ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ СУКЦИНАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ
Сукцинатдегидрогеназа (СДГ) — сукцинат-убихинон-оксидорекдуктаза — компонент цикла Кребса и электрон-транспортной цепи митохондрий (комплекс II). Содержит FAD, Fe-S кластеры и гем b. СДГ с высокой специфичностью окисляет янтарную кислоту (сукцинат) до фумаровой, восстанавливая убихинон до убихинола:
Сукцинат + Q ———→ Фумарат + QH2.

Конкурентными ингибиторами СДГ являются стерические аналоги субстрата — малонат и оксалоацетат.

Для определения активности СДГ в суспензиях митохондрий может быть применён метод, в котором в качестве акцептора электронов используется феррицианид калия K3Fe(CN)6. Активность фермента пропорциональна убыли жёлтой окраски феррицианида в реакционной среде.
Сукцинат + 2[Fe3+(CN)6]3– ———→ Фумарат + 2Н+ + 2[Fe2+(CN)6]4–.

Объект:   этиолированные проростки Vigna radiata (L.) R.Wilczek
Цель:   определить активность сукцинатдегидрогеназы в растительных митохондриях, определить влияние малоната на активность СДГ. 
Ход работы:
ПОЛУЧЕНИЕ ГОМОГЕНАТА, СОДЕРЖАЩЕГО МИТОХОНДРИИ
(! Все процедуры выделения фермента ведут при 0–5 °С 
=> необходимо охладить посуду, растворы и навеску перед началом выделения фермента).
Приготовить из стоковых растворов: 

• среду выделения: 3 мл K-фосфатного буфера рН 7,8, 3 мл NaN3, 3 мл ЭДТА, 1,75 мл сукцината, довести водой до 30 мл;
• буфер 0,1 М: 0,5 мл 1 М K-фосфатного буфера рН 7,8, 4,5 мл воды.
Навеску гипокотилей 5 г тщательно растирают в фарфоровой ступке на льду с 25 мл среды выделения. Полученный гомогенат фильтруют через капроновую ткань в центрифужную пробирку.
Пробирку с фильтратом уравновешивают другой центрифужной пробиркой с водой. Центрифугируют при 5000 об/мин (≈3300g) 8–10 минут. Супернатант, содержащий митохондрии, аккуратно переливают в 50-мл мерную пробирку (необходимо записать получившийся объём) и используют для определения активности фермента (в процессе работы супернатант хранят на ледяной бане в темноте).
ОПРЕДЕЛЕНИЕ  АКТИВНОСТИ  СУКЦИНАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ
Опыты проводят в 2-мл пластиковых пробирках (эппендорфах). В каждую пробирку наливают реакционную смесь. Состав реакционной смеси (на 1 пробирку):
	        Вариант 
                     опыта 
Компоненты 
смеси
	Конеч. конц., мМ
	Сукцинат
	Сукцинат + Малонат
	Контроль

	
	
	С1 
	С2
	СМ1
	СМ2
	К1
	К2

	буфер
	
	0,05 мл
	—
	0,05 мл

	сукцинат
	10
	0,05 мл
	0,05 мл
	0,05 мл

	малонат
	20
	—
	0,05 мл
	—

	K3Fe(CN)6              
	1,25
	0,05 мл
	0,05 мл
	0,05 мл

	гомогенат с мх                  
	
	0,85 мл
	0,85 мл
	0,85 мл


Реакцию начинают добавлением к пробам гомогената, содержащего митохондрии. Пробы инкубируют при 30 °С (в термостате) в течение 10–20–30 мин.

После инкубации реакцию останавливают погружением проб в снег и добавлением к пробам по 1 мл 10%-ной трихлоруксусной кислоты (ТХУ). 

В контрольные пробы ТХУ добавляется перед гомогенатом, содержащим митохондрии (отмечено жирной чертой в таблице). Таким образом, СДГ в контрольных пробах с начала инкубации полностью денатурирована и специфического восстановления феррицианида не происходит. После остановки реакции пробы центрифугируют 13 400 об/мин (12 000 g) 5 мин для осаждения денатурированного белка. В супернатанте измеряют оптическую плотность на ФЭКе при 400 нм. Оптический контроль — 1 мл 10% ТХУ + 1 мл среды выделения (lкюв.= 0,5 см).
ОПРЕДЕЛЕНИЕ  СОДЕРЖАНИЯ  ОБЩЕГО  БЕЛКА  В  ФИЛЬТРАТЕ
Содержание общего белка в фильтрате, в котором проводилось определение активности СДГ, определяют методом Брэдфорда. В небольшую коническую пробирку вносят 0,04 мл фильтрата и 2 мл реактива Брэдфорда, в контрольную пробирку — 0,04 мл среды выделения и 2 мл реактива Брэдфорда. Аккуратно перемешивают, инкубируют 3–5 мин и измеряют оптическую плотность при 595 нм (lкюв.= 1 см). Концентрацию белка рассчитывают по калибровочной кривой, построенной по раствору стандартного белка в нескольких концентрациях. 
РАСЧЁТ АКТИВНОСТИ  СУКЦИНАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ
Активность СДГ на единицу объёма гомогената рассчитывают по формуле:
                           (D400 контроль усред. ― D400 опыт) ∙ Vэп. [мл]                               мкмоль сукцината
А = —————————————————————————     [ ————————] 
         2 ∙ ε400 [л ммоль-1 см-1] ∙ lкюв. [см] ∙ Vгом-та в эп. [мл] ∙ τ [час]             мл гомогената ∙ час
Vэп. = 2 мл — объём всей смеси

Vгом-та в эп. = 0,85 мл — объём гомогената в реакционной смеси
ε400 = 1,04 л ммоль-1 см-1 — коэффициент милимолярной экстинкции K3Fe(CN)6 при λ = 400 нм;
lкюв. = 0,5 см — длина оптического пути (= толщина кюветы) 

τ — время инкубации [час]  
Рассчитывают активность СДГ на г сырой массы ткани и на мг белка.
В выводах указать рассчитанную активность СДГ на разных интервалах времени (кинетику), степень ингибирования активности малонатом, объединить результаты всей группы.
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