
EΘΝΙΚΟ ΚΑΙ ΚΑΠΟ∆ΙΣΤΡΙΑΚΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ 

ΑΘΗΝΩΝ 

 

ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

ΤΟΜΕΑΣ ΓΕΝΕΤΙΚΗΣ & ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ 

 

 

 

 

∆ιερεύνηση του γενετικού-βιολογικού ρόλου των 

εισοσωµικών πρωτεϊνών του µύκητα Αspergillus 

nidulans 

 

 

∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 

 

 

 

ΑΛΕΞΑΝ∆ΡΟΣ ΑΘΑΝΑΣΟΠΟΥΛΟΣ 

ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΒΙΟΛΟΓΟΣ 

 

 

 

 

 

 

 

ΑΘΗΝΑ  2015



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η εικόνα στο εξώφυλλο είναι αποτέλεσµα πειραµάτων συνεστιακής µικροσκοπίας στελεχών που 
εκφράζουν την εισοσωµική πρωτεΐνη PilA σηµασµένη µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη και στα 
οποία στελέχη ο υποκινητής του γονιδίου annce102, αντικαταστάθηκε από το ρυθµιζόµενο υποκινητή 
της αλκοολικής αφυδρογονάσης (alcAp). Στην υπερέκφραση της AnNce102, η εισοσωµική πρωτεΐνη 
PilA, εντοπίζεται “άτυπα” και στα διαφράγµατα όπως επιβεβαιώνεται από τον συνεντοπισµό της µε τη 
χρωστική calcofluor η οποία βαφεί τα διαφράγµατα.  
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Πρόλογος και Ευχαριστίες 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο 

Μοριακής Γενετικής Μικροοργανισµών του Ινστιτούτο Βιοεπιστηµών και 

Εφαρµογών του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε. «∆ηµόκριτος» υπό την επίβλεψη της ∆ρος Β. 

Σοφιανοπούλου. Από τη θέση αυτή θέλω να ευχαριστήσω τους ανθρώπους που 

συνέβαλαν στην ολοκλήρωσή της. 

Καταρχήν αισθάνοµαι την υποχρέωση να ευχαριστήσω την Ερευνήτρια Α΄, Β. 

Σοφιανοπούλου, αφενός, για την εµπιστοσύνη που έδειξε στο πρόσωπο µου, 

αφετέρου, για τη συνεχή παρακολούθηση αλλά και την αµεσότητα στην επικοινωνία 

όλα αυτά τα χρόνια. Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά τα υπόλοιπα µέλη της 

τριµελούς επιτροπής, τον Καθηγητή Μιλτιάδη Τύπα και την Επίκουρη Καθηγήτρια 

Αικατερίνη – Μαρία Παππά όχι µόνο για τον πολύτιµο χρόνο που αφιέρωσαν στην 

ανάγνωση της παρούσας διατριβής, αλλά και για τις πολύτιµες παρατηρήσεις και 

υποδείξεις τους. Θα πρέπει να ευχαριστήσω παράλληλα τα υπόλοιπα µέλη της 

επταµελούς Εξεταστικής Επιτροπής, τον Καθηγητή Γεώργιο ∆ιαλλινά, τον Καθηγητή 

Επαµεινώνδας Παπλωµατάς, την Καθηγήτρια Ισιδώρα Σ. Παπασιδέρη και τον 

Καθηγητή Ευστάθιο Φριλίγγο, για το χρόνο που αφιέρωσαν για τη συγκεκριµένη 

διδακτορική διατριβή και τη συµβολή τους στη διαµόρφωση του τελικού κειµένου. 

∆εν θα µπορούσα να παραλείψω από τις ευχαριστίες µου κάποιους 

σηµαντικούς φίλους, κάποιους ιδιαιτέρως προσφιλείς µου ανθρώπους, τη 

Βασιλικούλα (Βασιλική Πανταζοπούλου, µεταπτυχιακή φοιτήτρια), τότε διπλωµατική 

φοιτήτρια, µε την οποία ξεκίνησα αυτό το όµορφο ταξίδι στο κόσµο του Α. nidulans. 

Το Σωτήρη (∆ρ. Σωτήρη Αµίλλη), άνθρωπο προικισµένο µε υποµονή και φαντασία, ο 

οποίος µε βοήθησε στα πρώτα ερευνητικά µου βήµατα. Το Παβλίτο (Παύλο Γεράνιο, 

Υποψήφιo ∆ιδάκτορα), τότε µεταπτυχιακό φοιτητή, ο οποίος αποτελούσε πάντα πηγή 

γέλιου και ξεγνοιασιάς, ακόµη και σε πολύ δύσκολες περιόδους της ερευνητικής µας 

ζωής. Το chris (∆ρ. Γουρνά Χρήστο), τον πιο στενό συνεργάτη που είχα κατά τη 

διάρκεια αυτής της πορείας, πάντα διαθέσιµος να µοιραστεί πολύτιµες γνώσεις και 

ιδέες. Την Ηλιάνα Ζώη, τότε διπλωµατική φοιτήτρια, για όλες τις ευχάριστες και 

διασκεδαστικές στιγµές που µας χάρισε. Την Άντα (Άντα Μπιράτση, Υποψήφια 

∆ιδάκτορα), νεότερο µέλος του εργαστηρίου, µε την οποία πέρασα ευχάριστα και 

δηµιουργικά την τελευταία περίοδο, µέχρι την ολοκλήρωση της παρούσας διατριβής. 
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Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω, ολόψυχα, τη Μουµτζή Άγγελική, η οποία 

µου παρείχε τη δυνατότητα να έχω πρόσβαση σε όλη την επιστηµονική πληροφορία 

(άρθρα, µονογραφίες, ερευνητικά δεδοµένα) κατά τη διάρκεια αυτής της εργασίας. 

Τον καθηγητή Claudio Scazzocchio και την Ερευνήτρια Β, Χαραλαµπία Μπολέτη, οι 

οποίοι µε τίµησαν µε τη συνεργασία τους.  

  Το µεγαλύτερο ευχαριστώ, ωστόσο, το οφείλω στη σύντροφο µου, Φάνια, 

χωρίς την οποία η ζωή µου όπως και αυτή η διαδροµή θα ήταν µοναχική, 

δυσκολοδιάβατη, ακανθώδης και εξαιρετικά ανιαρή. 

 

 

                                                                             

 

 

                                                                                      Αθανασόπουλος Αλέξανδρος 

                                                                                           Αθηνά, 2015 

 

 

 



Περίληψη  iii 

Περίληψη  

 

Η πλασµατική µεµβράνη εµπλέκεται σε διαφορετικές κυτταρικές λειτουργίες, 

ο συντονισµός των οποίων απαιτεί τη δυναµική οργάνωση των συστατικών της, σε 

µεµβρανικές περιοχές διαφορετικής λιπιδικής και πρωτεϊνικής σύστασης. Τα στικτά 

πρωτεϊνικά συµπλέγµατα που ονοµάζονται εισοσώµατα, τουλάχιστον εν µέρει, 

συµβάλλουν στη διαµερισµατοποίηση της πλασµατικής µεµβράνης των µυκήτων. Στο 

νηµατοειδή µύκητα Aspergillus (Emericella) nidulans, οι εισοσωµικές πρωτεΐνες PilA 

και PilB, οµόλογες των Pil1/Lsp1 του Saccharomyces cerevisiae, και η SurG, 

οµόλογη της Sur7, συναρµολογούνται και σχηµατίζουν πυκνές στικτές κοκκιώδεις 

δοµές στα προϊόντα του αφυλετικού κύκλου ζωής του µύκητα, τα κονιδιοσπόρια 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, µελετήθηκε η κατανοµή και η έκφραση 

των εισοσωµικών πρωτεϊνών κατά τη διάρκεια του φυλετικού κύκλο ζωής του 

A.nidulans. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι κύριες εισοσωµικές πρωτεΐνες, PilA, 

PilB και SurG δεν εκφράζονται στα κύτταρα hülle ή τα πρώιµα ασκοσπόρια αλλά 

αντίθετα εκφράζονται στα ώριµα ασκοσπόρια. Σε αδρανή ώριµα ασκοσπόρια, η 

πρωτεΐνη PiłΑ σχηµατίζει στατικές στικτές δοµές στην πλασµατική µεµβράνη των 

ασκοσπορίων. Παρόµοια, η PilB εντοπίζεται στην περιφέρεια των ασκοσπορίων αλλά 

συγκεντρώνεται κυρίως στις περιοχές όπου τα δύο µισά ενός ασκοσπορίου 

ενώνονται. Τέλος, η SurG εντοπίζεται τόσο στη µεµβράνη των ασκοσπορίων όσο και 

περιπυρηνικά - ενδοπλασµατικό δίκτυο. Σε εκβλαστηµένα ασκοσπόρια, οι στικτές 

δοµές κατά µήκος της υφής αποτελούνται αποκλειστικά από την πρωτεΐνη PilΑ. Η 

PilB εντοπίζεται διάχυτη στο κυτταρόπλασµα και η SurG στοχεύετε στα χυµοτόπια, 

τα ενδοσώµατα αλλά εντοπίζεται και σε στικτούς κοκκιώδεις σχηµατισµούς στην 

κεφαλή των υφών. Η κατανοµή αυτών των πρωτεϊνών είναι πανοµοιότυπη µε αυτή 

που βρέθηκε σε νεαρές υφές προερχόµενες από κονιδιοσπόρια. Επιπλέον, σε 

εκβλαστηµένα ασκοσπόρια οι PiłΑ στικτοί σχηµατισµοί δεν συνεντοπίζονται µε τις 

ιδιαίτερα κινητικές στικτές δοµές της ΑbpΑ, ενός µάρτυρα ενδοκύττωσης κυστιδίων 

καλυµµένων µε πλέγµα κλαθρίνης. Παρουσία µυριοσίνης – ειδικού αναστολέα της 

βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων – τα PiłΑ κοκκία των νεαρών υφών που προέρχονται 

από ασκοσπόρια, είναι λιγότερα σε αριθµό και η τοπολογία τους έχει σηµαντικά 

αλλοιωθεί, υποδηλώνοντας συσχέτιση µεταξύ της εισοσωµικής PiłΑ και της 

βιοσύνθεσης των σφιγγολιπιδίων. 
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Επιπρόσθετα, καθώς η πρωτεΐνη Nce102 του S. cerevisiae έχει προταθεί ότι 

αποτελεί µέρος ενός αισθητήρα των επίπεδων των σφιγγολιπιδίων, διερευνήθηκε ο 

ρόλος της AnNce102 στον A. nidulans. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η AnNce102 

σχηµατίζει σταθερές δοµές µε χαµηλή κινητικότητα που συνεντοπίζονται µε τα 

εισοσώµατα και διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στην πυκνότητα/αριθµό των 

PilA/SurG κοκκίων στην κεφαλή νεαρών υφών. Επιπλέον, δείχθηκε ότι οι πρωτεΐνες 

AnNce102 και PilA ρυθµίζουν αρνητικά τη βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων, καθώς 

απαλοιφές των γονιδίων τους καταστέλλουν µερικώς τη θερµοευαισθησία του 

στελέχους basA1, το οποίο κωδικοποιεί για την C4-υδροξυλάση, υπεύθυνη για τη  

µετατροπή  της  διϋδροσφιγγοσίνης  σε φυτοσφιγγοσίνη. Επιπλέον, απαλοιφές των 

γονιδίων annce102 και pilA καταστέλλουν µερικώς τη µη φυσιολογική ανάπτυξη που 

παρατηρείται µετά από επώαση των κυττάρων µε τους αναστολείς της βιοσύνθεσης 

των σφιγγολιπιδίων, µυριοσίνη και αουρεοβασιδίνη Α. Ταυτόχρονα, δείχθηκε ότι 

απενεργοποίηση της κινάσης YpkA µιµείται τη γενετική ή τη φαρµακολογική µείωση 

των σφιγγολιπιδίων, γεγονός, το οποίο υποδεικνύει την άµεση σχέση της κινάσης µε 

τη ρύθµιση του µονοπατιού της βιοσύνθεσης των σφιγγολιπιδίων. Στις ίδιες συνθήκες 

παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση δραστικών µορφών οξυγόνου (∆ΜΟ- ROS), η 

οποία µπορούσε εν µέρει να ξεπεραστεί µε την απαλοιφή των γονιδίων pilA και 

annce102. Σε συµφωνία µε αυτά τα ευρήµατα, παρατηρήθηκε ευαισθησία ή 

ανθεκτικότητα των annce102∆ ή/και pilA∆ στελεχών σε διαφορετικούς οξειδωτικούς 

παράγοντες, ενώ η υπερέκφραση της AnNce102 αποκαθιστά τον αριθµό και την 

οργάνωση των PilA/SurG κοκκίων σε κύτταρα µε διαταραγµένα επίπεδα 

σφιγγολιπιδίων και επιπρόσθετα οδηγεί στον «άτυπο» εντοπισµό των PilA κοκκίων 

στα διαφράγµατα. 
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Abstract 

 

 The plasma membrane is implicated in a variety of functions, whose 

coordination necessitates highly dynamic organization of its constituents into domains 

of distinct protein and lipid composition. Eisosomes, at least partially, mediate this 

lateral plasma membrane compartmentalization. In the model filamentous fungus 

Aspergillus nidulans, PilA and PilB, two homologues of the Saccharomyces 

cerevisiae eisosome proteins Pil1/Lsp1, and SurG, a strict orthologue of Sur7, are 

assembled and form tightly packed structures in conidiospores, products of the 

asexual cycle.  

Our results show that core eisosome proteins PilA, PilB and SurG are not 

expressed in hülle cells or early ascospores, but are expressed in mature ascospores. 

In mature but quiescent ascospores, PilA forms static punctate structures (foci) at the 

plasma membrane. PilB also was observed at the ascospore membrane as well, with 

higher concentration at the areas where the two halves of ascospores are joined 

together. Finally, SurG was localized both at the membrane of ascospores and 

perinuclearly. In germlings originating from ascospores the punctate structures along 

the hypha were shown to be composed only of PilA. PilB is diffused in the cytoplasm 

and SurG was located in vacuoles, endosomes and in foci in the hyphal head. This 

localization is identical to that found in germlings originated from conidiospores. In 

germinated ascospores PilA foci did not colocalise with the highly mobile and 

transient peripheral punctate structures of AbpA, a marker for sites of clathrin-

mediated endocytosis. Deletions of each one or all the three core eisosomal genes do 

not affect viability or germination of ascospores. In the presence of myriocin – a 

specific inhibitor of sphingolipid biosynthesis – PilA-GFP foci of ascospore 

germlings were less numerous and their distribution was significantly altered, 

suggesting a correlation between PilA foci and sphingolipid biosynthesis. 

Moreover due to the fact that the tetraspan protein Nce102 has been implicated as part 

of a sensor for sphingolipid homeostasis, the role of Nce102 homologue (AnNce102) 

in A.nidulans was investigated. We showed that AnNce102 forms stable structures 

with low mobility that colocalizes with eisosomes and plays a crucial role in 

density/number of PilA/SurG foci in the head of germlings. In addition we 

demonstrate that AnNce102 and PilA negatively regulate sphingolipid biosynthesis, 
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since their deletions partially suppress the thermosensitivity of basA mutant encoding 

sphingolipid C4-hydroxylase and the growth defects observed upon treatment with 

inhibitors of sphingolipid biosynthesis, myriocin and Aureobasidin A. Moreover, we 

show that YpkA repression mimics genetic or pharmacological depletion of 

sphingolipids, conditions that induce the production of Reactive Oxygen Species 

(ROS) and can be partially overcome by deletion of pilA and/or annce102. Consistent 

with these findings, pilA∆ and annce102∆ also show differential sensitivity to various 

oxidative agents, while AnNce102 overexpression can bypass sphingolipid depletion 

regarding the PilA/SurG foci number and organization, also leading to the mis-

localization of PilA to septa. 
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Συντµήσεις - Αbbreviations 

 

ΡΚ Πολυκετίδια - Polyketides 

NRPs Μη ριβοσωµικά πεπτίδια - nonribosomal peptides 

RGS 
Ρυθµιστές της σηµατοδότησης µέσω πρωτεϊνών G - Regulators of G 

protein Signaling 

∆ΜΟ - ROS ∆ραστικές µορφές οξυγόνου - Reactive oxygen species 

GFP  Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη - Green fluorescent protein 

mRFP 
Μονοµερής κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη - monomeric red 

fluorescent protein 

GPI Γλυκοσυλ-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλη - glycosyl-phosphatidylinositol 

PAGE 
Ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαµιδίου - polyacrylamide gel 

electrophoresis 

PCR Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης - Polymerase chain reaction 

PH domain Περιοχή οµολογίας µε την πλεξτρίνη - pleckstrin homology domain 

ER Eνδοπλασµατικό δίκτυο - endoplasmic reticulum 

SPT Παλµιτοϋλτρανσφεράση της σερίνης - serine palmitoyltransferase 

LCB Βάσεις µακράς αλυσίδας - Long-Chain Bases 

3-KDS 3-κετοδιϋδροσφιγγοσίνη - 3-ketodihydrosphingosine 

DHS ∆ιϋδροσφιγγοσίνη - Dihyrosphingosine 

PHS Φυτοσφιγγοσίνη - Phytosphingosine 

IPC Φωσφοκεραµίδια ινοσιτόλης - Inositol phosphorylceramide 

MIPC Μαννοζυλ ινοσιτόλ-Ρ-κεραµίδια - Mannosyl inositol-P-ceramide 

MCC 
Μεµβρανικές περιοχές πλούσιες στο µεταφορέα αργινίνης Can1 - 

Membrane Compartment of Can1 

MCΤ 

Μεµβρανικές περιοχές οι όποιες περιέχουν το σύµπλοκο στόχο της 

ραπαµυκίνης 2, TORC2 - Membrane Compartment containing 

TORC2 

MCP 
Μεµβρανικές περιοχές πλούσιες στην αντλία πρωτονίων Pma1 - 

Membrane Compartment of Pma1 

DPI Χλωριούχο δυµεθυλαµώνιο – Diphenyleneiodonium chloride 

ΗΜ Hλεκτρονική µικροσκοπία - Electron microscopy 
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PtdCho Φωσφατιδυλοχολίνη - Phosphatidylcholine 

PtdEtn Φωσφατιδυλοαιθανολαµίνη - Phosphatidylethanolamine 

ΑbA Αουρεοβασιδίνη Α - Aureobasidin A 

TIRFM 
Μικροσκοπία ολικής εσωτερικής ανάκλασης - Τotal Ιnternal 

Reflection Microscopy-TIRFM) 

VSC Κέντρο Προµήθειας Κυστιδίων  - Vesicle Sypply Center 

CaM Καλµοδουλίνη - Calmodulin 

SPK Ακραίο σωµάτιο - Spitzenkorper 

CN Καλσινευρίνη - Calcineurin 

PIPs Φωσφοϊνοσιτίδια - Phosphoinositides 

LB Υπόστρωµα Luria-Bertani 

FRAP 
 Ανάκτηση φθορισµού µετά από φωτολεύκανση - Fluorescence 

recovery after photobleaching 
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1. Εισαγωγή 
 

1.1 Το γένος Aspergillus 

 

1.1.1 Ιστορική Αναδροµή 

 

Οι άνθρωποι γνωρίζουν για την ύπαρξη των µανιταριών/µυκήτων από την 

αρχή της καταγεγραµµένης ιστορίας. Μικροσκοπικοί µύκητες όπως οι Ασπέργιλλοι 

αναφέρονταν συνήθως έµµεσα ως παράγοντες σήψης και αποδόµησης. 

Καταγεγραµµένες αναφορές υπάρχουν από την αρχαία Ελλάδα (Νίκανδρος ο 

Κολοφώνιος, 185 π.χ.) µέχρι και στην Εβραϊκή  Βίβλο (Λευιτικό, Κεφ.13-14). Η  

πρώτη γνωστή αξιοποίηση των Ασπέργιλλων για ωφελιµιστικούς σκοπούς ήταν στην 

Κίνα πριν από περίπου 2000 χρόνια, όπου Ασπέργιλλοι χρησιµοποιούνταν για την 

ενίσχυση της γεύσης του ρυζιού, της σόγιας και άλλων φυτικών προϊόντων (Goldman 

and Osmani, 2007). Στην Ιαπωνία, οι ζυµώσεις των σιτηρών και της σόγιας από 

κάποια είδη Ασπέργιλλων είναι γνωστές µε το όνοµα Κοji και εµφανίστηκαν αιώνες 

πριν αναπτυχθεί η επιστήµη της µικροβιολογίας.  

Η επιστηµονική έρευνα των Ασπέργιλλων αλλά και άλλων µυκήτων ξεκίνησε 

µε την ανακάλυψη του µικροσκοπίου. Το όνοµα του γένους Aspergillus προέρχεται 

από τον ιερέα και βοτανολόγο Pietro Antonio Micheli, ο οποίος το 1729 περιέγραψε 

τους κονιδιοφορείς πολλών κοινών µυκήτων. Η µικροσκοπική ανάλυση των 

αλυσίδων των κονιδιοσπορίων που εκτείνονται ακτινωτά από τον κονιδιοφορέα του 

θύµισε το aspergillum, λειτουργικό όργανο που χρησιµοποιείται στη Ρωµαιοκαθολική 

Εκκλησία για την ρίψη αγιασµού στα κεφάλια των πιστών (Machida and Gomi, 

2010). Η πρώτη µεγάλη µονογραφία για το γένος Aspergillus δηµοσιεύτηκε το 1926 

από τους µυκητολόγους Charles Thom και Margaret Church, καθιστώντας αυτούς 

τους µικροοργανισµούς ως την καλύτερα µελετηµένη οµάδα µυκήτων (Thom and 
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Church, 1926). Κατά τη διάρκεια του εικοστού αιώνα, οι Thom και Raper  (Thom and 

Raper, 1945) και οι συνεργάτες τους (Raper et al., 1965) διαίρεσαν το γένος 

Aspergillus σε 18 οµάδες : Aspergillus clavatus, Aspergillus glaucus, Aspergillus 

ornatus, Aspergillus cervinus, Aspergillus restrictus, Aspergillus fumigatus, 

Aspergillus ochraceous, Aspergillus niger, Aspergillus candidus, Aspergillus flavus, 

Aspergillus wentii, Aspergillus cremeus, Aspergillus sparsus, Aspergillus versicolor, 

Aspergillus nidulans, Aspergillus  ustus, Aspergillus flavipes και Aspergillus terreus 

(Afzal et al., 2013). Η εξάπλωση τους στο φυσικό περιβάλλον, η ευκολία 

καλλιέργειας τους στο εργαστήριο αλλά και η οικονοµική σπουδαιότητα των 

διαφόρων ειδών εξασφάλισε ότι πολλοί µυκητολόγοι και µικροβιολόγοι θα 

ασχολούνταν µε τη µελέτη τους. 

 

1.1.2  Ταξινόµηση του γένους Aspergillus 

Το γένος Aspergillus αποτελείται από περίπου 250 είδη (Geiser, 2009), τα 

οποία έχει επικρατήσει να αποκαλούνται Ασπέργιλλοι. Ο αριθµός αυτός είναι πιθανό 

να αυξηθεί σηµαντικά στο εγγύς µέλλον, λόγω αντικρουόµενων αναφορών πάνω 

στον πραγµατικό αριθµό των αποδεχούµενων ειδών, γεγονός που οφείλεται στην 

περίπλοκη κατανοµή του γένους αλλά και στην ανάπτυξη νέων τεχνικών 

φυλογενετικής ταξινόµησης, βασιζόµενες κυρίως σε βιολογικά χαρακτηριστικά των 

οργανισµών, εξετάζοντας κοινά κυτταρικά γνωρίσµατα όπως την ακολουθία δοµικών 

µονάδων (πρωτεϊνών, νουκλεοτιδικών αλληλουχιών κ.λπ.).  

Το γένος Aspergillus κατατάσσεται φυλογενετικά στην Τάξη των Eurotiales 

(Eurotiomycetidae / Eurotiomycetes / Pezizomycotina / Ascomycetes), όπου 

περιλαµβάνονται µύκητες µε ευρύ ενζυµικό µεταβολικό ρεπερτόριο. Τα είδη του 

γένους Aspergillus αναγνωρίζονται από την ύπαρξη ενός κοινού µορφολογικού 

χαρακτηριστικού, της αναπαραγωγικής δοµής του αφυλετικού κύκλου, τον 

κονιδιοφορέα. Οι κονιδιοφορείς εκφύονται απευθείας από πλευρικές, µακριές 

διακλαδώσεις των ποδικών κυττάρων (foot cells) και καταλήγουν στην κύστη. Από 

την ώριµη κύστη εκφύονται φιαλοειδή κύτταρα, τα πρωτογενή στηρίγµατα (metulae) 

και τα δευτερογενή στηρίγµατα (phialides), τα οποία δηµιουργούν µέσω µίτωσης, 

αλυσίδες κονιδιοσπορίων (κονίδια). Το µέγεθος, η διάταξη, καθώς και το χρώµα των 

κονιδιοσπορίων αποτελούν σηµαντικά χαρακτηριστικά ταξινόµησης.  
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Εικόνα 1-1  ∆οκιµασία ανάπτυξης στελεχών Aspergillus nidulans µε διαφορετικά χρώµατα 
κονιδιοσπορίων, σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα. ∆εξιά της εικόνας παρουσιάζεται η 
συστηµατική ταξινόµηση του είδους A. nidulans. 

Η ταξινόµηση του Aspergillus nidulans στο φύλο των ασκοµυκήτων (Εικόνα 

1-1) έγινε µε βάση το προϊόν της εγγενούς µειωτικής αναπαραγωγής, τον ασκό. 

Ωστόσο, στα περισσότερα είδη Ασπέργιλλων δεν έχει παρατηρηθεί εγγενής 

αναπαραγωγή, γεγονός το οποίο δηµιουργεί ένα σαφές ταξινοµικό πρόβληµα. Για την 

επίλυση αυτού του προβλήµατος οι µυκητολόγοι έχουν δηµιουργήσει την οµάδα των 

Ατελών Μυκήτων ή ∆ευτεροµυκήτων, όπου και τοποθετούνται όλοι οι µύκητες µε 

άγνωστη εγγενή αναπαραγωγή. Το γεγονός αυτό προκαλεί την αλλαγή της 

συστηµατικής ταξινόµησης οργανισµών των οποίων είναι γνωστός ο πλήρης κύκλος 

ζωής, µε τη δηµιουργία πολλές φορές νέων συστηµατικών ταξινοµήσεων. Έτσι, η 

ανακάλυψη του εγγενούς κύκλου αναπαραγωγής του A. nidulans οδήγησε στην 

τοποθέτησή του στο γένος Emericella. Το είδος Emericella nidulans αποτελεί το 

τελειοµορφικό είδος του ατελούς Μύκητα Aspergillus nidulans (αναµορφικού είδους) 

(Kendrick, 1979). Η µέθοδος αυτή ταξινόµησης έχει τοποθετήσει σε ξεχωριστά γένη, 

είδη για τα οποία µοριακά και µορφολογικά δεδοµένα υποστηρίζουν την στενή τους 

συγγένεια, όπως οι Aspergillus nidulans και Aspergillus sydowii, αλλά και γενικότερα 

τα είδη του γένους Aspergillus (Encyclopedia of Microbiology, 2009). 
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1.1.3  Οι Ασπέργιλλοι στη βιολογία, την ιατρική και τη 

βιοτεχνολογία 

 

Ένα σηµαντικό χαρακτηριστικό των ειδών του γένους Aspergillus είναι η 

ικανότητά τους να παράγουν δευτερογενείς µεταβολίτες σε απόκριση σε 

περιβαλλοντικές παραµέτρους, επιτρέποντάς τους να προσαρµόζονται σε πολύπλοκες 

και συνεχώς µεταβαλλόµενες συνθήκες. Οι δευτερογενείς µεταβολίτες των µυκήτων 

επιτρέπουν είτε την αύξηση των πιθανοτήτων επιβίωσης των ίδιων είτε την µείωση 

των πιθανοτήτων επιβίωσης των άλλων οργανισµών που βρίσκονται στην περιοχή, 

εξασφαλίζοντας µε αυτόν τον τρόπο την επιβίωση και την αναπαραγωγή τους. Παρά 

τη σηµαντική µελέτη που περιβάλλει το γένος Aspergillus, η παραγωγή δευτερογενών 

µεταβολιτών παραµένει ένας σχετικά ανεξερεύνητος τοµέας. Τα µεταβολικά και 

αναπαραγωγικά χαρακτηριστικά των Ασπέργιλλων, καθιστούν αυτό το γένος 

σηµαντικό στη µικροβιακή έρευνα, τη γενετική, την οικολογία, τη βιοτεχνολογία, τη 

φαρµακοβιοµηχανία, την ενζυµική βιοµηχανία και τη βιοχηµεία. Οι δευτερογενείς 

µεταβολίτες είναι µικρά µόρια, χαµηλού µοριακού βάρους, τα οποία δεν είναι 

απαραίτητα για την ανάπτυξη και την επιβίωση του οργανισµού που τα παράγει. Οι 

κυριότερες οµάδες των δευτερογενών µεταβολιτών των Ασπέργιλλων  περιλαµβάνουν 

πολυκετίδια (ΡΚ- polyketides), ριβοσωµικά και µη πεπτίδια (NRPs - ribosomal and 

nonribosomal peptides) και τερπενοειδή (terpenoids) (Brakhage, 2012). Η 

διαφορετική φύση των δευτερογενών µεταβολιτών είναι αποτέλεσµα µιας 

πολύπλοκης γενετικής ρύθµισης, όπου µια τεραστία ποικιλία ενζύµων τροποποιούν, 

µε διαφορετικό τρόπο, δοµικά πολυµερή. 

Πολλά είδη του γένους Aspergillus έχουν χρησιµοποιηθεί εκτενώς από τον 

άνθρωπο, όπως το είδος Aspergillus niger για την παραγωγή κιτρικού οξέος στη 

βιοµηχανία τροφίµων, το είδος Aspergillus oryzae για την παραγωγή του ποτού sake, 

αλλά και το είδος Aspergillus sojae για την παραγωγή της σάλτσας σόγιας (Sato et 

al., 2011). Αρκετοί δευτερογενείς µεταβολίτες του γένους έχουν µεγάλη οικονοµική 

σηµασία για τον άνθρωπο, εκ των οποίων µεγαλύτερο οικονοµικό και φαρµακευτικό 

ενδιαφέρον έχουν οι στατίνες1 και τα παράγωγά τους. Η πρώτη στατίνη, µεβαστατίνη 

                                                 
1 Οι στατίνες είναι φάρµακα που µειώνουν τη χοληστερόλη. 
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(mevastatin), αποµονώθηκε από το είδος Penicillium citrinum, από τον Akira Endo 

και τους συνεργάτες του στην Ιαπωνία. Για την ανακάλυψη αυτή ο Endo κέρδισε το 

Βραβείο Lasker το 2008. Κλινικές µελέτες για τη µεβαστατίνη πραγµατοποιήθηκαν 

στα τέλη της δεκαετίας του 1970, ωστόσο δεν κυκλοφόρησε πότε στην αγορά. Η 

πρώτη διαθέσιµη στο ευρύ κοινό στατίνη ήταν η λοβαστατίνη, φυσικό προϊόν που 

αποµονώθηκε από το µύκητα Aspergillus terreus (Tobert, 2003).  

Πολλά είδη του γένους Aspergillus είναι σηµαντικά για την ιατρική και τη 

βιοτεχνολογία (Gibbons and Rokas, 2013). Ορισµένα είδη µπορούν να προκαλέσουν 

λοιµώξεις σε ανθρώπους, ζώα και φυτά, όπως ο Aspergillus fumigatus, παθογόνος 

µικροοργανισµός, υπεύθυνος για το µεγαλύτερο αριθµό θανάτων από µύκητες 

(Pfaller et al., 2006). Ο Aspergillus flavus, σαπροφυτικός-παθογόνος µύκητας, 

καταστροφικώς για τις γεωργικές καλλιέργειες, αφού µε την ισχυρή καρκινογόνο 

αφλατοξίνη, µπορεί να προκαλέσει σηµαντικές απώλειες στην απόδοση των 

καλλιεργειών και δεκάδες θανάτους ετησίως (Amaike and Keller, 2011). Επίσης ο 

Aspergillus sydowii, ευκαιριακά παθογόνος των γοργόνιων κοραλλιών της 

Καραϊβικής, των οποίων πρόσφατη µόλυνση απειλείσαι µε τη κατάρρευση αυτού του 

ευαίσθητου οικοσυστήµατος (Rypien et al., 2008).  

Άλλοι Ασπέργιλλοι έχουν καθιερωθεί ως πρότυπα συστήµατα-µοντέλα λόγω 

της ευκολίας χειρισµού τους (Aspergillus nidulans) και έχουν συνεισφέρει σηµαντικά 

στην κατανόηση πολλών φαινοµένων της κυτταρικής βιολογίας και της γονιδιακής 

ρύθµισης, όπως η λειτουργία του κυτταροσκελετού, η ρύθµιση του µεταβολισµού, ο 

έλεγχος του κυτταρικού κύκλου, η ανάπτυξη και η µορφογένεση (Galagan et al., 

2005). 
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1.2 Η συνεισφορά του A. nidulans στη βιολογία 

 

Ο A. nidulans έχει χρησιµοποιηθεί ως πρότυπο σύστηµα σε πολλά 

επιστηµονικά πεδία, όπως τη  ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης. 

 

 

1.2.1  Ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης 

 

Εξελιγµένα γενετικά ρυθµιστικά συστήµατα επιτρέπουν στους µύκητες να 

χρησιµοποιούν µια µεγάλη ποικιλία ενώσεων ως πηγές σηµαντικών µεταβολιτών. O 

A. nidulans ειδικότερα, έχει ικανότητα χρήσης µιας µεγάλης ποικιλίας ουσιών ως 

πηγών άνθρακα, αζώτου ή και τα δύο. O µύκητας αυτός χρησιµοποιήθηκε ως 

σύστηµα-µοντέλο για το χαρακτηρισµό ενζύµων και µεταφορέων που εµπλέκονται σε 

πλήθος από τα µεταβολικά µονοπάτια του υφοµύκητα αλλά και για τη διερεύνηση 

των µηχανισµών ρύθµισης της γονιδιακής τους έκφρασης. Ήδη τη δεκαετία του ’60 

ανακαλύφθηκαν οι πρώτοι ειδικοί ευκαρυωτικοί µεταγραφικοί παράγοντες 

συγκεκριµένων µεταβολικών µονοπατιών, καθώς και οι πρώτοι ευκαρυωτικοί γενικοί 

µεταγραφικοί παράγοντες που σχετίζονται µε την αναστολή της έκφρασης παρουσία 

προτιµώµενης πηγής άνθρακα ή αζώτου. Tα γονίδια που εµπλέκονται στη χρήση µιας 

συγκεκριµένης ουσίας ως µοναδική πηγή αζώτου ή/και άνθρακα µεταγράφονται µόνο 

παρουσία ενός συγκεκριµένου µορίου επαγωγέα (Encyclopedia of Microbiology, 

2009). Τα µόρια-επαγωγείς δρουν ενεργοποιώντας συγκεκριµένους µεταγραφικούς 

παράγοντες, οι οποίοι επάγουν τη µεταγραφή των γονιδίων των ενζύµων και 

µεταφορέων που εµπλέκονται στο συγκεκριµένο καταβολικό µονοπάτι. 

Οι περισσότεροι µεταγραφικοί παράγοντες ανήκουν στην κατηγορία 

πρωτεϊνών που προσδένονται στο DNA µέσω µιας ειδικής µυκητιακής δοµικής 

ενότητας/µοτίβο δακτύλων ψευδαργύρου (zinc finger motif) (Pan and Coleman, 

1990). Το ιόν ψευδαργύρου είναι ζωτικής σηµασίας για τη σταθερότητα αυτού του 

µοτίβου, καθώς απουσία του οι πρωτεΐνες δεν µπορούν να αναδιπλωθούν σωστά. Το 

µήκος της πολυπεπτιδικής αλυσίδας αυτών των µοτίβων/δοµικών ενοτήτων που 

περιέχουν τον ψευδάργυρο, είναι περίπου 30-50 αµινοξικά κατάλοιπα, µε κανονική 

επανάληψη κυστεϊνών και/ή ιστιδινών κατά µήκος της αλυσίδας. Αυτά τα αµινοξέα 
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συνδέονται οµοιοπολικά µε τον ψευδάργυρο, δηµιουργώντας µία συµπαγή δοµή που 

ονοµάζεται δακτύλιος ψευδαργύρου (zinc finger). Τα µοτίβα δακτύλων ψευδαργύρου 

κατατάσσονται σε διαφορετικούς τύπους βάσει του αριθµού και της απόστασης των 

ιόντων ψευδαργύρου µεταξύ τους. Για παράδειγµα, οι τύποι C2H2, C2C2 και C3H 

αλληλεπιδρούν µε ένα ιόν ψευδαργύρου, ενώ οι τύποι C3H4, PHD και LIM 

συντονίζουν δύο ιόντα ψευδαργύρου (Εικόνα 1-2). ∆οµικά, το µοτίβο δακτύλων 

ψευδαργύρου τύπου C2H2, περιλαµβάνει µια β- στροφή ακολουθούµενη από µια α- 

έλικα η οποία αναδιπλώνεται γύρω από ένα µοναδικό ιόν ψευδαργύρου. Η 

αναγνώριση συγκεκριµένης αλληλουχίας στο DNA πραγµατοποιείται, πρωταρχικά, 

µέσω αλληλεπιδράσεων µεταξύ ποικίλων αµινοξέων στην εσωτερική και την 

εξωτερική πλευρά της α- έλικας και νουκλεοτιδίων της µεγάλης (major) αύλακας του 

DNA. Σε αντίθεση µε τους δακτύλους µε ένα άτοµο ψευδαργύρου, υπάρχει, όπως 

προαναφέρθηκε, µία οικογένεια παραγόντων µεταγραφής, των οποίων η περιοχή 

αλληλεπίδρασης µε το DNA περιέχει 2 άτοµα ψευδαργύρου είναι συναρµοσµένα µε 

κατάλοιπα κυστείνης. Το ιδιαίτερα ενδιαφέρον είναι ότι δύο από τις κυστείνες 

συνδέονται και µε τα δύο άτοµα ψευδαργύρου ταυτόχρονα, σχηµατίζοντας δύο 

γέφυρες µεταξύ τους. Σκοπός της ύπαρξης των δύο ιόντων ψευδαργύρου, είναι η 

δηµιουργία της σωστής στερεοδοµής της περιοχής επαφής του µεταγραφικού 

παράγοντα µε το DNA (Vallee et al., 1991). 

 

 

Εικόνα 1-2  Σχηµατική αναπαράσταση των διαφορετικώς τύπων δακτύλων 
ψευδαργύρου. (A) Το µοτίβο δακτύλων ψευδαργύρου C2H2. (B)  Cys4 µοτίβο (C) C, 
Zn(II)2Cys6 µοτίβο. Προσαρµογή από Vallee et al., 1991. 

. 
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1.2.1.1  Ρύθµιση του µεταβολισµού του αζώτου 

 

Οι Ασπέργιλλοι µπορούν να χρησιµοποιούν ένα ευρύ φάσµα πηγών αζώτου, 

µεταξύ των οποίων η αµµωνία, τα νιτρικά, τα αµινοξέα (όπως ιστιδίνη ή προλίνη), ή 

σύνθετα υποστρώµατα όπως το κολλαγόνο και η ελαστίνη. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει 

το µονοπάτι αφοµοίωσης των νιτρικών, µια βασική διαδικασία στο παγκόσµιο κύκλο 

του αζώτου µε τεράστια οικολογική και γεωργική σηµασία. Η πλήρης αναγωγή των 

νιτρικών από το µύκητα αποδίδει αµµωνία, η οποία µπορεί να ενσωµατωθεί στα 

αµινοξέα, γλουταµικό και γλουταµίνη που δρουν ως δότες αζώτου (Wilson and Arst, 

1998). Το µονοπάτι αφοµοίωσης/καταβολισµού των νιτρικών ουσιαστικά αποτελείται 

από τρία στοιχεία (Εικόνα 1-3): 

 

• τον ειδικό µεταφορέα νιτρικών (CrnA) 

• τα δύο ένζυµα που καταλύουν τη βαθµιαία µετατροπή των νιτρικών σε 

νιτρώδη (NiaD) και αµµωνία (NiiA)  (Burger et al., 1991).  

 

 

 

Εικόνα 1-3  Σχηµατική αναπαράσταση του µονοπατιού αφοµοίωσης/καταβολισµού των 
νιτρικών στον A. nidulans. (Α) Η πρόσληψη των εξωκυττάριων νιτρικών πραγµατοποιείται 
από τη δράση του µεταφορέα νιτρικών, CrnA. Ακολουθεί η αναγωγή των νιτρικών σε 
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αµµωνία από τα ενζυµα NiaD και NiiA, αναγωγάση νιτρικών και αναγωγάση νιτρώδων, 
αντίστοιχα. Τα προκύπτοντα ιόντα αµµωνίου ενσωµατώνονται στα αµινοξέα, γλουταµικό και 
γλουταµίνη. (Β) Γενετική οργάνωση και ρύθµιση του συσσωµατώµατος –cluster - 
αφοµοίωσης νιτρικών. Τα γονίδια niiA, niaD, και crnA εντοπίζονται στο γονιδίωµα ως ένα 
συνεργείωµα. Η µεταγραφική επαγωγή οδηγείται από τους θετικούς µεταγραφικούς 
παράγοντες (ή µεταγραφικούς ενεργοποιητές) AreA και NirA, οι συντηρηµένες αλληλουχίες 
νουκλεοτιδικών βάσεων στις αλληλεπικαλυπτόµενες περιοχές των υποκινητών niiA/niaD, οι 
οποίες δεσµεύονται από τους ενεργοποιητές δείχνεται, µε τα µοτίβα GATA να απεικονίζονται 
ως κουτιά. Όπως απεικονίζεται, η µεταγραφική ενεργοποίηση του µονοπατιού απαιτεί την 
παρουσία νιτρικών (µόρια- επαγωγέα) και την απουσία αµµωνίας ή η γλουταµίνης. 
Προσαρµογή από Krappmann and Braus, 2005. 

 

Επιπρόσθετα, στους Ασπέργιλλους υπάρχει ο γενικός µεταγραφικός παράγοντας, 

AreA, ένας τυπικός GATA µεταγραφικός ενεργοποιητής της έκφρασης των γονιδίων 

που είναι απαραίτητα για τη χρησιµοποίηση δευτερευόντων πηγών αζώτου (όπως 

νιτρικά, αµινοξέα και πουρίνες). Καθοριστικό ρόλο σε αυτό το µονοπάτι 

διαδραµατίζει το προϊόν του γονιδίου nirA, ένας ειδικός µεταγραφικός παράγοντας 

που επάγει τα γονίδια που απαιτούνται για την πρόσληψη και τον καταβολισµό των 

νιτρικών. Τα ιόντα αµµωνίου και η γλουταµίνη απενεργοποιούν τον AreA σε 

πρωτεϊνικό επίπεδο, αλλά και σε µεταγραφικό, αποσταθεροποιώντας το mRNA του 

(Krappmann and Braus, 2005). Τα νιτρικά ιόντα ενεργοποιούν το µεταγραφικό 

παράγοντα NirA, ο οποίος επάγει τη µεταγραφή των µεταφορέων νιτρικών και των 

αναγωγασών νιτρικών και νιτρώδων (Εικόνα 1-3). Στη ρύθµιση του µονοπατιού 

καταβολισµού των νιτρικών µπορούν να διακριθούν οι εξής περιπτώσεις: 

 

1. Απουσία του επαγωγέα (νιτρικών ιόντων) και παρουσία προτιµώµενης πηγής 

αζώτου (π.χ. αµµωνιακών ιόντων) δεν προσδένεται στον υποκινητή των 

γονιδίων ούτε ο ειδικός µεταγραφικός παράγοντας-ρυθµιστής (NirA) ούτε ο 

γενικός µεταγραφικός παράγοντας (AreA), και κατά συνέπεια τα γονίδια δεν 

εκφράζονται ή εκφράζονται σε βασικά επίπεδα (basal levels). 

2. Απουσία µορίου επαγωγέα και προτιµώµενης πηγής αζώτου προσδένεται 

στον υποκινητή των γονιδίων µόνο ο γενικός µεταγραφικός παράγοντας, και 

κατά συνέπεια τα γονίδια δεν εκφράζονται ή εκφράζονται σε βασικά επίπεδα 

(basal levels). 

3. Παρουσία µορίου επαγωγέα και απουσία προτιµώµενης πηγής αζώτου 

προσδένονται στον υποκινητή των γονιδίων και οι δύο µεταγραφικοί 

παράγοντες (AreA και NirA) και πραγµατοποιείται µεταγραφή. 
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4. Παρουσία µορίου επαγωγέα και προτιµώµενης πηγής αζώτου µόνο ο ειδικός 

µεταγραφικός παράγοντας (NirA) προσδένεται στον υποκινητή των γονιδίων 

και κατά συνέπεια τα γονίδια δεν εκφράζονται ή εκφράζονται σε βασικά 

επίπεδα (basal levels). 

 

 

1.2.1.2  Ρύθµιση του µεταβολισµού του άνθρακα 

 

Οι νηµατώδεις µύκητες χαρακτηρίζονται από την ικανότητά τους να 

µεταβολίζουν µία µεγάλη ποικιλία πηγών άνθρακα, όπως αµινοξέα (προλίνη), 

πηκτίνες και πολυσακχαρίτες (άµυλο και φρουκτάνη). Τα περισσότερα ένζυµα που 

εµπλέκονται στην αποικοδόµηση αυτών των πολυσακχαριτών καταστέλλονται από τη 

γλυκόζη, µία προτιµώµενη πηγή άνθρακα (Bailey and ARST, 1975). Η καταστολή 

επιτυγχάνεται µέσω της πρωτεΐνης CreA. Αντίθετα µε το γενικό µεταγραφικό 

ενεργοποιητή AreA, ο CreA είναι ένας γενικός µεταγραφικός καταστολέας (carbon 

catabolite repressor), ο οποίος προσδένεται στις αλληλουχίες στόχους µόνο παρουσία 

γλυκόζης. Ο CreA είναι µια τυπική πρωτεΐνη δακτύλων ψευδαργύρου (τύπου C2H2) 

και δρα είτε απενεργοποιώντας τους ειδικούς µεταγραφικούς παράγοντες, είτε 

ανταγωνιζόµενος µε αυτούς για τη δέσµευση στο DNA (Cubero and Scazzocchio, 

1994).  

Ένα εκτενώς µελετηµένο ρυθµιστικό σύστηµα γονιδιακής έκφρασης, το οποίο 

εξαρτάται από την πηγή άνθρακα του θρεπτικού µέσου είναι αυτό του καταβολισµού 

της αιθανόλης. Ειδικός µεταγραφικός ενεργοποιητής του µονοπατιού είναι ο AlcR 

(Lockington et al., 1985), ο οποίος επάγει την έκφραση των γονιδίων alcA και aldA, 

της αλκοολικής αφυδρογονάσης και της αλδεΰδικής αφυδρογονάσης, αντίστοιχα 

(Felenbok et al., 2001). Στη ρύθµιση του µονοπατιού της αιθανόλης µπορούν να 

διακριθούν οι εξής περιπτώσεις: 

 

1 Παρουσία «ουδέτερης» πηγής άνθρακα (π.χ. φρουκτόζης) και απουσία του 

συν-επαγωγέα (ακεταλδεΰδης) δεν προσδένεται στον υποκινητή των γονιδίων 

ούτε ο ειδικός µεταγραφικός παράγοντας-ρυθµιστής (π.χ. AlcR) ούτε ο 

γενικός µεταγραφικός αρνητικός ρυθµιστής/καταστολέας (CreA), και κατά 
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συνέπεια τα γονίδια δεν εκφράζονται ή εκφράζονται σε βασικά επίπεδα (basal 

levels). 

2 Απουσία µορίου συν-επαγωγέα και παρουσία προτιµώµενης πηγής άνθρακα 

(π.χ γλυκόζης) τα γονίδια δεν εκφράζονται ή εκφράζονται σε βασικά επίπεδα 

(basal levels). Ο AlcR, παρουσία γλυκόζης (προτιµώµενης άνθρακα) στο 

θρεπτικό µέσο, βρίσκεται σε καταστολή από το γενικό µεταγραφικό αρνητικό 

παράγοντα CreA, ο οποίος προσδένεται στις αλληλουχίες στόχους  των 

γονιδίων aldA και alcA και δεν επιτρέπει την έκφρασή τους. 

3 Παρουσία «ουδέτερης» πηγής άνθρακα, όπως η φρουκτόζη, και παρουσία 

του συν-επαγωγέα (ακεταλδεΰδης) ο CreA δεν δεσµεύεται στις αλληλουχίες 

στόχους του, ενώ το γονίδιο του alcR εκφράζεται κανονικά και επάγει τόσο τη 

µεταγραφή των alcA και aldA, όσο και τη δική του (θετική αυτορρύθµιση) 

(Εικόνα 1-4). 

4 Παρουσία του συν-επαγωγέα και προτιµώµενης πηγής άνθρακα προσδένονται 

στον υποκινητή των γονιδίων και οι δύο µεταγραφικοί παράγοντες και κατά 

συνέπεια τα γονίδια δεν εκφράζονται ή εκφράζονται σε βασικά επίπεδα (basal 

levels). 

 

 Η υψηλή επαγωγιµότητα του παραπάνω µονοπατιού έχει οδηγήσει στην 

αξιοποίησή του ως εργαλείο ρυθµιζόµενης έκφρασης γονιδίων στη µοριακή βιολογία. 
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Εικόνα 1-4  (Α) Μοντέλο ανταγωνισµού µεταξύ AlcR και CreA για την πρόσδεση στη 
περιοχή του υποκινητή του γονίδιου alc. Η πρωτεΐνη CreA απεικονίζεται ως µισό στέµµα 
και ο στόχο της ως κύκλος. Ο στόχος της πρωτεΐνης AlcR απεικονίζεται ως ένα µαύρο 
τρίγωνο. Κάτω από επαγωγικές συνθήκες ανάπτυξης, ο µεταγραφικός παράγοντας AlcR είναι 
ενεργός και προσδένεται στο στόχο του, εµποδίζοντας την πρόσδεση του µεταγραφικού 
παράγοντα CreA. Σε συνθήκες ανάπτυξης όπου στο θρεπτικό µέσο υπάρχει γλυκόζη, 
συµβαίνει το αντίθετο. (Β) Σχηµατική αναπαράσταση της ρύθµισης των γονιδίων alc, που 
εµπλέκονται στην αξιοποίηση της αιθανόλης στον A. nidulans. Παρουσία του συν-
επαγωγέα (ακεταλδεΰδης), ο ειδικός µεταγραφικός παράγοντας AlcR αυτορυθµίζεται θετικά 
και ταυτόχρονα ρυθµίζει θετικά τα δύο δοµικά γονίδια alcA και Alda, τα οποία κωδικοποιούν 
για την αλκοολική αφυδρογονάση και την αλδεΰδική αφυδρογονάση, αντίστοιχα. Αυτά τα 
ένζυµα οξειδώνουν την αιθανόλη σε ακεταλδεΰδη και την  ακεταλδεΰδη σε οξικό, αντίστοιχα. 
Το οξικό µετατρέπεται σε ακετυλο-συνένζυµο Α (από την ACS) και στη συνέχεια εισέρχεται 
στον κυτταρικό µεταβολισµό. Προσαρµογή από Felenbok et al., 2001. 

 

 

Ο A. nidulans µπορεί να χρησιµοποιήσει µια ποικιλία ουσιών ως πηγές άνθρακα 

και αζώτου, όπως η προλίνη και το γ-αµινοβουτυρικό οξύ. Τα γονίδια που 

εµπλέκονται στην πρόσληψη και τον καταβολισµό αυτών των ουσιών δεν 

εκφράζονται όταν στο θρεπτικό υπόστρωµα υπάρχουν ταυτόχρονα γλυκόζη και 

αµµωνιακά ιόντα/γλουταµίνη. Το σύστηµα αυτό φαίνεται να έχει εξελιχθεί έτσι, ώστε 

όταν υπάρχει προτιµώµενη πηγή αζώτου, η ουσία αυτή να χρησιµοποιείται ως πηγή 

άνθρακα και αντίστροφα. Φυσικά, υπάρχει η δυνατότητα, η προλίνη να 

χρησιµοποιείται ως πηγή αζώτου και άνθρακα ταυτόχρονα, όταν στο θρεπτικό µέσο 

απουσιάζουν οι προτιµώµενες. 

Ο κύριος µεταφορέας προλίνης του A. nidulans κωδικοποιείται από το γονίδιο 

prnB, το οποίο ανήκει στο συνεργείωµα γονιδίων (gene cluster) prn του 

χρωµοσώµατος VII. Στο συνεργείωµα αυτό ανήκουν εκτός από το γονίδιο του 

µεταφορέα της προλίνης, τα γονίδια που κωδικοποιούν για τα ένζυµα καταβολισµού 

της προλίνης σε γλουταµικό οξύ (prnC και prnD), ένα γονίδιο άγνωστης λειτουργίας 

(prnX) και το ρυθµιστικό γονίδιο prnA. Η πρωτεΐνη PrnA είναι ένας µεταγραφικός 

παράγοντας που ενεργοποιεί την έκφραση των δοµικών γονιδίων prnB, prnC και 

prnD παρουσία προλίνης (Sharma and Jr, 1985). Ο µεταφορέας προλίνης PrnB 

ανήκει στην οικογένεια YAT της υπεροικογένειας APC. Σε αντίθεση µε τον οµόλογο 

µεταφορέα Put4 του S. cerevisiae, χαρακτηρίζεται από απόλυτη εξειδίκευση στην 

πρόσληψη της προλίνης (Gournas et al., 2015). Η έκφραση του γονιδίου prnB 

βρίσκεται υπό αυστηρό έλεγχο τόσο σε µεταγραφικό όσο και σε µεταµεταφραστικό 

επίπεδο (Sophianopoulou and Scazzocchio, 1989). Στη ρύθµιση των γονιδίων που 
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εµπλέκονται στη χρησιµοποίηση ουσιών που µπορεί να είναι πηγές αζώτου και 

άνθρακα µπορουν να διακριθούν οι εξής περιπτώσεις: 

 

1. Απουσία του επαγωγέα (προλίνης) ο ειδικός µεταγραφικός παράγοντας (εν 

προκειµένω ο PrnA) δεν προσδένεται στον υποκινητή των γονίδιων και κατά 

συνέπεια τα γονίδια δεν εκφράζονται ή εκφράζονται σε βασικά επίπεδα (basal 

levels). Η έκφραση αυτή είναι ανεξάρτητη της παρουσίας προτιµώµενης 

πηγής αζώτου ή άνθρακα.  

2. Παρουσία του επαγωγέα και απουσία προτιµώµενων πηγών αζώτου και 

άνθρακα προσδένεται στον υποκινητή των γονιδίων ο ειδικός µεταγραφικός 

παράγοντας (PrnA) και ο AreΑ. Εµφανίζεται συνεπώς πλήρης επαγωγή της 

έκφρασης των γονιδίων. 

3. Παρουσία του επαγωγέα και προτιµώµενης πηγής αζώτου µε ταυτόχρονη 

απουσία προτιµώµενης πηγής άνθρακα προσδένεται στον υποκινητή των 

γονιδίων µόνο ειδικός µεταγραφικός παράγοντας (PrnA). Εµφανίζεται 

συνεπώς πλήρης ή σχεδόν πλήρης µεταγραφική επαγωγή.  

4. Παρουσία του επαγωγέα (προλίνης) και προτιµώµενης πηγής άνθρακα, µε  

ταυτόχρονη απουσία προτιµώµενης πηγής αζώτου, προσδένονται και οι τρεις 

µεταγραφικοί παράγοντες. O AreA ακυρώνει την αρνητική ρύθµιση του CreA 

και εµφανίζεται πλήρης ή σχεδόν πλήρης µεταγραφική επαγωγή.  

5. Παρουσία µορίου επαγωγέα και προτιµώµενων πηγών αζώτου και άνθρακα 

προσδένονται µόνο ο ειδικός µεταγραφικός παράγοντας και ο µεταγραφικός 

αρνητικός ρυθµιστής CreA. Εµφανίζεται ελάχιστη ή καθόλου µεταγραφή. 

 

 

 

1.3  Βιολογικός κύκλος ζωής του Aspergillus nidulans 

Ο κύκλος ζωής του A. nidulans µπορεί να χωριστεί σε τρεις επιµέρους 

κύκλους (Εικόνα 1-5): το φυλετικό (εγγενή αναπαραγωγή), τον αφυλετικό (αγενής 

αναπαραγωγή) και τον παραφυλετικό κύκλο ζωής. Εναρκτήριο σηµείο των τριών 

κύκλων αποτελεί η εκβλάστηση των αδρανών σπορίων του µύκητα. Αυτά τα σπόρια 

µπορεί να είναι προϊόντα µίτωσης (αγενή κονιδιοσπόρια) ή µείωσης (εγγενή 
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ασκοσπόρια). Στην ύπαρξη κατάλληλου περιβαλλοντικού ερεθίσµατος, τα σπόρια 

εκβλαστάνουν και επεκτείνονται σωληνοειδώς µέσω επάκριας αύξησης. Ταυτόχρονα 

υπάρχει διακλαδούµενη αύξηση, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ενός πλέγµατος 

πολυκυτταρικών υφών, το µυκήλιο. Σε ανοιχτή υγρή καλλιέργεια µε περίσσεια 

θρεπτικών συστατικών το µυκήλιο έχει δυνατότητα αύξησης επ’ αόριστον, ενώ σε 

στερεό θρεπτικό υπόστρωµα σχηµατίζει µία ακτινωτής συµµετρίας αποικία, η οποία 

επεκτείνεται µέχρι τον περιορισµό χώρου σε ρυθµό της τάξης των 0.25 mm/h στους 

37 °C, ενώ είναι δυνατή η ανάπτυξη διαφοροποιηµένων εγγενών και αγενών 

αναπαραγωγικών δοµών. 
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Εικόνα 1-5  Σχηµατική αναπαράσταση του βιολογικού κύκλου του A. nidulans. Με ροζ 
πλαίσιο σηµειώνονται τα στάδια του φυλετικού κύκλου, µε γαλάζιο του αφυλετικού και µε 
κίτρινο του παραφυλετικού κύκλου. Οι τρεις κύκλοι µπορούν να εξελίσσονται ταυτόχρονα 
από µία αποικία του µύκητα, εξυπηρετώντας την εξάπλωσή της (αφυλετικός), την επιβίωση 
της υπό δυσµενείς περιβαλλοντικές συνθήκες (φυλετικός) και τη δηµιουργία γενετικής 
ποικιλότητας (φυλετικός και παραφυλετικός). Προσαρµογή από Todd et al., 2007. 
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1.3.1  Αφυλετικός κύκλος 

Σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα, οι πρώτες διαφοροποιηµένες υφές είναι ορατές 

16 ώρες µετά την εκβλάστηση. Ο χρόνος αυτός δεν είναι σταθερός και εξαρτάται από 

τη θερµοκρασία επώασης, την πυκνότητα βιώσιµων κυττάρων, τη σύσταση του 

υποστρώµατος καλλιέργειας, την παρουσία οξυγόνου και τις συνθήκες έκθεσης στο 

φως (Bayram et al., 2010). Στο κέντρο της αποικίας εντοπίζονται εναέριες υφές. 

Χρειάζονται περίπου 6 µε 12 ώρες από την έναρξη της εναέριας αύξησης µέχρι τη 

δηµιουργία του πρώτου κονιδίου (κονιδιοσπορίου), εποµένως καινούργια κονίδια 

δηµιουργούνται µε την έναρξη του καινούργιου αγενούς κύκλου, περίπου 24-28 ώρες 

µετά από την εκβλάστηση του αρχικού σπορίου (Rossomando and Alexander, 1992). 

Η δηµιουργία κονιδιοφορέων σε µία αποικία είναι σύνθετη διαδικασία, η οποία 

µπορεί να διαχωρισθεί σε αρκετά µορφολογικώς διακριτά στάδια (Εικόνα 1-6). Η 

διαδικασία ξεκινάει µε την αύξηση του µίσχου του κονιδιοφορέα, ο οποίος 

επιµηκύνεται µέσω επάκριας αύξησης από µία εναέρια υφή. Ο µίσχος του 

κονιδιοφορέα διαφέρει από µία βλαστική υφή σε τέσσερα βασικά χαρακτηριστικά 

(Etxebeste et al., 2010): 

 

1. Ο µίσχος εκφύεται από ένα εξειδικευµένο κύτταρο µε παχύ κυτταρικό 

τοίχωµα το οποίο ονοµάζεται ποδικό.  

2. Τόσο το ποδικό κύτταρο όσο και ο µίσχος διαφέρουν από τα υπόλοιπα 

κύτταρα του µυκηλίου, λόγω της ύπαρξης διπλού κυτταρικού τοιχώµατος. 

Η πρώτη στρώση του κυτταρικού τοιχώµατος είναι συνεχής και κοινή µε 

τα υπόλοιπα κύτταρα του µυκηλίου, ενώ η εσωτερική στρώση εντοπίζεται 

αποκλειστικά στο ποδικό κύτταρο και το µίσχο.  

3. Επιπροσθέτως, ο µίσχος του κονιδιοφορέα έχει διάµετρο περίπου 4-5 µm 

σε αντίθεση µε τις βλαστικές υφές που έχουν διάµετρο περίπου 2-3 µm.  

4. Τέλος, σε αντίθεση µε τις υφές ο µίσχος σπάνια διακλαδίζεται ενώ έχει και 

καθορισµένο ύψος (~100 µm). 
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Μετά την επάκρια αύξηση του µίσχου, η κορυφή του αρχίζει και διογκώνεται 

σχηµατίζοντας το κυστίδιο του κονιδιοφορέα, διαµέτρου ~10 µm. Τόσο το κυστίδιο 

µε το µίσχο, όσο και ο µίσχος µε το ποδικό κύτταρο δε διαχωρίζονται µεταξύ τους µε 

σέπτα, εποµένως όλες αυτές οι δοµές αποτελούν µία ενιαία µονάδα µε διπλό 

κυτταρικό τοίχωµα. Από την επιφάνεια του κυστιδίου εκβλαστάνει µία σειρά 

µονοπύρηνων κυττάρων, τα πρωτογενή στηρίγµατα ή µετούλες (metulae). Από τις 

µετούλες εκβλαστάνουν µονοπύρηνα κύτταρα, τα δευτερογενή στηρίγµατα ή 

φυαλίδες (phialides). Η εκβλάστηση πραγµατοποιείται αντιδιαµετρικά του κυστιδίου. 

Μικροσκοπικές παρατηρήσεις έχουν δείξει ότι κάθε κυστίδιο φέρει περίπου 60 

µετούλες και κάθε µετούλα φέρει 2-3 φυαλίδες. Οι φυαλίδες διαιρούνται µιτωτικά και 

από αυτές παράγονται αλυσίδες µονοπύρηνων, σφαιρικών κυττάρων, τα 

κονιδιοσπόρια ή κονίδια. Η διαδικασία της µίτωσης των φυαλίδων είναι συνεχής µε 

αποτέλεσµα το πιο προσφάτως σχηµατιζόµενο κονίδιο να εντοπίζεται δίπλα στη 

φυαλίδα ενώ το παλαιότερο να είναι το πιο αποµακρυσµένο από αυτήν. Επειδή κάθε 

φυαλίδα µπορεί να δηµιουργήσει έως και 100 κονίδια υπολογίζεται πώς ο αριθµός 

των σπορίων που παράγονται από έναν κονιδιοφορέα ξεπερνάει τις 100.000.  

 

 

 

Εικόνα 1-6  Σχηµατική αναπαράσταση των διαφόρων σταδίων κατά το σχηµατισµό 
κονιδιοφορέων στον A. nidulans. Προσαρµογή από Etxebeste et al., 2010. 
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1.3.1.1 Η ρύθµιση του αφυλετικού κύκλου 

 

  Η ανάπτυξη του κονιδιοφορέα καθορίζεται τόσο από το χωρικό όσο και 

χρονικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης, τη διαφοροποίηση των κυττάρων, αλλά και 

την ενδοκυτταρική επικοινωνία (Yu, 2010). Η πρωτεΐνη FluG θεωρείται ότι βρίσκεται 

στην έναρξη του αγενή κύκλου, διαδραµατίζοντας σηµαντικό ρόλο κατά την 

κονιδιογένεση. Πράγµατι, η υπερέκφραση του γονιδίου fluG σε υφές, είναι αρκετή 

για να οδηγήσει στο σχηµατισµό κονιδιοφορέων και την παραγωγή κονιδιοσπορίων, 

ακόµα και σε συνθήκες που δεν ευνοούν τη δηµιουργία τους (Lee and Adams, 1996). 

Επόµενο βασικό βήµα για την κονιδιογένεση είναι η ενεργοποίηση του µεταγραφικού  

παράγοντα ΒrlA. Στελέχη που φέρουν µεταλλαγές του γονιδίου brlA εµφανίζουν 

µίσχους µε ανικανότητα σχηµατισµού κονιδιοφορέα (επ 'αόριστον επιµήκυνση του 

µίσχου, χωρίς τον σχηµατισµό πρωτογενών και δευτερογενών στηριγµάτων) (Εικόνα 

1-7). Ο BrlA φέρει δοµή δακτυλίων ψευδαργύρου και ρυθµίζει τη µεταγραφή του 

γονιδίου abaA, το προϊόν του οποίου µε τη σειρά του, ρυθµίζει θετικά το 

µεταγραφικό παράγοντα BrlA. Μορφολογικές µελέτες έχουν αποκαλύψει ότι 

µεταλλαγές του γονιδίου abaA, εµφανίζουν πολλαπλές διαδοχικές σειρές 

στηριγµάτων, τα οποία δεν διαφοροποιούνται σε φιαλίδια ή κονιδιοσπόρια (Sewall et 

al., 1990). Η πρωτεΐνη AbaA περιλαµβάνει ένα µοτίβο σύνδεσης µε το DNA του 

τύπου ATTS/ΤΕΑ, όπως και ένα µοτίβο φερµουάρ/αυτόκλειστο λευκίνης (leucine 

zipper), το οποίο ενδεχοµένως χρησιµεύει για διµερισµό της πρωτεΐνης. Πρόσφατες 

µελέτες έδειξαν ότι η πρωτεΐνη AbaA προσδένεται σε cis-ρυθµιστικά στοιχεία 

αναρροικά των γονιδίων yA2 και rodA3 και ελέγχει την έκφραση τους. Κατά το 

τελευταίο στάδιο της κονιδιογένεσης, η πρωτεΐνη AbaA ρυθµίζει θετικά την έκφραση 

του γονιδίου wetA, το προϊόν του οποίου είναι µεταγραφικός παράγοντας 

σχετιζόµενος µε τη σύνθεση σηµαντικών συστατικών του κυτταρικού τοιχώµατος. 

Απώλεια λειτουργίας του wetA προκαλεί φαινότυπο αυτολυόµενων κονιδιοσπορίων. 

Η πρωτεΐνη WetA φαίνεται ότι ενεργοποιεί µια σειρά από γονίδια που απαιτούνται 

για το σχηµατισµό και την ωρίµανση των σπορίων. Η αλληλεπίδραση των γονίδιων 

brlA, abaA και wetA έχει προταθεί ότι αποτελεί ένα κεντρικό ρυθµιστικό µονοπάτι 

                                                 
2 Το γονίδιο yA κωδικοποιεί για την οξειδάση της p-διφαινολής και σχετίζεται µε το χρώµα των 
κονιδιοσπορίων. 
3 Το γονίδιο rodA (hydrophobin gene) του A. nidulans εκφράζεται κατά τα τελικά στάδια του 
σχηµατισµού κονιδιοφορέα και δεν εκφράζεται σε υφές και κονιδιοσπόρια. 
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που ελέγχει χρονικά και χωρικά την έκφραση γονιδίων κατά τη δηµιουργία και 

ανάπτυξη των κονιδιοφορέων αλλά και την ωρίµανση των σπορίων (Εικόνα 1-7). 

Πρόσφατα, ο νέος µεταγραφικός παράγοντας VosA (viability of spore) εντοπίστηκε 

σε µια γενετική ανάλυση, στην οποία απαλοιφή του vosA είχε ως αποτέλεσµα την 

έλλειψη τρεαλόζης και στους δυο τύπους σπορίων (κονιδιοσπόρια και ασκοσπόρια) 

του A. nidulans, µε αποτέλεσµα την ταχεία εξαφάνιση του κυτταροπλάσµατος, την 

αποσύνθεση των κυτταρικών οργανιδίων και τη µακροπρόθεσµη απώλεια 

βιωσιµότητας. Ο µεταγραφικός παράγοντας αυτός έχει αρνητική ανάδροµη ρύθµιση 

(negative feedback regulation) πάνω στην έκφραση του brlA και σε συνεργασία µε τα 

κεντρικά ρυθµιστικά γονίδια του µονοπατιού, διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στη 

βιογένεση τρεαλόζης και την ωρίµανση των κονιδίων (Ni and Yu, 2007).  

 

 

Εικόνα 1-7  Σχηµατική αναπαράσταση ανάπτυξης κονιδιοφορέα. Απεικονίζεται το 
κεντρικό αναπτυξιακό µονοπάτι. Το rodA κωδικοποιεί µια εξειδικευµένη για κονίδια 
υδροφοβίνη. Στις ένθετες εικόνες παρουσιάζονται οι φαινότυποι των µεταλλαγών, brlA, 
abaA, fluG και flbA. Τα περισσότερα σήµατα απεικονίζονται να επηρεάζουν την έκφραση του 
brlA, για λόγους απλότητας, καθώς δεν είναι γνωστό αν οι επιδράσεις αυτές είναι άµεσες ή 
έµµεσες. Προσαρµογή και τροποποίηση από Adams et al., 1998; Araújo-Bazán et al., 2009; 
Ni and Yu, 2007; Sewall et al., 1990. 
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Η κατανοµή και η χρονική έκφραση των πρωτεϊνών BrlA και AbaA 

ρυθµίζεται από τους αναπτυξιακούς τροποποιητές (developmental modifiers) StuA 

και MedA. Ο µεταγραφικός παράγοντας StuA παρουσιάζει 2 θέσεις έναρξης 

µεταγραφής, µε αποτέλεσµα την παραγωγή των µεταγράφων stuAα και stuAβ, εκ των 

οποίων το stuAα, φαίνεται να διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στην κονιδιογένεση. Η 

έκφραση του stuAα εξαρτάται από την πρωτεΐνη BrlA, τα επίπεδα δυναµικής 

ισορροπίας του stuAα αυξάνονται έως 20 φορές κατά την κονιδιογένεση. Με τη σειρά 

του, ο StuA αναστέλλει και περιορίζει χωρικά την έκφραση των brlAa και abaA 

(Εικόνα 1-8) (Miller et al., 1992). Μεταλλαγµένα αλλήλια της StuA δηµιουργούν 

στελέχη µε κοντούς κονιδιοφορείς, στους οποίους τα κονίδια σχηµατίζονται 

απευθείας από το κυστίδιο (Adams et al., 1998).  

 

 

Εικόνα 1-8  Σχηµατική αναπαράσταση του κεντρικού µονοπατιού ανάπτυξης του 
κονιδιοφορέα, στο οποίο απεικονίζονται οι αναπτυξιακοί τροποποιητές StuA και MedA. 
Στα ροζ και µπλε πλαίσια, απεικονίζονται ηλεκτρονικές µικρογραφίες µεταλλαγµένων 
στελεχών medA και stuA, αντίστοιχα. Μεταλλαγµένα αλλήλια της StuA δηµιουργούν στελέχη 
µε κοντούς κονιδιοφορείς στους οποίους τα κονίδια σχηµατίζονται απευθείας από το 
κυστίδιο, ενώ µεταλλαγές στην πρωτεΐνη MedA έχουν ως αποτέλεσµα τα στηρίγµατα να µην 
διαφοροποιούνται άµεσα, και τον επακόλουθο σχηµατισµό πολλών σειρών πρωτογενών 
στηριγµάτων (µετούλες) πριν το σχηµατισµό των φιαλίδων. Προσαρµογή και τροποποίηση 
από (Adams et al., 1998; Krijgsheld et al., 2013) 

 

Η χρονική έκφραση του brlA ρυθµίζεται επίσης από το µεταγραφικό 

παράγοντα MedA, ο οποίος δρα ως αναστολέας της έκφρασης του γονιδίου brlA και 
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ενεργοποιητής της έκφρασης του abaA, συµπέρασµα το οποίο πρόεκυψε από την 

παρατήρηση ότι τα επίπεδα των µετάγραφων abaA µειώνονται σηµαντικά ή 

απουσιάζουν σε στελέχη medA∆. Μεταλλαγές στο µεταγραφικό παράγοντα MedA 

φέρουν στελέχη στα οποία τα στηρίγµατα δε διαφοροποιούνται άµεσα, µε 

αποτέλεσµα το σχηµατισµό πολλών σειρών πρωτογενών στηριγµάτων (µετούλες)  

πριν το σχηµατισµό των φιαλιδίων (Εικόνα 1-8) (Krijgsheld et al., 2013). 

 

Σηµαντικό παράγοντα στην απόφαση ανάµεσα στη µυκηλιακή ανάπτυξη και 

την εγγενή ή αγενή αναπαραγωγή διαδραµατίζει η σηµατοδότηση µέσω πρωτεϊνών 

G. Το γονίδιο flbA (fluffy low brlA expression) κωδικοποιεί για µια πρωτεΐνη RGS4 

που ρυθµίζει αρνητικά τη µυκηλιακή ανάπτυξη, µετατρέποντας τη FadA (fluffy 

autolytic dominant), υποµονάδα µιας τριµερούς G-πρωτεΐνης, στη GDP-δεσµευµένη 

ανενεργή µορφή (D’Souza et al., 2001). Στη µορφή αυτή, η πρωτεΐνη FadA 

σχηµατίζει την πρωτεΐνη G µε τις -β και γ-υποµονάδες, οι οποίες κωδικοποιούνται 

από τα γονίδια sfaD και gpgA, αντίστοιχα (Εικόνα 1-9). Όταν η FadA είναι ενεργή 

(GTP-δεσµευµένη), διαχωρίζεται από τις SfaD και GpgA, και προάγει τη µυκηλιακή 

ανάπτυξη, αναστέλλοντας την εγγενή και αγενή αναπαραγωγή ενεργοποιώντας ένα 

cAMP-PKA καταρράκτη σηµατοδότησης (Shimizu and Keller, 2001). Υπερέκφραση 

του γονιδίου flbA αναστέλλει τη µυκηλιακή ανάπτυξη και διεγείρει την ανάπτυξη 

κονιδιοφορέων ακόµη και υπό συνθήκες που συνήθως εµποδίζουν την κονιδιογένεση. 

Από την άλλη πλευρά, µεταλλαγές του flbA οδηγούν σε µειωµένη έκφραση του 

γονιδίου brlA και ένα φαινότυπο fluffy. Τα στελέχη flbA∆ δεν σχηµατίζουν 

κονιδιοφορείς, αντίθετα, το µυκήλιο πολλαπλασιάζεται ανεξέλεγκτα σχηµατίζοντας 

µάζες αδιαφοροποίητων εναέριων υφών (Lee and Adams, 1996).  

 

                                                 
4 RGS (Regulators of G protein Signaling) είναι πρωτεΐνες που ρυθµίζουν την ένταση και τη 
δραστικότητα των G πρωτεϊνών µετά την ενεργοποίηση των υποδοχέων, δρώντας ως σηµαντικοί 
ρυθµιστές στο σηµατοδοτικό µονοπάτι. Ο πρωταρχικός τους ρόλος είναι η αλληλεπίδραση τους µε τις 
Gα υποµονάδες των G πρωτεϊνών και η επιτάχυνση της υδρόλυσης του GTP από τις τελευταίες 
οδηγώντας στη µείωση της σηµατοδότησης των GPCR. 
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Εικόνα 1-9  Προτεινόµενο µοντέλο για το ρολό των γονιδίων flbA και fadA στην 
κονιδιογένεση και µυκηλιακή ανάπτυξη στον Α. nidulans. Η πρωτεΐνη FluG εµπλέκεται 
στη σύνθεση ενός µικρού σηµατοδοτικού µορίου σήµατος, το οποίο συµµετέχει στη θετική 
ρύθµιση  της FlbA, µιας RGS πρωτεΐνης που ρυθµίζει αρνητικά την FadA (υποµονάδα µιας 
τριµερούς G-πρωτεΐνης). Η ενεργή FadA, διαχωρίζεται από τις Gβ-Gγ υποµονάδες, ρυθµίζει 
θετικά ένα cAMP-PKA καταρράκτη σηµατοδότησης προωθώντας τη µυκηλιακή ανάπτυξη 
και αναστέλλοντας την κονιδιογένεση. Προσαρµογή και τροποποίηση από (Kato et al., 2003) 
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1.3.2  Φυλετικός κύκλος 

 

Υπάρχουν πολλοί πιθανοί λόγοι για τους οποίους ένας αριθµός από 

Ασπέργιλλους, και ειδικά ο A. nidulans, έχουν διατηρήσει την ικανότητα να 

αναπαράγονται φυλετικά, παρά το αυξηµένο µεταβολικό κόστος σε σύγκριση µε την 

καθαρά αφυλετική αναπαραγωγή. Κάποιοι από τους λόγους αυτούς αναφέρονται 

παρακάτω: 

• Η εγγενής αναπαραγωγή που περιλαµβάνει την επικονίαση (η οποία 

είναι δυνατή ακόµα και σε οµοθαλλικά είδη όπως ο A. nidulans) 

µπορεί να παράξει µεγάλη γενετική ποικιλότητα και νέους γονότυπους 

πολύ ταχύτερα από ότι η αφυλετική αναπαραγωγή (Schoustra et al., 

2007). 

