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Cytospectrometric * Determination of * the  Succinodehydrogenase
Activity in Isolated Cells with MTT Reagent

Nitroge'n-dried smears of Ehelich ascites tumor. cells are
stained with the tetrazolium salt M7 for suecinodehydrogenase
activity. ] ‘

The - intensity of the staining is measured: cytospectro-
metrically by scanning the single cells. ‘

The statistic distribution’ of the total extinctions of the
single cells is analysed and shown'graphically. Thus it is:possible
to obtain basic values for quantitative comparisons.

As an example for apphcatlon, the strong inactivation of
SDH by 4-Hydroxypentenal is presented

Im Stickstoffstrom getrocknete ~Ausstriche von  Ehelich-
Ascites-Tumorzellen werden mit dem Tetrazoliumsalz MTT auf
SDH-Aktivitdt gefirbt und die Intensitdt der Fiarbung cyto-
spektrometrisch durch mianderformiges Absuchen der Hinzel-
zellen gemessen.

Die statistische Verteﬂung der erhaltenen Gesamtextink-
tionen wird analysiert und graphisch dargestellt.

‘Daduirch ist es moglich, Bezugswerte fiir quantitative Ver-
gleiche zu erhalten. »

Als: Anwendungsbeispiel dient die Inaktivierung der SDH
durch 4-Hydroxypentenal.

Behandelt man native FEhrlich-Ascites-Tumorzellen (EATZ) mit
isotonen Losungen von 4-Hydroxypentenal (HPE) und firbt mit dem
MTT-Reagéens auf Aktivitit der Succinodehydrogenase (SDH), so zeigt
sich, daB die Aktivitit des Enzyms. bei einer HP E-Konzentration
= 3 - 10-3m gegeniiber den Kontrollen drastisch gesenkt wird .

* Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. Otto Kratky zum 70 Geburtstag gewidmet.
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Zur Quantifizierung dieses qualitativen Befundes wurde der Succinat-
gehalt der Zellen enzymatisch bestimmt, wobei sich ein Anstau um 959,
der Kontrollwerte ergab. In der Folge wurde mit den gleichen Methoden
gefunden, daf HPE die SDH mehrerer tierischer Tumoren wesentlich
stérker hemmt als die von Normalgeweben2

Diese Ergebnisse. lieBen ‘es “withschenswert erscheinen, die Unter-
suchungen auf ein groBeres biologisches Material auszudehnen. AuBer-
dem kénnte etwa daran’gedacht werden, Tumorzellen von Normalzellen
in cytologischen bzw. hlstologlschen“Prapar‘aten auf Grund des unter-
schiedlichen Verhaltens der SDH-Aktivitédten gegeniiber HPE von-
einander zu differenzieren.

Fiir solché Untersuchungen’ wiire es iiberaus vorteilhaft — fiir das
zweitgenannte Projekt sogar eine Voraussetzung —, wenn es gelange, die
bisherigen qualitativ-orientierenden cytochemischen Farbungen mikro-
spektrometrisch zu quantifizieren.

Die groflen Vorteile dieser. MeBmethodik gegeniiber anderen. Metho-
den bestiinden, ‘abgesehen von der einfacheren Durchfithrung und dem
geringeren Materialbedarf, vor allem darin, daf}-damit nicht nur ein
Kollektivwert erhalten wird, der iiber das Verhalten aller Einzelzellen
grob mittelt, sondern dalB auBerdem Informationen iiber das Verhalten
der Einzelzelle, ggf. Vorhandensein von Untergruppen, Haufigkeit von
Extremwerten und statistische Verteilungsformen zur Verftigung stehen.
Hiertiber soll im folgenden kurz berichtet werden.

Material und Methoden

Zellen des in NMRI-M4usen beiderlei Geschlechts passagierten Ehrlich-
Ascites-Tumors, Stamm Heidelberg — Letiré (EATZ), die den Tieren zwi-
schen dem 6. und 8. Tag post transpl.-entnommen wurden.:

Farbreagens: MTT = 3-(4',5'-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetra-
zoliumbromid (pure a. r.; Koch-Light, Lab.; Colnbrook, England).

Substrat: Dmatmumsuccmat {(mit 6 Kristallwasser; Boehringer, Mann-
heim). »

Phosphatpuffer: 0,06m, pH 7,4. Polyvinylpyrrolidon (BDH, England),
4-Hydroxy-2-penten-1-al (HP E), synthetisiert nach Esterbauer und Weger3,
als 4,2:10"%m-Losung. nd" = 1,472, d3" = 1,004, ¢ bei 44 700 cm~! =
= 13 800.

