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a large r ing-channel ;  the  l a t t e r  is dra ined by  two smaller  
channels  w i th  a sect ional  area  of 3 m m  • 150 # which are  
in opposi t ion to one another  (Figure 1). On each side, the  
fluid then  flows into a larger round  channel  dril led ver-  
t ical ly  and hor izonta l ly  in the  p la te  (Figure 2). 

In  the  ou te r  pa r t  of the  two larger round channels  two 
short  PVC tubes  are inserted.  The i r  free ends are a t t ached  
by  a Y-shaped  coupl ing piece, m a d e  of po lye thylene ,  to a 
rubber  tube  1 m in length.  In  this  way  there  is a closed 
sys tem f rom the  pool  to  the  free end of t he  rubber  tube.  
Once filled, t he  s ta in ing pool  is placed on a table  and the  
free end of  the  rubber  t ube  is inser ted into  a large bot t le  
on the  floor. As in a cont inuous  suct ion dra inage wi th  a 
siphon, t he  fluid t ravels  th rough  the  sys tem of channels  
and  tubes,  deple t ing  the  pool. F lu id-f low can be easi ly 
regula ted  by  a b racke t  on the  rubber  tube.  

Handling o/ the staining pool. Eggs gained by  flushing 
the  tubae  uter inae  wi th  Tyrode ' s  solut ion are t ransfer red  
wi th  a f inely d rawn  p ipe t te  to the  pool which also con- 
ta ins  Tyrode ' s  solution. The  l a t t e r  is t hen  replaced by  

Fig. 1. Underside of the 'Perspex' plate (natural size). 

Fig. 2. Longitndinal section through the staining pool (natural size). 

o ther  solutions,  according to the desired h is tochemical  
reaction.  To avoid  air  bubbles rising f rom the  fluid into 
the  channel  system, the  solut ions mus t  be kep t  at  room 
tempera tu re ,  and to avo id  the  inflow of air the  pool 
should never  be comple te ly  depleted.  The  solutions mus t  
be added slowly, e.g. wi th  a f inely d r awn  pipet te ,  so tha t  
the  eggs re ta in  the i r  posit ion on the  b o t t o m  of the  pool. 
At  the  end of the  react ion the pool is dep le ted  unt i l  the  
meniscus  a lmos t  reaches the  bo t tom of the  pool. I f  neces- 
sary,  the  s ta ined eggs are pushed wi th  a needle in to  t he  
cent re  of t he  pool. Therea f t e r  the  pool con ten t  is f rozen 
wi th  CO2; t he  brackets  which hold the  'Pe r spex '  p la te  and 
the  slide toge the r  are r emoved ,  plate  and slide being 
separa ted  by  sl iding one against  the  other.  The  frozen 
pool -content  is pushed th rough  the  hole in the  p la te  on to  
a slide which is covered with  plast ic tape.  The la t te r  has  
a hole in its middle  in order  to p reven t  the  dispersion of 
the  pool con ten t  upon thawing.  If  the  freezing of the eggs 
is observed to be d isadvantageous ,  the  eggs are t rans-  
ferred direct ly  from the  pool to a slide. Final ly ,  the  fluid 
around the  eggs is r emoved  wi th  a f inely d rawn p ipe t te  
and the  eggs are embedded  in glycer ine-gelat ine  L 

Zusammen]assung. Beschre ibung und H a n d h a b u n g  
eines Fi i rbet r ichters  mi t  basaler  Abf lussvor r ich tung  zur 
Durchff ihrung his tochemischer  Reak t ionen  an Eizel len 
und frfihen Furchungss tad ien  yon S~iugern. Der  F/irbe- 
t r ich te r  erm6gl icht  ein mehrmal iges  Wechseln  der L6sun- 
gen ohne die Eier  anzuri ihren,  wodurch ein mehrmal iges  
P ipe t t ie ren  der  Eier  ve rmieden  werden  kann. 
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Homogenisator fiir kontinuierliches 
Homogenisieren zur prliparativen Gewinnung 

yon Zellorganellen 

I m  Zusammenhang  mi t  der  Isol ierung der  Cerebrosid- 
sulfatase 1, eines Enzyms ,  das  nur  in sehr  ger inger  Kon-  
zen t ra t ion  in SAugerorganen en tha l t en  ist, war  es erfor- 
derl ich,  H o m o g e n a t e  yon  kg-Mengen Gewebe herzustel-  
len, u m  eine lysosomenhal t ige  Par t ike l f rak t ion  du t ch  dif-  
ferentieltes Zentr i fugieren zu gewinnen.  E in  StarmixgerXt  
konn te  infolge der  Labi l i t~ t  der  Lysosomen  nur  zur  Vor- 
zerkle inerung beni i tz t  werden.  Dahe r  wurde  der  ge- 
brAnchliche Po t t e r -E lveh j em-Homogen i sa to r~  so modif i -  
ziert ,  dass eine kont inuier l iche  Passage yon  10 1 Gewebe-  
suspension aus 2-4 kg Gewebe m6glich wurde.  

