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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae sa najlepiej poznanymi na poziomie genetyki i fi-
zjologii komorki organizmami eukariotycznymi. Konserwatyzm molekularnych mechanizméw
komérkowych migdzy drozdzami a cztowiekiem pozwala na uzycie komorek S. cerevisiae jako
modelu do badan mechanizméw doprowadzajacych do réznych choréb cztowieka. Obecnie droz-
dze, cho¢ pozbawione uktadu nerwowego, z powodzeniem uzywane sa do badan schorzen neuro-
degeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, choroba Parkinsona czy choroba Huntingtona.
Szeroki warsztat metod biologii molekularnej umozliwia zaréwno badanie homologéw ludzkich
genow w komoérkach drozdzy, jak i heterologiczna ekspresje¢ ludzkich biatek. Przyczyny patolo-
gicznych zmian w uksztaltowaniu biatka, mutacje powodujace zmiang funkcji lub tworzenie tok-
sycznych agregatow — wszystkie te aspekty moga i z powodzeniem sa badane z uzyciem modelu
drozdzowego. W pracy przedstawiono obecny stan wykorzystania modelu drozdzowego w bada-
niach nad wyjasnieniem mechanizméw doprowadzajacych do schorzen neurodegeneracyjnych.
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Summary

At the level of genetics and physiology the yeast Saccharomyces cerevisiae is are the best cha-
racterized eukaryotic cells. The yeast cells can be used as a model to study the mechanisms in-
volved in human disease. Yeast shares conserved cellular mechanisms with all eukaryotes inclu-
ding mammals and human. Nowadays, despite the lack of a neural system, yeasts are successfully
used in the study of neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s disease, Huntington’s di-
sease and Parkinson’s disease. Exquisite genetics and molecular tools used in biology allow exa-
mination of the role of yeast homologues of human genes as well as heterologous expression of
human genes in yeast. Yeasts have become a suitable model to study the causes of pathological
changes in protein folding, mutations and formation of aggregates.
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Wstep

Drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae od wie-
kéw towarzysza cztowiekowi. Sa modelowym organizmem
biologii molekularnej eukariotéw. Latwe w hodowli, tanie
W utrzymaniu, nietoksyczne, niepatogenne sa dobrym ma-
terialem w badaniach. Drozdze odegraty duza role w pozna-
niu biologii komdrki eukariotycznej, zwlaszcza w dziedzinie
genetyki i biogenezy mitochondriéw, a takze dziedziczeniu
mejotycznym. Sekwencja genomu drozdzowego zostata opu-
blikowana w 1996 r. [32]. Znacznie utatwito to badania nad
genomami réznych organizméw. Umozliwia to okreslenie ho-
mologii migdzy genami drozdzowymi i pozostatych organi-
zmdw eukariotycznych, w tym cztowieka. Latwos¢ wprowa-
dzania pojedynczych mutacji w DNA lub wrecz usuwania
calych genéw pozwala na badanie bezposredniej roli ge-
néw poprzez obserwacje wynikajacych z mutacji zmian fe-
notypowych komoérki. Mozliwa jest rowniez heterologiczna
ekspresja genéw innych eukariontéw w komérkach drozdzy
i obserwacje wptywu ich produktéw na cykl zyciowy, mor-
fologie czy fizjologi¢ drozdzy. Mozliwos¢ dedukcji funkcji
ludzkich biatek na podstawie badania roli ich drozdzowych
homologéw zaowocowato pomystem badania biatek ludz-
kich przez ich bezposrednie ekspresjonowanie w komor-
kach Saccharomyces cerevisiae. Mozliwos¢ heterologicznej
ekspresji nabrata wigkszego znaczenia kiedy okazalo sie, ze
wiele chorobotwoérczych lub wrecez letalnych mutacji znaj-
duje si¢ w genach ludzkich, ktére maja ortologii w genomie
drozdzy. W obu przypadkach badania drozdzowych homo-
logéw genéw ludzkich i badania bezposredniej heterologicz-
nej ekspresji sa bardzo wazne i stanowia duzy krok w kierun-
ku zrozumienia mechanizmu transformacji nowotworowych.

Od prawie 30 lat drozdze z powodzeniem sg uzywane jako
mikrofabryki do produkeji lekéw np. hirudiny, szczepio-
nek na wirusowe zapalenie watroby typu B czy insuliny.
Od kilku lat specjalnie uzdatnione szczepy drozdzowe uzy-
wane sa do produkcji matych molekut np. hydrokortyzo-
nu czy artemisyny [78]. W drozdzach upatruje si¢ kan-
dydatéw do produkcji szczepionek antynowotworowych.
Ponadto drozdze odegraty i nadal maja ogromne znacze-
nie w badaniach nad zjawiskiem wielolekowej opornosci.
Bezposrednie badania na drozdzach pozwolity na szeroka,
szczegbtowq charakterystyke bialek z rodziny ABC trans-
porteréw, gtéwnych mediatoréw wielolekowej opornosci
u prokariotéw i eukariotéw [9].

Obecnie w drozdzach upatruje si¢ szans¢ na zrozumienie
mechanizméw i opracowanie metod walki z chorobami

cywilizacyjnymi o ogromnym znaczeniu ekonomicznym
i spotecznym. W ciagu ostatnich kilku lat drozdze staty
si¢ doskonatym modelem badan molekularnych mechani-
zméw zwigzanych z réznymi zaburzeniami neurodegenera-
cyjnymi spowodowanymi ztym faldowaniem patogennych
biatek: choroby Alzheimera (AD), choroby Huntingtona
(HD), choroby Parkinsona czy choréb zwiazanych z agre-
gacja bialka tau [2,90] (tabela 1). Ponizej podjgto prébe
przedstawienia wykorzystania drozdzy w badaniach cho-
rob neurodegeneracyjnych.

