Dosage du complexe II (succinate ubiquinone oxydo-réductase)

Principe : 

· Le complexe II de la chaîne respiratoire permet l'oxydation du succinate dont il transfère les électrons au coenzyme Q10 ou ubiquinone. Cette molécule très hydrophobe est remplacée dans l’essai par la décylubiquinone, beaucoup plus hydrophile. L’activité est mesurée en suivant la réduction du 2,6-dichlorophénol-indophénol (DCPIP) par la baisse de l’absorbance à 600 nm du DCPIP oxydé. 

· La ligne de base est mesurée pour pouvoir soustraire une réaction spontanée de transfert d’électrons au DCPIP. La spécificité de la réaction peut être vérifiée par son Inhibition par le malonate 10 mM, inhibiteur spécifique du complexe II. Cette vérification n’est pas obligatoire en routine diagnostique du fait de la grande spécificité de la réaction (vérifiée au dessus de 90% sur l'homogénat de muscle et de foie).
En pratique : 

· 6 déterminations (5 patients et 1 contrôle) peuvent être effectuées au cours d’une même série, soit 6 dosages. 

· Composition du milieu de réaction :

25 mM K Phosphate pH 7.5

20 mM succinate

100 µM décylubiquinone

50 µM DCPIP

1 mM KCN

100 µM ATP

2 mg/mL albumine bovine

Tissu : 40 µg de protéines (surnageant post-nucléaire ou suspension cellulaire) ou 4 µg de mitochondries isolées 

· Préparation du milieu de réaction :

1) Dans un tube de 15 mL, préparer le mélange pour effectuer 7 dosages:

	Réactifs
	Quantité globale
	Quantité/échantillon

	500 mM K Phosphate pH 7,5
	350 µL
	50 L

	50 mg/mL BSA
	280 µL
	40 L

	200 mM succinate
	700 µL
	100 µL

	5 mM DCPIP
	70 µL
	10 L

	10 mM KCN
	700 µL
	100 L

	10 mM ATP 
	70 µL
	10 L

	H2O
	4662 µL
	666 L


2) Dans une cuvette de 1 mL, mettre 976 L du milieu de réaction et ajouter 20 L d’homogénat tissulaire ou de suspension cellulaire (préparé à une concentration finale de protéines de 2 mg/mL) ou de mitochondries de cœur de bœuf (diluées à 0,2 mg/ml soit au 1/200). Mélanger.

· Réaction :

1) Lecture au spectrophotomètre, 37°C, longueur d'onde 600 nm. Calibration initiale de la lecture sur l'air. 

2) Incuber les cuves à 37°C, durant 5 min, dans le spectrophotomètre thermostaté

3) Lire la ligne de base pendant 3 minutes à 37°C

4) Déclencher la réaction par 4 µL de 25 mM décylubiquinone 

5) Lecture toutes les 15 secondes durant 3 minutes ; si la décroissance est trop rapide (non linéaire), refaire le dosage avec moins de tissu. 

· Calcul :

1) L'activité spécifique est calculée après soustraction de l'activité de base en nanomoles/min/mg de protéines. 

2) Le coefficient d'extinction utilisé pour le DCPIP est  = 19,1 

3) Le facteur de correction est donc 1308,9 pour 40 µg de protéines et 13089 pour 4 µg de protéines dans l'essai.