Dieser  kont inuier l iche  Durchfluss  wird du t ch  eine 
Sch lauchque t schpumpe  erreicht ,  die das in einer  0,25 m 
Saccharosel6sung vorzerkle iner te  und suspendier te  Mate-  
r ial  ansaugt ,  du tch  eine untere  0 f f n u n g  in das fest- 
s tehende HomogenisiergefAss t re ib t  und an dem rot ieren-  
den Teflonpist i l l  (1200 U/min)  vorbeipress t  his das 

H o m o g e n a t  du tch  eine obere 0 f f n u n g  abfliesst  (Figur). 
Durch  dieses Pr inz ip  wird ein rascher  Durchfluss  (120 
his 150 ml/min)  mi t  regul ierbarer  Geschwindigkei t  ge- 
wiihrleistet ,  so dass  eine lokale 13berhitzung vermieden  
wird.  Bei den  bisher  beschr iebenen Homogen i sa to ren  3 
erfolgte die kont inuier l iche  Passage t ropfend durch  das  
E igengewich t  des Homogenates .  Das sich w~hrend der  
Passage um e twa  3 ° erwi i rmende G e s a m t h o m o g e n a t  wird 
in geki ihl ten GefAssen aufgefangen und insgesamt  3-4mat  
durch  den kont inuier l ichen  Homogen i sa to r  geschickt .  
E ine  Vers topfung  des Spaltes  zwischen Pist i l l  und H o m o -  
genisiergef~iss t r i t t  n ich t  ein, wenn die schlachtfr ischen 
Organe yon zithen Ante i len  befrei t  und im S ta rmix  30 sec 
bei  6000 U / m i n  vorzerk le iner t  worden  sind (400 g Gewebe 
und 400 ml  Saccharosel6sung).  
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Das  H o m o g e n a t  wird  d a n n  in b e k a n n t e r  Weise  d u r c h  
different iel les  Zent r i fug ieren*  f r ak t i on i e r t  (10 ra in  bei  
800 g: K e r n f r a k t i o n  als Sed iment ,  10 m i n  bei  25000 g: 

~ ?--- R~hrmotor 

Homogsnisier~-")2f 
gerds$ ~1, (festa-'tehenct} ~] 

pumpe ~ 
Vorratsc 8lass 

Anordnung fiir kontinuierliches Homogenisieren. Der Homogeni- 
satorteiI ist im Mat3stab 1:2,4 abgebildet, die tibrige Anordnung im 
Mai~stab 1 : 10. Die suspendierten Gewebeteilehen werden durch eine 
Sehlauehquetschpumpe (Typ m P2, Bfihler, Ttibingen) aus dem Vor- 
ratsbeh~ilter dem Homogenisator yon untcn zugeftihrt. Bei der 
Homogcnisierapparatur nach Pottcr-Elvehjern der Firrna Braun, 
Melsungen (Rfihrmotor RM26, yon Janke lind KunkeI, 60 ml- 
Homogenisiergef~iss mit Teflonpistill) wird das 60 ml-Homogenisier- 
gef~iss dutch ein ftir kontinuierliches Homogenisieren modifiziertes 
ersetzt. Dieses GefAss aus Pyrexglfis tr~igt zus~itzlieh Oliven ffir 
Ztl- rind Abfluss des Homogenates und wird yon 2 Gummiwfilsten 
getragen, die in eine Metallhalterung eingespannt sind. Die Halterung 
kann gl iehzeitig als Kiihlmantel bentitzt werden. Die Spaltbreite 
zwischen Pistill und Glaswand betr~gt 0,1 ram. Bei der ersten Pas- 
sage wird ein konisches Pistill verwendet, das am unteren Tell eine 
Spaltbreite yon 0,2 mm bildet. Das in einem Latexschlauch (~  0,5 
cm) gefSrderte Homogenat wird nut im Bereieh der Schlauch- 

quetschpumpe dutch 2 Siliconschl~iuche (~  0,3 em) gefiihrt. 

l y sosomenha l t l ge  M i t o c h o n d r i e n f r a k t i o n  als Sediment ,  
sowie Mik rosomen  u n d  C y t o p l a s m a  als ~3berstand).  Nach 
de r  K e r n a b t r e n n u n g  wird  die M i t o c h o n d f i e n f r a k t i o n  
d u r c h  Zen t r i fug ie ren  im D u r c h l a u f v e r f a h r e n  (RC-2 Kfihl- 
zen t r i fuge  de r  Fa.  Serva l l  m i t  d e m  , c o n t i n u o u s  flow 
sys tem~ n a c h  SZENT-GV6RGYI und  BLUM) gewonnen .  