CHOROBY NEURODEGENERACYJNE JAKO WYNIK BLEDOW
W FALDOWANIU BIALEK

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak PD, AD i HD naleza
do schorzen spowodowanych nieprawidtowym fatldowaniem
bialek, amyloidoz. Uwaza sie, ze gléwnym powodem tych
choréb jest nieprawidlowe faldowanie konkretnych biatek,
ktére zaczynajq przyjmowac anormalne konformacje sprzy-
jajace agregacji i tworzeniu ztogéw amyloidowych. W wy-
niku utatwionej agregacji, biatka te przybieraja postac nie-
rozpuszczalnych fibrylarnych struktur, ktére tworza ztogi
wewnatrz komérek lub w przestrzeniach migdzykomorko-
wych. Kompozycja ztogéw i ich umiejscowienie w tkankach
lub organach jest swoista dla kazdej choroby. Nastgpstwem
nieprawidtowego faldowania bialek jest utrata funkcji lub
nabycie toksycznych wtasciwosci, co w obu przypadkach
moze doprowadzi¢ do $mierci organizmu [43,65]. Ztogi
amyloidowe przyjmuja zawsze, bez wzgledu jakie biatko
je tworzy, postaé fibryli o strukturze B-kartki. Pojawianie
si¢ amyloidéw, ztogéw biatkowych, powiazano z pojawia-
jacymi si¢ zaburzeniami organéw. Cho¢ znamy juz wiele
biatek tworzacych ztogi amyloidowe, w wigkszosci niewy-
jasniona jest ich funkcja w komorce. Trudno wigc okreslié
co powoduje nagta zmiang konformacji biatka prowadzaca
do utraty naturalnej funkcji lub nadajacej biatku nowej, acz
toksycznej cechy. Poczatkowo uwazano, ze pojawienie sig
nierozpuszczalnych ztogéw w komorce zawsze wiazato sie
z dzialaniem cytotoksycznym. Obecne badania wykazuja,
ze prawdopodobnie cytotoksyczne wlasciwosci maja tylko
male agregaty (dimery i oligomery), podczas gdy duze ztogi
moga mie¢ wlasciwosci ochraniajace komérke [1,5,11,59,61].

Drozdze S. cerevisiae, to organizmy jednokomodrkowe,
cho¢ pozbawione systemu nerwowego sa doskonatym mo-
delem do badania ludzkich chor6b neurodegeneracyjnych,
poniewaz wigkszos¢ Sciezek sygnalowych i biatek zwia-
zanych z chorobami neurologicznymi jest konserwatyw-
na u eukariota.
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Tabela 1. Przyktady wykorzystania Saccharomyces cerevisiae w badaniach mechanizméw wybranych chordb neurodegeneracyjnych

Typ choroby i czynniki chorobotwércze Wykorzystanie modelu drozdzowego Przyktadowe prace
Choroba Alzheimera
Proteoliza biatka prekursorowego APP « ekspresja ludzkiego APP w drozdzach [96]
« koekspresja ludzkiego APP z y- sekretaza [25,76,92]
«badanie potranslacyjnych modyfikacji APP [54]
« przeszukiwanie kolekcji mutantéw delecyjnych w celu [97]
identyfikagji inhibitoréw proteolizy APP
AB oligomeryzacja - badanie lokalizacji biatka AB-GFP w komdrkach drozdzy [8]
« badania in vivo dynamiki agregacji systemem [39,40,86]
2-hybrydowego lub ekspresji AB-Sup35
Toksycznos¢ zewnatrzkomérkowych form - badania toksycznego charakteru postaci oligomerycznych [3]
AB i fibrylarych AB
B-sekretaza - ekspresja ludzkiej B-sekretazy w drozdzach [48]
99 « ekspresja (99 w komdrkach drozdzy i badanie warunkéw [73]
proteolizy
Tau - ekspresja izoform 3R i 4R ludzkiego tau w komérkach [81,82]
drozdzowych
« badanie roli fosforylacji biatka tau (83]
Choroba Huntingtona
Hit « ekspresja ludzkiego Htt w komérkach drozdzy [29]
PoliQ - ekspresja poliQ w komdrkach drozdzy [44,53]
« okreslenie lokalizacji poliQ w komérkach drozdzy poprzez [57]
ekspresje poliQ-GFP
« wplyw sekwengji otaczajacych poliQ na toksycznos¢ [13,19]
i agregacje
« analiza kolekcji mutantéw drozdzowych w celu wyszukania ~ [29,89,91]
genéw wptywajacych na toksycznosé poliQ
- identyfikacja inhibitoréw cytotoksycznosci poliQ [29,98]
Choroba Parkinsona
a-synukleina (a-syn) « ekspresja ludzkiej a-synukleiny w komérkach drozdzy [60]
- badanie lokalizacji agregatéw a-syn poprzez ekspresje [17,60,94]
a-syn-GFP w drozdzach
« wyznaczenie kofaktoréw toksycznosci (a-syn) [12,34,69,85,89,93]
- identyfikacja chemicznych inhibitoréw a-syn [23,77]

Drozdze w chorobie Alzheimera

Szacuje sig, ze ponad 24 mln ludzi na §wiecie cierpi na de-
mencje. Choroba Alzheimera (Alzheimer’s disease — AD)
jest odpowiedzialna za prawie 60% przypadkéw demencji
[22]. Choroba Alzheimera to postgpujaca, degeneracyjna
choroba osrodkowego uktadu nerwowego zwiazana z pode-
sztym wiekiem. W chorobie Alzheimera wyrézniamy po-
sta¢ wczesna (przed 65 rokiem zycia) i p6Zna (po 65 roku
zycia). Wyr6zniamy postacé rodzinng (familial Alzhaimer’s
disease — FAD) i sporadyczna (sporadic Alzheimer’s dise-
ase — SAD). Rodzinna posta¢ choroby — FAD jest dziedzi-
czona autosomalnie dominujaco. Dowiedziono, ze wigk-
szo$¢ przypadkéw FAD wigzata si¢ z mutacjami w genach
APP, PSENI i PSEN2. Posta¢ FAD stanowi jednak tylko
5% przypadkéw AD, w 95% sa to postaci SAD [30,46,70].

Moézg chorego na AD charakteryzuje si¢ gtebokim zani-
kiem komorek nerwowych, zwtaszcza neuronéw i synaps
w regionach mézgu odpowiedzialnych za uczenie i zapa-
migtywanie. Poza atrofia komérek nerwowych w mézgu

chorych na AD zidentyfikowano zewnatrzkomérkowe ptyt-
ki amyloidowe zwane ptytkami starczymi (senile plaques)
i tzw. sploty neurofibrylarne (neurofibrillary tangles — NFT)
[62]. Ptytki starcze zbudowane sa z 39—43 aminokwaso-
wego biatka amyloidu 3 (AB). Biatko AP jest naturalnym
produktem powstatym z cigcia biatka prekursorowego
APP (amyloid precursor protein). Cho¢ u zdrowych oséb
wytwarzanie peptydu AP nie dziata toksycznie, biatko to
jest gtéwnym elementem wywotujacym AD. Zwigkszone
wytwarzanie A jest powiazane z wczesng postacia AD.
Zwiekszenie ilosci Af w komdrce wiaze sie z mutacja
w APP lub kompleksie y-sekretazy. Kumulowanie si¢ AR
w komorce lub powstawanie postaci o zwigkszonej zdol-
nosci do agregacji powoduje powstawanie toksycznych
oligomeréw [2,42]. W przypadku péznych postaci AD
zwiekszenie ilosci AP zwiazane jest raczej z zaburzenia-
mi degradacji biatka [15,19].

