 684 795

1 684 809

1 684 817

1 772 457
1 772 465
1 767 305
1 767 291
1 966 006

1 774 425

1 920 685

1 585 045

Cell 
membrane  
alterations

• Micros-
copy or 
FACS

• Annexin-V-AlexaTM 568
• Annexin-V-Biotin
• Annexin-V-FLUOS
• Annexin V FLUOS 

Staining Kit

1 985 485
1 828 690
1 828 681

1 858 777

Enzymatic 
activity

• Western 
Blot

• FIENA
• In situ 

Assay

• Anti-Poly (ADP-Ribose)
Polymerase

• Caspase 3 Activity Assay
• M30 CytoDEATH

(formalin grade)
• M30 CytoDEATH, 

Fluorescein

1 835 238
2 012 952

2 140 322

2 140 349

Expression of 
apoptosis- 
related  
proteins

• Apoptosis 
Induction

• In situ 
Assay/
Western 
Blot

• ELISA

• Anti-Fas

• Anti-Bcl-2 
• Anti-p53 (pan)
• Anti-p53, Biotin
• Anti-p53, POD

• p53 ELISA

1 922 432

1 624 989
1 810 928
1 810 936
1 810 944

1 828 789
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Apoptosis special interest site:

http://biochem.roche.com/techserv/apoptosis/index.htm
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