• Παράλληλα, η εγγενής αναπαραγωγή, οδηγεί στη συσσώρευση 

χρησίµων µεταλλαγών και την αποµάκρυνση επιβλαβών που θα 

µπορούσαν να παραµένουν και να συσσωρεύονται κατά την αγενή 

αναπαραγωγή 

• Επιπλέον, οι µειωτικοί απόγονοι (ασκοσπόρια), σε σύγκριση µε τα 

κονίδια έχουν πολύ µεγαλύτερη ικανότητα να επιβιώνουν σε ακραίες 

περιβαλλοντικές συνθήκες, όπως η έλλειψη νερού και οι υψηλές 

θερµοκρασίες (Schoustra et al., 2007). 

Το πρωταρχικό γεγονός της φυλετικής αναπαραγωγής είναι η αναστόµωση 

των µυκηλιακών υφών δύο στελεχών και η επακόλουθη ανάµειξη 

κυτταροπλασµατικού υλικού και πυρήνων. Από τα ετεροκάρυα, τα µυκήλια που 

διαθέτουν διαφορετικών ειδών πυρήνες, το ένα είδος πυρήνων θα συµβάλει εξ’ 

ολοκλήρου στο σχηµατισµό του µητρικού ιστού, δηµιουργώντας το τοίχωµα του 

κλειστοθηκίου (Εικόνα 1-10), αποτελούµενο από πολλά στρώµατα παχιών 

διακλαδιζόµενων υφών, ενώ ο δεύτερος τύπος πυρήνων θα συµβάλει στη δηµιουργία 

των ασκογόνων υφών, οι οποίες θα δώσουν γένεση στους ασκούς. Για το σχηµατισµό 

των ασκοσπορίων, αρχικά το ακραίο κύτταρο κάθε υφής κυρτώνει και σχηµατίζει ένα 

άγκιστρο. Ακολουθεί ταυτόχρονη µιτωτική διαίρεση των δύο πυρήνων του ακραίου 

κυττάρου, και σχηµατισµός διαφραγµάτων µεταξύ των θυγατρικών πυρήνων, τα 

οποία χωρίζουν το άγκιστρο σε τρία κύτταρα. Το υποκορυφαίο κύτταρο, που 
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βρίσκεται στην καµπή του αγκίστρου, περιέχει δύο πυρήνες, ενώ τόσο το κορυφαίο 

κύτταρο όσο και το κύτταρο της βάσης περιέχουν από έναν θυγατρικό πυρήνα. Το 

υποκορυφαίο κύτταρο, που ονοµάζεται µητρικό κύτταρο του ασκού, αρχίζει να 

διογκώνεται για το σχηµατισµό του ασκού, ενώ παράλληλα λαµβάνει χώρα η 

σύντηξη των δύο πυρήνων του. Το αποτέλεσµα αυτής της σύντηξης είναι ο 

σχηµατισµός ενός ενδιάµεσου διπλοειδούς κυττάρου, το οποίο υπόκειται άµεσα σε 

µειωτική διαίρεση. Οι τέσσερις πυρήνες που προκύπτουν από τη µείωση διαιρούνται 

µιτωτικά δίνοντας γένεση σε οχτώ πυρήνες, καθένας από τους οποίους περικλείεται 

σε ένα από τα οχτώ ασκοσπόρια του κάθε ασκού. Ο πυρήνας κάθε ασκοσπορίου 

διαιρείται µιτωτικά µε αποτέλεσµα το σχηµατισµό ώριµων διπύρηνων ασκοσπορίων. 

Το κορυφαίο και το βασικό κύτταρο συντήκονται σχηµατίζοντας ένα διπλοειδές 

κύτταρο, το οποίο σχηµατίζει ένα δεύτερο άγκιστρο και η διαδικασία 

επαναλαµβάνεται (Todd et al., 2007). 

 

 

 

Εικόνα 1-10  Στάδια ανάπτυξης ενός κλειστοθηκίου. (1-2) Η πρώτη µορφολογική 
εκδήλωση του σχηµατισµού ενός κλειστοθηκίου είναι η εµφάνιση δυο ξεχωριστών υφών που 
περιτυλίγονται, σχηµατίζοντας µια δοµή, στην όποια είναι ευδιάκριτη η κεφαλή και η ουρά 
του αρχικού κλειστοθηκίου. (3) Νεαρό κλειστοθήκιο µε µερικά κύτταρα  Hülle. (4) Ώριµο 
κλειστοθήκιο περιτριγυρισµένο από µεγάλο αριθµό κυττάρων Hülle. CI= αρχικό 
κλειστοθήκιο, HC= κύτταρα Hülle, C= ώριµο κλειστοθήκιο. Προσαρµογή από Sohn and 
Yoon 2002. 

 



Εισαγωγή   25 

Η Emericella είναι το µονό γνωστό τελειοµορφικό είδος το οποίο παράγει 

κύτταρα Hülle (Εικόνα 1-11). Αυτά είναι µεγάλα, σφαιρικά κύτταρα (10-15µm 

διάµετρος), µε παχύ κυτταρικό τοίχωµα, τα οποία περιβάλλουν τα κλειστοθήκια κατά 

τη διάρκεια ανάπτυξης τους. Είναι πολυπύρηνα κύτταρα, ωστόσο όταν φτάνουν το 

στάδιο της ωρίµανσης παρουσιάζουν κυρίως ένα µακροπυρήνα (εικοσαπλάσιου 

µεγέθους σε σχέση µε ένα φυσιολογικό) από τη συνένωση πολλών µικρότερων 

πυρήνων (Carvalho et al., 2002). Αυτά τα κύτταρα θεωρείται ότι παίζουν καθοριστικό 

ρόλο στη θρέψη των κλειστοθηκίων κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης τους, κυρίως 

µέσω της παραγωγής α-1,3 γλυκανασών για την αποικοδόµηση ουσιών και τη χρήση 

τους ως πηγών άνθρακα. 

 

 

 

Εικόνα 1-11  ∆ιαφορετικά στάδια ανάπτυξης κύτταρων Hülle. (1) Ανώριµα πολυπύρηνα 
κύτταρα Hülle. (2) Ώριµο κύτταρο Hülle, µε εµφανή µακροπυρήνα. Κλίµακα µεγέθυνσης 10 
µm.  Προσαρµογή από Carvalho et al. 2002. 

 

1.3.2.1 Η ρύθµιση του φυλετικού κύκλου 

 

Μέχρι σήµερα, τουλάχιστον 78 γονίδια έχουν ταυτοποιηθεί να σχετίζονται µε 

την εγγενή αναπαραγωγή στον A. nidulans (Dyer and O’Gorman, 2012). Μερικά από 

αυτά τα γονίδια είναι απαραίτητα για την έναρξη και την ολοκλήρωση του φυλετικού 

κύκλου ζωής, ενώ άλλα εµφανίζονται να εµπλέκονται µε τον αριθµό ή το βαθµό 

ωρίµανσης των µειωτικών απογόνων. Ο ρυθµός ανάπτυξης αλλά και η επιλογή 

ανάµεσα στην αγενή και εγγενή αναπαραγωγή, εξαρτάται άµεσα από τις  
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περιβαλλοντικές συνθήκες, τη σύνθεση του µέσου ανάπτυξης και την κυτταρική 

σηµατοδότηση (Krijgsheld et al., 2013).  

Σηµαντικός παράγοντας που καθορίζει την αναπτυξιακή διαφοροποίηση 

στους µύκητες είναι η σύνθεση του µέσου ανάπτυξης (θρεπτικά συστατικά και pH). 

Στην περίπτωση του A. nidulans ο σχηµατισµός άφθονων µειωτικών απογόνων 

απαιτεί στερεά υποστρώµατα «πλούσια» σε θρεπτικά συστατικά, σε αντίθεση µε τα 

«φτωχά» θρεπτικά υποστρώµατα που επάγουν το φυλετικό κύκλο σε άλλους µύκητες 

(Dyer et al., 1992). Μειωµένα επίπεδα πηγών άνθρακα ή αζώτου αναστέλλουν την 

εγγενή αναπαραγωγή, αναστέλλοντας το σχηµατισµό των κλειστοθηκίων, πιθανώς 

λόγω έλλειψης α-1,3-γλυκάνων5, που αποτελούν απαραίτητα συστατικά των 

κυτταρικών τοιχωµάτων των κλειστοθηκίων και µόρια αποθήκευσης ενέργειας. Η 

διαθεσιµότητα πηγών αζώτου όπως το αµµώνιο, τα νιτρικά, τα αµινοξέα και τα 

πεπτίδια, επηρεάζει καθοριστικά το αναπτυξιακό προγράµµατα του A. nidulans. 

Μειωµένα επίπεδα πηγών αζώτου, έχουν ως αποτέλεσµα την παραγωγή µικρότερων 

σε αριθµό και µέγεθος κλειστοθηκίων.  

Εξίσου σηµαντικός παράγοντας ο οποίος επηρεάζει την εγγενή αναπαραγωγή 

είναι η παρουσία ατµοσφαιρικών αερίων. Η ανάπτυξη κλειστοθηκίων στον A. 

nidulans πραγµατοποιείται όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται σε µέσο, όπου έρχονται 

σε επαφή µε τον αέρα (π.χ. σε µια επιφάνεια από άγαρ και όχι σε υγρή καλλιέργεια, 

όπου το µυκήλιο παραµένει συνήθως εξ ολοκλήρου αδιαφοροποίητο). Σε στερεά 

υποστρώµατα, ο σχηµατισµός µειωτικών απογόνων ενισχύεται σηµαντικά όταν τα 

επίπεδα διοξειδίου του άνθρακα είναι αυξηµένα. Αυτό συνήθως επιτυγχάνεται στο 

εργαστήριο µε τη σφράγιση των τρυβλίων, τη µείωση της συγκέντρωσης του 

οξυγόνου, προκαλώντας µη αναστρέψιµη είσοδο στο φυλετικό κύκλο (Han et al., 

2003). Ο τελευταίος περιβαλλοντικός παράγοντας που επηρεάζει την εγγενή 

αναπαραγωγή είναι η θερµοκρασία. Παραδοσιακά ο A. nidulans επωάζεται  στους 37 

°C για την επαγωγή του φυλετικού κύκλου (G. Pontecorvo et al., 1953) , ενώ σχεδόν 

διπλάσια αύξηση του αριθµού των κλειστοθηκίων µπορεί να επιτευχθεί µε επώαση 

στους 32 °C (Heitman, 2007). 

Το φως αποτελεί καθοριστικό περιβαλλοντικό ερέθισµα, το οποίο καθορίζει 

τόσο το ρυθµό ανάπτυξη του µύκητα όσο και τον τρόπο αναπαραγωγής του. Ο 

εγγενής κύκλος µπορεί να λάβει χώρα τόσο στο φως όσο και στο σκοτάδι, ωστόσο το 

                                                 
5 Οι γλυκάνες είναι πολυµερή της γλυκόζης, ενωµένα µε γλυκοζιδικούς δεσµούς. 
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σκοτάδι είναι προτιµητέο, καθώς το φως καθυστέρει την έναρξη του µονοπατιού για 

περίπου 15 ώρες (Yager, 1992) ενώ το έντονο φως αναστέλλει πλήρως το 

σχηµατισµό των µειωτικών απογόνων (Han et al., 2003) (Εικόνα 1-12Α). Μεταξύ 

των γονιδίων που απαιτούνται για το σχηµατισµό των κλειστοθηκίων είναι οι 

πρωτεΐνες velvet. Η πρωτεΐνη VeA φαίνεται να εµπλέκεται στη ρύθµιση της 

µορφογένεσης και δρα ως ένας κεντρικός µεταβολικός ρυθµιστής στη βιοσύνθεση 

φυσικών προϊόντων (δευτερογενείς µεταβολίτες), όπως οι καρκινογόνες  µυκοτοξίνες. 

ο µηχανισµός δράσης των οποίων δεν είναι απόλυτα κατανοητός µέχρι και σήµερα. Ο 

VeA6 µεταγραφικός παράγοντας ρυθµίζεται από το φως, η παρουσία κυανού φωτός 

τον αποκλείει από τον πυρήνα, προωθώντας την αφυλετική αναπαραγωγή (Bayram 

and Braus, 2012). Στο σκοτάδι, ο VeA, µετατοπίζεται στον πυρήνα µέσω του 

µεταφορέα KapA όπου καθίσταται ενεργός και επάγει τη εγγενή αναπαραγωγή και 

διαφοροποίηση (Εικόνα 1-12Β).  

 

 

Εικόνα 1-12  (Α) Ο κύκλου ζωής του A. nidulans και επίδραση του φωτός στην ανάπτυξη 
του µύκητα. Στον Α. nidulans η ισορροπία µεταξύ αγενούς και εγγενούς αναπαραγωγής είναι 
εξαρτωµένη από το φώς. Προσαρµογή από Bayram et al., 2008. (Β) Σχηµατική 
αναπαράσταση της δράσης της VeA. Παρουσία φωτός η VeA διατηρείται κυρίως στο 
κυτταρόπλασµα και η VelB υποστηρίζει την αφυλετική δηµιουργία σπορίων. Στο σκοτάδι η  
VeA µεταφέρεται  στον πυρήνα (οπού καθίσταται ενεργή) µέσω του KapA και επάγει τη 
εγγενή αναπαραγωγή.  ADDIN ZOTERO_ITEM CSL_CITATION 

                                                 
6 Είναι σηµαντικό να αναφερθεί πως όλα τα στελέχη του Α. nidulans που έχουν χρησιµοποιηθεί στην 
παρούσα εργασία, φέρουν την veA1 µεταλλαγή µερικής απώλειας λειτουργίας του VeA, και κατά 
συνέπεια κονιδιοποιούν κανονικά στο σκοτάδι. Η µεταλλαγή αυτή επιλέχθηκε από τον Pontecorvo (G. 
Pontecorvo et al., 1953), πιθανώς ακούσια, λόγω του πλεονεκτήµατος που εµφάνιζε το στέλεχος που 
τη φέρει σε εργαστηριακές συνθήκες, µιας και δεν είχε ανάγκη την παρουσία φωτός. 
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Romero","given":"Julio"}],"issued":{"date-
parts":[["2010",11]]}}}],"schema":"https://github.com/citation-style-
language/schema/raw/master/csl-citation.json"} (Bayram et al., 2010)(Bayram et al., 2008) 
(C) Το σύµπλοκο του Φώτος στον Α. nidulans. Προσαρµογή από Bayram et al., 2008. 

 

 

Πειραµατικά δεδοµένα υποδεικνύουν, ότι η µεταφορά της πρωτεΐνης VeA 

σχετίζεται µε ένα µηχανισµό “αίσθησης του  φωτός”, εφόσον η VeA αποτελεί τµήµα 

ενός  πυρηνικού πρωτεϊνικού συµπλόκου στο οποίο περιλαµβάνονται η πρωτεΐνη του 

κόκκινου φυτοχρώµατος7, FphA (Blumenstein et al., 2005) (υποδοχέας του κόκκινου 

φωτός), και οι πρωτεΐνες LreA και LreB (πρωτεΐνες απόκρισης στο µπλε φως) (Calvo, 

2008) (Εικόνα 1-12C). Επιπλέον, η VeA αλληλεπιδρά µε την LaeA (loss of aflR 

expression), µια µεθυλ-τρανσφεράση που απαιτείται για τη φυσιολογική 

ενεργοποίηση του δευτερογενούς µεταβολισµού και τη βιοσύνθεση πενικιλίνης και 

λοβαστατίνης στον A. nidulans. Πρόσφατες µελέτες επιβεβαίωσαν την ύπαρξη 

αλληλεπίδρασης VeA και LaeA αλλά και της VeA µε την πρωτεΐνη VelB µε τέτοιο 

τρόπο ώστε οι VelB και LaeA να µην αλληλεπιδρούν µεταξύ τους (Εικόνα 1-12C). Η 

VeA αλληλεπιδρά επίσης µε άλλες velvet-like πρωτεΐνες αλλά και µε τις πρωτεΐνες 

VipA, VipB, και VipC. Είναι πιθανόν η VeA να δρα ως πρωτεΐνη ικρίωµα για την 

επιτυχή ολοκλήρωση εξωτερικών ερεθισµάτων (π.χ. το φως), τα οποία εµπλέκονται 

µε µεταβολικές αλλαγές αλλά και την ισορροπία µεταξύ αγενούς και εγγενούς 

αναπαραγωγής (Bayram et al., 2008). 

 

                                                 
7 Τα φυτοχρώµατα είναι χρωµοπρωτεϊνες ανίχνευσης του φωτός µε δραστικότητα κινάσης. 
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Εικόνα 1-13  Απλουστευµένη σχηµατική αναπαράσταση των σηµατοδοτικών 
µονοπατιών της εγγενούς αναπαραγωγής του A. nidulans. Προσαρµογή από Han, 2009. 

 

 

 Σε πειράµατα UV µεταλλαξιγένεσης στις αρχές της δεκαετίας του 1990, 

αποµονώθηκε ένας µεγάλος αριθµός µεταλλαγών που χαρακτηρίστηκαν ως 

µεταλλαγές nsd (never in sexual development) παρουσίαζαν µεγάλα προβλήµατα 

κατά την εγγενή ανάπτυξη (Han, 2009; Han et al., 2003). Μεταξύ των nsd 

µεταλλαγών, το γονίδιο nsdD κωδικοποιεί για έναν µεταγραφικό παράγοντα, ο οποίος 

ελέγχει το σχηµατισµό κλειστοθηκίων. Απαλοιφή του nsdD προκαλεί απώλεια 

σχηµατισµού κλειστοθηκίων, ενώ η υπερέκφραση της πρωτεΐνης NsdD προωθεί το 

σχηµατισµό κυττάρων Hülle ακόµη και κάτω από συνθήκες (π.χ. υγρή καλλιέργεια) 

που αναστέλλεται κάθε είδους διαφοροποίησης (Εικόνα 1-13). Πολλοί ακόµα 

µεταγραφικοί παράγοντες έχουν χαρακτηριστεί και έχουν προταθεί ότι 

διαδραµατίζουν καθοριστικό ρολό στην εγγενή αναπαραγωγή. Μερικοί από τους 

καλύτερα µελετηµένους είναι ο SteΑ, θετικός ρυθµιστής της εγγενούς ανάπτυξης, 

απαλοιφή του όποιου δεν επηρεάζει τη µυκηλιακή ανάπτυξη και την κονιδιογένεση. 

Ωστόσο, τα steΑ∆ στελέχη δεν αναπτύσσουν κλειστοθήκια και ασκοσπόρια ακόµη 
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και υπό συνθήκες που ευνοούν την εγγενή αναπαραγωγή. Ο µεταγραφικός 

παράγοντας RosA (αναστολέας της εγγενή ανάπτυξη Α - repressor of sexual 

development A), αναστέλλει την εγγενή αναπαραγωγή κάτω από ακατάλληλες 

συνθήκες (χαµηλές συγκεντρώσεις άνθρακα). Απαλοιφή του γονιδίου rosA προάγει 

το σχηµατισµό των κυττάρων Hülle, ωστόσο η εγγενής ανάπτυξη δεν ξεπερνά πότε 

αυτό το στάδιο, δηλαδή δεν φθάνει στο σχηµατισµό κλειστοθηκίων. Ένα άλλο 

γονίδιο, nosA (αριθµός των µειωτικών σπόριων -number of sexual spores A) 

κωδικοποιεί για έναν πυρηνικό µεταγραφικό παράγοντα που σχετίζεται και αυτός µε 

την εγγενή ανάπτυξη. Επειδή ο RosA αναστέλλει την έκφραση του nosA, δείχνει ότι η 

ισορροπία αυτών των δύο µεταγραφικών παραγόντων καθορίζει την µοίρα των υφών 

που εισέρθουν στην εγγενή αναπαραγωγή (Sarikaya Bayram et al., 2010). 

Σε αντίθεση µε την αγενή αναπαραγωγή, οι µοριακοί µηχανισµοί που διέπουν 

την εγγενή αναπαραγωγή στον A. nidulans είναι ελάχιστα µελετηµένοι. Με δεδοµένη 

τη µεγάλη πολυπλοκότητα της αναπτυξιακής διαδικασίας, είναι σχεδόν σίγουρο ότι ο 

αριθµός των γονιδίων που διαδραµατίζει καθοριστικό θα είναι σηµαντικά αυξηµένος. 

Ένας κύριος λόγος για τον οποίο µεταλλαγές σε γονίδια που σχετίζονται µε την 

εγγενή διαδικασία αναπαραγωγής είναι δύσκολο να αποµονωθούν είναι, γιατί το 

αρχικό εργαστηριακό στέλεχος έφερε την veA1 µεταλλαγή. Και ο δεύτερος λόγος 

είναι ότι η κονιδιογένεση λαµβάνει χώρα πριν την εγγενή αναπαραγωγή, έτσι 

καθίσταται δύσκολη η παρακολούθηση της εγγενούς  διαδικασίας (σύντηξη υφών, 

σχηµατισµός κλειστοθηκίων, δηµιουργία ασκοσπορίων). 
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1.3.3   Παραφυλετικός κύκλος 

 

Όπως αρκετοί υφοµύκητες (ανεξαρτήτως τεκµηριωµένης ύπαρξης φυλετικού 

κύκλου) έτσι και ο A. nidulans παρουσιάζει το φαινόµενο του παραφυλετικού κύκλου 

ανάπτυξης. Σε αυτόν, δύο οµοθαλλικές υφές από διαφορετικά στελέχη συντήκονται 

για να δηµιουργήσουν ετεροκάρυο, παρόµοια µε το σχηµατισµό τους στο φυλετικό 

κύκλο. Στο ετεροκάρυο, µε πολύ χαµηλή συχνότητα, δύο πυρήνες είναι δυνατόν να 

συντηχθούν για τη δηµιουργία ενός διπλοειδούς πυρήνα. Ο πυρήνας αυτός είναι 

σταθερός και µπορεί να πολλαπλασιάζεται µιτωτικά µέσω του αγενούς κύκλου 

αναπαραγωγής. Σε κάποιο ποσοστό, πολύ µικρότερο του µειωτικού, εµφανίζεται 

µάλιστα και µιτωτικός ανασυνδυασµός µεταξύ των οµόλογων χρωµοσωµάτων. Ο 

διπλοειδής πυρήνας είναι δυνατόν να αποσταθεροποιηθεί, φυσικά ή τεχνητά µε χρήση 

χηµικών, και να οδηγήσει µετά από µείωση σε κονιδιοσπόρια µε 2ν+1 και 2ν-1 

χρωµοσώµατα. Από αυτή την ανευπλοειδική κατάσταση, στις επόµενες µιτώσεις, το 

πρώτο θα χάσει ένα χρωµόσωµα και θα επαναφερθεί στη διπλοειδική κατάσταση, ενώ 

το δεύτερο θα χάνει σταδιακά χρωµοσώµατα µέχρι απλοειδίας. Η βιολογική σηµασία 

του παραφυλετικού κύκλου παραµένει ασαφής δεδοµένου ότι η συχνότητα του 

φαινοµένου είναι πολύ χαµηλή. Θα µπορούσε να θεωρηθεί ως εναλλακτικό µονοπάτι 

για τη δηµιουργία γενετικής ποικιλότητας, καθώς µπορεί να πραγµατοποιηθεί χωρίς 

τις προϋποθέσεις που απαιτεί ο φυλετικός κύκλος, αλλά η µικρή συχνότητα 

εµφάνισής του δεν τον καθιστά ικανό να αντικαταστήσει το φυλετικό κύκλο στη 

λειτουργία αυτή (Schoustra et al., 2007).  
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1.4  Οι δραστικές µορφές οξυγόνου - Reactive oxygen 

species (∆ΜΟ-ROS) στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς 

 

∆ραστικές Mορφές Oξυγόνου (∆ΜΟ, ROS), στις οποίες συµπεριλαµβάνονται οι 

ρίζες υδροξυλίου (·ΟΗ), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) και τα ανιόντα 

σουπεροξειδίου (·Ο2
-), σχηµατίζονται αναπόφευκτα κατά τον αερόβιο µεταβολισµό 

(Εικόνα 1-14Α) και είναι η κύρια αιτία εκδήλωσης του φαινοµένου της οξειδωτικής 

πίεσης στα κύτταρα. Τα ROS περιλαµβάνουν τα πρωτογενή δραστικά παράγωγα του 

οξυγόνου αλλά και όλα εκείνα (ρίζες ή µη), τα οποία προκύπτουν δευτερογενώς κατά 

τις διάφορες χηµικές αλληλεπιδράσεις µε τα στοιχεία του κυτταρικού περιβάλλοντος 

(π.χ. ελεύθερες υπεροξυλ-ρίζες R-C-O-O• και αλκοξυλ-ρίζες R-C-O•, ενδιάµεσα 

προϊόντα της υπεροξείδωσης λιπιδίων) (Held, 2010).  

Οι αερόβιοι οργανισµοί έχουν αναπτύξει αµυντικούς µηχανισµούς ώστε να 

µπορούν να επιβιώσουν σε συνθήκες έντονου οξειδωτικού στρες. Είναι σηµαντικό ότι 

κατορθώνουν όχι µόνο να διατηρούν την ενδοκυτταρική συγκέντρωση του Ο2 σε 

επίπεδα χαµηλότερα από αυτά της ατµόσφαιρας (21%), αλλά διατηρούν και την 

ικανότητα αποτελεσµατικής λειτουργίας της αναπνευστικής αλυσίδας σε αυτές τις 

συνθήκες. Το οξειδωτικό φορτίο (ROS και προϊόντα δράσης τους) που δηµιουργείται 

σε συνθήκες έντονου οξειδωτικού στρες αντιµετωπίζεται από την αντιοξειδωτική 

άµυνα των οργανισµών, η οποία εκδηλώνεται σε τρία βασικά επίπεδα (Gessler et al., 

2007):  

• στον περιορισµό της διαθεσιµότητας των µετάλλων µετάπτωσης και άλλων 

ουσιών µε προ-οξειδωτική δράση (προάγουν την οξειδωτική καταστροφή των 

βιοµορίων από ROS ή άλλα προϊόντα του οξειδωτικού στρες). Εδώ 

συµµετέχουν πρωτεΐνες που δεσµεύουν µέταλλα µετάπτωσης 

(µεταλλοπρωτεΐνες) και συνεπώς µειώνουν τη διαθεσιµότητά τους 

(τρανσφερρίνη, φερριτίνη και σερουλοπλασµίνη κ.λπ.).  

• στην εκκαθάριση των ROS και άλλων δραστικών µορίων πριν πλήξουν τα 

βιοµόρια, που επιτυγχάνεται µε ένζυµα µε αντιοξειδωτική δράση όπως οι 

δισµουτάσες (εξωκυττάρια, κυτταροπλασµατική, µιτοχονδριακή) της ρίζας 

υπεροξειδίου (SuperOxide Dismutases, SOD), η καταλάση (Catalase, CAT), 

οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (Glutathione Peroxidases, GPx), και οι 

γενικές υπεροξειδάσες (Peroxidases). Επιπλέον, χρησιµοποιούνται και 
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οργανικές ενώσεις, µικρού συνήθως µοριακού βάρους, που δρουν ως 

αντιοξειδωτικοί εκκαθαριστές ελεύθερων ριζών (free radical scavengers) και 

δραστικών µορίων, όπως η γλουταθειόνη, χολερυθρίνη, λιποϊκό οξύ, ουρικό 

οξύ, µελανίνες, ασκορβικό οξύ (βιταµίνη C), τοκοφερόλες, τοκοτριενόλες και 

καροτενοειδή. 

•  στην επιδιόρθωση των πληγέντων µορίων και αποκατάσταση των βλαβών 

τους, που αφορά µηχανισµούς επιδιόρθωσης του DNA (DNA γλυκοζυλάσες), 

αναγωγής οξειδωµένων σουλφυδρυλοµάδων των πρωτεϊνών και την 

επιδιόρθωση των λιπιδικών υπεροξειδίων.  

 

 

 

Εικόνα 1-14  (Α) Ηλεκτρονιακή δοµή των πιο συνηθισµένων δραστικών µορφών οξυγόνου, 
ROS (∆ΜΟ). Η ύπαρξη ενός τουλάχιστον ασύζευκτου ηλεκτρονίου συµβολίζεται 
συνήθως µε µια τελεία ως εκθέτη στη αριστερή πλευρά του χηµικού τύπου της ένωσης. 
(Β) Προτεινόµενο µοντέλο για τη ρύθµιση της διαφοροποίησης των κυττάρων από τα ROS. 
Μια κατάσταση έντονης οξειδωτικής πίεσης είναι µια παροδική και ασταθής 
κατάσταση στην οποία η παραγωγή ROS ξεπερνά την αντιοξειδωτική ικανότητα του 
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κυττάρου, και φαίνεται να ρυθµίζει τη µετάβαση µεταξύ αδιαφοροποίητων και 
διαφοροποιηµένων καταστάσεων. Η έντονη οξειδωτική πίεση έχει τρία πιθανά 
αποτελέσµατα: (i) την αντιστάθµιση της οξειδωτικής πίεσης και την επιστροφή στην 
προηγούµενη σταθερή κατάσταση (ii) τη διαφοροποίηση του κύτταρου ή (iii) τον 
κυτταρικό θάνατο. Ο κυτταρικός θάνατος επιτρέπει σε άλλα κύτταρα είτε να 
προσαρµοστούν ή να διαφοροποιηθούν. Προσαρµογή από Aguirre et al., 2005. (C) Το 
γονίδιο noxA είναι απαραίτητο για την ανάπτυξη των κλειστοθηκίων. Εικόνες ηλεκτρονικής 
µικροσκοπίας µε σκοπό την εύρεση κυττάρων Hülle (λευκό βέλος) και κλειστοθηκίων σε 
στελέχη φυσικού τύπου και στελέχη noxA∆. Προσαρµογή από Lara-Ortíz et al., 2003. 

 

 

Χωρίς αυτούς τους µηχανισµούς οι οργανισµοί θα συσσώρευαν οξειδωτικές 

βλάβες σε βαθµό τέτοιο που δε θα επέτρεπε την επιβίωσή τους (Held, 2010). Οι 

βλαβερές συνέπειες των ROS στο DNA, στις πρωτεΐνες, στα λιπίδια αλλά και ο ρόλος 

τους σε παθολογικές καταστάσεις και τη γήρανση είναι καλά µελετηµένες (Aguirre et 

al., 2005). Ωστόσο, την τελευταία δεκαετία έχουν συσσωρευτεί πολλά δεδοµένα  τα 

οποία υποστηρίζουν µια εναλλακτική άποψη, σύµφωνα µε την οποία ειδικά ένζυµα, 

όπως οι οξειδάσες της NADPH (Φωσφορική οξειδάση του νικοτιναµιδο αδενινο 

δινουκλεοτιδίου - NOX), παράγουν ROS µε σκοπό τη ρύθµιση διαφορετικών 

κυτταρικών λειτουργιών, όπως την κυτταρική διαφοροποίηση, τον πολλαπλασιασµό 

των κυττάρων, τη µεταγωγή σήµατος και τη µεταφορά ιόντων. Τόσο ο επιβλαβής όσο 

και ο λειτουργικός ρόλος των ROS έχουν προκαλέσει µεγάλο ενδιαφέρον στον 

καθορισµό των µηχανισµών µε τους οποίους τα ROS παράγονται, ανιχνεύονται και 

αντιµετωπίζονται, καθώς και το βαθµός συντήρησης αυτών των µηχανισµών µεταξύ 

των διαφορετικών οργανισµών.  

 

1.4.1  Ο ρόλος των ROS στη κυτταρική ανάπτυξη και 

διαφοροποίηση 

 

Πριν από είκοσι πέντε χρόνια, οι Hansberg and Aguirre πρότειναν ένα 

µοντέλο στο οποίο η διαφοροποίηση των κυττάρων βασιζόταν στα επίπεδα των ROS 

(Hansberg and Aguirre, 1990). Αρχικά, η υπόθεση αυτή βασίστηκε στην ανίχνευση 

οξειδωµένων µορφών της συνθετάσης της γλουταµίνης, της γλουταµικής 

αφυδρογονάσης, καθώς και στην οξείδωση της NADPH και της γλουταθειόνης κατά 

την αγενή διαφοροποίηση του µύκητα Neurospora crassa. Σύµφωνα µε αυτήν την 

υπόθεση, η ανάπτυξη και οι διαφοροποιηµένες καταστάσεις των κυττάρων είναι 
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σταθερές συνθήκες στις οποίες τα ROS διατηρούνται σε χαµηλά επίπεδα από µια 

ισορροπία µεταξύ παραγωγής ROS (π.χ. από τα µιτοχόνδρια και τις πρωτεΐνες NOX) 

και την αποµάκρυνση αυτών (π.χ., µε αντιοξειδωτικά ένζυµα). Η παροδική αύξηση 

των ROS, µπορεί να έχει ως αποτέλεσµα την αντιστάθµιση της οξειδωτικής πίεσης 

και την επιστροφή στην προηγούµενη σταθερή κατάσταση, την κυτταρική 

διαφοροποίηση ή τον κυτταρικό θάνατο, όταν η προσαρµογή ή η διαφοροποίηση των 

κυττάρων δεν µπορεί να λάβει χώρα (Εικόνα 1-14Β). 

Αρκετές αναφορές σε διαφορετικούς ευκαρυωτικούς µικροοργανισµούς έχουν 

δείξει ότι υπάρχει συσχέτιση µεταξύ των αναπτυξιακών διαδικασιών και την αύξηση 

των επιπέδων έκφρασης γονιδίων που κωδικοποιούν για αντιοξειδωτικά ένζυµα, όπως 

δισµουτάσες και καταλάσες (Aguirre et al., 2005). Αρκετά γονίδια καταλασών του A. 

nidulan (CATA-D)  και της N. crassa (cat-1-3) έχουν βρεθεί να εκφράζονται σε 

διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια, κυτταρικά διαµερίσµατα ή τύπους κυττάρων 

(Kawasaki and Aguirre, 2001; Michán et al., 2002). Τα γονίδια catB και cat-3, των 

οποίων η έκφραση επάγεται από οξειδωτικό στρες, κωδικοποιούν οµόλογες 

καταλάσες που σχετίζονται µε την ανάπτυξη και την έναρξη της κονιδιογένεσης. 

Οµοίως, τα γονίδιο catA και cat-1 κωδικοποιούν οµόλογες καταλάσες που 

εντοπίζονται στα κονιδιοσπόρια (Kawasaki and Aguirre, 2001).  

Εκτός από τις αλλαγές στη δραστηριότητα/έκφραση των αντιοξειδωτικών 

ενζύµων, άλλα δεδοµένα συσχετίζουν την παρουσία των ROS µε την κυτταρική 

ανάπτυξη και διαφοροποίηση. Μελέτες έχουν δείξει ότι δραστικές µορφές οξυγόνου 

παράγονται κατά τη διαφοροποίηση και το σχηµατισµό κλειστοθηκίων στον A. 

nidulan. Απαλοιφή του γονιδίου noxA (οξειδάση της NADPH) δεν έχει καµιά 

επίπτωση στη µυκηλιακή ανάπτυξη ή την αγενή αναπαραγωγή. Ωστόσο, τα 

µεταλλαγµένα noxA∆ στελέχη αναπτύσσουν ανώριµα κύτταρα Hülle και 

κλειστοθήκια, δηλαδή τα κύτταρα µπορούν να εισέρθουν στην εγγενή αναπαραγωγή, 

χωρίς ωστόσο να είναι σε θέση να την ολοκληρώσουν. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει 

την σπουδαιότητα των ROS στην επιτυχή ωρίµανση των εγγενών δοµών του A. 

nidulan (Εικόνα 1-14C) (Lara-Ortíz et al., 2003).  

Η εγκαθίδρυση πολικής αύξησης (βλέπε παραπάνω) για την ανάπτυξη των 

υφών στους νηµατοειδείς µύκητες απαιτεί την εξειδικευµένη εκβλάστηση µέσω 

επάκριας αύξησης, ενώ η ταυτόχρονη απουσία πλευρικών διακλαδώσεων στην 

επάκρια περιοχή των υφών υποδηλώνει ότι ο σχηµατισµός τους καταστέλλεται 

ενεργά (Επάκρια Κυριαρχία) (Rossomando and Alexander, 1992). Αυτό 
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επιτυγχάνεται µέσω ενός µηχανισµού, κεντρικό ρόλο στον οποίο διαδραµατίζουν οι 

δραστικές µορφές οξυγόνου (Semighini and Harris, 2008). Η δηµιουργία µιας κλίσης 

συγκέντρωσης ROS στο εγγύς άκρο των υφών φαίνεται να είναι ένα χαρακτηριστικό 

γνώρισµα της πολικής αύξησης. Μετρήσεις της παράγωγης ROS κατά τη διάρκεια 

εκβλάστησης των κυττάρων του A. nidulan, έδειξαν ότι η συσσώρευση των ROS 

στην επάκρια περιοχή των υφών συσχετίζεται µε την Επάκρια Κυριαρχία των υφών 

(Apical Dominance) αλλά και την δηµιουργία ενός πολικού άξονα εκβλάστησης. Η 

διακοπή της παραγωγής ROS είτε µε χορήγηση DPI (χλωριούχο δυµεθυλαµµώνιο), 

αναστολέα των οξειδασών Νox είτε µε επώαση των κυττάρων µε τον εκκαθαριστή 

ελεύθερων ριζών, ασκορβικό οξύ, είχε ως αποτέλεσµα την αδυναµία σχηµατισµού 

του βλαστικού σωλήνα. Απαλοιφή του γονιδίου noxR οδηγεί σε διπολική εκβλάστηση 

και διχοτοµική διακλάδωση, υποδεικνύοντας ότι η NoxR8 (Lambeth, 2004) έχει ένα 

σηµαντικό ρόλο στη ρύθµισης της χωρικής παραγωγής ROS (Semighini and Harris, 

2008). 

Η παράγωγη δευτερογενών µεταβολιτών στους µύκητες πραγµατοποιείται σε 

συγκεκριµένα αναπτυξιακά στάδια του βιολογικού κύκλου ζωής τους. ∆εδοµένου ότι 

αλλαγές στα επίπεδα των ROS εµπλέκονται στις αναπτυξιακές αποφάσεις πολλών 

οργανισµών, δεν προκαλεί έκπληξη η ύπαρξη συσχέτισης των ROS µε την παράγωγη 

δευτερογενών µεταβολιτών στους µύκητες. Έχει παρατηρηθεί ότι αυξηµένα επίπεδα 

ROS συσχετίζονται µε αυξηµένη παράγωγη αφλατοξινών στον Aspergillus 

parasiticus και Aspergillus flavus (Reverberi et al., 2008). Στελέχη τα οποία δεν 

µπορούσαν να βιοσυνθέσουν αφλατοξίνες παρουσίαζαν µειωµένα επίπεδα ROS σε 

σύγκριση µε τα στελέχη φυσικού τύπου (τα οποία παρήγαγαν αφλατοξίνες), 

αποτέλεσµα, το οποίο υποδηλώνει ότι η σύνθεση δευτερογενών µεταβολιτών µπορεί 

να συµβαίνει ως αντισταθµιστική απάντηση στη συσσώρευση ROS. Η διατήρηση 

µιας ισορροπίας µεταξύ οξειδωτικών ριζών/µορίων και αντιοξειδωτικών µηχανισµών 

είναι επίσης σηµαντική για τη βιοσύνθεση δευτερογενών µεταβολιτών. Απαλοιφή του 

γονιδίου yap19 το οποίο κωδικοποιεί για έναν µεταγραφικό παράγοντα που 

ανταποκρίνεται στο οξειδωτικό στρες, οδηγεί σε αυξηµένη ευαισθησία σε 

                                                 
8 Η πρωτεΐνη NoxR κωδικοποιεί για τη ρυθµιστική υποµονάδα p47phox της οξειδάσης Nox. Στον A. 
nidulan η NoxR πρωτεΐνη λειτούργει σε ένα παράλληλο µονοπάτι (µε εκείνο της πρωτεΐνης NoxΑ) και 
ρυθµίζει τον εντοπισµό της πρωτεΐνης Nox (Semighini and Harris, 2008). 
 
9 Όταν τα κύτταρα εκτίθενται σε οξειδωτικό στρες, ο µεταγραφικός παράγοντας Yap1, µετατοπίζεται 
από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα, ενεργοποιώντας την έκφραση πολλών γονιδίων-στόχων που 
εµπλέκονται στην αντιοξειδωτική προστασία των κυττάρων (Ikner and Shiozaki, 2005). 
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οξειδωτικές ουσίες καθώς και την πρόωρη παραγωγή ROS και αφλατοξινών. Η 

ανάγκη για επίτευξη οξειδοαναγωγής ισορροπίας υποστηρίζεται περαιτέρω από την 

παρατήρηση ότι η προσθήκη καφεϊκού οξέος (ισχυρό αντιοξειδωτικό) οδηγεί σε 

δραµατική µείωση της βιοσύνθεσης αφλατοξινών. Αναλύσεις µικροσυστοιχιών, στις 

ίδιες συνθήκες, έδειξαν ότι µειώνεται σηµαντικά η έκφραση σχεδόν όλων των 

γονιδίων, που εµπλέκονται στη βιοσύνθεση αφλατοξινών. Μεταξύ των γονιδίων που 

υπερεκφράζονται είναι αυτά που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που αποτοξινώνουν τα 

κύτταρα από ROS (όπως τα γονίδια υπεροξειδασών).  

 

 

 

Εικόνα 1-15  Προτεινόµενο µοντέλο της TORC2-Ypk1 σηµατοδότησης για τη διατήρηση 
της οµοιόστασης των σφιγγολιπιδίων και τη ρύθµιση των ROS. Προσαρµογή από Niles et 
al., 2014 

 

 

ROS παράγονται από πολλές πηγές, τόσο στα κύτταρα θηλαστικών όσο και 

στους µύκητες. Η σηµαντικότερη πηγή ROS είναι η µιτοχονδριακή αλυσίδα 

µεταφοράς ηλεκτρονίων. ROS παράγονται επίσης από µη µιτοχονδριακές πηγές, 

όπως µετά από στρες του ενδοπλασµατικού δικτύου, έκθεση των κυττάρων σε βαρέα 

µέταλλα (Haynes et al., 2004), καθώς και µετά από τη µείωση των επιπέδων των 
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σφιγγολιπιδίων (Kajiwara et al., 2012). Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι η 

TORC2/Ypk1 σηµατοδότηση (βλέπε παρακάτω) διαδραµατίζει κρίσιµο ρόλο τόσο 

στη ρύθµιση των ενδοκυτταρικών ROS επίπεδων όσο και στην απόκριση των 

κυττάρων σε αυτά. Πιο συγκεκριµένα, έχει δειχθεί ότι η κινάση Ypk1 καταστέλλει τη 

συσσώρευση ROS, τα όποια παράγονται από δυο διακριτές πηγές (Niles et al., 2014). 

Η πρώτη και σηµαντικότερη πηγή ROS αποτελεί η διαταραγµένη µιτοχονδριακή 

αναπνοή ενώ δεύτερη σηµαντική πηγή είναι η ουδετεροποίηση του pH του 

χυµοτοπίου (Brett et al., 2011) και η επακόλουθη οξίνιση του κυτταροπλάσµατος. 

Ταυτόχρονα διαπιστώθηκε ότι τα ενδοκυτταρικά επίπεδα του σφιγγολιπιδίων 

συµβάλλουν τόσο  στη διατήρηση του φυσιολογικού pH των χυµοτοπίων όπως και 

στην καταστολή παράγωγης ROS. Είναι αξιοσηµείωτο ότι τα ROS που παράγονται 

από την αναστολή της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων οδηγούν στην φωσφορυλίωση 

και ενεργοποίηση του σηµατοδοτικού µονοπατιού TORC2/Ypk1 (Εικόνα 1-15). Η 

ενεργοποιηµένη Ypk1 µε τη σειρά της είναι σε θέση να δράσει ως θετικός ρυθµιστής 

της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων για την αποκατάσταση της οµοιόστασης. Η ίδια 

ερευνητική οµάδα παρουσίασε πειραµατικά δεδοµένα, σύµφωνα µε τα οποία οι ROS 

αποτελούν σηµαντικούς διαµεσολαβητές στη ρύθµιση της οργάνωσης του 

κυτταροσκελετού ακτίνης µέσω του µονοπατιού TORC2/Ypk1. Τα αποτέλεσµα 

υποστηρίζουν ένα µοντέλο στο οποίο η ρύθµιση της Fpk110, της βιοσύνθεσης 

σφιγγολιπιδίων αλλά και της µιτοχονδριακής αναπνοής από τη Ypk1 αποτρέπει την 

οξείδωση κρίσιµων κυστεΐνών της ακτίνης από τα ROS και την επακόλουθη 

αποδιοργάνωση του κυτταροσκελετού (Niles and Powers, 2014).  

Ο ρόλος των ROS ως µόρια σηµατοδότησης έχει αµφισβητηθεί, κυρίως λόγω της 

εµφανούς απουσίας συγκεκριµένων στόχων αυτών των ριζών/µορίων αλλά και της 

απουσίας µηχανισµών αναστρεψιµότητας αντιδράσεων οξείδωσης. Το πώς 

επιτυγχάνεται η σηµατοδότηση µέσω των ROS παραµένει ένα βασικό ερώτηµα. 

Κατάλοιπα κυστεΐνών σε φωσφατάσες τυροσίνης και σε µεταγραφικούς παράγοντες 

αποτελούν σηµαντικούς στόχους οξείδωσης από τα ROS, ιδιαίτερα από το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2). Ίσως το καλύτερο παράδειγµα αποτελεί αυτό της 

βακτηριακής OxyR, όπου οξείδωση της από ROS έχει ως αποτέλεσµα αλλαγές στη 

στερεοδιάταξη της πρωτεΐνης και την επακόλουθη µετάβασή της από ανενεργό σε 

                                                 
10 Η Fpk1 είναι κινάση σερίνης-θρεονίνης, η οποία φωσφορυλιώνει πολλά µέλη της οικογένειας 
αµινοφωσφολιπιδικών τρανσλοκασών, ρυθµίζοντας έτσι τη µετατόπιση των φωσφολιπιδίων και την 
ασυµµετρία της µεµβράνης. Εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, στα ενδοσώµατα και στην πλασµατική 
µεµβράνη (Yamane-Sando et al., 2014). 
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ενεργό µορφή (Winterbourn and Hampton, 2008). Ωστόσο, η οξείδωση πρωτεϊνών 

από τα ROS µπορεί να µην είναι άµεση, αλλά µπορεί να περιλαµβάνει µία πρωτεΐνη 

προσαρµογέα. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα αυτού του µηχανισµού 

«προσαρµογέα» είναι αυτό του µεταγραφικού παράγοντα Yap1, του οποίου η 

οξείδωση προκαλείται από την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης Gpx3 (Ikner and 

Shiozaki, 2005). Οι περισσότερες µέχρι σήµερα µελέτες καταδεικνύουν ότι η χωρική 

και χρονική οργάνωση της παράγωγης ROS παίζει ένα βασικό ρόλο στην κυτταρική 

διαφοροποίηση και ανάπτυξη (Scott and Eaton, 2008). Ωστόσο ποιοι µηχανισµοί 

είναι υπεύθυνοι για την παραγωγή ROS είναι βασικό ερώτηµα για µελλοντικές 

µελέτες για την αποσαφήνιση και κατανόηση των σηµατοδοτικών µηχανισµών στους 

οποίους οι δραστικές µορφές οξυγόνου εµπλέκονται.   
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1.5 Σύσταση και οργάνωση της πλασµατικής µεµβράνης  
Από ένα οσµωτικό φράγµα στις λιπιδικές σχεδίες. Μια σύντοµη ιστορία των µοντέλων της 

πλασµατικής µεµβράνης 

 

Η πλασµατική µεµβράνη αποτελεί ένα από τα κυριότερα χαρακτηριστικά του 

βιολογικού κόσµου, µε την εξαίρεση κάποιων ιών, όλα τα έµβια όντα εξαρτώνται από 

την ύπαρξη της, καθώς χωρίς αυτήν, η ζωή όπως την ξέρουµε δεν θα ήταν δυνατόν να 

υπάρξει. Η πλασµατική µεµβράνη καθορίζει τα όρια του κυττάρου και το διαχωρίζει 

από το περιβάλλον του. Περιβάλλει όλα τα κύτταρα και είναι ηµιδιαπερατή, 

ελέγχοντας µε αυτόν τον τρόπο την κίνηση των µικρών υδατοδιαλυτών µορίων µέσα 

και έξω από το κύτταρο. Σήµερα γνωρίζουµε πολλά για τις µεµβράνες, ωστόσο δεν 

ήταν πάντα έτσι. Η ιστορία για το πώς φτάσαµε σήµερα να κατανοούµε τη σύσταση 

και τη δοµή των µεµβρανών, δεν αρχίζει µε τη βιολογία, αλλά µε τη χηµεία, τη 

µελέτη των λιπιδίων (π.χ. έλαια) και µε το πως αυτά αλληλεπιδρούν µε το νερό 

(Mouritsen, 2011). 

Ήδη από το δεύτερο µισό του 19ου αιώνα, έγινε προφανές ότι ένα οσµωτικό 

φράγµα διαχωρίζει το εσωτερικό και το εξωτερικό των κυττάρων. Πρωτοπλάστες 

φυτικών κυττάρων ήταν διαπερατοί από το νερό, αλλά όχι από µεγαλύτερα 

µακροµόρια όπως η σουκρόζη. Ο Pfeffer ήταν ο πρώτος που µελέτησε την οσµωτική 

πίεση στο εσωτερικό των κυττάρων και διατύπωσε την ιδέα ότι το πρωτόπλασµα των 

κυττάρων περιβάλλεται από ένα λεπτό στρώµα, το οποίο και ονόµασε πλασµατική 

µεµβράνη. Στην πραγµατικότητα, ο Pfeffer πρότεινε ότι αυτή η µεµβράνη δεν 

καλύπτει µόνο την εξωτερική επιφάνεια των κυττάρων, αλλά επίσης διαχωρίζει όλα 

τα υδατικά περιβάλλοντα στο εσωτερικό των κυττάρων, και για αυτό το λόγο, µπορεί 

να θεωρηθεί ως ο πατέρας της θεωρίας των µεµβρανών. O Charles Ernest Overton 

(1895), πρώτος ερεύνησε τις οσµωτικές ιδιότητες των κυττάρων και παρατήρησε στα 

τέλη του 19ου αιώνα, ότι η διείσδυση των µορίων µέσω των µεµβρανών σχετίζεται µε 

το συντελεστή κατανοµής νερού και λαδιού, εφόσον µη πολικά/λιπόφιλα µόρια ήταν 

σε θέση να διαπεράσουν τα κύτταρα πολύ πιο εύκολα από ότι πολικά µόρια ίδιου 

µεγέθους. Τα ευρήµατα του Overton οδήγησαν στην υπόθεση ότι οι λεπτές 

µεµβράνες που περιβάλλουν τα κύτταρα έχουν τις ιδιότητες του λαδιού (Heimburg, 

2007). Στο βιβλίο του για την αναισθησία, αποκάλεσε τα στρώµατα που περιβάλλουν 

τα κύτταρα «Λιποειδή» και ανέφερε ότι αποτελούνται από λιπίδια και χοληστερόλη 

(Baker, 1952).  
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Έχοντας ως δεδοµένο ότι η κυτταρική µεµβράνη αποτελείται από λιπίδια, 

πρόεκυψε το ερώτηµα, πώς οργανώνονται αυτά στο χώρο ώστε να σχηµατίσουν τις 

λεπτές µεµβράνες. Το 1890, ο Rayleigh, που εργαζόταν µε απλά έλαια, έδειξε ότι 

αυτά (τα λιπίδια) έχουν την τάση να εξαπλώνονται πάνω από την επιφάνεια του 

νερού. Μετρώντας τον αρχικό όγκο του ελαίου και το εµβαδόν της περιοχής που 

κάλυπτε, ήταν σε θέση να υπολογίσει το πάχος του φίλµ που σχηµατιζόταν. Αυτή η 

αρχική παρατήρηση, βελτιώθηκε από την Agnes Pockels, η οποία εργαζοµένη στην 

κουζίνα της, και χωρίς επίσηµη εκπαίδευση, επινόησε µια απλή συσκευή για να 

ποσοτικοποιεί την περιοχή που κάλυπτε το λιπιδικό φίλµ. Η συσκευή τελειοποιήθηκε 

από τον Langmuir (1917), µε την όποια ήταν σε θέση να µελετήσει στοιβάδες 

λιπιδίων, διαπιστώνοντας ότι σε αυτές τις µονές στοιβάδες, οι πολικές οµάδες της 

κεφαλής κατευθύνονταν προς το νερό ενώ οι υδρόφοβοι υδρογονάνθρακες 

κατευθύνονταν προς την αντίθετη πλευρά. Το 1925, οι E. Gorter και G. Grendel, 

µέτρησαν την ποσότητα των φωσφολιπιδίων που πήραν από συγκεκριµένο αριθµό 

ερυθρών αιµοσφαιρίων και υπολόγισαν ότι δυο στρώσεις φωσφολιπιδίων περιέβαλαν 

κάθε ερυθρό αιµοσφαίριο. Οι συγκεκριµένοι ερευνητές, πρότειναν επίσης ότι οι µη 

πολικές (υδρόφοβες) ουρές των λιπιδίων εκτείνονται προς τα µέσα και οι πολικές 

(υδρόφιλες) κεφάλες βρίσκονται προς το εξωτερικό των κυττάρων (Εικόνα 1-16).  

Ωστόσο τα λιπίδια από µόνα τους δεν ήταν σε θέση να αιτιολογήσουν 

/εξηγήσουν τις φυσικοχηµικές ιδιότητες και λειτουργίες των µεµβρανών. Στην 

προσπάθεια ερµηνείας της εκλεκτικής διαπερατότητας της µεµβράνης από µη 

λιπιδικά µόρια, οι Danielli και Davson πρότειναν το - πρώτο µοριακό - µοντέλο για 

τη δοµή των βιοµεµβρανών. Στο µοντέλο αυτό των Danielli και Davson, η διπλή 

στρώση φωσφολιπιδίων περιβάλλεται από σφαιρικές πρωτεΐνες που καλύπτουν όλη 

την επιφάνεια της. Ωστόσο οι Danielli και Davson δεν απέκλεισαν το ενδεχόµενο ότι 

οι πρωτεΐνες µπορούν να διαπερνούν τη µεµβράνη έτσι ώστε να σχηµατίζεται ένα 

«µωσαϊκό»11 πλούσιο σε πρωτεΐνες και λιπίδια. 

 

                                                 
11 Ο όρος «µωσαϊκό» χρησιµοποιήθηκε αργότερα πάλι από τους  Singer και Nicolson (1972). 
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Εικόνα 1-16  Σχηµατική αναπαράσταση των θεωριών για τη σύσταση και οργάνωση της 
πλασµατικής µεµβράνης. 
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Μέχρι τότε οι περισσότερες ενδείξεις σχετικά µε τη δοµή των κυτταρικών 

µεµβρανών ήταν έµµεσες. Η διακριτική ικανότητα του οπτικού µικροσκοπίου 

περιορίζεται στα 200 nm, και είναι συνεπώς ανεπαρκής για την αποκάλυψη της δοµή 

της βιολογικής µεµβράνης που έχει πάχος µεταξύ 5-10 nm. Αυτό άλλαξε µε την 

πρόοδο της ηλεκτρονικής µικροσκοπίας (ΗΜ).  Τη δεκαετία του 1950 η ΗΜ 

χρησιµοποιήθηκε εκτενώς στη µελέτη της λεπτής δοµής των µεµβρανικών 

συστηµάτων. Στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο η πλασµατική µεµβράνη εµφανίζεται ως 

µια τρίστρωµη δοµή, όπου δύο ακραίες σκοτεινές ζώνες περιβάλλουν µια φωτεινή 

κεντρική ζώνη. Ο Robertson (1958) θεώρησε ότι οι δύο σκοτεινές ζώνες αντιστοιχούν 

στα πρωτεϊνικά µόρια και η ανοιχτόχρωµη στη λιπιδική στοιβάδα. Στο µοντέλο το 

οποίο προτάθηκε από τον Robertson, οι πρωτεΐνες δεν θεωρούνται πλέον σφαιρικές 

αλλά εκτιµάται ότι σχηµατίζουν επίπεδες επιφάνειες στα δύο άκρα της µεµβράνης. Το 

µοντέλο  της «µοναδιαίας µεµβράνης» στηρίζεσαι στο µοντέλο των Danielli και 

Davson αλλά προσθέτει ένα νέο στοιχείο: 

 

• αποδεικνύει  την «παγκοσµιότητα» της λιπιδικής διπλοστοιβάδας (τη δοµή 

αυτή παρουσιάζουν όχι µόνο οι πλασµατικές µεµβράνες αλλά και όλες οι 

υπόλοιπες βιολογικές µεµβράνες). 

 

 

1.5.1  Το µοντέλο του ρευστού µωσαϊκού 

 

Στη δεκαετία του 1960, οι δοµές σχετικά µεγάλου αριθµού διαλυτών πρωτεϊνών, 

προσδιορίστηκαν µε κρυσταλλογραφία ακτίνων X. Οι Lenard και Singer διαπίστωσαν 

ότι οι µεµβρανικές πρωτεΐνες στο µεγαλύτερο µέρος τους σχηµατίζουν α-έλικες 

(Lenard and Singer, 1966). Επίσης, ηλεκτρονιογραφίες αποκάλυψαν ότι οι 

σηµασµένες πρωτεΐνες σχηµατίζουν αποµονωµένα σηµεία σε ορισµένες µεµβράνες. 

Έτσι, οι Singer και Nicolson κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι οι πρωτεΐνες µπορεί 

επίσης να εκτείνονται διαµέσου των µεµβρανών, γεγονός που οδήγησε στη 

διατύπωση του µοντέλου του ρευστού µωσαϊκού (Singer and Nicolson, 1972). Τα 

βασικά σηµεία του µοντέλου αυτού, το οποίο διατηρεί το κύριο στοιχείο της 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας είναι:  
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• οι πρωτεΐνες δεν βρίσκονται στην επιφάνεια της διπλοστοιβάδας αλλά 

σχηµατίζουν ένα είδος µωσαϊκού καθώς βρίσκονται περιφερικά ή 

παρεµβάλλονται ανάµεσα στα λιπίδια. 

• οι βιολογικές µεµβράνες είναι ηµίρευστες δοµές στις οποίες τόσο τα λιπίδια 

όσο και οι πρωτεΐνες µπορούν να µετατοπίζονται πλευρικά µέσα στη λιπιδική 

διπλοστοιβάδα. 

 

Το µοντέλο του ρευστού µωσαϊκού (Εικόνα 1-17) εξηγεί πλήρως τις 

θερµοδυναµικές ιδιότητες των µεµβρανών (σηµείο τήξης, ρευστότητα) ενώ 

περιγράφει και τις µη-οµοιοπολικές αλληλεπιδράσεις των συστατικών τους 

(υδρόφοβες και υδρόφιλες). Οι υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις ωθούν στην 

αποµάκρυνση των µη πολικών οµάδων µακριά από το νερό, ενώ οι υδρόφιλες 

οδηγούν σε κατανοµή των ιονικών και πολικών οµάδων προς ένα υδάτινο 

περιβάλλον. Οι κυτταρικές µεµβράνες απαρτίζονται κυρίως από αµφιπατικά 

φωσφολιπίδια, λιπίδια που αποτελούνται από αλυσίδες λιπαρών οξέων (µη πολική 

οµάδα) και µία φορτισµένη υδρόφιλη οµάδα στην κεφαλή. Με βάση τη 

θερµοδυναµική, η ύλη τείνει να σχηµατίζει δοµές χαµηλής ενεργειακής κατάστασης, 

κατά επέκταση οι υδρόφιλες και υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις πρέπει να 

βελτιστοποιηθούν. Σε ένα υδατικό διάλυµα οι αλειφατικές αλυσίδες των λιπαρών 

οξέων των φωσφολιπιδίων τείνουν να έρθουν κοντά µε αποτέλεσµα τη µικρότερη 

δυνατή έκθεσή τους στο νερό. Αντιθέτως, οι υδρόφιλες κεφαλές έρχονται σε πλήρη 

επαφή µε το υδάτινο περιβάλλον. Το αποτέλεσµα είναι η σταθεροποίηση της 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας από µη οµοιοπολικούς δεσµούς µεταξύ των συστατικών 

µορίων. Η λιπιδική διπλοστοιβάδα έχει πάχος της τάξης των ~50 Å, µέγεθος το οποίο 

εξαρτάται από τη χηµική σύσταση και τα επίπεδα ενυδάτωσης της µεµβράνης (Lee, 

2003). 
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1.5.2  Τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες της πλασµατικής 

µεµβράνης 

 

1.5.2.1 Πρωτεΐνες 

 

Οι πρωτεΐνες της πλασµατικής µεµβράνης µπορούν να διακριθούν σε διαφορετικές 

κατηγορίες αναλόγως την αλληλεπίδρασή τους µε τη µεµβράνη: τις διαµεµβρανικές, 

τις µερικά εισερχόµενες στη µεµβράνη, τις περιφερειακές και τις συνδεδεµένες 

πρωτεΐνες µε λιπίδια (Εικόνα 1-17). 

Οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες περιέχουν ένα ή περισσότερα υδρόφοβα τµήµατα τα 

οποία διαπερνούν το µη πολικό τµήµα της µεµβράνης. Η αλληλεπίδραση 

πραγµατοποιείται µε µη οµοιοπολικούς δεσµούς µεταξύ των υδρόφοβων αµινοξικών 

καταλοίπων της πρωτεΐνης και των λιπαρών οξέων που εντοπίζονται στο εσωτερικό 

της µεµβράνης. Τα υδρόφιλα τµήµατα αυτών των πρωτεϊνών βρίσκονται εκτεθειµένα 

στο κυτταρόπλασµα, στο εξωτερικό περιβάλλον του κυττάρου, είτε και στους δύο 

αυτούς χώρους. Ο ρόλος αυτών των πρωτεϊνών µπορεί να είναι η αλληλεπίδραση µε 

άλλες πρωτεΐνες του εξωτερικού χώρου ή του κυττάρου, η µεταγωγή σήµατος είτε η 

διευκολυνόµενη ή ενεργός µεταφορά ιόντων και αµινοξέων. Οι µερικά εισερχόµενες 

πρωτεΐνες της µεµβράνης δε διαπερνούν κάθετα όλο το επίπεδο της µεµβράνης, αλλά 

αλληλεπιδρούν µε µέρος του υδρόφοβου τµήµατός της (Lodish et al., 2000). Οι 

περιφερειακές πρωτεΐνες δεν έρχονται σε αλληλεπίδραση µε το εσωτερικό της 

λιπιδικής διπλοστοιβάδας, αλλά προσκολλώνται στη µεµβράνη µε ένα συνδυασµό 

υδρόφοβων, ηλεκτροστατικών ή άλλων µη-οµοιοπολικών αλληλεπιδράσεων. Τέτοιες 

αλληλεπιδράσεις περιλαµβάνουν την πρόσδεση σε πρωτεΐνες που έχουν εισέρθει στη 

µεµβράνη ή την ηλεκτροστατική σύνδεσή τους µε τις πολικές κεφαλές των 

µεµβρανικών λιπιδίων. Επιπρόσθετα, ακυλιωµένες αλυσίδες λιπαρών οξέων, όπως η 

γλυκοσυλοφωσφατιδύλοϊνοσιτόλη (GPI) µπορούν να λειτουργήσουν ως άγκυρες 

στην πλασµατική µεµβράνη, και να προσδέσουν οµοιοπολικά πρωτεΐνες µέσω 

παλµιτοϋλίωσης (είτε µέσω µυριστοϋλίωσης, ή πρενυλίωσης). Τέτοιες τροποποιήσεις 

λιπιδίων ρυθµίζουν τη λειτουργία και την τοπολογία των G-πρωτεϊνών στο κύτταρο.  

Μία εναλλακτική αλληλεπίδραση από αυτές των αγκύρων GPI είναι η ύπαρξη 

συγκεκριµένων αυτόνοµων λειτουργικών περιοχών στις πρωτεΐνες που στοχεύουν 
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συγκεκριµένα λιπίδια στη µεµβράνη. Ένα παράδειγµα, είναι οι περιοχές οµολογίας µε 

την πλεξτρίνη (pleckstrin homology domain, PH), γνώστες για την ικανότητά τους να 

δεσµεύουν φωσφοϊνοσιτίδια PI(4,5)P2 µε υψηλή συγγένεια και ειδικότητα και 

αντιπροσωπεύουν την 11η πιο κοινή περιοχή στο ανθρώπινο πρωτέωµα (Lemmon, 

2007). Μέχρι στιγµής, περιοχές PH έχουν εντοπιστεί σε πληθώρα πρωτεϊνών, όπως 

τις πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού (δυναµίνη) ή ρυθµιστές µικρών G-πρωτεϊνών, 

όπως η Cdc24 αλλά και οι πρωτεΐνες Slm1/2, απαραίτητες για τη στρατολόγηση της 

κυτταροπλασµατικής κινάσης Ypk1 (βλέπε παρακάτω) στη πλασµατική µεµβράνη 

του S. cerevisiae (Niles and Powers, 2012, p. 2). 

 

 

Εικόνα 1-17  Σχηµατική απεικόνιση της πλασµατικής µεµβράνης ως λιπιδική 
διπλοστοιβάδα. ∆ιακρίνονται οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες, οι µερικά εισερχόµενες στη 
µεµβράνη, και οι περιφερειακές πρωτεΐνες συνδεδεµένες µε λιπίδια. Προσαρµογή από Lodish 
et al., 2000. 

 

Κυτταρικές διαδικασίες, όπως η ενδοκύττωση, η κυτταρική µετανάστευση, 

και η µορφογένεση, απαιτούν ακριβή ρύθµιση του σχήµατος και της δυναµικότητας 

της πλασµατικής µεµβράνης. Επιπρόσθετα του πολυµερισµού της ακτίνης, όπου 

παράγονται οι δυνάµεις για τη δηµιουργία προεξοχών και εγκολπώσεων της 

µεµβράνης, αυτές οι διεργασίες βασίζονται σε πρωτεΐνες που δεσµεύονται απ 'ευθείας 

στις µεµβράνες για να ανιχνεύσουν την καµπυλότητα της και να τη διαµορφώσουν 

αναλόγως. Μέλη της υπεροικογένειας πρωτεϊνών που περιέχουν την αυτόνοµη 

δοµική περιοχή BAR έχουν περιγραφεί ως θεµελιώδεις ρυθµιστές των διαδικασιών 

παραµόρφωσης της µεµβράνης στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς (Daumke et al., 

2014). Στρατολογούνται από το κυτταρόπλασµα στη µεµβράνη και συµµετέχουν σε 
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κυτταρικές διαδικασίες όπως ο σχηµατισµός εγκολπώσεων της πλασµατικής 

µεµβράνης, σχηµατισµούς ενδιάµεσων δοµών µεταφοράς όπως τα ενδοκυτταρικά 

κυστίδια και την ανάπτυξη σωληνοειδών δοµών της µεµβράνης (Suetsugu et al., 

2014). Όλα τα µέλη της υπεροικογένειας έχουν δοµή διµερούς µε σχήµα ηµισελήνου, 

η οποία προκύπτει από αντιπαράλληλη διάταξη των δύο µονοµερών. Αναλόγως το 

µέγεθος της γωνίας µεταξύ των µονοµερών, και εποµένως της κάµψης που 

εµφανίζεται στην πρωτεΐνη, οι πρωτεΐνες µε το µοτίβο BAR µπορούν να χωριστούν 

σε υποοικογένειες ως εξής (Εικόνα 1-18): 

 

• πρωτεΐνες µε το κλασσικό µοτίβο BAR 

• πρωτεΐνες που φέρουν το πιο επίµηκες F-BAR µοτίβο (FES-CIP4 homology 

BAR, FCH-BAR) 

• πρωτεΐνες µε το µοτίβο N-BAR το οποίο φέρει αµφιπαθικές έλικες που 

εισβάλουν στη λιπιδική διπλοστοιβάδα  

• πρωτεΐνες µε το I-BAR (inverse-BAR) που προκαλούν κύλωση και όχι 

κύρτωση στις µεµβράνες 

 

 

 

Εικόνα 1-18  ∆ιαφορετικές υποοικογένειες BAR αυτόνοµων περιοχών. Όλες οι δοµές 
απεικονίζονται ως διµερή (κυανό και πορτοκαλί). Η µαύρη γραµµή κάτω από κάθε δοµή 
εισήχθη για να δείξει την εγγενή καµπυλότητα της κάθε BAR πρωτεΐνης. (Α) Πάνω 
αριστερά, πρωτεΐνες µε το κλασικό µοτίβο BAR.  Ν-BAR αυτόνοµης περιοχής της 
ενδοφηλίνης (endophilin), η οποία περιέχει µια Ν- τελική έλικα (κίτρινο και πράσινο χρώµα) 
και ένα δεύτερο σετ αµφιπατικών ελικών γνωστές ως «ένθετες έλικες (πορτοκαλί και κυανό 
χρώµα). ∆εξιά επάνω (APPL1), ένα παράδειγµα µιας αυτόνοµης περιοχής PH-BAR, που 
περιέχει επιπλέον µια περιοχή οµολογίας µε την πλεξτρίνη (PH). ∆εξιά κάτω, πρωτεΐνες PX-
BAR (SNX9) που περιλαµβάνουν µια περιοχή οµολογίας µε την phox. (Β) Πλάγια κάτοψη 
των πρωτεϊνών F-BAR (FBP). (C) Πρωτεΐνη µε BAR δοµική περιοχή, η οποία δεν  
παρουσιάζει εγγενή καµπυλότητα. (D) Πρωτεΐνες µε το I-BAR (inverse-BAR) που 
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προκαλούν κύλωση και όχι κύρτωση στις µεµβράνες. Προσαρµογή από (Mim and Unger, 
2012) 

 

 

Το διµερές των BAR πρωτεϊνών σταθεροποιείται από υδροφοβικές 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ των εσωτερικών επιφανειών του, µε την τελική µορφή του 

να είναι µία συµµετρική επιµήκη δοµή µε έναν κεντρικό πυρήνα έξι πακεταρισµένων 

α-ελίκων (τρεις από κάθε µονοµερές) και 2 άκρα . Κατά την αντιπαράλληλη διάταξη 

των µονοµερών, τα συντηρηµένα αµινοξικά κατάλοιπα του µοτίβου αλληλεπιδρούν 

κατά τέτοιο τρόπο ώστε να δηµιουργείται το απαραίτητο υδρόφοβο προφίλ, και οι 

φορτισµένες αµινοξικές πλευρικές οµάδες αλληλεπιδρούν µεταξύ τους µε 

ηλεκτροστατικούς δεσµούς και πιθανώς είναι σηµαντικές για την σταθεροποίηση του 

διµερούς (Masuda and Mochizuki, 2010). Η διατάραξη του υδρόφοβου προφίλ που 

υπάρχει εντός του πυρήνα του διµερούς είναι ικανή να οδηγήσει σε αποδιοργάνωση 

του µοτίβου BAR. Η πρόσδεση και η παραµόρφωση των µεµβρανών από τις περιοχές 

BAR προκύπτουν από την αλληλεπίδραση των θετικά φορτισµένων αµινοξικών 

καταλοίπων που είναι εκτεθειµένα στην κοίλη πλευρά του διµερούς µε τις αρνητικά 

φορτισµένες κεφαλές των φωσφολιπιδίων της µεµβράνης. Κατά αυτόν τον τρόπο, το 

µοτίβο BAR επιβάλει την καµπυλότητά του στη µεµβράνη και τη σταθεροποιεί µέσω 

του µηχανισµού ικριώµατος (Zimmerberg and Kozlov, 2006). 

 

 

1.5.2.2  Τα λιπίδια 

 

Τα λιπίδια και οι µεταβολίτες τους διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο τόσο στην 

οργάνωση της πλασµατικής µεµβράνης όσο και στον έλεγχο και τη ρύθµιση 

διαφόρων κυτταρικών λειτουργιών (Pomorski et al., 2001). Η πλασµατική µεµβράνη 

απαρτίζεται από ένα σύνθετο µίγµα διαφορετικών τύπων λιπιδίων. Οι βασικοί τύποι 

λιπιδίων διαφέρουν ως προς τη χηµική τους σύσταση, µε αποτέλεσµα διαφορετικές 

συστάσεις των µεµβρανών να έχουν και διαφορετικές φυσικοχηµικές ιδιότητες. Τα 

κύρια λιπίδια που εντοπίζονται στα κύτταρα είναι: στερόλες, φωσφογλυκερίδια, 

γλυκολιπίδια και σφιγγολιπίδια. 



Εισαγωγή   49 

1.5.2.2.1  Στερόλες  

 

Τα στεροειδή έχουν διαφορετική δοµή από τα υπόλοιπα λιπίδια. Σε αυτά 

ανήκουν οι στερόλες, τα χολικά οξέα, τα κορτικοειδή, τα οιστρογόνα κ.λ.π. Το κύριο 

µέρος της χηµικής δοµής των στεροειδών σχηµατίζεται από τέσσερις δακτυλίους που 

ονοµάζονται στεροειδής δακτύλιοι. Ενώ η χοληστερόλη είναι η κύρια στερόλη των 

µεµβρανών των ανώτερων ευκαρυωτικών, η εργοστερόλη12 είναι η κύρια στερόλη 

στα κατώτερα ευκαρυωτικά όπως ορισµένα πρωτόζωα, ζύµες και µύκητες (Εικόνα 1-

19). Η βιοσύνθεση των στερολών και των φωσφολιπιδίων πραγµατοποιείται στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο, απ’ όπου µεταφέρονται µε κυστίδια στη πλασµατική 

µεµβράνη (Blom et al., 2011). Η παρουσία στερολών στη µεµβράνη οδηγεί σε 

στενότερο «πακετάρισµα» (βλέπε παρακάτω) των γειτονικών λιπιδίων, µε 

αποτέλεσµα τη µείωση της ρευστότητας της πλασµατικής µεµβράνης όπως επίσης και 

τη µείωση της διαπερατότητά της από πολικές ενώσεις. Λόγω της επίδρασής τους στη 

ρευστότητα της µεµβράνης, οι στερόλες αποτελούν σηµαντικούς ρυθµιστές της 

πλευρικής διάχυσης των πρωτεϊνών στη µεµβράνη (Arora et al., 2004). 

 

                                                 
12 Η δοµή της εργοστερόλης είναι παρόµοια µε αυτήν της χοληστερόλης, τη διαφορά ότι έχει 
περισσότερο κινητή πολική οµάδα λόγω της ύπαρξης διπλού δεσµού άνθρακα. 
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Εικόνα 1-19  Οι χηµικές δοµές της χοληστερόλη και της εργοστερόλη (πράσινο πλαίσιο). (a) 
Τυπικό γλυκολιπίδιο ζωικών µεµβρανών (πάνω δεξιά). (b) Τυπικό γλυκολιπίδιο φυτικών 
µεµβρανών (κόκκινο πλαίσιο) (πάνω δεξιά). (a) Η φωσφατιδυλοχολίνη είναι ένα 
φωσφογλυκερίδιο. (b) Η σφιγγοµυελίνη είναι ένα σφιγγολιπίδιο. Τα σφιγγολιπίδια διαφέρουν 
από τα περισσότερα φωσφολιπίδια στο ότι έχουν µακρές, κυρίως κορεσµένες αλυσίδες, οι 
οποίες τους επιτρέπουν να «πακετάρονται» σφιχτά στη διπλοστοιβάδα, σχηµατίζοντας µια 
φάση πηκτώµατος στο οποίο υπάρχει πολύ µικρή πλευρική κίνηση ή διάχυση (µπλε πλαίσιο). 