APP (bialko prekursorowe amyloidu) jest biatkiem trans-
btonowym zidentyfikowanym w wiekszosci organéw. Gen
kodujacy APP jest umiejscowiony na 21 chromosomie
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[67]. Przypuszcza sie, ze biatko APP bierze udziat w ad-
hezji komérek, migracji i przesytaniu sygnalu nerwowe-
go [2,95]. Bialko prekursorowe amyloidu ulega proce-
sowaniu przez sekretazy. Proteoliza katalizowana przez
B-sekretazy powoduje powstanie uwalnianej do cytopla-
zmy N-terminalnej domeny (sAPPP) i zwiazanej z btona
domeny C99. Transblonowa domena C99 jest nastgpnie
cigta przez a-sekretaze i powstaja krétkie fragmenty bia-
ek nieskupiajacych si¢ do amyloidu. Domena C99 moze
by¢ réwniez cigta przez y-sekretazg, ktére to cigcie pro-
wadzi do powstania 40/42 aminokwasowych fragmentéw
(AB40/42). To wtasnie fragmenty AP42 wykazuja naj-
wigksza sktonnos¢ do agregacji i tworzenia plytek amy-
loidowych, stanowiacych trzon ptytek starczych w mézgu
chorego na AD [2]. Regulacja i mechanizm katalizowa-
nej przez sekretazy proteolizy biatka APP jest wciaz nie-
wyjasniona. Szans¢ na wyjasnienie tych proceséw upatru-
je si¢ w badaniach prowadzonych na komérkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae.

W poczatkowej fazie badan prowadzonych na modelu droz-
dzowym podjeto préby heterologicznej ekspresji ludzkie-
go biatka APP w komérkach drozdzy S. cerevisiae. Zhang
i wsp. [96] wykazali, ze ekspresja ludzkiego biatka w ko-
morkach drozdzy jest mozliwa, a uzyskane biatko nie jest
dla mikroorganizmu toksyczne. Okazato si¢ jednak, ze
biatko APP podlegatlo w komérkach drozdzy dzieleniu
na dwie czesci. Czgs$¢ odpowiadajaca N-terminalnej roz-
puszczalnej domenie byta usuwana na zewnatrz komorki,
natomiast C-terminalna domena pozostawata w cytopla-
zmie. Wskazywato to na obecno$¢ w komoérkach droz-
dzy biatka o aktywnosci podobnej do o-sekretazy ludz-
kiej [96]. Badania prowadzone na drozdzowych szczepach
r6znych mutantéw delecyjnych wskazywaty poszczegdlne
geny i szlaki metaboliczne biorace udziat w regulacji lub
w procesowaniu APP. W ten sposéb okreslono, ze prote-
oliza APP jest niezalezna od systeméw transportu do wa-
kuoli lub na powierzchnig¢ komoérki, poniewaz biatko APP
byto cigte w mutantach sec/ i sec7 [97]. Wykazano jed-
nak zaleznos¢ proteolizy od sieci biatek regulujacych pro-
ces transportu z retikulum endoplazmatycznego do aparatu
Golgiego. Biatko APP nie bylo cigte, kiedy ekspresjo-
nowano je w mutantach sec/7 i sec 18. Kolejne badania
z uzyciem drozdzowych mutantéw delecyjnych wykazaty
znaczna redukcje proteolizy APP w komérkach z usunig-
tym genem proteazy YAP3 lub proteazy MKC?7. Inhibicja
aktywnosci proteolitycznej wzgledem APP nastgpowala
réowniez w przypadku ekspresji postaci zmutowanej biat-
ka APP-K612Q. Wskazuje to na prawdopodobna rolg bia-
tek Yap3 i Mkc7 w procesie proteolizy APP w péZnych pe-
cherzykach Golgiego [2,97].

Kolejnym procesem badanym w drozdzach byta aktyw-
nos¢ B- i y-sekretazy. Beta- i gamma-sekretaza sa gtéwny-
mi biatkami powodujacymi powstanie zdolnej do agrego-
wania domeny AB42. Dotychczas nie scharakteryzowano
zadnej mutacji w genie kodujacym B-sekretaze zwiazanej
z AD, co wiecej tylko w nielicznych przypadkach u cho-
rych na AD stwierdzono podwyzszone stezenie B-sekre-
tazy [47]. W jaki wigc sposob aktywnos¢ B-sekretazy jest
regulowana? Aby to wyjasni¢ przygotowano specjalnie
udoskonalone szczepy S. cerevisiae. W komorkach tych
C-konicowa transmembranowa czgs¢ ludzkiego biatka
APP byta podiaczona do C-konca drozdzowego enzymu

inwertazy. Inwertaza jest naturalnie wydzielana przez ko-
morki, co jest warunkiem niezbgdnym do wzrostu drozdzy
na sacharozie, katalizuje bowiem jej rozktad do glukozy
i fruktozy [10]. Chybrydowe biatko inwertaza-APP eks-
presjonowane w komérkach drozdzowych pozbawionych
endogennej inwertazy kumulowato si¢ wewnatrz cytopla-
zmy. Jednoczesna ekspresja ludzkiej B-sekretazy (BACT)
umozliwiata wzrost komérek na podtozu z sacharoza dzig-
ki hydrolizie chimerycznego biatka i uwalnianiu inwerta-
zy poprzez cigcie APP przez sekretazy [48]. W ten sposéb
mozliwe bylo przeszukiwanie szerokiej gamy zwigzkéw
w celu wyszukania inhibitoréw B-sekretazy.

