Клонирование кДНК, экспрессия и определение субстратной специфичности селен-содержащего белка мыши SELV (SelenoproteinV).
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Селен- содержащие белки, которые функционально охарактеризованы, являются оксидоредуктазами с различными функциями, к их числу относятся глутатионпероксидазы, тиоредоксинредуктазы, дейодиназы и др. Однако, функции более половины из идентифицированных белков к настоящему времени неизвестны. К числу таких селенопротеинов относится и селен- содержащий белок млекопитающих SelenoproteinV (SelV). 
Для определения уровня мРНК гена selV мыши в семенниках в процессе постнатального развития нами были использованы самцы следующих возрастных групп: 1, 2, 3 и 4 недели, 2, 8, 12, 18 месяцев постнатального развития, использовали метод ПЦР в реальном времени. Измерение тиоредоксинредуктазной и глутатионпероксидазной активностей SelV проводили с помощью колорометрического анализа, основанного в первом случае на на восстановлении DTNB (5, 5’-дитиобис (2- нитробензойная) кислота)) путем NADPH до TNB, что сопровождается окрашиванием реакционной смеси в ярко- желтый цвет, а во втором- на непосредственном измерении истощения NADPH в ходе данной реакции. Чем меньше NADPH, тем глутатионпероксидазная активность образца выше.
В результате методом было показано, во- первых, что экспрессия мРНК selV наблюдается на всех этапах постнатального развития животного и, во-вторых, уровень данной экспрессии меняется незначительно. Кроме того, впервые было установлено наличие тиоредоксинредуктазной и глутатионпероксидазной активностей белка мыши SelV. Наблюдалось восстановление субстрата DTNB, что может свидетельствовать о наличии у SelV других ферментативных активностей, например, глутатионпероксидазной или глутатионредуктазной, если учесть, что очищенный препарат рекомбинантного SelV не содержал примесей других белков. В результате вычислений по предложенной фирмой-производителем формуле, величина тиоредоксинредуктазной активности SelV составила 0,055 U/ml, что говорит о наличии достаточно высокой тиоредоксинредуктазной активности у SelV. Результаты измерения глутатионпероксидазной активности позволили нам установить наличие такой активности у исследуемого белка, её величина составила 0,204 U/ml. Таким образом, исследуемый белок обладает и тиоредоксинредуктазной и глутатионпероксидазной активностями, что может свидетельствовать об участии данного селенопротеина в ключевых процессах окисления- восстановления в клетке. Результаты по установлению уровней экспрессии мРНК гена selV могут свидетельствовать об участии белка в процессах сперматогенеза и поддержании нормальной репродуктивной функции животных.  

Работа поддержана грантами РФФИ «Мой первый грант»  № 14-04-31460 мол_а, РФФИ №13-04-00576 А