 

1.4.2.2.2  Φωσφογλυκερίδια  

 

Η µεγαλύτερη οµάδα λιπιδίων που απαρτίζουν τη µεµβράνη είναι αυτή των 

φωσφογλυκεριδίων. Τα φωσφογλυκερίδια είναι φωσφολιπίδια τα οποία έχουν ως 

εξέδρα πρόσδεσης των λιπαρών οξέων ένα µόριο γλυκερόλης. Η γλυκερόλη είναι µία 

αλκοόλη τριών ανθράκων, η οποία συνδέεται µε µία φωσφορική οµάδα και δύο 
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αλυσίδες λιπαρών οξέων µέσω εστερικών δεσµών (Εικόνα 1-19). Η φωσφορική 

οµάδα µπορεί να εστεροποιηθεί περαιτέρω µε την υδροξυλοµάδα ενός µεγάλου 

εύρους ενώσεων που περιέχουν µια οµάδα υδροξυλίου και άζωτο (χολίνη, 

αιθανολαµίνη, ινοσιτόλη) καθορίζοντας τον τελικό τύπο του φωσφογλυκερίδιου 

(Strahl and Thorner, 2007). Το πιο σπουδαίο χαρακτηριστικό των φωσφογλυκεριδίων 

από την άποψη της µεµβρανικής δοµής, είναι ο αµφίτροπος χαρακτήρας τους. Οι 

αλειφατικές αλυσίδες των λιπαρών οξέων είναι µη πολικές και υδρόφοβες, ενώ το 

φωσφορικό άκρο είναι πολικό και υδρόφιλο. Η χηµική σύσταση των αλυσίδων των 

λιπαρών οξέων των φωσφογλυκεριδίων και πιο συγκεκριµένα η ύπαρξη ή όχι διπλών 

δεσµών άνθρακα στην αλυσίδα επηρεάζει άµεσα το πακετάρισµα των λιπιδίων και 

κατά επέκταση τη ρευστότητα της πλασµατικής µεµβράνης. Αύξηση της ποσότητας 

των κορεσµένων φωσφολιπιδίων οδηγεί σε περισσότερη συµπαγή, και εποµένως 

ανθεκτική σε χαµηλές θερµοκρασίες, µεµβράνη. Οι περισσότερες 

φωσφατιδυλοχολίνες (PtdCho) περιέχουν µια cis- ακόρεστη αλυσίδα 

υδρογονανθράκων, η οποία τις καθιστά ρευστές σε θερµοκρασία δωµατίου. Οι 

φωσφατιδυλοαιθανολαµίνες (PtdEtn) υιοθετούν κωνική µοριακή γεωµετρία, λόγω 

του σχετικά µικρού µεγέθους της πολικής οµάδας της κεφαλής. Περιοχές της  

διπλοστοιβάδας πλούσιες σε PtdEtn και PtdCho αποκτούν κυρτή επιφάνεια (van Meer 

et al., 2008).  

 

 

Εικόνα 1-20  Τα ενζυµα στο µεταβολισµό των φωσφοϊνοσιτιδίων. Παρατίθενται τα 
σηµαντικότερα ενζυµα των λιπιδικών κινασών στα θηλαστικά (κόκκινο χρώµα) και στο 
ζυµοµύκητα (µπλε χρώµα) και η δοµή της φωσφατιδυλινοσιτόλης (ΡΙ) και της 4,5 
διφωσφορικής φωσφατιδυλινοσιτόλης (ΡΙ(4,5)P2). 
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Η οµάδα της κεφαλής της φωσφατιδυλινοσιτόλης (PtdIns) είναι µοναδική 

ανάµεσα στα φωσφογλυκερίδια µε την έννοια ότι τρεις (θέσεις D3, D4 και D5) από 

τις οµάδες υδροξυλίου του εξαµελούς δακτύλου ινοσιτόλης υπόκεινται σε 

αντιστρεπτή οµοιοπολική τροποποίηση µέσω φωσφορυλίωση. Έτσι τα µόρια 

φωσφατιδυλινοσιτόλης αποτελούν υπόστρωµα για έναν αριθµό διαφορετικών 

λιπιδικών κινασών και µπορεί να αποδώσει ένα σύνολο διαφορετικών, δραστικών 

παράγωγων,  που συλλογικά ονοµάζονται φωσφοϊνοσιτίδια (PIPs) (Εικόνα 1-20) 

(Strahl and Thorner, 2007). Οι λιπιδικές κινάσες αρχικά είχαν ταξινοµηθεί σύµφωνα 

µε τις διακριτές βιοχηµικές τους ιδιότητες, όπως κατά πόσο αυτές διεγείρονταν από 

την παρουσία απορρυπαντικών ή κατά πόσο αναστέλλονται από την αδενοσίνη, µε 

αποτέλεσµα κατηγοριοποίηση των PtdIns κινασών στις οµάδες Ι, ΙΙ, και ΙΙΙ. 

Αργότερα, οι κινάσες ταξινοµήθηκαν περαιτέρω σε τρεις υποοµάδες ανάλογα µε τα 

προϊόντα που παράγουν ή την ειδικότητα τους για κάποιο υπόστρωµα στις: PtdIns 3-

κινάσες, PtdIns 4-κινάσες, και PtdInsP-(PIP) 5-κινάσες (Loijens et al., 1996). Οι 

φωσφατάσες στο S. cerevisiae ταξινοµούνται σε τρεις κατηγορίες: οι φωσφατάσες 

της Ι κατηγορίας περιέχουν sac (sac domain), οι φωσφατάσες της ΙΙ κατηγορίας 

περιέχουν τη δοµική περιοχή ινοσιτόλ πολυφωσφορική 5-φωσφατάση (inositol 

polyphosphate 5-phosphatase domain), ενώ οι φωσφατάσες της ΙΙΙ κατηγορίας είναι 

οµόλογες της µυοτουµπουλαρίνης (myotubularins) των θηλαστικών (Balla, 2013). 

Γονιδιακά προϊόντα της οικογένειας ινοσιτόλ πολυφωσφορικές 5 φωσφατάση  

περιλαµβάνουν τις Inp51,Inp52, Inp53 and Inp54 (INositol polyphosphate 5-

Phosphatase). Όλες εκτός από την Inp54 περιέχουν µια sac δοµική περιοχή και µια 

δοµική περιοχή φωσφατάσης και είναι ορθόλογα των synaptojanin στα θηλαστικά. 

Πρόσφατα δεδοµένα υποδεικνύουν ότι η Inp53 εµπλέκεται µε τη λειτουργιά των 

εισοσωµάτων (βλέπε παρακρατώ) . Ενώ η Inp51 και η Inp52 εντοπίζονται στη 

πλασµατική µεµβράνη, µε την Inp52 να είναι συστατικό των κοκκίων ακτίνης και 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην ενδοκύττωση, ο οποίος είναι παρόµοιος µε 

εκείνον που έχει προταθεί για την synaptojanin στην ενδοκύττωση µέσω κυστιδίων µε 

κάλυµµα κλαθρίνης σε κύτταρα θηλαστικών (Fröhlich et al., 2014).  

Επιπλέον, αρκετά φωσφοϊνοσιτίδια αποτελούν υποστρώµατα φωσφολιπασών 

καθώς και φωσφατασών, δηµιουργώντας έτσι µια σειρά προϊόντων που λειτουργούν 

ως δεύτεροι αγγελιοφόροι. Τα PIPs χρησιµεύουν ως «άγκυρες» για στρατολόγηση 
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ενός µεγάλου αριθµού πρωτεϊνών, οι οποίες µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε τα 

λιπίδια µέσω συντηρηµένων µοτίβων πρόσδεσης. Ως εκ τούτου, τα PIPs είναι ως 

βασικοί ρυθµιστές πολλών βιολογικών διεργασιών σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα.  

 

 

Εικόνα 1-21  Οι πολλαπλές λειτουργίες της ΡΙ(4,5)Ρ2 στη πλασµατική µεµβράνη. Αυτό 
το λιπίδιο χρησιµεύει ως πρόδροµο µόριο των δεύτερων αγγελιοφόρων, Ins(1,4,5)P3 και DG 
ή PtdIns (3,4,5) P3. Μπορεί επίσης να αποφωσφορυλιωθεί από τις 5- φωσφατάσες σε 
PtdIns4P. Εκτός από τη δηµιουργία δεύτερων αγγελιοφόρων η ΡΙ(4,5)Ρ2 διαδραµατίζει 
σηµαντικό στην εξωκύττωση, στη ρύθµιση της δραστηριότητας ενζύµων, όπως PLCδ1 και 
PLD, συµβάλει στη στρατολόγηση πρωτεϊνών στη πλασµατική µεµβράνη που εµπλέκονται 
µε την ενδοκύττωση, την αγκυροβόληση του κυτταροσκελετού ακτίνης στην πλασµατική 
µεµβράνη, στη διατήρηση και ρύθµιση της δοµής µιας ποικιλίας διαύλων ιόντων και 
µεταφορέων. Προσαρµογή από (Balla, 2013). 

 

 

Τα διαφορετικά PIPs εντοπίζονται σε διακριτά κυτταρικά διαµερίσµατα. Για 

παράδειγµα, η PI(4,5)P2 εντοπίζονται στην εσωτερική πλευρά της πλασµατικής 

µεµβράνης, η φωσφατιδυλινοσιτόλη (ΡΙ) και η 4-φωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη 

(PI4P) εντοπίζονται στο σύµπλεγµα Golgi και η 3-φωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη 

(PI3P) αποτελεί δείκτη των ενδοσωµάτων. Η  ΡΙ(4,5)Ρ2 παράγεται στη πλασµατική 

µεµβράνη από τη διαδοχική φωσφορυλίωση της φωσφατιδυλινοσιτόλης στις οµάδες 

υδροξυλίου D4 και D5 από τις PtdIns 4-κινάσες, PtdIns 5-κινάσες και 

αντιπροσωπεύει περίπου το 0,5-1% των συνολικών φωσφολιπιδίων της µεµβράνης. Η 

ΡΙ(4,5)Ρ2 έχει συγκεντρώσει τεραστία προσοχή από την επιστηµονική κοινότητα 

κατά την τελευταία δεκαετία λόγω της ικανότητάς της να ρυθµίζει µια µεγάλη 

ποικιλία κυτταρικών γεγονότων. Η ΡΙ(4,5)Ρ2 εµπλέκεται στη διακίνηση κυστιδίων, 
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στη φαγοκυττάρωση, την κυτταρική κίνηση και πρόσφυση, τη σταθεροποίηση των 

µικροσωληνίσκων, και πιο πρόσφατα στη ρύθµιση της δράσης καναλιών ιόντων 

(Coppolino et al., 2002; Honda et al., 1999; Loijens et al., 1996). Επιπλέον, η 

ΡΙ(4,5)Ρ2 αποτελεί υπόστρωµα για την παραγωγή της ΙΡ3, DAG και PI(3,4,5)P3 και 

λειτουργεί επίσης ως πλατφόρµα σηµατοδότησης για τη στρατολόγηση πρωτεϊνών 

στη πλασµατική µεµβράνη. Σηµαντικό ρόλο διαδραµατίζει η ΡΙ(4,5)Ρ2 στην 

ενδοκύττωση, οπού δεσµεύει και στρατολογεί πρωτεΐνες του καλύµµατος, όπως η 

ΑΡ-2. Ταυτόχρονα φαίνεται να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 

καµπυλότητα µεµβρανών αλλά και στον πολυµερισµό της ακτίνες, αλληλεπιδρώντας 

µε πρωτεΐνες σχετιζόµενες µε την ακτίνη, όπως τις Arp1 και Arp2 (Εικόνα 1-21) 

(Janmey and Lindberg, 2004). 

 

 

1.5.2.2.3  Γλυκολιπίδια 

 

Οµοίως µε τα φωσφολιπίδια, τα γλυκολιπίδια περιέχουν µόρια γλυκερόλης ή 

σφιγγοσίνης συνδεδεµένα µε αλυσίδες λιπαρών οξέων. ∆ιαφέρουν από τα 

φωσφολιπίδια στο ότι τα γλυκολιπίδια έχουν ένα σάκχαρο, όπως τη γλυκόζη ή τη 

γαλακτόζη, αντί της κεφαλής που περιέχει τη φωσφορική οµάδα (Εικόνα 1-19). Τα 

γλυκολιπίδια στις µεµβράνες των ανωτέρων ευκαρυωτικών περιέχουν σχεδόν πάντα 

σφιγγοσίνη, ενώ εκείνα που εντοπίζονται σε βακτηριακά η φυτικά κύτταρα περιέχουν 

κυρίως γλυκερόλη. Τα γλυκολιπίδια εντοπίζονται  στην εξωτερική πλευρά της 

κυτταρικής µεµβράνης (Blom et al., 2011). 

 

1.5.2.2.4  Τα σφιγγολιπίδια και ο µεταβολισµός τους 

 

Το 1884 o J. L. W. Thudichum µελετώντας τη χηµική σύνθεση του εγκεφάλου 

ανακάλυψε µια νέα κατηγορία λιπιδίων. Τα ονόµασε σφιγγολιπίδια (από την λέξη 

Σφίγξ
13), λόγω των αινιγµατικών τους ιδιοτήτων (Merrill et al., 1997). Τα 

σφιγγολιπίδια, είναι ένας τύπος φωσφολιπιδίων που φέρουν ως πολική κεφαλή τη 

                                                 
13 Η Σφίγγα αποτελεί φανταστικό πλάσµα της ελληνικής µυθολογίας, Στις αναπαραστάσεις η Σφίγγα 
απεικονίζεται ως φτερωτό λιοντάρι µε κεφάλι γυναίκας (εν αντιθέσει µε τη Σφίγγα της Αιγύπτου, που 
δεν έχει φτερά) ή ως γυναίκα µε πέλµατα και στήθη λιονταριού , ουρά ερπετού και φτερά πτηνού 
(“Σφίγγα (µυθολογία),” 2014). 
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σφιγγοσίνη, µία αµινοαλκοόλη που περιέχει µία επιµήκη ακόρεστη 

υδρογονανθρακική αλυσίδα (Long-Chain Base, LCB). Το λιπαρό οξύ συνδέεται στη 

σφιγγοσίνη µε αµιδικό δεσµό και το προκύπτον µόριο, ονοµάζεται κεραµίδιο. 

Επιπλέον, η πρωτοταγής υδροξυλοµάδα της σφιγγοσίνης εστεροποιείται µε 

διαφορετικές οµάδες για να προκύψουν τελικώς τα σύνθετα σφιγγολιπίδια, στον S. 

cerevisiae, τρεις µόνο τύποι σύνθετων σφιγγολιπιδίων υπάρχουν: φωσφοκεραµίδιο 

της ινοσιτόλης (IPC), Μαννοζυλ ινοσιτόλ-φωσφο-κεραµίδιο (MIPC) και Μαννοζυλ 

ινοσιτόλ-διφωσφο-κεραµίδιο[M(IP2)C)]. Οι αντιδράσεις για την βιοσύνθεση των 

σφιγγολιπιδίων εκτείνονται σε δύο οργανίδια και περιλαµβάνουν τουλάχιστον 11 

ένζυµα.  Οκτώ εντοπίζονται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER) και 3 στο σύµπλεγµα 

Golgi, µε τις ενεργές θέσεις των ενζύµων να βρίσκονται στη κυτταροπλασµατική 

πλευρά ή τον αυλό των οργανιδίων (Gault et al., 2010).  

Το πρώτο και καθοριστικό βήµα στη βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων είναι 

συντηρηµένο από τον άνθρωπο έως τους µύκητες (Gulati et al., 2010) και 

πραγµατοποιείται από την παλµιτοϋλτρανσφεράση της σερίνης (SPT) στη 

κυτταροπλασµατική πλευρά του ενδοπλασµατικού δικτυού και περιλαµβάνει τη 

συµπύκνωση µίας σερίνης µε το παλµιτοϋλιωµένο συνένζυµο Α για την παραγωγή 

της 3-κετοδιϋδροσφιγγοσίνη (3-KDS) (Εικόνα 1-22). Τουλάχιστον τα προϊόντα δύο 

γονιδίων, LCB1 και LCB2, είναι απαραίτητα για τη δραστηριότητα της SPT στους 

ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, απαλοιφή των οποίων οδηγεί σε θνησιγόνο 

φαινότυπο, ο οποίος µπορεί να διασωθεί µε εξωγενή χορήγηση βάσεων µακράς 

αλυσίδας (LCBs) (Montefusco et al., 2014). 

Η 3-KDS ανάγεται σε διϋδροσφιγγοσίνη (DHS) που ονοµάζεται επίσης 

σφινγγανίνη. Αυτή η αντίδραση επιτελείται από το ενζυµο Tsc10p και απαιτεί 

ΝΑDΡΗ. Όπως και για την παλµιτοϋλτρανσφεράση της σερίνης, η Tsc10p είναι 

απαραίτητη για την ανάπτυξη. Σε όλους τους οργανισµούς που µελετήθηκε µέχρι 

σήµερα, η DHS µεταβολίζεται ταχύτατα (Dickson, 2008), στους µύκητες η DHS 

µπορεί να τροποποιηθεί µέσω υδροξυλίωσης,  φωσφορυλίωσης η συµπύκνωσης µε 

µακρές αλυσίδες λιπαρών οξέων λιπαρό για το σχηµατισµό κεραµιδίων. 

Υδροξυλίωση της διϋδροσφιγγοσίνης στη θέση 4 αποδίδει την κύρια σφιγγοειδή 

βάση, τη φυτοσφιγγοσίνη (PHS). Στον S. cerevisiae η αντίδραση καταλύεται από την 

πρωτεΐνη Sur2p, χωρίς ωστόσο να είναι απαραίτητη για τη φυσιολογική ανάπτυξη 

του µύκητα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει, το γεγονός ότι η οµόλογη πρωτεΐνη στον A. 

nidulans, BasA, είναι επίσης αναγκαία για τη βιοσύνθεση φυτοσφιγγοσίνης αλλά σε 
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αντίθεση µε ότι συµβαίνει στο σακχαροµύκητα είναι απαραίτητη για τη βιωσιµότητα 

των κυττάρων (Li et al., 2007). 

Τόσο η DHS όσο και η PHS µπορούν να φωσφορυλιωθούν από τις κινάσες 

Lcb4p και Lcb5p για το σχηµατισµό DHS-1P και PHS-1P, αντίστοιχα. Παρά το 

γεγονός ότι καµία από αυτές τις κινάσες δεν περιλαµβάνει ένα µεµβρανικό σήµα 

εντοπισµού στην αµινοξική αλληλουχία, η Lcb4p εντοπίζεται στο ER, ενώ η Lcb5p 

έχει βρεθεί να συ-κλασµατώνεται µε τις µεµβράνες Golgi (Funato et al., 2002). Οι 

σφιγγοειδείς βάσεις µπορούν να αποφωσφορυλιωθούν ή διασπαστούν. Η 

αποφωσφορυλίωση επιτυγχάνεται µέσω των πρωτεϊνών Lcb3p ή Ysr3p στο 

ζυµοµύκητα. Αυτές οι φωσφατάσες είναι ειδικές για τις σφιγγοειδείς βάσεις, 

δεδοµένου ότι δεν µπορούν να αποφωσφορυλιώσουν κεραµίδια ή φωσφολιπίδια 

(Aguilera-Romero et al., 2014). Τα γονίδια Lcb3 και Ysr3 κωδικοποιούν για 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες του ενδοπλασµατικού δικτύου και απαλοιφή αυτών κάτω 

από φυσιολογικές συνθήκες δεν έχει επίπτωση στην επιβίωση και µορφολογία των 

κυττάρων. 

Η διάσπαση των σφιγγοειδών φωσφορικών βάσεων επιτυγχάνεται µέσω της 

λυάσης που κωδικοποιείται από το γονίδιο Dpl1 (Εικόνα 1-22). Η διάσπαση οδηγεί 

στο σχηµατισµό φωσφορικής αιθανολαµίνης και λιπαρής αλδεΰδης. Η Dpl1p 

εντοπίζεται στο ER και απαλοιφή του γονιδίου έχει ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία 

στελεχών υπερευαίσθητων σε σφιγγοειδής βάσεις. Η βιωσιµότητα των κυττάρων 

αποκαθίσταται µε την επιπλέον απαλοιφή της κύρια LCB κινάσης που κωδικοποιείται 

από το γονίδιο lcb4. Παρατηρήσεις ου οδηγούν στο συµπέρασµα ότι η υπερ-

συσσώρευση LCBPs (φωσφορυλιωµένων LCBs) και όχι των LCBs είναι τοξική για 

τα κύτταρα (Muir et al., 2014). 
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Εικόνα 1-22  Σχηµατική αναπαράσταση του µονοπατιού βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων. Με 
έντονα γράµµατα αναγράφονται τα κυριότερα ενζυµα του µονοπατιού. Με κόκκινο χρώµα 
επισηµαίνονται οι ειδικοί αναστολείς του µονοπατιού. Προσαρµογή από (Aguilera-Romero 
et al., 2014; Gault et al., 2010; Hallstrom et al., 2001; Hannun et al., 2001; Thevissen et 
al., 2000; Vecer et al., 2014) 

 

Η συµπύκνωση των DHS και PHS µε µακρές αλυσίδες λιπαρών ακυλο- CoA 

οδηγεί στη παραγωγή κεραµιδίων, όπως το φυτοκεραµίδιο. Η παραγωγή κεραµιδίων  

καταλύεται από το σύµπλοκο της συνθετάση του κεραµιδιού, το οποίο αποτελείται 

από τρεις υποµονάδες, Lac1p, Lag1p και Lip1p (Εικόνα 1-22 και Εικόνα 1-23). Οι 

Lac1p και Lag1p είναι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες του ER. Η µικρή υποµονάδα Lip1p 
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εντοπίζεται επίσης στο ER και διασχίζει τη µεµβράνη µία φορά, µε µια µικρή Ν- 

κυτταροπλασµατική ουρά (Muir et al., 2014, p. 1). 

Μετά τη σύνθεση τους, τα κεραµίδια πρέπει να µεταφερθούν από το ER στο 

σύµπλεγµα Golgi, όπου είναι η θέση σύνθεσης της IPC. Αυτή η µεταφορά έχει 

αναφερθεί να συµβαίνει µέσω κυστιδίων ή σε µέσω ενός µονοπατιού ανεξάρτητου 

από κυστίδια (αλλά µέσω αµέσων επαφών των µεµβρανών του ER και του 

συµπλέγµατος Golgi). Στο σύµπλεγµα Golgi τα κεραµίδια µετατρέπονται περεταίρω 

σε φωσφοκεραµίδια ινοσιτόλης (IPCs). Τα IPCs ανήκουν στην κατηγορία των 

σύνθετων σφιγγολιπιδίων και περιέχουν µια φωσφορική ινοσιτόλη συνδεδεµένη µε 

την C1-ΟΗ οµάδα του κεραµιδιού. Αυτή η αντίδραση επιτελείται από τη συνθετάση 

IPC, Aur1p/AurA, ενζυµο συνδεδεµένο µε τη µεµβράνη του συµπλέγµατος Golgi. Οι 

πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα γονίδια csg1, cgh1 και csg2 συµµετέχουν στη 

µετατροπή των IPCs µέσω µαννοζυλίωσης σε µαννοζυλ ινοσιτόλ-Ρ-κεραµίδια 

(MIPC). Απαλοιφή του ενός είτε όλων αυτών των γονιδίων δεν εµποδίζει τη 

ανάπτυξη των κυττάρων. Ενώ η πρωτεΐνη Csg1p αλληλεπιδρά µε την Csg2p για την 

παράγωγη MIPC τύπου Α, Β, C και Β', η Csh1p αλληλεπιδρά µε την Csg2p για τη 

δηµιουργία MIPC τύπου C. Με βάση την οµολογία αλληλουχίας µε άλλες πρωτεΐνες, 

οι πρωτεΐνες Csg1p και Csh1p είναι πιθανό να έχουν καταλυτική λειτουργία 

µαννοζυλοτρανσφεράσης και εντοπίζονται στο σύµπλεγµα Golgi. Ο ρόλος της Csg2p 

είναι πολύ λιγότερο κατανοητός. Με τη µεταφορά µιας άλλης οµάδας φωσφορικής 

ινοσιτόλης στο MIPC, σχηµατίζεται Μ(IP)2C. Αυτή η αντίδραση καταλύεται από την 

πρωτεΐνη Ipt1. Η θέση δράσης του ενζύµου Ipt1p υπάρχουν ενδείξεις ότι είναι ο 

αυλός του συµπλέγµατος Golgi (Dickson et al., 1997). Απαλοιφή του γονιδίου ipt1  

οδηγεί σε πλήρη έλλειψη Μ(ΙΡ)2C και συσσώρευση MIPC. Τα  Μ(ΙΡ)2C είναι τα πιο 

άφθονα σφιγγολιπίδια στα κύτταρα της ζύµης. Αποτελούν το 75% της συνολικής 

µάζας των συνθετών σφιγγολιπιδίων στον S. cerevisiae, µε το υπόλοιπο 25% 

κατανέµεται µεταξύ IPC και MIPC. Φαίνεται ότι τα κύτταρα ζύµης είναι σε θέση να 

ανιχνεύουν τα επίπεδα των σφιγγολιπιδίων και να προσαρµόζουν τα σχετικά επίπεδα 

των MIPC για να αντισταθµίσουν την απουσία των Μ(IP)2C (Daum et al., 1998). 

Τα σφιγγολιπίδια µπορούν επίσης να αποικοδοµηθούν. Η αποικοδόµηση των 

σύνθετων σφιγγολιπιδίων σε κεραµίδια καταλύεται από την Isc1p. Η Isc1p περιέχει 

δύο διαµεµβρανικές α έλικες και φαίνεται να εντοπίζεται στα µιτοχόνδρια (Swinnen 

et al., 2014). Απαλοιφή του Isc1 οδηγεί σε δραµατική µείωση της δραστικότητας 
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σφιγγολιπάσης, γεγονός που υποδηλώνει ότι Isc1p είναι η µόνη σφιγγολιπάση στους 

ζυµοµύκητες (Sawai et al., 2000, p. 1). 

Υπό φυσιολογικές συνθήκες, τα σύνθετα σφιγγολιπίδια µεταφέρονται στην 

πλασµατική µεµβράνη και στα χυµοτόπια. Αυτό συµβαίνει µέσω κυστιδικής 

µεταφοράς, διότι όλοι οι τύποι σύνθετων σφιγγολιπιδίων βρέθηκαν σε εκκριτικά 

κυστίδια και διαπιστώθηκε ότι µεταλλαγές που επηρεάζουν το µονοπάτι έκκρισης 

έχουν έως αποτέλεσµα την απουσία  σύνθετων σφιγγολιπιδίων από τη πλασµατική 

µεµβράνη των κυττάρων (Klemm et al., 2009). 

 

 

Εικόνα 1-23  Το µονοπάτι σηµατοδότησης TORC2-Ypk1 ρυθµίζει θετικά τη βιοσύνθεση 
σφιγγολιπιδίων. Απλοποιηµένο διάγραµµα της de novo σύνθεσης σφιγγολιπιδίων, οι 
µεταβολίτες είναι σε κουτιά και τα ενζυµα σε οβάλ σχήµατα. Απεικονίζεται η αρνητική 
ρύθµιση στο µονοπάτι βιοσύνθεσης µέσω της καλσινευρίνη, αποφωσφορυλίωνοντας τις 
πρωτεΐνες  Lac1 και Lag1. Προσαρµογή από Muir et al., 2014. 

 

 

Σηµαντικά γενετικά στοιχεία της τελευταίας πενταετίας υποδεικνύουν ισχυρή 

σύνδεση µεταξύ της σηµατοδότησης µέσω ιόντων Ca2+ και τη βιοσύνθεση 

σφιγγολιπιδίων (Aronova et al., 2008). Όπως θα συζητηθεί εκτενώς παρακάτω η 

κινάση Ypk1 δρα ως θετικός ρυθµιστής αυτού του µονόπατου, φωσφορυλιώνοντας 

και ανακουφίζοντας από την αρνητική ρύθµιση των πρωτεϊνών Orm1/2 του 

ενδοπλασµατικού δικτύου (Liu, 2005; Muir et al., 2014; Niles et al., 2012; Niles and 

Powers, 2012; Roelants et al., 2011; Sun et al., 2000). Πρόσφατα αποδείχθηκε ότι 

Ypk1 φωσφορυλιώνει και ενεργοποιεί επίσης τις πρωτεΐνες του συµπλόκου της 

συνθάσης του κεραµιδίου (Muir et al., 2014). Επιπλέον, οι ίδιοι ερευνητές 
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διαπίστωσαν ότι η καλσινευρίνη ρυθµίζει αρνητικά το µονοπάτι, τουλάχιστον σε 

µεγάλο βαθµό, µε την άµεση αποφωσφορυλίωση των προτείνων Lac1 και Lag1 

(Εικόνα 1-23) (Muir et al., 2014). Επιπλέον, χορήγηση αναστολέων της βιοσύνθεσης 

σφιγγολιπιδίων σε κύτταρα της ζύµης όπως µυριοσίνη και αουρεοβασιδίνη Α 

(aureobasidin A, AbA) έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση των επιπέδων 

κυτταροπλασµατικού Ca2+ και η απώλεια βιωσιµότητας αυτών των κυττάρων είναι 

άµεσα εξαρτώµενη από το ασβέστιο. Εφόσον η απαλοιφή των γονιδίων, τα οποία 

κωδικοποιούν για τα κανάλια ιόντων ασβεστίου mid1 και cch1 είναι σε θέση να 

διασώσουν τα κύτταρα (Kajiwara et al., 2012). 

 

 

1.5.3  Λιπιδικές σχεδίες 

 

Το µοντέλο του “ρευστού µωσαϊκού” των Singer and Nicolson, σήµερα έχει 

υποστεί βελτιώσεις. Πλέον είναι κοινά αποδεκτό ότι τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες 

κατανέµονται ανοµοιογενώς, σχηµατίζοντας εξειδικευµένες περιοχές κατά µήκος της 

µεµβράνης. Χωρίς να αναφέρεται ξεκάθαρα στη δηµοσίευση των Singer and 

Nicolson, η µεµβράνη αντιµετωπίζεται ως ένα οµογενές ρευστό στο οποίο οι 

πρωτεΐνες διαχέονται σε δύο διαστάσεις. Το 1984, οι Mouritsen και Bloom πρότειναν 

το µοντέλο του στρώµατος (mattress model), στο οποίο πρωτεΐνες και λιπίδια 

αλληλεπιδρούν (Mouritsen and Bloom, 1984). Το µοντέλο του στρώµατος δηλώνει 

ότι το ταίριασµα των διαστάσεων των λιπιδίων και των πρωτεϊνών επηρεάζουν τη 

συσσώρευση λιπιδίων γύρω από µια πρωτεΐνη και την πλευρική διευθέτηση της 

πρωτεΐνης λόγω ελκτικών δυνάµεων που προκύπτουν από τα τριχοειδή φαινόµενα. Η 

πλασµατική µεµβράνη όλων των ευκαρυωτικών κυττάρων, όπως όλες οι βιολογικές 

µεµβράνες, περιέχουν περισσότερα είδη λιπιδίων (π.χ. τα φωσφολιπίδια έχουν µια 

τροµακτική ποικιλία οµάδων κεφαλής και ακυλικές αλυσίδες διαφορετικής δοµής και 

µήκους) από όσα χρειάζονται για τη δηµιουργία µιας απλής λιπιδικής διπλοστοιβάδας 

(Munro, 2003). Ωστόσο βιοφυσικές και µικροσκοπικές µελέτες έδειξαν την ύπαρξη 

εξειδικευµένων µίκρο/νάνο περιοχών, τις οποίες πρώτοι οι Simons και Ikonen, το 

1997, ονόµασαν λιπιδικές σχεδίες (lipid rafts) (Simons and Ikonen, 1997).  

Οι λιπιδικές σχεδίες θεωρούνται οι µικρότερες µονάδες οργάνωσης της 

πλασµατικής µεµβράνης, και αποτελούν διακριτές περιοχές, αδιάλυτες σε µη ιονικά 
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τασιενεργά απορρυπαντικά. Οι λιπιδικές σχεδίες είναι νάνο/µίκρο περιοχές της 

πλασµατικής µεµβράνης που εκτείνονται σε ένα ευρύ φάσµα διαφορετικών χωρικών 

και χρονικών κλιµάκων, οι οποίες κυµαίνονται από µερικές δεκάδες έως εκατοντάδες 

νανόµετρα και από χιλιοστά του δευτερολέπτου σε εξαιρετικά σταθερές ακόµη και 

αµετάβλητες δοµές (Olivera-Couto and Aguilar, 2012). Θεωρείται ότι 

διαδραµατίζουν σηµαντικούς ρόλους στην κίνηση του κυττάρου, στην ενδοκύττωση 

και στην κυτταρική σηµατοδότηση (Simons and Ikonen, 1997). Παρότι, η βιολογική 

ύπαρξη των λιπιδικών σχεδίων έχει αµφισβητηθεί κατά τη διάρκεια των ετών 

(Munro, 2003), η τεχνολογική ανάπτυξη έχει αποδώσει αποτελέσµατα που 

περιγράφουν τις λιπιδικές σχεδίες ως δυναµικές νάνο/µίκρο συγκροτήσεις ή 

πλατφόρµες, εµπλουτισµένες σε στερόλες και σφιγγολιπίδια. Αυτά τα δύο είδη 

λιπιδίων σχηµατίζουν µαζί µία µονάδα, η οποία φαίνεται να επιπλέει στη µεµβράνη, 

ενώ στην πραγµατικότητα είναι µέρος της µε τη διαφορά ότι είναι πιο συγκροτηµένη 

και πιο σφιχτά πακεταρισµένη από ότι το περιβάλλον στρώµα φωσφολιπιδίων (van 

Meer and Lisman, 2002). Ο µηχανισµός για τη συγκρότηση των λιπιδικών σχεδίων 

βασίζεται στη διαδικασία διαχωρισµού φάσεων της λιπιδικής διπλοστοιβάδας, βάσει 

των διαφορετικών φυσικοχηµικών ιδιοτήτων των λιπιδίων. Λόγω της δύσκαµπτης 

δοµής των στερολών, υπάρχει προτίµηση να αλληλεπιδρούν µε κορεσµένες αλυσίδες 

λιπαρών οξέων, όπως αυτές που εντοπίζονται στα σφιγγολιπίδια, παρά µε τις πιο 

ογκώδεις ακόρεστες αλυσίδες των φωσφολιπιδίων (Opekarová et al., 2010). Η 

κατανοµή των λιπιδίων στη µεµβράνη µε βάση τις φυσικές τους ιδιότητες, οδηγεί στη 

διαφοροποίηση σε υγρές φάσεις που είναι σε τάξη (Lo) ή αταξία (Ld) (Εικόνα 1-24) 

(Martin et al., 2005). 
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Εικόνα 1-24  Σχηµατική αναπαράσταση των λιπιδικών σχεδίων (lipid rafts) της 
πλασµατικής µεµβράνης. Πλευρική σύνδεση των σφιγγολιπιδίων (πορτοκαλί σφαίρες) στην 
εξωτερική πλευρά και των στερολών (µπλε ελλείψεις) στην εξωτερική και εσωτερική πλευρά 
της διπλοστοιβάδας, οδηγούν στο σχηµατισµό υγρών φάσεων, που βρίσκονται σε τάξη (Lo) 
και είναι διακριτές από τις περιβάλλουσες υγρές φάσεις που βρίσκονται σε αταξία (Ld). 
Προσαρµογή από Martin et al., 2005. 

 

 

Λόγω του µήκους των αλυσίδων των συστατικών τους, οι Lo φάσεις 

θεωρούνται πως είναι παχύτερες των Ld φάσεων. Η διαφορά στο πάχος της 

διπλοστοιβάδας µπορεί να οδηγήσει στο σχηµατισµό εξειδικευµένων περιοχών στην 

πλασµατική µεµβράνη, όπου πχ. πρωτεΐνες µε µεγάλα διαµεµβρανικά τµήµατα 

ενσωµατώνονται και συσσωρεύονται µαζί. Λόγω της δυνατότητας ένταξης 

συγκεκριµένων λιπιδίων και πρωτεϊνών της πλασµατικής µεµβράνης σε λειτουργικές 

µίκρο/νάνο περιοχές το µοντέλο των λιπιδικών σχεδίων συνδέει τις φυσικοχηµικές 

ιδιότητες των συστατικών της µεµβράνης µε επιµέρους λειτουργίες της (Bagnat and 

Simons, 2002).  
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Εικόνα 1-25  Η καβεολίνη εντοπίζεται σε πολλαπλά κυτταρικά διαµερίσµατα όπως το 
ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER), το σύµπλεγµα Golgi, τα µιτοχόνδρια , ο πυρήνας, τα 
ενδοσώµατα, τα λυσοσώµατα και τα λιπιδικά σταγονίδια. Προσαρµογή από Fridolfsson et 
al., 2014.  

 

 

Ένα παράδειγµα οργάνωσης λειτουργικής µικρο περιοχής in vivo είναι τα 

µικροσπήλαια των µεµβρανών (caveolae) στα κύτταρα θηλαστικών. Τα 

µικροσπήλαια είναι εγκολπώσεις της µεµβράνης µεγέθους 50 –100 nm, τα οποία 

ανακαλύφθηκαν σχεδόν πριν 60 χρόνια (Parton and del Pozo, 2013). Η καβεολίνη, η 

δοµική πρωτεΐνη απαραίτητη για το σχηµατισµό των µικροσπηλαίων, είναι παρούσα 

στα κύτταρα σε τρεις ισοµορφές. Στοιχεία των τελευταίων χρόνων καταδεικνύουν ότι 

αυτές οι πρωτεΐνες µπορούν να έχουν ρόλους ανεξάρτητα από αυτόν της 

συγκρότησης των µικροσπηλαίων, στη µεταφορά λιπιδίων, στη µεταγωγή σήµατος, 

στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης, και στη λειτουργία των µιτοχονδρίων 

(Fridolfsson et al., 2014). Αυτές οι ανεξάρτητες δράσεις των καβεολινών µπορουν να 

διευκολύνονται από το γεγονός ότι αυτές οι πρωτεΐνες εντοπίζονται σε πολλά 

κυτταρικά διαµερίσµατα όπως: στις κυτταρικές µεµβράνες, στα ενδοκυτταρικά 

κυστίδια, στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER), στον πυρήνα, στα µιτοχόνδρια, στα 

λυσοσώµατα/ενδοσώµατα και στο σύµπλεγµα Golgi (Εικόνα 1-25).  

Το κύριο συστατικό των µικροσπηλαίων είναι η καβεολίνη (caveolin), µία 

πρωτεΐνη 20 kDa που εισέρχεται µερικώς στη µεµβράνη και συντίθεται στο 

ενδοπλασµατικό δίκτυο. Στο ER, οι νεοσυντιθέµενες καβεολίνες υφίστανται το πρώτο 
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στάδιο ολιγοµερισµού τους, ενώ τα ολιγοµερή αυτά σταθεροποιούνται µέσω της 

σύνδεσής τους µε µόρια χοληστερόλης (Fridolfsson et al., 2014). Οι καβεολίνες στη 

συνέχεια µεταφέρονται στο σύµπλεγµα Golgi και εντός του Golgi σχηµατίσουν 

ολιγοµερή υψηλού µοριακού βάρους (~ 400 kDa) απαραίτητα για την ενσωµάτωση 

τους στις λιπιδικές σχεδίες (Εικόνα 1-26). Τα ολιγοµερή καβεολίνης συνεχίζουν 

µέσω της εκκριτικής οδού για την ενσωµάτωση τους στη πλασµατική µεµβράνη, 

οπού εκεί άλλες πρωτεΐνες όπως οι καβίνες σταθεροποιούν το σχηµατισµό των 

µικροσπηλαίων (Kovtun et al., 2015). 

 

 

Εικόνα 1-26  (Α-Β) Οργάνωση των λιπιδικών σχεδίων και των µικροσπηλαίων. (Α) Στις 
λιπιδικές σχεδίες η υγρή φάση σε τάξη (Lo) είναι εµπλουτισµένη σε χοληστερόλη (κίτρινο 
χρώµα) και σφιγγολιπίδια στην εξωτερική πλευρά της µεµβράνης (πορτοκαλί χρώµα). Σε 
αντίθεση η υγρή φάση σε αταξία (Ld) αποτελείται ουσιαστικά από φωσφολιπίδια, όπως 
φωσφατιδυλοχολίνη, φωσφατιδυλαιθανολαµίνη, και φωσφατιδυλοσερίνη (πράσινο χρώµα). 
(Β) Μετά την ενσωµάτωση της πρωτεΐνης καβεολίνης, οι περιοχές της µεµβράνης σε Lo 

σχηµατίσουν εγκολπώσεις που ονοµάζονται µικροσπήλαια. Οµο-ολιγοµερή της καβεολίνης 
(παρουσιάζονται ως διµερή για απλότητα) συναθροίζονται σε συγκεκριµένες περιοχές της 
πλασµατικής µεµβράνης. (C) Η τοπολογία της καβεολίνης στη πλασµατική µεµβράνη. Η 
καβεολίνη σχηµατίζει οµο-ολιγοµερή ή έτερο-ολιγοµερή. Μέσω της υδρόφοβης 
διαµεµβρανικής περιοχής (κόκκινο χρώµα) η καβεολίνη πιστεύεται ότι διεισδύσει στη 
µεµβράνη. Η πρωτεΐνη είναι επίσης συνδεδεµένη µε τη µεµβράνη µέσω των περιοχών Ν-
MAD και C-MAD (πράσινο χρώµα). Προσαρµογή από Razani et al., 2002. 

 

 

 Τα µικροσπήλαια πιθανότατα αποτελούν κέντρα οργάνωσης για την 

κυτταρική µεταγωγής σήµατος. Ένα µοντέλο για το λειτουργικό ρόλο των 

µικροσπηλαίων, προτείνει ότι αυτά φέρουν τελεστές κοντά σε υποδοχείς µέσω της 

σύνδεσης τους µε µόρια σηµατοδότησης. Αυτή η υπόθεση επιπλέον προτείνει ότι η 
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καβεολίνη διατηρεί τις πρωτεΐνες σηµατοδότησης σε µια ανενεργή µορφή µέχρι την 

άφιξη του καταλλήλου ερεθίσµατος (Razani et al., 2002). Οι καβεολίνες 

αλληλεπιδρούν µε µια µεγάλη ποικιλία µορίων σηµατοδότησης, τα οποία 

περιλαµβάνουν υποδοχείς που συζεύγνυνται µε G (GPCRs), κανάλια ιόντων, 

αδενυλική κυκλάση, ενδοθηλιακή συνθετάση του νιτρικού οξειδίου (eNOS) αλλά και 

κινάσες που ενεργοποιούνται από µιτογόνα (MAPs) (Parton and del Pozo, 2013). Τα 

µικροσπήλαια διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στην ενδοκύττωση, την πρόσληψη 

παθογόνων βακτηρίων και ιών, στην ενδοκυττάρια µεταγωγή σήµατος αλλά και στην 

ογκογένεση. Ταυτόχρονα µεταλλαγές στα γονίδια που κωδικοποιούν για τις 

καβεολίνες έχουν συσχετιστεί µε ασθενείς, όπως τον καρκίνο του µαστού καθώς και 

σε διάφορους τύπους µυϊκής δυστροφίας (Razani et al., 2002). 
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1.6 Οργάνωση της πλασµατικής µεµβράνης στο S. 

cerevisiae  

 

Η πλασµατική µεµβράνη (PM) είναι απαραίτητη για τη ζωή και συµµετέχει σε 

µια πληθώρα λειτουργιών, όπως η κυτταρική προσκόλληση, η ενδοκύττωση και η 

εξωκύττωση, ενώ ταυτόχρονα αποτελεί πλατφόρµα για πολλά µονοπάτια κυτταρικής 

σηµατοδότησης (νευροδιαβίβασης, διαφοροποίησης, απόπτωσης, κ.λπ.). Τα 

τελευταία χρόνια, έχει γίνει όλο και πιο προφανές ότι η πλασµατική µεµβράνη είναι 

σε µεγάλο βαθµό διαµερισµατοποιηµένη για την επίτευξη των διαφορετικών της 

λειτουργιών (Bagnat and Simons, 2002; Lingwood and Simons, 2010). Μελέτες 

κυρίως στο ζυµοµύκητα, S. cerevisiae αλλά και σε άλλους ασκοµύκητες όσον αφορά 

την πλευρική οργάνωση (lateral organization) των βιολογικών µεµβρανών, έδειξαν 

ότι η ΡΜ είναι οργανωµένη σε πολυάριθµες µερικώς επικαλυπτόµενες περιοχές που 

είναι αρκετά µεγάλες ώστε να µελετηθούν µε µικροσκοπία φθορισµού (Spira et al., 

2012). Ωστόσο το πώς αυτές οι µεµβρανικές περιοχές προκύπτουν είναι ελάχιστα 

κατανοητό, κυρίως λόγω των τεχνικών δυσκολιών µελέτης τους που οφείλονται 

κυρίως στην υψηλή υδροφοβικότητα των µεµβρανών (Douglas and Konopka, 2014).  

Μια πρόσφατη έρευνα όσο αναφορά την οργάνωση της πλασµατικής 

µεµβράνης του ζυµοµύκητα χρησιµοποιώντας µικροσκοπία ολικής εσωτερικής 

ανάκλασης (Τotal Ιnternal Reflection M icroscopy-TIRFM) µε µεθόδους 

αποσυσχέτησης αποκάλυψε την ύπαρξη πάνω από δώδεκα µικρο περιοχών 

διαφορετικής δυναµικότητας και µορφών που κυµαίνονται από διακριτά κοκκία σε 

συνεχή δίκτυα (Spira et al., 2012). Ωστόσο, τρεις τύποι τόσο δυναµικών όσο και 

στατικών διακριτών περιοχών µε διαφορετική σύνθεση λιπιδίων και πρωτεϊνών είναι 

καλά χαρακτηρισµένες στην πλασµατική µεµβράνη του S. cerevisiae:  

 

• οι περιοχές MCC  (µεµβρανικές περιοχές πλούσιες στο µεταφορέα αργινίνης 

Can1 - Membrane Compartment of Can1) 

• οι περιοχές MCΤ (µεµβρανικές περιοχές οι όποιες περιέχουν το σύµπλοκο 

στόχο της ραπαµυκίνης 2, TORC2 - Membrane Compartment containing 

TORC2) 

• οι περιοχές MCP (µεµβρανικές περιοχές πλούσιες στην αντλία πρωτονίων 

Pma1 - Membrane Compartment of Pma1) 
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Η περιοχή MCP, αποτελεί ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα στατικής µικρο-

περιοχής, περιλαµβάνει την αντλία πρωτονίων Pma1, η οποία δηµιουργεί την 

ηλεκτροχηµική κλίση που χρησιµεύει στην ενεργό µεταφορά θρεπτικών ουσιών. Οι 

περιοχές MCP σχηµατίζουν ένα συνεχές δίκτυο που συνεντοπίζεται εν µέρει µε άλλες 

νάνο-περιοχές της πλασµατικής µεµβράνης αλλά όχι µε τα MCC (βλέπε παρακρατώ) 

(Εικόνα 1-27) (Spira et al., 2012). Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης, ο 

σηµασµένος µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη µεταφορέας αργινίνης, Can1, 

δηµιουργεί 50-80 κοκκιώδεις-στικτούς/κύτταρο σχηµατισµούς µε διάµετρο 300 nm 

περίπου. Αυτό το πρότυπο κατανοµής της Can1 έχει δηχθεί ότι παραµένει σταθερό 

για περισσότερο από 90 λεπτά (Malinska, 2004; Malínská et al., 2003). Οι περιοχές 

της µεµβράνης που καταλαµβάνει η Can1 είναι πλούσιες σε εργοστερόλη (Grossmann 

et al., 2006a) και αντανακλούν µια στατική δοµή, η οποία ονοµάζεται MCC (Εικόνα 

1-27). Στις περιοχές MCC εντοπίζονται πολλές πρωτεΐνες όπως οι µεταφορείς 

ουρακίλης και τρυπτοφάνης (Grossmann et al., 2006b), µέλη της οικογένειας 

Sur7/PalI (Strádalová et al., 2009, p. 1), οι κινάσες Pkh1 και Pkh2 και οι 

κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες Lsp1 and Pil1 (εισοσωµικές πρωτεΐνες) (Walther et 

al., 2006) (βλέπε παρακρατώ). 

 

 

Εικόνα 1-27  Υποκυτταρικός εντοπισµός των πρωτεϊνών Can1 και Pma1 στην 
πλασµατική µεµβράνη του S. cerevisiae. Πρότυπα φθορισµού των (Α και Β) Can1-GFP 
(εγκάρσια και πολική τοµή, αντίστοιχα) και (C και D) Pma1-GFP (εγκάρσια και πολική 
τοµή, αντίστοιχα) σε ζωντανά κύτταρα ζύµης. Κλίµακα µεγέθυνσης 5 µm. Προσαρµογή από 
Malínská et al., 2003. 
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Οι πρωτεΐνες TOR (στόχος της ραπαµυκίνης) είναι άτυπες κινάσες 

σερίνης/θρεονίνης που ανήκουν στη οικογένεια των φωσφατιδυλινοσιτόλης 3-

κινασών (PI3K-like kinases or PIKKs). Οι πρωτεΐνες TOR είναι καλυτέρα γνωστές 

για τους ρόλους τους στα µονοπάτια σηµατοδότησης που αφορούν την κυτταρική 

ανάπτυξη, τον πολλαπλασιασµό και την επιβίωση των κυττάρων. Επανάσταση στην 

κατανόηση των εµπλεκόµενων TOR-εξαρτώµενων σηµατοδοτικών µονοπατιών ήταν 

η ανακάλυψη 2 ξεχωριστών συµπλόκων, τα οποία και ονοµαστήκαν TORC1 

(σύµπλοκο στόχο της ραπαµυκίνης 1) και TORC2 (σύµπλοκο στόχο της ραπαµυκίνης 

2). Και τα δυο σύµπλοκα είναι συντηρηµένα από τις ζύµες µέχρι τον άνθρωπο 

(Loewith and Hall, 2011).  

 

 

Εικόνα 1-28  Σχηµατική αναπαράσταση των TORC2 στον άνθρωπο, το S. cerevisiae  και 
το S. pombe. Οι ανθρώπινες πρωτεΐνες Rictor και Sin1 είναι συντηρηµένες από τους µύκητες 
έως τον άνθρωπο. Οι οµόλογες στο S. cerevisiae είναι η Avo3 (Rictor) και η Avo1 (Sin1) και 
οι Ste20 (Rictor) και Sin1 στο S. pombe. Προσαρµογή από Weisman et al., 2014. 

 

 

Το TORC1, πρωτίστως διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στην ανάπτυξη και 

ρυθµίζει την πρωτεϊνική σύνθεση, τη βιογένεση των ριβοσωµάτων, και την 

αυτοφαγία (Jacinto and Lorberg, 2008). Οι κυτταρικές λειτουργίες του TORC2 είναι 

λιγότερο κατανοητές, γιατί σε αντίθεση µε το TORC1, δεν έχουν βρεθεί ειδικοί 

αναστολείς για το TORC2. Η ραπαµυκίνη14 και τα παράλογα της αναστέλλουν µόνο 

το TORC1 και η χρήση τους επέτρεψε την σε βάθος ανάλυση των λειτουργιών αυτού 

του συµπλόκου (Loewith and Hall, 2011). Η ραπαµυκίνη έχει χρησιµοποιηθεί 

επιτυχώς για τη θεραπεία νευρολογικών και µεταβολικών διαταραχών, καθώς και σε 

ορισµένες µορφές καρκίνου, όπως ο καρκίνος των νεφρικών κυττάρων και ο 

                                                 
14 Η ραπαµυκίνη (επίσης γνωστή ως σιρόλιµους) είναι χηµική ουσία η οποία ανακαλύφθηκε από τον 
Suren Sehgal ως προϊόν των βακτηρίων στο Νησί του Πάσχα. Εγκρίθηκε από τον Αµερικανικό 
Οργανισµό Τροφίµων και Φαρµάκων (US Food and Drug Administration ) το Σεπτέµβριο του 1999 
και διατίθεται στην αγορά µε την εµπορική ονοµασία Rapamune by Pfizer. Η ραπαµυκίνη 
αναπτύχθηκε αρχικά ως αντιµυκητισιακός παράγοντας, ωστόσο, η χρήση αυτή εγκαταλείφθηκε όταν 
διαπιστώθηκε ότι η ουσία αυτή έχει ισχυρή ανοσοκατασταλτική δράση και αντικαρκινικές ιδιότητες 
(Gao et al., 2011).  
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καρκίνος του µαστού (Dienstmann et al., 2014). Τα κύτταρα των θηλαστικών 

περιέχουν ένα µόνο γονίδιο tor (mTOR) που κωδικοποιεί για την καταλυτική 

υποµονάδα είτε του TORC1 ή του TORC2. Ο S. cerevisiae έχει δύο γονίδια tor (tor1 

και tor2). Η κινάση Tor1 βρίσκεται αποκλειστικά στο σύµπλοκο TORC1, ενώ η Tor2 

µπορεί να χρησιµεύσει ως καταλυτική υποµονάδα και των δυο συµπλόκων (De 

Virgilio and Loewith, 2006). Ο S. pombe µε τη σειρά του φέρει δύο γονίδια tor, η 

Tor1 βρίσκεται αποκλειστικά στο σύµπλοκο TORC2, ενώ η Tor2 βρίσκεται 

αποκλειστικά στο σύµπλοκο TORC1 (τα γονίδια ονοµάστηκαν κατά σειρά 

ανακάλυψης και όχι µε βάση τη λειτουργία τους) (Ikai et al., 2011, p. 2). Σε όλα τα 

είδη, τα δύο σύµπλοκα διακρίνονται από συντηρηµένες υποµονάδες. Ειδικότερα, οι 

ανθρώπινες υποµονάδες Rictor και Sin1 είναι TORC2-ειδικες πρωτεΐνες 

συντηρηµένες τόσο στον S. pombe όσο και στον S. cerevisiae, αν και µε διαφορετικά 

ονόµατα (Εικόνα 1-28) (Weisman et al., 2014). Ενώ το TORC1 εντοπίζεται στα 

χυµοτόπια (Loewith and Hall, 2011), το TORC2 εντοπίζεται στη πλασµατική 

µεµβράνη του S. cerevisiae, σχηµατίζοντας δυναµικές νάνο-περιοχές, οι όποιες δεν 

συνεντοπίζεται µε τις περιοχές MCC και MCP (Εικόνα 1-29) (Berchtold et al., 2012). 

Κάθε σύµπλοκο TORC2 αποτελείται τουλάχιστον από δέκα µικρότερα σύµπλοκα που 

συναρµολογούνται, κινούνται και αποσυναρµολογούνται στην πλασµατική µεµβράνη 

µέσα σε ένα χρονικό διάστηµα µερικών λεπτών (Berchtold and Walther, 2009). 
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Εικόνα 1-29  Τα διαµερίσµατα TORC2 εντοπίζονται σε διαφορετικές περιοχές της 
µεµβράνης (a) Τα TORC2 εντοπίζονται σε διακριτές περιοχές της πλασµατικής µεµβράνης 
από τα MCC/εισοσώµατα. Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας όπου οι πρωτεΐνες του  
TORC2, Avo1 και Avo2 έχουν σηµανθεί µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) και ο 
µάρτυρας των MCC, Lsp1 µε την κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (RFPmars). Τα ένθετα 
δείχνουν σε µεγαλύτερη µεγέθυνση τις επιλεγµένες περιοχές. Κλίµακα µεγέθυνσης 5 µm. (b) 
∆ιάγραµµα συνεντοπισµού των πρωτεϊνών Avo1 και Avo2 -GFP/Lsp1-RFPmars. (c) Τα 
TORC2 εντοπίζονται σε διακριτές περιοχές της πλασµατικής µεµβράνης από τα MCP. 
Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας όπου η πρωτεΐνη του  TORC2, Bit61 έχει σηµανθεί µε 
την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) και ο µάρτυρας των MCP, Pma1 µε την κόκκινη 
φθορίζουσα πρωτεΐνη (RFPmars). Τα ένθετα δείχνουν σε µεγαλύτερη µεγέθυνση τις 
επιλεγµένες περιοχές. Κλίµακα µεγέθυνσης 2,5 µm. (d) ∆ιάγραµµα συνεντοπισµού των 
πρωτεϊνών Bit61-GFP / Pma1-RFPmars.  Προσαρµογή από Berchtold and Walther, 2009. (e) 
Σχηµατική απεικόνιση και των τριών καλυτέρα µελετηµένων µεµβρανικών περιοχών στο S. 
cerevisiae. Προσαρµογή από Bartlett and Kim, 2014. 

 

 

1.6.1  Τα εισοσώµατα και η πρωτεΐνη Nce102 στο S. cerevisiae  

 

Η ιδέα των εισοσωµάτων γεννήθηκε για πρώτη φορά, όταν παρατηρήθηκε στο 

µικροσκόπιο επιφθορισµού η στικτή και στατική κατανοµή της πρωτεΐνης Sur7 

(σηµασµένη µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη) στη πλασµατική µεµβράνη του S. 

cerevisiae (Young et al., 2002). Απροσδόκητα, αν και η Sur7 είχε χαρακτηριστεί ως 
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καταστολέας πολλών αντιγράφων (high-copy suppressor) των µεταλλαγµένων 

προβληµατικών σε ενδοκύττωση στελεχών rvs16715 (Sivadon et al., 1997), τα Sur7-

GFP κοκκία δεν συνεντοπίζονται µε τα κοκκία ακτίνης στις περιοχές ενδοκύττωσης. 

Στην κυτταροπλασµατική πλευρά κάθε MCC, εντοπίζονται χιλιάδες µόρια των 

παράλογων κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών Pil1 (phosphorylation inhibited by long-

chain bases) και Lsp1 (long-chain bases stimulate phosphorylation), οι οποίες µαζί µε 

τη διαµεµβρανική πρωτεΐνη Sur7 σχηµατίζουν το υπερµοριακό σύµπλεγµα που 

ονοµάζεται εισόσωµα (Walther et al., 2006; Zhang, 2004). Μέρος της 

διαµερισµατοποίησης της πλασµατικής µεµβράνης του S. cerevisiae οφείλεται στα 

εισοσώµατα. Τα εισοσώµατα είναι µεγάλα πολυπρωτεϊνικά σύµπλοκα σταθερά στο 

χώρο και στο χρόνο, τα οποία προσδένονται στη µεµβράνη από την 

κυτταροπλασµατική της µεριά στο φλοιό του κυττάρου (Εικόνα 1-30). Η Pil1 και η 

Lsp1 έχουν 72% ταυτότητα στην αµινοξική τους ακολουθία, µε τις µεγαλύτερες 

διαφοροποίησεις να εντοπίζονται στο καρβοξυτελικό τους άκρο. Η δοµή της Lsp1 

έχει λυθεί κρυσταλλογραφικά για τα αµινοξικά κατάλοιπα 36-267, δείχνοντας πώς η 

Lsp1 είναι µία οµοδιµερής πρωτεΐνη που περιέχει τη δοµική περιοχή BAR (Βλέπε 

παράγραφο 1.5.2.1) και εντάσσεται φυλογενετικά κοντύτερα στις N-BAR πρωτεΐνες 

(Karotki et al., 2011). 

Είναι δοµές µε εξαιρετικά µεγάλο ενδιαφέρον διότι η παρουσία τους εντοπίζεται 

στους µύκητες (Scazzocchio et al., 2011; Vangelatos et al., 2010) και στα µικροφύκη 

(GM microalgae) (Lee et al., 2015) και φαίνεται να επιδρούν σε µία σειρά 

κυτταρικών λειτουργιών.  

 

 

Εικόνα 1-30  (A) Οι εισοσωµικές πρωτεΐνες συνεντοπίζονται κάτω από την πλασµατική 
µεµβράνη. Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας, στις οποίες οι Pil1, Lsp1 και Sur7 έχουν 
σηµανθεί µε την GFP. Κλίµακα µεγέθυνσης 1 µm. Προσαρµογή από (Walther et al., 2006) 

                                                 
15 Τα µεταλλαγµένα στελέχη rvs167 (µειωµένη βιωσιµότητα µετά από έλλειψη θρεπτικών - reduced 
viability upon starvation) (Bauer et al., 1993), παρουσιάζουν προβλήµατα στην οργάνωση του 
κυτταροσκελετού ακτίνης. Η επιλογή των γονιδίων που όταν υπερεκφράζονται, είναι σε θέση να 
καταστείλουν την µειωµένη βιωσιµότητα των κυττάρων µετά από έλλειψη πηγή άνθρακας, επέτρεψε 
την κλωνοποίηση του γονιδίου sur7 (Sivadon et al., 1997). 
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(B) Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας στελεχών, στα οποία η πρωτεΐνη Nce102 έχει 
σηµανθεί µε την GFP και η πρωτεΐνη Sur7 µε την κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (mars). 
Κλίµακα µεγέθυνσης 5 µm. Προσαρµογή από (Frohlich et al., 2009) 

 

 

Τα εισοσώµατα συνεντοπίζονται µε την πρωτεΐνη Nce102 (Εικόνα 1-30), η οποία 

επίσης είναι συντηρηµένη στο Βασίλειο των Μυκήτων (Khalaj et al., 2012). Στο S. 

cerevisiae το γονίδιο nce102 κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη 173 αµινοξέων µε τέσσερις 

διαµεµβρανικές α-έλικες, που σχηµατίζουν µια πρωτεϊνική περιοχή, η οποία 

ονοµάζεται MARVEL (MAL and related proteins for vesicle trafficking and 

membrane link). Στα ζωικά κύτταρα, η οικογένεια των MARVEL πρωτεϊνών 

περιλαµβάνει τη µυελίνη, φυσίνες (physins), γυρίνες (gyrins) και οκλουντίνες 

(occludins). Οι MARVEL πρωτεΐνες έχουν προταθεί ότι διαδραµατίζουν σηµαντικούς 

ρόλους στη δηµιουργία κυστιδίων µεταφοράς και στενοσυνδέσµων. Παρόλο που η 

ακριβής λειτουργία των πρωτεϊνών αυτών δεν είναι γνωστή, φαίνεται να παίζουν 

σηµαντικούς ρόλους, εφόσον µεταλλαγές στα γονίδια που τις κωδικοποιούν έχουν 

συσχετιστεί µε σοβαρές ασθένειες. Η συναπτοφυσίνη και συναπτογυρίνη στον 

άνθρωπο, οι οποίες εντοπίζονται σε νευρωνικά κυστίδια έχουν συνδεθεί µε τη 

σχιζοφρένεια. Μεταλλαγές που επηρεάζουν τη δηµιουργία στενοσυνδέσµων έχουν 

συσχετιστεί µε τη νεφρική δυσλειτουργία και την ασβεστοποίηση του εγκεφάλου 

(Douglas et al., 2013, p. 102) 

 Αρχικές µελέτες έδειξαν ότι η υπερέκφραση του γονιδίου nce102 µπορεί να 

βοηθήσει την έκκριση της ετερόλογης πρωτεΐνης, galectin-1 (Cleves et al., 1996). 

Αυτή η παρατήρηση οδήγησε στην υπόθεση ότι η πρωτεΐνη Nce102 σχετίζεται µε τη 

µη κλασική έκκριση (nonclassical export) λοιµογόνων/τοξικών παραγόντων στην 

κυτταρική επιφάνεια των παθογόνων µικροοργανισµών. Επιπλέον, µελέτες έδειξαν 

ότι τα στελέχη στα οποία είχε γίνει απαλοιφή του γονιδίου nce102 ήταν πιο 

ευαίσθητα στο διαιθυλµαλέικο οξύ (diethylmaleate), υποδηλώνοντας ως πιθανό ρόλο 

για την Nce102, την προστασία του κυττάρου από το οξειδωτικό στρες (Desmyter et 

al., 2007). 
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1.6.2 Τα MCC/εισοσώµατα σχηµατίζουν αυλακώσεις στην 

πλασµατική µεµβράνη 

 

Στον οργανισµό µοντέλο S. cerevisiae, οι πρώτες περιγραφές των νάνο-

περιοχών της πλασµατικής µεµβράνης χρονολογούνται από το 1963 όταν, µε 

ηλεκτρονικό µικροσκόπιο (Moor and Mühlethaler, 1963), διαπιστώθηκε η ύπαρξη 

εγκολπώσεων, διαµέτρου 300 nm και βάθους 50 nm. Ωστόσο η σηµασία τους δεν 

ήταν γνωστή, περάν του γεγονότος ότι ήταν διαφορετικές από τις στενόµακρες 

προβολές που εµφάνιζαν οι περιοχές ενδοκύττωσης. Πειράµατα ηλεκτρονικής 

µικροσκοπίας σάρωσης έδειξαν ότι αυτές οι αυλακώσεις στην πλασµατική µεµβράνη 

αντιστοιχούν στις MCC/εισοσώµατα16 περιοχές (Strádalová et al., 2009). Περαιτέρω 

µελέτες ανέφεραν την ύπαρξη παρόµοιων νάνο-περιοχών και στο S. pombe, ωστόσο 

και στα 2 είδη µυκήτων οι εγκολπώσεις είναι παρούσες σε αδρανή περιοχές της 

πλασµατικής µεµβράνης και απουσιάζουν από τις περιοχές ενεργούς 

ανάπτυξης/αύξησης (Takeo, 1984). Αν και η διαµεµβρανική πρωτεΐνη Sur7 και η 

κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη Pil1 εµφανίζονται να συνεντοπίζονται µε µικροσκοπία 

επιφθορισµού, η ανοσοηλεκτρονική µικροσκοπία (immunoelectron microscopy) 

έδειξε ότι η Sur7 εντοπίζεται στα ανώτερα άκρα των εγκολπώσεων, ενώ η Pil1 στο 

χαµηλότερο ύψος τους (Εικόνα 1-31) (Strádalová et al., 2009). Με βάση την 

εκτιµώµενη αφθονία της Sur7 στα κύτταρα (Ghaemmaghami et al., 2003), φαίνεται 

να υπάρχει αρκετή πρωτεΐνη για το σχηµατισµό ενός δακτυλιδιού γύρω από την 

περίµετρο της κάθε εγκόλπωσης σε ένα τυπικό κύτταρο. Οµοίως, η εκτιµώµενη 

ποσότητα των Pil1 και Lsp1, θα επαρκούσε για την κάλυψη του µεγαλυτέρου µέρους 

της επιφάνειας των εγκολπώσεων. Τα αλλά συστατικά των MCC/εισοσωµάτων είναι 

λιγότερο άφθονα και δεν θα καταλαµβάνουν πολύ χώρο. 

 

 

                                                 
16 Τα εισοσώµατα και οι περιοχές MCCs συνιστούν την ίδια υποκυτταρική δοµή: αυλακώσεις της 
πλασµατικής µεµβράνης. Για λόγους απλότητας, θα χρησιµοποιηθεί ο όρος εισοσώµατα για να 
περιγράψει τις αυλακώσεις της πλασµατικής µεµβράνης αλλά και τις πρωτεΐνες, οι οποίες εντοπίζονται 
σε αυτές τις περιοχές αυτές. 
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Εικόνα 1-31  Εντοπισµός της Pil1 µετά την ενσωµάτωση ανοσο-χρυσού. Ο εισοσωµικός 
δείκτης Pil1-GFP εντοπίστηκε σε υπέρλεπτες τοµές, στα βαθύτερα τµήµατα των 
εγκολπώσεων. (Α) ∆ιατήρηση όλων των κυτταρικών δοµών του κυττάρου. (B- D) Ακριβής 
εντοπισµός της Pil1 στην εγκόλπωση, Η περιοχή B- D αποτελεί µεγέθυνση της επιλεγµένης 
περιοχής στην εικόνα Α. Κλίµακα µεγέθυνσης Α= 1 µm,  B- D =200 nm. Εντοπισµός της 
Sur7 µετά την ενσωµάτωση ανοσο-χρυσού. Ο MCC δείκτης Sur7-GFP εντοπίστηκε σε 
υπέρλεπτες τοµές, στα επιφανειακά τµήµατα των εγκολπώσεων. (Α’)  Τρεις  τοµές. (B’)  Και 
δύο σχεδόν εφαπτόµενες τοµές. Κλίµακα µεγέθυνσης 200 nm. Προσαρµογή από Strádalová 
et al., 2009. 

 

 

Οι πρωτεΐνες Pil1 και Nce102 είναι υπεύθυνες για το σχηµατισµό των 

διαµερισµάτων MCC, τα οποία όπως προαναφέρθηκε, σε πειράµατα ηλεκτρονικής 

µικροσκοπίας σάρωσης φαίνονται ως αυλακώσεις στην πλασµατική µεµβράνη 

(Stradalova et al., 2009, Karotki et al., 2011). Παρά τη µεγάλη αµινοξική τους 

ταυτότητα και τεταρτοταγή δοµική οµοιότητα, οι πρωτεΐνες Pil1 και Lsp1 έχουν 

διαφορετική επίπτωση στην αρχιτεκτονική των εισοσωµάτων. Η παρουσία της Pil1 

είναι σηµαντική για τη συγκρότηση των εισοσωµάτων και γενικώς την οργάνωση της 

πλασµατικής µεµβράνης καθώς σε κύτταρα pil1∆ η στικτή κατανοµή των 

εισοσωµάτων (Lsp1 και Sur7) χάνεται µε µερικά «εισοσωµικά αποµεινάρια» να 

παραµένουν στη µεµβράνη (Walther et al., 2006). Ταυτόχρονα δεν παρατηρούνται οι 

αυλακώσεις της πλασµατικής µεµβράνης (Strádalová et al., 2009) και Can1 και 

Nce102 αποκτούν οµοιόµορφη κατανοµή σε όλη τη µεµβράνη (Εικόνα 1-32) 

(Grossmann et al., 2006a). Αυτό συµβαίνει και στις υπόλοιπες πρωτεΐνες που 

εντοπίζονται στο MCC, οι οποίες είτε εντοπίζονται στα εισοσωµικά αποµεινάρια είτε 

κατανέµονται οµοιόµορφα στη µεµβράνη έπειτα από απαλοιφή του γονιδίου pil1 

(Frohlich et al., 2009, p. 102). Το ίδιο συµβαίνει και για την εργοστερόλη η οποία 

χάνει το στικτό της µοτίβο/πρότυπο και αποκτά περισσότερο οµοιόµορφη κατανοµή 

στην πλασµατική µεµβράνη ενώ εντοπίζεται και στα εισοσωµικά αποµεινάρια 

(Grossman et al., 2007). Σε έλλειψη της Lsp1 τα εισοσώµατα διατηρούν τη στικτή 

κατανοµή τους στο κύτταρο και οι αυλακώσεις της πλασµατικής µεµβράνης 
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φαίνονται να σχηµατίζονται όπως σε στελέχη φυσικού τύπου. Απαλοιφή του γονιδίου 

nce102 έχει ως αποτέλεσµα την οµοιόµορφη κατανοµή της Sur7 σε όλη τη µεµβράνη, 

τον εντοπισµό της Pil1 στα «εισοσωµικά αποµεινάρια» και την έλλειψη αυλακώσεων 

της πλασµατικής µεµβράνης (Εικόνα 1-32) (Strádalová et al., 2009). 

 

 

Εικόνα 1-32  Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας και ηλεκτρονικής µικροσκοπίας σάρωσης 
όπου φαίνονται τα MCC ως αυλακοειδείς εγκολπώσεις της πλασµατικής µεµβράνης και η 
στικτή κατανοµή της Can1-GFP . (Α-C) σε κύτταρα φυσικού τύπου, (D-F) η απουσία τους σε 
κύτταρα pil1∆. (G-I) η απουσία τους σε κύτταρα nce102∆. Προσαρµογή από Stradalova et 
al., 2009. 

 

 

1.6.3   Ρύθµιση της συναρµολόγησης και 

αποσυναρµολόγησης των εισοσωµάτων 

 

Η πρωτεΐνη Pil1 (µαζί µε την πρωτεΐνη Nce102) φαίνεται να είναι ο 

σηµαντικότερος παράγοντας για το σχηµατισµό των εισοσωµάτων. Μεταλλαγές των 

βασικών αµινοξικών καταλοίπων που αλληλεπιδρούν µε τα όξινα PI(4,5)P2 

(hosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) στη πλασµατική µεµβράνη µειώνει την 

ικανότητα της Pil1 να δεσµεύει µεµβράνες και ελαττώνεται ο αριθµός των 

εισοσωµάτων που σχηµατίζεται (Olivera-Couto et al., 2011). Η αλληλεπίδραση της 

Pil1 µε την πλασµατική µεµβράνη αλλά και ο σχηµατισµός αυλακώσεων στην 
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πλασµατική µεµβράνη διευκολύνεται από την πρωτεΐνη Seg1 (Moreira et al., 2012). 

Η πρωτεΐνη Seg1 προηγείται της Pil1 κατά τη διάρκεια σχηµατισµού του 

εισοσώµατος και φαίνεται να συµµετέχει στη δηµιουργία µιας πλατφόρµας για τη 

συναρµολόγηση των άλλων εισοσωµικών συστατικών. Αυτή η πλατφόρµα 

σταθεροποιείται περαιτέρω µε την άφιξη των Pil1 και LSP1. Επιπλέον, η ποσότητα 

της Seg1 καθορίζει το σχήµα του εισοσώµατος, αφού υπερέκφραση της οδηγεί στο 

σχηµατισµό µακρύτερων εισοσωµάτων, ενώ η απαλοιφή του γονιδίου seg1 οδηγεί 

στο σχηµατισµό λιγότερων και µικρότερων εισοσωµάτων (Moreira et al., 2012).   

Οι εισοσωµικός πρωτεΐνες Pil1 και LSP1 ρυθµίζονται από φωσφορυλίωση 

(Murphy and Kim, 2012). Ωστόσο, είναι αµφιλεγόµενη εάν αυτή προωθεί τη 

συναρµολόγηση ή την αποσυναρµολόγηση του εισοσώµατος (Deng et al., 2009; 

Walther et al., 2007). Υπάρχει συµφωνία ότι Pil1 και LSP1 φωσφορυλιώνονται από 

τις πρωτεΐνες Pkh1 και Pkh2 (Zhang, 2004), ένα ζευγάρι κινασών σερίνης-θρεονίνης, 

το οποίο εντοπίζεται στα εισοσώµατα (Frohlich et al., 2009; Luo et al., 2008). 

Ωστόσο, η διαµάχη έγκειται στον ακριβή ρόλο που έχει η Pkh1/2 εξαρτωµένη 

φωσφορυλίωση της Pil1 στη συναρµολόγηση του εισοσώµατος. Ο Walther και οι 

συνεργάτες του αρχικά έδειξαν ότι η υπερφωσφορυλιώση της Pil1 από αυξηµένα 

επίπεδα των πρωτεϊνών Pkh1/2 οδηγούσε σε αποσυναρµολόγηση του εισοσώµατος 

(Walther et al., 2007). Ταυτόχρονα οι ερευνητές παρατήρησαν ότι φαρµακολογική η 

γενετική αναστολή της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων (συνθήκη στην οποία αυξάνεται 

η ενεργότητα των κινασών Pkh1/2), προκαλεί επίσης την αποσυναρµολόγηση του 

εισοσώµατος (Walther et al., 2007). Σε υποστήριξη αυτού του µοντέλου, 

παρατηρήθηκε ότι τα µεταλλαγµένα στελέχη pil1 (4D) στα οποία οι σερίνες 45, 59 

και 230, και η θρεονίνη 233 είχαν αντικατασταθεί από ασπαρτικό οξύ (D) (µιµούµενη 

υπερφωσφορυλίωση), η Pil1 εντοπιζόταν διάχυτη στο κυτταρόπλασµα. Αντίθετα η 

µείωση των επιπέδων των κινασών Pkh1/2, η προσθήκη LCBs στο θρεπτικό µέσο και 

η αντικατάσταση των αµινοξικών καταλοίπων (σερίνες 45, 59 και 230, και η 

θρεονίνη 233) σε αλανίνες (µιµούµενη υποφωσφορυλίωση) οδηγούσε στην 

συναρµολόγηση και το σχηµατισµό των εισοσωµάτων. Συµπεραίνοντας, ότι η Pil1 

αποφωσφορυλιώνεται για να συγκροτηθεί το εισόσωµα και απελευθερώνεται κατά τη 

φωσφορυλίωση της στο κυτόπλασµα (Εικόνα 1-33). Σε συµφωνία, ο Deng και οι 

συνεργάτες του, ανέφεραν ότι µειωµένα επίπεδα κυτταροπλασµατικού Pil1-GFP 

φθορισµού συσχετίζονται µε την αποφωσφορυλίωση της Pil1, κυρίως στις θέσεις της 

σερίνης 230 και της θρεονίνης 233(Deng et al., 2009). Ωστόσο, δύο σειρές ενδείξεων 
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υποστηρίζουν ότι η αποφωσφορυλίωση της Pil1 οδηγεί στη συναρµολόγηση του 

εισοσώµατος. Αρχικά ο Luo και οι συνεργάτες του, έδειξαν ότι το αλλήλιο της Pil1, 

στο οποίο πολλαπλές θέσεις φωσφορυλίωσης (έως έξι) είχαν αντικατασταθεί από 

αλανίνες, εντοπιζόταν στο κυτταρόπλασµα υποδεικνύοντας ότι ο σχηµατισµός του 

εισοσώµατος απαιτεί τη φωσφορυλίωση της Pil1 (Εικόνα 1-33) (Luo et al., 2008). 