W procesowaniu APP bierze udzial réwniez y-sekretaza,
ktéra nacina domeng C99, uwalniajac krétkie 40/42 ami-
nokwasowe fragmenty. Gamma-sekretaza zbudowana jest
co najmniej z czterech biatek transmembranowych: pre-
seniliny (PS), nicastrin (Nct), anterior pharynx-1 (Aph-1)
i presenilin enhancer-2 (Pen-2). Drozdze S. cerevisiae nie
zawierajg bialtek o aktywnosci y-sekretazy. W celu charak-
terystyki kompleksu y-sekretazy skonstruowano szczepy
drozdzowe pozbawione endogennej peptydazy Pep4, eks-
presjonujace ludzkie geny kompleksu y-sekretazy i biatko
APP. Wykazano aktywnos¢ ludzkiej y-sekretazy w komor-
kach drozdzy poprzez pojawianie sie cigtych postaci APP:
APB40, AB42, AB43 [92]. Aktywnosé sktadnikow y-sekre-
tazy w procesie endoproteolizy zwigzanej z btong badano
w drozdzach réwniez za pomoca systemu genu reportero-
wego GALA [75]. Gen reporterowy ekspresjonowano w ko-
morkach drozdzy z jednoczesna ekspresja poszczegdlnych
komponentéw y-sekretazy. Wykazano w ten sposéb zalez-
nos¢ aktywnosci y-sekretazy od perseniliny (PS1), nicastri-
ny (Nct) Pen-2 i APH-I [75,76]. Uzycie systemu drozdzo-
wego pozwolito na zidentyfikowanie juz ponad 15 mutacji
w genie PS1 [25]. Mozliwos¢ badania poszczegdlnych kom-
ponentéw y-sekretazy w drozdzach otwiera ogromna szan-
s¢ na identyfikacj¢ mutacji odpowiedzialnych za tworzenie
40-42 aminokwasowych fragmentéw o duzej zdolnosci do
agregacji. Niemozliwym jest prowadzenie podobnych ba-
dan w systemie ssaczym.

W przypadku spontanicznej p6Znej postaci AD gtéwna role
w powstawaniu ptytek starczych upatruje si¢ w zaburze-
niach systemu degradacji biatek przez proteasom. Liczba
powstajacych w wyniku aktywnosci sekretazy fragmentéw
C99 zdaje si¢ waznym elementem warunkujacym groma-
dzenie sie ptytek starczych [55]. Dzigki uzyciu szczepéw
drozdzowych pozbawionych genéw proteasomu prel i pre2,
wykazano powstawanie wigkszej ré6znorodnosci fragmen-
téw z cigcia domeny C99. Dysfunkcja proteasomu powo-
dowata nagromadzenie si¢ C99 i fragmentéw powstatych
z cigcia tej domeny, ktdre to stawaly sig substratami dla in-
nych enzymoéw komdérkowych. Mozliwe jest wige, ze mu-
tacje proteasomu promuja powstawanie fragmentéw o du-
zej zdolnosci do agregacji [2,73].

Biatko APP ulega w komérce modyfikacjom, a zachodza-
ce w aparacie Golgiego O-glikozylacja i N-glikozylacja sa
niezbedne do dojrzewania biatka i umiejscowienia w blo-
nie. Ludzkie APP ekspresjonowane w drozdzach ulegato
jednak tylko O-mannosylacji, nie obserwowano postaci
N-glikozylowanych. Wykazano, ze modyfikacja ta zalezna
jest od Pmt4p, gdyz brak tego biatka powodowat zwolnione
dojrzewanie APP, zmniejszone wytwarzanie fragmentéw
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i agregacje¢. Pozwala to wnioskowaé, ze O-mannosylacja
jest potrzebna do utrzymania ptynnosci APP [54].

Poniewaz agregacje domen A sa odpowiedzialne za two-
rzenie plytek starczych uzyto drozdzy do badania bezpo-
Srednich przyczyn polimeryzacji. W komoérkach drozdzy
obserwowano wewnatrzkomérkowe umiejscowienie zlo-
g6w amyloidu. Biatko AP znakowano GFP (biatkiem zielo-
nej fluorescencji). Chimeryczne biatko AB-GFP i GFP-A
ulegato ekspresji w komdérkach drozdzy, byto obserwowa-
ne w mikroskopie fluorescencyjnym, a takze wykrywa-
ne metoda immunodetekcji. Obserwacje w mikroskopie
fluorescencyjnym wykazaty wewnatrzkomérkowe punk-
towe umiejscowienie biatka AB-GFP, natomiast badania
immunochemiczne wskazywaty na obecnos¢ tego biatka
we frakcjach btonowych [2]. Ekspresja GFP-AP wptywata
na obnizenie tempa wzrostu komérek i zwigkszona wraz-
liwos¢ drozdzy na szok termiczny, wskazujac na ich tok-
sycznos$¢ dla drozdzy [8].

W drozdzach przeprowadzono réwniez badania in vivo
dynamiki agregacji AB42. W tym celu uzyto systemu
dwuhybrydowego, w ktérym uzyto AB42 zwiazanego do
LexA, domeny wiazacej do DNA (jako bait) i B42 dome-
n¢ aktywujaca (jako prei). Interakcja biatek w komérkach
S. cerevisiae wykazywana byla jako ekspresja genu lacZ
1 LEU2 pod kontrola promotora zaleznego od LexA. Badajac
mutanty ABF19T, F20T wykazano obecnosé swoistych in-
terakcji miedzy domenami AP, kt6rych nie obserwowano
w przypadku postaci zmutowanych [40].

W badaniach zwiazkéw wptywajacych na ekspresje A
wykazano, ze kwas foliowy powoduje zwigkszenie fluore-
scencji GFP-AP w komoérkach drozdzy pozbawionych endo-
gennej syntezy kwasu foliowego. Kwas foliowy jest zwigz-
kiem o wtasciwosciach antyoksydacyjnych. Przypuszcza
sig, ze nagromadzenie ztogéw uaktywnia szlak szoku oksy-
dacyjnego [49].

W badaniach warunkéw oligomeryzacji A wykorzystano
réwniez biatko Sup35. Proteina Sup35 jest niezbedna do zy-
cia komorki drozdzowej. Biatko to ma jednak N-terminalna
domeng charakterystyczna dla bialek prionowych, ktéra
warunkuje agregacje Sup35. Konsekwencja agregacji jest
utrata aktywnos$ci biatka. Uzywajac szczepdw drozdzo-
wych, gdzie N-terminalna domena biatka Sup35 byla za-
stapiona przez rézne wersje mutowanych AR42, a aktyw-
nos$¢ tych postaci byta badana jako zdolnos$¢ do odtworzenia
wzrostu na podtozu bez adeniny (mutant adel-14) identy-
fikowano aminokwasy odpowiedzialne za swoista wtasna
agregacje AP [39,86].

