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Cytospectrometric Determination o] the Succinodehydrogenase 
Activity in Isolated Cells with M T T  Reagent 

Nitrogen-dried smears of Ehrlieh ascites tumor cells are 
stained with the tetrazolium salt M T T  for succinodehydrogenase 
activity. 

The intensi ty of the svaining is measured cy~ospecvro- 
metrically by scanning the single cells. 

The statistic distribution o~[ the total extinctions of the 
single cells is analysed and shown graphically. Thus it is possible 
vo Obtain basic values for quanti tat ive comparisons. 

As an example for application, the strong inactivation of 
SDI-] by 4-Hydroxypentenal is presented. 

Im Stickstoffstrom getrocknete Ausstriche yon Ehrlich- 
Ascites-Tumorzellen werdefi n i t  dem Tetrazoliumsalz M T T  auf 
SDH-Aktivitiii gef~rbt und  die Intensi ts  der F~rbung cyto- 
spektrometrisch durch m~anderfSrmiges 2~bsuchen der Einze]- 
zellen gemessen. 

Die statistische Verteilung der erhaltenen Gesamtextink- 
vionen wird analysiert und graphisch dargestellt. 

Dadurch ist es mSglich, Bezugswerte fiir quantitative Ver- 
gleiche zu erhalten. 

Als Anwendungsbeispiel dient die Inaktivierung der SDH 
dutch 4-I-Iydroxypentenal. 

Behandel t  man  nat ive  Ehrlich-Ascites-Tumorzellen (EATZ)  mit 
isotoaen L6sungen yon  4 -Hydroxypen tena l  (HPE) und  f~rbt  n i t  d e n  
MTT-Reagens anf Akt iv i t~ t  der Succinodehydrogenase (SDH), so zeigt 
sieh, dab die Akt iv i t s  des Enzyms  bei einer HPE-Konzentration 
> 3 �9 10-3m gegeaiiber den Kontro l len  drastisch gesenkt wird 1. 

* t-Ierrn Prof. Dr. Dr. h. c. Otto Kratky zura 70. Geburtstag gewidmet. 
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Zur Quantifizierung dieses qualitativen Befmldes wurde der Suecinat- 
gehalt der Zellen enzymatisch bestimmt, wobei sich ein Anstau um 95% 
der Kon~rollwerte ergab. In  der Folge wurde mit den gleichen Methoden 
gefunden, dag H P E  die SDH mehrerer tierischer Tumoren wesentlich 
st/irker hemmt als die von NTormalgeweben 2. 

Diese Ergebnisse lieBen es Wiinschenswer~ erscheinen, die Unter- 
suchungen au{ ein gr6~eres biologisches Material auszudehnen. Auger- 
dem k6nnte etw~ ~ararl gedacht ~erdbn, Tumorzellen ,(on Normalzellen 
in Cytologisehen bzw. histologischen Prgparatea auf Grund des un~er- 
sehiedlichea Verhaltens der SDH-Aktivit/~ten gegeniiber H P E  von- 
einander zu differenzieren. 

Ffir solche Untersuehungen w/~re es iiberaus vorteilhaft ffir das 
zweitgenannte Projekt sogar eine Voraussetzung , wena es gels die 
bisherigen qualitativ-orientierenden ey~oehemisehen F/s mikro- 
spektrometrisch zu quantifizieren. 

Die grof3en Vorteile dieser Mel~methodik gegenfiber anderen Metho- 
den bestiiilden, abgesehen yon der einfaeheren Durehffihrung und dem 
geringeren Materialbedarf, vor al]em darin, daI~ damit nicht nur ein 
Ko]lektivwert erhalten wird, der fiber das Verhalten a]ler Einzelzellen 
grob mittelt, sondern dal~ auBerdem Informationen fiber das Verhalten 
der Einzelzelle, ggf. Vorhandenseiil yon Untergruppen, ttiiufigkeit yon 
Extremwerten und statistisehe Verteilungsformen zur Verffigung stehen. 
Hieriiber soll im folgenden kurz beriehtet werden. 

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

Zellen des in NMl:~I-M/iusen beiderlei Geschlechts passagierten Ehrlich- 
Ascites-Tumors, Scamm tteideiberg Lettrd (EATZ) ,  die den Tieren zwi- 
schen dem 6. und 8. Tag post vranspl, entnommen wurden. 

Farbreagens: M T T -  3-{4",5'-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetra- 
zoliumbromid (pure a. r., Koch-Light, Lab.~ Co]nbrook, England). 

Substrat: Dinatriumsuceinat (mit 6 Kristallwasser; Boehringer, Mann- 
helm I. 

1)hosphatpuffer: 0,06m, pit  7,4. Polyviny]pyrro]idon (BDI-I, England), 
4-mydroxy-2-penten-l-a] (HPE),  synthetisiert naeh Esterbauer und Weger 3, 
als 4,2. 10-3m-LSsung. n~) 0 = 1,472, d~!! ~ 1,004, ~ bei 44 700cm -1 

- -  13 800. 