Συνεπής µε αυτή τη παρατήρηση, προσθήκη της ουσίας ΚΡ-372-1, η οποία 

αναστέλλει τις κινάσες Pkh1/2, είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση του 

αποφωσφορυλιωµένου Pil1 πληθυσµού ο όποιος εντοπιζόταν στο κυτταρόπλασµα 

υποστηρίζοντας την άποψη ότι η φωσφορυλίωση της Pil1 απαιτείται για το 

σχηµατισµό του εισοσώµατος. ∆εν είναι σαφές πώς διαφορετικές οµάδες ερευνητών 

καταλήγουν σε αντίθετα αποτελέσµατα χρησιµοποιώντας παρόµοιες µεταλλαγές.  

 

 

 

Εικόνα 1-33  Η διαµάχη του ρόλου της αντιστρεπτής φωσφορυλίωσης της πρωτεΐνης 
Pil1 στην οργάνωση του εισοσώµατος. (Α) Το µοντέλο προτείνει ότι η αποφωσφορυλίωση 
της Pil1 προωθεί την ενσωµάτωση της στο εισόσωµα.  (Β) Το άλλο µοντέλο προτείνει ότι η 
αποφωσφορυλίωση της Pil1 είναι απαραίτητη για την αποσυναρµολόγηση του εισοσώµατος. 
Προσαρµογή από Murphy and Kim, 2012. 

 

Η χωρική οργάνωση του εισοσώµατος διατηρείται σε βάθος χρόνου και δεν 

διαχέεται στη πλασµατική µεµβράνη του S. cerevisiae. Αυτή η σταθερότητα δεν 

φαίνεται να οφείλεται σε µια άµεση αλληλεπίδραση µε το κυτταρικό τοίχωµα, τα 

νηµάτια ακτίνης, ή τους µικροσωληνίσκους (Malinska, 2004). Ίσως η ακινησία του 

εισοσώµατος οφείλεται στο σχηµατισµό αυλακώσεων σε αυτές τις περιοχές σε 

συνδυασµό µε τη σύνδεση µε την πλασµατική µεµβράνη σταθερών νηµάτων 

αποτελούµενα από χιλιάδες µόρια Pil1 και LSP1. Οι BAR πρωτεΐνες πρόσφατα 

βρέθηκε ότι προάγουν το σχηµατισµό σταθερών λιπιδικών περιοχών (Zhao et al., 

2013). Άλλες πρωτεΐνες του εισοσώµατος δεν παρουσιάζουν τέτοια υψηλή 
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σταθερότητα, η πρωτεΐνη Nce102 και οι πρωτεΐνες Slm1/2 που κινούνται µεταξύ των 

περιοχών του εισοσώµατος και άλλων µεµβρανικών περιοχών της πλασµατικής 

µεµβράνης του S. cerevisiae ως απόκριση στα διαφορετικά επίπεδα σφιγγολιπιδίων 

(Frohlich et al., 2009). Ο µεταφορέας Can1 αλλά και άλλοι µεταφορείς θρεπτικών 

συστατικών δεν είναι επίσης τόσο σταθεροί στο χρονο, δεδοµένου ότι εντοπισµός 

τους σε αυτές τις περιοχές µπορεί να διαταραχτεί ευκολότερα από µεταλλαγές ή 

απώλεια του δυναµικού της µεµβράνης (Brach et al., 2011; Frohlich et al., 2009; 

Grossmann et al., 2006a). 

 

 

1.6.4   Ο βιολογικός ρόλος των εισοσωµάτων στο S. 

cerevisiae 

 

 Η αρχική περιγραφή των εισοσωµάτων από τους Walther και συνεργάτες, 

πρότεινε πώς τα εισοσώµατα λειτουργούν ως πύλες ενδοκύττωσης στο κύτταρο 

βασιζόµενοι σε πειράµατα µικροσκοπικής παρατήρησης µε χρήση της φθορίζουσας 

χρωστικής λιπιδίων, FM4-64. Σε αυτά τα πειράµατα παρατηρήθηκε πώς υπήρχε 

συσσώρευση του δείκτη ενδοκύττωσης, FM4-64, σε διακριτές περιοχές, 20 

δευτερόλεπτα µετά την επώαση, οι οποίες και συνεντοπίζονταν µε τα εισοσώµατα 

(Walther et al., 2006). Άλλες µελέτες απέτυχαν να βρουν κάποια συσχέτιση των 

εισοσωµάτων µε τις περιοχές ενδοκύττωσης-εξαρτώµενης από την ακτίνη (Kabeche 

et al., 2011; Reijnst et al., 2011; Seger et al., 2011; Vangelatos et al., 2010). 

Πρόσφατα προτάθηκε ότι η Pil1 παίζει έµµεσο ρόλο στην ενδοκύττωση, επειδή 

χρειάζεται για τη στρατολόγηση συστατικών του µηχανισµού ενδοκύττωσης (Murphy 

et al., 2011). Παρόλα αυτά, είναι ενδιαφέρον ότι οι κινάσες Pkh1/2 είναι επίσης 

απαραίτητες για την ενδοκύττωση (deHart, 2002; Luo et al., 2008; Walther et al., 

2006). 

Με βάση την υψηλή σταθερότητα τους προτάθηκε ότι τα εισοσώµατα 

αποτελούν περιοχές της πλασµατικής µεµβράνης που προστατεύουν διάφορες 

πρωτεΐνες από την ενδοκύττωση (Grossmann et al., 2008). Πρωταρχικές µελέτες 

έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Can1 είναι περισσότερο σταθερή στις περιοχές 

MCC/εισόσωµα από άλλες περιοχές της µεµβράνης που εντοπίζονταν µετά την 

προσθήκη του υποστρώµατος της, αργινίνης. Μεταγενέστερες µελέτες, αντίθετα, 
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έδειξαν ότι η Can1 κινείται ταχύτατα µεταξύ των περιοχών MCC και MCP, έτσι ώστε 

να µην επηρεάζεται το συνολικό ποσοστό της Can1 που ενδοκυττώνεται (Εικόνας 1-

34) (Brach et al., 2011). Ωστόσο, είναι περισσότερο πιθανό οι πρωτεΐνες που 

συνδέονται σταθερά µε τις περιοχές MCC/εισόσωµα να προστατεύονται από 

ενδοκύττωση. 

 

 

Εικόνα 1-34  Προτεινόµενο µοντέλο για την προστασία από ενδοκύττωση των 
πρωτεϊνών που εντοπίζονται στις περιοχής MCC/εισόσωµα. (Α) Παρουσία χαµηλών 
συγκεντρώσεων υποστρώµατος, οι µεταφορείς εντοπίζονται στις περιοχές MCC και 
προστατεύονται από την ενδοκύττωση. (Β) Αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώµατος 
(C) οδηγεί στην απελευθέρωση των µεταφορέων από τις περιοχές MCC/εισόσωµα στην 
περιβάλλουσα µεµβράνη (D) και σε ενδοκύττωση τους. Προσαρµογή από (Grossmann et al., 
2008). 

 

 

Βασιζόµενοι κυρίως σε βιοχηµικά πειράµατα και µελέτες µικροσκοπίας ο 

Fröhlich και οι συνεργάτες του πρότειναν ότι η πρωτεΐνη Nce102 λειτούργει ως 

τµήµα ενός αισθητήρα, ο οποίος ελέγχει τα επίπεδα των σφιγγολιπιδίων (Frohlich et 

al., 2009). Σε αυτό το µοντέλο, όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες, η πρωτεΐνη Nce102 συνεντοπίζεται µε τα εισοσώµατα και 

δρα ως αρνητικός ρυθµιστής των κινασών Pkh1 και Pkh2. Οι κινάσες Pkh1 και Pkh2 

έχουν ως υποστρώµατα µία πληθώρα πρωτεϊνών µεταξύ των οποίων τις Slm 1 και 

Slm 2, τις κινάσες της οικογένειας AGC, τις κινάσες Ypk 1 και Ypk 2 καθώς και την 

εισοσωµική πρωτεΐνη Pil1. Όταν τα ενδοκυττάρια επίπεδα των σφιγγολιπιδίων 

µειώνονται, η Nce102 αποµακρύνεται από τις µεµβρανικές περιοχές MCC. Αυτό έχει 

ως αποτέλεσµα την αποαναστολή των κινασών Pkh1/2 και την επακόλουθη 

φωσφορυλίωση των υποστρωµάτων τους. Τα εισοσώµατα αποδιοργανώνονται, λόγω 

της φωσφορυλιωµένης Pil1, και κατ’ επέκταση οι πρωτεΐνες Slm1/2 µετακινούνται 



Εισαγωγή   80 

από τα αποδιοργανωµένα εισοσώµατα στο TORC2 (Εικόνα 1-35) (Douglas and 

Konopka, 2014).  

 

 

Εικόνα 1-35  Μοντέλο για το βιολογικό ρόλο των εισοσωµάτων στο S. cerevisiae. Η 
Nce102 δρα ως αναστολέας των κινασών Pkh1/2, η Slm1 στρατολογεί την Ypk1 στο TORC2 
, ο καταρράκτης φωσφορυλιώσεων έχει ως αποτέλεσµα την αποαναστολή του µονοπατιού 
βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων. Προσαρµογή από Douglas and Konopka, 2014. 

 

 

Εκεί (TORC2) στρατολογούν την κινάση Ypk1 στη πλασµατική µεµβράνη, η 

οποία έχει ήδη µερικώς φωσφορυλιωθεί από τις Pkh1/2. Η κινάση Ypk1 

φωσφορυλιώνεται περαιτέρω στο TORC2 και καθίσταται πλήρως λειτουργική. 

Υποστρώµατα της Ypk1 είναι και οι πρωτεΐνες του ενδοπλασµατικού δικτύου 

Orm1/2, οι οποίες όταν είναι ενεργές, µη φωσφορυλιωµένες, δηµιουργούν σύµπλοκο 

µε το πρώτο και καθοριστικό ενζυµο στη βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων, την 

παλµιτοϋλτρανσφεράση της σερίνης, αναστέλλοντας τη δράση της (Εικόνα 1-35 και 

Εικόνα 1-36). Φωσφορυλίωση και εποµένως ανενεργοποίηση των Orm1/2 από την 

Ypk1 έχει ως αποτέλεσµα την απελευθέρωση της παλµιτοϋλτρανσφεράση της 

σερίνης από το σύµπλοκο, η οποία οδηγεί σε αποαναστολή του µονοπατιού και 

βιοσύνθεση καινούργιων σφιγγολιπιδίων (Tafesse and Holthuis, 2010). 
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Εικόνα 1-36  Η βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων αρχίζει µε τον σχηµατισµό βάσεων µακράς 
αλυσίδας (LCBs), από τη σερίνη και ακυλο-CoA, σε µία αντίδραση που καταλύεται από την 
παλµιτοϋλτρανσφεράση της σερίνης (SPT) στην κυτταροπλασµατική πλευρά του 
ενδοπλασµατικού δικτύου. Οι υποµονάδες της SPT, Lcb1, Lcb2 και Tsc3 σχηµατίζουν ένα 
σύµπλοκο µε τις πρωτεΐνες Orm1 και Orm2. Όταν τα κυτταρικά επίπεδα των σφιγγολιπιδίων 
είναι άφθονα, οι πρωτεΐνες Orm δρουν ως αρνητικοί ρυθµιστές της σύνθεσης LCB. Ωστόσο 
όταν τα κυτταρικά επίπεδα των σφιγγολιπιδίων είναι χαµηλά, η  φωσφορυλίωση των Orm 
πρωτεϊνών από την κινάση Ypk1 σταδιακά ανακουφίζει από την ανασταλτική δράση των 
Orm πρωτεϊνών, αποκαθιστώντας έτσι τα επίπεδα σφιγγολιπιδίων. Προσαρµογή από Tafesse 
and Holthuis, 2010. 

 

 

Οι περιοχές MCC/εισόσωµα περιέχουν πρωτεΐνες που εµπλέκονται στην 

κυτταρική σηµατοδότηση και την απόκριση στο στρες, υποδηλώνοντας ότι 

λειτουργούν ως ικριώµατα για την οργάνωση πολλών µονοπατιών σηµατοδότησης. 

Για παράδειγµα, οι Pkh1 /2 κινάσες ρυθµίζουν τις σηµαντικές Pkc1 και Sch9 

πρωτεϊνικές κινάσες, οι οποίες επηρεάζουν την ακεραιότητα του κυτταρικού 

τοιχώµατος, τον εντοπισµό της ακτίνης, την απόκριση στο θερµικό σοκ και τη 

συναρµολόγηση των κυτταροπλασµατικών συµπλόκων P-body που ρυθµίζουν τη 

σταθερότητα των mRNAs (Dickson et al., 2006; Luo et al., 2011, 2008; Walther et 

al., 2007). Ωστόσο, η λειτουργία ως ικρίωµα του εισοσώµατος δεν είναι πλήρως 

κατανοητή , εν µέρει επειδή ο εντοπισµός των Pkh1 / 2 στο εισόσωµα δεν είναι 

απαραίτητος για τη λειτουργία των Pkh1 / 2 κινασών. Παρόλα αυτά, παρουσιάζει 

ενδιαφέρον το γεγονός ότι µεταλλαγές γονιδίων άλλων συστατικών του εισοσώµατος 

επηρεάζουν την απόκριση σε στρεσογόνες συνθήκες. Για παράδειγµα η απαλοιφή του 

γονιδίου sur7 έχει ως αποτέλεσµα την προβληµατική σπορίωση και την 

ελαττωµατική βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων (Yoshikawa et al., 2009; Young et al., 

2002). Επιπλέον, οι απαλοιφές των παραλόγων της Sur7 (FMP45, PUN1, και 
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YNL194C) επηρεάζουν την απόκριση στο στρες, την ακεραιότητα του κυτταρικού 

τοιχώµατος, και την επιβίωση των κυττάρων (Hosiner et al., 2011; Martinez et al., 

2004; Xu et al., 2010). 

 

1.6.5  Τα εισοσώµατα στο µύκητα Candida albicans 

 

Ο µύκητας C. albicans αναπτύσσεται ως αβλαβής συµβιωτικός οργανισµός 

στο δέρµα και στο βλεννογόνο της γαστρεντερικής οδού του ανθρώπου (Brandt, 

2002). Ωστόσο, ο µύκητας µπορεί να προκαλέσει θανατηφόρες µολύνσεις όταν 

εισέρθει στην κυκλοφορία του αίµατος, συνήθως µέσω χειρουργικών επεµβάσεων ή 

καθετήρων, όπως αποδεικνύεται από τα υψηλά ποσοστά θνησιµότητας. Μέχρι 

στιγµής, οι περισσότερες µελέτες δείχνουν ένα υψηλό βαθµό οµοιότητας των 

εισοσωµάτων στους µύκητες S. cerevisiae και C. albicans. Οι εισοσωµικές πρωτεΐνες 

(Sur7, Fmp45, LSP1, Pil1, Slm1, και Seg1) εντοπίζονται ως στατικά κοκκία στη 

πλασµατική µεµβράνη του C. albicans (Alvarez et al., 2008; Reijnst et al., 2011; 

Wang et al., 2011). Ωστόσο, υπάρχουν ενδιαφέρουσες διαφορές στους δύο µύκητες. 

Για παράδειγµα, η Sur7 είναι περισσότερο σηµαντική στο C. albicans από ότι στο S. 

cerevisiae, καθώς απαλοιφή του γονιδίου sur7 οδηγεί σε έντονα προβλήµατα 

µορφογένεσης, στη δηµιουργία ακανόνιστου σχήµατος εκβλαστηµάτων, σε 

ελαττωµατική διαφραγµατοποίηση και στη δηµιουργία ασθενέστερων κυτταρικών 

τοιχωµάτων (Wang et al., 2011). Χηµική ανάλυση της σύνθεσης του κυτταρικού 

τοιχώµατος έδειξε ότι τα µεταλλαγµένα στελέχη sur7∆, παρουσιάζουν µειωµένα 

επίπεδα β-γλυκάνης, που αποτελεί το κύριο συστατικό του κυτταρικού τοιχώµατος. 

Σε συνέπεια µε αυτό, τα sur7∆ στελέχη που αναπτύσσονται υπό φυσιολογικές 

συνθήκες, παρουσιάζουν αυξηµένη έκφραση µιας ποικιλίας γονιδίων που σχετίζονται 

µε το κυτταρικό τοίχωµα, παρόµοια µε εκείνη των κυττάρων φυσικού τύπου στα 

οποία έχει χορηγηθεί κασποφουνγκίνη (caspofungin), αντιµυκητιασικό φάρµακο που 

αναστέλλει το σχηµατισµό της β-1,3-γλυκάνης (Alvarez et al., 2008).  Παρά τα 

σηµαντικά προβλήµατα των στελεχών sur7∆, η πρωτεΐνη LSP1 εντοπίζεται σε στικτή 

κατανοµή, υποδεικνύοντας ότι τα εισοσώµατα σε αυτά τα στελέχη µπορουν να 

σχηµατιστούν κανονικά. Ωστόσο, η τοπολογία σηµαντικών πρωτεϊνών, οι όποιες δεν 

εντοπίζονται στις περιοχές των εισοσωµάτων φαίνεται να επηρεάζεται σηµαντικά. 

Για παράδειγµα οι σεπτίνες στα sur7∆ στελέχη δεν εντοπίζεται στο λαιµό των 
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εκβλαστηµάτων αλλά σε έκτοπες θέσεις (Oh and Bi, 2011). Το ασύνηθες δαχτυλίδι 

σεπτινών θα µπορούσε να συµβάλει στον εσφαλµένο εντοπισµό της ακτίνης στα 

sur7∆ στελέχη, αφού κάτω από φυσιολογικές συνθήκες οι σεπτίνες σχηµατίζουν ένα 

δαχτυλίδι στην εσωτερική επιφάνεια της πλασµατικές µεµβράνης στο λαιµό των 

εκβλαστηµάτων που δρα ως φράγµα, το οποίο περιορίζει τα κοκκία ακτίνης στα 

εκβλαστήµατα. Επιπλέον τα sur7∆ παρουσίασαν µειωµένη µολυσµατικότητα σε 

ποντίκια (Douglas et al., 2012). Ένας βασικός λόγος είναι ότι τα sur7∆ στελέχη έχουν 

έντονο πρόβληµα στο να σχηµατίζουν νηµάτια υφών, απαραίτητα για την µόλυνση 

των ιστών. Τα sur7∆ στελέχη είναι επίσης πιο ευαίσθητα σε µία ποικιλία 

στρεσογόνων συνθηκών, όπως η υψηλή θερµοκρασία και η έκθεση αυτών των 

κυττάρων σε χαλκό. 

 

 

 

Εικόνα 1-37  Μειωµένη µολυσµατικότητα των στελεχών nce102∆. Νεφροί αποκόπηκαν από 
ποντικούς που είχαν µολυνθεί µε φυσικού τύπου στελέχη C. albicans και στελέχη nce102∆ 
για 2 ηµέρες. Τοµές νεφρών χρωµατίσθηκαν µε την χρώση PAS (periodic acid-Schiff 
staining) στην οποία τα στελέχη C. albicans αποκτούν ένα σκούρο πορφυρό χρώµα (µαύρα 
βέλη). Προσαρµογή από Douglas et al., 2013. 

 

 

Σε αντίθεση µε το S. cerevisiae, η Nce102 πρωτεΐνη στο C. albicans 

εντοπίζεται στα εισοσώµατα όταν τα κύτταρο βρίσκονται σε στατική φάση ανάπτυξης 

(Douglas et al., 2013). Απαλοιφή του γονιδίου nce102 οδηγεί σε µικρή µείωση του 

αριθµού των εισοσωµάτων. Ωστόσο, τα στελέχη αυτά παρουσιάζουν έντονο 

πρόβληµα ανάπτυξης σε χαµηλές συγκεντρώσεις άγαρος. Το πρόβληµα αυτό, 
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φαίνεται να οφείλεται σε ελαττωµατική οργάνωση του κυτταροσκελετού ακτίνης, µε 

αποτέλεσµα τα nce102∆ στελέχη να είναι λιγότερο λοιµογόνα σε ποντίκια (Εικόνα 1-

37). (Douglas et al., 2013).  

 

1.6.6  Τα εισοσώµατα στο µύκητα Schizosaccharomyces 

pombe 

 

Τα εισοσώµατα στο S. pombe παρουσιάζουν πολλές οµοιότητες µε αυτά του 

S. cerevisiae (Kabeche et al., 2014). Ωστόσο, έχουν δύο µοναδικές ιδιαιτερότητες: 

είναι πέντε φορές περισσότερα και η πρωτεΐνη Pil1 εντοπίζεται σε σχήµα ράβδου, µε 

µήκος 1 µm (Kabeche et al., 2011). Το µήκος των εισοσωµάτων φαίνεται να 

οφείλεται, τουλάχιστον εν µέρει, στην ρυθµιστική πρωτεΐνη Seg1, και δεν αποτελεί 

εγγενής ιδιότητα της Pil1 του S. pombe. Ετερόλογη έκφραση της Pil1 του S. 

cerevisiae στον S. pombe έχει ως αποτέλεσα το σχηµατισµό «µεγάλων» 

εισοσωµάτων, ενώ η ετερόλογη έκφραση της Pil1 του S. pombe στο S. cerevisiae 

προωθεί τον σχηµατισµό τυπικών εισοσωµάτων, µε µέγεθος 200-300 nm (Kabeche et 

al., 2011). Η δεύτερη χαρακτηριστική ιδιότητα έγκειται στο γεγονός ότι τα 

εισοσώµατα στο S. pombe αποµακρύνονται από τις µελλοντικές περιοχές κυτταρικής 

διαίρεσης και εντοπίζονται στο µέσο του κυττάρου. Κατά την έναρξη του κυτταρικού 

κύκλου, τα εισοσώµατα ανιχνεύονται στη µεσαία περιοχή του κυττάρου, και όχι στις 

αυξανόµενες άκρες. Στη συνέχεια, τα εισοσώµατα εξαφανίζονται από τη µεσαία 

περιοχή, καθώς τα κύτταρα προετοιµάζουν τις θέσεις της µελλοντικής 

κυτταροκίνησης. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ότι, είτε υπάρχουν ειδικοί 

µηχανισµοί στο S. pombe που προωθούν την κίνηση των εισοσωµάτων, είτε ότι είναι 

λιγότερο αποδοτικοί οι µηχανισµοί που εµποδίζουν τη µετακίνησή τους κατά τη 

διάρκεια της κυτταροκίνησης. 
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Εικόνα 1-38  Συνεντοπισµός των πρωτεϊνών Pil1 και Fhn1 του S. pombe. Προσαρµογή 
από Kabeche et al., 2011 

 

 

Παραδόξως, όλα τα ορθόλογα των εισοσωµικών πρωτεϊνών στο S. pombe δεν 

συνεντοπίζονται µε τηνPil1. Η µοναδική ορθόλογη της Nce102 πρωτεΐνης, η Fhn1 

συνεντοπίζεται µε την Pil1 και είναι σηµαντική για την οργάνωση του εισοσώµατος 

στο µύκητα (Εικόνα 1-38). Σε αντίθεση, η Sur7 και η Slm1 εντοπίζονται σε περιοχές 

ενεργούς αύξησης του κυττάρου και όχι στην κεντρική περιοχή του κυττάρου µε τη 

Pil1 (Kabeche et al., 2011). Μερικές πρωτεΐνες του εισοσώµατος φαίνεται να έχουν 

αποκτήσει νέες λειτουργίες στον S. pombe. Το γονιδίωµα του S. pombe κωδικοποιεί 

δύο ακόµα πρωτεΐνες που σχετίζονται µε την Pil1, µια που ονοµάζεται Pil2 και µια µε 

χαµηλότερη αµινοξική ταυτότητα (µε την Pil1), η οποία ονοµάζεται Meu14. Παρά το 

γεγονός ότι Pil1 και Pil2 είναι 46% ταυτόσηµες, εµφανίζουν διακριτά πρότυπα 

έκφρασης και υποκυτταρικής τοπολογίας. Απαλοιφή του γονιδίου pil1 δεν οδηγεί σε 

κάποιο προφανή µορφολογικό φαινότυπο, ωστόσο η υπερέκφραση της, προκαλεί στα 

κύτταρα σηµαντικά προβλήµατα όσο αφόρα τη µορφογένεση και κυτοκίνηση. Σε 

αντίθεση η Pil2 ανιχνεύεται µόνο στην πλασµατική µεµβράνη µειωτικών σπόριων. Η 

τρίτη πρωτεΐνη, η οποία σχετίζεται µε την Pil1, η Meu14, εκφράζεται κατά τη 

διάρκεια της µειωτικής διαδικασίας σε δοµές δακτυλίου στη µεµβράνη των σπορίων 

και δεν συνεντοπίζεται µε τα εισοσώµατα. Τα στελέχη meu14∆ παρουσιάζουν έντονα 

προβλήµατα στο σχηµατισµό της ατράκτου και την επιµήκυνση των 

µικροσωληνίσκων κατά τη διάρκεια της µειωτικής διαδικασίας. Κατά συνέπεια, τα 



Εισαγωγή   86 

meu14∆ στελέχη παράγουν τετραπύρηνα κύτταρα, τα οποία αποτυγχάνουν να 

σχηµατίσουν ασκούς (Okuzaki, 2003). 

 

1.6.7  Τα εισοσώµατα στο µύκητα Ashbya gossypii 

 

Ο µύκητας A. gossypii αναπτύσσεται ως νηµατοειδής µύκητας, ωστόσο 

φυλογενετικά βρίσκεται πιο κοντά µε τον S. cerevisiae παρά µε τους άλλους 

νηµατοειδείς µύκητες. Όπως είναι αναµενόµενο, ορθόλογα των Pil1 και LSP1 

υπάρχουν και σε αυτό το µύκητα (Seger et al., 2011). Τα εισοσώµατα εντοπίζονται 

στην υποκορυφαία περιοχή των υφών και δεν συνεντοπίζονται µε περιοχές ενεργούς 

ενδοκύττωσης. Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός, ότι η απαλοιφή του γονιδίου pil1 

του A. gossypii προκαλεί έντονο πρόβληµα στην πολική αύξηση των υφών. 

Παραδόξως, η απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για την Nce102 πρωτεΐνη δεν 

επηρεάζει το σχηµατισµό του εισοσώµατος. Η σταθερότητα του εισοσώµατος 

µειώνεται µε την απαλοιφή του γονιδίου seg1 και σε αντίθεση µε το S. pombe και το 

S. cerevisiae, η Seg1 φαίνεται να διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη σταθερότητα και 

όχι στο σχηµατισµό του εισοσώµατος (Seger et al., 2011). 

 

1.6.8  Τα εισοσώµατα στο µύκητα Aspergillus fumigatus 

Η µοναδική εισοσωµική πρωτεΐνη που έχει µελετηθεί στον παθογόνο 

υφοµύκητα A. fumigatus είναι η οµόλογη της Nce102 (Khalaj et al., 2012), η οποία 

εκφράζεται συνεχώς κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του µύκητα. Μικροσκοπική 

εξέταση της AfuNce102-GFP, έδειξε ότι εντοπίζεται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, 

ενώ απαλοιφή του γονιδίου της είχε ως αποτέλεσα καθυστέρηση στο σχηµατισµό 

κονιδιοφορέων στον A. fumigatus (Khalaj et al., 2012). 

 

 

1.6.9  Τα εισοσώµατα στο µύκητα Aspergillus nidulans 

 

Το γονιδίωµα του Α. nidulans κωδικοποιεί για 3 οµόλογες εισοσωµικές πρωτεΐνες 

(Vangelatos et al., 2010), τη διαµεµβρανική SurG και τις κυτταροπλασµατικές 
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πρωτεΐνες PilΑ/PilB. Και οι 3 πρωτεΐνες φαίνεται να εκφράζονται αργά κατά την 

κονιδιογένεση, µόνο σε ώριµα κονίδια (Εικόνα 1-39). Η PiłΑ σχηµατίζει στικτές 

δοµές στην πλασµατική µεµβράνη των κονιδιοσπορίων. Παρόµοια, η PilB 

εντοπίζεται στην περιφέρεια των κονιδιοσπορίων και η SurG εντοπίζεται τόσο στη 

µεµβράνη των κονιδιοσπορίων όσο και περιπυρηνικά. Σε νεαρές υφές η PilΑ είναι η 

µόνη που διατηρεί στικτό πρότυπο κατανοµής κατά µήκος των υφών, αντίθετα µε την 

PilB που εντοπίζεται διάχυτη στο κυτταρόπλασµα και τη SurG που εντοπίζεται τόσο 

στην κεφαλή εκβλαστηµένων κονιδιοσπορίων όσο στα κενοτόπια και τα ενδοσώµατα 

(Εικόνα 1-39) (Vangelatos et al., 2010). 

 

 

 

Εικόνα 1-39  (Α) Οι 3 εισοσωµικές πρωτεΐνες του Α. nidulans, PilA, PilB και SurG φαίνεται 
να εκφράζονται αργά κατά την κονιδιογένεση, µόνο σε ώριµα κονίδια. (B) Υποκυτταρικός 
εντοπισµός των 3 εισοσωµικών πρωτεϊνών σε αδρανή κονιδιοσπόρια (0 ωρών), σε 
κονιδιοσπόρια που βρίσκονται στην ισοτροπική φάση ανάπτυξης (4 ωρών, 8 ωρών) και σε 
νεαρές υφές (12 ωρών). Προσαρµογή από Vangelatos et al., 2010. 

 
 

 
Επιπρόσθετα έχει δειχθεί ότι οι στικτοί σχηµατισµοί της PilA στις υφές των 

εκβλαστηµένων κονιδιοσπορίων δεν συνεντοπίζονται µε την ουσία FM4-64, ένα 
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τεχνητό µαρτύρα ενδοκύττωσης λιπιδίων (Vangelatos et al., 2010). Ταυτόχρονα 

µελετήθηκε η κατανοµή και ο ρυθµός ενδοκύττωσης, παρουσία ιόντων αµµωνίου, 

του µεταφορέα δικαρβοξυλικών αµινοξέων AgtA (Apostolaki et al., 2009) του A. 

nidulans, σε στελέχη µε απαλοιφή του γονιδίου pilA. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 

δεν υπάρχει κάποια σηµαντική µεταβολή στην κατανοµή ή την ενδοκύττωση του 

µεταφορέα AgtA, υποδεικνύοντας ότι η PilA δεν εµπλέκεται µε τις διαδικασίες 

ενδοκύττωσης πρωτεϊνών στον Α. nidulans (Εικόνα 1-40). Η απαλοιφή καθενός 

ξεχωριστά ή σε συνδυασµό των γονιδίων των εισοσωµικών πρωτεϊνών, δεν οδηγεί σε 

προφανή αναπτυξιακό φαινότυπο, εκτός από µια µέτρια αλλά επαναλαµβανόµενη 

ανθεκτικότητα των στελεχών pilΑ∆ και surG∆ στην ιτρακοναζόλη, ουσία που 

αναστέλλει τη σύνθεση της εργοστερόλης από τη λανοστερόλη. Η ανθεκτικότητα 

αυτή, που είναι άγνωστο µε ποιό τρόπο επιτυγχάνεται, µπορεί να συνδέεται µε τη µη 

φυσιολογική χρώση της φιλιπίνης (filipin) -χρωστική που εξειδικευµένα προσδένεται 

στην εργοστερόλη-, στα κονίδια αλλά όχι στα µυκήλια των στελεχών pilΑ∆ και 

surG∆ (Vangelatos et al., 2010). 

 

 

Εικόνα 1-40  (Α) Έλλειψη συνεντοπισµού της PilA και της FM4-64 (τεχνητό µαρτύρα 
ενδοκύττωσης λιπιδίων). (Β) Ανθεκτικότητα των στελεχών που φέρουν απαλοιφές των 
γονιδίων pilΑ και surG στην ιτρακοναζόλη. Προσαρµογή από Vangelatos et al., 2010. 
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1.7  Στόχοι της διδακτορικής διατριβής 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή ξεκίνησε το 2010 µε στόχο τη διερεύνηση 

του βιολογικού ρόλου των εισοσωµικών πρωτεϊνών στο σύστηµα του ασκοµύκητα 

Αspergillus nidulans. Όπως προαναφέρθηκε τα εισοσώµατα που βρέθηκαν αρχικά 

στο ζυµοµύκητα S. cerevisiae (Walther et al., 2006), αποτελούν σταθερά πρωτεϊνικά 

συµπλέγµατα που δηµιουργούν στικτούς σχηµατισµούς και εντοπίζονται κάτω από 

την περιοχή της κυτταρικής µεµβράνης. Ενώ αρχικά τα εισοσώµατα του ζυµοµύκητα 

χαρακτηρίστηκαν ως στατικές πύλες ενδοκύττωσης (Walther et al., 2006), 

απαραίτητες για την οµαλή εσωτερίκευση µεµβρανών και µεµβρανικών πρωτεϊνών, 

µετέπειτα δηµοσιεύσεις σε άλλους µύκητες (τόσο στον Α. nidulans όσο και στην C. 

albicans) έδειξαν ότι οι εισοσωµικές πρωτεΐνες δε συµµετέχουν τουλάχιστον άµεσα, 

στη διαδικασία της ενδοκύττωσης (Grossmann et al., 2008; Vangelatos et al., 2010; 

Reijnst et al., 2011). O µοναδικός βιολογικός ρόλος που έχει διατυπωθεί µέχρι 

σήµερα για τις εισοσωµικές πρωτεΐνες και συγκεκριµένα για την Pil1 στον S. 

cerevisiae, είναι ότι αποτελεί µαζί µε την πρωτεΐνη Nce102 τους κύριους οργανωτές 

των περιοχών MCC (Grossmann et al., 2008). Η πρωτεΐνη Nce102 είναι 

διαµεµβρανική και εµπλέκεται σε µη κλασικά µονοπάτια έκκρισης πρωτεϊνών. Ενώ 

αρχικά χαρακτηρίστηκε σαν προστατευτικός παράγοντας έναντι του οξειδωτικού 

στρες (Desmyter et al., 2007), σήµερα γνωρίζουµε ότι αποτελεί σηµαντικό παράγοντα 

για την οργάνωση της κυτταρικής µεµβράνης και των εισοσωµάτων. Μεταλλαγές 

στις πρωτεΐνες Pil1 και Nce102 αλλάζουν τη στικτή κατανοµή πολλών πρωτεϊνών, µε 

αποτέλεσµα την οµοιογενή κατανοµή τους στην κυτταρική µεµβράνη του S. 

cerevisiae. Επιπλέον βιβλιογραφικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι η πρωτεΐνη Meu14 

του Schizosaccharomyces pombe, η οποία παρουσιάζει 22% ταυτότητα µε τις 

εισοσωµικές πρωτεΐνες Pil1/PilA/Lsp1 (Okuzaki, 2003) είναι απαραίτητη για τη 

δεύτερη µειωτική διαίρεση και το σχηµατισµό της µεµβράνης του σπορίου. Με 

έναυσµα αυτές τις αρχικές βιβλιογραφικές παρατηρήσεις, οι στόχοι της παρούσας 

διδακτορικής διατριβής είναι: 

 

• Η διερεύνηση του ρόλου των εισοσωµικών πρωτεϊνών στη µετάβαση 

από τον αφυλετικό στο φυλετικό κύκλο ζωής του µύκητα A. nidulans  
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• Η διερεύνηση της υποκυτταρικής κατανοµής των πρωτεϊνών PilA, PilB 

και SurG στα διαφορετικά στάδια του εγγενή κύκλου ζωής του A. 

nidulans  

• Η διερεύνηση του ρολού των εισοσωµικών πρωτεϊνών στην ανάπτυξη 

των µειωτικών απογόνων του Α. nidulans.  

• Η µελέτη της υποκυτταρικής κατανοµής της οµόλογης πρωτεΐνης 

Nce102 στο µύκητα και ο ρόλος της στην οργάνωση των εισοσωµάτων. 

• Η διερεύνηση της σχέσης των εισοσωµικών/Nce102 πρωτεϊνών µε τη 

βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων και την παραγωγή δραστικών µορφών 

οξυγόνου. 
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2. Υλικά και Μεθοδολογία 

2.1 Στελέχη µυκήτων 

 

Στη παρούσα ∆ιατριβή τα µυκητιακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν 

αναφέρονται στον πίνακα 2-1. Η µεταλλαγή pabaA1 προκαλεί αυξοτροφία για παρα-

αµινο-βενζοϊκό οξύ και οφείλεται σε µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας της 

συνθετάσης του παρα-αµινο-βενζοϊκού οξέος. Η µεταλλαγή argB2 οδηγεί σε απώλεια 

λειτουργίας του γονιδίου της τρανσκαρβαµοϋλάσης της ορνιθίνης, η οποία 

εµπλέκεται στη βιοσύνθεση της αργινίνης (Upshall et al., 1986). H µεταλλαγή 

pantoB100 προκαλεί αυξοτροφία για παντοθενικό οξύ και οφείλεται σε µεταλλαγή 

απώλειας λειτουργίας της συνθετάσης του παντοθενικού οξέος (Kurtov et al., 1999). 

H µεταλλαγή pyrG89 προκαλεί αυξοτροφία για ουρακίλη-ουριδίνη και οφείλεται σε 

µεταλλαγή απώλειας του ενζύµου της αποκαρβοξυλάσης της 5-φωσφορικής 

οροτιδίνης (B. R. Oakley et al., 1987). H µεταλλαγή biA1 (ή bioDA1) προκαλεί 

αυξοτροφία για βιοτίνη και οφείλεται σε µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας της 

συνθετάσης του 7,8-δι-άµινο-πελαργονικού οξέος (Magliano et al., 2011). H 

µεταλλαγή yA2 οδηγεί σε κίτρινο χρώµα σπορίων του µύκητα και οφείλεται σε 

µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας του ενζύµου λακκάση. Η λακκάση YA (p-

διφαινύλο-οξειδορεδουκτάση) ανήκει στις πολύ-χαλκούχες πολυφαινολικές 

οξειδάσες και παράγονται κυρίως από βασιδιοµύκητες αλλά και από µερικά στελέχη 

ασκοµυκήτων και είναι απαραίτητη για τη µετατροπή της κιτρίνης χρωστικής σε 

πράσινη (O’Hara and Timberlake, 1989). H µεταλλαγή pyroA4 προκαλεί αυξοτροφία 

για πυριδοξίνη και οφείλεται σε µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας του ενζύµου pyroA, 

ενός SNZ ενζύµου που εµπλέκεται στη βιοσύνθεση πυριδοξίνης (Osmani et al., 

1999). H σηµειακή µεταλλαγή basA1 (TGG→TGC; τρυπτοφάνη W44→C κυστεΐνη), 

έχει ως αποτέλεσµα την παράγωγη µη λειτουργικής C4-υδροξυλάσης στους 42 °C, η 

δεν είναι σε θέση να καταλύσει τη µετατροπή της διϋδροσφιγγοσίνης σε 

φυτοσφιγγοσίνη (Li et al., 2007). Η µεταλλαγή riboB2 προκαλεί αυξοτροφία για 

ριβοφλαβίνη και οφείλεται σε µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας του ενζύµου GTP 

κυκλουδρολάση (C. E. Oakley et al., 1987). Στη παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν 



 Υλικά και µέθοδοι 92 

στελέχη στα οποία ο υποκινητής του γονίδιου ypkA (Colabardini et al., 2013) είχε 

αντικατασταθεί από το ρυθµιζόµενο υποκινητή niiA (nitrate reductase gene). Η 

έκφραση του γονιδίου ypkA υπό τον έλεγχο του υποκινητή niiA (niiA:: ypkA) 

ρυθµίζεται από την πηγή αζώτου στο µέσο ανάπτυξης του µύκητα. Αναστολή της 

έκφρασης του γονιδίου ypkA πραγµατοποιείται παρουσία 50 mM τρυγικού αµµωνίου, 

ενώ η υπερέκφραση του γονιδίου ypkA υπό τον έλεγχο του υποκινητή niiA 

εργαστηριακά επιτυγχάνεται µε τη χρήση 10 mM νιτρικού νάτριου ως µοναδική πηγή 

αζώτου (Arst Jr and Cove, 1973). Επιπλέον, σε πολλά πειράµατα στη παρούσα 

µελέτη η έκφραση του γονιδίου annce102 βρισκόταν υπό τον έλεγχο του 

ρυθµιζόµενου υποκινητή alcA. Η έκφραση του γονιδίου annce102 υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή alcA, ρυθµίζεται από την πηγή άνθρακα στο µέσο ανάπτυξης του µύκητα. 

Αναστολή της έκφρασης πραγµατοποιείται παρουσία 4% w/v γλυκόζης ως µοναδικής 

πηγής άνθρακα, ενώ η επαγωγή της έκφρασης παρουσία 1% v/v αιθανόλη ή 100 mM 

θρεονίνης ως µοναδικής πηγής άνθρακα (Lockington et al., 1985). 

 

 

Πίνακας 2-1   Τα µυκητιακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα ∆ιατριβή. 

Ονοµασία στελέχους Γονότυπος 

WT pabaA1 

WT pyroA4 

niiA::ypkA pyroA4; chaA1; argB2; ∆nku::argB; niiA::ypkA::pyrG 

8-145 PabaA1; biA; basA1 

nkuA∆ pyrG89 riboB2 pyrG89; argB2; nkuA∆::argB+; pabaB22; riboB2 

nkuA∆ pyrG89 pyroA4 pyrG89; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4 

VS79 pyrG89; argB2; nkuA∆::argB+; pabaB22; pilA::sgfp::AfpyrG+; riboB2 

VS80 pyrG89;  pilB::sgfp::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; pabaB22;  riboB2 

VS81 pyrG89; surG::sgfp::AfpyrG+; argB2;  nkuA∆::argB+; pabaB22;  riboB2 

VS83 pyrG89; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4; pilA::mrfp::AfpyrG+ 

VS91 
pyrG89; argB2; surG::sgfp::AfpyrG+; nkuA∆::argB+ ; 

pilA::mrfp::AfpyrG+ ; riboB2 

VS94 
pyrG89; pilB::sgfp::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; pilA::mrfp::AfpyrG+; 

riboB2 

VS200 pilB∆::AfpyrG+; surG∆::Afpyro+; pyroA4; pilA∆::Afribo+; pantoB100 
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VS202 pilB∆::AfpyrG+; surG∆::Afpyro+; yA2 

AGAV1 annce102::sgfp::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4; pyrG89 

AGAV2 annce102::mrfp::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4; pyrG89 

AGAV3 annce102∆::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4; pyrG89 

AGAV4 annce102∆::Afribo+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4;  riboB2 

AGAV5 AN8278D marv1∆::Afribo+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4;  riboB2 

AGAV6 AN8422D marv2∆::Afpyro+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4; pyrG89 

AGAV7 
pilA∆::Afribo+; annce102::mrfp::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; 

pyroA4; pyrG89 

AGAV8 
pilA∆::Afribo+; annce102::gfp::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; 

pyroA4; pyrG89 

AGAV9 
pilA∆::Afribo+; annce102∆::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4; 

pyrG89 

AGAV10 
pilA∆::Afribo+; annce102::mrfp::AfpyrG+; surG::sgfp::AfpyrG+; 

pyroA4; pyrG89 

AGAV11 alcA::annce102::mrfp::AfpyrG+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4; pyrG89 

AGAV12 alcA::annce102::mrfp::AfpyrG+; pilA::sgfp::AfpyrG+; pyroA4; pyrG89 

AGAV13 alcA::annce102::mrfp::AfpyrG+; surG::sgfp::AfpyrG+; pyroA4; pyrG89 

AGAV14 annce102∆::AfpyrG+; surG::sgfp::AfpyrG+; pyroA4; pyrG89 

AGAV15 annce102∆::AfpyrG+;  pilA::sgfp::AfpyrG+; pyroA4; pyrG89 

AGAV16 
annce102∆::AfpyrG+; surG::sgfp::AfpyrG+; pilA::mrfp::AfpyrG+; 

pyroA4; pyrG89 

AGAV17 pilA∆::Afribo+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4 

AGAV18 annce102∆::AfpyrG+;  nkuA∆::argB+ ; pyroA4 

AGAV19 annce102∆::AfpyrG+;  pilA∆::Afribo+; nkuA∆::argB+ ; pyroA4 

AGAV20 niiA::ypkA::pyrG;  nkuA∆::argB+ ; pyroA4 

AGAV21 niiA::ypkA::pyrG;  pilA∆::Afribo+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4 

AGAV22 niiA::ypkA::pyrG;  annce102∆::AfpyrG+;  nkuA∆::argB+; pyroA4 

AGAV23 
niiA::ypkA::pyrG; annce102∆::AfpyrG+;  pilA∆::Afribo+; nkuA∆::argB+; 

pyroA4 

AGAV24 basA1; nkuA∆::argB+;  pyroA4 

AGAV25 basA1; pilA∆::Afribo+; argB2; nkuA∆::argB+; pyroA4 

AGAV26 basA1; annce102∆::AfpyrG+;  nkuA∆::argB+ ; pyroA4 
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AGAV27 basA1; annce102∆::AfpyrG+;  pilA∆::Afribo+; nkuA∆::argB+ ; pyroA4 

AGAV28 basA1; niiA::ypkA::pyrG;  nkuA∆::argB+ ; pyroA4 

AGAV29 
basA1; niiA::ypkA::pyrG;  nkuA∆::argB+ ; annce102∆::AfpyrG+;  

pyroA4 

AGAV30 basA1; niiA::ypkA::pyrG;  nkuA∆::argB+ ; pilA::Afribo+;  pyroA4 

AGAV31 
basA1; niiA::ypkA::pyrG;  nkuA∆::argB+ ; pilA::Afribo+; 

annce102∆::AfpyrG+;    pyroA4 

 

 

 

2.2 Θρεπτικά υποστρώµατα µυκήτων 

 

Οι καλλιέργειες των µυκήτων έγιναν σε Πλήρη (Complete Medium - CM) και 

Ελάχιστα Υποστρώµατα (Minimal Medium - MM) η σύσταση των οποίων 

αναγράφεται στους Πίνακες 2 και 3. 

 

Πίνακας 2-2   Η σύσταση των θρεπτικών υποστρωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν για την 
καλλιέργεια του A. nidulans 

 

ΠΛΗΡΕΣ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

(Complete 

Medium) 

ΕΛΑΧΙΣΤΟ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

(Minimal 

Medium) 

ΙΣΟΟΣΜΩΤΙΚΟ ΕΛΑΧΙΣΤΟ 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 

(Sucrose Minimal Medium) 

H2O dest 1 l 1 l 1 l 

∆/µα Αλάτων 20 ml 20 ml 20 ml 

∆/µα Βιταµινών 10 ml - - 

D-Glucose 10 g 10 g 10 g 

Casamino acids 1 g - - 

Bacto peptone 2 g - - 

Yeast extract 1 g - - 

Σακχαρόζη - - 342,3 g 

 

Η προσαρµογή του pH έγινε µε τη χρήση διαλύµατος ΝaΟΗ (3 Ν) και HCl (1 

Ν). Στα στερεά θρεπτικά µέσα, πλήρη και ελάχιστα, προστέθηκε 2% και 1% άγαρ 



 Υλικά και µέθοδοι 95 

αντίστοιχα. Στα εκλεκτικά υποστρώµατα για δοκιµασίες ανάπτυξης, 

χρησιµοποιήθηκε µία ειδικά επεξεργασµένη άγαρ της εταιρείας Οxoid, η οποία 

περιέχει ελάχιστα ποσοστά πηγών αζώτου, και συνεπώς επιτρέπει τη διάκριση µικρών 

διαφορών στη µορφή της αποικίας (µέγεθος, πυκνότητα κονιδιοσπορίων) των προς 

µελέτη στελεχών. Στο εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωµα προστέθηκε επιπλέον µία πηγή 

αζώτου. Η πιο κοινή «ουδέτερη» πηγή αζώτου είναι η ουρία, η οποία προστέθηκε στο 

θρεπτικό υπόστρωµα σε τελική συγκέντρωση 5 mM. Στα εκλεκτικά θρεπτικά 

υποστρώµατα προστέθηκε επιπλέον µία πηγή άνθρακα, όπως 1% w/v γλυκόζη ή 2% 

w/v γλυκερόλη. Οι αυξοτροφίες χρησιµοποιήθηκαν στις συγκεντρώσεις, οι οποίες 

αναγράφονται στη σύσταση του διαλύµατος βιταµινών στον Πίνακα 2-2. Μυριοσίνη-

myriocin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ΜΟ), αουρεοβασιδίνη Α - Aureobasidin Α 

(Clontech), φυτοσφιγγοσίνη-Phytosphingosine (Avanti Polar Lipids, Inc), 30% 

υπεροξείδιο του υδρογόνου - Hydrogen Peroxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 

Paraquat dichloride hydrate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), µεναδιόνη - menadione 

sodium bisulfate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and N-Acetyl-L-cysteine- NAC 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) προστέθηκαν σε συγκεντρώσεις όπως υποδεικνύεται 

στο παρακάτω πινάκα (Πινάκα 2-3). 

 

 

Πίνακας 2-3  Συγκεντρώσεις αντιδραστηρίων που χρησιµοποιήθηκαν στη παρούσα 
διατριβή. 

Αντιδραστήρια Συγκεντρώσεις 

Μυριοσίνη - Myriocin 20 - 40 µg/ml 

Αουρεοβασιδίνη Α - Aureobasidin Α 0.25 - 1 µg/ml 

Φυτοσφιγγοσίνη - Phytosphingosine 2 µg/ml 

Υπεροξείδιο του υδρογόνου - Hydrogen 

Peroxide 
0.1 – 0.15 mM 

Παράκουατ - Paraquat 15 - 20 µM 

Μεναδιόνη - Menadione 150 -250 µM 

Ν-ακετυλο-παράγωγο της κυστεΐνης - N-

Acetyl-L-cysteine 
20 mM 
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2.3 Συντήρηση των στελεχών του A. nidulans 

Τα στελέχη του µύκητα µπορούν να διατηρηθούν για τουλάχιστον πέντε 

χρόνια σε γλυκερόλη 50% στους -80 οC. Συγκεκριµένα, φρέσκα κονιδιοσπόρια 

περισυλλέγονται σε σωλήνα τύπου Eppendorf που περιέχει 0,7 ml αποστειρωµένο 

ρυθµιστικό διάλυµα PBS (σύσταση στο λίτρο: NaCl 8 g, KCl 0,2 g, Na2PO4 1,44 g, 

KH2PO4 0,24 g, pH 7,4 µε 1 N HCl). Σε αυτό το διάλυµα κονιδιοσπορίων 

προστίθεται ίσος όγκος 100% γλυκερόλης. Κατόπιν καλής αναδεύσεως ακολουθεί 

αποθήκευση στους -80 οC. 

 

2.4 ∆ιασταυρώσεις στελεχών και ανάλυση των απογόνων 

Οι διασταυρώσεις στελεχών του A. nidulans πραγµατοποιήθηκαν όπως περιγράφεται 

από τον Pontecorvo (G Pontecorvo et al., 1953). Πιο συγκεκριµένα τα επιθυµητά 

στελέχη, τα οποία έπρεπε να διαθέτουν τουλάχιστον µια διαφορετική αυξοτροφία 

έκαστο για τη σταθεροποίηση του ετεροκαρύου, εµβολιάσθηκαν σε στερεό πλήρες 

θρεπτικό υπόστρωµα και απόσταση µισού εκατοστού και κατόπιν επωάσθηκαν µέχρι 

το σχηµατισµό µεταξύ τους αναστοµώσεων των υφών. Οι αναστοµώσεις αποκόπηκαν 

και µεταφέρθηκαν σε στερεό ελάχιστο για το ετεροκάρυο θρεπτικό υπόστρωµα (που 

παρείχε δηλαδή µόνο τις κοινές των δύο στελεχών αυξοτροφίες) µε νιτρικά ιόντα (τα 

νιτρικά µεταβολίζονται καλύτερα αναερόβια από τις άλλες πηγές αζώτου) ως πηγή 

αζώτου και επωάσθηκαν για 2-3 µέρες στους 37 oC. Ειδικά τα niiA::ypkA στελέχη, 

λόγω του ρυθµιζόµενου υποκινητή niiA εµβολιάσθηκαν σε στερεό ελάχιστο θρεπτικό 

υπόστρωµα µε την προσθήκη νιτρικών ιόντων σαν µοναδική πηγή αζώτου. Τα basA1 

στελέχη, λόγω της ευαισθησίας τους σε υψηλές θερµοκρασίες, εµβολιάσθηκαν σε 

στερεό πλήρες θρεπτικό υπόστρωµα και επωάσθηκαν για 5 µέρες στους 25 oC. 

Ακολούθησε αποκλεισµός του αέρα και περαιτέρω καλλιέργεια για 2 τουλάχιστον 

εβδοµάδες στους 37 oC. Τέσσερα τουλάχιστον σχηµατισµένα κλειστοθήκια 

αποµονώθηκαν και διαρρηγνύθηκαν σε σωλήνα τύπου eppendorf µε αποστειρωµένο, 

απεσταγµένο νερό, ώστε να απελευθερωθούν τα ασκοσπόρια. ∆είγµατα από αυτά 

επιστρώθηκαν σε στερεό ελάχιστο για το ετεροκάρυο θρεπτικό υπόστρωµα, για να 

διαπιστωθεί η προέλευση των δύο πυρήνων που έχουν συντηχθεί στο κάθε 

κλειστοθήκιο. Μόνο από κλειστοθήκιο το οποίο έχει προέλθει από τη σύντηξη 
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πυρήνων των δύο µητρικών στελεχών µπορούν να προέλθουν ανασυνδυασµένοι 

απόγονοι οι οποίοι να µεγαλώνουν στο θρεπτικό αυτό υπόστρωµα. Από τέτοια 

δείγµατα επιστρώνονται αραιώσεις σε πλήρες στερεό θρεπτικό υπόστρωµα για την 

ανάπτυξη και αποµόνωση των απογόνων. Οι απόγονοι αναλύθηκαν µε δοκιµασίες 

ανάπτυξης κατάλληλες για τους εκάστοτε γονότυπους. 

 

2.5 Θρεπτικά υποστρώµατα βακτηρίων 

Η καλλιέργεια των βακτηρίων του στελέχους DH5a έγινε σε θρεπτικό 

υπόστρωµα Luria-Bertani (LB) (Σύσταση στο λίτρο: Bacto Tryptone 10 g, NaCl 10 g, 

BactoYeast Extract 5 g, pH 7,0) (Sambrook and Russell, 2001). Η προσαρµογή του 

pH έγινε µε διαλύµατα ΝaΟΗ (1 Ν) και HCl (1 N). Σε περιπτώσεις παρασκευής 

στερεού θρεπτικού υποστρώµατος, προστέθηκε επιπλέον 1,5% άγαρ µετά την 

προσαρµογή του pH. Στις περιπτώσεις στις οποίες χρειάστηκε η προσθήκη 

αµπικιλλίνης 17, σε υγρό ή στερεό θρεπτικό υπόστρωµα, προστέθηκε σε τελική 

συγκέντρωση 100 µg/ml. Τα βακτηριακά στελέχη διατηρήθηκαν στους -80 οC σε 

50% γλυκερόλη. 

 

2.6 Βακτήρια δέκτες πλασµιδίων και η προετοιµασία τους 

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για την παρασκευή των δεκτικών κυττάρων 

της E. coli αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου που περιγράφεται στο Sambrook 

and Russell, 2001et al. και διαµορφώθηκε ως εξής: Μία αποµονωµένη αποικία του 

βακτηρίου E. coli (DH5a) χρησιµοποιήθηκε για την επιµόλυνση 5 ml υγρού 

θρεπτικού υποστρώµατος Luria Bertoni (LB) και η καλλιέργεια επωάστηκε για 16 

ώρες στους 37 οC µε ανάδευση στις 220 rpm. Από την πυκνή καλλιέργεια βακτηρίων 

                                                 
17 Πλασµίδιο είναι ένα δίκλωνο, κυκλικό µόριο DNA που φέρει γονίδια για ορισµένες εξειδικευµένες 
λειτουργίες του βακτηρίου. Ένα βακτήριο µπορεί να περιέχει ένα ή περισσότερα πλασµίδια, τα οποία 
αντιγράφονται ανεξάρτητα από το κύριο µόριο DNA του βακτηρίου. Μεταξύ των γονιδίων που 
περιέχονται στα πλασµίδια είναι αυτά που προσδίδουν ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά και αυτά που 
σχετίζονται µε τη µεταφορά γενετικού υλικού από ένα βακτήριο σε ένα άλλο. Τα πλασµίδια έχουν τη 
δυνατότητα να ανταλλάσσουν γενετικό υλικό τόσο µεταξύ τους όσο και µε το κύριο µόριο DNA 
του βακτηρίου. Τα πλασµίδια αποτελούν πολύτιµο εργαλείο των τεχνικών της Γενετικής Μηχανικής, 
όπου αποτελούν µέσο που χρησιµοποιείται για την εισαγωγή ξένων γονιδίων σε ένα κύτταρο. . 
Παίζουν σηµαντικό ρόλο στην κλωνοποίηση γονιδίων για την παραγωγή σηµαντικών πρωτεϊνών. 
Μερικά πλασµίδια έχουν το γονίδιο ampR, το οποίο προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό 
αµπικιλλίνη. Κύτταρα E. coli που περιέχουν αυτό το πλασµίδιο, χαρακτηρίζονται ως θετικά "+ ampR" 
κύτταρα και µπορεί να επιβιώσουν σχηµατίζοντας αποικίες σε καλλιέργειες µε θρεπτικό υλικό άγαρ 
LB που έχει συµπληρωθεί µε αµπικιλλίνη. 
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που παράχθηκε, χρησιµοποιήθηκε 0,5 ml για την επιµόλυνση 400 ml υγρού LB σε 

κωνική φιάλη χωρητικότητας 1 l, ώστε να εξασφαλιστεί καλός αερισµός και 

ανάδευση. Τα κύτταρα επωάστηκαν στους 37 οC µε ανάδευση στις 260 rpm µέχρι η 

οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας να φτάσει το 0,45-0,55, σε µήκος κύµατος 600 

nm. Ακολούθησε φυγοκέντρηση των κυττάρων για 5 λεπτά στις 4500 g και στους 4 
οC. Το υπερκείµενο αφαιρέθηκε, και τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε 160 ml ψυχρού 

διαλύµατος TFB I (30 mM CH3COOK, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2,100 mM RbCl2, 

15% γλυκερόλη, pH 5,8 µε 1 M CH3COOH), επωάστηκαν για 5 λεπτά στον πάγο και 

φυγοκεντρήθηκαν όπως προηγουµένως. Το υπερκείµενο αφαιρέθηκε και το ίζηµα 

επαναδιαλύθηκε σε 20 ml ψυχρού διαλύµατος TFB II (10 mM MOPS pH 6,5, 75 mM 

CaCl2, 10 mM RBCl2, 15% γλυκερόλη, pH 6,5 µε 1 Μ ΚΟΗ). Το εναιώρηµα των 

κυττάρων επωάστηκε για 15-60 λεπτά στον πάγο. Στη συνέχεια, τα κύτταρα 

διαµοιράστηκαν σε Eppendorf και αποθηκεύτηκαν στους -80 οC, όπου µπορούν να 

διατηρηθούν για τουλάχιστον έξι µήνες χωρίς να χάσουν την δεκτικότητά τους 

(Sambrook and Russell, 2001). 

 

2.7 Μετασχηµατισµός κυττάρων E. Coli 

 

 Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για το µετασχηµατισµό των δεκτικών 

κυττάρων E. coli αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου που περιγράφεται στο 

Κεφάλαια 1.74-1.81 του Sambrook et al. 1989 και διαµορφώθηκε ως εξής: Σε 200 µl 

δεκτικών κυττάρων προστέθηκαν 0,01-0,5 µg DNA. Το µίγµα επωάστηκε για 20 

λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε θερµικό σοκ των δεκτικών κυττάρων, µε απότοµη 

µεταφορά τους από τον πάγο στους 42 οC για 90 δευτερόλεπτα και απότοµη 

επαναφορά στον πάγο, όπου και παρέµειναν για 2 λεπτά. Το θερµικό σοκ των 

δεκτικών βακτηριακών κυττάρων χαλάρωσε την κυτταρική µεµβράνη και διευκόλυνε 

την εισαγωγή του πλασµιδίου. Τα κύτταρα στη συνέχεια επωάστηκαν για 45-60 

λεπτά στους 37 οC σε 1 ml υγρού θρεπτικού LB προκειµένου να επανέλθουν στους 

φυσιολογικούς ρυθµούς ανάπτυξης και να εκφραστεί το γονίδιο της ανθεκτικότητας 

στο εκάστοτε αντιβιοτικό. Ο χρόνος επώασης σε LB δεν πρέπει να ξεπερνάει τη µία 

ώρα, ώστε τα κύτταρα που θα επιλεχθούν να προέρχονται από µετασχηµατισµένα 

κύτταρα και όχι από την διαίρεση αυτών. Τα µετασχηµατισµένα κύτταρα στη 

συνέχεια επιστρώθηκαν σε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα LB, που περιείχε το 
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κατάλληλο αντιβιοτικό (συνήθως αµπικιλλίνη σε τελική συγκέντρωση 100 µg/ml). 

Ακολούθησε επώαση στους 37 οC για 16 ώρες (Sambrook and Russell, 2001). 

 

2.8 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από βακτηριακά 

κύτταρα 

 Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση υψηλής καθαρότητας 

πλασµιδιακού DNA από βακτηριακά κύτταρα E. coli, έγινε όπως περιγράφεται στο 

κιτ Nucleospin της εταιρείας Macherey-Nagel.  

Για τη γρήγορη αποµόνωση µικρής συγκέντρωσης και µέτριας καθαρότητας 

πλασµιδιακού DNA από βακτηριακά κύτταρα, για διαγνωστικές εφαρµογές, όπως για 

παράδειγµα πέψεις µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες, χρησιµοποιήθηκε το παρακάτω 

απλό και γρήγορο πρωτόκολλο που αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου που 

περιγράφεται στο Sambrook and Russell, 2001. Συγκεκριµένα 1,5 ml αναπτυγµένης 

καλλιέργειας βακτηρίων µετασχηµατισµένων µε πλασµίδιο, φυγοκεντρήθηκε για 1 

λεπτό στις 12000 rpm. Το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 200 µl διαλύµατος 50 mM Tris-

HCl pH 8,0, 10 mM EDTA. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 200 µl διαλύµατος 200 mM 

NaOH, 1% SDS και το µίγµα αναδεύτηκε καλά. Έπειτα, προστέθηκαν 200 µl 

διαλύµατος 3 Μ CH3COONa pH 5,5 και το µίγµα φυγοκεντρήθηκε για 8 λεπτά στις 

12000 rpm. Στο υπερκείµενο προστέθηκαν 500-600 µl διαλύµατος ισοπροπανόλης 

και το µίγµα φυγοκεντρήθηκε για 8 λεπτά στις 12000 rpm. Ακολούθησε έκπλυση του 

ιζήµατος µε 140 µl αιθανόλης 70% και επαναδιάλυση σε κατάλληλο όγκο νερού 

υψηλής καθαρότητας (δις-απεσταγµένο, HPLC, Milli-Q) (Sambrook and Russell, 

2001). 

 

2.9 Aποµόνωση γονιδιωµατικού DNA από το µύκητα A. 

nidulans 

 Το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση µικρής 

συγκέντρωσης γονιδιωµατικού DNA αποτελεί παραλλαγή του αντίστοιχου 

πρωτοκόλλου που περιγράφεται από τους (Lockington et al., 1985). Για την 

αποµόνωση µικρής συγκέντρωσης γονιδιωµατικού DNA, 50-100 mg µυκηλίου 

θρυµµατίστηκαν καλά µε υγρό άζωτο και µεταφέρθηκαν σε σωλήνα Eppendorf 
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χωρητικότητας 2,0 ml. Στο θρυµµατισµένο µυκήλιο προστέθηκαν 0,8 ml διαλύµατος 

0,2 Μ Tris-HCl pH 8,0, 1% SDS, 1 mM EDTA pH 8,0, και ακολούθησε επώαση για 

10-20 λεπτά στον πάγο. Το παρασκεύασµα στη συνέχεια καθαρίστηκε µε φαινόλη και 

χλωροφόρµιο. Πιο συγκεκριµένα, προστέθηκε ίσος όγκος (0,8 ml) ουδέτερης 

φαινόλης (pH 7-7,5), της εταιρίας Sigma, και ύστερα από καλή ανάδευση το 

παρασκεύασµα φυγοκεντρήθηκε για 5 λεπτά στις 12000 rpm. Μετά τη φυγοκέντρηση 

δηµιουργήθηκαν δύο φάσεις. Η ελαφρότερη φάση περιείχε το διάλυµα του DNA, ενώ 

η µεσόφαση περιείχε διάφορα ανεπιθύµητα συστατικά που είχαν αποµείνει από το 

µυκήλιο. Ακολούθησε πολύ προσεκτικός διαχωρισµός της πάνω φάσης (DNA), 

αποφεύγοντας τη µεσόφαση, και µεταφορά σε ένα νέο σωλήνα Eppendorf. Στη 

συνέχεια προστέθηκε ίσος όγκος χλωροφόρµιου και ακολούθησε καλή ανάδευση και 

φυγοκέντρηση όπως προηγουµένως. Μετά τη φυγοκέντρηση δηµιουργήθηκαν ξανά 

δύο φάσεις, όπου στην πάνω φάση βρισκόταν το DNA και στην κάτω φάση το 

χλωροφόρµιο. Περισυλλέχθηκε η «πάνω» φάση σε νέο Eppendorf αποφεύγοντας τη 

µεσόφαση. Ακολούθησε κατακρήµνιση του DNA µε την προσθήκη είτε ίσου όγκου 

ισοπροπανόλης είτε 2,5 όγκων 99% αιθανόλης και 1/10 του όγκου οξικού νατρίου ή 

καλίου 3 Μ pH 5,2 µε φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 5 λεπτά. Το ίζηµα 

εκπλύθηκε µε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε σε 50 µl νερού υψηλής 

καθαρότητας. 

Εναλλακτικά για την γρήγορη αποµόνωση γονιδιωµατικού DNA 

χρησιµοποιήθηκε το πρωτόκολλο των Calcagno-Pizarelli et al., 2007  µε σηµαντικές 

τροποποιήσεις. Συγκεκριµένα, 105 κονιδιοσπόρια  τοποθετηθήκαν σε 0.2 ml 

διαλύµατος 2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 10mM Tris-HCl 

pH 8, 150-200mg 0.01mm glass beads, αναδεύτηκαν για 30 δευτερόλεπτα και 

επωάστηκαν για 30 λεπτά στους 60 °C (αναδεύονταν τα παρασκευάσµατα κάθε 10 

λεπτά για 30 δευτερόλεπτα). Σε κάθε δείγµα προστέθηκε 0.2 ml από phenol-SEVAG 

(phenol/chloroform/isoamyl alcohol, 25:24:1). Μετά απ µια σύντοµη ανάδευση και 

φυγοκέντρηση (12000 rpm, 5 λεπτά, 4o C), περισυλλέχθηκε η «πάνω» φάση σε νέο 

Eppendorf. Ακολούθησε κατακρήµνιση του DNA µε την προσθήκη είτε ίσου όγκου 

ισοπροπανόλης είτε 2,5 όγκων 100% αιθανόλης µε φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 

5 λεπτά. Το ίζηµα εκπλύθηκε µε 70% αιθανόλη και επαναδιαλύθηκε σε 50 µl νερού 

υψηλής καθαρότητας. 
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2.10 Πέψη του DNA µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες – 

Κλωνοποίηση 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας, πραγµατοποιήθηκε ένας µεγάλος 

αριθµός πέψεων σε πλασµιδιακό και γονιδιωµατικό DNA ή σε προϊόντα PCR. Η 

ποσότητα του ενζύµου, που χρησιµοποιήθηκε για κάθε πέψη, εξαρτήθηκε από τη 

συγκέντρωση του DNA υποστρώµατος. Γενικότερα, οι ιδιότητες ενός περιοριστικού 

ενζύµου και οι συνθήκες, στις οποίες πραγµατοποιείται η αντίδραση ορίζονται από 

τον κατασκευαστή (NEB, Fermentas, Nippon Genetics Co., Ltd., Tokyo, Japan). 

 

2.11  Κλωνοποίηση τµήµατος DNA σε πλασµιδιακό 

φορέα  

 Σε όλες τις κλωνοποιήσεις που πραγµατοποιήθηκαν, τόσο το ένθεµα όσο και 

ο φορέας κλωνοποίησης ήταν υψηλής καθαρότητας. Το πλασµίδιο και το ένθεµα 

χρησιµοποιήθηκαν σε αναλογία 1/3 (συνήθως σε συγκεντρώσεις 0,1 µg πλασµιδίου/ 

0,3 µg ενθέµατος). Στις περιπτώσεις, στις οποίες έγινε αποκυκλοποίηση του φορέα 

µετά από πέψη µε ένα µοναδικό περιοριστικό ένζυµο, ακολούθησε 

αποφωσφορυλίωση των 5́  άκρων του µε την προσθήκη κατάλληλης συγκέντρωσης 

αλκαλικής φωσφατάσης (Sambrook and Russell, 2001), προκειµένου να αποφευχθεί 

η κυκλοποίηση του φορέα χωρίς την επικόλληση του ενθέµατος. Πριν την προσθήκη 

της λιγάσης, η οποία καταλύει τη δηµιουργία φωσφοδιεστερικού δεσµού µεταξύ των 

άκρων του φορέα και του ενθέµατος, ήταν απαραίτητη η αποµάκρυνση ενζύµων και 

διαλυµάτων της πέψης, είτε µέσω διήθησης από ειδική κολώνα είτε, µε 

κατακρήµνιση παρουσία αιθανόλης. Σε κάθε νέα κλωνοποίηση µαζί µε το διάλυµα 

επικόλλησης συµπεριλήφθηκε και µία επιπλέον αντίδράση «µάρτυρας». Η αντίδραση 

αυτή, περιείχε τα ίδια συστατικά µε την πραγµατική αντίδραση επικόλλησης, αλλά 

δεν περιείχε ένθεµα και υποδείκνυε την περίπτωση ύπαρξης συµβατών άκρων στο 

φορέα, είτε λόγω ηµιτελούς πέψης, είτε λόγω ατελούς δράσης της αλκαλικής 

φωσφατάσης (Sambrook and Russell, 2001). 
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2.12 Γενετικός µετασχηµατισµός στελεχών του A. nidulans 

Πίνακας 2-4  Σύσταση των διαλυµάτων που χρησιµοποιούνται κατά το µετασχηµατισµό. 

 

 

Οι µετασχηµατισµοί έγιναν όπως στο (Amillis et al., 2004). Αναλυτικότερα, 

200 ml ελάχιστο θρεπτικό υπόστρωµα µε τις κατάλληλες ουσίες ως προς τις οποίες το 

στέλεχος είναι αυξότροφο και 5 mM ουρίας ως µοναδική πηγή αζώτου εµβολιάζονται 

µε περίπου 3x109 κονιδιοσπόρια σε 10 ml 0,04% αποδιατακτικό tween και 

επωάζονται στους 37 οC µε 130 rpm ανάδευση για 3-4 ώρες. Η επώαση σταµατάει 

στη φάση όπου µικροσκοπική παρατήρηση δείχνει πως τα κονίδια µόλις αρχίζουν να 

εκβλαστάνουν. Στη συνέχεια, τα κονίδια µεταφέρονται σε σωλήνα τύπου falcon και 

φυγοκεντρούνται  για 10 λεπτά στις 4000 rpm. Τα ιζήµατα επαναδιαλύονται σε 20 ml 

∆ιαλύµατος 1 (Πίνακας 2-4), 170 mg glucanex και µερικούς κόκκους BSA 

(αλβουµίνης ορού βοδιού, bovine serum albumin). Το εναιώρηµα αυτό επωάζεται για 

5 λεπτά στον πάγο και στη συνέχεια στους 30 οC µε ανάδευση στις 130 rpm και για 

75 λεπτά για τη δηµιουργία πρωτοπλαστών. Μετά το τέλος της επώασης οι 

πρωτοπλάστες διαµοιράζονται σε γυάλινους φυγοκεντρικούς σωλήνες τύπου corex 

όπου και φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά στις 4000 rpm. Το υπερκείµενο αφαιρείται 

και οι πρωτοπλάστες καθαρίζονται µε προσθήκη  10 ml ∆ιαλύµατος 2 και 

φυγοκέντρηση όπως προηγουµένως. Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε όγκο ∆ιαλύµατος 2 

ανάλογα µε τον αριθµό των µετασχηµατισµών που πραγµατοποιούνται, 

χρησιµοποιώντας 200 µl πρωτοπλαστών για κάθε µετασχηµατισµό. Τα 200 µl 

πρωτοπλαστών επωάζονται µε 0,5-3 µg του εκάστοτε DNA παρουσία 50 µl 

διαλύµατος 60% PEG 6.000 (polyethylene glycol) σε10 mM Tris-Cl  pH 7,5, 10 mM 

CaCl2 για 15 λεπτά στον πάγο. Στη συνέχεια στο µίγµα πρωτοπλαστών-DNA 

∆ιάλυµα Σύσταση 

1 
1,2 M MgSO4 

10 mM Orthophosphate pH 5,8 

2 

1 M Σορβιτόλη 

10 mM Tris-ΗCl  pH 7,5 

10 mM CaCl2 
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προστίθενται 500 µl διαλύµατος PEG 60% και ακολουθεί επώαση για 15 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

Το µίγµα φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 6000 rpm και σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Το ίζηµα πλένεται καθαρίζοντας 1 ml ∆ιαλύµατος 2 και φυγοκεντρώντας 

για 5 λεπτά στις 5000 rpm και σε θερµοκρασία δωµατίου. Τελικά το ίζηµα 

πρωτοπλαστών επαναδιαλύεται σε 200 µl του παραπάνω διαλύµατος και απλώνεται 

ήπια σε ισοοσµωτικό επιλεκτικό στερεό µέσο καλλιέργειας. Τα τρυβλία επωάζονται 

για 4 µέρες στους 37 οC. 

 

 

2.13 Ανάλυση κατά Southern γονιδιωµατικού DNA του Α. 

nidulans. 

 

Η διαδικασία της ανάλυσης κατά Southern που περιγράφεται παρακάτω, αποτελεί 

τροποποίηση της αντίστοιχης µεθόδου που περιγράφεται στο Sambrook and Russell, 

2001. Η ανάλυση κατά Southern έγινε σε όλα τα µετασχηµατισµένα στελέχη του A. 

nidulans, προκειµένου να διαπιστωθεί τόσο το είδος της ενσωµάτωσης του 

πλασµιδίου στο γονιδίωµα του στελέχους δέκτη όσο και ο αριθµός των πλασµιδιακών 

αντιγράφων που ενσωµατώθηκαν. 

 

2.13.1 Πέψη του γονιδιωµατικού DNA και διαχωρισµός των 

ζωνών σε πήκτωµα αγαρόζης. 

 3-5 µg γονιδιωµατικού DNA που αποµονώθηκε από τα µετασχηµατισµένα 

στελέχη υποβλήθηκε σε πέψη µε το κατάλληλο περιοριστικό ένζυµο παρουσία 

ριβονουκλεάσης Α 1 µg/ml. Το εκάστοτε περιοριστικό ένζυµο που χρησιµοποιήθηκε, 

επιλέχθηκε µε το κριτήριο της εµφανούς διαφοράς οµόλογων και ετερόλογων 

ενσωµατώσεων στον εκάστοτε γονιδιακό τόπο. Προκειµένου να επιτευχθεί πλήρης 

πέψη του γονιδιωµατικού DNA, το περιοριστικό ένζυµο προστέθηκε σε δύο φάσεις 

ενώ το ρυθµιστικό διάλυµα του περιοριστικού ενζύµου προστέθηκε από την αρχή 

στην τελική συγκέντρωση (1x). Στην πρώτη φάση προστέθηκε η µισή ποσότητα του 

ενζύµου και το ένζυµο αφέθηκε να δράσει για δύο ώρες στους 37 οC. Μετά την 
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πάροδο των δύο ωρών προστέθηκε ίση ποσότητα περιοριστικού ενζύµου και το 

ένζυµο αφέθηκε να δράσει για άλλες 12 ώρες στους 37 οC.  

 

2.13.2  Μεταφορά του DNA σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. 