Uzycie modelu drozdzowego pozwolito na ustalenie warun-
kéw odpowiednich do badan nad toksycznym charakterem
niefibrylarnych i fibrylarnych postaci AB42. Prowadzenie
badan nad toksycznoscig AB42 bezposrednio w komor-
kach ludzkich jest utrudnione ze wzgledu na wystgpowa-
nie roznych postaci biatka: toksycznych i naturalnie wy-
stepujacych w komérce. Dodatkowym utrudnieniem jest
niecatkowita sekrecja AB42 do przestrzeni miedzykomor-
kowych. Bharadwaj i wsp. [3] wykorzystali nowy system do
badan toksycznego charakteru AB42 w komérkach droz-
dzy S. cerevisiae. W komorkach ludzkich do badan uzy-
wano odpowiednich podtozy i serum, uzyskiwano wigc

zawsze mieszanine réznych postaci AB42. Nowa metoda
polega na badaniu toksycznosci AB42 w roztworach wod-
nych, w warunkach, ktére umozliwiaja stabilizacje po-
szczegblnych izoform AB42. Uzyskanie stabilnej posta-
ci oligomerycznej czy fibrylarnej biatka AB42 pozwala
na badanie i poréwnywanie wilasciwosci poszczegdlnych
postaci. Uzywajac testow przezywalnosci drozdzy wyka-
zano, ze toksyczny charakter APB42 jest zalezny od ilosci
biatka, a rozpuszczalna posta¢ oligomeryczna jest znacz-
nie bardziej toksyczna niz fibrylarna [3]. Potwierdzono
w ten sposéb obserwacje, ze zwigkszona ekspresja biatka
APP i tworzenie ptytek starczych poprzez oligomeryzacje
AP42 jest gtéwna przyczyna dysfunkcji systemu nerwowe-
go w chorobie Alzheimera. Testy przezywalnosci komdrek
drozdzowych umozliwiaja réwniez badanie wptywu réz-
nych warunkéw fizycznych i chemicznych na zywotnos¢
komoérek drozdzowych ekspresjonujacych poszczegdlne
izoformy AP42. Zwigksza to znacznie szanse na identyfi-
kacje potencjalnych inhibitor6w toksycznych postaci AB42.

Z choroba Alzheimera powiazano réwniez biatko tau.
Biatko tau jest proteina wchodzaca w interakcje z mikro-
tubulami. Uwaza sieg, ze fizjologiczna rola biatka tau jest
stabilizacja mikrotubul, regulacja transportu aksonalne-
go w mozgu i stabilizacja struktury neuronéw. Wiazanie
tau z mikrotubulami regulowane jest poprzez fosforyla-
cje. Zaburzenia fosforylacji tau, a zwlaszcza hiperfosfo-
rylacja tego biatka doprowadza do zaburzen i zmian pato-
logicznych. Zmienione biatko wykazuje stabsze wiazanie
do tubuliny i tendencje¢ do agregacji tworzac podwdjne
skrecone filamenty (paired helical filaments — PHU-tau).
Patologiczne agregaty PHU-tau stwierdzono u chorych na
AD, a takze w otgpieniu czotowo-skroniowym, zwyrodnie-
niu korowo-podstawnym i postgpujacym porazeniu nad-
jadrowym. Wszystkie te schorzenia okreslane sg jako tau-
lopatie [18,45,50,68]. W komérce powstaje szes¢ izoform
biatka tau, wszystkie sag wynikiem alternatywnego splicin-
gu mRNA genu /7g21-22. [zoformy r6znig si¢ liczba do-
datkowych powtdrzen na N-koncu biatka (izoformy ON,
IN, 2N) i powtdrzen na C-koicu biatka odpowiedzialnych
za wigzanie z mikrotubulami (izoformy 3R i 4R). Z suk-
cesem ekspresjonowano ludzkie biatko tau w komérkach
drozdzowych w systemie heterologicznej ekspresji [82].
Wykazano, ze tau-3R i tau-4R wykazuja tendencje do agre-
gacji w komoérkach drozdzowych. Za fosforylacje i agrega-
cje biatka tau w komoérkach drozdzy odpowiedzialne sa ki-
nazy Mds1 i Pho85 [81]. Obecnie zmapowano juz ponad 40
mutacji powodujacych taulopatie [63,64]. Serie klinicznie
diagnozowanych mutantéw tau ekspresjonowano w droz-
dzach w celu okreslenia krytycznych dla patologicznych
agregacji zmian w izoformach tau. Pozwolito to na scha-
rakteryzowanie S409 — najwazniejszego miejsca fosfory-
lacji biatka tau. Badania na drozdzach wykazaty tez gtow-
na role dysfunkcji mitochondriéw i stresu oksydacyjnego
na tworzenie agregatéw tau [83].

DRrozpze w MODELU CHOROBY HUNTINGTONA

Chorobg pierwszy opisat George Huntington w 1878 r. Cho-
roba Huntingtona (chorea chronica hereditaria progressiva,
ang. Huntington’s disease, chorea progressiva maior — HD)
nalezy do grupy zaburzen neurodegeneracyjnych. Objawami
choroby sa ruchy plasawicze, zmiany osobowosci, agre-
sja, autoagresja, depresja i otgpienie. U podstaw choroby
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Huntingtona leza mutacje w genie /715 kodujacym hun-
tinktyne (Htt), duze biatko o masie 348 kDa [4,87]. Choroba
HD dziedziczona jest w sposéb autosomalny dominujacy.
Mutacje w Htt obejmuja przyrost zr6znicowanej liczby po-
wtorzenn CAG, kodonu glutaminy, w obrebie eksonu 1 po-
wodujac powstawanie dlugich regionéw poliglutaminowych
(poliQ) na N-koricu biatka. Region poliglutaminowy wyka-
zuje duzy polimorfizm w populacji, a liczbg powtdrzen glu-
taminy szacuje si¢ migdzy 4 a 35. Wydluzenie regionu po-
1iQ do 36-39 znacznie zwigksza ryzyko wystapienia HD,
podczas gdy 40 lub wiecej powtorzen glutaminy powoduje
wczesne rozwinigcie si¢ choroby HD [20,66] nawet w wie-
ku 2 lat. Wydhuzanie i polimeryzacja regionu poliQ powo-
duje zte faldowanie biatka Htt, jego agregacje w jadrze i tok-
syczno$¢ dla komorek [54]. Fizjologiczna rola huntingtyny
nie zostala jeszcze okreslona, wiadomo jednak, ze biatko to
wiaze si¢ z retikulum endoplazmatycznym, mitochondria-
mi i tubulami [79,84]. Wykazano, Zze huntinktyna wchodzi
w interakcje z kilkudziesigcioma réznymi biatkami, regu-
luje transkrypcje przez wptyw na przenoszenie czynnikéw
transkrypcyjnych migdzy cytoplazma a jadrem, wptywa na
transport pecherzykowy i procesy apoptozy [26,27,35,37].

