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Homogenisierung von
zahen biologischen Sekreten
oder Gewebeteilen

in 5 ml single-use GefaBBen mit der

Schwingmiihle MM 400

Manchmal kann die Probenvorbereitung und Homogenisierung von
biologischem Material ebenso zdh sein wie das Material selbst. So
sind z. B. GefdaBe wie die beliebten 2 ml single-use GefaBe von Eppen-
dorf haufig nicht ausreichend, um die vollstindige Probenmenge
aufzunehmen. Das Material muss also aufgeteilt und spdter vereint
werden, was einen zusatzlicher Arbeitsschritt bedeutet und gerade
bei Routinearbeiten einen erheblichen zusdtzlichen Zeitaufwand
ausmacht. Es stehen zwar oft auch gréBere Mahlbecher, z.B. aus
Stahl, zur Verfiigung, die das Material vollstandig aufnehmen kon-
nen. Dieser Vorteil wird aber durch den notwendigen Reinigungsauf-
wand wieder relativiert.

Die Losung fiir derartige Problemstellungen bieten die neuen 5 ml single-use Tubes
von Eppendorf, denn sie bieten mehr Volumen, miissen aber nach erfolgter Proben-
vorbereitung keiner aufwandigen Reinigung unterzogen werden. RETSCH bietet fir die
Schwingmihle MM 400 jetzt einen Adapter an, mit dem bis zu 6 x 5 ml Eppendorf
Tubes zeitgleich eingesetzt werden kdnnen.
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Die Beschaffenheit biologischer Proben kann sehr unterschiedlich sein, z. B. sehr
zdhes Sputum von Mukoviszidosepatienten oder Gewebeproben von Leber, Lunge
oder Tumoren. Am Beispiel dieser Proben wird nachfolgend der Einsatz der MM 400
mit den neuen Adaptern fir die 5 ml single-use Tubes zur Homogenisierung erlautert.

Homogenisierung von sehr zéhem Sputum

Das von Mukoviszidosepatienten abgehustete Sputum wird Ublicherweise fiir die mik-
robiologische Routinediagnostik, aber auch fiir Fragestellungen in der Forschung,
homogenisiert. Die Homogenisierung lasst sich sehr gut in der Schwingmuhle MM 400
durchfiihren, allerdings war bisher die Homogenisierung von mehr als 1 ml Sputum
pro Patientenprobe nur unzureichend mdoglich. Wurde mit 2 ml Eppendorf Tubes gear-
beitet, hatte das zwar den Vorteil der minimierten Kontaminationsgefahr, jedoch
bestand der Nachteil des begrenzten Probenvolumens. Fiir die Probenaufbereitung in
der Forschung wurde daher das sehr zahe und viskose Sputum in Portionen aufgeteilt
und spater wieder vereinigt, was bei teilweise infektiosem Material kein geeignetes
Vorgehen darstellt. Eine andere Méglichkeit der Verarbeitung ist die Homogenisierung
in 5 ml Stahlmahlbechern, wobei das Sputum nicht aufgeteilt werden musste, die
Mahlbecher jedoch anschlieBend einer griindlichen Reinigung unterzogen wurden.

Abb. 1: Der neue Adapter fir 5 ml
ReaktionsgefaBe erleichtert die
Aufbereitung biologischer Proben
in der Schwingmuhle MM 400

Frau Professor Kahl und Frau Deiwick vom Universitatsklinikum Minster untersuchen
unter anderem Sputen von Mukoviszidosepatienten, die an chronisch rekurrierenden
Atemwegsinfektionen leiden. Der Forschungsschwerpunkt der AG Kahl besteht in der
Untersuchung der Persistenz und Adaptation des wichtigen humanpathogenen Erre-
gers Staphylococcus aureus, der aus den Atemwegen der Mukoviszidosepatienten
nachgewiesen wird. Dazu wird das Sputum homogenisier und fiir die Routinediagnos-
tik sowie fiir weitere Fragestellungen wie Mikrobiom-, Proteom- und Metabolomunter-
suchungen aliquotiert. Daher muss das Sputum madglichst homogen vorliegen, damit
alle Untersuchungen mit vergleichbaren Proben durchgefiihrt werden kdénnen. Die
Homogenisierung erfolgt in Miinster mit der Schwingmiihle MM 400 und dem
Adapter fiir 5 ml ReaktionsgefaBe. Je nach Viskositat des Sputums werden 500 bis
maximal 3000 pl mit 2 - 3 Kugeln aus Zirkondioxid mit 5 mm Durchmesser bei 30 Hz
flir mindestens 1 min 30 sec bis maximal 2 min 30 sec homogenisiert. AnschlieBend
wird das Sputum fir die unterschiedlichen Untersuchungsgange aufgeteilt. Die Homo-
genisierung in der MM 400 liefert fir die meisten Sputen gute Ergebnisse. Da mittels
der 5 ml ReaktionsgefaBe das gesamte Probenvolumen in einem Arbeitsgang homo-
genisiert wird, bedeutet die neue GroBe des GefidBBes eine erfreuliche Erleich-
terung und Beschleunigung des Arbeitsvorganges, wobei gleichzeitig der
Umgang mit dem potentiell infektiosen Material deutlich minimiert wird.
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Homogenisierung von Lebergewebe