 Αφού έγινε καλός διαχωρισµός των προϊόντων της πέψης στο πήκτωµα 

αγαρόζης, το πήκτωµα τοποθετήθηκε για 5 λεπτά στην τράπεζα υπεριώδους 

ακτινοβολίας, προκειµένου να διασπαστεί το DNA σε µικρότερα κοµµάτια και να 

διευκολυνθεί η µεταφορά του σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. Η αποδιάταξη του DNA 

πραγµατοποιήθηκε µε τη βύθιση του πηκτώµατος σε διάλυµα µετουσίωσης (Πίνακας 

6.9) για 30 λεπτά µε ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου και στη συνέχεια 

εξουδετερώθηκε σε διάλυµα εξουδετέρωσης (Πίνακας 2-5) για 30 λεπτά µε 

ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Το DNA στη συνέχεια µεταφέρθηκε µέσω της 

δράσης τριχοειδών φαινοµένων σε θετικά φορτισµένη µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

Hybond-N+ (Amersham) µε τη βοήθεια διαλύµατος αλάτων 20x SSC (Πίνακας 2-5), 

χαρτιών Whatman και απορροφητικού χαρτιού (Sambrook et al. 1989). Μετά την 

ολοκλήρωση της µεταφοράς του DNA στη µεµβράνη, η µεµβράνη τοποθετήθηκε 

πάνω στην τράπεζα UV για 5 λεπτά, προκειµένου να µονιµοποιηθεί η πρόσδεση του 

DNA στη µεµβράνη µέσω της δηµιουργίας οµοιοπολικών «σταυροδεσµών» (cross-

linking) µεταξύ των αρνητικά φορτισµένων νουκλεϊκών οξέων και της θετικά 

φορτισµένης µεµβράνης. 

 

Πίνακας 2-5 Η σύσταση των διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα 
ανάλυσης κατά Southern. 

∆ιαλύµατα Σύσταση στο λίτρο 

ΤΑΕ (50x) 242 g Tris base, 57,1 ml κρυσταλλικό CH3COOH, 

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

∆ιάλυµα Μετουσίωσης 1,5 Μ NaCl, 0,5 Μ NaOH 

∆ιάλυµα Eξουδετέρωσης 1,5 Μ NaCl, 1 Μ Tris-HCl pH 8,0 

20Χ SSC 3 Μ NaCl, 0,3 Μ Να3C6Η5Ο7, pH 7,0 µε NaOH 

Ρυθµιστικό διάλυµα 

Church 

0,5 Μ Νa2ΗPΟ4 / ΝaΗ2PΟ4 pΗ 7,0, 1% BSA, 

7% SDS, 1 mM EDTA 
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2.13.3 Προϋβριδισµός - Κατασκευή ραδιοσηµασµένου 

ανιχνευτή µε 32P-[adCTP]-Υβριδισµός.   

Η επιλογή της θερµοκρασίας στην οποία πραγµατοποιείται ο προϋβριδισµός 

και ο υβριδισµός είναι καθοριστικής σηµασίας. Όσο υψηλότερη είναι αυτή η 

θερµοκρασία τόσο πιο αυστηρές γίνονται οι συνθήκες πρόσδεσης του ιχνηθέτη στο 

DNA που είναι προσδεµένο στη µεµβράνη. Σε χαµηλές θερµοκρασίες ευνοείται η 

πρόσδεση του ιχνηθέτη µε τµήµατα του γονιδιωµατικού DNA µε τα οποία υπάρχει 

µικρή οµολογία στην νουκλεοτιδική αλληλουχία. Στα συγκεκριµένα πειράµατα ο 

υβριδισµός έγινε στους 65 οC. Ο προϋβριδισµός της µεµβράνης πραγµατοποιήθηκε 

για 2 ώρες επίσης στους 65 οC σε ρυθµιστικό διάλυµα Church (Πίνακας 2-6) µε 

περιστροφή µέσα σε ειδικούς κυλίνδρους. Ο υβριδισµός έγινε για 15-18 ώρες στους 

65 οC στο ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα παρουσία του κατάλληλου ραδιοσηµασµένου 

ανιχνευτή. 

 

 

Πίνακας 2-6 Η σύσταση της αντίδρασης ραδιοσήµανσης του ιχνηθέτη µε 32P-[adCTP], 
µέσω της τυχαίας πρόσδεσης εξαµερών. 

 

 

 

Συστατικά της αντίδρασης Συγκεντρώσεις 

DNA ιχνηθέτης 250 ng 

random hexamers (Sigma) 10 ng 

dATP (BRL) 10 µΜ 

dGTP (BRL) 10 µΜ 

dTTP (BRL) 10 µΜ 
32P-[adCTP] 0,05 mCi 

Klenow DNA πολυµεράση (Minotech) 5 u 

10X ρυθµιστικό διάλυµα Klenow 5 µl 

H2O  µέχρι τα 50 µl 
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2.13.4 Εκπλύσεις της µεµβράνης-Εµφάνιση 

 

Πραγµατοποιήθηκαν συνολικά τέσσερις εκπλύσεις της µεµβράνης και η κάθε 

έκπλυση διήρκησε µισή ώρα. Οι τρεις πρώτες εκπλύσεις έγιναν µέσα στον κύλινδρο 

µε περιστροφή και στους 65 οC µε διάλυµα 2x SSC, 0,1% SDS. Η τελευταία έκπλυση 

έγινε µε το διάλυµα 0,2x SSC, 0,1% SDS, µέσα σε λεκάνη µε ανάδευση και σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Μετά το τέλος των εκπλύσεων, η µεµβράνη τοποθετήθηκε 

σε ειδική κασέτα αυτοραδιογραφίας µαζί µε φιλµ (Kodak X-omat) και η κασέτα 

µεταφέρθηκε στους -80 οC. Η εµφάνιση πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση του cyclon 

phosphorimager (Perkin Elmer). Γενικά, η διάρκεια της έκθεσης καθορίζεται από την 

ποιότητα σήµανσης του ιχνηθέτη αλλά και από τη συγκέντρωση του DNA που έχει 

προσδεθεί στη µεµβράνη.  

 

 

2.14  Πρωτόκολλο αποµόνωσης και ανάλυσης RNA 

2.14.1 Αποµόνωση Ολικού RNA από τον A. nidulans 

Η καθαρότητα και ακεραιότητα του RNA που αποµονώνεται από τα κύτταρα 

είναι σηµαντικοί παράγοντες για τη χρήση του σε διάφορες τεχνικές, µια από τις 

οποίες είναι και η ανάλυση µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µε αντίστροφη 

µεταγραφάση (RT-PCR). Η επιτυχής αποµόνωση ακέραιου RNA απαιτεί την 

πραγµατοποίηση τεσσάρων βηµάτων: 

i) Επιτυχή διάσπαση των κυττάρων 

ii)  Μετουσίωση των συµπλόκων νουκλεοπρωτεϊνών  

iii)  Απενεργοποίηση της δράσης των ενδογενών ριβονουκλεασών (RNase), και 

iv) Καθαρισµό του RNA από DNA και πρωτεΐνες.  

Το σηµαντικότερο βήµα είναι η απενεργοποίηση της δράσης των ενδογενών 

ριβονουκλεασών, που απελευθερώνονται από οργανίδια της κυτταρικής µεµβράνης 

κατά τη διάσπαση των κυττάρων. 

Το RNA βρίσκεται στον πυρήνα, στο κυτταρόπλασµα και στα µιτοχόνδρια 

των ευκαρυωτικών κυττάρων. Το κυτταροπλασµατικό RNA αποτελείται από 
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ριβοσωµικό RNA (rRNA), µεταφορικό RNA (tRNA), αγγελιοφόρο RNA (mRNA) 

και άλλα µικρά τµήµατα RNA. Στον πυρήνα βρίσκεται το ετεροπυρηνικό RNA 

(hnRNA), πρόδροµος του RNA. Μόνο το 1-2% του ολικού RNA στα ευκαρυωτικά 

κύτταρα είναι mRNA. Η πλειοψηφία του ολικού RNA είναι rRNA. Η 

απενεργοποίηση των ριβονουκλεασών (RNases) είναι εξαιρετικά δύσκολη. Μεγάλη 

προσοχή πρέπει να δίνεται στη µη επιθυµητή εισαγωγή ριβονουκλεασών στο RNA 

που αποµονώνεται, κατά τη διάρκεια της αποµόνωσης, ή και µετά από αυτήν, από 

εξωγενείς παράγοντες. Οι πιο κοινές πηγές µόλυνσης είναι τα χέρια του ερευνητή και 

τα βακτήρια που βρίσκονται στη σκόνη και στα γυαλικά του εργαστηρίου. Για την 

αποφυγή τέτοιου είδους µόλυνσης πρέπει να υπάρχουν στείρες συνθήκες, να γίνεται 

χρήση αποστειρωµένων εξαρτηµάτων και ο ερευνητής να φοράει συνέχεια γάντια. Η 

αποστείρωση των γυαλικών πραγµατοποιείται µε θέρµανση στους 200 °C για 18 

ώρες, ενώ των πλαστικών είτε µε ξέπλυµα µε 0.1 Ν NaOH / 1mM EDTA και στη 

συνέχεια µε νερό που δεν περιέχει ριβονουκλεάσες (κατεργασµένο µε DEPC, diethyl 

pyrocarbonate). Η κατεργασία µε DEPC γίνεται ως εξής: υδατικό διάλυµα DEPC 

0.1% (v/v) αναδεύεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 18 ώρες και κατόπιν 

αποστειρώνεται στο αυτόκαυστο για την αποµάκρυνση τυχόν εναποµένοντος ίχνους 

DEPC (Huang et al., 1995). 

Υγρές καλλιέργειες κονιδιοσπορίων στις ανάλογες συνθήκες επωάστηκαν για 

0-14 ώρες στους 25 οC και 130 rpm. Για την αποµόνωση RNA, 50-100 mg µυκηλίου 

θρυµµατίστηκαν καλά µε υγρό άζωτο και µεταφέρθηκαν σε σωλήνα τύπου Eppendorf 

χωρητικότητας 2,0 ml. Κατόπιν ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο του Trizol 

(Invitrogen). 

 

 

2.14.2 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης του RNA 

 

 Η απόδοση της αποµόνωσης RNA προσδιορίζεται φωτοµετρικά µε µέτρηση 

της απορρόφησης στα 260 nm, όπου µια µονάδα απορρόφησης (Α260) ισοδυναµεί µε 

40 µg µονόκλωνου RNA/mL (1 Α260unit = 40 µg/ml RNA). Το RNA για να θεωρηθεί 

καθαρό δεν πρέπει να περιέχει προσµίξεις DNA ή πρωτεϊνών. Το καθαρό RNA έχει 

λόγο A260/Α280 = 2. Όταν ο λόγος αυτός είναι µεταξύ 1.7-2.0 τότε το RNA θεωρείται 

ικανοποιητικής καθαρότητας. Αν ο παραπάνω λόγος είναι πολύ διαφορετικός 
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συνίσταται επανεκχύλιση του RNA µε συνέπεια χαµηλή απόδοση στην αποµόνωση. 

Η τυχόν επιµόλυνση του RNA από DNA ελέγχεται µε αντίδραση PCR και 

ηλεκτροφόρηση αγαρόζης 2% (w/v) παρουσία βαφής Gelstar stain (BioWhittaker, 

Rockland, ME USA) και UV. Αν το RNA δεν έχει επιµολυνθεί, η PCR δε θα δώσει 

κανένα αποτέλεσµα. 

 

2.14.3 Καθαρισµός του RNA από DNA 

 

Σε περίπτωση που το παρασκεύασµα του RNA περιέχει γονιδιακό DNA, αντί 

για επανεκχύλιση που θα είχε ως αποτέλεσµα απώλεια ~40% του RNA που 

αποµονώθηκε, µπορεί να γίνει κατεργασία µε δεοξυριβονουκλεάση (DNase). 

Για το σκοπό αυτό, γίνεται προσθήκη του ενζύµου σε αναλογία 0.2 units ανά 2 µg 

συνολικού RNA και κατεργασία για 15 min σε θερµοκρασία δωµατίου σε συνολικό 

όγκο 10 µL, χρησιµοποιώντας 20 mM Tris-HCl, pH 8.4, το οποίο περιέχει 2 mM 

MgCl2, 50 mM KCl και 40 units αναστολέα των ριβονουκλεασών (RNase inhibitor). 

Στη συνέχεια γίνεται προσθήκη 1 µL διαλύµατος 25 mM Na2EDTA και επώαση 

στους 65°C για 15 min για την αδρανοποίηση του ενζύµου και την αποδιάταξη του 

RNA, εάν αυτό απαιτείται για τη σύνθεση του συµπληρωµατικού DNA (cDNA). 

 

2.14.4 RT-PCR 

 

 Η τεχνική PCR18 µπορεί να εφαρµοστεί και για τη γονιδιακή ενίσχυση RNA. 

Επειδή όµως, οι θερµοανθεκτικές πολυµεράσες που χρησιµοποιούνται στη διαδικασία 

της βασικής PCR απαιτούν ένα εκµαγείο DNA, πρέπει πρώτα το RNA µετατραπεί σε 

συµπληρωµατικό του DNA (cDNA). Αυτό γίνεται µε τη δράση του ενζύµου 

                                                 
18 Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) είναι µια επαναστατική τεχνική in vitro σύνθεσης 
πολλών αντιγράφων µιας αλληλουχίας DNA (DNA στόχος) µε τη βοήθεια ειδικών ενζύµων. Η τεχνική 
αυτή µιµείται το φυσιολογικό µηχανισµό του κυττάρου για τον πολλαπλασιασµό ειδικών τµηµάτων 
DNA µε τρόπο γρήγορο και αξιόπιστο. Η µεγάλη της αξία στηρίζεται στο ότι είναι µέθοδος γρήγορη, 
απλή, µικρού κόστους, αυτοµατοποιηµένη και απαιτεί µόνο ελάχιστες ποσότητες δείγµατος. Κύριο 
χαρακτηριστικό αυτής της µεθόδου είναι η ιδιαίτερα µεγάλη ευαισθησία της. Η τεχνική αναπτύχθηκε 
το 1984 από τον Dr. Kary Banks Mullis, ερευνητή της εταιρείας Cetus Corporation, ο οποίος τιµήθηκε 
µε το βραβείο Nobel το 1993 για τη συνεισφορά του αυτή. Με την τεχνική PCR επιτυγχάνεται η 
ενίσχυση in vitro ενός τµήµατος DNA. Σε χρονικό διάστηµα λίγων ωρών το DNA στόχος 
πολλαπλασιάζεται σε ένα µεγάλο αριθµό αντιγράφων. Ο αριθµός των αντιγράφων εξαρτάται από τον 
αριθµό των κλώνων της αντίδρασης (Lorenz, 2012). 
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ανάστροφης µεταγραφάσης. Με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µε 

ανάστροφη µεταγραφάση (RT-PCR) είναι δυνατή η γονιδιακή ενίσχυση RNA ιών. 

Υπάρχουν δυο ευρέως χρησιµοποιούµενα είδη ανάστροφης µεταγραφάσης, η µια 

προέρχεται από ιό µυελοβλάστωσης πτηνών (AΜV) και η άλλη από ιό της λευχαιµίας 

Moloney και ποντικών (M-MLV). Άλλα είδη αντίστροφης µεταγραφάσης είναι η Taq 

DNA πολυµεράση, η οποία είναι µια τροποποιηµένη 94 kDa DNA πολυµεράση, και 

κάποια ανασυνδυασµένα ετεροδιµερή ένζυµα. Η Taq DNA πολυµεράση 

αποµονώνεται από το γένος Thermus acquaticus, το οποίο εκφράζεται σε E.coli και 

προσφέρει υψηλά εξειδικευµένη ενίσχυση κατά τον πολλαπλασιασµό των τµηµάτων 

του cDNA, έχοντας αντοχή σε µεγάλες θερµοκρασίες. Τα ανασυνδυασµένα 

ετεροδιµερή ένζυµα εκφράζονται και αυτά σε E.coli και προσφέρουν υψηλή 

αποτελεσµατικότητα και εξειδίκευση στην αντίστροφη µεταγραφή. Η πορεία της 

PCR, για την παραλαβή cDNA από RNA, έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που 

προτείνεται από τον προµηθευτή των αντιδραστηρίων (Invitrogen). Για την 

δηµιουργία του cDNA χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε δείγµα 2-3 µg RNA ενώ οι 

συγκεντρώσεις των εκκινητών ήταν 1 µΜ. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε 

συνολικό όγκο 20 µl ρυθµιστικού διαλύµατος που περιείχε Tris-HCl, KCl, DTT, 

MgCl2 και ποσότητα από τα τέσσερα δεοξυριβονουκλεοτίδιο (dNTP). 

Η RT-PCR πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που αναφέρεται πιο πάνω 

για την PCR αφού ο θερµοκυκλοποιητής ρυθµιστεί για 2 λεπτά στους 42 °C και 50 

λεπτά στους 42 °C για την πραγµατοποίηση της αντίστροφης µεταγραφής µε 

ενεργοποίηση της αντίστροφης µεταγραφάσης και στη συνέχεια 15 λεπτά στους 95°C 

για την ενεργοποίηση της HotStarTaq DNA πολυµεράσης και απενεργοποίηση της 

αντίστροφης µεταγραφάσης, 30 δευτερόλεπτα στους 94°C για τη µετουσίωση των 

κλώνων του σχηµατιζόµενου cDNA, 30 δευτερόλεπτα στη θερµοκρασία 

υβριδοποίησης ανάλογα µε τον κάθε εκκινητή και 1 min στους 72°C για την 

επέκταση των κλώνων. Το τελικό βήµα ήταν η τελική επέκταση η οποία έγινε για 10 

λεπτά στους 72°C. Ο αριθµός των κύκλων που πραγµατοποιήθηκαν σε κάθε 

αντίδραση κυµαινόταν ανάλογα µε τις απαιτήσεις των εκκινητών. Οι αλληλουχίες 

των cDNA αναλύθηκαν ηµιποσοτικά έχοντας ως γονίδιο αναφοράς το 18S rRNA, το 

οποίο είναι ένα µόριο που εκφράζεται σταθερά από τα κύτταρα και τους ιστούς 

(housekeeping gene). Στις ίδιες συνθήκες µε την εκτέλεση της RT-PCR αντίδρασης 
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για τις εισοσωµικές πρωτεΐνες γινόταν RT-PCR αντίδραση και µε τους εκκινητές για 

το cDNA του γονιδίου 18S rRNA. 

 Ο έλεγχος των προϊόντων της RT-PCR έγινε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 

αγαρόζης 2% (w/v) σε ρυθµιστικό διάλυµα Tris - Acetate - EDTA, pH 8.3 (TΑE), 

που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο (EtBr). Τα δείγµατα αναµείχθηκαν µε ποσότητα 

βαφής φόρτωσης των δειγµάτων, το προϊόν της RT-PCR ανάλυσης για το 18S rRNA 

και TΑE. Η βαφή φόρτωσης των δειγµάτων (loading dye), περιέχει 15% (v/v) Ficoll® 

400, 0.03% (w/v) bromophenol blue, 0.03% (w/v) xylene cyanol FF, 0.4% (w/v) 

orange G, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) και 50 mM EDTA, ενώ η συνιστώµενη 

ποσότητα ενδείκνυται σε ένα µέρος βαφής για κάθε πέντε µέρη διαλύµατος DNA. Η 

ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε εφαρµόζοντας ηλεκτρικό πεδίο 60 V για 3 h, ενώ 

τόσο η άνοδος όσο και η κάθοδος ήταν βυθισµένες σε ρυθµιστικό διάλυµα 0.5 Μ 

ΤΑΕ. Η ανίχνευση των προϊόντων της PCR αντίδρασης έγινε µε τοποθέτηση των 

πηκτωµάτων πάνω σε λάµπα υπεριώδους ακτινοβολίας. Η φωτογράφηση των 

πηκτωµάτων έγινε µε CCD κάµερα ενώ η ανάλυση, η επεξεργασία και η 

ποσοτικοποίηση των ζωνών στα πηκτώµατα αγαρόζης έγιναν βάση του 

προγράµµατος ανάλυσης εικόνας Fiji/imagej software 

(http://imagej.nih.gov/ij/download.html) έπειτα από µέτρηση και ολοκλήρωση του 

εκπεµπόµενου φθορισµού των ζωνών. Στη συνέχεια υπολογίστηκε ο λόγος του 

φθορισµού του κάθε µορίου που αναλύθηκε µε διαίρεση της τιµής του φθορισµού του 

µε την τιµή του γονιδίου αναφοράς που χρησιµοποιήθηκε.  

 

2.15 Αποµόνωση και ανάλυση πρωτεϊνών 

 

 Για την αποµόνωση πρωτεϊνών του A. nidulans, κονιδιοσπόρια/ασκοσπόρια 

από στελέχη του µύκητα αναπτυγµένα για 4 ηµέρες σε στερεό πλήρες θρεπτικό 

υπόστρωµα συλλέχθηκαν σε 0,01% (w/v) TWEEN-20 και, µέσω διήθησης µε τη 

χρήση αποστειρωµένου φίλτρου blutex, εµβολιάσθηκαν σε κωνική φιάλη µε 100 ml 

του εκάστοτε αντίστοιχου ελάχιστου θρεπτικού υποστρώµατος (ΜΜ), που περιείχε 

τις απαραίτητες πηγές αζώτου και αυξοτροφίες. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν για 0-

16 ώρες στους 25 °C, µε ανάδευση στις 130 rpm. Τα µυκήλια συλλέχθηκαν µε τη 

χρήση φίλτρων blutex, θρυµµατίστηκαν 4 φορές έκαστο παρουσία υγρού αζώτου και 

400 mg θρυµµατισµένου µυκηλίου συλλέχθηκαν σε σωλήνες 2 ml τύπου eppendorf. 
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Κατόπιν ακολουθήθηκαν διαδικασίες ανάλογα µε το είδος της επιθυµητής ανάλυσης, 

όπως αναφέρονται παρακάτω. 

 

2.15.1  Αποµόνωση εµπλουτισµένων µεµβρανικών 

πρωτεϊνών 

 

Το θρυµµατισµένο µυκηλίο αναδιαλύθηκε µέχρι οµογενοποίησης σε 

παγωµένο διάλυµα αποµόνωσης (µέχρι τα 2 ml, βλέπε πίνακα 7) και επωάσθηκε 20-

30 λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στους 4 °C, στα 3000 g 

προκειµένου να αποµακρυνθούν αδιάσπαστα κύτταρα και κυτταρικά τοιχώµατα. Το 

υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέα προπαγωµένα eppendorf 2 ml και οι ολικές 

µεµβρανικές πρωτεΐνες κατακρηµνίσθηκαν  µε φυγοκέντρηση στα 13.000 g ,στους 4 

°C για 1 ώρα. Το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε διάλυµα επαναδιάλυσης (80-100 µl) και 

φυγοκεντρήθηκε στα 12.000 g για 3 λεπτά ώστε να αποµακρυνθούν τα αδιάλυτα 

σωµατίδια. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέα προπαγωµένα eppendorfs.  Τα 

πρωτεϊνικά δείγµατα που προέκυψαν µπορούν να διατηρηθούν στους -80 oC µέχρι τη 

χρήση τους. Η συγκέντρωσή τους µετρήθηκε µε τη µέθοδο της Bradford (Bradford, 

1976). Πριν την ανάλυσή τους µε SDS-PAGE προστέθηκε σε αυτά διάλυµα 

µετουσίωσης πρωτεϊνικών δειγµάτων (τελική συγκέντρωση 1x) και επωάσθηκαν 10-

15 λεπτά στους 37 °C. 

 

Πίνακας 2-7  ∆ιαλύµατα αποµόνωσης, επαναδιάλυσης και µετουσίωσης 

∆ιάλυµα Σύσταση 

∆ιάλυµα αποµόνωσης 

10 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM ΜgCl2, 100 mM NaCl, 

0,3 M Σορβιτόλη, 1 mM  phenylmethanesulphonyl 

fluoride (PMSF), αναστολείς πρωτεασών (Sigma) 

(1:500) 

∆ιάλυµα 

επαναδιάλυσης 

10 mM HEPES, 250 mM Σακχαρόζη, 1 mM PMSF, 1 

mM DTT, αναστολείς πρωτεασών (Sigma) (1 :500). 

1x  διάλυµα 

µετουσίωσης 

πρωτεϊνικών 

62,5 mM  Tris-HCl pH 6,8, 2-3% SDS, 10 % 

Γλυκερόλη, 5%  β-µερκαπτοαιθανόλη, 0,005% µπλε της 

βρωµοφαινόλης 
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2.15.2 Αποµόνωση εισοσωµικών πρωτεϊνών από 

ασκοσπόρια του A. nidulans 

 

Για την αποµόνωση πρωτεϊνών του A. nidulans, κλειστοθήκια αποµονώθηκαν 

µε τη διαδικασία που αναφέρθηκε παραπάνω. ~ 200 mg κλειστοθηκίων, 

θρυµµατίστηκαν πλήρως παρουσία υγρού αζώτου και συλλέχθηκαν σε σωλήνες 

τύπου Eppendorf 2 ml. Τα θρυµµατισµένα κλειστοθήκια αναδιαλύθηκαν µέχρι 

οµογενοποίησης σε παγωµένο διάλυµα αποµόνωσης {(50 mM Tris pH 7,5, 150 mM 

NaCl, 5 mM ΕDTA, 1 mM PMSF, αναστολείς πρωτεασών (Sigma) (1:500)} και 

επωάσθηκαν 10 λεπτά στον πάγο. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στους 4 

°C, στα 3000 g προκειµένου να αποµακρυνθούν αδιάσπαστα κύτταρα και κυτταρικά 

τοιχώµατα. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέους προπαγωµένους σωλήνες τύπου 

Eppendorf 2 ml και οι ολικές πρωτεΐνες καθίζαναν µε προσθήκη TCA σε τελική 

συγκέντρωση 5 %, κατόπιν ήπιας ανακίνησης. Μετά από 10 λεπτά επώασης στο 

πάγο, οι πρωτεΐνες κατακρηµνίστηκαν µε φυγοκέντρηση στα 13.000 g ,στους 4 °C 

για 5 λεπτά. Το ίζηµα εξισορροπήθηκε µε προσθήκη και επαναρρόφηση 400 µl Tris 

Base 1 Μ, για την εξουδετέρωση του όξινου pH λόγω του TCA και επαναιωρήθηκε 

σε διάλυµα αποµόνωσης (80-100 µl). Τα πρωτεϊνικά δείγµατα που προέκυψαν 

µπορούν να διατηρηθούν στους -80o C µέχρι τη χρήση τους. Η συγκέντρωση των 

πρωτεϊνών σε κάθε δείγµα µετρήθηκε µε τη µέθοδο Bradford (Bradford, 1976), 

προστέθηκε σε κάθε ένα από αυτά διάλυµα µετουσίωσης πρωτεϊνών (62,5 mM  Tris-

HCl pH 6,8, 2-3% SDS, 10% Γλυκερόλη, 5%  β-µερκαπτοαιθανόλη, 0,005% µπλε 

της βρωµοφαινόλης) και επωάσθηκαν 10-15 λεπτά στους 37 °C. 

 

 

Πίνακας 2-8 ∆ιαλύµατα αποµόνωσης και µετουσίωσης 

δειγµάτων 

∆ιάλυµα Σύσταση 
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2.15.3 Προσδιορισµός της συγκέντρωσης πρωτεϊνικών 

δειγµάτων µε τη µέθοδο της Bradford 

 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνικών δειγµάτων 

πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο Bradford. Η  µέθοδος αυτή βασίζεται  στην  

ηλεκτροστατικής  φύσης αντίδραση των πρωτεϊνών µε το αντιδραστήριο Coomassie 

Brilliant Blue G-250, που ενισχύεται από την υδροφοβικότητα, η οποία αυξάνει τον 

αριθµό των µορίων της χρωστικής που προσδένονται ανά µόριο πρωτεΐνης. Το 

σύµπλοκο πρωτεϊνών µε τη χρωστική του αντιδραστηρίου Bradford (100 mg 

coomassie brilliant blue G-250, 50 ml αιθανόλη, 100 ml H3PO4, 850 ml H2O) 

προκαλεί αλλαγή του µέγιστου απορρόφησης της χρωστικής από τα 465 nm στα 595 

nm. Το ποσοστό απορρόφησης είναι ανάλογο της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης. 

Συγκεκριµένα, 2-5 µl πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος µεταφέρθηκαν σε 2 ml 

αντιδραστηρίου Bradford σε µικρούς δοκιµαστικούς σωλήνες, αναµείχθηκαν και η 

οπτική τους πυκνότητα προσδιορίστηκε στα 595 nm. Ως τυφλό χρησιµοποιήθηκαν 2 

ml του αντιδραστηρίου. Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών καθορίζεται συγκρίνοντας 

τις τιµές οπτικής απορρόφησης των δειγµάτων µε την πρότυπη καµπύλη 

απορρόφησης της αλβουµίνης (BSA). 

 

2.15.4 SDS-GAGE 

 

Η ανάλυση των πρωτεϊνικών δειγµάτων έγινε όπως στο (Kafasla et al., 2007). Πιο 

συγκεκριµένα, τα δείγµατα διαχωρίστηκαν ηλεκτροφορητικά σε πήκτωµα 

∆ιάλυµα αποµόνωσης 
50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM ΕDTA, 1 mM 

PMSF, αναστολείς πρωτεασών (Sigma) (1:500) 

1x  διάλυµα 

µετουσίωσης 

πρωτεϊνικών δειγµάτων 

62,5 mM  Tris-HCl pH 6,8, 2-3% SDS, 10% Γλυκερόλη, 

5%  β-µερκαπτοαιθανόλη, 0,005% µπλε της 

βρωµοφαινόλης.  
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πολυακρυλαµίδης 10%, SDS 0,1%. Η σύσταση των πηκτωµάτων φαίνεται στον 

πίνακα 2-9. 

 

 

 

Πίνακας 2-9 Σύσταση των πηκτωµάτων πολυακρυλαµίδης 

 

 

Lower Tris: 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 

Upper Tris: 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

APS: Ammonium persulfate. 

 

Τα δείγµατα αναλύθηκαν ηλεκτροφορητικά στα 110 V, παρουσία διαλύµατος 

ηλεκτροφόρησης σε συσκευή Mini PROTEANTM Tetra Cell (Bio-Rad) µέχρι η 

χρωστική τους (~15 kDa) να φτάσει στο κάτω µέρος του πηκτώµατος (~ 1,5 ώρα.  

Όπως είναι γνωστό, στην SDS-PAGE οι πρωτεΐνες αναλύονται ηλεκτροφορητικά µε 

βάση το αρνητικό ηλεκτρικό φορτίο που τους προσδίδει η προσάρτηση  µορίων SDS 

σε υδρόφοβα αµινοξέα. Οι διαµεµβρανικές πρωτεΐνες διαθέτουν περισσότερα τέτοια, 

και κατά συνέπεια αποκτούν ισχυρότερο αρνητικό φορτίο και εµφανίζουν αυξηµένη 

ηλεκτροφορητική κινητικότητα. Μετά το πέραν της ηλεκτροφόρησης, το πήκτωµα 

Συστατικό 

Πήκτωµα διαχωρισµού 

10 % 

(10 ml) 

Πήκτωµα συσσώρευσης 

4 % 

(10 ml) 

Acrylamide/Bisacrylamide 30 

% 37,5/1 
3,3 ml 1,3 ml 

H2Odest 4,05 ml 6 ml 

Lower Tris 2,5 ml - 

Upper Tris - 2,5 ml 

10 % (w/v) SDS 100 µl 100 µl 

10 % (w/v) APS 50 µl 50 µl 

TEMED 10 µl 20 µl 
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χρησιµοποιήθηκε για χρώση µε διάλυµα χρωστικής coomasie ή µεταφέρθηκε σε 

µεµβράνη PVDF (Amersham) για την πραγµατοποίηση Western ανάλυσης. 

 

 

Πίνακας 2-10  Σύσταση του διαλύµατος ηλεκτροφόρησης 

 

 

2.15.5 Χρώση µε διάλυµα χρωστικής coomasie 

 

Η χρώση των SDS-PAGE µε διάλυµα χρωστικής coomasie πραγµατοποιήθηκε 

µε εµβάπτιση του πηκτώµατος σε διάλυµα 0,25% coomasie brilliant blue, 45% 

µεθανόλη, 10% κρυσταλλικό οξικό οξύ για µία ώρα υπό ανάδευση. Ακολούθησε 

αποχρωµατισµός του πηκτώµατος µε 2-3 πλυσίµατα των 30 λεπτών σε 30% 

µεθανόλη, 10% κρυσταλλικό οξικό οξύ. 

 

 

 

2.15.6 Μεταφορά των πρωτεϊνών σε µεµβράνη PVDF 

 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα τοποθετήθηκε σε διάλυµα 

µεταφοράς για 30 λεπτά, ώστε να αποκτήσει οριστικό τελικό µέγεθος. Παράλληλα, η 

PVDF µεµβράνη ενεργοποιήθηκε για 30 δευτερόλεπτα σε µεθανόλη και 

τοποθετήθηκε σε διάλυµα µεταφοράς για 5 λεπτά. Κατόπιν η µεµβράνη 

τοποθετήθηκε πάνω στο πήκτωµα και δύο χαρτιά Whatmann 4 mm προστέθηκαν 

εκατέρωθεν. Ο ανωτέρω σχηµατισµός τοποθετήθηκε στη συσκευή µεταφοράς, µε τη 

µεµβράνη προς το θετικό πόλο (οι πρωτεΐνες έχουν αποκτήσει αρνητικό φορτίο λόγω 

του SDS και θα κινηθούν προς αυτόν). Η µεταφορά πραγµατοποιήθηκε για 1 ώρα στα 

100 V σε διάλυµα µεταφοράς θερµοκρασίας 4 oC και χρήση παγοκύστης. Μετά το 

∆ιάλυµα Σύσταση 

∆ιάλυµα 

ηλεκτροφόρησης 

25 mM Tris, 192 mM Γλυκίνη, 0,1 % (w/v) SDS 
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τέλος της µεταφοράς η µεµβράνη πλύθηκε σε διάλυµα TBS και τοποθετήθηκε σε 

διάλυµα TBS-Tween µέχρι την επώασή της µε το επιθυµητό αντίσωµα.  

 

 

Πίνακας 2-11  ∆ιαλύµατα του πρωτοκόλλου της παραγράφου 2.15.6 

 

 

2.15.7 Χρώση των δεσµευµένων σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης πρωτεϊνών µε Ponceau S. 

 

 Η αποδοτικότητα της µεταφοράς µπορεί να ελεγχθεί µε χρώση των 

πρωτεϊνών στη µεµβράνη µε το αντιδραστήριο Ponceau S, το οποίο δεσµεύεται ειδικά 

στις πρωτεϊνικές ζώνες προσδίδοντάς τους χαρακτηριστικό ιώδες χρώµα. Για τη 

χρώση, η µεµβράνη επωάστηκε µε διάλυµα Ponceau S (AppliChem) για 2 λεπτά υπό 

ανάδευση, και στη συνέχεια εκπλύθηκε µε απεσταγµένο νερό µέχρι να εµφανιστούν 

οι ζώνες των πρωτεϊνών. Ακολούθησε έκπλυση της µεµβράνης από τη χρωστική σε 

διάλυµα TBS-Tween υπό ανάδευση. 

 

2.15.8 Ανοσοαποτύπωµα και χηµειοφθορισµός 

 

Μετά τη µεταφορά τους στη µεµβράνη, οι πρωτεΐνες µπορούν να ανιχνευθούν 

ειδικά, µε τη βοήθεια αντισωµάτων που αναγνωρίζουν συγκεκριµένους επιτόπους. Η 

αλληλεπίδραση επιτόπου-αντισώµατος επιτρέπει την ειδική και υψηλής 

διακριτικότητας ανίχνευση µιας πρωτεΐνης που έχει ακινητοποιηθεί σε µια µεµβράνη, 

µέσω µιας διαδικασίας που καλείται ανοσοανίχνευση. Μετά τη µεταφορά ενός 

πηκτώµατος SDS σε µεµβράνη, οι περιοχές της µεµβράνης που είναι ελεύθερες 

∆ιάλυµα Σύσταση 

∆ιάλυµα µεταφοράς 25 mM Tris, 192 mM γλυκίνη, 20% (v/v) µεθανόλη 

∆ιάλυµα TBS 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl 

∆ιάλυµα TBS-Tween 
20 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05-0,1% 

Tween 20 
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πρωτεϊνών πρέπει να αδρανοποιηθούν προκειµένου να αποφευχθεί η µη ειδική 

δέσµευση του πρωτογενούς ή δευτερογενούς αντισώµατος στη µεµβράνη. Για το 

σκοπό αυτό η µεµβράνη επωάστηκε για µια ώρα σε 2% διάλυµα σκόνης γάλακτος σε 

TBS-Tween (διάλυµα αδρανοποίησης), σε θερµοκρασία δωµατίου, υπό ήπια 

ανάδευση. Ακολούθησε επώαση της µεµβράνης για 2 ώρες µε το πρωτογενές 

αντίσωµα (mouse anti-GFP µονοκλωνικό αντίσωµα, Roche, αραίωση 1:1000-2000 σε 

διάλυµα αδρανοποίησης) και έκπλυση µε διάλυµα TBS-Tween 2 x 10 λεπτά, ώστε να 

αποµακρυνθεί η περίσσεια του αντισώµατος. Στη συνέχεια ακολούθησε επώαση για 1 

ώρα µε το δευτερογενές αντίσωµα στο οποίο είναι χηµικά συνδεδεµένο το µόριο 

αναφοράς Horse Radish Peroxidase (HRP) (rabbit anti-mouse IgG-HRP, Cell 

Signalling). Μετά την επώαση µε τα αντισώµατα η µεµβράνη εκπλύθηκε µε διάλυµα 

TBS-Tween 2 x 10 λεπτά, στη συνέχεια για άλλα 10 λεπτά µε διάλυµα TBS. Tέλος 

υποβλήθηκε σε αντίδραση χηµειοφθορισµού. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε το 

Supersignal West Pico Chemiluminescent (Pierce) ως υπόστρωµα του ενζύµου HRP. . 

Η µεµβράνη στεγνώθηκε µεταξύ διηθητικών χαρτιών, επικαλύφθηκε µε 2 ml 

µίγµατος του συγκεκριµένου υποστρώµατος πάνω σε γυαλί για 90-240 δευτερόλεπτα, 

περιτυλίχθηκε σε διαφανή µεµβράνη και στη συνέχεια εκτέθηκε στο LAS-4000 

Luminescent Image Analyzer (Fuji-Film). 

 

2.16  Έλεγχος παραγωγής δραστικών µορφών οξυγόνου 

– ROS 

 

 Για τον έλεγχο παραγωγής δραστικών µορφών οξυγόνου διαφορετικών 

στελεχών του A. nidulans χρησιµοποιήθηκε o φθορίζων ανιχνευτής 2,7- 

dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) (Sigma) (Mao et al., 2012). Η χρώση DCF-

DA, η οποία αποτελεί έναν κοινό δείκτη ελέγχου οξειδωτικών παραγόντων και 

µάλιστα µε αυξηµένη ευαισθησία για το H2O2. Η DCF-DA µετά την είσοδό της στα 

κύτταρα από-ακετυλιώνεταται από κυτταρικές εστεράσες σε ένα µη φθορίζον προϊόν 

το οποίο οξειδώνεται από δραστικές µορφές οξυγόνου στη φθορίζουσα ένωση, 2,7-

dichlorofluorescin (DCF). Ειδικότερα, τα δείγµατα επωάστηκαν σε τρυβλία Petri 3 

cm µε καλυπτρίδα, προστατευµένα από το φως, σε υγρό ΜΜ και τις κατάλληλες 

αυξοτροφίες στους 25, 37 και 42 ºC. Στα δείγµατα προστέθηκαν 10 µΜ DCF-DA, και 
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παρέµειναν στο σκοτάδι για τουλάχιστον 45 λεπτά. Ακολούθησαν 3 πλύσεις µε 

απεσταγµένο νερό. Η παρατήρηση των παρασκευασµάτων έγινε σε 

αντικειµενοφόρους πλάκες σε µικροσκόπιο Axioplan  2  fluorescence   microscope   

(Carl Zeiss,   Inc.) µε το φακό Plan-Apochromat 100× 1.40. 

 

 

2.17  Μικροσκοπία  

 

2.17.1 Μικροσκοπία επιφθορισµού 

 

Τα δείγµατα για το µικροσκόπιο επιφθορισµού έχουν ετοιµαστεί όπως 

περιγράφεται στο (Athanasopoulos et al., 2013). Ειδικότερα, τα δείγµατα 

επωάστηκαν σε τρυβλία  Petri 3 cm µε καλυπτρίδα, προστατευµένα από το φως, σε 

υγρό ΜΜ συµπληρωµένο µε ουρία ως µοναδική πηγή του αζώτου και τις κατάλληλες 

αυξοτροφίες στους 25 ºC για 0-16 ώρες και στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε διάφορες 

συνθήκες για 2-4 ώρες. Η χρώση µε FM4-64 (Molecular Probes, Inc, USA) 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το Penalva, 2005. Ειδικότερα, καλυπτρίδες µε 

εκβλαστηµένα κονίδια ή νεαρά µυκήλια τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 3 cm, 

καλυµµένες µε 0,1 ml 10 µΜ FM4-64, επωάστηκαν στον πάγο για 15 λεπτά, 

ξεπλύθηκαν µε 5 ml ΜΜ, και µεταφέρθηκαν σε 3 ml νέου ΜΜ για 10 - 60 λεπτά. Η 

χρώση των χυµοτοπίων µε CMAC (7-αµινο-4-χλωροµεθυλο κουµαρίνη) (Molecular 

Probes, Inc, USA) ήταν σύµφωνα µε τους Vangelatos et al., 2010. Kαλυπτρίδες µε 

εκβλαστηµένα κονίδια ή νεαρά µυκήλια τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 3 cm, καλυµµένα 

µε 0,1 ml αραίωση 1/1000 της CMAC (5 mg/ml διαλύµατος), επωάστηκαν στους 25 

ºC για 20 λεπτά, ξεπλύθηκαν µε 3 ml ΜΜ, και µεταφέρθηκαν σε 3 ml νέο ΜΜ για 20 

λεπτά. Η διπλή χρώση µε CMAC και FM4-64 πραγµατοποιήθηκε διαδοχικά. Η 

χρώση µε filipin (Sigma) πραγµατοποιήθηκε µε την προσθήκη 0,1 mL MM που 

περιείχε 25 µg/ml  filipin σε καλυπτρίδες µε εκβλαστηµένα κονίδια ή νεαρά µυκήλια, 

τοποθετηµένες σε τρυβλία 3 cm, 15 λεπτά πριν την µικροσκοπική παρατήρηση. Τα 

δείγµατα παρατηρήθηκαν σε µικροσκόπιο επιφθορισµού αντίθεσης φάσεων Zeiss 

Axioplan µε τα κατάλληλα φίλτρα και οι προκύπτουσες εικόνες αποκτήθηκαν µε την 

Zeiss-MRC5 ψηφιακή φωτογραφική µηχανή µε χρήση του λογισµικού V4.40.0 
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AxioVs40. Οι εικόνες στη συνέχεια επεξεργάστηκαν µε το λογισµικό Adobe 

Photoshop CS6. 

 

 

 

2.17.2 Συνεστιακή µικροσκοπία 

 

Φθορίζοντα παρασκευάσµατα µε σηµαντικό πάχος όπως στρογγυλά κύτταρα 

ή τοµές ιστών δεν απεικονίζονται καλά µε µικροσκοπία φθορισµού ευρέως πεδίου 

διότι φθορίζοντα σήµατα από µόρια που ευρίσκονται εκτός αλλά κοντά στο επίπεδο 

εστίασης ανιχνεύονται αυξάνουν το background και δίνουν εικόνες µε χαµηλή 

αντίθεση (contrast). Η συνεστιακή µικροσκοπία στηρίζεται στο γεγονός ότι ο 

φωτισµός και η παρατήρηση είναι περιορισµένα σε ένα σηµείο του 

παρασκευάσµατος, µε τοποθέτηση διαφραγµάτων (pinhole) στους οπτικούς άξονες 

του συγκεντρωτή και του αντικειµενικού φακού. Με τον τρόπο αυτό, δεν ανιχνεύεται 

το φως που προέρχεται έξω από την περιοχή εστίασης (Dobrucki, 2004). Το φως που 

εκπέµπεται από το επίπεδο εστίασης στο δείγµα περνά µέσα από την οπή του 

διαφράγµατος του ανιχνευτή για να δηµιουργήσει µια σηµειακή εικόνα στον 

φωτοπολλαπλασιαστή (PMT, photon multiplier tube). Ο φωτοπολλαπλασιαστής 

µετατρέπει τα φωτόνια σε ηλεκτρόνια. Στη συνέχεια το σήµα ψηφιοποιείται και 

αποστέλλεται στον ψηφιακό αναλυτή εικόνας.  

Τα κύτταρα στην παρούσα διατριβή απεικονίστηκαν µε τη χρήση ενός Leica 

TCS SP συνεστιακού µικροσκοπίου (PL APO 63x / 1.2 ΝΑ) ή µε τη χρήση ενός 

Leica TCS SP5 (PL APO 63x / 1.4 ΝΑ, εξοπλισµένου µε 2 laser, θάλαµο 

παρατήρησης ζωντανών κυττάρων). Εικόνες αποκτήθηκαν διαδοχικά ως Z-stack και 

επεξεργαστήκαν/αναλύθηκαν µε τη χρήση εξειδικευµένου λογισµικού, Fiji/imagej 

software (http://imagej.nih.gov/ij/download.html) ή Imaris (Bitplane AG, Zurich, 

Switzerland). 

 

2.17.3 Η σηµασία της Αποσυσχέτησης-Deconvolution 

Το πρόβληµα κατά τη λήψη µιας εικόνας είναι ότι συχνά µπορεί να υπάρχει 

υψηλός θόρυβος (background), που να φτάνει έως και το 30% της µέγιστης έντασης 
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φθορισµού. Για το λόγο αυτό, πριν γίνουν οι µετρήσεις για τον συνεντοπισµό ή/µη 

των υπό µελέτη φθοριζόντων µακροµορίων πρέπει  να διορθωθεί ο θόρυβος των 

εικόνων. Εξειδικευµένα προγράµµατα όπως το Huygens Professional (Scientific 

Volume Imaging B.V.) and Autoquant (MediaCybernetics, Autoquant X2 sofware) 

παρέχουν τη δυνατότητα αφαίρεσης/διόρθωσης (αποσυσχέτηση) του background. Το 

βήµα αυτό είναι πολύ σηµαντικό και επηρεάζει σε µεγάλο βαθµό το αποτέλεσµα του 

υπολογισµού των συντελεστών συνεντόπισης (βλέπε παρακάτω). Στην παρούσα 

διατριβή χρησιµοποιήθηκε ο αλγόριθµος αποσυσχέτησης 3-D BLIND 

DECONVOLUTION (των λογισµικών Huygens Professional και Autoquant X2). 

 

 

 

2.17.4 Ποσοτική ανάλυση συνεντοπισµού φθοριοχρωµάτων 

 

 Η ανάλυση συνεντοπισµού σε πολυχρωµατικές εικόνες µικροσκοπίας 

φθορισµού βασίζεται στη µελέτη παρουσίας σήµατος/φθοριµσµού στο ίδιο pixel  της 

ψηφιακής εικόνας. Θα πρέπει να λαµβάνεται υπόψη ότι η επιβεβαίωση συνεντόπισης 

των φθοριοχρωµάτων δεν αποτελεί απόδειξη της λειτουργικός τους συσχέτισης (αλλά 

ενδεχοµένως αποτελεί µόνο µια ένδειξη) (Adler and Parmryd, 2010). Πρέπει να 

δίνεται σηµαντική προσοχή ώστε τα επιλεγµένα φθοριοχρώµατα που 

χρησιµοποιούνται να έχουν καλά διαχωρισµένα φάσµατα εκποµπής και απορρόφησης 

και να καθορίζεται το ποσοστό αυτοφθορισµού, µε χρήση µη σηµασµένων δειγµάτων 

ως µάρτυρες. Η συνεντόπιση 2 φθοριοχρωµάτων µπορεί να αξιολογηθεί ποσοτικά 

χρησιµοποιώντας αλγορίθµους, που υπολογίζουν τους εξής συνετέλεσες: 

 

1. Pearson’s correlation 

2. Οι συντελεστές συνεντόπισης m1 και m2 

 

Ο συντελεστής συσχέτισης Pearson (Pearson’s correlation) είναι ένας από 

τους πλέον συχνά χρησιµοποιούµενους αλγόριθµος για να περιγράψει τη συσχέτιση 

κατανοµής της έντασης φθορισµού σε διαφορετικά κανάλια (channels). Οι τιµές που 

παίρνουµε για τον συντελεστή αυτό κυµαίνονται µεταξύ  −1.0 και 1.0, όπου το 0 δεν 

δείχνει σηµαντική συσχέτιση, και το −1 δείχνει πλήρως αρνητική συσχέτιση. 
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Εντούτοις, οι αρνητικές τιµές στο Pearson’s correlation coefficient, θα πρέπει να 

ερµηνεύονται πολύ προσεκτικά.  Εάν η τιµή στο Pearson’s correlation coefficient 

είναι >0, επιπρόσθετα θα πρέπει να χρησιµοποιηθεί το Manders’ overlap coefficient 

για την πληρέστερη αξιολόγηση των αποτελεσµάτων. Οι συντελεστές συνεντόπισης 

m1 και m2 περιγράφουν τη συνεισφορά καθενός από τα δύο επιλεγµένα 

φθοριοχρώµατα (channels) στα pixels που µας ενδιαφέρουν. Για παράδειγµα, εάν το 

κόκκινο-πράσινο ζεύγος καναλιών είναι επιλεγµένο και τα m1 και m2 είναι 1.0 και 

0.2, αντίστοιχα,  αυτό σηµαίνει ότι όλα τα κόκκινα pixels συνεντοπίζονται µε τα 

πράσινα pixels, αλλά µόνο το 20% των πράσινων pixels συνεντοπίζονται µε τα 

κόκκινα. Η τιµή 1.0 και για τα δύο κανάλια υποδηλώνει πλήρη συνεντοπισµό (Bolte 

and Cordelieres, 2006). Για την ποσοτική ανάλυση συνεντοπισµού φθοριοχρωµάτων 

στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα Imaris software package 

(Bitplane, Zurich, Switzerland), imageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij/) και το 

Image-Pro Plus 6. 

 

 

2.17.4 Τεχνικές µικροσκοπίας διακεκοµµένης 

µαγνητοσκόπησης (time-lapse) και ανάκτησης φθορισµού 

µετά από φωτολεύκανση (FRAP) 

 

 Mε την ανάπτυξη των κατάλληλων βιολογικών εργαλείων για την 

παρατήρηση βιολογικών δοµών και λειτουργιών στο χρόνο σε ζωντανά κύτταρα 

αναπτύχθηκε ο κλάδος της λειτουργικής µικροσκοπίας.  Στις  τεχνικές  λειτουργικής 

µικροσκοπίας  κατατάσσονται  τεχνικές  όπως  της παρατήρησης  στην  πάροδο  του  

χρόνου (time-lapse) Η ένταση της εκποµπής φθορισµού µπορεί να µειωθεί από 

συνθήκες που την επηρεάζουν. Ορισµένα φαινόµενα  που  οδηγούν  σε  µείωση  της 

εκποµπής  φθορισµού είναι η  φωτολεύκανση (photobleaching), η απόσβεση 

(quenching), ο  κορεσµός  διέγερσης (excitation saturation),  και  η µεταφορά 

ενέργειας συντονισµού φθορισµού (fluorescence resonance energy transfer, FRET). Η 

φωτολεύκανση είναι η µη αναστρέψιµη αποσύνθεση των φθορίζοντων µορίων στη 

διεγερµένη κατάσταση εξαιτίας της αλληλεπίδρασής τους µε µοριακό οξυγόνο πριν 

από την εκποµπή φθορισµού. Το φαινόµενο της φωτολεύκανσης αξιοποιείται σε µία 
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τεχνική που ονοµάζεται ανάκτηση φθορισµού µετά από φωτολεύκανση (fluorescence 

recovery after photobleaching, FRAP) (Zheng et al., 2011), η οποία αποτελεί έναν 

πολύ  χρήσιµο  µηχανισµό για  τη  διερεύνηση  της  διάχυσης  και  της  κίνησης  των  

βιολογικών µακροµορίων.  Η  µέθοδος  αυτή  βασίζεται  στη φωτολεύκανση µίας 

συγκεκριµένης περιοχής  του δείγµατος µέσω laser, ακολουθούµενη από την 

παρατήρηση της ανάκτησης φθορισµού στην περιοχή που υπέστη φωτολεύκανση. 

Κατά   τη διάρκεια ενός πειράµατος FRAP λαµβάνονται απεικονίσεις πριν τη 

φωτολεύκανση (pre-bleach images), ακολουθεί αυτή καθ’εαυτή η φωτολεύκανση 

(bleaching), και συνεχίζεται η καταγραφή µετά από αυτή (post bleach images). Η 

περιοχή της φωτολεύκανσης αποτελεί και την περιοχή ενδιαφέροντος Νο1 (Region of 

Interest 1). Στις απεικονίσεις ορίζονται δύο ακόµα περιοχές (ROIs): το σύνολο της 

περιοχής όπου κατανέµεται η προς µελέτη πρωτεΐνη(ROI2), καθώς και µια περιοχή 

εκτός κυττάρου στην οποία δεν εντοπίζεται η πρωτεΐνη (ROI3), ώστε να καταγραφεί 

ο θόρυβος(background) και να χρησιµοποιηθεί αυτή η µέτρηση για διόρθωση. 
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3.  Αποτελέσµατα 
 

3.1 Υποκυτταρικός εντοπισµός των εισοσωµικών 

πρωτεϊνών στα κύτταρα Hülle και τους ασκούς 

 

 Η χρήση της τεχνολογίας της Πράσινης και της µονοµερούς Κόκκινης 

Φθορίζουσας Πρωτεΐνης (Green Fluorescent Protein, GFP/ monomeric Red 

Fluorescent Protein, mRFP) έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιµη στον υποκυτταρικό 

εντοπισµό διαµεµβρανικών και εκκρινόµενων πρωτεϊνών στους διαφορετικούς 

οργανισµούς (Apostolaki et al., 2009; Tavoularis et al., 2001). Η παραγωγή 

αντισωµάτων έναντι πρωτεϊνών, γενικά, είναι µία διαδικασία περισσότερο χρονοβόρα 

και δαπανηρή σε σύγκριση µε τη συγκεκριµένη µέθοδο και ειδικά στην περίπτωση 

των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών παρουσιάζει πολλές τεχνικές δυσκολίες, λόγω των 

χαµηλών επιπέδων έκφρασης τους στις µεµβράνες του κυττάρου, αλλά και της 

υψηλής υδροφοβικότητας τους. Η in vivo παρατήρηση της υποκυτταρικής κατανοµής 

πρωτεϊνικών µορίων µε τους επίτοπους GFP και mRFP, καθιστά δυνατή τη µελέτη 

του υποκυτταρικού συνεντοπισµού τους που µπορεί να υποδηλώνει πιθανή 

λειτουργική αλληλεπίδραση τους (Hitchcock et al., 2005; Lukyanov et al., 2005; Matz 

et al., 2005; Valdivia et al., 2005).  

Όπως περιγράφτηκε αναλυτικά στην εισαγωγή της παρούσας διατριβής, το 

πρωταρχικό γεγονός της φυλετικής αναπαραγωγής είναι η αναστόµωση των 

µυκηλιακών υφών δύο στελεχών και η επακόλουθη ανάµιξη κυτταροπλασµατικού 

υλικού και πυρήνων. Από τα ετεροκάρυα (µυκήλια τα οποία διαθέτουν διαφορετικών 

ειδών πυρήνες) ή οµοκάρυα (µυκήλια τα οποία διαθέτουν ένα είδος πυρήνων), ο ένας 

πυρήνας θα συµβάλει εξ’ ολοκλήρου στο σχηµατισµό του µητρικού ιστού, 

δηµιουργώντας το τοίχωµα του κλειστοθηκίου ενώ ο άλλος θα συµβάλει στη 

δηµιουργία των ασκογόνων υφών, οι οποίες θα δώσουν γένεση στους ασκούς 

(Heitman, 2007). Στο τέλος της φυλετικής αναπαραγωγής, κάθε κλειστοθήκιο 

περιλαµβάνει χιλιάδες ασκούς, και κάθε ασκός περιλαµβάνει οκτώ διπύρηνα 

ασκοσπόρια (Elliott, 1960). 
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Χρησιµοποιώντας στελέχη που εκφράζουν τα γονίδια που κωδικοποιούν για 

τις κύριες εισοσωµικές πρωτεΐνες PiłΑ, PilB και SurG σηµασµένες µε την πράσινη 

φθορίζουσα πρωτεΐνη (GFP) (Vangelatos et al., 2010), αλλά και στελέχη που έφεραν 

απαλοιφή των γονιδίων αυτών, εξετάστηκε η έκφραση των κύριων εισοσωµικών 

πρωτεϊνών αλλά και ο ρόλος αυτών κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των ασκών και 

των κυττάρων Hulle, χρησιµοποιώντας συνεστιακή µικροσκοπία. Αυτά τα στελέχη 

εξέφραζαν επίσης την ιστόνη Η1 σηµασµένη µε τη µονοµερή κόκκινη φθορίζουσα 

πρωτεΐνη (mRFP). Ο φυλετικός κύκλος ζωής επάγεται σε εργαστηριακά στελέχη Α. 

nidulans αναπτύσσοντας το σχετικό στέλεχος ή ετεροκάρυο (κατά τη διασταύρωση 

δύο διαφορετικών στελεχών) για 48 ώρες πριν τη δηµιουργία αναερόβιων συνθηκών 

µε τη σφράγιση των τρυβλίων ανάπτυξης. Ασκοσπόρια/ασκοί παρατηρήθηκαν 5-7 

ηµέρες µετά τη σφράγιση των τρυβλίων (πρώιµοι, µη χρωµατισµένοι ασκοί, 

ασκοσπόρια) και 14 ηµέρες µετά από το σφράγισµα των τρυβλίων (ώριµοι ασκοί / 

ασκοσπόρια, οι οποίοι ήταν πλήρως χρωµατισµένοι). Τα αποτελέσµατά 

παρουσιάζονται στην εικόνα 3-41 και δείχνουν ότι οι πρωτεΐνες PiłΑ, PilB και SurG 

δεν εκφράζονται κατά τη διάρκεια της αρχικής ανάπτυξης των ασκών (δεν 

ανιχνεύτηκε φθορισµός σε πρώιµους ασκούς/ασκοσπόρια) και ταυτόχρονα, 

παρατηρήθηκε ότι τα βοηθητικά κύτταρα Hülle δεν εκφράζουν τις εισοσωµικές 

πρωτεΐνες σε κανένα στάδιο της ανάπτυξης τους. Ενώ οι εισοσωµικές πρωτεΐνες PiłΑ, 

PilB και SurG εκφράζονται και σχηµατίζουν δοµές όπως υποδεικνύεται από τον 

παρατηρούµενο φθορισµό, στους ωρίµους ασκούς/ασκοσπόρια (Εικόνα 3-41 και 

παράγραφος 3.2).  

 

Για να διερευνηθεί αν η έκφραση αυτών των πρωτεϊνών είναι αυτόνοµη, 

στελέχη που εξέφραζαν την PilA-GFP, την PilB-GFP και την SurG-GFP 

διασταυρώθηκαν µε ένα στέλεχος φυσικού τύπου, pabaA119. Τα ασκοσπόρια των 

διασταυρωµένων κλειστοθηκίων παρατηρηθήκαν µε µικροσκοπία επιφθορισµού. 

Κάθε gfp σηµασµένο γονίδιο διαχωρίζονταν µε αναλογία 1:1 µε το αντίστοιχο µη 

σηµασµένο γονίδιο φυσικού τύπου, δεδοµένου ότι περίπου το ήµισυ των 

ασκοσπορίων φθόριζε   (τουλάχιστον 103 ασκοσπόρια προερχόµενα από ένα µόνο 

                                                 
19 Η µεταλλαγή pabaA1 προκαλεί αυξοτροφία για παρα-αµινο-βενζοϊκό οξύ και οφείλεται σε 
µεταλλαγή απώλειας λειτουργίας της συνθετάσης του παρα-αµινο-βενζοϊκού οξέος. 
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κλειστοθήκιο µετρήθηκαν κάθε φορά σε τρία ανεξάρτητα πειράµατα) 

(Athanasopoulos et al., 2013).  

 

  

Εικόνα 3-41 Έκφραση και υποκυτταρική κατανοµή των εισοσωµικών πρωτεϊνών κατά 
τη διάρκεια των πρώτων σταδίων του φυλετικού κύκλου ζωής του A. nidulans. 
Προβολές µέγιστης έντασης εικόνων συνεστιακής µικροσκοπίας σε κονίδια, πρώιµα 
ασκοσπόρια και πρώιµους ασκούς των πρωτεϊνών: (Α) PilA-GFP και ιστόνη Η1-mRFP 
(ΗΗ1), (B) PilB-GFP και HH1–mRFP, και (C) SurG-GFP και HH1–mRFP. Προβολές 
µέγιστης έντασης εικόνων συνεστιακής µικροσκοπίας κυττάρων hülle στελεχών που 
εκφράζουν τις PilA-GFP, PilB- GFP και SurG-GFP πρωτεΐνες αντίστοιχα (D-F). C: κονίδιο; 
EASP: πρώιµο ασκοσπόριο (αχνό κόκκινο χρώµα); EAS: πρώιµος ασκός (διαφανείς ασκοί σε 
εικόνες αντίθεσης φάσης); LASP: όψιµα/ώριµα ασκοσπόρια (Σκούρο κόκκινο χρώµα) H: 
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κύτταρα hülle. Ο φθορισµός παρουσιάζεται σε αντεστραµµένη κλίµακα του γκρι, οι 
συγχωνευµένες εικόνες (merge) του φθορισµού και της αντίθεσης φάσης δείχνονται ως 
χρωµατιστές εικόνες. Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 
2013. 

 

 

 

3.2 Υποκυτταρικός εντοπισµός των εισοσωµικών 

πρωτεϊνών κατά το φυλετικό κύκλο ζωής του A. nidulans 

 

 Πολικές και ισηµερινές τοµές εικόνων συνεστιακής µικροσκοπίας έδειξαν ότι 

η PilΑ-GFP εντοπίζεται στην κυτταρική µεµβράνη των µη εκβλαστηµένων 

ασκοσπορίων (Εικόνα 3-42). Καµία αλλαγή στην κατανοµή της PiłΑ δεν 

παρατηρήθηκε κατά την περίοδο της ισοτροπικής φάσης ανάπτυξης του µύκητα. 

Κατά το χρονικό σηµείο εµφάνισης του βλαστικού σωλήνα, η PilΑ-GFP 

συγκεντρώνεται στην περιφέρεια της κεφαλής του ασκοσπορίου απέναντι από το 

βλαστικό σωλήνα. Σε νεαρές και ώριµες υφές παραµένει κυρίως στην κεφαλή των 

ασκοσπορίων ενώ κάποια κοκκία PiłΑ ανιχνεύονται τόσο στο εσωτερικό των υφών 

όσο και στην περιφέρειά τους. Παρόµοια, σε αδρανή ασκοσπόρια η PilB-GFP 

εντοπίζεται στην περιφέρεια αλλά φαίνεται να συγκεντρώνεται περισσότερο στις 

περιοχές όπου τα δύο µισά του ασκοσπορίου ενώνονται (Εικόνα 3-43). Κατά την 

περίοδο της ισοτροπικής αύξησης καθώς και µετά την εµφάνιση του βλαστικού 

σωλήνα -σε νεαρές υφές ασκοσπορίων-, η PilB-GFP εντοπίζεται ως διάχυτος 

φθορισµός στο κυτταρόπλασµα εκτός των περιοχών των πυρήνων, όπως δείχθηκε 

χρησιµοποιώντας το στέλεχος (VS153 - pilΒ::sgfp::AfpyrG+ argB2 nkuA∆::argB+  

pyroA4 hhoA::mrfp) που εκφράζει τόσο την PilB-GFP όσο και την ιστόνη Η1 

σηµασµένη µε την µονοµερή κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη mRFP (Eικόνα 3-44). 

Τέλος, η SurG-GFP εντοπίζεται τόσο στην περιφέρεια του ασκοσπορίου όσο και 

περιπυρηνικά. Αυτή η περιπυρηνική τοπολογία της SurG δείχθηκε χρησιµοποιώντας 

το στέλεχος - surG::sgfp::AfpyrG+ argB2 nkuA∆::argB+ pyroA4 hhoA::mrfp - που 

εκφράζει τόσο την πρωτεΐνη SurG σηµασµένη µε GFP όσο και την ιστόνη Η1 

σηµασµένη µε mRFP (Εικόνα 3-44 Β). Κατά την περίοδο της ισοτροπικής αύξησης ο 

περιπυρηνικός φθορισµός της SurG-GFP αρχίζει να ελαττώνεται (Εικόνα 3-45) και 
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εξαφανίζεται λίγο πριν την εµφάνιση του βλαστικού σωλήνα. Στις υφές η SurG 

περιορίζεται στα χυµοτόπια και τα ενδοσώµατα αλλά ταυτόχρονα σήµα µπορεί να 

ανιχνευθεί στη µεµβράνη της κεφαλής του ασκοσπορίου (Athanasopoulos et al., 

2013). 

 

 

 

 

Εικόνα 3-42  Εντοπισµός της PilΑ-GFP σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια του 
φυλετικού κύκλου του Α. nidulans. Τοµές συνεστιακής µικροσκοπίας σάρωσης Laser (0.5 
µm). Όλες οι εικόνες φθορισµού αποκτήθηκαν µε την ίδια ένταση και τις ίδιες ρυθµίσεις 
λέιζερ και ανιχνευτή. (A-D) Πολικές και ισηµερινές τοµές αδρανών ασκοσπορίων που 
εκφράζουν την PilΑ-GFP (0h) προσανατολισµένα παράλληλα µε το ισηµερινό επίπεδο (Α-Β) 
ή κάθετα (C-D) προς το επίπεδο xy, (E-F). Πολικές και ισηµερινές τοµές ασκοσπορίων που 
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βρίσκονται στην ισοτροπική φάση ανάπτυξης (5h) (G-H) και ασκοσπορίων που έχουν µόλις 
εκβλαστήσει. Ισηµερινές τοµές νεαρών υφών 10 ωρών, 12 ωρών, 14 και 16 ωρών ανάπτυξης 
(I-L) , αντίστοιχα). Τα στελέχη αναπτύχθηκαν παρουσία 5 mM ουρίας και 1% w/v γλυκόζη 
σαν µοναδικές πηγές αζώτου και άνθρακα αντίστοιχα, στους 25 °C. Ο φθορισµός GFP 
παρουσιάζεται σε αντεστραµµένη κλίµακα του γκρι, οι συγχωνευµένες εικόνες του 
φθορισµού και της αντίθεσης φάσης παρουσιάζονται ως χρωµατιστές εικόνες. Κλίµακα 
µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013. 

 

 

 

 

Εικόνα 3-43 Εντοπισµός της PilB-GFP σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια του 
φυλετικού κύκλου του Α. nidulans. Τοµές συνεστιακής µικροσκοπίας σάρωσης Laser (0.5 
µm). Όλες εικόνες φθορισµού αποκτήθηκαν µε την ίδια ένταση και τις ίδιες ρυθµίσεις λέιζερ 
και ανιχνευτή. (A-D) Πολικές και ισηµερινές τοµές αδρανών ασκοσπορίων που εκφράζουν 
την PilB -GFP (0h) προσανατολισµένα παράλληλα µε το ισηµερινό επίπεδο (Α-Β) ή κάθετα 
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(C-D) προς το επίπεδο xy, (E-F). Πολικές και ισηµερινές τοµές ασκοσπορίων που βρίσκονται 
στην ισοτροπική φάση ανάπτυξης (5h) (G-H) και ασκοσπορίων που έχουν µόλις 
εκβλαστήσει. βρίσκονται στην ισοτροπική φάση ανάπτυξης (5h) (G-H) και ασκοσπορίων που 
έχουν µόλις εκβλαστήσει. Ισηµερινές τοµές νεαρών υφών 10 ωρών, 12 ωρών, 14 και 16 
ωρών ανάπτυξης (I-L) , αντίστοιχα. Τα στελέχη αναπτύχθηκαν παρουσία 5 mM ουρίας και 
1% w/v γλυκόζη σαν µοναδικές πηγές αζώτου και άνθρακα αντίστοιχα, στους 25 °C. Ο 
φθορισµός GFP παρουσιάζεται σε αντεστραµµένη κλίµακα του γκρι, οι συγχωνευµένες 
εικόνες του φθορισµού και της αντίθεσης φάσης παρουσιάζονται ως χρωµατιστές εικόνες. 
Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013. 

 

 

 

Εικόνα 3-44  (Α-Β) Ισηµερινές τοµές συνεστιακής µικροσκοπίας εκβλαστηµένων και µη 
εκβλαστηµένων ασκοσπορίων που εκφράζουν ταυτόχρονα τη SurG-GFP και την ιστόνη Η1 
(HhoA) σηµασµένη µε mRFP. (C) 3-D άποψη µε τη χρήση του 3-D λογισµικού απεικόνισης 
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Imaris 7. 2.3. Εσωτερική άποψη ασκοσπορίου που δείχνει τους 2 πυρήνες των ασκοσπορίων. 
Πράσινο και κόκκινο χρώµα αντιστοιχούν στις PilΑ και HhoA πρωτεΐνες, αντίστοιχα. 
Κλίµακα µεγέθυνσης : 3 µm.. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013. 

 

 

 

Εικόνα 3-45  Ο εντοπισµός της SurG-GFP σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια του 
φυλετικού κύκλου του Α. nidulans. Τοµές συνεστιακής µικροσκοπίας σάρωσης Laser (0.5 
µm). Όλες εικόνες φθορισµού αποκτήθηκαν µε την ίδια ένταση και τις ίδιες ρυθµίσεις λέιζερ 
και ανιχνευτή. (A-D) Πολικές και ισηµερινές τοµές αδρανών ασκοσπορίων που εκφράζουν 
την SurG-GFP (0h) προσανατολισµένα παράλληλα µε το ισηµερινό επίπεδο (Α-Β) ή κάθετα 
(C-D) προς το επίπεδο xy, (E-F). Πολικές και ισηµερινές τοµές ασκοσπορίων που βρίσκονται 
στην ισοτροπική φάση ανάπτυξης (5h) (G-H) και ασκοσπορίων που έχουν µόλις 
εκβλαστάνει. Ισηµερινές τοµές  νεαρών υφών σε 10 ώρες, 12 ώρες, 14 ώρες και 16 ώρες (I-L , 
αντίστοιχα). Τα στελέχη αναπτύχθηκαν παρουσία 5 mM ουρίας και 1% w/v γλυκόζη σαν 
µοναδικές πηγές αζώτου και άνθρακα αντίστοιχα, στους 25 °C. Ο φθορισµός GFP 
παρουσιάζεται σε αντεστραµµένη κλίµακα του γκρι, οι συγχωνευµένες εικόνες του 
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φθορισµού και της αντίθεσης φάσης παρουσιάζονται ως χρωµατιστές εικόνες. Κλίµακα 
µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013. 

 

 

3.3 Τα εισοσωµικά γονίδια εκφράζονται κατά τη διάρκεια 

της εκβλάστησης των ασκοσπορίων 

 

 Για τη µελέτη της γονιδιακής έκφρασης των εισοσωµικών γονιδίων κατά την 

εκβλάστηση των ασκοσπορίων πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις RT-PCRs 

(συνδυασµός αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης) σε 

ολικό RNA από µη εκβλαστηµένα ασκοσπόρια (0 ώρες) και νεαρές υφές 

εκβλαστηµένων ασκοσπορίων (12 ώρες) του στελέχους φυσικού τύπου (Εικόνα 3-

53). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι τα γονίδια pilA και surG εκφράζονται παρόµοια 

τόσο σε µη εκβλαστηµένα ασκοσπόρια όσο και νεαρά µυκήλια ασκοσπορίων 12 

ωρών. Αντίθετα, τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου pilB είναι ελαττωµένα σε 

σύγκριση µε αυτά των γονιδίων pilA και surG στις αντίστοιχες συνθήκες ανάπτυξης. 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για τις RT-PCRs αντιδράσεις ήταν αναµενόµενο 

να παράγουν προϊόντα από 376 bp (pilA cDNA), 286 bp (pilB cDNA), 272 bp (surG 

cDNA) και 280 bp (18S rRNA cDNA). Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε τα 

δεδοµένα ποσοτικοποίησης του φθορισµού των αντίστοιχων πρωτεϊνών, τα οποία 

προκύπτουν από τη ψηφιακή επεξεργασία των εικόνων συνεστιακής µικροσκοπίας 

σάρωσης Laser και την ανάλυση τους µέσω εξειδικευµένου λογισµικού (Image-Pro® 

Plus software) (Εικόνα 3-46 C-D). Η ανάλυση κατά Western ολικών πρωτεϊνικών 

εκχυλισµάτων (Εικόνα 3-46 Ε) µη εκβλαστηµένων ασκοσπορίων (0 ώρες), 

χρησιµοποιώντας ένα αντι-GFP αντίσωµα (mouse anti-GFP µονοκλωνικό αντίσωµα, 

Roche), έδειξε ότι οι ζώνες που αντιστοιχούν σε πλήρους µήκους πρωτεΐνες PilA-

GFP, PilB-GFP και SurG-GFP είναι παρούσες σε ασκοσπόρια µε κατά προσέγγιση 

µοριακά βάρη 70 kDa, 80 kDa και 48 kDa αντίστοιχα. Αυτά τα αποτελέσµατα 

υποδεικνύουν ότι ο παρατηρούµενος φθορισµός αντιστοιχεί σε πλήρους µεγέθους 

PilA, PilB και SurG πρωτεϊνών. Μία ζώνη µε µία φαινοµενική µοριακή µάζα των 27 

kDa που αντιστοιχεί στην πρωτεολυτική διάσπαση της ελεύθερης GFP στο 

κενοτόπιο, παρατηρείται µόνο σε στελέχη που εκφράζουν την πρωτεΐνη SurG-GFP 

(Athanasopoulos et al., 2013).  
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Εικόνα 3-46  Έκφραση των εισοσωµικών γονιδίων (pilA, pilB και surG) σε µη 
εκβλαστηµένα ασκοσπόρια (0 ωρών) και νεαρές υφές εκβλαστηµένων ασκοσπορίων (12 
ωρών) µε τη χρήση της ηµι-ποσοτικής µεθόδου RT-PCR (Α). Η οπτική πυκνότητα κάθε 
ζώνης υπολογίστηκε χρησιµοποιώντας το λογισµικό ImageJ. Όλες οι τιµές 
κανονικοποιήθηκαν ως προς την έκφραση του γονιδίου 18S rRNA (Β). Η ποσοτικοποίηση του 
φθορισµού σε µη εκβλαστηµένα ασκοσπόρια (n = 10) που εκφράζουν τις εισοσωµικές 
πρωτεΐνες σηµασµένες µε GFP πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του εξειδικευµένου 
λογισµικού Image-Pro Plus (C-D), Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 µm.. Ανάλυση κατά Western σε 
ολικά πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα (Ε) από µη εκβλαστηµένα ασκοσπόρια (0 ωρών), 
χρησιµοποιώντας αντι-GFP µονοκλωνικό αντίσωµα (Roche). Προσαρµογή από 
Athanasopoulos et al., 2013. 

 

 

3.3 Οι εισοσωµικές πρωτεΐνες συνεντοπίζονται κατά µήκος 

της πλασµατικής µεµβράνης των ασκοσπορίων 

 

Όπως προαναφέρθηκε οι εισοσωµικές πρωτεΐνες PilA, PilB και SurG, 

εντοπίζονται στην περιφέρεια των µη εκβλαστηµένων ασκοσπορίων. ∆ιερευνήθηκε 
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λοιπόν η πιθανότητα συνεντοπισµού τους κατά µήκος της πλασµατικής µεµβράνης 

των κυττάρων. Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν στελέχη που εκφράζουν τις 

εισοσωµικές πρωτεΐνες σηµασµένες µε την πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP και 

παρατηρήθηκαν µε συνεστιακή µικροσκοπία σάρωσης. Τα αποτελέσµατα που 

παρουσιάζονται στην εικόνα 3-47 δείχνουν ότι η PilA συνεντοπίζεται τόσο µε την 

PilB (συντελεστής Pearson 20= 0,77) όσο και µε τη SurG (συντελεστής Pearson = 

0,89) στην περιφέρεια των ασκοσπορίων (βλέπε υλικά και µεθόδους). Αντίθετα δεν 

παρατηρήθηκε συνεντοπισµός της PilA µε την περιπυρηνική περιοχή της SurG. Ο 

συνεντοπισµός των πρωτεϊνών επιβεβαιώνεται από το κανάλι συνεντοπισµού 

(Εικόνα 3-47), το οποίο προκύπτει από την ανάλυση και επεξεργασία των εικόνων 

συνεστιακής µικροσκοπίας µε εξειδικευµένο λογισµικό και στο οποίο το σήµα που 

απεικονίζεται αντιστοιχεί µόνο στις περιοχές του κυττάρου όπου ο φθορισµός των  

πρωτεϊνών συνυπάρχει. Επίσης ο συνεντοπισµός των πρωτεϊνών επιβεβαιώνεται και 

από το γράφηµα της ανάλυσης της έντασης φθορισµού των πρωτεϊνών κατά µήκος 

της άσπρης γραµµής. 