Chociaz drozdze S. cerevisiae nie maja genu dla Htt, hete-
rologiczna ekspresja ludzkiego i mysiego genu Hrt w ko-
morkach drozdzy pozwolita na wyjasnienie wielu elemen-
téw wptywajacych na toksycznos¢ tego biatka dla komérek
eukariotycznych [29]. PoliQ Htt ekspresjonowano z powo-
dzeniem w komérkach drozdzy pod kontrola réznych re-
gulowanych promotoréw np. GALI, CUPI. Pierwsze ba-
dania prowadzone na drozdzach wykazaty, ze agregacja
domen poliQ jest zalezna od ilosci powtérzonych glutamin
[44,53]. Badania fenotypowe wykazaty, ze ekspresja po-
1iQ ludzkiego biatka Htt powoduje spowolnienie wzrostu
komorek, wptywa na cykl komérkowy drozdzy i stymulu-
je powstawanie zaréwno cytoplazmatycznych, jak i jadro-
wych agregatéw. Uzywajac chimerycznych postaci poliQ-
-GFP wykazano chrakterystyczne agregacje w cytoplazmie
[56]. Zaobserwowano réwniez, ze agregacja i toksycznos¢
poliQ Hitt jest zalezna od drozdzowego biatka prionowego
Rnql [51,58,72]. Oznaczaloby to, ze toksyczny charakter
agregatow poliQ nie wynika bezposrednio z samego Htt.
Nie ma jednak bezposrednich dowodéw na koagregacje
poliQ i priona Rnq1, cho¢ obecnos¢ agregatéw poliQ uta-
twia formowanie priona Sup35 w komoérkach drozdzy [14].

Przeprowadzone na modelu drozdzowym badania wykaza-
ly, ze toksycznos¢ agregatow Hitt zalezy nie tylko od same;j
domeny poliQ, lecz réwniez od sekwencji otaczajacych,
zwtlaszcza od regionu bogatego w proling. Obecnos¢ en-
dogennej domeny bogatej w proling przeksztatca toksycz-
na posta¢ poliQ w postac nietoksyczna [13,19].

Prowadzone badania wykazuja zatrzymywanie wydtuzo-
nych form poliQ w jadrze komérek drozdzowych, przy
czym translokacja do jadra wymaga obecnosci funkcjo-
nalnego biatka kaspazy Ycal [71].

Badania fragmentéw poliQ w drozdzach pozwolily na wyka-
zanie, ze wydtuzone regiony poliQ sa zdolne do zwigkszone;j
asocjacji do zewnetrznej btony mitochondrialnej zaburzajac
funkcj¢ mitochondriéw. Pozwala to przypuszczad, ze tok-
syczny charakter poliQ polega na zaburzaniu proceséw od-
dechowych komorki przez obnizanie funkcji mitochondriéw.

Defekty te sa niwelowane przez zwigkszone wytwarzanie
biatka Hap4p, gléwnego pozytywnego regulatora ekspresji
gendw biogenezy mitochondridow [57]. Wykazano réwniez,
ze agregacja wydtuzonych domen poliQ jest zalezna od bia-
tek opiekuriczych Hsp104, Hsp40 i Hsp70. Nadekspresja
Hsp104, Sspl i Hsp 40 powoduje supresj¢ defektéw wzro-
stu komoérek wynikajacych z ekspresji toksycznych postaci
poliQ [13, 57]. Model drozdzowy pozwolil réniez na wy-
kazanie zwigzku agregacji poliQ z procesem endocytozy.
Toksycznos¢ poliQ jest zwigkszona w mutantach z zaburzo-
nym procesem endocytozy, natomiast pojawienie si¢ agre-
gatéw poliQ w komérkach dzikich powoduje natychmiasto-
we zatrzymanie proceséw endocytozy [52].

Migdzynarodowe projekty delecji genéw drozdzowych
pozwolily na utworzenie kolekcji szczepéw drozdzowych
z usunigtymi poszczegdlnymi genami (yeast haploid and
diploid deletion strains) [91]. Kolekcja ta postuzyta do wy-
szukania genéw wptywajacych na toksyczny charakter po-
1iQ. Nietoksyczne poliQ wprowadzono i ekspresjonowa-
no w 4850 haploidalnych mutantach drozdzowych w celu
wyszukania tych, u ktérych obecnos¢ poliQ jest toksyczna.
W ten sposéb wyselekcjonowano 52 mutanty z uszkodzo-
nymi genami systemu fatdowania biatek, zaleznej od ubi-
kwityny degradacji biatek przez proteasom i odpowiedzi
na stres, ktére byly wyjatkowo wrazliwe na obecnos¢ po-
1iQ [89]. W kolejnym tescie do komdrek mutantéw delecyj-
nych wprowadzano toksyczne poliQ i wyszukiwano szcze-
py o zwigkszonej przezywalnosci [28]. Zidentyfikowano
w ten sposob 28 mutantéw, w ich komérkach stwierdzono
obecno$¢ wydtuzonych poliQ, lecz nie obserwowano efek-
tow cytotoksycznych. Potwierdza to tezg, ze sama obec-
nos$¢ domen poliQ nie warunkuje toksycznosci. Wsréd
wyizolowanych genéw znalazty si¢ geny odpowiedzialne
za transport pecherzykowy, sortowanie biatek, regulacje
transkrypcji i biatka prionowe. Jednym z genéw supresu-
jacych toksyczny charakter poliQ okazat si¢ BNA4. Gen
ten koduje monooksydaze kinureninowa, konserwatyw-
ny dla wszystkich eukariota enzym ze szlaku degradacji
tryptofanu i wytwarzania NAD*. Delecja BNA4 powoduje
zmniejszenie wrazliwos$ci komorek na stres oksydacyjny
i na obecnos¢ toksycznych poliQ. Podobny efekt ochronny
ma zastosowanie Ro 61-8048, inhibitora ssaczej monook-
sydazy kinureninowej [28]. Analogiczny system drozdzo-
wy pozwolil na identyfikacj¢ nowego inhibitora procesu
agregacji poliQ [98].