Die Le is tungsfAhigke i t  des  Homogen i sa to r s ,  besonders  
in  bezug  au f  Gchonung  labi ler  Zel torganel len  (z. B, Lyso- 
somen) ,  k a n n  d u r c h  B e s t i m m u n g  d e r  s a u r e n  P h o s p h a t a s e  5 
in  d e n  e r h a l t e n e n  F r a k t i o n e n  e r m i t t e l t  werden ,  d a  diese 
ein c h a r a k t e r i s t i s c h e s  E n z y m  der  L y s o s o m e n  s ist.  I n  der  
K e r n f r a k t i o n  w u r d e n  14% der  G e s a m t a k t i v i t / i t  ge funden  
(unze rk le ine r t e  Zellen),  im  ~ b e r s t a n d  7 %  (zerpla tz te  
L y s o s o m e n  ?), so dass  n a c h  d iesem V e r f a h r e n  e twa  80% 
der  l ab i len  Organe l t en  g e w o n n e n  w e r d e n  k6nnen ,  Die 
be sch r i ebene  A n o r d n u n g  z u m  k o n t i n u i e r l i c h e n  schonen-  
den  Homogen i s i e r en  is t  a l l geme in  ffir Gewebe  geeignet,  
die eine Xhnliche Kons i s t enz  wie Nie rengewebe  h a b e n  und  
schaf f t  die M6gl ichkei t ,  gr6ssere Mengen  v o n  Zellorganel-  
len zu gewinnen ,  u m  de ren  K o m p o n e n t e n  nXher zu 
un t e r suchen .  

Summary. Large-scale  p r e p a r a t i o n s  of t i ssue  homo-  
gena tes  are no t  c o n v e n i e n t l y  o b t a i n e d  w i t h  t he  conven-  
t iona l  P o t t e r - E l v e h j e m  homogen ize r .  Therefore  th is  
h o m o g e n i z e r  was  modi f ied  to  p e r m i t  a c o n t i n u o u s  p u m p -  
d r i v e n  passage  of m a t e r i a l  t h r o u g h  t he  homogenize r  
w i t h o u t  u n d u e  d a m a g e  to p a r t i c u l a t e  f r ac t ions  of cells. 
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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

T h a l i d o m i d e  M a l f o r m a t i o n s  and Genet i c  B a c k -  
g r o u n d  in the  Rabbi t  

Introduction. The  va lue  of t h a l i d o m i d e  as a t r anqu i l i z e r  
a n d  i ts  iden t i f i ca t ion  as a t e r a t o g e n i c  a g e n t  respons ib le  
for  a widely  publ ic ized  increase  in e x t e r n a l  a n d  i n t e r n a l  
m a l f o r m a t i o n s  in  h u m a n  fetuses  h a v e  posed  cha l l eng ing  
p rob lems  to  b o t h  t h e  chem i s t  a n d  t h e  biologist .  To t h e  
chemis t ,  who  is aware  of t he  close r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
t ha l i domide  and  n u m e r o u s  s u b s t a n c e s  of e v e r y d a y  h u m a n  
use wh ich  no rma l ly  are harmless ,  t he  major question con-  
cerns t he  cha in  of r eac t ions  b y  w h i c h  i t  or  i t s  m e t a b o l i t e s  
can  become  te ra togenic .  To t he  biologist ,  one  pe rp l ex ing  
ques t ion  concerns  t he  seeming ly  l imi ted  v u l n e r a b i l i t y  to  
th i s  d rug  d i sp layed  b y  those  m a m m a l i a n  species m o s t  of- 
t en  used in t e s t ing  t e ra togens ,  whereas  t he  r abb i t ,  w h i c h  
ha s  ra re ly  been  used in such  s tudies ,  appea r s  to  com pa r e  
f avorab ly  w i th  t he  h u m a n  in t h a t  respect .  Th i s  r e p o r t  

conce rns  (a) a p r e l i m i n a r y  s t u d y  of t h e  r a b b i t ' s  response 
to  t h a l i d o m i d e  a n d  (b) a t e s t  for  gene t ic  differences in 
vu lne rab i l i t y .  

Materials and methods. Three  s t r a i n s  (III, New Zealand 
W h i t e ,  3.9 kg ;  M, m i x e d  New Z e a l a n d  W h i t e  breeding,  
3.6 kg;  a n d  OS, D u t c h  origin,  3.3 kg) m a i n t a i n e d  a t  The  
J a c k s o n  L a b o r a t o r y  are invo lved .  A t o t a l  of 25 control  
a n d  18 e x p e r i m e n t a l  l i t t e r s  were  p roduced .  T h e  repor ted  
inc idence  of s p o n t a n e o u s  d e f o r m i t y  of I I I  a n d  OS is 
4 a n d  5 %  respec t ive ly  1. 

T h a l i d o m i d e  was  a d m i n i s t e r e d  ora l ly  in  ge la t in  cap- 
sules a t  t h e  r a t e  of 500 m g / d a y / d o e  on  d a y s  6-11 post  
coi tus  (pc) (one l i t t e r  was  t r e a t e d  days  4-11).  Capsules 
were so p laced  b y  a ba l l ing  gun  t h a t  swal lowing was im- 
m e d i a t e  w i t h  negl igible  t r a u m a ;  hence  p laceboes  were not  

x p. SAWlN and D. CRARY, Clin. Orthopaedics 33, 71 (1964). 