 

 

 

Εικόνα 3-47  Συνεντοπισµός της PilA µε την PilB και της PilA µε τη SurG σε 
εκβλαστηµένα ασκοσπόρια. Μετά την επεξεργασία των εικόνων µε ένα διάµεσο φίλτρο, 
αναλύθηκε και προσδιορίστηκε ο βαθµός συνεντοπισµού των πρωτεϊνών µε τη βοήθεια του 
εξειδικευµένου λογισµικού Imaris (Bitplane, Ζυρίχη, Ελβετία). Αντίστοιχες εικόνες 
συγχωνεύθηκαν (τρίτη στήλη), τα συνεντοπισµένα pixels εκπροσωπήθηκαν µε γκρι χρώµα 
(τέταρτη στήλη) και τα scatterplots 21(φθορογραφήµατα) της έντασης των εικονοστοιχείων 

                                                 
20 Ο συντελεστής συσχέτισης Pearson (Pearson’s correlation) είναι ένας από τους πλέον συχνά 
χρησιµοποιούµενους αλγόριθµος για να περιγράψει τη συσχέτιση κατανοµής της έντασης φθορισµού 
σε διαφορετικά κανάλια (channels). Οι τιµές που παίρνουµε για τον συντελεστή αυτό κυµαίνονται 
µεταξύ  −1.0 και 1.0, όπου το 0 δεν δείχνει σηµαντική συσχέτιση, και το −1 δείχνει πλήρως αρνητική 
συσχέτιση 
21 Τα αποτελέσµατα µελετών συνεντοπισµού (colocalization) µπορουν επίσης να παρασταθούν 
γραφικά µε φθορογραφήµατα (scatterplots), όπου η ένταση ενός χρώµατος παρίσταται γραφικά έναντι 
της έντασης του δεύτερου χρώµατος για κάθε εικονοστοιχείο (pixel) της εικόνας. Η ύπαρξη 
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εκπροσωπήθηκαν από τους αντίστοιχους συντελεστές Pearson (Rr) (πέµπτη στήλη). Τέλος 
παρουσιάζεται η ανάλυση της έντασης φθορισµού κατά µήκος της γραµµής στα ενθέµατα. 
Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013. 

 

3.4 Οι PilA σχηµατισµοί δεν αποτελούν πύλες/σηµεία 

ενδοκύττωσης 

 

Όπως έχει δειχθεί πρόσφατα από το εργαστήριό µας, οι στικτοί σχηµατισµοί 

της PilA στις υφές των εκβλαστηµένων κονιδιοσπορίων δεν συνεντοπίζονται µε την 

χρωστική FM4-64 (Fischer-Parton et al., 2001; Peñalva, 2005), µάρτυρα για τη 

µελέτη της ενδοκύττωσης και τη διακίνηση κυστιδίων (Vangelatos et al., 2010). 

Ωστόσο, ένας αριθµός από πρόσφατες δηµοσιεύσεις υποδεικνύουν ότι η χρήση της 

FM4-64 παρουσιάζει πολλές τεχνικές αλλοιώσεις. Για παράδειγµα, Ο Tanner και οι 

συνεργάτες παρατήρησαν ότι η προσθήκη FM4-64 σε κύτταρα που εκφράζουν την 

Can1-GFP (περµεάση της αργινίνης) στο S. cerevisiae προκαλεί ταχεία απώλεια της 

κατανοµής άλλων περµεασών (Alvarez et al., 2008; Grossmann et al., 2008). Για το 

λόγο αυτό µελετήθηκε µε συνεστιακή µικροσκοπία η κατανοµή της πρωτεΐνης AbpA 

(Araujo-Bazán et al., 2008), ενός µάρτυρα ενδοκύττωσης µέσω κυστιδίων µε 

κάλυµµα κλαθρίνης, σε σχέση µε την κατανοµή της PilA. Η πρωτεΐνη αυτή περιέχει 

τη χαρακτηριστική Ν-τελική περιοχή ADFH (actin-depolymerizing factor homology), 

µε την οποία προσδένεται ειδικά στην ακτίνη και πιο συγκεκριµένα συνεντοπίζεται 

µε κοκκία ακτίνης, αλλά όχι µε τα ινίδια ακτίνης που διατρέχουν όλη την υφή 

(Araujo-Bazán et al., 2008). Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην (Εικόνα 3-

48) δείχνουν ότι οι στικτοί σχηµατισµοί της PilA δεν συνεντοπίζονται µε τις 

εξαιρετικά κινητικές και στικτές δοµές της ΑbpΑ (συντελεστής Pearson = 0.2), 

υποδεικνύοντας ότι δεν υπάρχει άµεση σχέση µεταξύ της PilA και της διαδικασίας 

ενδοκύττωσης µέσω κυστιδίων καλυµµένων µε πλέγµα κλαθρίνης. 

 

                                                                                                                                            
συνεντοπισµού (colocalization) βεβαιώνεται όταν τα εικονοστοιχεία εντοπίζονται γύρω/κοντά από µια 
ευθεία διαγώνιο γραµµή. Η έλλειψη συνεντοπισµού (colocalization) βεβαιώνεται όταν τα 
εικονοστοιχεία εντοπίζονται σε δύο χωριστές οµάδες, παράλληλα των αξόνων x και y (Dunn et al., 
2011). 
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Εικόνα 3-48  Μελέτη του συνεντοπισµού της πρωτεΐνης ΑbpΑ µε την εισοσωµική 
πρωτεΐνη PilA σε νεαρά µυκήλια. Μετά την επεξεργασία των εικόνων µε ένα διάµεσο 
φίλτρο, αναλύθηκε και προσδιορίστηκε ο βαθµός συνεντοπισµού των πρωτεϊνών µε τη 
βοήθεια του εξειδικευµένου λογισµικού Imaris (Bitplane, Ζυρίχη, Ελβετία). Αντίστοιχες 
εικόνες συγχωνεύθηκαν (τρίτη στήλη), τα συνεντοπισµένα pixels εκπροσωπήθηκαν µε γκρι 
χρώµα (τέταρτη στήλη) και τα scatterplots (φθορογραφήµατα) της έντασης των 
εικονοστοιχείων εκπροσωπήθηκαν από τους αντίστοιχους συντελεστές Pearson (Rr) (πέµπτη 
στήλη). Τέλος παρουσιάζεται η ανάλυση της έντασης φθορισµού κατά µήκος της γραµµής 
στα ενθέµατα. Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013 

 

3.5 Η PilA σχηµατίζει στατικές δοµές στη πλασµατική 

µεµβράνη των κυττάρων του A. nidulans 

 

Η πρωτεΐνη Pil1 στο S. pombe και η οµόλογη της στο S. cerevisiae έχει 

δειχθεί ότι σχηµατίζουν στατικές δοµές µε εξαιρετικά χαµηλή κινητικότητα (Kabeche 

et al., 2011). Χρησιµοποιήθηκαν τεχνικές µικροσκοπίας διακεκοµµένης 

µαγνητοσκόπησης (time-lapse) και ανάκτησης φθορισµού µετά από φωτολεύκανση22 

(FRAP) σε µη εκβλαστηµένα ασκοσπόρια (0 ωρών) και σε νεαρές υφές 

εκβλαστηµένων ασκοσπορίων (12 ωρών), µε σκοπό τη µελέτη των κινητικών 

ιδιοτήτων της σηµασµένης µε GFP εισοσωµικής πρωτεΐνης PilΑ. Τα αποτελέσµατα 

που παρουσιάζονται στην εικόνα 3-49 και  3-50 δείχνουν, ότι τα µόρια της PilΑ-GFP 

στην περιφέρεια των εκβλαστηµένων και µη ασκοσπορίων/κονιδίων δεν 

ανταλλάσσονται µε τον κυτταροπλασµατικό πληθυσµό, σχηµατίζοντας συνεπώς 

στατικές δοµές µε εξαιρετικά χαµηλή κινητικότητα. Τα πειράµατα επαναληφθήκαν 

τρεις φορές και δεν παρατηρήθηκε φθορισµός στη φωτολευκανθείσα περιοχή στο 

διάστηµα των 20 λεπτών αξιολόγησης (Athanasopoulos et al., 2013). 

 

                                                 
22 Όλες οι βιολογικές φθορίζουσες χρωστικές (fluorescence dyes) εκπέµπουν φως συγκεκριµένου 
µήκους κύµατος όταν διεγερθούν από υπεριώδη ακτινοβολία. Αν η διέγερση πραγµατοποιηθεί µε 
χρήση φωτός υψηλής έντασης, τότε εµφανίζεται το φαινόµενο της λεγόµενης ‘φωτολεύκανσης’ 
(photobleaching), της αναστολής δηλαδή της φθορίζουσας ιδιότητας των χρωστικών.  



 Αποτελέσµατα 
136 

 

Εικόνα 3-49  Η PilΑ-GFP σχηµατίζει στατικές δοµές στην περιφέρεια των ασκοσπορίων 
(Α) Μη εκβλαστηµένα ασκοσπόρια που εκφράζουν την πρωτεΐνη PilΑ-GFP διεγέρθηκαν µε 
χρήση φωτός υψηλής εντάσεως (488 nm). Ο φθορισµός δεν ανακτήθηκε κατά τη διάρκεια 
των 20 λεπτών του πειράµατος (Β) Ποσοτικοποίηση της ανάκτησης φθορισµού. Κλίµακα 
µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013. 
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Εικόνα 3-50  (Α-Β) Μικροσκοπία διακεκοµµένης µαγνητοσκόπησης (time-lapse) σε εκβλαστηµένα 
και αδρανή ασκοσπόρια που εκφράζουν την πρωτεΐνη PilΑ-GFP για 1200 και 960 δευτερόλεπτα 
αντίστοιχα. (C) Τεχνική ανάκτησης φθορισµού µετά από φωτολεύκανση (FRAP) σε µη εκβλαστηµένα 
κονιδιοσπόρια (0 ωρών) και σε νεαρές υφές εκβλαστηµένων κονιδιοσπορίων (12 ωρών) που 
εκφράζουν την πρωτεΐνη PilΑ-GFP για 1200 δευτερόλεπτα. Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή 
από Athanasopoulos et al., 2013. 
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3.6 Φαινοτυπικός χαρακτηρισµός µεταλλαγµένων 

στελεχών 

 

O λειτουργικός χαρακτηρισµός γονιδίων στον οργανισµό που τα εκφράζει, 

µπορεί να προσεγγιστεί µέσω δύο διαφορετικών κατευθύνσεων: της 

ανενεργοποίησης/απαλοιφής ή της υπερέκφρασης του προς µελέτη γονιδίου (Yu et 

al., 2004). Σε κάθε περίπτωση , αναζητούνται οι συνθήκες, εφόσον υπάρχουν, στις 

οποίες ο φαινότυπος του µεταλλαγµένου στελέχους διαφοροποιείται από αυτόν του 

στελέχους φυσικού τύπου. Οι συνθήκες αυτές µπορούν να παρέχουν πληροφορίες για 

τη ή τις λειτουργίες που επιτελεί το προϊόν του προς µελέτη γονίδιο στο κύτταρο. 

Στην προσπάθεια διερεύνησης του βιολογικού ρόλου των εισοσωµικών πρωτεϊνών 

µελετήθηκε ο φαινοτυπικός χαρακτηρισµός στελεχών µε pilA, pilB, και surG µονές ή 

συνδυασµένες απαλοιφές, και του στελέχους στο οποίο έχει γίνει ταυτόχρονη 

απαλοιφή και των τριών εισοσωµικών γονιδίων (pilA∆pilB∆surG∆) (βλ. Υλικά και 

Μέθοδοι). ∆εν παρατηρήθηκε αναπτυξιακός φαινότυπος σε κάποιο από τα στελέχη 

στις παρακάτω συνθήκες: 25 , 37 ή 42 °C σε πλήρες ή ελάχιστο θρεπτικό µέσο, υπερ-

ωσµωτικές, όξινες ή βασικές συνθήκες pΗ. Επιπλέον, το τριπλά µεταλλαγµένο 

στέλεχος pilA∆pilB∆surG∆ δε φάνηκε να διαφοροποιείται όσον αφορά την 

εγκαθίδρυση της πολικότητας από ένα στέλεχος φυσικού τύπου στους 25, 37 ή 42 °C. 

Η πιθανή συµµετοχή των εισοσωµικών πρωτεϊνών στο φυλετικό κύκλο (διαδικασία 

της µείωσης) του Α. nidulans, µελετήθηκε µε γενετικές διασταυρώσεις του στελέχους 

pilA∆pilB∆surG. ∆ιαπιστώθηκε, ότι Ο αριθµός και το µέγεθος των παραγόµενων 

κλειστοθηκίων ήταν φυσιολογικός, ότι τα διασταυρωµένα κλειστοθήκια περιείχαν 

βιώσιµα ασκοσπόρια και τα εισοσωµικά αλληλόµορφα διαχωρίζονται στους 

απογόνους, σύµφωνα µε τους νόµους του Μέντελ. Το στέλεχος pilA∆pilB∆surG∆ 

ελέγχθηκε επιπλέον για ευαισθησία σε ουσίες που αναστέλλουν την ανάπτυξη του 

µύκητα µε την παρεµπόδιση της βιοσύνθεσης του κυτταρικού τοιχώµατος (Binder et 

al., 2010) όπως καφεΐνη, Congo red (CR) και Calcofluor white (CFW), συνθήκες 

ανάπτυξης στις οποίες δεν εντοπίστηκαν ευδιάκριτες διαφορές σε σχέση µε ένα 

στέλεχος φυσικού τύπου.  

Είναι γνωστό ότι η παρουσία αµµωνιακών έχει ως αποτέλεσµα την 

ενδοκύττωση ενός µεγάλου αριθµού µεταφορέων που εµπλέκονται στην πρόσληψη 

διαφορετικών πηγών αζώτου. Γι αυτό το λόγο ελέγχθηκε η κατανοµή και πρότυπο 
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ενδοκύττωσης από ιόντα αµµωνίου του µεταφορέα AgtA (µεταφορέας 

δικαρβοξυλικών αµινοξέων) (Apostolaki et al., 2009) και του κυρίου µεταφορέα 

προλίνης PrnB σε στελέχη φυσικού τύπου και στο τριπλά µεταλλαγµένο στέλεχος 

pilA∆pilB∆surG∆.  

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι το πρότυπο ενδοκύττωσης των µεταφορέων 

αµινοξέων είναι παρόµοιο σε όλα τα στελέχη, φυσικού τύπου η µεταλλαγµένα. 

Υποδεικνύοντας ότι οι εισοσωµικές πρωτεΐνες δεν εµπλέκονται στην NH4+- 

εξαρτώµενη ενδοκύττωση των µεταφορέων αµινοξέων ΑgtA και PrnB. 

 

 

3.7 Η κυτταρική κατανοµή της PilA εξαρτάται από τα 

επίπεδα των σφιγγολιπιδίων 

 

 ∆εδοµένου ότι τα pilA∆ στελέχη παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στην 

ιτρακοναζόλη
23 (Vangelatos et al., 2010), δεδοµένου ότι η PilA πρωτειν δεν 

εµπλεκεται µε την ενδοκύττωση, βασιζόµενοι σε βιβλιογραφικές αναφορές 

(Grossmann et al., 2008, 2006a; Malínská et al., 2003) αλλά και στο γεγονός οι 

εισοσωµικοί σχηµατισµοί ενδεχοµένως αποτελούν λιπιδικές σχεδίες (περιοχές της 

πλασµατικής µεµβράνης πλούσιες σε σφιγγολιπίδια και εργοστερόλη), µελετήθηκε η 

κατανοµή της πρωτεΐνης PilΑ σε στελέχη τα οποία είχαν πρόβληµα στο να 

βιοσυνθέτουν σφιγγολιπίδια. ∆είχθηκε ότι η µυριοσίνη (Meyer et al., 2012) (myriocin 

- Sigma), ένας ευρέως χρησιµοποιούµενος αναστολέας της βιοσύνθεσης των 

σφιγγολιπιδίων (αναστολέας της σερίνη-παλµιτοϋλοτρανσφεράσης, του ενζύµου που 

καταλύει το πρώτο βήµα στη βιοσύνθεση των σφιγγολιπιδίων) προκαλεί σηµαντική 

αλλαγή στο πρότυπο κατανοµής της PilΑ στην περιφέρεια µη εκβλαστηµένων 

ασκοσπορίων/κονιδίων καθώς και στα PilA κοκκία των νεαρών υφών 

εκβλαστηµένων ασκοσπορίων/κονιδίων (12 ωρών). Πιο συγκεκριµένα, η PilΑ 

κατανέµεται υπό µορφή πυκνών στικτών σχηµατισµών στην περιφέρεια των µη 

                                                 
23 Η ιτρακοναζόλη (itraconazole) είναι ένα τριαζολικό παράγωγο που αναστέλλει τη σύνθεση της 
εργοστερόλης στα κύτταρα των µυκήτων. Η εργοστερόλη είναι ένα θεµελιώδες συστατικό της 
κυτταρικής µεµβράνης των µυκήτων. Η παρεµπόδιση της σύνθεσης της εργοστερόλης τελικά 
καταλήγει σε αντιµυκητιασική δράση. 
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εκβλαστηµένων ασκοσπορίων/κονιδίων και στη κεφαλή αλλά και κατά µήκος της 

υφής σε νεαρά µυκήλια, παρουσία µυριοσίνης ο αριθµός των PilΑ-GFP κηλίδων 

ελαττώνεται σηµαντικά στην κεφαλή νεαρών υφών ενώ παρατηρείται ταυτόχρονη 

µικρή αύξηση του κυτταροπλασµατικού φθορισµού (Εικόνα 3-51). 

 

 

 

Εικόνα 3-51  Παρουσία µυριοσίνης ο αριθµός των PilΑ-GFP κοκκίων ελαττώνεται 
σηµαντικά ενώ παρατηρείται ταυτόχρονη αύξηση του κυτταροπλασµατικού φθορισµού 
σε εκβλαστηµένα ασκοσπόρια/κονίδια (A-B). Τα κοκκία PilΑ ποσοτικοποιήθηκαν µε τη 
βοήθεια του λογισµικού Imaris (Bitplane AG, Zurich, Switzerland) (C). Στο γράφηµα 
παρουσιάζεται η πυκνότητα των PilΑ κοκκίων ανά 20 µm2 (D). Κλίµακα µεγέθυνσης: 5 µm 
Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2013. 
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3.8 Η πρωτεΐνη AnNce102 του A. nidulans συνεντοπίζεται 

µε τα εισοσώµατα 

 

In silico ανάλυση στο γονιδίωµα του Α. nidulans, χρησιµοποιώντας ως 

ανιχνευτή την αµινοξική αλληλουχία της πρωτεΐνη Nce102 του S. cerevisiae, 

οδήγησε στην ταυτοποίηση µιας πολύ υψηλά συντηρηµένης αµινοξικής αλληλουχίας 

που ονοµάστηκε AnNce102. Το γονίδιο annce102 εντοπίζεται στο χρωµόσωµα IV 

του µύκητα. Περιλαµβάνει ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης µήκους 633 ζευγών 

βάσεων που κωδικοποιεί µια πολυπεπτιδική αλυσίδα 174 αµινοξικών καταλοίπων, 

την πρωτεΐνη Nce102. Το γονίδιο nce102 έχει 2 εσώνια µήκους 54 και 52 ζευγών 

βάσεων (µεταξύ των νουκλεοτιδικών θέσεων +43-+97 και +365-+417, αντίστοιχα, ως 

προς το νουκλεοτίδιο αδενίνης στη θέση +1 του κωδικονίου έναρξης ATG). Η 

AnNce102 εµφανίζει 33% αµινοξική ταυτότητα και 53% οµοιότητα µε την πρωτεΐνη 

Nce102 του S. cerevisiae και προβλεπόµενη µοριακή µάζα 19.4 kDa 

(http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam) (Εικόνα 3-52). Η AnNce102 

έχει τέσσερις διαµεµβρανικές α-έλικες, που σχηµατίζουν µια πρωτεϊνική περιοχή, η 

οποία ονοµάζεται MARVEL (MAL and related proteins for vesicle trafficking and 

membrane link) (PFAM  domain  PF01284; 

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml).  

Στα ζωικά κύτταρα, η οικογένεια των MARVEL πρωτεϊνών περιλαµβάνει τη 

µυελίνη, φυσίνες (physins), γυρίνες (gyrins) και οκλουντίνες (occludins). Οι 

πρωτεΐνες MARVEL, έχει προταθεί ότι διαδραµατίζουν σηµαντικούς ρόλους στη 

δηµιουργία κυστιδίων µεταφοράς και στενοσυνδέσµων. Παρόλο που η ακριβής 

λειτουργία των πρωτεϊνών αυτών δεν είναι γνωστή, φαίνεται να παίζουν σηµαντικούς 

ρόλους, εφόσον µεταλλαγές στα γονίδια που τις κωδικοποιούν έχουν συσχετιστεί µε 

σοβαρές ασθένειες (Douglas et al., 2013, p. 102). 
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Εικόνα 3-52  Στοίχιση της αλληλουχίας Nce102 του S. cerevisiae µε την οµόλογη πρωτεΐνη 
του Α. nidulans, χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα T-coffee. 

 

 

Η σύζευξη γονιδίων του A. nidulans µε γονίδια που κωδικοποιούν για 

φθορίζουσες πρωτεΐνες καθώς και η γονιδιακή ανενεργοποίηση βασίζονται στη 

γονιδιακή αντικατάσταση των υπό µελέτη γονιδίων µε κασέτες σήµανσης που είναι 

κατά προτίµηση γραµµικές µοριακές κατασκευές (Nayak, 2005). Στην παρούσα 

εργασία, οι κασέτες σήµανσης annce102::sgfp (πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη - 

Green fluorescent protein) και annce102::mrfp (µονοµερής κόκκινη φθορίζουσα 

πρωτεΐνη – monomeric red fluorescent protein) κατασκευάστηκαν µε Double-Joint 

PCR (D-J PCR), µια µέθοδο in vitro ανασυνδυασµού τριών µορίων DNA. Αρχικές 

παρατηρήσεις έδειξαν ότι η πρωτεΐνη AnNce102 σε µη εκβλαστηµένα κονιδιοσπόρια 

του Α. nidulans εντοπίζεται στην πλασµατική µεµβράνη. Καθώς οι κύριες 

εισοσωµικές πρωτεΐνες PilA, PilB και SurG, εντοπίζονται και αυτές στην περιφέρεια 

των µη εκβλαστηµένων κονιδιοσπορίων, διερευνήθηκε ο συνεντοπισµός τους µε την 

AnNce102. Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν στελέχη που εκφράζουν 

ταυτόχρονα είτε τις PilA-mRFP και AnNce102-GFP είτε τις SurG–GFP και 

AnNce102-mRFP, και µελετήθηκαν µε συνεστιακή µικροσκοπία laser. Η πρωτεΐνη 

AnNce102 σε µη εκβλαστηµένα κονιδιοσπόρια εντοπίζεται στην πλασµατική 

µεµβράνη όπου συνεντοπίζεται µε την PilA και εν µέρει εντοπίζεται επιπλέον και στο 

υπόλοιπο της µεµβράνης (Εικόνα 3-59A). Επιπρόσθετα, η AnNce102 εντοπίζεται σε 

ενδοκυτταρικές δοµές που µοιάζουν µε το ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER), όπως 

φαίνεται από το συνεντοπισµό της µε την πρωτεΐνη ShrA, η οποία αποτελεί µάρτυρα 

του ενδοπλασµατικού δικτύου (Erpapazoglou et al., 2006) (Εικόνα 3-59Β). Κατά την 

περίοδο της ισοτροπικής αύξησης ο περιπυρηνικός φθορισµός της AnNce102 αρχίζει 
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να ελαττώνεται και εξαφανίζεται λίγο πριν την εµφάνιση του σωλήνα εκβλάστησης. 

Σε νεαρές υφές, η πρωτεΐνη περιορίζεται στα εισοσώµατα της κεφαλής και τα 

χυµοτόπια (συνεντοπισµός µε τη χρωστική CMAC {7-amino-4-

chloromethylcoumarin} που βάφει επιλεκτικά τα όξινα χυµοτόπια). Επιπλέον, η 

AnNce102 σαφώς ανιχνεύεται στα διαφράγµατα (Εικόνα 3-53C, µαύρο βέλος) και 

συνεντοπίζεται µε την PilA σε µερικά κοκκία κατά µήκος της υφής (Εικόνα 3-53C, 

άσπρα βέλη). Αυτή η χρονική και χωρική κατανοµή της AnNce102 είναι παρόµοια µε 

εκείνη της εισοσωµικής πρωτεΐνης SurG, όπως εξάλλου επιβεβαιώνεται από τους 

υψηλούς συντελεστές συνεντοπισµού Manders (βλέπε παράγραφο 2.17.4). 
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Εικόνα 3-53  Η πρωτεΐνη AnNce102 συνεντοπίζεται µε την PilA και τη SurG. Εικόνες 
συνεκτικής µικροσκοπίας και µελέτη συνεντοπισµού (βλέπε υλικά και µεθόδους) της (Α) 
AnNce102/PilA σε αδρανή κονιδιοσπόρια, (Β) AnNce102/ShrA σε αδρανή κονιδιοσπόρια, 
(C) AnNce102/PilA σε νεαρές υφές 14 ωρών (D) AnNce102/SurG σε αδρανή κονιδιοσπόρια 
και (Ε) και AnNce102/SurG σε νεαρές υφές 14 ωρών,. Κάθε σύνολο δεδοµένων (Α, B, C, D 
και E) περιέχεται ένα φθορογράφηµα 24(2D ιστόγραµµα/scatterplot  - για τη συσχέτιση των 2 
καναλιών/φθοριοχρωµάτων). Ο συνεντοπισµός δείχνεται ως νέο κανάλι (το οποίο αντιστοιχεί 
µόνο στα voxels25 που συνεντοπίζονται). Τα ιστογράµµατα δείχνουν τους συντελεστές 
Manders (Μ1 και Μ2) (βλέπε υλικά και µεθόδους). Το n παριστά τον αριθµό των κυττάρων 

                                                 
24 Τα αποτελέσµατα µελετών συνεντοπισµού (colocalization) µπορουν επίσης να παρασταθούν 
γραφικά µε φθορογραφήµατα (scatterplots), όπου η ένταση ενός χρώµατος παρίσταται γραφικά έναντι 
της έντασης του δεύτερου χρώµατος για κάθε εικονοστοιχείο (pixel) της εικόνας. Η ύπαρξη 
συνεντοπισµού (colocalization) βεβαιώνεται όταν τα εικονοστοιχεία εντοπίζονται γύρω/κοντά από µια 
ευθεία διαγώνιο γραµµή. Η έλλειψη συνεντοπισµού (colocalization) βεβαιώνεται όταν τα 
εικονοστοιχεία εντοπίζονται σε δύο χωριστές οµάδες, παράλληλα των αξόνων x και y (Dunn et al., 
2011). 
 
25 Τα voxels, ορίζονται ως η τρισδιάστατη  παράταξη  δεδοµένων  των  στοιχείων-όγκου.  
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που εξετάστηκαν σε τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράµατα. Τέλος παρουσιάζεται η 
ανάλυση της έντασης φθορισµού κατά µήκος της άσπρης γραµµής για κάθε σύνολο 
δεδοµένων. Κλίµακα µεγέθυνσης: 5 µm. Προσαρµογή από Athanasopoulos et al., 2015. 

 

 

 

3.9 Η AnNce102 σχηµατίζει στατικές δοµές 

 

 Όπως προαναφέρθηκε τα εισοσώµατα αποτελούν στατικά πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα, µε σχετικά οµοιόµορφο µέγεθος, που περιλαµβάνουν χιλιάδες αντίγραφα 

των κύριων εισοσωµικών πρωτεϊνών Pil1 και Lsp1 (ή των οµολόγων τους πρωτεϊνών 

στους ασκοµύκητες).  

Χρησιµοποιήθηκαν τεχνικές µικροσκοπίας διακεκοµµένης µαγνητοσκόπησης 

(time-lapse) σε νεαρές υφές εκβλαστηµένων κονιδιοσπόριων (12-14 ωρών), µε σκοπό 

τη µελέτη των κινητικών ιδιοτήτων της σηµασµένης µε GFP πρωτεΐνης AnNce102. 

Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην εικόνα 3-54 δείχνουν, ότι τα µόρια της 

AnNce102-GFP στην περιφέρεια των εκβλαστηµένων σχηµατίζουν στατικές δοµές 

στη πλασµατική µεµβράνη νεαρών υφών. Τα παραπάνω αποτελέσµατα 

συνεντοπισµού και κινητικών ιδιοτήτων, υποδεικνύουν ότι η πρωτεΐνη AnNce102 

αποτελεί µέρος του εισοσωµικού συµπλόκου στον Α. nidulans. 
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Εικόνα 3-54  Μικροσκοπία διακεκοµµένης µαγνητοσκόπησης (time-lapse) σε νεαρές υφές 14 
ωρών που εκφράζουν την πρωτεΐνη ΑnNce102-GFP για 44 λεπτά. Το άσπρο βέλος δείχνει 
ένα AnNce102 κοκκίο στη κεφαλή της υφής το οποίο,  παραµένει σταθερό για περισσότερο 
από 44 λεπτά . Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

3.10 Η PilA είναι υπεύθυνη για τη σταθερότητα των 

πρωτεϊνών AnNce102 και SurG 

 

 Στο ζυµοµύκητα η απαλοιφή του γονιδίου που κωδικοποιεί για την 

εισοσωµική πρωτεΐνη Pil1 διαταράσσει την κυτταρική κατανοµή των περιοχών 

MCCs και των υπολοίπων εισοσωµικών πρωτεϊνών που έχουν διερευνηθεί µέχρι 

σήµερα. Στα pil1∆ στελέχη οι MCC στικτοί σχηµατισµοί συνενώνονται σε έναν ή 

περισσότερους κοκκιώδεις σχηµατισµούς που αναφέρονται ως εισοσωµικά 



 Αποτελέσµατα 
148 

υπολείµµατα/αποµεινάρια (eisosome remnants) (Grossmann et al., 2006a; Walther et 

al., 2006), ενώ οι πρωτεΐνες Sur7 και Nce102 κατανέµονται οµοιόµορφα σε όλη την 

πλασµατική µεµβράνη (Frohlich et al., 2009; Walther et al., 2006).  

 

 

Εικόνα 3-55  (A) Έκφραση των εισοσωµικών γονιδίων (annce102 και surG) σε αδρανή 
κονιδιοσπόρια (0 ωρών) και νεαρές υφές (14 ωρών) από pilA+ και pilA∆ στελέχη ( µε τη 
χρήση της ηµι-ποσοτικής µεθόδου RT-PCR). Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 
2015) 

 

Μελέτη της γονιδιακής έκφρασης µε τη µέθοδο της RT-PCR (συνδυασµός 

αντίστροφης µεταγραφής και αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης) των γονιδίων 

annce102 και surG σε φυσικού τύπου και pilA∆ στελέχη σε αδρανή κονιδιοσπόρια 0 

ωρών και νεαρές υφές 14 ωρών έδειξαν ότι δεν υπάρχει σηµαντική διαφορά στα 

επίπεδα των µεταγράφων των γονιδίων αυτών (Εικόνα 3-55). Πειράµατα 

συνεστιακής µικροσκοπίας έδειξαν ότι η απαλοιφή του γονιδίου pilA οδηγεί σε µικρή 

µείωση του φθορισµού της σηµασµένης µε GFP SurG εισοσωµικής πρωτεΐνης και της 

σηµασµένη µε mRFP AnNce102 πρωτεΐνης από την πλασµατική µεµβράνη αδρανών 

κονιδιοσπορίων (0 ωρών) και σε πλήρη απουσία φθορισµού αυτών των πρωτεϊνών 

από την πλασµατική µεµβράνη των νεαρών υφών (Εικόνα 3-56). Με τις πρωτεΐνες 

AnNce102 και SurG εντοπίζονται αποκλειστικά στα χυµοτόπια (συνεντοπισµός µε τη 

χρωστική CMAC {7-amino-4 chloromethylcoumarin} που βάφει επιλεκτικά τα όξινα 

χυµοτόπια). 
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Εικόνα 3-56  Η πρωτεΐνη PilΑ είναι απαραίτητη για τη σταθερότητα των πρωτεϊνών 
AnNce102 και SurG. Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας laser των SurG-GFP και 
AnNce102- mRFP σε αδρανή κονίδια (0 ωρών), κονίδια στην ισοτροπική φάση ανάπτυξης (5 
ωρών) και νεαρές υφές (14 ωρών) σε pilA+ (A-C) και pilA∆ (D-F) στελέχη. ). Κλίµακα 
µεγέθυνσης : 5 µm. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα επιβεβαιωθήκαν µελέτες ανοσοαποτύπωσης των 

AnNce102-GFP και SurG-GFP πρωτεϊνών που αποµονώθηκαν από πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα αδρανών κονιδίων (0 ώρες ανάπτυξης) και νεαρών µυκηλίων (14 ώρες 

ανάπτυξης). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι σε στελέχη pilA∆ το σήµα από ζώνες που 

αντιστοιχούν σε πλήρους µήκους AnNce102-GFP και SurG-GFP είναι µειωµένο σε 

αδρανή κονίδια και σχεδόν εξαφανίζεται σε νεαρά µυκήλια (Εικόνα 3.57). 
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Εικόνα 3-57  (B) Ανοσοαποτύπωση των SurG και AnNce102 που αποµονώθηκαν από 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αδρανών κονιδίων (0 ωρών) και νεαρών υφών (14 ωρών) από pilA+ 
και pilA∆ στελέχη. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

Θα πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι η απαλοιφή του γονιδίου, το οποίο 

κωδικοποιεί για τη εισοσωµική πρωτεΐνη PilB δεν επηρεάζει τον εντοπισµό στη 

µεµβράνη των πρωτεϊνών AnNce102 και SurG σε νεαρές υφές, ενώ τα διπλά 

µεταλλαγµένα pilA∆pilB∆ δεν έδειξαν καµία διαφορά από pilA∆ στέλεχος όσον 

αναφορά την τοπολογία των AnNce102 και SurG πρωτεϊνών (Εικόνα 3-60). Τα 

παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η PilA διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο 

στη σταθερότητα των AnNce102 και SurG πρωτεϊνών καθώς και ότι η οργάνωση της 

πλασµατικής µεµβράνης απαιτεί την εισοσωµική πρωτεΐνη PilA. 
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Εικόνα 3-58  Η απαλοιφή του γονιδίου της PilB εισοσωµικής πρωτεΐνης δεν επηρεάζει 
τον εντοπισµό των πρωτεϊνών AnNce102 και SurG σε νεαρές υφές. Εικόνες συνεστίασης 
µικροσκοπίας στελεχών (14 ωρών) που εκφράζουν την AnNce102-mRFP και την SurG-GFP 
σε (Α) pilΒ∆, (Β) pilA∆ και (C) pilΒ∆ pilA∆, γενετικό υπόβαθρο. Κλίµακα µεγέθυνσης : 5 
µm. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

3.11 Απαλοιφή του γονιδίου annce102 οδηγεί σε µείωση του 

αριθµού των εισοσωµάτων στην κεφαλή των νεαρών υφών 

 

 ∆οκιµασίες ανάπτυξης στελεχών του A. nidulans µε απαλοιφή του γονιδίου 

annce102∆ δείχνουν ότι τα στελέχη αυτά αναπτύσσονται παρόµοια µε στελέχη 

φυσικού τύπου στους 25, 30, 37 και 42 °C. Επιπλέον, κονίδια του στελέχους 

annce102∆ παρουσιάζουν εγκαθίδρυση πολικότητας - χρόνο εµφάνισης του 

βλαστικού σωλήνα - παρόµοιο µε εκείνον στελεχών φυσικού τύπου (Εικόνα 3-59).  
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Εικόνα 3-59  Ποσοστό εκβλάστησης κονίδων στελεχών φυσικού τύπου και annce102∆ 
στελεχών σε διαφορετικές θερµοκρασίες ανάπτυξης. Περίπου 103 

κονίδια στελεχών 
φυσικού τύπου και annce102∆ στελεχών  εµβολιάστηκαν πάνω σε γυάλινες καλυπτρίδες µε 
την παρουσία 5 mM ουρίας και 1% (w / v) γλυκόζης σαν µοναδική πηγή αζώτου και 
άνθρακα, αντίστοιχα και επωάστηκαν στους 25  °C,  30°C,  37°C  και  42°C  (Α,  Β,  C  και  
D,  αντίστοιχα). Τα δείγµατα συλλέχθηκαν σε διάφορα χρονικά διαστήµατα (4, 5 και 7 ώρες) 
και παρατηρήθηκαν χρησιµοποιώντας ένα Axioplan 2 µικροσκόπιο (Carl Zeiss, Inc.). Στη 
συνέχεια πραγµατοποιήθηκε επεξεργασία των εικόνων µε το λογισµικό ImageJ (ΝΙΗ). Η 
ποσοτικοποίηση πρόεκυψε εξετάζοντας 200-300 κύτταρα, σε κάθε συνθήκη. Προσαρµογή 
από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

Στο S. cerevisiae, στελέχη nce102∆ εµφανίζουν αλλοιωµένη κατανοµή των 

εισοσωµικών πρωτεϊνών Sur7-GFP, Pil1-GFP, της Can1-GFP καθώς και της 

εργοστερόλης (Frohlich et al., 2009; Grossmann et al., 2008). Αντίθετα, η απαλοιφή 

του γονιδίου annce102 σε αδρανή κονίδια του A. nidulans δεν οδηγεί σε σηµαντικές 

αλλαγές στην κατανοµή, το µέγεθος ή τον αριθµό των κοκκίων που σχηµατίζουν οι 

πρωτεΐνες PilΑ-mRFP και SurG-GFP (Εικόνα 3-60). Ωστόσο, σε νεαρά annce102∆ 

υφές οι 2 πρωτεΐνες συνεντοπίζονται σε εισοσωµικούς σχηµατισµούς που είναι έως 

και τρεις φόρες λιγότεροι στη κεφαλή των υφών σε σύγκριση µε αυτούς του 

στελέχους φυσικού τύπου (Εικόνα 3-60 C-D). 
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Εικόνα 3-60  Η πρωτεΐνη AnNce102 διαδραµατίζει καθοριστικό ρόλο στη σταθερότητα 
των PilΑ και SurG εισοσωµικών κοκκίων στην κεφαλή των νεαρών υφών. Εικόνες 
συνεστιακής µικροσκοπίας laser των PilΑ-mRFP και SurG-GFP σε αδρανή κονίδια (0 ώρες 
ανάπτυξης) (A) annce102+ (B) annce102∆ και σε  νεαρές υφές (14 ώρες ανάπτυξης) σε (C) 
annce102+ (D) annce102∆ στελέχη. Ο συνεντοπισµός δείχνεται ως νέο κανάλι 
(συνεντοπισµός), το οποίο αντιστοιχεί µόνο στα voxels που συνεντοπίζονται. Προσαρµογή 
από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

Επιπλέον, η απαλοιφή του γονιδίου annce102 σε νεαρές υφές, δεν φαίνεται να 

έχει επίπτωση στους PilΑ 26
στικτούς σχηµατισµούς που εντοπίζονται κατά µήκος των 

υφών (Εικόνα 3-61). Υποδεικνύοντας ενδεχοµένως την ύπαρξη 2 PilΑ πληθυσµών. 

Έναν στην κεφαλή ο οποίος επηρεάζεται από τη λειτουργιά της AnNce102 πρωτεΐνης 

και ένας πληθυσµός κατά µήκος των υφών ο οποίος φαίνεται να παραµένει 

ανεπηρέαστος. 

 

 

                                                 
26 Η εισοσωµική πρωτεΐνη PilΑ είναι η µοναδική πρωτεΐνη του εισοσώµατος, η οποία διατηρεί ένα 
στικτό πρότυπο κατανοµής σε νεαρές υφές, τόσο στη κεφαλή όσο και κατά µήκος των υφών. 
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Εικόνα 3-61  Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας laser των PilΑ-mRFP σε νεαρές annce102+ 
annce102∆ υφές (14 ώρες ανάπτυξης) (A). Γράφηµα των PilΑ εισοσωµικών κοκκίων τα 
οποία µετρήθηκαν µε τη χρήση του λογισµικού Imaris (bitplane) σε annce102+ και 
annce102∆ νεαρές υφές. Το n παριστά τον αριθµό των κυττάρων που εξετάστηκαν σε 
τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα πειράµατα (B). Κλίµακα µεγέθυνσης: 3 µm. Προσαρµογή από 
(Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι παρόµοιος µικροσκοπικός φαινότυπος 

παρατηρείται παρουσία του φαρµάκου µυριοσίνη (myriocin). Σε αντίθεση όµως µε τα 

annce102∆ στελέχη, η παρουσία µυριοσίνης οδηγεί σε µη συνεντοπισµό των 

εισοσωµικών PilΑ-mRFP και SurG-GFP πρωτεϊνών στην πλασµατική µεµβράνη 

(Εικόνα 3-62). Επιπλέον, όταν κύτταρα annce102∆ επωάστηκαν µε µυριοσίνη, δεν 

παρουσίασαν προσθετικό φαινότυπο (πέραν από το “φαινότυπο µυριοσίνης”), 

υποδεικνύοντας ότι η σηµατοδότηση που οδηγεί στη βιοσύνθεση των σφιγγολιπιδίων 

και η πρωτεΐνη AnNce102 δρουν στο ίδιο µεταβολικό µονοπάτι. Με βάση το 

µεταβολικό µονοπάτι της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων (Εικόνα 3-62), η επίδραση της 

µυριοσίνης στον αριθµό και τον εντοπισµό των PilΑ και SurG εισοσωµικών κοκκίων, 

µπορεί να οφείλεται είτε γενικά στα επίπεδα των σφιγγολιπιδίων είτε πιο 

συγκεκριµένα στη διαθεσιµότητα των σύνθετων σφιγγολιπιδίων.  

Για να γίνει διάκριση µεταξύ των 2 αυτών πιθανών περιπτώσεων, εξετάσαµε 

την επίδραση της Αουρεοβασιδίνης Α (Kuroda et al., 1999) (aureobasidin Α - AbA), 

ειδικού αναστολέα βιοσύνθεσης σύνθετων σφιγγολιπιδιών (Heidler and Radding, 

1995). Πιο συγκεκριµένα, στελέχη που εκφράζουν τις πρωτεΐνες PilΑ-mRFP και 

SurG-GFP αναπτύχθηκαν παρουσία AbA και παρατηρήθηκαν µε συνεστιακή 

µικροσκοπία laser. Τα αποτελέσµατα που φαίνονται στην Εικόνα 3-62Β δείχνουν ότι 

η παρουσία AbA δεν οδηγεί σε σηµαντική µείωση των PilΑ και SurG εισοσωµικών 
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σχηµατισµών στην κεφαλή των νεαρών υφών των παραπάνω στελεχών, αλλά 

αντίθετα οδηγεί αφ’ ενός σε αυξηµένη αποικοδόµηση της SurG και αφ’ ετέρου σε 

αυξηµένο κυτταροπλασµατικό φθορισµό και σε σχηµατισµό µεγάλων κοκκίων της 

PilΑ κατά µήκος της υφής. Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι ο αριθµός 

αλλά και η κυτταρική κατανοµή των εισοσωµικών πρωτεϊνών εξαρτάται από τα 

γενικά επίπεδα των σφιγγολιπιδίων και όχι από τη διαθεσιµότητα των σύνθετων 

σφιγγολιπιδίων. 

 

 

 

Εικόνα 3-62  (Α) Αντιπροσωπευτικές εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας laser νεαρών υφών 
στελεχών φυσικού τύπου ή annce102∆ µετά από επώαση τους µε 20 µg/ml µυριοσίνη για 5 
ώρες. Ο αριθµός των PilΑ κοκκίων µετρήθηκε όπως αναφέρεται σε προηγούµενα πειράµατα 
και εµφανίζεται ως γράφηµα (Β) Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας laser στελεχών που 
εκφράζουν την PilΑ-mRFP και SurG-GFP που επωάστηκαν για 5 ώρες µε (i) 20 µg/ml 
µυριοσίνη και (ii)  0,25 µg/ml AbA. (iii)  Ο αριθµός των PilΑ κοκκίων µετρήθηκε 
χρησιµοποιώντας το spot tool του λογισµικού Imaris και εµφανίζεται ως γράφηµα. Το n 
παριστά τον αριθµό των κυττάρων που εξετάστηκαν σε τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα 
πειράµατα. Κλίµακα µεγέθυνσης: 5 µm. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 
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Έχοντας δείξει ότι η πρωτεΐνη AnNce102 επηρεάζει σηµαντικά τον αριθµό 

των εισοσωµάτων στην κεφαλή των νεαρών υφών του A. nidulans και γνωρίζοντας 

ότι η PilΑ είναι η µοναδική εισοσωµική πρωτεΐνη που παρουσιάζει στικτό πρότυπο 

κατανοµής κατά µήκος της υφής (Vangelatos et al., 2010), προχωρήσαµε στην 

προσπάθεια ταυτοποίησης άλλων πρωτεϊνών που θα επηρεάζουν την 

κατανοµή/αριθµό των PilΑ εισοσωµικών κοκκίων κατά µήκος της µυκητιακής υφής. 

Επιλέξαµε να µελετήσουµε πρωτεΐνες οι οποίες παρουσιάζουν µεγάλη αµινοξική 

ταυτότητα µε την AnNce102 και περιέχουν µια MARVEL 27
δοµική περιοχή. Με in 

silico ανάλυση στο γονιδίωµα του Α. nidulans πρόεκυψαν οι αλληλουχίες AN8278 

(26.9% ταυτότητα) και AN8422 (23.9% ταυτότητα), οι οποίες και ονοµαστήκαν 

mrvA και mrvB, αντίστοιχα. Στελέχη µε απαλοιφή του ενός ή και των δύο γονιδίων 

ταυτόχρονα εµφάνισαν φυσιολογική ανάπτυξη σε όλες τις συνθήκες και δεν 

επηρέασαν την τοπολογία/αριθµό της PilΑ τόσο σε αδρανή κονίδια όσο και σε νεαρές 

υφές του µύκητα (Εικόνα 3-63). 

 

                                                 
27 Η MARVEL, είναι µια πρωτεϊνική περιοχή που ανακαλύφθηκε πρόσφατα. Αποτελείται από 4 
διαµεµβρανικές  α έλικες και για πρώτη φόρα εντοπίστηκε σε πρωτεΐνες της µυελίνης και των 
λεµφοκυττάρων (Myelin And Lymphocyte, MAL). Πολλές βιβλιογραφικές αναφορές συνδέουν την 
ύπαρξη των πρωτεϊνών αυτών µε την οργάνωση και τη λειτουργία εξειδικευµένων µεµβρανικών 
περιοχών. Πολλές πρωτεΐνες που περιέχουν τη MARVEL περιοχή (MARVEL domain-containing 
proteins) σχετίζονται µε πολύπλοκες ασθένειες του ανθρώπου, όπως η σχιζοφρένεια (Hamacher et al., 
2001).  
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Εικόνα 3-63  Αντιπροσωπευτικές εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας laser στελεχών WT, 
mrvA∆, mrvΒ∆ και mrvA∆ mrvΒ∆ που εκφράζουν την εισοσωµική πρωτεΐνη PilΑ-GFP σε 
(Α) αδρανή κονίδια (0 ώρες ανάπτυξης)  και (Β) νεαρές υφές (14 ώρες ανάπτυξης). Ο 
αριθµός των PilΑ κοκκίων µετρήθηκε όπως στην εικόνα 3-67 και φαίνεται στο (C) ως 
γράφηµα. Το n παριστά τον αριθµό των κυττάρων που εξετάστηκαν σε τουλάχιστον τρία 
ανεξάρτητα πειράµατα. Κλίµακα µεγέθυνσης: 5 µm. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et 
al., 2015) 
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3.12 Η υπερέκφραση της AnNce102 αποκαθιστά τον αριθµό 

των εισοσωµικών σχηµατισµών παρουσία µυριοσίνης και 

οδηγεί σε «άτυπο» εντοπισµό των PilΑ κοκκίων στα 

διαφράγµατα 

 

Στο S. cerevisiae, η υπερέκφραση της Nce102 διασώζει από την 

αποσυγκρότηση των εισοσωµάτων σε συνθήκες που η βιοσύνθεση των 

σφιγγολιπιδίων έχει ανασταλεί από τη χορήγηση µυριοσίνης (Frohlich et al., 2009). 

Εξετάσαµε λοιπόν εάν η υπερέκφραση της AnNce102 στον A. nidulans οδηγεί στο 

ίδιο αποτέλεσµα. Για το σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν στελέχη 

(alcA::annce102::mRFP) στα οποία ο υποκινητής του γονιδίου annce102, 

αντικαταστάθηκε µε αυτόν της αλκοολικής αφυδρογονάσης 28(alcA), η έκφραση του 

οποίου αναστέλλεται από τη γλυκόζη και επάγεται από την αιθανόλη (Felenbok et al., 

2001). Παρουσία γλυκόζης όπου αναστέλλεται η έκφραση του γονιδίου annce102, η 

PilΑ παρουσιάζει µικρό αριθµό από κοκκιώδεις σχηµατισµούς στην κεφαλή των 

νεαρών υφών, παρουσιάζει δηλαδή φαινότυπο παρόµοιο µε αυτόν των annce102∆ 

στελεχών. Παρουσία αιθανόλης όπου επάγεται η έκφραση του γονιδίου annce102, η 

AnNce102 εντοπίζεται κυρίως διάχυτη στην περιφέρεια των κυττάρων. Ωστόσο, στην 

κεφαλή των νεαρών υφών µπορούν να διακριθούν κοκκιώδεις σχηµατισµοί που 

συνεντοπίζονται µε τα PilΑ κοκκία (Εικόνα 3-64Α). Η υπερέκφραση της Annce102 

παρουσία αιθανόλης, αποκαθιστά το φαινότυπο στελεχών φυσικού τύπου, µε τον 

αριθµό των PilΑ κοκκίων στην κεφαλή των νεαρών υφών να είναι σχεδόν 

ταυτόσηµος µε αυτόν των αντίστοιχων κοκκίων που παρατηρείται σε κύτταρα στα 

οποία δεν έχει χορηγηθεί µυριοσίνη (κύτταρα φυσικού τύπου) (Εικόνα 3-64Αiv). 

 

                                                 
28 Το γονίδιο της αλκοολικής αφυδρογονάσης (alcohol dehydrogenase, ADH) κωδικοποιεί για το 
ενζυµο, το οποίο είναι υπεύθυνο για την οξείδωση της αλκοόλης σε ακεταλδεΰδη (βλέπε παράγραφο 
1.2.1.2 ). 
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Εικόνα 3-64  Η υπερέκφραση της AnNce102 καταστέλλει το φαινότυπο της µυριοσίνης. 
Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας laser νεαρών υφών (14 ωρών) που εκφράζουν (Ai)  την 
PilA-GFP και την AnNce102::mRFP κάτω από τον έλεγχο του ρυθµιζόµενου υποκινητή alcA 
(alcA:: AnNce102::mRFP) παρουσία γλυκόζης, (Αii)  παρουσία αιθανόλης, (Αiii)  παρουσία 
γλυκόζης και 25 µg /ml µυριοσίνης και (Avi)  παρουσία αιθανόλης και 25 µg/ml µυριοσίνης. 
Ο αριθµός των PilΑ κοκκίων µετρήθηκε όπως στην εικόνα 3-67 και φαίνεται στο (B) ως 
γράφηµα. Το n παριστά τον αριθµό των κυττάρων τα οποία εξετάστηκαν σε τουλάχιστον τρία 
ανεξάρτητα πειράµατα Κλίµακα µεγέθυνσης: 5 µm. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et 
al., 2015) 

 

 

Στον A. nidulans, η PilΑ δεν εντοπίζεται συχνά στα διαφράγµατα29, των 

οποίων η χρώση µε το φθοριόχρωµα Calcofluor-white έδειξε ότι µόλις το 18% από 

αυτά περιέχει ένα ή δύο PilΑ κοκκία (Εικόνα 3-65, λεύκα βέλη). Όταν 

υπερεκφράζεται η AnNce102, το 100% των διαφραγµάτων περιέχουν περισσότερα 

από 5 PilΑ κοκκία, χωρίς ωστόσο να επηρεάζεται η µορφολογία και ο αριθµός των 

διαφραγµάτων. Τα παραπάνω δεδοµένα επιβεβαιώνουν τη συµµετοχή της AnNce102 

στο µονοπάτι σηµατοδότησης των σφιγγολιπιδίων και υποδεικνύουν τον καθοριστικό 

                                                 
29 Τα διαφράγµατα στις πολυκύτταρες υφές δεν είναι στην πραγµατικότητα πλήρη αλλά στο κέντρο 
τους φέρουν πολύ µικρή οπή (δεν φαίνεται στο κοινό οπτικό µικροσκόπιο). Οι υφές αυτές λοιπόν δεν 
αποτελούνται στην πραγµατικότητα από ξεχωριστά κύτταρα αφού µέσα από τα µικροσκοπικά αυτά 
ανοίγµατα το πρωτόπλασµα µπορεί να ρέει ελεύθερα κατά µήκος των υφών. Τα κυτταρικά οργανίδια, 
συµπεριλαµβανοµένων των πυρήνων µπορούν να µεταναστεύουν από διαµέρισµα σε διαµέρισµα. 
Συνεπώς το µυκήλιο τόσο ενός πολυκύτταρου όσο και ενός κοινοκύτταρου (υφές µε ενιαίο εσωτερικό 
χώρο, χωρίς διαφράγµατα κατά µήκος τους) µύκητα περιέχει ένα ενιαίο πολυπύρηνο πρωτόπλασµα.  
Πλήρη εγκάρσια διαφράγµατα σχηµατίζονται τόσο στους πολυκύτταρους όσο και  στους  
κοινοκύτταρους µύκητες σε δύο ειδικές  περιπτώσεις: α) για  να αποµονωθούν τραυµατισµένα ή 
γερασµένα τµήµατα υφών, β) όταν σχηµατίζονται οποιασδήποτε µορφής αναπαραγωγικά όργανα 
(Harris, 2001). Στον Α. nidulans, ο σχηµατισµός διαφραγµάτων απαιτεί τη συναρµολόγηση µιας 
διαφραγµατικής ζώνης µετά την ολοκλήρωση της µίτωσης. Πρόσφατες παρατηρήσεις δείχνουν ότι 
αυτή η ζώνη µια δυναµική δοµή που αποτελείται από ακτίνη, σηπτίνη και φορµίνη. Επιπλέον, η 
συναρµολόγηση/σχηµατισµός του διαφράγµατος εξαρτάται από έναν καταρράκτη σηµατοδότησης 
κινασών, ο οποίος ρυθµίζει µιτωτική έξοδο και τη διαφραγµατοποίηση στους µύκητες(Harris, 2001).  
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ρόλο που αυτή διαδραµατίζει όσον αφορά τον αριθµό και την τοπολογία της κυρίας 

εισοσωµικής πρωτεΐνης PilΑ. 

 

 

 

Εικόνα 3-65  Η υπερέκφραση της AnNce102 οδηγεί σε άτυπο εντοπισµό των PilΑ 
κοκκίων στα διαφράγµατα. Εικόνες συνεστιακής µικροσκοπίας laser νεαρών υφών που 
εκφράζουν την (Α) PilA-GFP (Β) και την PilA-GFP, alcA:: AnNce102::mRFP παρουσία 
αιθανόλης. Ο αριθµός των PilΑ κοκκίων στα διαφράγµατα µετρήθηκε όπως στην εικόνα 3-67 
και φαίνεται στο (C) ως γράφηµα Τα διαφράγµατα σηµειώνονται µε λευκά βέλη. Το n’ τον 
αριθµό των διαφραγµάτων τα οποία εξετάστηκαν σε τουλάχιστον τρία ανεξάρτητα 
πειράµατα. Κλίµακα µεγέθυνσης: 5 µm. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

 

3.13 Μείωση των σφιγγολιπιδίων και αναστολή της 

έκφρασης της YpkA κινάσης προκαλεί αύξηση των 

επιπέδων των ROS 

 

Στο µύκητα S. cerevisiae πρόσφατα δείχθηκε ότι η διατάραξη του 

µεταβολισµού των σφιγγολιπιδίων οδηγεί σε απώλεια της βιωσιµότητας των 

κυττάρων και συσσώρευση δραστικών µορφών οξυγόνου - ROS (Kajiwara et al., 

2012). Αρχικά επιδιώξαµε να µελετήσουµε εάν η µείωση των επίπεδων των 

σφιγγολιπιδίων έχει ως αποτέλεσµα τη συσσώρευση ROS και στο νηµατοειδή µύκητα 
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A. nidulans. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι ειδικοί αναστολείς της 

βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων, µυριοσίνη και αουρεοβασιδίνη A (Cheng et al., 2001; 

Heidler and Radding, 1995) αλλά και τα µεταλλαγµένα στελέχη basA1 (πρόσφορα 

από το εργαστήριο του Καθηγητή Γ. ∆ιαλλίνα),τα όποια φέρουν µια σηµειακή 

µεταλλαγή, που έχει σαν αποτέλεσµα την παράγωγη µιας µη λειτουργικής C4-

υδροξυλάσης, η οποία δεν είναι σε θέση να καταλύσει τη µετατροπή της 

διϋδροσφιγγοσίνης σε φυτοσφιγγοσίνη σε υψηλές θερµοκρασίες. Η παρουσία 

δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) προσδιορίστηκε φθορισµοµετρικά µε τη χρήση 

της χρωστικής 2′,7′ dichlorofluorescein diacetate 30(DCF) (Eruslanov and 

Kusmartsev, 2010). Επώαση κυττάρων µε µυριοσίνη έχει ως αποτέλεσµα µικρή 

αύξηση των επίπεδων των ROS στο ~ 20 % (Εικόνα 3-66), ενώ η παρουσία του 

ειδικού αναστολέα συνθέτων σφιγγολιπιδίων αουρεοβασιδίνη A (AbA) οδηγεί σε 

αύξηση των επίπεδων ROS στο ~ 35%.  Επιπρόσθετα η επώαση των 

θερµοευαίσθητων στελεχών basA1 στη µη επιτρεπτή θερµοκρασία (42 °C) είχε 

επίσης ως αποτέλεσµα τη συσσώρευση ROS στο ~ 9 %. Επιπλέον, η επώαση 

κυττάρων που αναπτύχθηκαν παρουσία µυριοσίνης, αουρεοβασιδίνης A ή στους 42 

°C (στελέχη basA1)  µε έναν αλιευτή/εκκαθαριστή (scavenger) ελεύθερων ριζών, 

όπως η Ν-ακετυλοκυστεΐνη (Ν-acetylcysteine-NAC), οδηγεί σε µείωση των ROS και 

στις 3 περιπτώσεις (Εικόνα 3-66). Αξίζει να σηµειωθεί ότι τα κύτταρα φυσικού 

τύπου στα οποία δεν είχε χορηγηθεί αναστολέας της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων 

(και δεν φέρουν την µεταλλαγή basA1) παρουσίαζαν µηδενικά επίπεδα ROS. Συνεπής 

µε την ιδέα ότι εξάντληση σφιγγολιπιδίων οδηγεί σε συσσώρευση ROS, προσθήκη 

φυτοσφιγγοσίνης (PHS - σφιγγολιπίδιο) οδηγεί σε σηµαντική µείωση των επιπέδων 

ROS µόνο στα κύτταρα στα οποία είχε χορηγηθεί µυριοσίνη και όχι αουρεοβασιδίνη 

A. Προσθηκη φυτοσφιγγοσίνης σε κύτταρα τα οποία είχαν επωαστεί µε την 

αουρεοβασιδίνη A, είχε ως αποτέλεσµα την περεταίρω αύξηση των ROS, 

υποδεικνύοντας ότι η συσσώρευση ROS δεν οφείλεται µόνο στην αναστολή των 

συνθέτων σφιγγολιπιδίων αλλά και στη συσσώρευση LCBs (Long-Chain Bases) 

(Cheng et al., 2003; Nagiec, 1997). 

 

 

                                                 
30 Η DCF µετά την είσοδό της στα κύτταρα από-ακετυλιώνεταται από κυτταρικές εστεράσες σε ένα µη 
φθορίζον (excitation 495nm, emission 529nm) προϊόν  το οποίο οξειδώνεται από τις ∆ΜΟ/ROS σε 2,7-
dichlorofluorescin (DCF). 
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Εικόνα 3-66  Συσσώρευση ROS µετά από αναστολή της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων 
και καταστολή της ypkA. (Α) Στελέχη φυσικού τύπου που αναπτύχτηκαν σε ελάχιστο 
θρεπτικό µέσο για 12 ώρες στους 25°C και στη συνέχεια για 7 ώρες παρουσία 0,5 mM H2O2, 
40 µg/ml µυριοσίνης, 2 µg/ml ΑbΑ και µεθανόλης (vehicle). Όλα τα στελέχη επωάστηκαν µε 
10 µM 2,7-dichlorofluorescin diacetate (DCF) για τα τελευταία 45 λεπτά πριν την απεικόνισή 
τους µε µικροσκοπία επιφθορισµού. Η ποσοτικοποίηση αντιπροσωπεύει ποσοστό 200 - 500 
κυττάρων τα οποία εξέπεµπταν φθορισµό από τουλάχιστον τρία αντιπροσωπευτικά 
ανεξάρτητα πειράµατα. (Β) Στελέχη φυσικού τύπου αναπτύχθηκαν σε ελάχιστο θρεπτικό 
µέσο για 12 ώρες στους 25°C, και στη συνέχεια για 7 ώρες παρουσία 40 µg/ml µυριοσίνης, 2 
µg/ml ΑbΑ 20 mM NAC και 2 µg/ml PHS. Τα ROS προσδιορίστηκαν και 
ποσοτικοποιήθηκαν όπως στο (Α). (C) basA1 και στελέχη φυσικού τύπου αναπτύχτηκαν σε 
ελάχιστο θρεπτικό µέσο για 12 ώρες στους 25°C και µεταφερθήκαν στους 42 °C για επιπλέον 
7 ώρες. τα  ROS προσδιορίστηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν όπως στο (Α). (D) Στέλεχος 
niiA::ypkA αναπτύχθηκε σε ελάχιστο θρεπτικό µέσο για 0 – 24  ώρες στους 25°C υπό 
συνθήκες καταστολής (NH4

+). Τα ROS προσδιορίστηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν κάθε 2 
ώρες όπως στο (Α). (E) 5  µl of 107/ml κονίδια στελεχών WT, niiA::ypkA, basA1 και 
niiA::ypkA basA1 τοποθετηθήκαν  σε στερεό ελάχιστο θρεπτικό µέσο στους  25 °C ή 42 °C 
κάτω από κατασταλτικές ή συνθήκες επαγωγής και αναπτύχθηκαν για 48 ώρες. (F) Στελέχη 
WT, niiA::ypkA, basA1 και niiA::ypkA basA1 αναπτύχτηκαν σε ελάχιστο θρεπτικό µέσο για 
12 ώρες στους 25 °C κάτω από κατασταλτικές ή συνθήκες επαγωγής. Τα στελέχη παρέµειναν 
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στους 25 °C ή µεταφερθήκαν στους 42 ° C για επιπλέον 7 ώρες. Τα ROS προσδιορίστηκαν 
και ποσοτικοποιήθηκαν όπως στο (Α). Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

 

Εικόνα 3-67  Ανάπτυξη των pilA∆ και/ή annce102∆ στελεχών παρουσία οξειδωτικών 
παραγόντων. 5  µl of 107/ml κονίδια στελεχών WT, pilA∆, annce102∆ και pilA∆ annce102∆ 
αναπτύχθηκαν σε στερεό ελάχιστο θρεπτικό µέσο στους  25, 37 και 42 °C για 36-48 ώρες 
παρουσία Η2Ο2, paraquat και µεναδιόνης, σε συγκεντρώσεις όπως υποδεικνύεται και µε την 
ουρία ως τη µοναδική πηγή αζώτου. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

 

 Η βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων στο ζυµοµύκητα ρυθµίζεται από την κινάση 

Ypk1 (Liu, 2005; Muir et al., 2014; Niles et al., 2012; Niles and Powers, 2012; 

Roelants et al., 2011; Sun et al., 2000) (Βλέπε εισαγωγή). Ενδιαφέρον αποτελεί το 
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γεγονός, ότι η καταστολή της έκφρασης της οµόλογης κινάσης στον Α nidulans, 

χρησιµοποιώντας το ρυθµιζόµενο υποκινητή niiA (niiA::ypkA στέλεχος) οδηγεί σε 

σηµαντική αύξηση των ROS επιπέδων, εµφανής µετά από 12 ώρες ανάπτυξης 

παρουσία ιόντων αµµωνίου ως µοναδική πηγή αζώτου στους 25 ° C. Για να 

διερευνηθεί περεταίρω η αλληλεπίδραση της YpkA µε τη βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων 

και της παραγωγής ROS, κατασκευάστηκαν διπλά µεταλλαγµένα στελέχη niiA ::ypkA 

basA1. Αυτά τα στελέχη εµφάνιζαν έναν συνθετικό θνησιγόνο φαινότυπο όταν 

αναπτύσσονταν υπό συνθήκες αναστολής στη µη-επιτρεπτική θερµοκρασία (42 ° C), 

αν και κάτω από συνθήκες επαγωγής στους 42 ° C τα επίπεδα ROS στο διπλά 

µεταλλαγµένο στέλεχος, niiA ::ypkA basA1, ήταν χαµηλότερα σε σύγκριση µε το 

µονά µεταλλαγµένο στέλεχος, basA1 και στις ίδιες συνθήκες η επαγωγή της 

έκφρασης της YpkA, ήταν σε θέση να διασώσει µερικώς τη θνησιµότητα των basA1 

στελεχών (Εικόνα 3-66 Ε). Τα παραπάνω αποτελέσµατα επιβεβαιώνουν περεταίρω 

τη γενετική αλληλεπίδραση µεταξύ YpkA της βιοσύνθεσης σφιγγοειδών. 

 

Στη συνέχεια διερευνήθηκε αν οι πρωτεΐνες AnNce102 και PilA εµπλέκονται 

άµεσα µε το οξειδωτικό στρες. Αναλύθηκε η βιωσιµότητα µεταλλαγµένων και 

φυσικού τύπου στελεχών του Α. nidulans παρουσία Η2Ο2, µεναδιόνης (menadione) 

και paraquat (Εικόνα 3-67). Και τα δύο φάρµακα, µεναδιόνη και paraquat, αποτελούν 

ουσίες, οι οποίες δηµιουργούν ανιόντα σουπεροξειδίου (Lamarre et al., 2001). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι συγκριτικά τα στελέχη annce102∆ είναι 

περισσότερο ευαίσθητα στο υπεροξείδιο του υδρογόνου και τα pilA∆, annce102∆ 

περισσότερο ανθεκτικά στην παρουσία µεναδιόνης. Αντίθετα, τα στελέχη pilA∆ ή/και 

annce102∆ βρέθηκαν να είναι υπερευαίσθητα στο paraquat (Εικόνα 3-67). Τα 

παραπάνω δεδοµένα δείχνουν ότι ANnce102 ή/και PilA διαδραµατίζουν ένα ρόλο 

στην προστασία έναντι του οξειδωτικού στρες που δηµιουργείται από το paraquat και 

το υπεροξείδιο του υδρογόνου. Επίσης, τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν τον 

καθοριστικό ρόλο της YpkA κινάσης στο µονοπάτι βιοσύνθεσης των σφιγγολιπιδίων 

και συνολικά επιβεβαιώνουν το σηµαντικό ρόλο τόσο της YpkA όσο και των 

σφιγγολιπιδίων στην οξειδοαναγωγική οµοιόσταση. 
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3.14 Οι πρωτεΐνες AnNce102 και PilA εµπλέκονται στη 

βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων 

 

 Προκειµένου να ελεγχτεί εάν η απαλοιφή των pilA και annce102 γονιδίων 

επηρεάζει τα επίπεδα των ROS µέσω της ρύθµιση της δραστηριότητας της YpkA 

κινάσης, κατασκευάστηκαν διπλές και τριπλές µεταλλαγές των pilA∆ ή/και 

annce102∆ σε στελέχη niiA::ypkA. Η ταυτόχρονη απαλοιφή των pilA∆ και 

annce102∆ έχει ως αποτέλεσµα τη µειωµένη ανάπτυξη του niiA::ypkAannce102∆ 

pilA∆ στελέχους παρουσία ιόντων αµµωνίου στους 25 °C (Εικόνα 3-68Α) και πιο 

σηµαντικά φαίνεται ότι η απαλοιφή του pilA∆ ή/και annce102∆ µπορεί να 

καταστείλει µερικώς την προβληµατική ανάπτυξη του στελέχους niiA::ypkA στους 42 

°C (παρουσία ιόντων αµµωνίου). Η ανάπτυξη όλων των µεταλλαγµένων στελεχών 

συσχετίζεται καλά µε τα ενδοκυτταρικά επίπεδα ROS στους 25 °C, µε το τριπλά 

µεταλλαγµένο στέλεχος (niiA::ypkA annce102∆ pilA∆) να εµφανίζει 3 φόρες 

υψηλοτέρα επίπεδα ROS (Εικόνα 3-68Β). Ωστόσο στους 42 °C ανιχνευτήκαν µη 

στατιστικά σηµαντικές διαφορές στα ενδοκυτταρικά επίπεδα ROS µεταξύ των µονά, 

διπλά και του τριπλά µεταλλαγµένου στελέχους. Προκειµένου να ελεγχθεί εάν οι 

παραπάνω διαφορές στην ανάπτυξη και τη συσσώρευση ROS είναι αποτέλεσµα της 

αποδιοργάνωσης του µονοπατιού βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων κατασκευαστήκαν 

στελέχη basA1 που έφεραν µονές ή συνδυασµένες απαλοιφές των pilA και annce102 

γονιδίων. Όπως φαίνεται από την εικόνα Εικόνα 3-68C τα basA1 στελέχη 

εµφανίζουν ελαφρώς µειωµένη ανάπτυξη στους 37 °C, η οποία επιδεινώνεται στην 

µη επιτρεπτή θερµοκρασία ανάπτυξης (42 ° C). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός 

ότι τα διπλά (annce102∆basA1 και pilA∆basA1) και το τριπλά 

(annce102∆pilA∆basA1) µεταλλαγµένα στελέχη αναπτύσσονται καλύτερα από ότι τα 

στελέχη basA1 
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Εικόνα 3-68   Οι AnNce102  και  PilA πρωτεΐνες ρυθµίζουν αρνητικά τη βιοσύνθεση 
σφιγγολιπιδίων. (A) 5 µl of 107/ml κονίδια στελεχών WT, pilA∆,  annce102∆,    pilA∆  
annce102∆, niiA::ypkA,  niiA::ypkA pilA∆, niiA: ypkA annce102∆ και niiA::ypkA pilA∆  
annce102∆ αναπτύχθηκαν σε στερεό ελάχιστο θρεπτικό µέσο στους 25, 37 και 42 °C για 36-
48 ώρες υπό συνθήκες καταστολής η επαγωγής. (B) WT, niiA::ypkA, niiA::ypkA pilA∆, niiA: 
ypkA annce102∆   και   niiA::ypkA pilA∆  annce102∆ αναπτύχτηκαν σε ελάχιστο θρεπτικό 
µέσο για 12 ώρες στους 25 °C κάτω από κατασταλτικές ή συνθήκες επαγωγής. Τα στελέχη 
παρέµειναν στους 25 °C ή µεταφερθήκαν στους 42 ° C για επιπλέον 7 ώρες. Τα ROS 
προσδιορίστηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν όπως στην εικόνα 3-66. (C) 5  µl of 107/ml κονίδια 
στελεχών WT, basA1, basA1pilA∆, basA1annce102∆ και basA1pilA∆ annce102∆ 
τοποθετηθήκαν  σε στερεό ελάχιστο θρεπτικό µέσο στους 25 και 42 °C για 48 ώρες. (D) 5  µl 
of 107/ml κονίδια στελεχών WT, pilA∆,  annce102∆ και pilA∆  annce102∆, αναπτύχθηκαν σε 
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στερεό ελάχιστο θρεπτικό µέσο παρουσία 40  µg/ml µυριοσίνης και 1 µg/ml AbA στους 25, 
37 και 42 °C για 36-48 ώρες. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 

 

.  

Σε συµφωνία µε τα παραπάνω, τα στελέχη annce102∆ ή/και pilA∆ βρέθηκαν 

να είναι εν µέρει ανθεκτικά παρουσία των ειδικών αναστολέων της βιοσύνθεσης 

σφιγγολιπιδίων, της µυριοσίνης και της αουρεοβασιδίνης A σε υψηλές θερµοκρασίες 

(Εικόνα 3-68D). Μη αναµενόµενα, η προσθήκη του αλιευτή/εκκαθαριστή 

(scavenger) ελεύθερων ριζών, Ν-ακετυλοκυστεΐνη (Ν-acetylcysteine-NAC) στο 

θρεπτικό µέσο, οδήγησε στην αποτελεσµατική απόκρυψη των όποιων διαφορών 

ανάπτυξης µεταξύ των στελεχών basA1, niiA::ypkA, annce102∆ και pilA∆ (Εικόνα 3-

68), αν και αυτές δεν ήταν στατιστικά σηµαντικές (Εικόνα 3-69). Τα παραπάνω 

δεδοµένα σαφώς υποδεικνύουν ένα αρνητικό ρόλο των AnNce102 και PilA 

πρωτεϊνών στη ρύθµιση της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων σε υψηλές θερµοκρασίες. 

Σε συµφωνία µε τα παραπάνω αποτελέσµατα, έχει ήδη δειχθεί ότι το θερµικό σοκ 

οδηγεί σε µια παροδική αύξηση σφιγγολιπιδίων, η οποία είναι σηµαντική για την 

επιβίωση των κυττάρων σε αυτές τις συνθήκες (Cowart, 2003; Jenkins et al., 1997).  

 



 Αποτελέσµατα 168 

 

Εικόνα 3-69  WT, pilA∆,  annce102∆ και pilA∆  annce102∆ στελέχη αναπτύχτηκαν σε 
ελάχιστο θρεπτικό µέσο για 12 ώρες στους 25 °C και στη συνέχεια επωάστηκαν για επιπλέον 
7 ώρες µε (A) 40 µg/ml µυριοσίνης και (B) 2 µg/ml AbA. (C) WT, basA1, basA1 pilA∆, 
basA1 annce102∆ και basA1 pilA∆ annce102∆ στελέχη αναπτύχτηκαν σε ελάχιστο θρεπτικό 
µέσο για 12 ώρες στους 25 °C και στη συνέχεια είτε παρέµειναν στους 25 °C είτε 
µεταφέρθηκαν στους 42 °C για επιπλέον 7 ώρες. Τα ROS προσδιορίστηκαν και 
ποσοτικοποιήθηκαν όπως στην εικόνα 3-66. Προσαρµογή από (Athanasopoulos et al., 2015) 
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4. Συζήτηση και προοπτικές 
  

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, χρησιµοποιήθηκαν γενετικές, 

βιοχηµικές, µοριακές µέθοδοι και τεχνικές συνεστιακής µικροσκοπίας laser για τη 

µελέτη των εισοσωµικών πρωτεϊνών PilA, PilB, SurG στους απογόνους του 

φυλετικού κύκλου του A. nidulans (Athanasopoulos et al., 2013). Επιπλέον, 

διερευνήθηκε ο ρόλος της πρωτεΐνης AnNce102 στην οργάνωση των εισοσωµάτων 

στη διαµερισµατοποίηση της πλασµατικής µεµβράνης του µύκητα αλλά και στη 

βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων. 

