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Methods of Homogenisation, Intensity of Homogenisation, Stability and Reproducibility
of Oxygen Uptake, Liver Homogenates

The influence of five different methods of homogenisation (1. The method according to Potter
and Elvehjem, 2. A modification of this method called Potter S, 3. The method of Dounce, 4.
Homogenisation by hypersonic waves and 5. Coarce-grained homogenisation with the “Mikro-
fleischwolf”’) on the absolute value and stability of oxygen uptake of guinea pig liver homogenates
has been investigated in simultaneous measurements. All homogenates showed a characteristic fall
of oxygen uptake during measuring time (3 hours). The modified method according to Potter and
Elvehjem called Potter S showed reproducible results without any influence by homogenisation

intensity.

Einleitung

Homogenate von Lebergewebe wurden bisher von
vielen Autoren fir pharmakologische bzw. phar-
mako-kinetische Fragestellungen verwendet. Dabei
werden zum Teil sehr unterschiedliche Homogenisa-
tionsformen und insbesondere Homogenisations-
intensitdten bei ein und demselben Gewebe verwen-
det (zusammenfassende Darstellung bei Berthet !,
Kleinzeller 2 und Umbreit3). Bei den meisten Auto-
ren wird darauf verzichtet, Angaben iiber die Homo-
genisationsintensitdt zu machen, so dafl die Ergeb-
nisse kaum zu vergleichen sind. Es fehlt vor allen
Dingen in der bisher bekannten Literatur eine
Untersuchung, die den Einflul der verschiedenen
Homogenisationstechniken bzw. deren Intensitit auf
irgendeinen Parameter des homogenisierten Gewe-
bes hin untersucht. Diese Untersuchung versucht,
mit Hilfe der Messung der Sauerstoffaufnahme des
homogenisierten Gewebes einen kleinen Beitrag zu
leisten, die Vergleichbarkeit der mit verschiedenen
Methoden erhobenen Ergebnisse unter Umstinden
zu ermoglichen.

Methodik

Die Sauerstoffaufnahme von Meerschweinchen-
leberhomogenat wurde manometrisch nach der direk-
ten Warburg-Methode 2~ bestimmt. Handelsiibliche

Sonderdruckanforderungen an Prof. J. P. Pichotka, Phy-
siologisches Institut der Universitit Bonn, NuBallee 11,
D-5300 Bonn 1.

Meerschweinchen mit einem Korpergewicht von 500
+50g wurden durch Nackenschlag und Dekapita-
tion getotet. Fiir die Homogenisation wurde jeweils
der Lobus dexter hepatis verwendet. Im direkten
Vergleich wurden folgende Homogenisationsverfah-
ren gepriift:

1. Homogenisation nach Potter und Elvehjem (Ge-
rate der Fa. B. Braun, Melsungen). Bei diesem
Verfahren standen verschiedene Stempel-Gefal3-
Kombinationen (Teflonstempel in Glaszylinder
und Glasstempel in Glaszylinder) zur Verfiigung.

2. Eine Modifikation der Methode nach Potter und
Elvehjem (Gerat Potter S, Fa. B. Braun, Melsun-
gen), bei der die Stempelumdrehungsgeschwin-
digkeit lastunabhingig wéhlbar und wesentlich
konstanter ist als bei der Original-Methode.

3. Homogenisation mit Hilfe des Dounce-Homo-
genisators. Bei dem Verfahren stehen 2 verschie-
dene Glasstempel (L+S) zur Verfiigung. Bei
Dounce-L betrdgt der Abstand zwischen Wand
und Stempel im Mittel 0,25 mm, bei Dounce-S
im Mittel 0,06 mm.