IMloDEL DROZDZOWY W CHOROBIE PARKINSONA

Choroba Parkinsona (morbus Parkinsoni, ang. Parkinson’s
disease — PD) jest drugim co do czgstosci wystgpowania
schorzeniem neurodegeneracyjnym zwiazanym z wie-
kiem. PD wystepuje u 2% oséb po 65 roku zycia. Choroba
Parkinsona jest postgpujacym schorzeniem osrodkowego
uktadu nerwowego, ktérego gtéwna przyczyna jest zwy-
rodnienie neuronéw dopaminergicznych uktadu nigro-
striatalnego. Objawami choroby sa spowolnienie ruchowe,
sztywnos$¢ migsni, drzenie, ale tez otgpienie i depresja [41].

U postaw PD lezy postgpujaca degeneracja neuronéw do-
paminergicznych istoty czarnej (substantia nigra pars
compacta). W zmienionych komérkach chorych na PD wy-
kazano obecnosc ciatek Lewiego (Lewy bodies), wkretéw
komoérkowych zbudowanych gtéwnie z agregatéw biatka
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a-synukleiny [74]. Na rozwéj PD wplyw maja zaréw-
no czynniki Srodowiska, jak i czynniki genetyczne, cho¢
rodzinna posta¢ PD wystepuje stosunkowo rzadko [31].
Dotychczas wyznaczono kilka genéw zwiazanych z PD.
Pierwszym scharakteryzowanym genem byt o-syn kodu-
jacy bialko ai-synukleing. Zaréwno mutacje (A30P, AS3T
i E46K), jak i duplikacje locus o-syn powiazano z rodzin-
na postacia choroby Parkinsona [36]. Z rodzinna PD po-
wigzano réwniez mutacje w genach: LRRK?2 kodujacym
dardaryne; Dj-1; PINKI kodujacym kinaze 1; genie kodu-
jacym parking; UCH-LI kodujacym hydrolaze L1 ubikwi-
tyny; ATP13A2 kodujacym P typu ATP-az¢; genie HTRA2
kodujacym peptydaze serynowa 2 HtrA. Produkty tych ge-
néw odgrywaja wazng rol¢ w funkcjonowaniu mitochon-
driéw, systemie degradacji przez proteasom, ubikwityna-
cji i transporcie blonowym [26,36,90].

Ciatka Lewiego pojawiajace si¢ w komoérkach chorych na
PD zbudowane sa giéwnie z a-synukleiny. Biatko to wyste-
puje w zdrowych komérkach osrodkowego uktadu nerwowe-
g0, gléwnie zakoriczeniach nerwowych. W warunkach fizjo-
logicznych wptywa na homeostazg dopaminy. Patologiczna
zagregowana alfa-synukleina traci swoja funkcje doprowa-
dzajac do nagromadzenia dopaminy w komoérkach, czego
konsekwencja jest wytwarzanie wolnych rodnikéw uszka-
dzajacych DNA i bialka. U drozdzy brak homologa genu
a-synukleiny, jej funkcj¢ bada si¢ wigc przy zastosowaniu
systeméw heterologicznej ekspresji. W natywnych warun-
kach a-syn wystepuje w postaci rozpuszczalnych mono-
merdéw, jednak pod wplywem réznych warunkow streso-
wych, przybiera strukture B-harmonijki, moze formowac
oligomery, ktére nastgpnie agreguja tworzac podobne do
amyloidu struktury fibrylarne, toksyczne dla komérki [86].

Pierwsze proby badania o-syn w komérkach drozdzy pod-
jeto w 2003 r. [60]. W badaniach tych wykazano, ze eks-
presja alfa-syn inhibuje wzrost drozdzy i doprowadza do
Smierci komorki w sposéb zalezny od stezenia. Ekspresja
chimerycznego biatka o-syn-GFP w drozdzach wykazata
jego agregacje w postaci matych foci w btonie komérko-
wej, ktore z czasem powigkszaja si¢ i przesuwajg do cyto-
plazmy. Niektére z agregatéw przyjmowaty forme [3-kart-
ki, co wykazano przez barwienie tioflawing S. Agregacja
a-syn wigzata sie z inhibicja fosfolipazy D, blokowaniem
transportu migdzy retikulum endoplazmatycznym i apara-
tem Golgiego, jak i zaburzeniami endocytozy [17,59,94].
W odréznieniu od dzikiej postaci o-syn, posta¢ zmutowa-
na A30P umiejscawia si¢ tylko cytoplazmatycznie i nie
wykazuje tendencji do agregacji. Jest to prawdopodob-
nie zwiazane ze slabym jej powinowactem do btony, po-
niewaz zwigkszenie zawartosci lipidow poprzez traktowa-
nie komérek DMSO odtwarza funkcje agregacji mutanta
[94]. Delecja genéw zwiazanych z metabolizmem lipidéw
i transportem pgcherzykowym zwigksza wrazliwos¢é ko-
morek drozdzy na o-syn, co pozwala przypuszczaé o inte-
rakcji a-syn z lipidami i wptywie tego wigzania na cyto-
toksycznos¢ [89]. Uzycie réznych mutantéw drozdzowych
pozwolilo na wykazanie, ze same inkluzje o-syn nie sa
toksyczne dla komérki. Cytotoksyczno$¢ oi-syn zalezy od
tla genetycznego. Volles i wsp. [85] wykazali, ze toksycz-
nos¢ a-syn w drozdzach zalezna jest od zdolnosci formo-
wania o-harmonijki, a nie tworzenia struktur fibrylarnych.
W przypadku komérek S. pombe o-syn nie jest kierowane
do btony komoérkowej i mimo agregacji w cytoplazmie nie