Gewebeproben wie Lunge, Leber oder Tumore werden z. B. in der biologischen Grund-
lagenforschung, Toxikologie, Biomedizin, Pharmakologie, Molekulardiagnostik und vie-
len weiteren Bereichen routinemaBig homogenisiert und untersucht. Auch hier erlebt
der Anwender die gleichen Probleme wie bei der Homogenisierung von zéhem Spu-
tum. Die Probenmenge ist oft zu groB fir die klassischen 2 ml ReaktionsgefaBe, also
bleibt nur das Aufteilen und spéatere Vereinigen der Probe oder der Griff zu gréBeren
Mahlbechern, die nach Gebrauch gereinigt und dekontaminiert werden miissen. Auch
hier sind die neuen 5 ml single-use GefaBe von Eppendorf in Kombination mit der
Schwingmiihle MM 400 von RETSCH eine ideale Alternative. Bis zu 6 Proben Leber
werden auf diese Weise schnell und vollsténdig homogenisiert.

Abb. 2: Leberprobe vor und nach der vorher wachher
Homogenisierung in der MM 400

Fir die Homogenisierung von Leber wurden verschiedenen Kombinationen von Kugel-
groBe, Kugelanzahl und Probenmenge getestet. Es stellte sich heraus, dass wenige
groBere Kugeln mit 10 mm Durchmesser einen wesentlich besseren Zerkleinerungsef-
fekt auf die Gewebestruktur ausiliben als viele kleinere Kugeln. Zur vollstdndigen
Homogenisierung von 3 - 5 g frischem Lebergewebe lieferte der Einsatz von drei 10
mm Stahlmahlkugeln die besten Ergebnisse. Das ReaktionsgefdB wurde mit einem
wassrigen Puffer bis zur maximalen Filllinie aufgefillt. Die Probe wurde dann fir 5
Minuten bei 30 Hz homogenisiert, so dass keinerlei Geweberilickstande mehr zu erken-
nen waren.

Vielseitig einsetzbar - die Schwingmiihle MM 400

Die Schwingmiihle MM 400 von RETSCH ist durch umfangreiches Zubehor sehr vielsei-
tig einsetzbar, nicht nur zur Homogenisierung zaher Proben wie Sputum oder Leber.
Auch zum Zellaufschluss mit Glas Beads, z. B. in single-use GefédBen wie den koni-
schen 50 ml Zentrifugalréhrchen oder diversen Eppendorf Tubes (maximal 20 Proben
gleichzeitig), ist sie bewahrt. Natirlich kénnen auch hdrtere Materialien in Stahl-
mahlbechern oder Mahlbechern aus anderen Werkstoffen vermahlen werden. Die
MM 400 ist ein bewahrter Alleskénner in der Probenvorbereitung zur Fein- und Feinst-
zerkleinerung bis 5 pm von sowohl harten, mittelharten, spréden als auch weichen,
elastischen oder faserigen Proben wie z. B. Pflanzen, Tannennadeln, Federn, Kno-
chen, Gewebeproben, Tabletten, Holz, Mineralien oder Chemikalien. Die
Schwingmiuihle wird auBerdem fir den Zellaufschluss eingesetzt. Die Mahlbecher sind
in 6 unterschiedlichen Werkstoffen erhaltlich, mit den Stahimahlbechern ist auch die
kryogene Zerkleinerung madglich. Fur diese Anwendung bietet RETSCH das Kryokit
an, in dem Becher bei -196°C in flissigen Stickstoff gekihlt und so die Probe inner-
halb des Bechers versprodet werden kann.

Abb. 3: Diverses Zubehor, z.B. Adapter L - —
flr 2 ml Eppendorf-Tubes, Mahlbecher —
und Mahlkugeln (links), Schwingmihle = ﬂ <

MM 400 mit Adapter fir 8 x 50 ml
Falcontubes (rechts)
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