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Сравнение вклада механизмов в возникновении асимметрии распределения карбонилированных белков у дрожжей Saccharomyces cerevisiae.

Почкующиеся дрожжи Saccharomyces cerevisiae являются удобной экспериментальной моделью для изучения старения. При каждом клеточном делении материнские клетки S. сerevisiae накапливают типичные признаки старения эукариотических клеток: увеличение количеств экстрахромасомальной рибосомальной ДНК и карбонилов в белках, потеря фертильности и другие. В тоже время дочерние клетки, "почки", рождаются без признаков старения. В частности, уровень карбонилирования белков в почках в несколько раз ниже, чем в материнских клетках.  Карбонилирование белков возникает в результате окисления боковых аминогрупп лизинов и отражает степень общего окислительного повреждения клетки. Есть несколько гипотез о том, какой процесс является ключевым в формировании асимметрии распределения карбонилированных белков: селективная цитоскелет-зависимая транспортировка некарбонилированных белков в дочернюю клетку, отсутствие в дочерней клетке процессов приводящих к появлению новых белковых карбонилов (в частности, митохондриальной генерации активных форм кислорода), ассиметричное распределение дочко-специфических мРНК.
Целью данной дипломной работы является проверка этих гиппотез. Для этого планирутся сравнение уровня асимметрии распределения карбонилированных белков между дочерней и материнской клетками у штаммов дрожжей S. cerevisiae дикого типа и мутантов по актин-зависимому транспорту различных органелл и дочко-специфических мРНК, а также мутантов по сегрегации митохондрий.

В ходе дипломной работы предполагается выполнить следующие задачи:

1) Оценить увеличения концентрации карбонилов и степень ассиметрии их распределения в белках дрожжей S. cerevisiae при разных стрессах: индукция апоптоза, окислительный стресс, голодание.
2) Сравнить уровни асимметрии распределения карбонилированных белков между дочерней и материнской клетками у дрожжей S. cerevisiae дикого типа и мутантов по генам Δfis1, Δjsn1, Δshe2, Δ she3, Δysp2.
3) Определить эффект кратковременной разборки актиновых филаментов во время митоза дрожжей S. Cerevisiae на уровень асимметрии распределения карбонилированных белков 
В процессе работы будут использованы следующие методы: Молекулярно-биологические методы: - Выделение ДНК из бактерий и дрожжей, Полимеразная цепная реакция (ПЦР), Трансформация бактериальная и дрожжевая. Электрофорез ДНК. Экспрессия белков в бактериях и дрожжах. Микробиологические методы: - Культивирование дрожжей и бактерий. Разделение материнских и дочерних клеток с помощью дифференциального центрифугирования. Биохимические методы: - Электрофорез белков. Определение концентрации белков. Определение концентрации карбонилов в белке. Микроскопические методы: - Методы флюоресцентной микроскопии окрашивание клеток на: активные формы кислорода, ДНК, карбонилированные белки. Работа с базами данных дрожжей Saccharomyces cerevisiae.
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