wykazuje dziatania cytotoksycznego [6]. Ekspresja muto-
wanych o-syn w komoérkach drozdzy wskazuje na gtéw-
na role centralnej hydrofobowej czesci biatka w aktywno-
Sci cytotoksycznej [34]. Delecja genéw kodujacych biatka
proteasomu réwniez wzmagata cytotoksyczny charakter o—
-syn, prawdopodobnie przez wpltyw o-syn na kompozycje
proteasomu [69]. Jednym z najlepszych supresoréow tok-
sycznosci 0-syn okazata sie RabGTPaza Yptl. Nadmierne
wytwarzanie Rabl, mysiego homologa Ybtl, znosi cyto-
toksyczne dziatanie ai-syn w komoérkach neuronéw myszy
[12]. Szczepy drozdzowych mutantéw delecyjnych okazaty
sie przydatne w wyznaczeniu genéw zwiazanych z lokaliza-
cja alfa-syn w komoérce. W ten sposéb wyznaczono zwia-
zek genéw endocytozy i degradacji w wakuoli z prawidto-
wym umiejscowieniem o-syn [93]. Drozdze byly réwniez
uzyte w celu wyszukania ewentualnych chemioterapeuty-
kéw inhibujacych cytotoksyczne dziatanie o-syn [23,77].
Wykazano inhibujace toksycznos¢ a-syn dziatanie dwéch
flawonoidéw, quercetyny i EGCG [91], co potwierdza role
stresu oksydacyjnego w degeneracji komorek warunkowa-
nej a-syn. W najnowszych badaniach, Su i wsp. [77] ziden-
tyfikowali klase substancji matoczasteczkowych o dziataniu
przywracajacym prawidlowy transport ER-aparat Golgiego,
chronigcych mitochondria przed dziataniem a-syn i ograni-
czajacy agregacje tego biatka w komorkach drozdzy.

W patologii PD duza role odgrywa stres oksydacyjny.
Wptyw stresu oksydacyjnego na toksycznosé o-syn badano
na modelu drozdzowym. Wykazano, ze indukcja wytwa-
rzania wolnych rodnikéw poprzez ekspozycj¢ drozdzy na
jony zelaza powodowatla znaczne zwigkszenie cytotoksycz-
nosci a-syn i przeksztatcanie biatka w fibrylarne [34,94].
Wykazano, ze o-syn powoduje zwigkszone wytwarzanie
wolnych rodnikéw, uwalnianie cytochromu C z mitochon-
driéw i eksternalizacje fosfatydyloseryny. Okazuje sig, ze
komérki drozdzy moga by¢ chronione przed indukowanym
przez o-syn wytwarzaniem i dziataniem wolnych rodni-
kéw przez dziatanie glutationu, geldamycyny (aktywator
odpowiedzi na szok termiczny), staby szok termiczny lub
nadmierne wytwarzanie Ssa3 [7,24]. Nie wyjasniono do-
tychczas w jaki sposéb szok termiczny odwraca toksyczne
dziatanie o-syn, prawdopodobnie o-syn wchodzi w inter-
akcje z Ssa3. Ochrong przed indukowanym o-syn przyro-
stem wolnych rodnikéw obserwowano réwniez w mutantach
drozdzowych pozbawionych genu metakaspazy Ycal [24].

Toksycznos$¢ a-syn w komoérkach drozdzy warunkowana
jest réwniez modyfikacjami potranslacyjnymi. Delecja ge-
néw kinaz Yckl lub Yck2, powoduje zmniejszenie fosfo-
rylacji a-syn i przez to zmniejszona cytotoksycznosé [93].

PobsumowaNIE

Przez wieki drozdze stuzyly cztowiekowi. Powszechnie uzy-
wane w przemysle piekarniczym i browarnictwie, obecnie
z powodzeniem rowniez uzywane w przemysle farmaceu-
tycznym i biotechnologii. Zaawansowane techniki biologii
molekularnej dostgpne dla drozdzy S. cerevisiae pozwalaja
na wdrazanie coraz to nowych metod w badaniach nad geno-
mem i proteasomem drozdzowym. Dostepne obecnie biblio-
teki szczepdw drozdzowych noszacych insercje transpozono-
we, delecje genéw, czy znakowane epitopami biatka, stanowia
zachecajacy 1 obiecujacy warsztat dla biologa eksperymen-
talnego. Warsztat ten jest z powodzeniem wykorzystywany
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w badaniu funkcji zaréwno drozdzowych genéw, jak réwniez
do badania funkcji biatek innych organizméw — w tym czto-
wieka. Duze podobieristwo eukariotycznych komérek droz-
dzowych i komérek ssaczych pozwala na badanie konser-
watywnych dla wszystkich eukariota proceséw wtasnie na
modelu drozdzowym. Umiejgtne zastosowanie technik he-
terologicznej ekspresji pozwala na obserwacje ‘zachowan’
ludzkich biatek w komérkach drozdzy i dedukowanie na tej
podstawie o ich fizjologicznej funkcji. Zdolnos¢ fermenta-
¢ji czyni drozdze wspanialym modelem do badani choréb
zwigzanych z dysfunkcja mitochondriéw. Mozna bowiem
obserwowac¢ zmiany fizjologiczne wynikajace z mutacji ge-
néw wplywajacych na funkcj¢ mitochondriéw. Mozliwos¢
pracy na haploidalnych szczepach drozdzowych pozwala na
obserwacje efektow mutacji recesywnych. Drozdze sa row-
niez doskonatym modelem w badaniach wtasciwosci biatek
prionowych, wielorakiej opornosci komérek na inhibitory,

PismiENNICTWO

w tym leki antynowotworowe i opisanych w tej pracy cho-
robach neurodegeneracyjnych. Drozdzowe biblioteki mu-
tantéw delecyjnych z powodzeniem stuza wyszukiwaniu
nowych inhibitoréw, jak i czynnikéw zwiazanych z danym
schorzeniem. W drozdzach upatruje si¢ wigc szansg na wy-
znaczenie nowych czynnikéw prewencyjnych, a takze poten-
cjalnych lekéw dla wielu schorzen. Chociaz wyniki otrzy-
mane dla drozdzy wymagaja potwierdzen in vivo i in vitro
w innych modelach np. Drosophila sp., Caenorhabdities
sp., myszach czy hodowlach tkankowych, te proste jedno-
komdrkowe organizmy umozliwiaja nam uzycie metod nie-
dostgpnych dla wyzszych eukariota. Cho¢ Saccharomyces
cerevisiae jest najbardziej rozpowszechniony w badaniach
molekularnych, nalezy réwniez wspomnie¢ o innych droz-
dzach wnoszacych duzy wktad w zrozumienie funkcjono-
wania komoérek eukariotycznych: Schizosaccharomyces
pombe, Kluyveromyces lactis czy Hansenula polymorpha.
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