Arbeitsvorgang 

0,2 ml einer Suspension~ die pro ml. 0,9proz. isotoner ~TaCl-LSsung 
100 Mio nativer E A T Z  enthielt, wurden mit 0,5 ml isotoner NaC1-LSsung 
versetzt, 3OMin. be i  37 ~ aerob inkubiert und anschliel3end 1 : 10 mit 
isotoner NaC!-LSsung verdiinnt. Ein Tropfen diese r Suspension wurde auf 
einen Quarzobjekttr/~ger aufgetragen U n d i m  Stickstoffstrom bei Zimmer- 
temp. getrocknet. Die auf den Objekttr/igern haftenden Zellen wurden an- 
sehlie~end mit  MTT-Co  nach Pearse ~ '30 Min. bei: 37 ~ inkubiert. Dann 



Cytospektrome~rische Erfassung der Succinodehydrogenase:Aktivit/~g 1273 

wurden die Zellen yon anhaf~ender FgrbelSsung: durch Sp~len mit lproz, 
tIC1 befreit, 10 Min. lang in Calcium-Form01-L6sung fixiert und luftgetroek- 
net, Sehlie/~tich wurden die Pr/tparate :in Kaysers Glyeerin--Gelagine 
(0,5 m0lar an CoCI2I einged6ck~lt u n d -  um sie vor  Luftzutritt :zu 
schtitzen - -  mit UmrandungS!aek der Fa.  C. Zeiss versehen. 

S/~mtlictie 3/Iessungen wurden mit~ dem UMSP I der l~a. C. Zeiss, Ober- 
kochen, durehgef/ihrt :' 

Objektiv: 100. Projektiv: 100. Mel~blende in Objektebene:: 1 ~. Leueht- 
ieldblende; bei Aufnahme des Absorptionsspektrums: 5 ~; bei mgander- 
f6rmiger Absuchung der Zellen~ 2V.. 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum eines mit _MTT-Formazan auf SDI-I-Aktivit/~t 
gef~rbten Granu]ums im Plasma einer EAT-Zelle 

E r g e b n i s s e  

2/bb. 1 zeigt das Absorptionsspektrum eines auf SDII-Aktivi t~t  
angefgrbten Granulums einer EAT-Zelle.  Um nnkontrollierbare St6run- 
gen dureh den diffusen Untergrund mSgliehst gering zu halten, wurde das 
Absorptionsmaximum bei 3 0 3 0 0 , '  zur quanti tat iven tiuswertung 
herangezogen. 

Sodann wurde ein Kollektiv yon 51 Zellen bei 30 300 , '  dureh 
mfi~nderf6rmiges Absuehen der Einzelzellen auf die Gesamtextinktion 
Eges untersueht. Abb. 2 a veransehaulieht die st~tistische Verteilung der 
erhaltenen Einzelwerte; Spalte a der Tab. i bringt die MeBergebnisse. 

Selbstverst&ndlieh liefert die Methode nur Bezugswerte .flit quanti- 
tative Vergleiehe. 

Als Anwendungsbeispiel sei die eingangs erw/~hnte Bloekierung tier 
SDH der.Tumorzellen durch H P E  gebraeht. E A T Z  wurden unter den 
angegebenen Bedingungen mit  0,5 ml isotoner HPE-L6sung inkubiert 
(CEna-  3,0" 10-3m) und ansehlieBend auf SDH-Aktivi tgt  gef~rbt. 
Sodann wurden die Eges-V(erte yon 53 Zellen bei 30 300 ~' gemessen und 
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ihre Sta~istische Vertei!ung in  Abb. 2b  graphisch dargestellt. Spalte b 
der Tab. ! enth/~lt die Ergebnisse. 
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Abb. 2. S ta t i s t i sche  Ver te i lung der Eges-Werte mi t  MS"T-Formazan  auf 
SDH-Ak~ivi t~t  gef/~rbter E A T - Z e l l e n .  NeBwellenl/s 30 300 v'. a :  ,nach 
I n k u b a t i o n  in i sotoner  NaC1-L6sung ; b : nach  Inkuba$ion in i sotoner  3 . 1 0  -8 na 
L6sung. Abszisse:  In  Klassen  zusammengefaf~te Eges-Werte. Ordinate: 

~ e l a t i v e  H/iufigkeit  in % 

Die Ergebnisse zeigen, da$ es m6glich ist, die cytochemische F/irbung 
mit M T T  mikrospektrometrisch zu quantifizieren und statistisch aus- 
zuwertell. 

Eine spezielle Diskussion dieses Befundes soll an Hand eines grSl~eren 
biologischen Materials in einer sp/s Arbeit gegeben werden. Dort 
wird gezeigt werden; dab die Methode auch fiir Organzellen anwendbar 
ist, wenn es gelingt, aus dem betreffenden Organ (oder Organstiick) 
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na t ive  Einzelzellen zu gewinnen, wofiir mehrere gangbare Methoden.zur  
Verfiigung stehen. 

T a b e l l e  1 

,Inkubation a 

n 51 

~'~s ~;.o 
s 18,4 
Median 25:1 

Eges ~ 32;0 
s T 18,4 

A E  ~ 

b 

53 
7,0 
6,1 
4,9 
6,2 
4,4 (n = 51) 

25,8 :~ 7,0 (Wahrseheinliehkeit der 
Sicherhei~ : 99%) 

n -  Zahl der geinessenen Zellen; Eges = arithinetisches Mittel der 
Eges-Einzelwerte; s -- Standardabweiehung; r bedeutet, dab die be- 
treffenden Werte nach Zul/issiger Eliininierung yon AusreifIern erhalten 
wurden; a = Inkubat ion  in isotoncr NaC1-LSsung; b = Inkuba$ion in 
iso~oner 3 �9 lO-Sm-HPE-LSsung. 

Die statiStische Verarbei tung des ,Materials erfolg~e im Grazer 
l~echenzentrum durch tIerrrt Professor Dr.  J. GSIles, dem an dieser Stelle 
hiefiir herzlichst gedankt  sei. D i e  Problemat ik  der stat is t ischen Aus- 
wer tung wird yon Gdlle8 in einer gesonderten Mittei lung behandel t  
werdeil. 

Die Unte rsuchungen  wurden mit Unters t i i t zung  des Fonds  zur 
F6rderung  der wissenschaftl ichen Forschung,  Wien, durchgefiihrt.  
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