4. Ultraschallhomogenisation (Gerit Politron, Fa.
Kinematica, Luzern).

5. Grob-Homogenisation mit Hilfe des
Fleischwolfes (Fa. B. Braun, Melsungen).
Bei diesem Verfahren wird das Lebergewebe
durch einen Stempel gegen eine Lochscheibe ge-
driickt. Ein verhaltnisméBig langsam rotierendes
Messer schneidet jeweils die Portionen an Leber-
gewebe ab, die in die Locher der Lochscheibe

hineingedriickt werden. Es standen 6 verschie-
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dene Lochscheiben zu Verfiigung mit Lochdurch-
messern zwischen 0,3 und 2 mm. Der Homogeni-
sationsansatz betrug mit Ausnahme der Grob-
Homogenisation (Mikro-Fleischwolf) 1g Leber
auf 6 ml Nihrmedium. Die endgiiltige Konzen-
tration an Lebergewebe betrug somit 143 mg
Lebergewebsproben pro ml Homogenat.

Als Ndhrmedium wurde ausgehend von den Er-
fahrungen an ungeschnittenen, in der Schichtdicke
priaformierten Geweben Medium II 3 verwendet. Die
Konzentration der wesentlichen An- und Kationen
sind Na* 147,5, K* 5,9, Mg* 2,4; CI- 103,1,
H,PO,” 4,0, HPO2 22,2, SO,2~ 2,4, HCO,;~ 3,6,
Pyruvat 4,9, Fumarat 10,8 und Glutaminat 5,0
mval/Liter und Glucose 11,5 mmol/Liter. Mit Aus-
nahme des Mikro-Fleischwolfverfahrens betrug der
Gefdlansatz jeweils 1 ml Homogenat und 2,5 ml
Medium II. Im Falle des Mikro-Fleischwolfverfah-
rens wurde das zerkleinerte Gewebe in Portionen
von 80 mg mit Hilfe speziell geformter Loffelchen
in 3,5 ml Medium II gegeben. Die Sauerstofi-
aufnahme wurde bei 37 °C (£ 0,02 °C) mit einer
Schiittelfrequenz von 40/min und einer Amplitude
von 3 cm bestimmt. Die Beliiftung der Reaktions-
einheiten erfolgte simultan iiber ein Verteilersystem
mit reinem Sauerstoff wahrend der sogenannten
Temperatur-Aquilibrierungszeit. Dabei wurden in-
nerhalb von 5min durch jeden GefaBansatz 7—8
Liter Sauerstoff geleitet. Der dabei resultierende
Sauerstoffdruck in der fliissigen Phase liegt bei
530+ 27 Torr [Kontrollmessungen mit stabilisier-
ten Pt-Elektroden (Fa. Eschweiler, Kiel)]. Die O,-
Aufnahme wurde mit 12 MeBwerten/Stunde wih-
rend 3 Stunden Gesamtversuchszeit bestimmt. Die
Sauerstoffaufnahme des Leberhomogenates ist an-
gegeben in ml O,/kg und min. In allen Fillen
wurde der Ubersichtlichkeit halber der Mittelwert
der Sauerstoffaufnahme mit S.D. fiir jeweils 6 Halb-
stundenperioden angegeben. Die O,-Aufnahme der
Proben wurde mit einem Rechenprogramm an der
Grofirechenanlage der Gesellschaft fur Mathematik
und Datenverarbeitung (G.M.D) in Bonn ermittelt.

Ergebnisse

Die bekannteste und verbreitetste Methode zur
Homogenisierung von parenchymatésen Organen
ist die Methode nach Potter und Elvehjem 6, bei der
das Gewebe zwischen einem rotierenden Stempel und
der Wandung des Gefélles zerrieben wird. Fiir die-
ses Verfahren stehen Stempel und Zylinder unter-
schiedlicher Abstandsdimension und unterschied-
lichen Materials zur Verfiigung [bei der Kombina-
tion Glasgefdl mit Teflonstempel betrdgt die mitt-
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Abb. 1. Vergleich der O,-Aufnahme von Meerschweinchen-
leberhomogenat bei Homogenisation mit der Originalmethode
(Potter und Elvehjem), I, mit dem Potter-S-Gerit, 1I, und
mit Glasstempeln Potter 514, III, und Potter 606, IV.