Με τεχνικές µικροσκοπίας διακεκοµµένης µαγνητοσκόπησης (time-lapse) και 

ανάκτησης φθορισµού µετά από φωτολεύκανση (FRAP) δείχθηκε ότι η PilA 

εισοσωµική πρωτεΐνη σχηµατίζει στατικές δοµές κάτω από την πλασµατική 

µεµβράνη του υφοµύκητα. Τα µέχρι πρότινος δεδοµένα υποδείκνυαν ότι το πρότυπο 

κατανοµής των τριών κύριων εισοσωµικών πρωτεϊνών (PilA, PilB και SurG) είναι 

παρόµοιο σε ώριµα ασκοσπόρια και κονιδιοσπόρια (απογόνους του φυλετικού και 

αφυλετικού κύκλου ζωής, αντίστοιχα). Ωστόσο διαπιστώθηκε ότι οι κύριες 

εισοσωµικές πρωτεΐνες δεν ανιχνεύονται σε πρώιµους ασκούς/ασκοσπόρια και 

βοηθητικά κύτταρα Hülle (Athanasopoulos et al., 2013). Τα πειραµατικά δεδοµένα 

από την παρούσα διατριβή υποδηλώνουν ότι οι εισοσωµικές πρωτεΐνες δεν 

εµπλέκονται άµεσα στην εγκαθίδρυση του φυλετικού κύκλου του Α. nidulans. ∆εν 

παρατηρήθηκαν εµφανείς αναπτυξιακές αλλαγές στα διαφορετικά θρεπτικά 

υποστρώµατα κάτω από διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης του µύκητα. Η έλλειψη 

συνεντοπισµoύ των πρωτεϊνών PilΑ και ΑbpΑ υποδεικνύει ότι δεν υπάρχει άµεση 

σχέση µεταξύ των εισοσωµάτων και της ενδοκύττωσης µέσω κυστιδίων καλυµµένων 

µε πλέγµα κλαθρίνης. Επιπλέον η διατάραξη της οµοιόστασης των σφιγγολιπιδίων 

από τη µυριοσίνη έδειξε σηµαντική µεταβολή τόσο στον αριθµό όσο και στην 

κατανοµή των στικτών σχηµατισµών της PilΑ (Athanasopoulos et al., 2013).  

Αρκετές µελέτες µέχρι σήµερα έχουν τεκµηριώσει το ρόλο των Nce102 

πρωτεϊνών και παρά την αυξηµένη συντήρηση τους στους Ασκοµύκητες (Douglas et 

al., 2013; Khalaj et al., 2012), ο λειτουργικός ρόλος αυτών των πρωτεϊνών φαίνεται 

να αποκλίνει. Για παράδειγµα, στην Ashbya gossypii, το ορθόλογο του Nce102 παρά 
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το γεγονός ότι συνεντοπίζεται µε τα εισοσώµατα, φαίνεται να µην είναι απαραίτητο 

για τη σταθερότητα τους και την πολική αύξηση (Seger et al., 2011). Στον Aspergillus 

fumigatus, η απαλοιφή του AfuNce102 είχε ως αποτέλεσµα καθυστέρηση στο 

σχηµατισµό κονιδιοφορέων και σηµαντική µείωση στον αριθµό των παραχθέντων 

κονιδιοσπορίων, χωρίς ωστόσο να επηρεάζεται η µολυσµατικότητα του µύκητα 

(Khalaj et al., 2012). Απαλοιφή του γονιδίου nce102 στη Candida albicans είχε ως 

αποτέλεσµα τη σηµαντική µείωση των εισοσωµικών κοκκίων. Ωστόσο, τα κύτταρα 

εµφάνιζαν φυσιολογικό πρότυπο  κατανοµής των Lsp1-GFP και Sur7-GFP 

πρωτεϊνών αλλά και σηµαντική µείωση στη µολυσµατικότητα του µύκητα (Douglas 

et al., 2013). 

Στον A. nidulans οι πρωτεΐνες PilA και ΑnNce102 φαίνεται να είναι οι κύριοι 

οργανωτές των εισοσωµάτων. Συγκεκριµένα, δείχθηκε ότι η AnNce102 

συνεντοπίζεται µε την PilA στην πλασµατική µεµβράνη και η χρονική και χωρική 

κατανοµή της (AnNce102) είναι παρόµοια µε εκείνη της SurG εισοσωµικής 

πρωτεΐνης. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι η απαλοιφή του γονιδίου pilA έχει τεράστιες 

επιπτώσεις στη τη σταθερότητα των AnNce102 και SurG πρωτεϊνών σε νεαρές υφές, 

όπου και οι δύο πρωτεΐνες εντοπίζονται αποκλειστικά στα χυµοτόπια και τα 

ενδοσώµατα. Παρά το γεγονός ότι η αυξηµένη ενδοκύττωση και ο εντοπισµός των 

AnNce102 και SurG στα χυµοτόπια, ευνοούν την υπόθεση ότι η PilA (οποία ως επί το 

πλείστον εντοπίζεται στην πλασµατική µεµβράνη) αποσταθεροποιεί τους 

στατικούς/σταθερούς AnNce102/SurG σχηµατισµούς αντί να επηρεάζει την 

ενδοκυτταρική τους διακίνηση/στόχευση. Η υπόθεση αυτή είναι σύµφωνη µε τον 

προτεινόµενο ρόλο των εισοσωµικών πρωτεϊνών στην προστασία από ενδοκύττωση 

του µεταφορέα αργινίνης Can1 στο ζυµοµύκητα (Grossmann et al., 2008), θεώρηση η 

οποία επί του παρόντος βρίσκεται υπό συζήτηση (Brach et al., 2011). 

Από την άλλη πλευρά, στον A. nidulans, η απαλοιφή του γονιδίου annce102 

επηρεάζει σηµαντικά τoν αριθµό/πυκνότητα των PilA/SurG κοκκίων, µε αποτέλεσµα 

να εντοπίζονται λιγότεροι κοκκιώδεις σχηµατισµοί στην κεφαλή των νεαρών υφών, 

χωρίς ωστόσο να επηρεάζονται τα εισοσώµατα κατά µήκος των υφών. Αυτός ο 

φαινότυπος είναι παρόµοιος µε αυτόν που προκύπτει µετά από τη χορήγηση 

µυριοσίνης στα κύτταρα και µπορεί να ξεπεραστεί µε την αύξηση των επιπέδων της 

πρωτείνης AnNce102. Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι δύο 

διαφορετικοί PilΑ κοκκιώδεις πληθυσµοί υπάρχουν στον Α nidulans. Ένας 

πληθυσµός στη κεφαλή νεαρών υφών, για την οργάνωση του οποίου είναι 
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απαραίτητη η πρωτεΐνη AnNce102 και είναι ευαίσθητος σε διακυµάνσεις των 

επίπεδων των σφιγγολιπιδίων. Και ένας δεύτερος πληθυσµό PilΑ κοκκίων κατά 

µήκος της υφής, ο όποιος δεν εξαρτάται από τα επίπεδα σφιγγολιπιδίων ή την 

πρωτεΐνη AnNce102. Ενδιαφέρον, αποτελεί το γεγονός ότι απαλοιφή του pilA 

γονιδίου επηρεάζει τον αριθµό/τοπολογία των AnNce102 κοκκίων (όπως και 

απαλοιφή του annce102 γονιδίου επηρεάζει τον αριθµό/τοπολογία των PilΑ κοκκίων) 

κυρίως σε νεαρές υφές (και όχι κονιδιοσπόρια). Αυτή η χρονική ρύθµιση θα 

µπορούσε να σχετίζεται µε το δυνητικό ρόλο των εισοσωµικών πρωτεϊνών στη 

ρύθµιση των σφιγγολιπιδίων, ή/και ΡΙ (4,5) P2 (Aguilar et al., 2010; Frohlich et al., 

2009; Kabeche et al., 2014; Young et al., 2002) στη στρατολογηση σηµατοδοτικών 

µορίων και στην αυξηµένη ανάγκη για βιογένεση µεµβρανών (Olivera-Couto and 

Aguilar, 2012) και διαµερισµατοποίηση της πλασµατικής µεµβράνης σε ενεργά 

αυξανόµενα και όχι αδρανή κύτταρα. Αυτά τα δεδοµένα είναι συνεπή µε εκείνα 

προηγούµενων µελετών στο ζυµοµύκητα, που δείχνουν ότι η υπερέκφραση της 

Nce102 διασώζει από την αποσυναρµολόγηση του εισοσώµατος µετά την αναστολή 

της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων µε µυριοσίνη (Frohlich et al., 2009). Επιπλέον, η 

υπερέκφραση της AnNce102 στον Α. nidulans οδηγεί σε εκτοπικό εντοπισµό των 

PilA κοκκίων στα διαφράγµατα, ένα αποτέλεσµα που επιβεβαιώνει περαιτέρω τον 

κρίσιµο ρόλο της AnNce102 στην οργάνωση του εισοσώµατος, επίσης, προτείνοντας 

επιπλέον έναν λειτουργικό ρόλο της AnNce102 που αφορά τη διαφραγµατοποίηση 

στους µύκητες. Σε συµφωνία µε αυτόν τον προτεινόµενο ρόλο, η απαλοιφή του Sur7 

στη C. albicans οδηγεί σε εκτοπικό εντοπισµό της σεπτίνης cdc12 (Alvarez et al., 

2008). 

Στον S. cerevisiae η Pil1 ρυθµίζει αρνητικά το µονοπάτι σηµατοδότησης 

Ypk1 (Zhang, 2004) ενώ η Nce102 έχει προταθεί ότι αποτελεί αισθητήρα της  

αφθονίας των σφιγγολιπιδίων και αρνητικό ρυθµιστή των κινασών Pkh (Frohlich et 

al., 2009). Τα δεδοµένα από την παρούσα διατριβή υποστηρίζουν ένα σηµαντικό, αν 

και µερικό, ρόλο των πρωτεϊνών AnNce102 και PilA στη ρύθµιση της βιοσύνθεσης 

σφιγγολιπιδίων στον Α. nidulans. Πράγµατι, η απαλοιφή των γονιδίων annce102 και 

pilA µπορεί να καταστείλει εν µέρει τη γενετική (basA1 και niiA::ypkA) ή 

φαρµακολογική (µυριοσίνη και AbΑ) αναστολή της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων σε 

υψηλές θερµοκρασίες. Σύµφωνα µε αυτό το αποτέλεσµα, έχει δειχθεί προηγουµένως 

ότι το θερµικό σοκ οδηγεί σε µια παροδική αύξηση της παραγωγής σφιγγολιπιδίων, η 
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οποία είναι σηµαντική για την επιβίωση των κυττάρων σε αυτές τις συνθήκες 

(Cowart, 2003; Jenkins et al., 1997). 

Μια άλλη σηµαντική πτυχή σχετιζόµενη µε  την πρωτεΐνη Nce102 είναι η 

εµπλοκή της µε το οξειδωτικό στρες (Desmyter et al., 2007).  Οι δραστικές µορφές 

οξυγόνου (∆ΜΟ - ROS) είναι µόρια, τα οποία εντοπίζονται στο επίκεντρο ενός 

προηγµένου δικτύου κυτταρικής σηµατοδότησης, µε σηµαντικούς ρόλους στην 

κυτταρική φυσιολογία και τις κυτταρικές αποκρίσεις προς το περιβάλλον 

(Bhattacharjee, 2012). Τα ROS έχουν δειχθεί ότι συµµετέχουν σε πολλές κυτταρικές 

διεργασίες που κυµαίνονται από τη διαφοροποίηση των κυττάρων (Maryanovich and 

Gross, 2013) µέχρι την απόπτωση (Hideg et al., 2002), και από τη ρύθµιση της 

κυριαρχίας της κορυφής (Apical  Dominance) (Semighini and Harris, 2008) µέχρι την 

οργάνωση του κυτταροσκελετού της ακτίνης (Niles and Powers, 2014), 

υποδηλώνοντας την ύπαρξη ενός «∆ΜΟ- ROS ροοστάτη» στα κύτταρα. Είναι επίσης 

γνωστό ότι τα ROS µπορούν να επηρεάζουν ρυθµιστικές πρωτεΐνες οι όποιες 

εµπλέκονται µε τη ρύθµιση του µεταβολισµού των σφιγγολιπιδίων και χρησιµεύουν 

ως αγγελιοφόροι στο µονοπάτι σηµατοδότησης των σφιγγολιπιδίων 

(οξειδοαναγωγική σηµατοδότηση) (Castillo et al., 2007; Nikolova-Karakashian and 

Reid, 2011; Niles et al., 2014). Στην παρούσα εργασία, παρατηρήθηκε ότι η απαλοιφή 

του γονιδίου annce102 οδηγεί σε υπερευαισθησία στο υπεροξείδιο του υδρογόνου 

(Η2Ο2). Ωστόσο, η χορήγηση σε pilA∆ ή / και annce102∆ στελέχη µε 2 ουσίες που 

οδηγούν στη παράγωγη  ανιόντων σουπεροξειδίου (·Ο2-) είχε αντίθετα αποτελέσµατα 

στην ανάπτυξη των στελεχών. Πιο συγκεκριµένα, τα pilA∆, annce102∆ και 

pilA∆annce102∆ στελέχη βρέθηκε να είναι περισσότερο ανθεκτικά στην παρουσία 

µεναδιόνης και λιγότερο ανθεκτικά στο paraquat. Αυτά τα αποτελέσµατα 

υποδηλώνουν ένα µηχανισµό διαφορετικό από αυτόν που οδηγεί στο σχηµατισµό 

ανιόντων σουπεροξειδίου υπεύθυνο για αυτή τη διαφορά. Επιπλέον, δήχθηκε ότι η 

φαρµακολογική (χορήγηση µυριοσίνης και AbΑ) ή γενετική (χρήση του στελέχους 

basA1) αναστολή της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων είχε ως αποτέλεσµα σηµαντική 

αύξηση των επιπέδων ROS. Είναι ενδιαφέρον ότι, καταστολή της έκφρασης της 

κινάσης YpkA (οµόλογο της YPK1 του ζυµοµύκητα) οδήγησε επίσης σε αύξηση των 

ROS, η οποία είναι εµφανής 12 ώρες µετά την έναρξη της καταστολής. Η κινητική 

αυτής της αύξησης συσχετίζεται µε τη µειωµένη ανάπτυξη του µύκητα, τη 

καθυστερηµένη εκβλάστηση των κονιδίων  και την ανικανότητα εγκαθίδρυσης 

πολικού άξονα που παρατηρείται σε στελέχη niiA::ypkA, τα οποία έχουν αναπτυχτεί 
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για περισσότερο από 12 ώρες υπό κατασταλτικές συνθήκες (Colabardini et al., 2013). 

Ταυτόχρονα, δήχθηκε ότι το διπλά µεταλλαγµένο στέλεχος niiA::ypkA basA1 

εµφανίζουν συνθετικό θνησιγόνο φαινότυπο όταν αναπτύσσονται υπό κατασταλτικές 

συνθήκες στη µην επιτρεπτή θερµοκρασία (42 °C), παρόµοιο µε  συνθετικό 

θνησιγόνο φαινότυπο των στελεχών niiA::ypkAbarA1 όταν αναπτύσσονται παρουσία 

αµµωνιακών στους 37 °C (Colabardini et al., 2013). Επιπλέον, το  διπλά 

µεταλλαγµένο στέλεχος, niiA::ypkA basA1, παρουσίασε αυξηµένα επίπεδα ROS από 

τα µονά µεταλλαγµένα στελέχη, υπό τις ίδιες συνθήκες, επιβεβαιώνοντας τον 

προτεινόµενο ρόλο της κινάσης YpkA στο µονοπάτι βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων 

(Colabardini et al., 2013) και προτείνοντας ένα σηµαντικό ρόλο της YpkA τόσο στη 

σφιγγολιπιδική όσο και την οξειδοαναγωγική οµοιόσταση. 

Όσον αφορά το ρόλο των εισοσωµάτων/AnNce102 στη YpkA/ σφιγγολιπιδική 

σηµατοδότηση, δείχθηκε ότι τα pilA∆ ή/και annce102∆ στελέχη είναι µερικώς 

ανθεκτικά στη φαρµακολογική ή γενετική µείωση των επίπεδων των σφιγγολιπιδίων 

σε υψηλές θερµοκρασίες. Υπό αυτές τις συνθήκες, η προσθήκη του 

αλιευτή/εκκαθαριστή (scavenger) ελεύθερων ριζών, Ν-ακετυλοκυστεΐνη (Ν-

acetylcysteine-NAC), απέκρυψε αποτελεσµατικά τις όποιες διαφορές ανάπτυξης 

µεταξύ των στελεχών αν και στατιστικά µη σηµαντικές διαφορές στα επίπεδα ROS 

ήταν ανιχνευτήκαν µεταξύ των µεταλλαγµένων στελεχών. Μια πιθανή εξήγηση θα 

µπορούσε να είναι ότι τα ROS που παράγονται σε αυτές τις συνθήκες δεν µπορούν 

ανιχνευτούν µε τη χρήση της χρωστικής 2′,7′ dichlorofluorescein diacetate (DCF) που 

χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη. Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι το 

τριπλά µεταλλαγµένο στέλεχος niiA::ypkA annce102∆ pilA∆ παρουσιάζει ευαισθησία 

στους 25 °C κάτω από συνθήκες καταστολής και αποτελεί το µόνο στέλεχος που 

εµφανίζει 3 φορές περισσότερα ROS από τα µονά ή τα διπλά µεταλλάγµατα. Στο 

πλαίσιο αυτό, τα nce102∆ στελέχη του µύκητα C. albicans παρουσιάζουν έντονο 

πρόβληµα στο να εισβάλλουν χαµηλές συγκεντρώσεις άγαρ, πιθανότατα λόγω 

προβληµατικής οργάνωσης του κυτταροσκελετού της ακτίνης, ενώ η κινάση Ypk1 

στο ζυµοµύκητα έχει προταθεί ότι ρυθµίζει την πόλωση της ακτίνης ελέγχοντας τη 

συσσώρευση των ROS (Niles and Powers, 2014). Εφόσον, λόγω της καταστολής της 

YpkA προκαλείται η ανεπάρκεια στη δηµιουργία πολικού άξονα αλλά και έντονη 

διακλάδωση των υφών (Colabardini et al., 2013). Μια ενδιαφέρουσα εξήγηση θα 

µπορούσε να είναι ότι, εκτός από το ρόλο των PilA/ AnNce102 στη βιοσύνθεση 

σφιγγολιπιδίων, οι πρωτεΐνες αυτές είναι πιθανό να εµπλέκονται στη ρύθµιση του 
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κυτταροσκελετού ακτίνης µέσω της YpkA και ενός µηχανισµού που περιλαµβάνει 

ROS. 

Είναι γνωστό πάνω από µια δεκαετία ότι η φαρµακολογική (χρήση της 

φουµονισίνης
31 B1) ή γενετική (χρήση του µεταλλαγµένου στελέχους ipt1∆) 

αναστολή της βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων οδηγεί σε υπερευαισθησία των φυσικού 

τύπου κυττάρων της C. albicans σε πολλά φάρµακα, µεταξύ των οποίων είναι και τα 

αντιµηκυτιακά φάρµακα, αζόλες (κετοκανοζóλη, ιτρακοναζόλη, φλουκοναζόλη) 

(Mukhopadhyay et al., 2004; Prasad et al., 2005). Τα αποτέλεσµα αυτά, αλλά και 

αυτά της παρούσας διατριβής, είναι σε θέση να εξηγήσουν παρατηρήσεις του 

εργαστήριου µας (Vangelatos et al., 2010). Πιο συγκεκριµένα έχει δειχθεί ότι τα 

pilA∆ και surG∆ στελέχη εµφανίζουν ανθεκτικότητα στο αντιµηκυτιακό φάρµακο, 

ιτρακοναζόλη  (Vangelatos et al., 2010). Επιπλέον, πρόσφατα δείχθηκε ότι η 

εξωγενής προσθήκη ή / και η µη φυσιολογική συσσώρευση LCBs, οδηγεί σε αλλαγή 

της ευαισθησίας διαφορετικών µυκήτων στις εχινοκανδίνες, αναστολέων της β-1,3-

συνθάσης της γλυκάνης (Douglas, 2001). Συνοπτικά, τα παραπάνω δεδοµένα 

υποστηρίζουν ένα ρόλο των PilA/ AnNce102 πρωτεϊνών στη βιοσύνθεση των 

σφιγγολιπιδίων και όχι στη ρύθµιση του τρόπου δράσης των αντιµηκυτιακών 

φαρµάκων όπως είχε προταθεί από τους Edlind και Katiyar (Edlind and Katiyar, 

2004). Συνεπώς οι πρωτεΐνες PilA/ AnNce102 αποτελούν ιδανικά εργαλεία µελέτης 

της σηµατοδότησης του µονοπατιού βιοσύνθεσης σφιγγολιπιδίων, της 

αντιµηκυτιασιακής αντίστασης και των µηχανισµών που τις διέπουν. 

 

 

                                                 
31 Η φουµονισίνη B1 (Fumonisin B1- παράγεται από διάφορα είδη του γένους Fusarium) είναι µία 
τοξίνη που αναστέλλει τη βιοσύνθεση σφιγγολιπιδίων (επιδρώντας στη συνθάση του κεραµιδίου). Η 
φουµονισίνη Β1 µιµείται τις βάσεις µακράς αλυσίδας (LCBs). Eπώαση φυτικών κυττάρων παρουσία 
φουµονισίνης έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση δύο LCBs, της διϋδροσφιγγοσίνης (D18: 0, DHS) και 
της φυτοσφιγκοσίνης (T18: 0 PHS). Αυτή η συσσώρευση LCBs οδηγεί σε απόπτωση των εν λόγω 
κυττάρων (Berkey et al., 2012; Merrill et al., 2001).  
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a b s t r a c t

In the model filamentous fungus Aspergillus nidulans, PilA and PilB, two homologues of the Saccharomyces
cerevisiae eisosome proteins Pil1/Lsp1, and SurG, a strict orthologue of Sur7, are assembled and form
tightly packed structures in conidiospores. As A. nidulans differs in its reproduction pattern from the Sac-
charomycotina in that it has the ability to reproduce through two different types of spores, conidiospores
and ascospores, the products of the asexual and the sexual cycle respectively, we investigated the eiso-
some distribution and localization during the sexual cycle. Our results show that core eisosome proteins
PilA, PilB and SurG are not expressed in hülle cells or early ascospores, but are expressed in mature
ascospores. All eisosomal proteins form punctate structures at the membrane of late ascospores. In
mature but quiescent ascospores, PilA forms static punctate structures at the plasma membrane. PilB also
was observed at the ascospore membrane as well, with higher concentration at the areas where the two
halves of ascospores are joined together. Finally, SurG was localized both at the membrane of ascospores
and perinuclearly. In germlings originating from ascospores the punctate structures were shown to be
composed only of PilA. PilB is diffused in the cytoplasm and SurG was located in vacuoles and endosomes.
This altered localization is identical to that found in germlings originated from conidiospores. In germi-
nated ascospores PilA foci did not colocalise with the highly mobile and transient peripheral punctate
structures of AbpA, a marker for sites of clathrin-mediated endocytosis. Deletions of each one or all
the three core eisosomal genes do not affect viability or germination of ascospores. In the presence of
myriocin – a specific inhibitor of sphingolipid biosynthesis – PilA-GFP foci of ascospore germlings were
less numerous and their distribution was significantly altered, suggesting a correlation between PilA foci
and sphingolipid biosynthesis.

� 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Biological membranes are essential to life and are highly com-
partmentalized for accomplishing a variety of functions (Simons
and Ikonen, 1997). The last decade many studies have focused on
the organization of the plasma membrane into space and time. In
Saccharomyces cerevisiae the plasma membrane contains three
types of distinct spatial domains with different lipid and protein
composition. W. Tanner and co-workers described MCC (Mem-
brane Compartment of Can1), which harbors at least 19 integral
proteins (Young et al., 2002; Malínská et al., 2003), when they ob-
served a ‘‘patchy’’ appearance of the arginine transporter Can1 in
the plasma membrane of yeast under normal growth conditions.
Another domain formed by the network-like membrane area occu-
pied by Pma1 is called MCP (Membrane Compartment of Pma1)

and a third domain contains the target of rapamycin complex 2
(TORC2) called MCT (Malínská et al., 2003; Malinska, 2004; Berch-
told andWalther, 2009; Malinsky et al., 2010). MCC organization of
the plasma membrane is at least in part mediated by a cellular sta-
ble structure termed eisosome, lying underneath MCC patches
(Walther et al., 2006). Each eisosome includes three proteins in
thousands of copies, the cytoplasmic Pil1 and Lsp1 (Ziółkowska
et al., 2012) and the transmembrane protein Sur7. Homologues
of Pil1-like proteins are found to be conserved throughout the
ascomycetes (Vangelatos et al., 2010). In S. cerevisiae eisosomes
are organized/regulated by the phosphorylation of Pil1 and Lsp1
by the Pkh1/2 kinase and the levels of sphingolipid long-chain
bases (LCBs) (Walther et al., 2007; Luo et al., 2008). Pil1 and the
tetra-spanning plasma membrane protein Nce102, which is in-
volved in sensing sphingolipids, are the main organizers of MCC
(Frohlich et al., 2009) in S. cerevisiae. In their absence, all MCC
markers lose their punctate pattern and cells show altered organi-
zation of their plasma membrane (Grossmann et al., 2006; Desmy-
ter et al., 2007; Loibl et al., 2010). Both MCC and eisosome
components were shown to localize to furrow-like invaginations
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of the plasma membrane (Strádalová et al., 2009). Recently a com-
prehensive bioinformatics analysis and structural studies of eiso-
some proteins in S. cerevisiae succeeded in identifying unreported
functional domains as well as to demonstrate that eisosome core
components Pil1 and Lsp1 belong to the BAR membrane-sculpting
superfamily of proteins (Olivera-Couto et al., 2011; Ziółkowska
et al., 2012). The type of BAR domains found in Pil1 and Lsp1 were
BAR/N-BAR, which act as molecular scaffolds that self-assemble
into higher order structures and bind preferentially to PI(4,5)P2
phosphoinositides (Karotki et al., 2011). Overall the available data
suggest that eisosome BAR domain components interact with the
plasma membrane to generate a specific membrane environment
that selects for specific proteins and lipids.

Homologues of Pil1, Lsp1 and Sur7 have been studied in the
ascomycetes Aspergillus nidulans (Vangelatos et al., 2010), Candida
albicans (Reijnst et al., 2011), Ashbya gossypii (Seger et al., 2011)
and Schizosaccharomyces pombe (Kabeche et al., 2011). The eisoso-
mal proteins are universally and quite strictly conserved in the
subphyla Pezizomycotina and Saccharomycotina, however, this
evolutionary conservation is in apparent contradiction with an elu-
sive functional significance (Scazzocchio et al., 2011). Eisosomes
were initially proposed to be sites of lipid and protein endocytosis
(Walther et al., 2006, 2007), but this function is by no means cer-
tain (Alvarez et al., 2008; Grossmann et al., 2008; Brach et al.,
2011; Vangelatos et al., 2010). In Candida albicans, Sur7 (CaSur7)
has additional roles in cell wall synthesis, actin cytoskeleton orga-
nization, and septin localization (Alvarez et al., 2008, 2009), while
in S. cerevisiae, sur7 mutants show a diminished efficiency of spor-
ulation during cell division (Young et al., 2002; Moreira et al.,
2009). In A. gossypii, the homologue of Pil1, is very important for
polar growth, whereas the homologue of Nce102, which colocal-
izes with eisosomes is not required for eisosome stability (Seger
et al., 2011). In a recent study, fission yeast eisosome protein Pil1
forms filaments that underlie plasma membrane invaginations
and generate spatial domains within the cell cortex (Kabeche
et al., 2011). Comparative analysis of eisosomes in S. cerevisiae
and A. nidulans reveals striking differences in their assembly and
developmental fate (Scazzocchio et al., 2011).

The homothallic fungus Aspergillus (Emericella) nidulans is argu-
ably, among the Pezizomycotina, the organism where membrane
proteins have been better studied and is a genetic model system
having the ability to reproduce through two different types of
spores, conidiospores and ascospores, the products of the asexual
and the sexual cycle respectively (Pontecorvo et al., 1953b; Han
et al., 2001; Todd et al., 2007). Conidiospores and ascospores are
very different cells, which have a radically different morphology
and are formed through completely different developmental path-
ways. Ascospores are formed only after the completion of meiosis
inside asci, conidiospores arise from mitotic budding of specialized
cells (phialides).

The development of fruiting bodies accompanied by the gener-
ation of ascospores is being actively investigated. Ascogenous hy-
phae fuse to give eventually rise to a large and complex
structure, termed the cleistothecium. The cleistothecial wall
(‘peridium’) (Dyer and O’Gorman, 2012) is composed of two layers
of dark-purple flattened cells, which at least in A. nidulans are glued
together with an uncharacterized electron-dense substance (‘clei-
stin’) (Champe and Simon, 1992) that fills the intercellular spaces.
Large, thick-walled globose cells named hülle cells surround the
cleistothecia of Aspergillus during development (Carvalho et al.,
2002). Hülle cells have a specialized physiology, exhibiting laccase
and chitin synthase activity (Hermann et al., 1983), and have been
proposed to ‘nurse’ the cleistothecia during development through
the production of a-1,3 glucanase which mobilizes carbon re-
sources required for fruiting body development (Wei et al.,
2001). Indeed, it was recently shown that a reduction in the num-

ber of hülle cells surrounding ascomata of A. nidulans resulted in
significantly smaller cleistothecia. In A. nidulans an average cleisto-
thecium is the result of a single fertilization event and may contain
thousands of asci with eight bi-nucleate, haploid ascospores each
arranged in unordered asci (Pontecorvo et al., 1953b; Sohn and
Yoon, 2002). Ascospores are released in the environment following
the natural breakdown of the ascus wall and the outer wall of the
cleistothecium.

We have recently described A. nidulans eisosomes (tagging the
core proteins PilA, PilB and SurG) during asexual development
(asexual spores, conidiophores) and conidial germination (Vangel-
atos et al., 2010). Moreover, we showed that the Meu14 protein of
Schizosaccharomyces pombe, necessary for the second division of
meiosis and the accurate formation of the forespore membrane
(Okuzaki, 2003), is phylogenetically related to Pil1/Pil1A/Lsp1/PilB
(22% identity with both Pil1 and PilA, 24% identity with PilB). This
work describes the presence and fate of core eisosomal proteins
(PilA, PilB and SurG) during ascus development and ascospore ger-
mination and also addresses whether the core eisosomal proteins
PilA and PilB are necessary for A. nidulans sexual cycle progression.

2. Materials and methods

2.1. Media and growth conditions

Minimal (MM) and complete media (CM) as well as the growth
conditions for A. nidulans were performed as described by Cove
(Cove, 1966). When necessary, supplements were added at the
adequate concentrations (http://www.fgsc.net/aspergillus/gene_-
list/supplement.html). Glucose (1%) was used throughout as a car-
bon source. Urea (5 mM) or ammonium L-(+)-tartrate (10 mM) was
used as sole nitrogen source. Myriocin (Sigma–Aldrich) was added
in concentrations as indicated and incubated for 3 h or 5 h. Crosses
between A. nidulans strains were carried out as described by Pon-
tecorvo et al. (1953a) and Todd et al. (2007). Selfing of strains car-
rying tagged eisosomal proteins was carried out analogously but
transferring individual strains to appropriately supplemented min-
imal or to complete media.

Dehydration experiments were performed as described by Du-
pont et al., 2010. The solute used in all experiments to perform
hyperosmotic treatments was glycerol (Sigma Aldrich). Four condi-
tions were chosen: 1.4 MPa (aw = 0.99), 30 MPa (aw = 0.8),
110 MPa (aw = 0.45) and 166 MPa (aw = 0.3). More particular, sel-
fed cleistothecia of a wild type and the pilAD pilBD surGD triple
mutant strains were isolated and cleaned by rolling across a 2%
agar surface plates. Once clean, cleistotheciae were transferred to
an Eppendorf tube containing 30 lL water or 1.4 MPa water–glyc-
erol solution, ruptured, and vortexed to release the ascospores.
Ascospores were counted with Haemocytometer, and an equal
number of ascospores was placed to 1 mL of different binary
water–glycerol solutions (final osmotic pressure of 1.4, 30, 110,
or 166 MPa) for rapid perturbations (shock). The cells were main-
tained for various periods (15 min, 30 min and 1 h at 25 �C) under
hyperosmotic conditions before rehydration. Rehydration was ra-
pid, the hyperosmotic solution was removed from the Eppendorf
tube after centrifugation (10 min, 5100g) and 1 mL of the binary
water-glycerol solution (1.4 MPa) was added to the cell pellet.
Ascospores’ viability was estimated in triplicate by the CFU meth-
od. After osmotic treatment, fully rehydrated cells were diluted
serially and the appropriate dilutions were plated in MM or CM
media. CFUs were counted after 3–5 days of incubation at 25 �C.

2.2. Aspergillus nidulans strains

The different auxotrophic mutations of A. nidulans strains are
compiled by A.J. Clutterbuck (http://www.gla.ac.uk/acad/ibls/
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molgen/aspergillus/index.html). In particular, pantoB100, pabaA1,
pabaB22, riboB2, pyroA4, pyrG89 and argB2 indicate auxotrophies
for D-pantothenic acid, p-aminobenzoic acid, riboflavin, pyridoxine
hydrochloride, uracil/uridine, and L-arginine, respectively. The
nkuAD mutation results in a dramatically decreased frequency of
heterologous recombination events into the A. nidulans genome
(Nayak, 2006). The LO1516 strain expresses functional chimeric
histone H1 molecules fused with the monomeric red fluorescent
protein (mRFP) (Ramón et al., 2000). These markers do not affect
the localization of eisosomal proteins. The VS185 strain was iso-
lated by crossing the MAD1417 with the VS79. The VS151 strain
was isolated by crossing the LO1516 with the VS79. The VS199
strain was isolated by crossing the VS48.5 with the VS84. The
VS200 strain was isolated by crossing the VS87 with the VS84.
VS201 strain was isolated by crossing the VS200 with the VS48.5.
All strains used in this work are listed in Table S1. In every case,
MM indicates minimal medium supplemented with the require-
ments relevant to the strains used in the experiment. pabaA1 was
used as a wild-type (wt) strain.

2.3. Reverse transcriptase-PCR

RNA samples were prepared from freshly harvested A. nidulans
strains. Selfed- cleistothecia were scraped gently from Petri dishes,
vortexed gently and vacuum filtered several times using 0.5 mm
diameter filters (Durapore�). Cleistothecia were placed on a 3%
w/v agar plate and intact cleistothecia were selected microscopi-
cally. �50 mg of cleistothecia were added to a 2.0 mL screw cap
Eppendorf tube containing distilled water and crushed using a
toothpick to release the ascospores. Ascospores were homogenized
in each Eppendorf tube containing 50 mg of glass beads (0.10 mm
diameter (Sigma) using the Mini-Beadbeater (BioSpec, Oklahoma,
USA) according to the instructions of the manufacturer. RNA was
isolated from ungerminated (0 h) and germinated ascospores
(12 h) using the TRI Reagent (GIBCO-BRL) kit according to the
instructions of the manufacturer. RNA samples were further puri-
fied according to the RNeasy Mini Protocol for RNA Cleanup, in
the RNeasy Mini Kit (Qiagen) (Bouzarelou et al., 2008). To avoid
contamination with genomic DNA, �10 lg of each RNA sample
were treated and cleaned up with TURBO DNA-freeTM kit (Ambi-
on). The absence of DNA contamination was verified with conven-
tional PCRs in which using specific -pilA, pilB, surG and 18S rRNA
set of primers, at least 2 lg of each RNA sample as template were
amplified for 40 cycles (the absence of products indicates the ab-
sence of a detectable DNA contamination under the experimental
conditions used). The quality of RNA was confirmed in a conven-
tional 2% w/v agarose gel stained with ethidium bromide (Et-Br)
(10 lg/mL). The concentration of each RNA sample was calculated
using the nanodrop apparatus (ND-1000 Spectrophotometer)
according to the instructions of the manufacturer. Approximately
2 lg of each RNA sample were used for reverse transcription using
the SuperScriptTM II RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen)
according to the instructions of the manufacturer. For semi-quan-
titative analysis of transcript levels, cDNA was diluted 10-, 100-,
1000-fold. The number of cycles required to produce detectable
difference in band intensity between dilutions (to avoid saturation)
was determined with Et-Br staining. Densitometry measurements
of band intensity, was performed using imageJ software (http://
rsb.info.nih.gov/ij/). Experiments were repeated at least three
times.

2.4. Total protein extraction and Western blot analysis

For each sample, cleistothecia from 20 Petri dishes were
scraped gently, vortexed and vacuum filtered several times using
0.5 mm diameter filters (Durapore�). Approximately 500 mg of

ungerminated ascospores (0 h) were frozen and ground in liquid
nitrogen. Ascospore powder was resuspended in 1.5 mL ice-cold
precipitation buffer (50 mM Tris–HCl pH 7, 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA) supplemented with a protease inhibitor cocktail (Sigma)
and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). TCA (Trichloro-
acetic acid) was added (1/8th of the volume) and the suspension
was vortexed. After 10 min incubation on ice the suspension was
centrifuged for 10 min at 4 �C (15,000g). The pellet was washed
twice with ice cold acetone, heat-dried and dissolved in 500 lL
extraction buffer (150 mM Tris–HCl pH 8, 50 mM NaCl, 1% w/v
SDS, 1 mM EDTA and protease inhibitor cocktail (Sigma)). Unbro-
ken cells and larger cell debris were removed by a short, low-speed
centrifugation (2000g for 2 min). The supernatant was transferred
into a new eppendorf and precipitated with TCA as before in 25 lL
extraction buffer. Protein samples (25 lL each) were analyzed on a
10% w/v SDS–polyacrylamide gel and electroblotted (Mini Protean
Tetra cell; Bio-Rad) onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) mem-
brane (Macherey–Nagel) for immunodetection. The membrane
was treated with 2% w/v nonfat dry milk, and immunodetection
was performed using a primary mouse anti-GFP monoclonal anti-
body (Roche) and a secondary rabbit anti-mouse IgG horseradish
peroxidase (HRP)-linked antibody (Cell Signaling). Blots were
developed by the chemiluminescent method using an enhanced
chemiluminescence reagent (Amersham Bioscience) and visualized
with LAS 4000 (Fuji).

2.5. Microscopy

For analysis of ascospores by laser scanning confocal microscopy
(CSLM), the layer of light yellow hülle cells were removed from the
black peridium of mature A. nidulans cleistothecia (http://
www.fgsc.net/fgn48/Kaminskyj.htm)by rolling themonaplate cov-
ered with 4% w/v agar. Once clean, the cleistothecium was trans-
ferred to an Eppendorf tube containing 20 lL water, crushed and
vortexed to release the ascospores. A quantity of 20 lL from a sus-
pension containing 105–106 ascospores was transferred onto sterile
coverslips embedded into appropriate liquid culture media or the
suspension was transferred onto sterile microscope slides previ-
ously covered with a thin layer of agar medium containing the
appropriate nutrient supplements. All samples were incubated for
0–16 h at 25 �C, covered with an oblong large coverglass (22 � 50
size, 13–17 thickness) and subjected to observation by laser scan-
ning confocal microscopy as previously described (Tavoularis
et al., 2001, 2003). Cellswere imagedby theuseof a Leica TCS SP con-
focalmicroscopewith a Leica PL APO 63x/1.2 NA oil immersion lens.
GFP and mRFP were excited with 488 nm and 543 nm laser lines,
respectively. Images were acquired sequentially as Z-series (step
size 0.5 lm) and processed/analyzed using the Fiji/imagej software
(http://imagej.nih.gov/ij/download.html) or the Imaris (Bitplane
AG, Zurich, Switzerland). Three dimensional (3D) reconstructions
of the ascospores (Fig. S1C) were obtained after isosurface extrac-
tion, which converts volume images into geometric surfaces using
the 3D visualization software of Imaris.

2.5.1. Quantification of fluorescence signal in captured images
Background noise produced by scatter from out of focus light

and by noise inherent to the imaging system was subtracted from
cell fluorescence measurements in every experiment using the Im-
age-Pro Plus 6 software, which was also used to quantify fluores-
cence in the images. Intensity units represent averages of
fluorescence signal.

2.5.2. Colocalization analysis
For colocalization assessment images were processed with a

median filter to suppress background, and the degree of colocaliza-
tion is measured by comparing the equivalent pixel positions in
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each of the acquired images with the colocalization module of the
Imaris software package (Bitplane, Zurich, Switzerland). The colo-
calization channel – that contains only pixels that represent the
co-localization result – was built using Imaris (Bitplane). The Pear-
son correlation coefficient of channels A (green) and B (red) was
used as a measure of the degree of colocalization. Pearson’s Corre-
lation is a well defined and commonly accepted means for describ-
ing the extent of overlap between image pairs. It is a value
computed to be between �1 and 1, with �1 being no overlap
and 1 being perfect image colocalization (French et al., 2008). Scat-
ter plots (plotted pixels of a two-channel image) were obtained. In
the absence of/low colocalization the scatter plot is bi-lobed as
shown in Fig 6, bottom panels, while colocalised pixels are distrib-
uted closer to the diagonal of the scatter-plot (upper panels). Addi-
tionally the intensities of fluorescent signal in the green and red
channels were quantified separately using Imaris (Bitplane) along
a line crossing the entire ascospores and their cell cortex and were
plotted together (Fig 6 far right panels).

2.5.3. Time-lapse and FRAP experiments
Experiments were conducted at �26 �C. Cells were imaged by

the use of a Leica TCS SP5 confocal microscope with a Leica HCX
PL APO CS 63�/1.2 NA water immersion lens. FRAP assays, per-
formed at zoom 3, consisted of three pre-bleach images and four
rapid bleach scans at full laser power. Fluorescence loss during
the assay due to photobleaching was measured in unbleached re-
gions, averaged and added back to the mean recovery data to cor-
rect for photobleaching. The images were analyzed with the Imaris
software package (Bitplane, Zurich, Switzerland).

3. Results

3.1. Expression and subcellular localization of eisosomal proteins in
hülle cells and asci

During early stages of A. nidulans sexual cycle, some hyphae
form highly branched structures that become asci and the hülle
cells appear (Elliott, 1960). We examined the expression of core
eisosomal proteins in strains carrying pilA-gfp, pilB-gfp and surG-
gfp alleles and/or single deletions of these alleles during ascus
and hülle cells development, using confocal microscopy. These
strains also expressed HhoA-mRFP (histone H1-mRFP) protein that
labels the nuclei. A. nidulans is homothallic. The sexual cycle is in-
duced in laboratory strains of A. nidulans by growing the relevant
strain or heterokaryon (when crossing two different strains) for
48 h before sealing the plates to lead to conditions of near anaero-
biosis. Ascospores/asci were observed 5–7 days after sealing the
crossing plates (early, non-pigmented asci, ascospores) and at
14 days after sealing the crossing plates (late, mature asci/ascosp-
ores, which were fully pigmented). Our results presented in
Fig. 1A–C show that PilA, PilB or SurG are not expressed during
the early stages of ascus/ascospore development. No GFP fluores-
cence was detected in any of the asci/ascospore imaged. PilA, PilB
and SurG are expressed and form punctate structures as indicated
by the observed fluorescence, in late red-pigmented asci/ascosp-
ores (Fig. 1, Fig. S1). To investigate whether the expression of the
PilA, PilB and SurG proteins is autonomous, strains expressing
PilA-GFP, PilB-GFP and SurG-GFP molecules were crossed with a
wild type (pabaA1) strain. Ascospores of crossed cleistothecia were
observed under an epifluorescence microscope. Each GFP-tagged
eisosomal gene segregates 1:1 to the corresponding not labeled
wild type gene since approximately half of the ascospores were la-
beled and half were not (at least 103 ascospores derived from a sin-
gle cleistothecium were counted each time in three independent

experiments). Neither PilA, PilB nor SurG are expressed in hülle
cells (Fig. 1D–F).

Finally, we detected significant lower expression of histone H1
in early as compared with late ascospores. Whether this represents
a genuine difference in the expression or localization of this chro-
matin protein during the sexual cycle, will be reported separately.

3.2. Subcellular localization of eisosomal proteins during ascospore
germination

Polar and equatorial sections of confocal microscopy images of
PilA-GFP localization in ungerminated mature ascospores showed
a plasma membrane-like punctated staining pattern (Fig. 2). No
change in the localization of PilA was seen during the period of
ascospore isotropic growth. At the time point of the germ tube
emergence and during early polar growth, PilA-GFP is concentrated
at the periphery of the ascospore head opposite to the emergent
germ tube. In young and mature ascospore-derived germlings, PilA
remains mostly restricted to the ascospore head while some PilA
spots were detected both at the interior of the hyphae and at its
periphery. Similarly, in quiescent ascospores PilB-GFP was also ob-
served to localize at the cell periphery, but it was found to concen-
trate more at the areas where the two halves of ascospores are
joined together (Fig. 3C and D). During the period of isotropic
growth as well as after the emergence of the germ tube in young
and mature ascospore-derived germlings, PilB-GFP was observed
as diffuse fluorescence in the cytoplasm while it was excluded
from the nuclei, as shown in a strain carrying both PilB-GFP and
the gene encoding histone H1 fused to mRFP (kindly provided by
Oakley; Nayak et al., 2006) (Fig. S2A).

Finally, SurG-GFP was localized at both the periphery of ascosp-
ores and perinuclearly. This perinuclear location of SurG is seen
clearly in a strain carrying both SurG-GFP and the histone H1 gene
(HhoA) fused to mRFP (Fig. S2B). During the period of isotropic
growth the SurG-GFP perinuclear fluorescence signal diminishes
(Fig. 4E and F) and it disappears before the emergence of the germ
tube. In ascopore-derived germlings, SurG is confined to the vacu-
ole and endosomes (confirmed by CMAC staining, data not shown)
but some residual signal can be detected in the periphery of the
ascospore head.

3.3. Core eisosomal genes are expressed during ascospore germination

RT-PCRs in total RNA extracted from ungerminated ascospores
(0 h) and ascospore-derived germlings (12 h) of a wild-type strain
revealed that mRNAs of both pilA and surG are abundant through-
out the time-interval tested. By contrast pilB mRNA is less abun-
dant throughout. The primers used for RT-PCR were expected to
produce amplicons of 376 bp (pilA cDNA), 286 bp (pilB cDNA),
272 bp (surG cDNA) and 280 bp (18S ribosomal RNA gene)
(Fig. 5A). Captured images (Fig. 5D) of ungerminated ascospores
(0 h) expressing PilA-, PilB- and SurG- tagged proteins, acquired
with the same laser intensity and detector settings, were seg-
mented and fluorescence emission was quantified as mean fluores-
cence intensity (MFI) with the Image-Pro� Plus software (Fig 5E).
Western blots (Fig. 5C) carried out with protein extracts of unger-
minated ascospores (0 h), using an anti-GFP monoclonal antibody,
showed that bands corresponding to full-length PilA-GFP, PilB-GFP
and SurG-GFP proteins are present in ascospores with approximate
apparent molecular masses of 70 kDa, 80 kDa and 48 kDa, respec-
tively (calculated molecular mass, 67 kDa 71.5 kDa and 54 kDa
respectively). These results indicate that the observed fluorescence
corresponds to full-length eisosomal proteins. A band with an
apparent molecular mass of 27 kDa corresponding to the proteo-
lytic cleavage of free GFP in the vacuole is seen only in strains car-
rying the SurG-GFP fusion. These data are consistent with our
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previous findings regarding eisosomal proteins in conidia and con-
idia-derived germlings (Vangelatos et al., 2010).

3.4. Colocalization of PilA, PilB, and SurG in quiescent ascospores. PilA
does not colocalise with endocytic patches

All core eisosomal proteins PilA, PilB and SurG were localized at
the periphery of quiescent ascospores. We thus investigated their
colocalization. To this aim we used strains carrying PilA-mRFP
and PilB-GFP or SurG-GFP molecules. Fig. 6 shows colocalization
of PilA with PilB (Pearson’s correlation coefficient = 0.77) and colo-
calisation of PilA with SurG (Pearson’s correlation coeffi-
cient = 0.89) at the periphery of the ascospores. No colocalization
of PilA with the perinuclear fraction of SurG was observed. As we

have previously shown by pulse-chase time course experiments
using FM4-64, a lipophylic marker of the endocytic pathway
(Peñalva, 2005), PilA foci in hyphae do not colocalise with sites
of endocytosis (Vangelatos et al., 2010). In this work we reexam-
ined the possible involvement of eisosomes with endocytosis using
the AbpA protein (Araujo-Bazán et al., 2008), as a marker for sites
of clathrin-mediated endocytosis. AbpA is known to localize pre-
dominantly at the hyphal tip and colocalise with actin patches
but not with actin cables (Araujo-Bazán et al., 2008). Our results
showed that PilA foci do not colocalise with the highly motile
and transient peripheral punctate structures of AbpA (Pearson’s
correlation coefficient = 0.2) (Fig. 6). These results suggest that
there is no direct relation between eisosomes and clathrin-medi-
ated endocytosis.

Fig. 1. Expression and subcellular localization of eisosomal proteins during early stages of A. nidulans sexual cycle. Maximum-intensity confocal microscopy projections (from
optical sections acquired at 0.5 lm intervals) in conidia, early ascospores and early asci of: (A) PilA-GFP and histone H1-mRFP (HH1), (B) PilB-GFP and HH1–mRFP, and (C)
SurG-GFP and HH1–mRFP fluorescence. (D–F). The ascospores were obtained by selfing strains VS145, VS151 and VS153 (see Table S1): Maximum-intensity confocal
microscopy projections from optical sections acquired at 0.5 lm intervals in hülle cells derived from strains carrying pilA-gfp, pilB-gfp and surG-gfp alleles, respectively. C:
conidium; EASP: early ascospore (faint red colored ascospores of 5–7 days cleistothecia); EAS: early ascus (transparent asci in phase contrast images); LASP: late ascospore
(dark red pigmented ascospores of 14 days cleistothecia); H: hülle cells. GFP and mRFP fluorescence is shown as inverted gray scale in black and white images. Merged images
of fluorescence are shown as colored images. Phase contrast images are shown on the far right column as black and white images. Size bar = 5 lm. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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3.5. PilA forms stable, non mobile structures

We used time-lapse video microscopy and fluorescence recov-
ery after photobleaching (FRAP) techniques to study whether PilA
forms static or dynamic structures in ungerminated (0 h) and ger-
minated (12 h) ascospores, quiescent conidia and conidia derived
germlings (Fig. 7, Fig. S3). Like Pil1 of fission yeast (Kabeche
et al., 2011) and budding yeast (Walther et al., 2006; Alvarez
et al., 2008), the PilA-GFP molecules at the membrane of the fila-
mentous A. nidulans do not exchange with a cytoplasmic pool frac-
tion, forming stable structures with extremely low mobility (if

any), since fluorescence in the bleached area did not recover to
any measurable extent over a time period of 20 min.

3.6. Phenotypic characterization of deleted strains

We analyzed the growth characteristics of strains with pilA, pilB,
and surG single deletions and a strain carrying a triple deletion of
all three core eisosomal genes that we generated in this study
(see Section 2). No growth phenotype was seen at 25 �C, 37 �C or
42 �C on either complete or minimal media supplemented with
urea, in colonies and germlings derived from ascospores, as

Fig. 2. PilA-GFP localization in ascospores Polar and equatorial sections of ascospores expressing PilA-GFP in (A–D) quiescent ascospores (0 h) oriented parallel to the
equatorial plane (A and B) or perpendicular (C and D) to the xy plane; (E and F) swollen ascospores (5 h), (G and H) germinated ascospores (8 h). (I–L) equatorial sections of
ascospore germlings after 10 h, 12 h, 14 h and 16 h of growth (I–L, respectively). Optical sectioning (step size = 0.5 lm) was performed by confocal microscopy imaging. All
fluorescence images were acquired at the same laser intensity and detector settings. Strains were grown in the presence of 5 mM urea and 1% w/v glucose as the sole nitrogen
and carbon sources respectively plus supplemented for the relevant auxotrophies, at 25 �C. The ascospores were obtained by selfing strain VS139 (see Table S1). GFP
fluorescence is shown as inverted gray scale in black and white images. Phase contrast is shown as black and white images and merged images of fluorescence and phase
contrast are shown in color. Size bar = 5 lm. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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reported before for colonies derived from asexual spores (Vangela-
tos et al., 2010). The triple deleted strain was also checked for sen-
sitivity to caffeine, ethanol, SDS, Congo red, osmotic stresses and
was found to be indistinguishable from a wild-type strain (data
not shown). The ascospores of the triple deleted mutant strain (pi-
lAD pilBD surGD) exhibited swelling and polarity establishment
(time of germ tube emergence) indistinguishable from that of a
wild-type strain at 25 �C, 37 �C or 42 �C (data not shown). We have
also examined the viability of the ascospores of the triple mutant
strain under rapid dehydration stress conditions, using different
binary water-glycerol solutions of final osmotic pressures of 1.4,

30, 110, or 166 MPa, for 15 min, ½ h or 1 h at 25 �C, as described
by Dupont et al., 2010. No statistically significant differences of
the viability of pilAD pilBD surGD and wild-type ascospores was
observed under the examined conditions (data not shown).

To investigate whether eisosomes have a role in the sexual cycle
of A. nidulans, the behavior of single and triple deleted strains was
examined in crosses. Our results show that hybrid cleistothecia de-
rived from crosses among strains carrying single pilA, pilB, and surG
or double deletions of the eisosome genes contain viable ascosp-
ores in which each deleted eisosomal gene segregates 1:1 to the
corresponding wild-type gene.

Fig. 3. PilB-GFP localization in ascospores Polar and equatorial sections of ascospores expressing PilB-GFP in (A–D) quiescent ascospores (0 h) oriented parallel with the
equatorial plane (A and B) or perpendicular (C and D) to the xy plane; (E and F) swollen ascospores (5 h), (G and H) germinated ascospores (8 h). (I–L) equatorial sections of
ascospore germlings after 10 h, 12 h, 14 h and 16 h of growth (I–L, respectively). The ascospores were obtained by selfing strain VS138 (see Table S1). Optical sectioning (step
size = 0.5 lm) was performed by confocal microscopy imaging. All fluorescence images were acquired at the same laser intensity and detector settings. Strains were grown in
the presence of 5 mM urea and 1% w/v glucose as the sole nitrogen and carbon sources respectively, at 25 �C. GFP fluorescence is shown as inverted gray scale in black and
white images. Phase contrast in black and white and merged images of fluorescence and phase contrast are shown in color. Size bar = 5 lm. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Moreover, selfed cleistothecia of triple deleted piAD pilBD
surGD strain or strains carrying single pilA, pilB, and surG deletions
contain viable ascospores (�90% viability in respect to the wild-
type strain).

Finally, we have checked whether the distribution and the rate
of ammonium-elicited endocytosis of the dicarboxylic amino acid
transporter AgtA are affected in the triple deleted strain in germi-
nated ascospores. Our results, in agreement with our previous find-
ings concerning the involvement of PilA in ammonium-elicited
endocytosis of AgtA in germinated mycelia (Vangelatos et al.,
2010), showed no significant alteration of AgtA endocytosis (data
not shown).

3.7. PilA localization depends on sphingolipid levels

Experimental observations reported by Frohlich and cowork-
ers in yeast (Frohlich et al., 2009) showed that an MCC protein,
Nce102, regulates eisosome biogenesis in response to sphingo-
lipid availability. Myriocin, a widely used specific inhibitor of

sphingolipid biosynthesis was chosen to be used in our experi-
ments to create sphingolipid-deficiency (Miyake et al., 1995).
After testing various concentrations of myriocin, ranging from
5 lM (1 lg/mL) (as used in S. cerevisiae by Frolich et al.) to
80 lg/mL, which is known to affect polarity in A. nidulans (Cheng
et al., 2001), we chose 20 lg/mL, which is not lethal, as used
also by Li et al., 2007. In the presence of this concentration of
myriocin we observed delayed growth of A. nidulans strains
and altered patterns of PilA-GFP distribution. Using the spot
detection tool of the Imaris (Bitlane) software we calculated
the mean value area of PilA-GFP foci and the number of patches
per 20 lm2 in the presence or absence of myriocin (Fig. C and
D). While PilA-GFP is organized in distinct domains distributed
all around the surface of ungerminated (0 h) and germinated
(12 h) ascospores, in the presence of myriocin, PilA-GFP staining
in germinated ascospores was observed in fewer and larger foci
(Fig. 8). PilA-GFP had a similar distribution pattern in ungermi-
nated conidia (0 h) (data not shown) and conidia derived germ-
lings (12 h) in the presence of myriocin.

Fig. 4. SurG-GFP localization in ascospores Polar and equatorial sections of ascospores expressing SurG-GFP in (A–D) quiescent ascospores (0 h) oriented parallel with the
equatorial plane (A and B) or perpendicular (C and D) to the xy plane; (E and F) swollen ascospores (5 h), (G and H) germinated ascospores (8 h). (I–L) equatorial sections of
ascospore germlings after 10 h, 12 h, 14 h and 16 h of growth (I–L, respectively). Optical sectioning (step size = 0.5 lm) was performed by confocal microscopy imaging. The
ascospores were obtained by selfing strain VS140 (see Table S1). All fluorescence images were acquired at the same laser intensity and detector settings. Strains were grown
in the presence of 5 mM urea and 1% w/v glucose as the sole nitrogen and carbon sources respectively, at 25 �C. GFP fluorescence is shown as inverted gray scale in black and
white images. Phase contrast in black and white and merged images of fluorescence and phase contrast are shown in color. Size bar = 5 lm. (For interpretation of the
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 5. Expression of core eisosomal genes in ascospores. (A) Expression of pilA, pilB and surG in ungerminated ascospores (0 h) and ascospore germlings (12 h) using semi-
quantitative RT-PCRs. (B) Graph presenting the optical density of each amplified band shown in (A) calculated by ImageJ. All values were normalized to the expression of the
housekeeping 18S rRNA gene. (C) Western blot analysis of PilA-, PilB- and SurG-GFP proteins. Approximately 200 lg of total protein fractions of ungerminated ascospores
(0 h) from strains expressing PilA, PilB, or SurG proteins tagged with GFP, were separated on a 10% w/v SDS–PAGE, transferred to a PVDF membrane, and probed with a
primary mouse anti-GFP monoclonal antibody and a secondary rabbit anti-mouse IgG horseradish peroxidase (HRP)-linked antibody. Protein markers are indicated in kDa on
the left. (D) Maximum intensity projections of z-stacks from confocal microscopy images of ungerminated ascospores expressing core eisosomal GFP-tagged proteins used for
the quantification of the levels of expression of each protein. (E) Graph comparing the levels of expression of the core eisosomal GFP-tagged proteins in ungerminated
ascospores based on quantification of the GFP fluorescence in images (n = 20) like the ones presented in (D). Pixel values/area were calculated with Image-Pro� Plus software.
Size bar = 5 lm. The ascospores were obtained by selfing strains VS138, VS139 and VS140 respectively (see Table S1).

Fig. 6. Colocalization of PilA with PilB and SurG in ungerminated ascospores and PilA with AbpA in ascospore derived hyphae Representative confocal fluorescence images
were analyzed after processing with a median filter to suppress background. Corresponding pictures were merged. All pixels colocalised are represented as inverted gray scale
images in black and white and scatterplots (fluorogram) pixel intensities are represented with the respective Pearson’s correlation coefficients (Rr). The degree of
colocalization was determined with the colocalization module of the Imaris software package (Bitplane, Zurich, Switzerland). Analysis of fluorescent intensities along line
section is shown in far right panels (see Section 2). The inset in the colocalization image shows a phase contrast image of an optical section. Size bar = 5 lm. The ascospores
were obtained by selfing strains VS91, VS94 and VS185 (see Table S1).
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4. Discussion

A. nidulans has a complex sexual cycle that has been studied
using morphological, cellular and genetic approaches (Machida
and Gomi, 2010 and references therein). One of these approaches
is the use of GFP-protein fusions that allow visualization of protein
expression during development by fluorescence microscopy. For
example, GFP has been used as a tool to monitor the expression
of the FcyB cytosine permease in asci of A. nidulans (Vlanti and
Diallinas, 2008). In the present work we have used biochemical
and live cell imaging approaches to study the expression and dis-
tribution of the core eisosomal proteins PilA, PilB and SurG in dif-
ferent structures of A. nidulans sexual cycle. Our results
demonstrate that the three core eisosomal proteins are not ex-
pressed either in early and late stages of hülle cells development
or during the early stages of ascospore development. They appear
as punctate foci at the plasmamembrane of quiescent, germinating
and germinated ascospores, where their distribution resembles
that of conidia (Vangelatos et al., 2010). In contrast to PilA and
SurG, we have found that PilB in quiescent ascospores is concen-
trated where the two halves of the ascospores are joined together.
In S. pombe, there are two PilA/Pil1-like proteins, Pil1 and Pil2,
which are the product of a gene duplication independent to the
one which originated PilA and PilB in the Pezizomycotina (Vangel-
atos et al., 2010). Their distribution in asci is very different from
what has been found in either S. cerevisiae or A. nidulans, Pil1 being
restricted to the periphery of the ascus, and Pil2 to the ascospore
membrane (Kabeche et al., 2011).

Given that PilA, PilB and SurG are expressed in the sexual cycle
of A. nidulans, we have examined whether they affect cleistothe-
cium and/or ascospore development. Deletions of each one or all
three core eisosomal genes do not affect either ascospore viability
or cleistothecium and ascospore morphology. This is in accordance
with the fact that pilA, pilB, and surG are expressed late in

ascospore development, suggesting that they are not involved in
sexual cycle progression. Notwithstanding the presence of eisoso-
mal proteins in mature ascospores their corresponding gene dele-
tions have no obvious effect on ascospore germination in different
growth media and temperatures tested.

We have previously reported (Vangelatos et al., 2010) that nei-
ther FM4-64 nor the ammonium-elicited endocytosis of the AgtA
(dicarboxylic amino acid transporter) are visibly affected in conidia
derived germlings of the deleted strains. To further investigate pos-
sible involvement of eisosomal proteins in endocytosis, we have
tested the possible colocalization of sites of endocytosis and PilA,
using the clathrin-mediated endocytosis marker, AbpA (Araujo-
Bazán et al., 2008). Our results showed no colocalization of PilA
and AbpA. Overall, our data indicate that there is no direct relation-
ship between eisosomes and endocytosis, as also previously re-
ported (Grossmann et al., 2008; Brach et al., 2011).

Time-lapse microscopy and FRAP analysis showed that eiso-
somes in A. nidulans are static as reported previously for eisosomes
in Ashbya gossypii (Seger et al., 2011) budding yeast (Walther et al.,
2006, 2007) and fission yeast (Kabeche et al., 2011). Disruption of
sphingolipid biosynthesis by myriocin (an inhibitor of serine pal-
mitoyl transferase) resulted in reduced number of PilA spots and
increased cytoplasmic fluorescence compared to myriocin un-
treated cells. These results are in agreement with experimental
observations reported by Frohlich and coworkers in S. cerevisiae
(Frohlich et al., 2009), who showed that an MCC protein, Nce102,
regulates eisosome biogenesis in response to sphingolipid avail-
ability. Nce102 regulates kinases pkh1/2, in S. cerevisiae, which
control eisosome biogenesis through phosphorylation of Pil1
(Frohlich et al., 2009). The orthologues of Nce102 in A. gossypii
and Aspergillus fumigatus, AgNce102 and AfNce102 are functionally
divergent, since the AgNce102 is not necessary for eisosome for-
mation while the AfNce102 is required for efficient conidiation
and localizes mostly at the ER and the tip of hyphae (Seger et al.,

Fig. 7. PilA-GFP molecules form stable structures (A) A representative image of ungerminated ascospores, expressing PilA-GFP, photobleached with a 488 nm laser beam. GFP
fluorescence is shown as inverted gray scale in black and white. Merged image of fluorescence and phase contrast is shown in color. The time stated in each panel refers to the
time of bleach (0 s). The inset shows the bleached region. (B) Graph showing the fluorescence recovery (%FRAP) in the bleached region over the course of 1200 s (20 min). Size
bar = 5 lm. The ascospores were obtained by selfing strain VS139 (see Table S1). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)
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2011; Khalaj et al., 2012). A. nidulans also has an orthologue of
Nce102 and its role is currently being studied in our laboratory.
These results further confirm that the evolutionary conservation

of eisosomal proteins in the Ascomycetes is inconsistent with their
functional significance. However, a conclusion that can be drawn
from the study of core eisosomal proteins in various fungal species

Fig. 8. Effect of myriocin in PilA distribution Equatorial sections of confocal images of a strain expressing PilA-GFP in (A) young mycelia and (B) germinated ascospores (12 h),
in the presence of 20 lg/mL myriocin. (C) Images correspond to maximal intensity projections of z-stacks and 3D reconstruction of the same images using spot detection tool
of Imaris (Bitlane) of a strain expressing PilA-GFP, in the absence and the presence of 20 lg/mL myriocin. (D) Quantification of PilA foci (mean value area (lm2) and number of
foci per 20 lm2 area in non-treated and myriocin treated cells. Error bars indicate standard deviations. GFP fluorescence is shown as inverted gray scale in black and white.
Corresponding phase contrast images are also shown in black and white at the bottom panels. Size bar = 5 lm. The ascospores were obtained by selfing strain VS139 (see
Table S1).
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is that eisosome foci are excluded from membrane regions of cell
growth (Douglas et al., 2011 and references therein).

Recently, FloA, a protein which localizes at the plasma mem-
brane and is excluded from regions of cell growth, was reported
to be implicated in membrane compartmentalization and to play
an indirect role in apical sterol-rich plasma membrane domains
(SRDs) maintenance (Takeshita et al., 2012). However, FloA is not
colocalised with PilA (Athanasopoulos, Gournas and Sophianopou-
lou unpublished data).

The Sur7 protein of the pathogen C. albicans plays a role in mor-
phogenesis, cell wall synthesis and maintenance (Wang et al., 2011
and references therein). Deletion of SUR7 in S. cerevisiae causes de-
fects in sporulation and osmotic stress (Young et al., 2002; Dupont
et al., 2010). In contrast, pilAD, pilBD and surGD strains (or triple
deleted mutant strain) have not shown any abnormalities in mor-
phogenesis, sporulation, hyphal growth and polarity establishment
or any resistance/sensitivity to factors that induce cell wall defects,
such as detergents (SDS) and chitin-binding agents (Congo red),
suggesting that core eisosomal proteins of A. nidulans are not play-
ing any indirect/direct role in cell wall synthesis/maintenance.
Moreover, deletion of sur7 in C. albicans results in marked hyper-
sensitivity to fluconazoles (Alvarez et al., 2008), a triazole anti-
fungal agent which is an inhibitor of ergosterol biosynthesis, to
which A. nidulans is tolerant (Edlind and Katiyar, 2004). Interest-
ingly, deletion of either or both surG and pilA genes lead to moder-
ate resistance to another antifungal triazole agent, itraconazole
(Vangelatos et al., 2010). Overall, despite differences in temporal
expression and membrane distribution of core eisosome proteins
in different fungi, the types of different structures – puncta or fil-
aments (Kabeche et al., 2011) – eisosomes form, all available data
implicate eisosomal proteins in plasma membrane (PM) organiza-
tion. The importance of plasma membrane organization is high-
lighted by the fact that the most effective antifungal drugs, target
lipids and proteins in this essential barrier. Future studies will con-
tribute to elucidate the mechanisms involved in eisosomes assem-
bly/disassembly, understanding their function in different fungal
species and hopefully comprehend the relationship between PM
organization and pathogenicity. Notwithstanding the elusive func-
tion of eisosomal proteins, it is noteworthy that the distribution in
ascospores and conidiospores, quiescent, long-term survival cells,
that have a quite different developmental origin, is almost identi-
cal, and quite different from that in growing germlings and
mycelia.
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Background: PrnB, different from Put4p, its Saccharomyces cerevisiae orthologue, is a highly specific L-proline transporter
of Aspergillus nidulans.
Results: Identification of 12 residues important for PrnB activity and/or specificity. Put4p-mimicking mutants of PrnB recog-
nize other Put4p substrates.
Conclusion: Residues variable in the yeast amino acid transporter (YAT) family determine transporter specificity.
Significance: Understanding the molecular mechanisms underlying amino acid recognition and translocation through YATs.

Amino acid uptake in fungi is mediated by general and spe-
cialized members of the yeast amino acid transporter (YAT)
family, a branch of the amino acid polyamine organocation
(APC) transporter superfamily. PrnB, a highly specific L-proline
transporter, only weakly recognizes other Put4p substrates, its
Saccharomyces cerevisiae orthologue. Taking advantage of the
high sequence similarity between the two transporters, we com-
bined molecular modeling, induced fit docking, genetic, and
biochemical approaches to investigate the molecular basis of
this difference and identify residues governing substrate bind-
ing and specificity.We demonstrate that L-proline is recognized
by PrnB via interactions with residues within TMS1 (Gly56,
Thr57), TMS3 (Glu138), andTMS6 (Phe248), which are evolution-
ary conserved in YATs, whereas specificity is achieved by subtle
amino acid substitutions in variable residues. Put4p-mimicking
substitutions in TMS3 (S130C), TMS6 (F252L, S253G), TMS8
(W351F), and TMS10 (T414S) broadened the specificity of
PrnB, enabling it to recognize more efficiently L-alanine, L-aze-
tidine-2-carboxylic acid, and glycine without significantly
affecting the apparent Km for L-proline. S253G and W351F
could transport L-alanine, whereas T414S, despite displaying
reduced proline uptake, could transport L-alanine and glycine, a
phenotype suppressed by the S130C mutation. A combination
of all five Put4p-ressembling substitutions resulted in a func-
tional allele that could also transport L-alanine and glycine, dis-
playing a specificity profile impressively similar to that of Put4p.
Our results support a model where residues in these positions

determine specificity by interacting with the substrates, acting
as gating elements, altering the flexibility of the substrate bind-
ing core, or affecting conformational changes of the transport
cycle.

Amino acid supply in cells depends on specialized trans-
membrane transporter proteins. Themajority of these proteins
belong to the ubiquitous amino acid polyamine organocation
(APC)5 superfamily, one of the largest families of secondary
transporters (1, 2). TheAPC includesmembers that function as
solute/cation symporters and solute/solute antiporters and are
found in bacteria, archeae, fungi, protists, plants and animals (1,
3). Fungal APC members belong to the yeast amino acid trans-
porter (YAT) family (4). Numerous YAT transporters can be
identified in all sequenced genomes of fungi. Characterized
members include 15 of the 16 characterized amino acid trans-
porters of Saccharomyces cerevisiae (5, 6), two proteins of
Aspergillus nidulans, PrnB andAgtA (7, 8), as well as transport-
ers fromCandida glabrata,Neurospora crassa, and Penicillium
chrysogenum (9–11). These proteins display different specific-
ities and are subject to tight transcriptional and post-transla-
tional regulation (12–14).
The prnB gene encoding the main proline transporter of A.

nidulans is part of the prn gene clustermediating transport and
utilization of proline as a sole carbon and/or nitrogen source (7,
15, 16). The prnB gene has been extensively used as a model for
transcriptional and post-transcriptional regulation of gene
expression (15–20).
The PrnB transporter has been used as a model to address

structure-function relationships in YATs, by mutational analy-
sis and cysteine scanning mutagenesis (21–23). Earlier compu-
tational studies suggested that APC members possess the so
called “5 � 5”-fold (24), commonly found in the crystal struc-
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tures of several prokaryotic transporters belonging to evolu-
tionary distinct protein families with different substrate speci-
ficities (25–28). By using a sensitive homology threading
approach, a three-dimensional model of PrnB was previously
generated, using as template the crystal structure of the LeuT
transporter of Aquifex aeolicus (23). This model predicted that
PrnB, as well as othermembers of theAPC superfamilly and the
YAT family, share a common structural core (23). This core
consists of two intertwined, antiparallel V-shaped repeating
units of five transmembrane segments each (TMS1–5 and
TMS6–10) connected by a relatively long loop and is followed
by two additional helices (TMS11 and -12). Along with muta-
tional evidence, the model suggested that the substrate binding
pocket of APCswould be located in the vicinity of the unwound
part of two kinked helices (TMS1 and TMS6) of each V-shaped
repeated unit of the transporter. These predictions were con-
firmed by the subsequent crystal structures of three bacterial
APCmembers: the arginine/agmatine (AdiC) and glutamate/�-
aminobutyric acid (GadC) antiporters and the ApcT, a broad
specificity proton/amino acid symporter (29–31).
In this study, using the PrnB transporter, we combinemolec-

ular modeling and induced fit docking along with comparative
sequence analyses, genetic and biochemical approaches in an
attempt to identify substrate binding residues and specificity
determinants of YATs. More precisely, we provide further evi-
dence that residues Gly56 and Thr57 of TMS1 contribute to
substrate binding and also identify new substrate interacting
residues in TMS3 (Glu138), TMS6 (Phe248), TMS8 (Trp351), and
TMS10 (Thr414). Moreover, we show that PrnB is a highly spe-
cific L-proline transporter compared with Put4p, which is also
known to transport L-alanine, glycine, GABA, and the toxic
proline analog L-azetidine-2-carboxylic acid (AZC) (32–37).
Taking advantage of the high primary sequence similarity and
the specificity differences of PrnB and Put4p, we identify resi-
dues in TMSs 3 (Ser130), 6 (Phe252 and Ser253), 8 (Trp351), and
10 (Thr414) that contribute to the determination of the speci-
ficity profile of proline transporters. Based on these results, we
discuss the potential mechanisms governing specificity deter-
mination in fungal amino acid transporters.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Multiple alignments—Accession numbers of the proteins:
AdiC, C8U042; PrnB, P18696; Put4p, P15380; AgtA, B2M1L6;
Dip5, P53388; PcDip5, Q6SKV7; Can1, P04817; Lyp1, P32487;
Alp1, P38971; Gap1, P19145; NcPMG, P87251; Agp1, P25376;
Gnp1, P48813; Bap2, P38084; Bap3, P41815; Tat1, P38085;
Tat2, P38967; Tat3, A4UZ28; CgCyn1, Q6FK93; Hip1, P06775;
Sam3, Q08986; Mmp1, Q12372.
Homology Modeling—Multiple threading alignments were

created with LOMETS metaserver (38) using the full-length
sequence of PrnB from A. nidulans or Put4p from S. cerevisiae
(Uniprot accession codes P18696 and P15380, respectively).
Fig. 1 shows amultiple alignment of YAT sequences. The align-
ments of the PrnB and Put4p sequences with that of AdiC (PDB
code 3L1L), shown in Fig. 2, were obtained by TM-Coffee (39)
and modified manually on the basis of this multiple alignment.
The full-length sequences of PrnB and Put4pwere submitted to
the TOPCONSmeta-server (40) for consensusmembrane pro-

tein topology prediction. 2000models of PrnB residues 38–515
and 2000 models of Put4p residues 107–590 were constructed
in total using the Rosetta threading protocol with the mem-
brane specific scoring function terms (41–43). The secondary
structure of the protein, as predicted by SAMserver (44), aswell
as the consensus membrane protein topology prediction made
by TOPCONSmeta-server, were also taken into account in the
form of restraints duringmodel construction. 3-mer and 9-mer
peptide fragments for modeling were created locally using the
SAM-predicted secondary structure of PrnB and Put4p.
Unfolded and broken structures were excluded by retaining only
the 90% top scores models. A random model among them was
superimposedon the crystal structure ofAdiCusing the combina-
torial extension algorithm (45), and the putative substrate binding
cavities of PrnB and Put4p were determined by selecting every
residue that was poised within 8 Å from the arginine ligand. Tra-
jectories were assembled from the remained low-energy models
andwere clusteredwithGROMACSTools version4.6.1 (46)using
the backbone heavy atoms and C� carbon of the putative
substrate binding pocket. The algorithm used for clustering
was “gromos” with cutoff at 1.5 Å. Root mean square (r.m.s.)
flunctuation of the backbone atoms was calculated with
g_rmsf module of GROMACS Tools.
Induced Fit Docking—Protein preparation using OPLS2005

force field (47) andmolecular docking was performed with the
Schrödinger Suite 2014, as described in our previous study (48).
Substrates were docked on the most dominant cluster repre-
sentative receptor structures, using the induced fit docking
protocol (Schrödinger Suite 2014 Induced Fit Docking proto-
col), which is intended to circumvent the inflexible binding site
and accounts for the side chain and backbonemovements upon
ligand binding (49).
Strains, Media, and Growth Conditions—Strains used in this

study are summarized in Table 1. All carry the veA1mutation.
Chemicals were from Sigma and AppliChemGmbH. Standard,
previously described MM and complete media for A. nidulans,
as well as medium supplements, were used (described in the
Fungal Genetics Stock Centre). Assessment of the functionality
of PrnB alleles was performed in MM using 1% glucose or 1%
glycerol as carbon sources. Urea, amino acids, and GABA have
been supplemented at a final concentration of 5 or 10 mM,
unless otherwise indicated. D-Serine was used at a final concen-
tration of 0.1mg/ml, using urea as the sole nitrogen source. For
membrane-enriched protein extracts, strains were incubated
3–4 days at 37 °C in solid complete medium. Conidiospores
were harvested, filtered through miracloth, and used to inocu-
late flasks containing 200 ml of liquid MM, appropriately sup-
plemented, using 0.1% fructose and 10 mM NaNO3 as carbon
and nitrogen sources, respectively. Cultures were incubated
18 h at 25 °C and prnB induction was achieved by the addition
of 20 mM L-proline for the last 4 h of growth.
MolecularManipulations and Transformation—prnB alleles

have been generated by in vitro site-directed mutagenesis of
plasmid pA4 (50), using Kapa-HiFi (Kapa Biosystems) DNA
polymerase and primers 11–32 of Table 2. The alleles were
confirmed by sequencing (VBCGenomics, Austria). Linearized
sequences of these plasmids were used to transform, as previ-
ously described (51), strain prn397. Transformants were iso-
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lated and analyzed by Southern blotting for the sequence of the
prnB gene, ensuring that all strains used in this study carry
single copy in-locus prnB alleles derived fromhomologous inte-
gration events. A �1100-bp SmaI fragment, including part of
the promoter and ORF of prnB, from plasmid pA4 was used as
a prnB-specific probe. The �1500 bp 5� and 3� flanking
sequences of gabA were PCR amplified using primers 1–8 of
Table 2 digested with KpnI/XbaI and XbaI/NotI and subse-
quently cloned into a KpnI/NotI linearized pBlueScript II
SK(�)vector. In the unique XbaI site of the resulting plasmid,
the AfpyrG gene, PCR amplified using primers 9 and 10 from
plasmid p1439 (52, 53) and XbaI digested was cloned. The

resulting cassette was PCR amplified using primer pairs 1 and 4
and �2 �g of the products were used to transform strain
nkuA�, selecting for uracil/uridine prototrophy. Single copy
gabA�::AfpyrG strains were checked by Southern analysis,
using as probes the sequences of AfpyrG and the 5� flanking
sequence of gabA. Plasmid preparation from Escherichia coli
strains and DNA bands purified from agarose gels were per-
formed with the Nucleospin Plasmid kit and the Nucleospin
ExtractII kit, respectively, according to the manufacturer’s
instructions (Macherey-Nagel, Lab Supplies Scientific SA, Hel-
las, Greece). DNA probes for Southern analysis (54) were
labeled with [32P]dCTP (3000 Ci/mmol, Institute of Isotopes

FIGURE 1. Sequence alignment of TMS 1, 3, 6, 8, and 10 of YATs of known function. Black arrowheads indicate residues conserved in the family, which in
PrnB (Gly56, Thr57, Glu138, and Phe248) and Can1 (Gly103, Thr104, and Phe295) appear to interact with the invariant part of amino acid substrates. Tyr181 of Bap2,
necessary for transport activity, is also highlighted. Black asterisks indicate residues non-conserved in the family, which in PrnB (Trp351 and Thr414) and Can1
(Ser176, Thr180, Gln298, and Thr456) appear to participate in substrate binding, as well as specificity determination residues of PrnB (Ser130, Lys245, Trp351, and
Thr414). Empty arrowheads indicate residues that are close to the binding site and, directly or indirectly, affect the specificity of PrnB (Phe252 and Ser253). Black
circles indicate residues important for PrnB function, which are conserved in the family and do not appear to directly participate in substrate binding (Phe250

and Glu255). Visualization was done using ESPript 3.0 (78), following annotation using Photoshop CS5 (Adobe).