Arbeitsvorgang

0,2 ml einer Suspension, die pro ml. 0,9proz. isotoner NaCl-Losung
100 Mio nativer BATZ enthlelt wurden mit -0,5 ml isotoner NaCl-Losung
versetzt, 80 Min. bei 37 °C aerob inkubiert und anschliefend 1:10 mit
isotoner NaCl-Loésung verdinnt. Ein Tropfen dieser Suspension wurde auf
einen Quarzobjekttriger aufgetragen und im Stickstoffstrom bei Zimmer-
temp. getrocknet. Die auf den Objekttrigern haftenden Zellen wurden an-
schliefend mit: MTT-Co nach Pearse* 30 Min. bei' 37 °C inkubiert. Dann



Cytospektrometrische Erfagssung der Succinodehydrogenase:Aktivitat 1273

wurden die Zellen: von anhaftender Farbelésung: durch Spiilen mit 1proz,
HCI befreit, 10 Min. lang in Calcium-Formol- Losung fixiert und luftgetrock-
net. SchlieBlich wurden die Priparate in Kayse'rs Glycerin—Gelatine
(0,5 molar an CoCly) eingedsckeélt und — um sie vor’ Luftzutritt zu
schitbzen — mit Umrandungslack der Fa. C. Zeiss versehen.

Samtliche Messungen wurden. niit dem UMSP T der Fa. C: Zeiss, Ober-
kochen, durchgefithrt:’

Objektiv: 100. Projektiv: 100. MeBblende in Objektebene: 1 p. Leucht-
feldblende: bei Aufnahme des Absorptionsspektrums: 5 p; bei méaander-
férmiger Absuchung der Zelleri: 2.
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Abb. 1. Absorptionsspektrum eines mit M7TT-Formazan auf SDH-Aktivitat
gefarbten Granulums im Plasma einer EAT-Zelle

Ergebnisse

Abb. 1 zeigt das Absorptionsspektrum eines auf SDH-Aktivitit
angefirbten Granulums einer K47 -Zelle. Um unkontrollierbare Stérun-
gen durch den diffusen Untergrund méglichst gering zu halten, wurde das
Absorptionsmaximum bei 30 300v" zur quantitativen Auswertung
herangezogen.

Sodann wurde eir Kollektiv von 51 Zellen bei 30300y durch
maanderformlges Absuchen der Einzelzellen auf die  Gesamtextinktion
E e untersucht. Abb. 2a veranschaulicht die statistische Verteilung der
erhaltenen Linzelwerte; Spalte a der Tab. 1 bringt die MeBergebnisse.

Selbstverstandlich liefert die Methode nur Bezugswerte fiir quanti-
tative Vergleiche.

Als Anwendungsbeispiel sei die eingangs erwihnte Blockierung der
SDH der . Tumorzellen durch fIPE gebracht. EATZ wurden unter den
angegebenen Bedingungen mit 0,5 ml isotoner HPE-Lésung inkubiert
{cEna = 3,0 - 10~3m) und - anschliefend auf SDH-Aktivitat gefirbt.
Sodann wurden die Hges-Werte von 53 Zellen bei 30 300 v gemessen und,
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ihre statistische Verteilung in Abb. 2b graphisch dargestellt. Spalte b
der Tab. 1 enthalt die Ergebnisse.
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Abb. 2. Statistische Verteilung der Hges-Werte mit MT7T-Formazan auf

SDH-Aktivitit . gefarbter EAT-Zellen. MeBwellenldnge: 30.300v’. a: mnach

Inkubation in isotoner NaCl-Losung ; b: nach Inkubation in isotoner 3 - 103 m

Losung. Abszisse: In Klassen zusammengefate Eges-Werte. Ordinate:
Relative Haufigkeit in 9,

Die Ergebnisse zeigen, dal es moglich ist, die cytochemische Farbung
mit MTT mikrospektrometrisch zu quantifizieren und statistisch aus-
zuwerten.

Eine spezielle Diskussion dieses Befundes soll an Hand eines groferen -
biologischen: Materials in einer-spéteéren -Arbeit gegeben werden.. Dort
wird gezeigt werden, dafl die Methode auch fiir Organzellen anwendbar
ist, wenn es gelingt,*aus dem betreffenden Organ (oder Organstiick)
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native ‘Hinzelzellen zu gewinnen, wofiir mehrere gangbare Methoden zur
Vertiigung stehen.

Tabelle 1
JInkubation a b
” 51 53
Eges 32,0 7,0
P 184 6,1
Median 25,1 4,9
Bges™ 32,0 6,2
st 184 4,4 (n = 51)
A B+ 25,8 +- 7,0 (Wahrscheinlichkeit der

Sicherheit: 999)

m'= Zahl der gemessenen Zellen; Eyes — arithmetisches Mittel der
EByes-Einzelwerte; s-= Standardabweichung; + bedeutet, -da die be-
treffenden Werte nach zuldssiger- Eliminerung” von AusreiBern -erhalten
wurden; @ = Inkubation. in isotoner NaCl-Lésung; b = Inkubation in
isotoner 3 - 10-3m-HP E-Lissung. ‘

Die statistische Verarbeitung des Materials erfolgte im Grazer
Rechenzentrum durch Herrn Professor Dr. J. Gélles, dem an dieser Stelle
hiefiir herzlichst gedankt sei. Die Problematik der statistischen Aus-
wertung ‘wird ‘von Gélles in eirer gesonderten Mitteilung  behandelt
werden.

Die Untersuchungen wurden' mit Unterstiitzung des Fonds zur
Férderung der wissenschaftlichen Forschung, Wien, durchgefiihrt.
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