lere Spaltbreite 50 — 60 um, bei der Kombination
Glasstempel in Glaszylinder etwa 500 um (Pot-
ter 514 und 606)]. Die Priifung dieser Homogeni-
sationsform ergibt folgendes Ergebnis (Abb. 1) :

Die Sauerstoffaufnahme des homogenisierten Ge-
webes fllt bei den hier gewéhlten Homogenisations-
formen von einem hohen Ausgangswert kontinuier-
lich und parallel ab; nach 180 min betrdgt die Stoff-
wechselgrofle nur noch 50% des Ausgangswertes.
Bemerkenswert ist, daf} die in Kurve I dargestellte
Originalmethode nach Potter und Elvehjem (Teflon-
stempel in Glaszylinder) zu wesentlich hoheren O,-
Aufnahmen des Homogenates fiihrt. Dal} die Be-
nutzung des Teflonstempels an sich nicht die Ursache
sein kann, ergibt sich aus der Tatsache, daf} die Ver-
wendung des gleichen Stempel-Zylinderpaares im
Potter-S-Gerdt zu deutlich niedrigeren Sauerstoff-
aufnahmen fiihrt (Kurve II), die statistisch von den
Verldufen der Sauerstoffaufnahme bei Verwendung
der Glasstempel nicht zu trennen sind (Kurve III
und IV).

Bei der Homogenisation nach Dounce 7 findet sich
ebenfalls ein kontinuierlicher Abfall der Sauerstoff-
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Abb. 2. Homogenisierung nach Dounce. Bei Dounce-L be-
traigt der Abstand zwischen den Wéinden 0,25 mm, bei
Dounce-S 0,06 mm.

aufnahme des homogenisierten Gewebes wihrend
der Mef3zeit (Abb. 2). Die Ausgangswerte und der
Abfall wahrend der Versuchszeit sind insgesamt ge-
ringer als bei dem Potter-Verfahren. Bemerkenswert
ist der auflerordentliche Unterschied in der Repro-
duzierbarkeit bei den beiden Variationen des Ver-
fahrens, wie er sich in der S.D. ausdriickt.

Bei der Ultraschallhomogenisation wurden im
Simultan-Vergleich 4 verschiedene Homogenisations-
zeiten d.h. Intensitdten gepriift. Fur eine vollkom-
mene Durchhomogenisierung des Lebergewebes wer-
den ca. 3 sec benotigt. Wir haben dariiber hinaus in
verschiedenen Schritten bis zum 20fachen dieser
Minimalzeit homogenisiert. Das Ergebnis dieser
Variation der Homogenisationsintensitdat ist tiber-
sichtlich (Abb. 3). Mit zunehmender Homogenisa-
tionszeit fallt die zu Beginn der Versuchszeit be-
stehende Sauerstoffaufnahme. Die Sauerstoffauf-
nahme der 4 Kollektive fillt den Anfangswerten ent-
sprechend unterschiedlich steil ab, um sich nach
180 min gemeinsamen Niveau von
etwa 4ml O,/kg und min zu treffen. Eine Verlin-
gerung der Homogenisationszeit tiber 30 sec hinaus
bringt keine weiteren Verdnderungen mit sich. Die
mit der Ultraschallhomogenisationstechnik erhobe-
nen Befunde widersprechen den Erfahrungen bei
einfachen mechanischen Homogenisierungen (Potter-
Verfahren). Im allgemeinen ist bei den hoheren
Graden der mechanischen Homogenisierung die an-
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Abb. 3. Homogenisation durch Ultraschall bei Variation der
Homogenisationszeit zwischen 3 und 60 sec.

fangliche O,-Aufnahme hoher und der Abfall iber
der Mefzeit steiler. In beiden Féllen laufen die
Sauerstoffaufnahmewerte der unterschiedlichen Ver-
suchsgruppen im Laufe der Versuchszeit auf ein ge-
meinsames Niveau hin. Die Erkldrung dieses Be-
fundes ist schwierig. Wahrend bei allen anderen
Verfahren der mechanischen Homogenisierung im
wesentlichen Verbiande von einzelnen Zellen bzw.
Zellgruppen mikroskopisch nachzuweisen sind, be-
stehen die Homogenate bei der Ultraschallhomogeni-
sation aus Zelltrimmern, die lichtmikroskopisch
nicht weiter zu differenzieren sind. Eine elektronen-
optische Priparation von Leberhomogenaten, die
3, 10 und 60 sec lang homogenisiert wurden, kann
dieses Phianomen auch nicht restlos erkldren. Sicher
ist, dal in den 3 untersuchten Homogenaten noch
funktionsfihige Mitochondrien vorhanden sind. Die
Auswertung mehrerer Schnitte an verschiedenen
Stellen des ultrazentrifugierten Homogenates legt
die Vermutung nahe, dall mit zunehmender Homo-
genisationsdauer funktionsfdhige Mito-
chondrien erhalten bleiben.

weniger
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Abb. 4. Homogenisierung mit dem Mikro-Fleischwolf bei
Verwendung von 5 verschiedenen Lochscheiben mit Loch-
durchmessern zwischen 0,3 und 2 mm. Die zu den Einzel-
kurven gehorenden S.D.-Angaben finden sich in Tab. I.

Das 1971 von Pette ® entwickelte Grobhomogeni-
sationsgerdt (Mikrofleischwolf) ist in der Original-
version mit einer Lochscheibe bestiickt, deren Locher
einen Durchmesser von 0,3 mm aufweisen. Bei der
ersten Priifung dieses Gerites fiel uns auf, dal} die
auf diese Art und Weise homogenisierten Gewebe
einen etwas geringeren Sauerstoffverbrauch zu Be-
ginn der Messung aufwiesen als die in simultanen
Experimenten gepriiften Homogenate mit der Stan-
dardmethode nach Potter und Elvehjem. Durch
Variation der Lochdurchmesser konnten bei dieser
Technik in ibersichtlicher Weise unterschiedliche
Korngréfen des homogenisierten Gewebes produ-
ziert werden. Die erzielten Ergebnisse sind sehr
iibersichtlich und lassen sich in einfacher Weise be-
schreiben (Abb. 4). Je kleiner die Locher der Loch-
scheibe sind, um so héher ist die O,-Aufnahme in
der Versuchszeit und um so stiarker der Abfall iiber
der Mefzeit, d. h. mit zunehmender Korngrofle fallt
die absolute Stoffwechselintensitat. Entscheidend fiir
die Beurteilung dieses Verfahrens ist die Streuung
der Mellwerte. Die dabei auftretenden Streuungs-
werte sind selbst fiir Homogenate extrem hoch und
sind, da sie das Gruppenbild véllig uniibersichtlich
machen wiirden, in der folgenden Tabelle angegeben.

Tab. I. Homogenisierung mit dem Mikrofleischwolf.

Korn- Streuung der Einzelwerte

grofe [% des Mittelwertes]

[mm)] 1. 2. 3. 4. 9. 6.

Halbstunde

0,3 +26 28 25 24 31 30
0,5 18 17 31 55 71 96
1,0 43 31 25 24 25 21
1,5 34 21 18 23 23 15
2,0 32 19 21 16 16 20

Bei fast allen Homogenisationsverfahren wird
die Absolutgrofle und die Konstanz der Sauerstoff-
aufnahme des Gewebes durch Dauer und Starke der
Homogenisation bzw. durch die unterschiedliche
KorngroBle beeinflulit. Fir die Frage eines stan-
dardisierbaren Homogenates ist es von entscheiden-
der Bedeutung, eine Methode zu finden, die iiber
einen sehr weiten Bereich von Homogenisationszeit
bzw. -stirke keine wesentliche Anderung der Sauer-
stoffaufnahme des zu homogenisierenden Gewebes
verursacht und bei dem die Streuung der MeBwerte
klein ist. Bei der Homogenisation mit Ultraschall so-
wie bei der Methode nach Dounce und bei Be-

nutzung des Mikro-Fleischwolfs stellen sich offen-
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Abb. 5. Homogenisation mit dem Potter-S-Gerdt und unter-
schiedlich intensiver Homogenisierung zwischen 4 und 20
Auf- und Abwirtsbewegungen des Stempels im Glaszylinder
(Schlage).
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sichtlich in Abhéngigkeit von der Homogenisations-
zeit bzw. in Abhingigkeit von der Art des verwen-
deten Stempels bzw. der verwendeten Lochscheibe
zunehmend andere Korngroflen ein, wihrend das
Verfahren nach Potter und Elvehjem sich dadurch
auszeichnet, dafl die Abstandsdimension zwischen
Stempel und Pistillwand einigermallen festgelegt
ist. Wir haben die Modifikation der Methode von
Potter und Elvehjem, genannt Potter-S, in einer
weiteren Versuchsreihe dahingehend untersucht, ob
eine wesentliche Zunahme der Homogenisationszeit
bzw. -stirke eine Veranderung der Sauerstoffauf-
nahme bewirkt. Fir eine vollkommene Durchhomo-
genisierung des Lebergewebes sind mindestens 4
Auf- und Abwértsbewegungen des Teflonstempels
im Glaszylinder notwendig. Im simultanen Vergleich
von Leberhomogenaten ein und derselben Leber, die
mit Hilfe des Potter-S-Gerites unterschiedlich lang
homogenisiert wurden, zeigt sich, dal eine Ver-
fiinffachung des Homogenisationsvorganges keine
Anderung der absoluten Sauerstoffaufnahme bzw.
der Konstanz der Sauerstoffaufnahme des homo-
genisierten Gewebes mit sich bringt (Abb. 5). Ent-
scheidend fir die Beurteilung ist weiterhin, daf} bei
Homogenisation mit dem Potter-S-Gerit die gering-
sten und gleichmafigsten Streuungen der Melwerte
beobachtet wurden. Mit Ausnahme der Werte der
1. Halbstundenperiode betragen die Streuungen in

der Regel 6 — 8% des Mittelwertes.
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Diskussion

Fir die Verwendbarkeit von Gewebshomogenaten
als biologische Modelle ist entscheidend, dal} das
Verhalten der Sauerstoffaufnahme des Homogenates
in engen Grenzen reproduzierbar ist. In vielen
Untersuchungen (zusammenfassende Darstellungen
bei Umbreit und Kleinzeller) stellen Gewebshomo-
genate die biologischen Modelle fiir die Erprobung
wirksamer Substanzen oder Bedingungen dar. Es
gab bisher keine Untersuchung, die die Bedeutung
der verschiedenen Homogenisationsverfahren fiir
die Eigenschaften des Homogenates untersucht. Mit
keinem der bisher bekannten Homogenisierungsver-
fahren kann eine konstante O,-Aufnahme des Ge-
webes erreicht werden. Fur die praktische Aufgabe
ist es wesentlich, dall das Homogenat eine geringe
Streuung der Sauerstoffaufnahme wéhrend der glei-
chen Messung und ebenso im Vergleich verschiede-
ner Messungen hat. Dariiber hinaus ist es wichtig,
dal} die unvermeidlichen Unterschiede im Grad der
Homogenisation die Eigenschaften des Homogenates
nicht verandern. Diese Untersuchung zeigt, dafl die
Unterschiede im Verhalten der O,-Aufnahme der
Homogenate verschiedener Verfahren sehr grof sein
konnen, und dafl die Homogenisation mit Hilfe des
Potter-S-Gerates die geforderten Bedingungen am
besten erfiillt.
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