FIGURE 2. The pairwise alignments between PrnB and AdiC as well as Put4p and AdiC, which were used for homology modeling. The two terminal amino
acids of the gap in AdiC (residues 181–191) structure are marked in red.
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Co. Ltd., Miklós, Hungary) using a random hexanucleotide
primer kit following the supplier’s instructions (Takara Bio, Lab
Supplies Scientific SA) and purified onMicroSpinTM S-200 HR
columns following the supplier’s instructions (Roche Diagnos-
tics). Restriction enzymes used were from Takara Bio.
Epifluorescence Microscopy—Samples were prepared as pre-

viously described (55, 56). 20 mM L-proline was used for induc-
tion of prnB expression, at 25 °C for 12–14 h. Samples were
observed using a Plan-Apochromat �100 1.40 NA oil immer-
sion objective lens on an Axioplan 2 fluorescence microscope
(Carl Zeiss, Inc.) with appropriate filters and the resulting
images were acquired with a Zeiss-MRC5 digital camera using
AxioVs40 V4.40.0 software. Images were then processed with
ImageJ (NIH) and annotated with Photoshop CS5 software
(Adobe).
Radiolabeled Uptake Measurements and Kinetic Analyses—

Activity of PrnB mutants was measured by estimating rates of
L-[3H]proline (60.0 Ci mmol�1, Moravek Biochemicals, Brea,

CA) uptake as previously described (21–23, 57). L-[3H]Proline
uptake in MM, pH 6.8, at 25 °C was assayed in germinating
conidiospores of A. nidulans derived from 8 to 9-h cultures at
25 °C, induced with 20 mM L-proline and washed 3 times with
50ml ofMM, finally concentrated at 107 conidiospores/100 �l.
Initial velocities were measured at 1–5 min of incubation with
0.25–20 �M radioactive substrate because uptake was linear for
at least 30 min (21). Km/Ki values were obtained directly by
performing and analyzing (Prism3) L-[3H]proline uptake in the
presence of at least 10 different concentrations of competitor.
In all cases background uptake values were corrected by sub-
tracting valuesmeasured in a prnB� strain.Ki values calculated
satisfy the criteria for use of the Cheng and Prusoff equation
Ki � IC50/[1 � (L/Km)], in which L is the permeant concentra-
tion. IC50 values were determined from full dose-response
curves, and in all cases the Hill coefficient was close to �1,
consistent with the presence of one uptake system.
Protein Extraction and In-gel Fluorescence—Membrane-en-

riched protein extracts were prepared as previously described
(22, 55), with the followingmodifications (58). Followingmem-
brane protein precipitation by centrifugation (1 h, 18,000 � g,
4 °C), the extraction buffer was removed and the pellet was
resuspended in ice-cold In-gel Fluorescence Resuspension
Buffer (IFRB: 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM EDTA, 10% glyc-
erol) freshly supplemented with protease inhibitor mixture
(Sigma, P8215, 1:500) and 1mM PMSF. Cell debris was pelleted
by centrifugation at 500 � g for 3 min at 4 °C and the superna-
tant was transferred to a new pre-cooled Eppendorf tube. Pro-
tein concentration was measured by the method of Bradford.
30–50 �g of protein samples were mixed with one-third vol-
ume of 4� SB for In-gel Fluorescence (4� IFSB: 70 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 7% glycerol, 7 mM EDTA, pH 8.0, 8% SDS, 100mM

DTT, 0.02% bromphenol blue) and immediately used to load a
standard 10%SDS-polyacrylamide gel. Following SDS-PAGE at
110 V, the gel was rinsed with dH2O and the fluorescent bands
were detectedwith a CCD camera system (ImageQuantTMLAS
4000, GE Healthcare) by exposure to blue light (EPI source) set
at 460 nm, using a cut-off filter of 515 nm, by increasing the
exposure time until fluorescent bands were clearly visible
(10–60 s). The gel was subsequently stained with Coomassie
staining solution. Images were processed with ImageJ (NIH)
and annotated with the Adobe Photoshop CS5 software.

RESULTS

To identify the topology of PrnB and Put4p residues that are
essential or crucial for proline binding and transport, we con-
structed the three-dimensional structural models of the trans-
porters, using a robust comparativemodeling approach (Fig. 3).
The models were based on the outward-facing occluded struc-
ture of AdiC (PDB code 3L1L). In that structure, AdiC was
crystallized with its substrate, arginine, in an intermediate con-
formation, which enables the identification of most of the
amino acid residues involved in substrate binding (29).
Two thousand structural models of PrnB and Put4p were

built anddivided into clusters, based on the structural similarity
of their substrate binding sites. The three largest clusters of
each protein were used for docking. These clusters represent
28, 17.5, and 6.7% of the total model population in PrnB and 28,

TABLE 1
A. nidulans strains used and constructed in this study

Strain Genotype Description/Refs.

Wt1 pantoB100; yA2 Wild-type reference strain
CAM45 prn377; pabaA1; yA2 prnB�, Ref. 50
prn397 prn397; pantoB100; yA2 prnBC�, Ref. 12
TpA4a prnB-gfp; pantoB100; yA2 Ref. 50
VIE180 ckiA1919; pabaA1; pantoB100; yA2 Ref. 60
VIE181 ckiA1919; prnB377; pabaA1; riboB2; yA2 Ref. 60
nkuA� nkuA�::argB; pyrG89; pyroA4 Ref. 52
CG1 gabA�::AfpyrG; pyrG89; pyroA4; nkuA�::argB This study
CG2 ngn2�::AfpyrG; pyrG89; pyroA4; nkuA�::argB This study
CG3b prnB-gfp; ckiA1919; pantoB100; yA2 This study
CG4b prnB-gfp; gabA�::AfpyrG; pantoB100; yA2 This study
CG5 prn377; gabA�::AfpyrG; pabaA1; pyroA4; yA2 This study

a Strains isogenic to TpA4, carrying prnB-gfp alleles with substitutions G56P,
T57N, S130C, E138D, E138Q, G247A, F248Y, F248W, F250Y, F248W/F250W,
I251�, F252�, F252L, S253G, E255D, E255Q, W351F, W351E, W351A, T414S,
T414A, S130C/T414S, and S130C/F252L/S253G/W351F/T414S were con-
structed in this study.

b Strains isogenic to CG3 and CG4, carrying prnB-gfp alleles with substitutions
S130C, G247A, F252L, S253G, W351F, W351E, W351A, T414S, T414A, S130C/
T414S, and S130C/F252L/S253G/W351F/T414S were constructed in this study.

TABLE 2
Primers used in this study
Primers 7–28 have been used for in vitro site-directed mutagenesis along with a,
herein not shown, reverse complement primer.

Name 5�-3� sequence

1 5� gabA KpnI F aatcggtaccggcttcagcgtgcaggac
2 5� gabA XbaI R aagtctagagcttctgcgtgccagtataac
3 3� gabA XbaI F aagtctagagccggatccaacactcgag
4 3� gabA NotI R aatcgcggccgcgtgtctcggtggaatgttcg
5 AfpyrG XbaI F cgcgtctagagcctcaaacaatgctcttcaccctc
6 AfpyrG XbaI R cgcgtctagactgtctgagaggaggcactgatgcg
7 G56P F ctcgccatcggaggatgtattcccactggtctcttcgtcggtac
8 T57N F ccatcggaggatgtattggcaatggtctcttcgtcggtacttc
9 S130C F ggctataactactggtattgctttgctatgctgctggcctc

10 E138D F ctatgctgctggcctcggatgtgagtacaatggctttatt
11 E138Q F ctatgctgctggcctcgcaagtgagtacaatggctttatt
12 G247A F ggactgccctgatcaagtccgctttttcgttcattttctcgc
13 F248Y F gccctgatcaagtccggttattcgttcattttctcgcccgaattg
14 F248W F gccctgatcaagtccggttggtcgttcattttctcgcccgaattg
15 F250Y F ctgatcaagtccggtttttcgtacattttctcgcccgaattgatc
16 F248W/F250W F gccctgatcaagtccggttggtcgtggattttctcgcccgaattgatc
17 I251� F caagtccggtttttcgttcttctcgcccgaattgatc
18 F252� F caagtccggtttttcgttcatttcgcccgaattgatcaccac
19 F252L F gtccggtttttcgttcattctctcgcccgaattgatcacc
20 S253G F ccggtttttcgttcattttcgggcccgaattgatcaccacg
21 F252L/S553G F gtccggtttttcgttcattctcgggcccgaattgatcaccacg
22 E255D F gttcattttctcgcccgacttgatcaccacagccgct
23 E255Q F ttcgttcattttctcgccccaattgatcaccacagccgc
24 W351F F ggtcatccggtaacgcattctgttacgctggatcgag
25 W351E F tggtcatccggtaacgcagagtgttacgctggatcgag
26 W351A F tggtcatccggtaacgcagcgtgttacgctggatcgag
27 T414S F ctactggttcaccaatatttctaccgttggcgggttcatc
28 T414A F ctactggttcaccaatattgctaccgttggcgggttcatc
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26.4, and 12.4% of that in Put4p, respectively. Fig. 3A shows a
representative structure of the largest cluster of each of the two
transporters. The overall models of the two permeases are, as
expected, very similar (Fig. 3B). A notable difference was
observed in the positioning of TMS6a and TMS11, which are
closer to the pore of the transporter in Put4p. The observed
differential positioning of TMS6a could be partially explained
by the differential flexibility of the nearby unwound segment of
TMS6. Indeed, r.m.s. fluorescence measurements showed that
the positioning of TMS6a is substantially more variable in
Put4p than in PrnB (Fig. 3C). Our mutational analysis suggests
that this could be related to the broader specificity of Put4p (see
below). In contrast to TMS6a, the r.m.s. fluctuation of TMS11
between PrnB and Put4p is quite similar.
Identifying Substrate Binding Residues—We performed

induced fit docking of L-proline in PrnB as well as L-proline,
L-alanine, and L-azetidine-2-carboxilic acid in Put4p (Fig. 4 and
data not shown). Docking of these substrates was performed to
the representative structures of at least the three largest clusters
of the homologymodels, which altogether representmore than
50% of the structures created for each transporter. With this
strategy we allowed implicitly larger structural movements to
occur in the substrate binding regions, than those introduced

by the induced fit docking protocol alone. This way we
accounted for transporter flexibility, which was necessary (as
discussed below) to obtain docking poses that are in agreement
with previous studies (23, 29, 59).
Our docking studies suggested that proline binds almost

identically in PrnB and Put4p (Fig. 4, A–D), whereas L-alanine
and AZC are bound to Put4 in a way very similar to that of
proline (data not shown). More specifically, in the first two
clusters, which represent themost abundant populations of the
structures generated (45.5% in PrnB and 54.4% in Put4p), pro-
line seems to bind to two distinct sites. In the first site, which is
located closer to the extracellular region of the transporters,
proline interacts with the side chains of two amino acid resi-
dues, which are highly conserved in the YAT family (Fig. 4, A
and B). The first, Thr57 of PrnB (Thr126 of Put4p), is located in
the unwound segment of TMS1 and is part of the characteristic
“G(T/S)G” motif of YATs (Fig. 1). This residue, previously sug-
gested to be part of the proline binding site (23), is found to
interact with proline via a hydrogen bond. The second residue,
Glu138 of PrnB (Glu211 of Put4p), located in TMS3 and also
highly conserved in the family, interacts with proline via a salt
bridge. The interactions of these two residues with proline via
the invariant part of amino acid substrates (the �-carboxyl and

FIGURE 3. A, the orientation of theoretical models of PrnB and Put4p with respect to the membrane, as predicted by the OPM server (79), along with the position
of selected residues important for the function and specificity profile of PrnB marked with spheres. Insets in the figure show a higher magnification of the boxed
area. B, superimposition of the PrnB and Put4p models colored by r.m.s. deviation. Low r.m.s. deviation regions are colored in dark blue, moderate r.m.s.
deviation in magenta, and high r.m.s. deviation in red. Unaligned regions are gray. C, the structural models of PrnB (left) and Put4p (right) were color-coded in
rainbow scale according to r.m.s. fluctuation (RMSF) measurements. Dark blue indicates low r.m.s. fluctuation, whereas red indicates very high r.m.s. fluctuation.
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the imino group) are compatiblewith their high conservation in
several YATs of different specificities (Fig. 1). In addition, the
docked substrate forms H-bonds with the backbone of the
highly conserved PrnBG56 and PrnBG58 (Fig. 4, C, Put4pG125,
and Put4pG127 in B, respectively). This configuration seems to
be stabilized by hydrophobic or �-cation interactions with the
side chains of PrnBF248 and PrnBW351 (Fig. 4, A and C,
Put4pF321, and Put4pF424 in B and D, respectively). PrnBF248
(Put4pF321), located at the vicinity of the unwound part of
TMS6, is highly conserved in the family. On the contrary, an
aromatic residue in position 351 of PrnB is found only in pro-
line-specific YATs (Fig. 1).
An interesting difference in proline binding was acquired by

a significant percentage of the second cluster of Put4p struc-
tures (26.4% of the population). In these structures it was found
that proline still interacts with the side chains of residues

Thr126 and Glu211, but it also interacts with Lys318 (Fig. 4B).
Interestingly, this Lys residue is not conserved in YATs and is
present exclusively in proline-specific permeases (Fig. 1). The
side chain of Lys245, the corresponding residue of PrnB, in all
PrnBmodels is positioned away from the proposed binding site
and toward the extracellular surface, similarly to some of the
configurations obtained for Put4p (Fig. 4D). However, previous
experimental data showed that Lys245 is important for efficient
proline transport by PrnB, whereas its substitution by Leu sig-
nificantly increases the Km for proline (21). The fact that Lys245
of PrnB was not predicted to interact with proline could be
related to the positioning of TMS6a. This suggests a possible
interaction of Lys245 and the proline substrate in another con-
formation of the transporter, most probably a more outward
facing. Another intriguing difference was the identification of
three additional proline binding orientations in PrnB (Fig. 5),
which could reflect intermediate positions of the substrate
between the two substrate binding sites found in both PrnB and
Put4p.
The second binding site, found only by the docking of L-pro-

line in PrnB (Fig. 4E) and L-alanine in Put4p (Fig. 4F), is located
deeper into the substrate binding core. Proline, at this site, is
found to interact with PrnB via H-bonding with the side chains
of Thr414 and Tyr127 (Fig. 4E). Similarly, L-alanine in Put4p
forms H-bonds with the side chain of Tyr200 (Tyr127 of PrnB)
and the backbone of Gly326 and Glu328 (Ser253 and Glu255 of
PrnB, respectively) (Fig. 4F). Interestingly, in this configuration,
L-alanine, a substrate of Put4p but not PrnB, seems to be close
to Leu325, which alongwithGly326 differ in the two transporters
(Phe252 and Ser253 in PrnB, respectively). Thr414, part of
TMS10, is also different between the two transporters (Ser487 of
Put4p) and other YATs (Fig. 1). Most interestingly, it corre-
sponds to Thr456 of Can1, a substrate interacting residue of the
arginine permease of S. cerevisiae that has been very recently
shown to determine the specificity of the basic amino acid
transporters of yeast (59). The above residues, along with
PrnBW351, constitute themain differences in the predicted sub-
strate binding pockets of PrnB and Put4p (Fig. 9) and could,

FIGURE 4. The substrate binding sites of PrnB and Put4p, as revealed by
induced fit docking of L-proline in the models of PrnB (A and C) and Put4p
(B and D). Hydrogen bonds are marked with dashed yellow lines. Two headed
red arrows indicate the �-cation interaction. Putative secondary binding sites
in PrnB and Put4p as revealed by the docking of L-proline in PrnB (E) and
L-alanine in Put4p (F). All L-proline poses of PrnB and Put4 have the same
colors as in Fig. 5, to mark the position of the ligand in the trajectory.

FIGURE 5. A potential trajectory of L-proline in PrnB, as revealed by dif-
ferent docking sites. The different proline substrates are color-coded to cor-
respond to the docking poses of PrnB in Fig. 4.
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thus, be related to the different specificity profiles of the two
orthologues.
Rationale of the Mutational Analysis—The comparative

analysis of structural alignments of YAT members of Fig. 1
showed that the substrate interacting residues of PrnB and
Put4p fall into two categories. The first includes residues show-
ing high to absolute evolutionary conservation in YATs (Gly56,
Thr57, Glu138, and Phe248 of PrnB). Consistent with their con-
served nature, our docking analysis showed that the above PrnB
residues interact with proline through the invariable part of
amino acid substrates (Fig. 4).

The second category includes residues (Ser130, Gly247,
Phe252, Ser253, Trp351, and Thr414 of PrnB) predicted to be in
the substrate binding pocket of PrnB and Put4p but are variable
between the two permeases (Fig. 9) and other YATs (Fig. 1).
Among these residues, Trp351 and Thr414 are found to interact

directly with proline (Fig. 4), whereas Ser130 is close to Thr414
(Fig. 3). Finally, Gly247, Phe252, and Ser253, parts of the unwound
segment of TMS6, are close to the substrate binding core of
PrnB.
Consequently, conservative substitutions of the conserved

proline binding residues of the first category and Put4p-mim-
icking substitutions of the variable proline binding residues of
the second category were carried out (S130C, G247A, F252L,
S253G,W351F, andT414S).Moreover, the unwound segments
of TMS6 of the proline-specific YATs are uniquely longer by
one amino acid (Fig. 1). To investigate the importance of this
variation, we constructed PrnB mutants shorter by one amino
acid residue lacking either Ile251 (I251�) or Phe252 (F252�).
Study of Conserved Residues—Results concerning the con-

served amino acid residues of the binding site in YATs are
shown in Fig. 6 and Table 3. As shown in Figs. 6B and 7B, all

FIGURE 6. Study of PrnB alleles substituted in amino acid residues highly conserved in YAT members. A, growth tests at 37 and 25 °C of strains expressing
the indicated PrnB alleles using proline (Pro) or urea (U) as sole nitrogen sources, and 1% glucose (G) or glycerol (g) as sole carbon sources. B, inverted, grayscale
epifluorescence microscopy images of strains expressing the corresponding GFP-tagged PrnB alleles. Scale bar represents 5 �m. C, graph showing the % initial
uptake of L-[3H]proline, at a concentration of 0.350 �M, of the examined PrnB alleles. D, analysis of in-gel fluorescence of membrane-enriched protein extracts
from strains expressing the corresponding PrnB-GFP alleles. Non-tag, sample from a strain not expressing GFP. NI (non-induced), sample from a strain
expressing the wild-type PrnB-GFP transporter grown under non-inducing, non-repressing conditions of prnB expression. Quantification was performed with
the program ImageJ (NIH). For relative quantification of fluorescence (Fluorescence), the intensity of the endogenous autofluorescent faint band of the left
panel, appearing at �70 kDa of the non-tag sample, was considered as equal to 1. For normalization in relationship to the total protein amount, the intensity
of a chosen band was measured after staining with the Coomassie solution. Value 1 was set as the intensity of the band from the non-tag sample of the left
panel. The ratio (Ratio) of the fluorescence intensity to the intensity of the corresponding band in Coomassie represents, the relative amount of each intact
PrnB-GFP allele (�72 kDa), normalized to the total protein loaded.

Substrate Binding and Specificity of Fungal Amino Acid Transporters

MARCH 6, 2015 • VOLUME 290 • NUMBER 10 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 6147

 at H
A

R
V

A
R

D
 U

N
IV

E
R

SIT
Y

 on Septem
ber 16, 2015

http://w
w

w
.jbc.org/

D
ow

nloaded from
 

http://www.jbc.org/


alleles, except I251� and F252�, are normally targeted to the
plasma membrane. Consistently with previous Western blots
(22), all PrnB-GFP alleles detected by in-gel fluorescence
appear as doublets. Moreover, the lower molecular weight fast
migrating bands that were also detected most probably corre-
spond to N-terminal degradation products, as it has been
observed for AgtA, another YAT of A. nidulans (60). In-gel
fluorescence analysis (Figs. 6D and 7D) showed that all mutant
proteins, except I251� and F252�, are expressed at levels com-
parable with the wild-type PrnB-GFP, displaying a 2-fold max-
imal variation. The above results strongly indicate that the dif-

ferences in growth tests (Figs. 6A and 7A) as well as in
L-[3H]proline initial uptake rates (Figs. 6C and 7C) are truly
indicative of the functionality of the PrnB mutant proteins. In
addition, L-[3H]proline initial uptake rates are well correlated
with the growth of strains carrying the corresponding prnB
mutants on proline as sole nitrogen source at 25 °C. This is in
agreement with previous studies on A. nidulans transporters,
where only mutations that reduce the uptake rate 	50% of the
wild-type lead to a defect reflected by relevant growth tests,
whereas mutations retaining 	20% uptake rate are difficult to
distinguish from a strain carrying deletion of the transporter

TABLE 3
Specificity profile of functional PrnB mutants carrying substitutions in residues conserved in YATs
The abbreviations used in the table are: GABA, �-aminobutyric acid; L-AZC, L-azetidine-2-carboxylic acid; L-P-NH3, L-prolinamide; 3,4-D-Pro, 3,4-dehydro-L-proline;
L-PCA, L-pipecolinic acid; NI, no inhibition (90–100% uptake); 
2000, slight inhibition at 2 mM (65–90% uptake); �2000, inhibition at 2 mM (�50–65% uptake). Results
are averages of at least three independent experiments in triplicate for each concentration point. Standard deviation was below 20%.

Km/Ki

PrnB allele L-Proline GABA L-AZC L-Ala Gly L-P-NH3 3,4-D-Pro L-PCA

�M

WT 38 � 3 NI 1129 � 86 
2000 
2000 983 � 67 52 � 5 1089 � 115
T57N 6 � 1.9 NI 610 � 44 541 � 53 
2000 534 � 45 77 � 6 
2000
F248Y 33 � 2.6 
2000 1350 � 142 
2000 NI 947 � 92 175 � 16 683 � 49
F248W 21 � 1.8 
2000 750 � 67 1013 � 115 
2000 508 � 41 145 � 12 177 � 14
F250Y 13 � 1.6 NI 441 � 47 563 � 52 
2000 455 � 39 114 � 9 �2000
F248W/F250W 1.9 � 0.2 
2000 172 � 14 219 � 23 
2000 650 � 33 62 � 6 107 � 9
E255D 2 � 0.8 NI 84 � 6 553 � 44 
2000 408 � 42 24 � 2 422 � 19

FIGURE 7. Study of PrnB alleles carrying substitutions in amino acid residues not conserved in YAT members. A–D are as indicated in the legend of Fig.
6. 5M, PrnB allele carrying the following five substitutions: S130C/F252L/S253G/W351F/T414S.
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(48, 57, 61). Notable exceptions are strains expressing T57N,
F248W/F250W, and E255D. T57N and E255D, despite retain-
ing high initial uptake rates (Fig. 6C), show less pronounced
growth on proline than expected. This is also the case for
F248W/F250W, which despite retaining 33% of the wild type
uptake rate, is indistinguishable from a prnB� strain on proline.
This apparent inconsistency can be well rationalized by
reduced transport capacity, consistent with the 6–20-fold
decreased apparent half-saturation constant (Km) for proline
that these three mutants exhibit (Table 3). Interestingly, con-
servative substitutions G56P, E138D, and E138Q lead to total
loss of PrnB function, as indicated by the lack of detectable
levels of PrnB-dependent L-proline uptake, either by physiolog-
ical growth tests at 25 or 37 °C or by L-[3H]proline uptake mea-
surements. The above data are in agreement with results from
docking analysis indicating that the side chain of Glu138 and the
backbone of Gly56 directly interact with the proline substrate
(Fig. 4A). T57N, although partially functional, displays up to
6-fold decreased Km/Ki values for most substrates/ligands,
whereas T57A was previously shown to be completely non-
functional (23). These results are consistent with the direct
interaction of Thr57 with the �-carboxyl group of proline (Fig.
4A). Supportive of a predicted hydrophobic/�-cation interac-
tion of Phe248 with the substrate are also the results from the
presence of a tyrosine (F248Y) at position 248, which does not
lead to significant changes in proline uptake and the kinetic
characteristics of the transporter. However, the bulkier trypto-
phan (F248W) significantly reduced the functionality of PrnB,
simultaneously reducing the Km/Ki values for many ligands,
especially for L-pipecolic acid, whereas previous data from our
laboratory had shown that the presence of Leu at position 248
of PrnB results in 3-fold increased Km for proline and signifi-
cantly reduces transport capacity (21). The important role of
conserved Phe250 and Glu255 was reflected by the dramatic
reduction of theKm/Ki values of the transporter caused even by
the very conservative substitutions F250Y and E255D. F250Y is
significantly impaired for proline transport at 37 °C, whereas it
displays 3-fold decreased Km/Ki values for many substrates.
Most importantly, the combination of F248W with F250W
resulted in up to 20-fold lower Km/Ki values for most ligands.
An analogous reduction was also acquired by the E255D sub-

stitution, whereas E255Q was completely non-functional, indi-
cating that a negative charge at this position is necessary for
proline transport. These two residues (Phe250, Glu255) are not
predicted to directly interact with the substrate and could pos-
sibly be involved in conformational changes of the transporter
during the transport cycle (see “Discussion”).
Study of Variable Residues—Substitutions of the variable

amino acid residues of the proline binding site are shown in Fig.
7 and Table 4. Epifluorescence microscopy suggests that a sub-
stantial proportion of I251� and F252� is driven to the vacuole
for degradation. In line with this, reduced amounts of intact
GFP-taggedmolecules in in-gel fluorescence are observed, sug-
gesting that the structure of the unwound part of TMS6 in
proline transporters is different from other YATs and appears
to be important for their stability. Most alleles carrying Put4p-
mimicking substitutions exhibit broadened specificity profiles,
displaying significantly reducedKi values for some of the Put4p
substrates not recognized by PrnB without displaying signifi-
cant differences in their apparentKm values for L-proline.More
specifically, Put4-ressembing substitutions of residues pre-
dicted to directly interact with the substrate (W351F, T414S),
although significantly reducing the functionality of PrnB (Fig. 7,
A and C), did not affect the Km for proline and displayed signif-
icantly lower Ki values specifically for L-alanine, AZC, and gly-
cine (Table 4). Contrary, the residually functional T414A, and
the partially functional W351E do not show a significant
decrease in the Ki values of any Put4p substrate, whereas
W351A leads to complete loss of PrnB transport activity. Sim-
ilarly, substitutions F252L and S253G, resembling Put4p in res-
idues close to the substrate binding pore, are largely functional
and only decreaseKi values for AZC and L-alanine, respectively.
Contrary, G247A, another Put4 mimicking substitution of the
unwound part of TMS6a, only had a minor effect on the kinet-
ics, specificity profile, and function of PrnB. Finally, substitu-
tion of Ser130 by the corresponding residue of Put4p (S130C)
created a thermosensitive allele that exhibited decreasedKi val-
ues specifically for L-alanine and AZC. Most interestingly, the
S130C/T414S double mutant was fully functional, suppressing
the thermosensitivity of S130C and the low functionality of
T414S (Fig. 7). It possessed Km for proline similar to that of
wild-type PrnB, and,most importantly, significantly reducedKi

TABLE 4
Specificity profile of functional PrnB mutants carrying substitutions in residues not conserved in YATs
The abbreviations used in the table are: GABA, �-aminobutyric acid; L-AZC, L-azetidine-2-carboxylic acid; L-P-NH3, L-prolinamide; 3,4-D-Pro, 3,4-dehydro-L-proline;
L-PCA, L-pipecolinic acid; NI, no inhibition (90–100% uptake); 
2000, slight inhibition at 2 mM (65–90% uptake); �2000, inhibition at 2 mM (�50–65% uptake); NK, not
known. Results are averages of at least three independent experiments in triplicate for each concentration point. Standard deviation was below 20%.

Km/Ki

PrnB allele L-Proline GABA L-AZC L-Ala Gly L-P-NH3 3,4-D-Pro L-PCA

�M

WT 38 � 3 NI 1129 � 86 
2000 
2000 983 � 67 52 � 5 1089 � 115
S130C 20 � 2.2 
2000 253 � 18 245 � 16 
2000 502 � 38 34 � 2.8 
2000
G247A 65 � 4 
2000 895 � 79 
2000 NI 1450 � 112 50 � 4 
2000
F252L 44 � 3 
2000 150 � 16 �2000 
2000 1033 � 84 156 � 12 
2000
S253G 39 � 3 
2000 245 � 19 158 � 12 �2000 �2000 96 � 6 
2000
W351F 26 � 3.3 
2000 178 � 18 403 � 44 NI 
2000 71 � 8 
2000
W351E 27 � 3 NI 463 � 52 
2000 NI 824 � 92 48 � 5 
2000
T414S 31 � 2.6 
2000 257 � 28 475 � 51 529 � 56 1120 � 120 75 � 9 1054 � 111
T414A 27 � 2.9 NI 461 � 51 �2000 
2000 618 � 60 88 � 10 
2000
S130C/T414S 44 � 4 
2000 576 � 54 176 � 18 125 � 11 
2000 137 � 14 
2000
5M 29 � 2.6 338 � 31 129 � 14 52 � 5 106 � 10 1522 � 183 56 � 6 817 � 76
Put4a 31 110 120 72.5 NK NK 71 NK

a The Km/Ki values for Put4 were obtained from Refs. 32–37.
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values for L-alanine and glycine as well as a slight decrease for
AZC (Table 4).
Despite the clearly broadened specificity present in the above

Put4p-resembling PrnB alleles none showed significantly
decreased Ki for GABA, another substrate of Put4p. Thus, a
strain expressing a PrnB allele combining all five Put4p-
mimicking substitutions (S130C/F252L/S253G/W351F/T414S)
(5M) was constructed and studied. Our results showed that this
allele is partially functional and displays a specificity profile
impressively similar to that of Put4p, exhibitingKi values for all
Put4p substrates (L-proline, AZC, and L-alanine) very similar to
the latter. Notably, this is the only PrnB allele where GABA
significantly competes the uptake of L-[3H]proline (Table 4).
To examine whether AZC, Ala, Gly, and GABA, apart from

inhibiting L-[3H]proline transport, could also be transported by
the PrnB mutants, we made use of the genetic tractability of A.
nidulans,which can utilize L-alanine, glycine, andGABAas sole
nitrogen and/or carbon sources. Given that the permease(s) of
A. nidulans involved in L-alanine and glycine transport are not
known, wemade use of a CkiA (casein kinase I) allele, which has

been previously shown to be necessary for the plasma mem-
brane targeting of amino acid transporters (60). The ckiA1919
mutation does not significantly affect prnB-dependent growth
on L-proline, but confers severely impaired growth on many
other amino acids, including glycine and L-alanine (Fig. 8). The
PrnBmutants of Fig. 7were introduced into the ckiA1919 back-
ground by standard genetic crosses, and were found to be tar-
geted at the plasma membrane, as expected (data not shown).
Growth tests showed that alleles T414S, the quintuple mutant
5M and, to a lesser extent, S253G, W351F, and W351E can
improve the growth of a ckiA1919 strain in L-alanine as the sole
nitrogen source (Fig. 8). Additionally, T414S and 5M were also
able to improve the growth of ckiA1919 on glycine and �-ala-
nine as the sole nitrogen sources. These phenotypes were more
prominent at 25 °C (Fig. 8), consistent with the partial thermo-
sensitivity of PrnB-GFP (50). Altogether (Fig. 9, Table 5), the
above data strongly suggest that these Put4p-mimicking PrnB
mutants are indeed able to transport these Put4p substrates.
Contrary, none of the prnB alleles shown in Fig. 7 was able to

improve the growth on GABA as the sole nitrogen source (data

FIGURE 8. Growth tests of ckiA1919 strains expressing the corresponding PrnB-GFP alleles in 5 mM urea (U), 5 mM L-proline (Pro), 5 mM L-alanine, 10 mM

glycine (Gly), or 5 mM �-alanine (b-Ala) as sole nitrogen sources, as well as urea and the toxic analog D-serine (D-Ser), with 1% glycerol as sole carbon
source. 5M, allele of PrnB carrying the following five substitutions: S130C/F252L/S253G/W351F/T414S.
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not shown) of a herein constructed (see “Experimental Proce-
dures”) strain carrying deletion of the main GABA transporter
of A. nidulans, GabA (62). At this point it is worth mentioning
that the expression of prnB alleles under these conditions is low
but significant, because all are under the control of the native
prnB promoter, which is significantly induced only in the pres-
ence of proline (7, 20). In fact, as observed by epifluorescence
microscopy (data not shown) and in-gel fluorescence analysis,
the protein levels of intact PrnB-GFP are about 5-fold lower at
derepressed than at induced conditions (Fig. 6D). Conse-
quently, it cannot be ruled out that other alleles could also pos-
sess low efficiency in transporting L-alanine, glycine, and
GABA, which, however, cannot become apparent in the
absence of induction.
Finally, we tried to explore the possibility of AZC transport

by the PrnB mutants. In S. cerevisiae, AZC is toxic and four
permeases have been shown to be involved in its uptake, Put4p,
Gap1, Agp1, and Gnp1 (33). Consistent with previous reports
(63), we observed that AZC is not toxic in A. nidulans. AZC
resistance in certain yeast strains is conferred by the product of
the MPR1 gene, coding for an L-azetidine-2-carboxylic acid
N-acetyltransferase (64–66). However, deletion of AN2102, an
orthologue of MPR1, did not render A. nidulans sensitive to
AZC (data not shown). Most interestingly, we found that,
rather than being toxic, AZC can be used as a poor nitrogen
source by A. nidulans. This growth is independent of PrnB,
GabA, and PrnC,6 whereas no differences in growth on AZC as
a sole nitrogen source could be observed in strains carrying any
PrnB mutant allele described herein (data not shown).
The Specificity Profile of PrnB Mutants—To further confirm

the docking results and gain further insight into the specificity
profile of PrnB, apart from Put4p substrates, we calculated the
Ki values of all the functional PrnB mutants for other proline-
related compounds (Fig. 10, Tables 3 and 4). The kinetic data
obtained were consistent with our induced fit docking calcula-
tions. The kinetics of L-prolinamide, a proline analog possess-
ing an amide in place of the �-carboxyl group of proline (Fig.
10), supports an interaction of the �-carboxyl group with the

transporter. More specifically, L-prolinamide shows weak inhi-
bition of L-[3H]proline uptake. In addition,mutants that exhibit
significantly improved Km/Ki values for many substrates (e.g.
E255D, F248W/F250W) do not exhibit an analogous improve-
ment for L-prolinamide, suggesting that this substance is unable
to efficiently interact with PrnB in a manner similar to L-pro-
line. Surprisingly, the Ki values of another proline analog, 3,4-
dehydro-L-proline, despite being a very good agonist in the
wild-type (Ki � 52 � 5 �M) and most mutants, showed no
correlation with the observed differences in the Km for proline
of most mutants. This suggested that 3,4-dehydro-L-proline
also binds differentially to L-proline in PrnB.
Regarding the other substrates/ligands, mutants in residues

not involved in specificity (Thr57, Gly247, Phe248, Phe250, and
Glu255) display similar correlative differences of the Km/Ki val-
ues for L-proline, L-alanine, and AZC (Table 3), suggesting that
these substances are recognized by the transporter in a similar
way. However, this is not the case for glycine and GABA, which
possess different positioning of the amino group (Fig. 10),
whose inhibition constants did not correlate with the variations
in the Km for proline in the above mutants. These data suggest
that glycine andGABA are not recognized by PrnB in amanner
similar to L-proline. Curiously, theKi values for L-pipecolic acid,
a proline analog with a side chain ring by one methyl group
longer (Fig. 10), did not relate to the Km for proline. In fact,
whereas the wild-type PrnB displays almost equal Ki values for
L-pipecolic acid and AZC, a proline analog with a smaller side
chain ring, most mutants preferentially recognized only one of
these two analogs (Table 3). This suggests that the size of the
side chain is very critical for substrate recognition by PrnB.
Consistently, Put4p-mimicking mutants that better recognize
the smaller AZC, exhibit improved recognition for the also
smaller L-alanine. Thus, it seems very likely that the substrate
binding core of, the highly selective, PrnB is finely adapted to
the size of proline, whereas the one of Put4p can also accept
smaller molecules. It is not known whether Put4p recognizes
L-pipecolic acid; however, our data suggest that it does not.

DISCUSSION

Transmembrane proteins are notoriously difficult to crystal-
lize. As a result, homology modeling has been used as a reason-
able alternative in cases where no x-ray structure is available
(23, 48, 59, 61, 67–73). Using this approach, combined with
induced fit docking and a detailed characterization of the spec-
ificity profile, we identified 9 residues that are important for
PrnB function, Gly56, Thr57, Ser130, Glu138, Phe248, Phe250,
Glu255, Trp351, and Thr414 (summary in Table 5). These resi-
dues, with the exception of Phe250, are located within the pore
of the transporter and seem to affect different aspects of sub-
strate translocation.
The Proline Binding Pocket of PrnB—Our results support the

previously proposed model (23) predicting that the main sub-
strate binding core of fungal amino acid transporters is formed
by the unwound segments of TMS1 and TMS6. In addition we
show that important substrate interacting residues are also
found inTMSs 3, 8, and 10. Residues fromTMS1 (Gly56, Thr57),
TMS3 (Glu138), and TMS6 (Phe248), highly conserved in fungal
amino acid transporters, seem to directly interact with the6 A. Biratsi, C. Gournas, and V. Sophianopoulou, unpublished data.

FIGURE 9. Superimposition of the substrate binding sites of PrnB (green)
and Put4p (magenta). The residues that differ between the two permeases
and determine specificity are displayed with sticks.
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invariant part of amino acid substrates, creating the scaffold for
amino acid recognition. More specifically, the �-carboxyl and
amino groups of amino acid substrates seem to be recognized
by the side chains of the highly conserved Thr57 and Glu138.
This module, impressively similar to the way that amino acids
bind to the bacterial transporters AdiC and LeuT (29, 74), is
also supported by recent studies of induced fit docking and
mutational analysis of the arginine permease (59), as well as
mutants of the leucine and tryptophan permeases of S. cerevi-
siae (67, 69). Glu138 was shown to be essential for PrnB trans-
port activity, because even its most conservative substitutions
by Asn or Asp were completely nonfunctional. These data sug-
gest that not only a negatively charged residue is needed at this
position, but also the length of its side chain is also important.
Consistently, E184Q and E184A variants of Can1 are also non-
functional (59). This glutamate, highly conserved in the YAT
family, is not present in AdiC (Fig. 1). AdiC functions as an

antiporter, whereasmost fungal transporters are proton symport-
ers (3). Interestingly, Ghaddar et al. (59) showed that the orienta-
tion of the side chain of the substrate could be influenced by the
protonation state of the corresponding Glu184 of Can1. Thus, it
could be possible that this glutamate residue could also be associ-
ated with the commitment of the symported proton.
Insights into the TranslocationMechanism—Substitutions of

Glu255, the other highly conserved in theYAT family glutamate,
display a pattern different from that of Glu138; E255Q is totally
inactive, whereas E255D retains significant activity, displaying
up to 19-fold improved apparent inhibition constants for many
substrates/ligands. This situation resembles that of mutants in
the Nucleobase Ascorbate Transporter family (48, 57) and
could be explained by a substrate trapping condition, where the
substrate remains more time at the binding core of the trans-
porter. This could be caused by either more efficient binding to
a specific position of the translocation pathway or by partially
defective transition from one conformational state of the trans-
port cycle to another. Our data are supportive of the second
scenario. First, analogous improvement of the Km is obtained
for mutants in Phe250, which is orientated away from the sub-
strate binding pocket and could not directly contribute to sub-
strate binding. Second, Glu255 also seems not to directly inter-
act with proline, at least in this conformation of the transporter,
whereas the corresponding residue of AdiC, Glu208, part of the
distal gate, was suggested to control substrate translocation
(29). This distal gate seems conserved in YATs, as, the highly
conserved in YATs, Glu255 and Tyr127 of PrnB correspond to
Glu208 and Tyr93 of AdiC (Fig. 1, Table 5), whereas the corre-
sponding residues of the Bap2 leucine permease of S. cerevisiae,
Glu305 and Tyr181, were recently shown to be important for its

TABLE 5
Summary of PrnB mutants functional analysis and specificity determination

PrnB allele
Put4/AdiC
residue

Km/Ki
a

Transport based on growth
tests

TMS Binding site L-Proline GABA L-AZC L-Ala Gly V L-Proline L-Alab Glyb

�M %
WT 38 � 3 NIc 1129 � 86 
2000d 
2000 100 ��� �
G56P 1 Upper Gly125/Gly25 NFe NF NF NF NF NF � NDf ND
T57N 1 Upper Thr126/Ser26 6 � 1.9 NI 610 � 44 541 � 53 
2000 48.8 �� ND ND
S130C 3 Lower Cys203/Ala96 20 � 2.2 
2000 253 � 18 245 � 16 
2000 53.8 �� �
E138D 3 Upper Glu211/Met104 NF NF NF NF NF NF � ND ND
E138Q 3 Upper Glu211/Met104 NF NF NF NF NF NF � ND ND
G247A 6 Ala320/Leu201 65 � 4 
2000 895 � 79 
2000 NI 86.3 ��� � �
F248W 6 Upper, proximal gate Phe321/Trp202 21 � 1.8 
2000 750 � 67 1013 � 115 
2000 13.2 �� ND ND
F248Y 6 Upper, proximal gate Phe321/Trp202 33 � 2.6 
2000 1350 � 142 
2000 NI 81.3 ��� ND ND
F250Y 6 Phe323/Phe204 13 � 1.6 NI 441 � 47 563 � 52 
2000 28.8 �� ND ND
F248W/F250W 6 Upper 1.9 � 0.2 
2000 172 � 14 219 � 23 
2000 32.9 � ND ND
F252L 6 Indirect Leu325/- 44 � 3 
2000 150 � 16 �2000g 
2000 72.9 ��� � �
S253G 6 Indirect Gly326/Gly206 39 � 3 
2000 245 � 19 158 � 12 �2000 61.3 ��� � �
E255D 6 Lower, distal gate Glu328/Glu208 2 � 0.8 NI 84 � 6 553 � 44 
2000 86.9 �� ND ND
E255Q 6 Lower, distal gate Glu328/Glu208 NF NF NF NF NF NF � ND ND
W351F 8 Both, middle gate Phe424/Trp293 26 � 3.3 
2000 178 � 18 403 � 44 NI 28.7 � � �
W351E 8 Both, middle gate Phe424/Trp293 27 � 3 NI 463 � 52 
2000 NI 24.2 � � �
W351A 8 Both, middle gate Phe424/Trp293 NF NF NF NF NF NF � � �
T414A 10 Lower Ser487/Ser357 27 � 2.9 NI 461 � 51 � 2000 
2000 8.2 � � �
T414S 10 Lower Ser487/Ser357 31 � 2.6 
2000 257 � 28 475 � 51 529 � 56 17.3 � �� ��
S130C/T414S 44 � 4 
2000 576 � 54 176 � 18 125 � 11 94.3 ��� � �
5 M 29 � 2.6 338 � 31 129 � 14 52 � 5 106 � 10 34.6 �� �� ��
Put4 31 110 120 72.5 NKh

a The Km/Ki values for Put4 were obtained from Refs. 32–37.
b Transport based on the growth tests of Fig. 9.
c NI, no inhibition (90–100% uptake).
d 
2000, slight inhibition at 2 mM (65–90% uptake).
e NF, not functional.
f ND, not done.
g �2000, inhibition at 2 mM was about 50–65%.
h NK, not known. Results are averages of at least three independent experiments in triplicate for each concentration point. Standard deviation was below 20%.

FIGURE 10. The structures of L-proline and related compounds used in
this study.
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function (67). In fact, in PrnB and Put4p, all three gates of AdiC
seem to be conserved. In AdiC, the proximal gate consists of
Trp202, themiddle of Trp393, and the distal of Glu208, Tyr93, and
Tyr365. The corresponding residues of PrnB are Phe248, Trp351,
Glu255, Tyr127, and Trp422 (Fig. 1, Table 5). Like in AdiC, the
main substrate binding site of PrnB and Put4p is found between
the proximal and middle gates (Figs. 3 and 4A). Interestingly,
our predicted second binding site of proline in PrnB and L-ala-
nine in Put4p lies between the middle and distal gates, just
upstream of the distal gate (Fig. 4, E and F). A second binding
site, between the middle and distal gates, has also been pro-
posed for AdiC (29), whereas disruption of the distal gate for-
mation was suggested to lead to potential major conforma-
tional changes of AdiC allowing it to adopt an inward-open
conformation (29). It is noteworthy that in both ourmodels, the
substrate did not directly interact with the nearby PrnBS130 or
Put4pC203. However our data clearly suggest an interaction
between Thr414 and Ser130. Substitutions of these two residues,
which are very close at the structural model of PrnB, show
allele-specific phenotypes, as the single Put4p-mimicking
mutants T414S and S130C, but not the double S130C/T414S,
are impaired in proline transport activity. Moreover, only
T414S but not S130C or the double mutant could transport
L-alanine, glycine, or �-alanine (Fig. 8). Despite this interaction
that seems to determine both proline transport and specificity,
neither mutant displayed significantly affected apparentKm for
proline. The above data clearly suggest a physical or functional
interaction between Ser130 and Thr414. An intriguing explana-
tion would be that a transient interaction of the substrate with
this position would be related to major structural rearrange-
ments of the transporter, thereby promoting substrate translo-
cation. Consistently, Ser357, the corresponding residue of
Thr414 in AdiC, undergoes significant displacement upon
occlusion of the transporter (29). In addition, our data are com-
patible with the suggestion that lysine transport by the T456S
mutant of Can1, rather than being due to more efficient sub-
strate binding, could result by facilitated structural transitions
(59). The above statements are in line with the induced fit tran-
sition mechanism, proposed for the function of LeuT (74–77),
suggesting that successful interactions of the substrate in more
than one site of the transporter promote the conformational
changes of the transport cycle. Interestingly, our docking analysis
in PrnB revealed a potential trajectory for proline (Fig. 5) showing
putative intermediate interactions of the substrate during transi-
tion from one gate to another. Molecular dynamics simulations,
along withmutational analysis, could verify the above.
On the SpecificityDetermination of YATs—Our current study

of PrnB mutants substituted in residues not conserved in the
YAT family, along with the detailed kinetic analysis of their
specificity profile, provides important insight on the specificity
determinants of this family (Table 5). Apart from the Ser130 and
Thr414 residues discussed above, the variable in YATs Trp351 of
TMS8 was also shown to be a potential substrate binding resi-
due, important for PrnB specificity and proline transport activ-
ity. Trp351 seems to have a role analogous to Trp202 in AdiC,
which forms the middle gate (29). Interestingly, the Put4p
resembling W351F mutant displayed enlarged specificity
(Table 4) and could also transport L-alanine (Fig. 8). Analogous

phenotypeswere also obtained by Put4p-mimickingmutants in
residues close to the potential distal gate (S130C, T414S, as
discussed above) and the unwound part of TMS6 (F252L,
S253G). The latter could determine specificity directly or indi-
rectly. L-Alanine, docked at the putative second binding site of
Put4p, appears to be very close to Leu325 andGly326, interacting
via H-bond with Gly326 (Fig. 4F). PrnB, that only weakly recog-
nizes and does not transport L-alanine, possesses more bulky
(Phe instead of Leu) and hydrophilic (Ser instead of Gly) resi-
dues at these positions (Fig. 9), which would pose steric effects
and disturb L-alanine binding. Consistently, a S253G mutant
displayed an impressive improvement of the Ki for L-alanine
and could also transport it (Table 5). Alternatively, the bulkier
side chains of these residues could affect the local flexibility of
the unwound part of TMS6, leading to decreased flexibility of
the TMS6a of the highly selective PrnB (Fig. 3C). TMS6a
includes important binding residues of the putative proximal
gate (Phe248), as well as residues important for the kinetic char-
acteristics of PrnB (Lys245). Interestingly, the corresponding
TMS6a of AdiC was shown to undergo the most pronounced
structural shift during the formation of the occluded conforma-
tion and was suggested to be involved in the closure of the
proximal gate (29).
In summary (Table 5), our data show that the specificity of

PrnB and Put4p, and by extension of other YATs, is determined
by at least three ways. 1) Residues forming the middle gate
(Trp351); 2) residues between themiddle and distal gates (Ser130
andThr414); and 3) residues of TMS6 (Lys245) and the unwound
part of TMS6 (Phe252 and Ser253). These residues (Fig. 9) appear
to determine specificity by directly interacting with the sub-
strate, imposing steric constrains, and/or affecting local flexi-
bility. In YATs of known function, even from different fungal
species, residues in corresponding positions display interesting
patterns (Fig. 1). For example, in TMS6, an Asn residue is pres-
ent in the corresponding position of Lys245 in all three basic
amino acid permeases, accompanied by a Gln residue in place
of Ile251. In TMS3, in position of Ser130, three fungal bicarbox-
ylic acid permeases from different species possess Lys, whereas
in TMS8, in position of Trp351, an aromatic residue present in
both L-proline permeases is substituted by Asp in bicarboxylic
acid permeases and Asn in Can1, Lyp1, and Alp1. The above
observations suggest that our results could be directly applica-
ble to other members of the YAT family, whereas our approach
of comparing two orthologues from different organisms shows
that interspecies comparisons can yield significant results con-
cerning specificity determination.
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sion of this article that was published as a Paper in Press on January 8,
2015. The tables now shown as Tables 3 and 4 are correct.
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Characterization of AnNce102 and 
its role in eisosome stability and 
sphingolipid biosynthesis
Alexandros Athanasopoulos1, Christos Gournas1,†, Sotiris Amillis2 & Vicky Sophianopoulou1

The plasma membrane is implicated in a variety of functions, whose coordination necessitates highly 
dynamic organization of its constituents into domains of distinct protein and lipid composition. 
Eisosomes, at least partially, mediate this lateral plasma membrane compartmentalization. In 
this work, we show that the Nce102 homologue of Aspergillus nidulans colocalizes with eisosomes 
and plays a crucial role in density/number of PilA/SurG foci in the head of germlings. In addition 
we demonstrate that AnNce102 and PilA negatively regulate sphingolipid biosynthesis, since 
their deletions partially suppress the thermosensitivity of basA mutant encoding sphingolipid 
C4-hydroxylase and the growth defects observed upon treatment with inhibitors of sphingolipid 
biosynthesis, myriocin and Aureobasidin A. Moreover, we show that YpkA repression mimics genetic 
or pharmacological depletion of sphingolipids, conditions that induce the production of Reactive 
Oxygen Species (ROS), and can be partially overcome by deletion of pilA and/or annce102 at high 
temperatures. Consistent with these findings, pilAΔ and annce102Δ also show differential sensitivity 
to various oxidative agents, while AnNce102 overexpression can bypass sphingolipid depletion 
regarding the PilA/SurG foci number and organization, also leading to the mislocalization of PilA to 
septa.

The plasma membrane (PM) is involved in a variety of functions such as cell adhesion, endocytosis, exo-
cytosis, while serving as a platform for various signalling complexes. In the last years, it has increasingly 
become evident that the PM is highly compartmentalized for accomplishing these roles1,2. Studies mainly 
with Saccharomyces cerevisiae and other ascomycetes focused on the lateral organization of biological 
membranes, have shown that PM is organized into numerous partially overlapping domains3, some of 
which are protein organized and large enough to be monitored by fluorescence microscopy. But how 
these domains arise is poorly understood, largely due to the technical difficulties in studying hydrophobic 
membranes4.

In the PM of yeast, three types of distinct spatial domains with different lipid and protein composition 
are well characterized: MCP, MCC and MCT. The first identified domain (Membrane Compartment of 
Pma1p, MCP) was found to contain the highly expressed plasma membrane H+-ATPase - Pma1p, which 
forms a network-like pattern5. In contrast to MCP, MCC (Membrane Compartment of Can1p, argi-
nine permease) appears as large immobile patches of roughly 300 nm diameter forming long furrow-like 
invaginations that contain several transmembrane proteins6,7 and members of the Sur7 and Nce102 fami-
lies of tetraspan proteins8,9. MCC organization is at least in part mediated by the Nce102 protein10 and by 
a cellular stable structure termed eisosome, lying underneath MCC. Each eisosome is composed of three 
proteins in thousands of copies, the phylogenetically related cytoplasmic Pil1 and Lsp1 and the trans-
membrane Sur7 protein11. Eisosomes in S. cerevisiae are organized/regulated by the phosphorylation of 
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Pil1 and Lsp1 by the Pkh1/2 kinase (homologues of mammalian 3-phosphoinositide-dependent kinase) 
and the levels of sphingolipid Long-Chain Bases (LCBs)12–14. Sphingolipids, especially abundant complex 
sphingolipids, are important structural components of eukaryotic cell membranes. In addition to their 
structural roles, sphingolipid metabolites such as ceramides and LCBs can act as signaling molecules 
in many cellular processes, including cell migration, stress response, survival, apoptosis, senescence, 
differentiation and endocytosis15,16. The tetraspan protein Nce102 has been implicated as part of a sen-
sor for sphingolipid homeostasis10. Membrane stress, including sphingolipid depletion, triggers eiso-
some proteins Slm1/2, to move out of MCC and associate with the third well characterized PM domain, 
MCT, Membrane Compartment of TORC2 (target of rapamycin kinase complex 2)10,17. The Slm1/2 pro-
teins then recruit Ypk1 to the PM, where it is phosphorylated by Tor2 and Pkh1/2, in order to be fully 
activated17,18. Once fully activated, Ypk1 phosphorylates and consequently inactivates the endoplasmic 
reticulum (ER)-localized proteins, Orm1 and Orm217,19,20. Furthermore, it stimulates the function of 
the ceramide synthase complex, by increasing the rate of the formation of ceramides and preventing 
hyper-accumulation of LCBs/LCBPs, thus avoiding inadvertent induction of autophagy under sufficient 
conditions21.

In the model filamentous fungus Aspergillus nidulans, PilA, PilB and SurG, homologues of the  
S. cerevisiae eisosome proteins Pil1/Lsp1 and Sur7, are assembled and form tightly packed structures22. 
In conidiospores and ascospores, the three proteins colocalize at the cell cortex forming stable struc-
tures that differ from the clearly distinct eisosome patches observed in S. cerevisiae22,23. The aim of the 
present study was to use the genetically tractable filamentous fungus Aspergillus nidulans for a detailed 
live-cell imaging and characterization of AnNce102 at different developmental stages of fungus asexual 
life cycle. We examined the contribution of AnNce102 to the organization/stability of eisosome foci and 
its possible role in sphingolipid biosynthesis and YpkA (YPK1 homologue) signaling. Our results indicate 
that AnNce102 colocalizes with eisosomes and affects the density/number of PilA/SurG foci in the head 
of germlings. Myriocin treatment, similar to annce102Δ, results in PilA foci disassembly, a phenotype 
that can be overcome by overexpression of AnNce102. In addition we show that the main organizers of 
eisosomes, the PilA and AnNce102 proteins, negatively regulate sphingolipid biosynthesis.

Results
Nce102 of A. nidulans is an eisosomal protein. The S. cerevisiae Nce102 sequence (YPR149W) 
was used as template to identify homologues in the A. nidulans genome using BlastP. The top-scoring 
match corresponds to AN7683 Open Reading Frame (NCBI-GeneID:2869016) of 633 bp encoding an 
174 amino acid protein, characterized by the presence of a MARVEL (Myelin And Lymphocyte and 
Related Proteins for Vesicle Trafficking and Membrane Link) domain (PFAM domain PF01284; http://
www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml). To investigate the intracellular localization of AnNce102, 
C-terminal fusions of annce102 open reading frame with GFP and mRFP fluorophores were constructed, 
expressing annce102 from its endogenous promoter. Deconvoluted Z stacks of AnNce102 in quiescent 
conidia showed a plasma membrane staining pattern that colocalizes with PilA and partially localizes 
in the remainder of the membrane (Fig. 1A). AnNce102 localizes additionally in intracellular structures 
resembling the Endoplasmatic Reticulum (ER), as shown by its colocalization with the ER chaperone, 
ShrA24 (Fig. 1B). During isotropic growth, the AnNce102 ER fluorescence signal diminishes and it dis-
appears before the emergence of the germination tube (Fig.  1C and below). In germlings, AnNce102 
foci are mostly confined to eisosomes of the hyphal head and to vacuoles, as stainable with the vacuolar 
tracer, CMAC. Additionally, AnNce102 is clearly detected in septa of germlings (Fig. 1C, white arrow) 
and colocalizes with some PilA foci along the hyphal plasma membrane (Fig.  1C, black arrows). This 
temporal and spatial AnNce102 distribution resembles that of the SurG tetraspan eisosomal protein 
(Fig. 1D,E)22. Moreover using time-lapse live-cell imaging, we show that AnNce102 forms stable struc-
tures with low mobility at fungal plasma membrane (Fig. 2).

Deletion of pilA leads to low levels of AnNce102 and SurG in growing germlings. In yeast 
cells, deletion of PIL1 disrupts MCCs and all remaining eisosome proteins investigated so far coalesce 
into one or a few punctate foci at the cell periphery, referred to as eisosome remnants7,13. In addition, 
Sur7 and Nce102 localize to a few bright clusters and a pool diffusely distributed over the plasma mem-
brane10,13. On the contrary, deletion of pilA in quiescent conidia of A. nidulans has a minor effect on 
AnNce102 and SurG distribution. Both proteins appear to be localized less on the membrane and more 
in vacuoles compared to wild type cells (Fig. 3A,D). Similarly, almost no fluorescence is detected on the 
membrane during isotropic growth (Fig. 3E), while in germlings both proteins are localized exclusively 
in vacuoles and endosomes (Fig. 2F). RT-PCRs in total RNA extracted from quiescent conidia (0 h) and 
germlings (14 h) of a wild type strain and pilAΔ  revealed that mRNAs of both annce102 and surG are 
abundant throughout the time-interval tested without significant differences (Fig. 3G). In contrast, west-
ern blot, using protein extracts from quiescent conidia (0 h) and germlings (14 h) confirmed microscopic 
observations. More specifically, deletion of pilA causes enhanced degradation of AnNce102-GFP and 
SurG-GFP in the vacuoles, as evidenced by the diminished signal of intact GFP-tagged proteins and the 
increased quantity of free GFP, even in quiescent conidia (Fig. 3H). We should also mention that deletion 
of pilB did not affect the membrane localization of AnNce102 and SurG of young germlings, while pilAΔ  
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Figure 1. AnNce102 colocalizes with PilA and SurG eisosomal proteins. Deconvoluted confocal images 
and colocalization analysis (see materials and methods) of AnNce102/PilA (A) and AnNce102/ShrA  
(B) in quiescent conidia, AnNce102/PilA in germlings (C) and AnNce102/SurG in quiescent conidia  
(D) and germlings (E). Every dataset (A,B,C,D,E) contains a 2D histogram obtained using Imaris. 
Colocalization was represented as new channel (colocalization channel as inverted gray scale images in black 
and white) corresponding to the colocalized voxels. Histograms show Manders colocalization coefficients 
(M1 and M2), with averages presented as mean ±  SEM, where n represents the number of cells examined 
from at least three independent experiments. Analysis of fluorescent intensities (intensity spatial profile) 
along line section is shown for every dataset. A, B and D represent equatorial sections of confocal stacks and 
C and E represent volumetric views of confocal stacks generated by Imaris. Scale Bars 5 μ m.



www.nature.com/scientificreports/

4Scientific RepoRts | 5:15200 | DOi: 10.1038/srep15200

pilBΔ  double mutants did not show any difference from pilAΔ  single mutants (Supplementary Fig. S1). 
Together, these data suggest that normal eisosomal organization requires PilA.

Deletion of annce102 leads to fewer PilA and SurG foci in the head of germlings. annce102 
deletion mutants displayed normal growth at 25, 30, 37, and 42 °C (see Materials and Methods), while 
conidia exhibited properties of swelling and polarity establishment (time of germination tube appear-
ance) indistinguishable from that of a wild type strain at all temperatures tested (Supplementary Fig. S2). 
Contrary to S. cerevisiae, where nce102Δ  mutants displayed altered localization of Sur7-GFP, Pil1-GFP, 
Can1-GFP, and ergosterol8,10, deletion of the annce102 gene has no significant effect on PilA-mRFP and 
SurG-GFP distribution in quiescent conidia of A. nidulans, with both proteins colocalizing on the mem-
brane (Fig.  4A,B). In annce102Δ germlings however, PilA and SurG displayed an uneven distribution 
compared to wild type (Fig. 4C,D). Using the spot tool of the Imaris software, we found that PilA forms 
3-fold fewer foci in the head of annce102Δ germlings (Fig. 4E). Interestingly, a similar effect is observed 
in the presence of sub-lethal doses of myriocin (Fig.  5A) (inhibitor of serine palmitoyltransferase, the 
enzyme catalyzing the first step in sphingolipid biosynthesis), where in addition no colocalization of 
PilA-mRFP and SurG-GFP foci is observed (Fig.  5Bi). The similarity of the phenotypes suggests that, 
like in yeast10, myriocin could affect the organization of eisosomes through AnNce102. To add to the 
significance of the above, the effects of myriocin addition and annce102 deletion on the number of PilA 
foci were not additive (Fig. 5C), while overexpression of annce102 can protect from myriocin-induced 
eisosome disassembly (see below).

The myriocin effect on eisosome localization may be due to the lack of LCBs, complex sphingolip-
ids or a more general response to sphingolipids overall. To distinguish between these possibilities, we 
tested the effect of Aureobasidin A (AbA), a specific inhibitor of complex sphingolipids25 (Fig. 5A). In 
PilA-mRFP/SurG-GFP cells treated with AbA, although we observed less pronounced reduction of PilA 
foci in the head of conidia-derived germlings, the treated cells displayed enhanced degradation of SurG 
(Fig.  5 Bii and Biii, compare with 4E), suggesting that proper eisosomal organization depends on the 
overall level of sphingolipids. Together, the above data show that normal eisosomal organization requires 
AnNce102 and suggests that this protein is involved in sphingolipid biosynthesis.

Having shown that the AnNce102 protein affects eisosomal foci number in the head of germlings, 
and given that PilA is the only eisosomal protein displaying a punctate distribution pattern along the 
hypha22, we attempted to identify other proteins that could potentially affect the distribution/number of 
PilA foci along hypha. We chose to study proteins that exhibit high identity to the amino acid sequence 
of AnNce102 MARVEL-containing protein. In silico analysis of the genome of A. nidulans revealed 2 
sequences, AN8278 and AN8422, designated mrvA and mrvB, showing 26.9% and 23.9% identity to 
AnNce102 and displaying 9.0e-07 and 6.0e-03 E values to AnNce102, respectively. However, strains with 
deletions in one or both genes exhibited normal growth in all conditions tested and no changes in the 
topology of PilA in both conidia and germlings were observed (Supplementary Fig. S3). These results 
suggest that mrvA and mrvB do not participate in eisosome stability/organization.

Overexpression of AnNce102 restores PilA foci number in the presence of myriocin and leads 
to ectopic localization of PilA foci into septa. In order to test the effect of annce102 overexpression 
on PilA foci number in myriocin-treated cells, a conditional annce102 mutant strain was constructed, 
alcA::annce102::mRFP, expressing annce102 under the control of the alcohol dehydrogenase (alcA) pro-
moter, which is repressed by glucose and induced by ethanol26. Under repressing conditions the number 
of PilA foci in the head of germlings is similar to that of annce102Δ  cells (Fig.  6Ai). Under inducing 
conditions, AnΝ ce102 is diffusely distributed to the periphery of cells, although some colocalization with 
PilA foci can be detected in the head of germlings. Most importantly, overexpression of AnNce102 in the 
presence of myriocin results in normal PilA foci number in the head of germlings (Fig. 6B).

Interestingly, under conditions of induced expression of AnNce102, PilA foci are also clearly localized 
to septa (Fig. 6, white arrows). As shown in Fig. 6C (white arrows), PilA foci do not localize to calco-
fluor white-stained septa of A. nidulans. However, overexpression of AnNce102 causes mislocalization 

Figure 2. AnNce102 forms stable structures with low mobility. Images were acquired every 150 seconds. 
White arrow indicates representative AnNce102 spot that remains stable more than 39 minutes. Scale Bars 
5 μ m.
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of PilA foci to septa without however, affecting their morphology. These data confirm the involvement 
of AnNce102 in sphingolipid sensing and demonstrate the crucial role of AnNce102 regarding PilA foci 
number and topology.

Sphingolipid depletion and ypkA repression increase ROS levels. In S. cerevisiae it has been 
shown that perturbation of sphingolipid metabolism leads to loss of cell viability and Reactive Oxygen 
Species (ROS) accumulation16. In addition, deletion of nce102 confers higher sensitivity to oxidative 
stress27. Thus, we have investigated whether sphingolipid depletion regulates ROS accumulation in  
A. nidulans as well. Toward this end, we studied cells treated with myriocin and Aureobasidin A, specific 
inhibitors of sphingolipid biosynthesis25,28, as well as cells genetically blocked for sphingolipid biosyn-
thesis. 20% of myriocin and 36% of AbA treated cells displayed increased ROS levels, visualized by the 
ROS indicator dye 2′ , 7′ -dichlorofluorescin diacetate (DCF) (Fig.  7A). In addition, 10% of germlings 
from basA1 cells possessed elevated ROS levels at 42 °C (Fig.  7C). These cells carry a point missense 
mutation in basA, the A. nidulans SUR2 homologue of S. cerevisiae, which results in thermosensitivity 
of C4-hydroxylase, the enzyme catalyzing the conversion of dihydrosphingosine to phytosphingosine29. 
This increase in ROS levels was relieved by incubated basA1 cells in the presence of the ROS scaven-
ger N-acetyl cysteine (NAC) (Fig.  7B). Ιt is worth mentioning that in untreated wild type cells grown 
under these conditions, the percentage of ROS was extremely low. Consistent with the idea that sphin-
golipid depletion causes ROS accumulation, addition of phytosphingosine (PHS), a 4-hydroxylated LCB, 
only reduced ROS production in myriocin and not AbA treated cells. Notably, PHS administration in 
AbA-treated cells resulted in augmented ROS levels, suggesting that not only depletion of complex sphin-
golipids but also accumulation of LCBs can result to further production of ROS30 (Fig. 7B).

Figure 3. Deletion of pilA leads to enhanced degradation of AnNce102 and SurG. Deconvoluted confocal 
images of AnNce102-mRFP and SurG-GFP in quiescent (0 h) and swollen (5 h) conidia and germlings (14 h) 
of (A–C) pilA+ and (D–F) pilAΔ  strains, respectively, stained with the vacuolar tracer, CMAC. Scale Bars 
5 μ m. (G) Expression of annce102 and surG genes in quiescent conidia (0 h) and germlings (14 h) of pilA+ 
and pilAΔ  strains using semi-quantitative RT-PCRs. (H) Western blot analysis of AnNce102-GFP and SurG-
GFP proteins derived from quiescent conidia (0 h) and young hyphae (14 h) of pilA+ and pilAΔ  strains. 
Detection of actin and Coomassie staining (Co) are also shown as loading controls. Notice the lower signal 
of actin in the samples from quiescent conidia, which is due to the developmental expression of actin (acnA) 
during conidiospore germination59.
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Sphingolipid biosynthesis in yeast is regulated by the Ypk1 kinase18,19,21,31–33. Interestingly, repression 
of YPK1 homologue in A. nidulans, using the regulatable promoter niiA (niiA::ypkA strain kindly pro-
vided by Dr. Goldman34) by ammonium resulted in a significant increase in ROS levels, evident after 12 h 
of growth in presence of ammonium as sole nitrogen source at 25 °C (Fig. 7D).

To further investigate the interrelationship of ypkA with sphingolipid biosynthesis and ROS pro-
duction, double niiA::ypkA basA1 mutant strains were constructed. These double mutants displayed a 
synthetic lethal phenotype when grown under repressing conditions at the non-permissive temperature 
(42 °C), although under inducing conditions at 42 °C niiA::ypkA partially suppressed basA1 lethality 

Figure 4. Deletion of annce102 leads to fewer PilA and SurG foci in the head of germlings. 
Deconvoluted confocal images of PilA-mRFP and SurG-GFP in quiescent conidia (0 h) and germlings (14 h) 
of annce102+ (A,C) and annce102Δ  (B,D) strains, respectively. (E) The number of PilA foci in annce102+ 
and annce102Δ  cells was counted using the spot tool of the Imaris software and is shown below the images, 
as a graph with averages presented as mean ±  SEM, where n represents the number of cells examined from 
at least three experiments. Scale Bars 3 μ m.
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(Fig. 7E). The above results confirm a genetic interaction between YpkA and the sphingolipid-mediated 
signaling pathway. In addition, ~35% of niiA::ypkA basA1 double mutant germlings displayed elevated 
ROS under repressing conditions at 42 °C (Fig. 7F).

Having established the conditions and tools, we sought to examine whether AnNce102 and PilA are 
directly involved in oxidative damage. In our analysis we also compared the use of two different selection 
markers to create the deletion of annce102 in order to exclude possible marker effects (see Materials and 
Methods). In all cases, mutants lacking annce102 showed similar growth, regardless of selection marker 
used. Cell viability of A. nidulans mutants growing in the presence of H2O2, menadione or paraquat 
was assayed (Fig.  8). Both drugs, menadione and paraquat are cycling agents that generate superoxide 
ions35. Interestingly, cells with deletion of annce102 were more sensitive to H2O2 stress and pilAΔ  and/
or annce102Δ  mutants were more resistant in the presence of menadione (Fig. 8). On the other hand, 
all mutant strains were found to be hypersensitive to paraquat (Fig. 8).

Figure 5. (A) A simplified scheme of the sphingolipid synthesis pathway of A. nidulans29. Genes and 
inhibitors used in this study are shown in red boxes. (B) Deconvoluted confocal images of PilA-mRFP and 
SurG-GFP, shown as equatorial sections and volumetric view of confocal stacks, treated for 5 h with 20 μ g/ml  
myriocin (i) and 0,25 μ g/ml Aureobasidin A (AbA) (ii). The number of PilA foci was counted using the 
spot tool of the Imaris software and is shown as a graph with averages presented as mean ±  SEM, where n 
represents the number of cells examined from at least three independent experiments (iii) (C) Representative 
deconvoluted confocal images of wild type and annce102Δ  cells expressing PilA-GFP, treated for 5 h with 
20 μ g/ml myriocin. The number of PilA foci was counted as above and is shown as a graph with averages 
presented as mean ±  SEM, where n represents the number of cells examined from at least three independent 
experiments. Scale Bars 5 μ m.
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The above data show that ANnce102 or/and PilA play a role in protection against oxidative stress 
generated by paraquat and H2O2, also suggesting a role of the YpkA kinase in sphingolipid biosynthesis 
pathway and confirming the important role of YpkA and sphingolipids in redox homeostasis.

AnNce102 and PilA genetically interact with YpkA and BasA, key players in sphingolipid 
metabolism. In order to test whether deletion of PilA and AnNce102 affects ROS levels through 
regulation of YpkA activity, we created double and triple mutants of pilAΔ and/or annce102Δ  with 
niiA::ypkA. Simultaneous deletion of both pilA and annce102 results in impaired growth of a niiA::ypkA 
in ammonium at 25 °C, and, most importantly, seems to partially suppress the defects of ypkA downreg-
ulation at 42 °C (Fig. 9A). The growth of all mutants is well correlated with their intracellular ROS levels 
detected by DCF at 25 °C (Fig.  9B), where niiA::ypkA annce102Δ pilAΔ triple mutants display 3 fold 
more ROS at 25 °C. At 42 °C no statistically significant differences in ROS levels were detected. In order 
to test whether the above differences in growth and ROS accumulation are caused by the regulation of 
sphingolipid biosynthesis, we introduced the pilAΔ  and/or annce102Δ mutations in a basA1 strain. As 
shown in Fig. 9C, basA1 mutants display slightly impaired growth at the semi-permissive temperature 
(37 °C), which is furthermore enhanced at non-permissive temperature (42 °C). Most remarkably, the 
double and triple mutants grow significantly better than the single basA1. Consistent with the above, 

Figure 6. Overexpression of AnNce102 suppresses myriocin-induced eisosome disassembly and 
causes mislocalization of PilA foci to septa. Deconvoluted confocal images of WT (PilA-GFP) and alcAp 
annnce102 (alcAp AnNce102-mRFP) strains grown in the presence of (Ai) glucose, (Aii) ethanol, (Aiii) 
glucose and 20 μ g/ml myriocin and (Avi) ethanol and 20 μ g/ml myriocin. (B) The number of PilA foci every 
case was counted using the spot tool of the Imaris software and is shown as a graph. Representative confocal 
images of (C) PilA-GFP and (D) PilA-GFP alcAp-AnNce102-mRFP strains, in the presence of ethanol as sole 
carbon source. Septa are visualized by calcofluor white staining and marked with white arrows. Insets show 
a higher magnification of the boxed area. (E) The number of PilA foci per septum was counted and is shown 
as a graph with averages presented as mean ±  SEM, where n represents the number of cells examined from 
at least three independent experiments. Bars 5 μ m.
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annce102Δ  and/or pilAΔ  were found to be partially resistant to myriocin and AbA treatment at high 
temperatures (Fig.  9D). Curiously, addition of the ROS scavenger N-acetyl cysteine (NAC) effectively 
concealed any growth differences among basA1, niiA::ypkA, annce102 and pilA mutants observed above 
(Figs 9A,C), although no statistically significant differences in ROS levels were detected among mutants. 
Moreover, we quantitatively determine the inhibitory effects of the inhibitors of sphingolipid metabolism, 
myriocin and AbA, in WT, pilAΔ, annce102Δ , pilAΔ annce102Δ and alcA::annce102 cells at 37 °C, in 
the presence of MM+ 2% glucose or MM+ 2% glycerol+ ethanol. Myriocin was the least active against 
A. nidulans with a minimal inhibitory concentration (MIC) of 80 μ g/ml in the presence of glucose and 
60 μ g/ml in the presence of glycerol+ ethanol. The MIC of AbA was 4 μ g/ml in the presence of glucose 

Figure 7. ROS accumulation by sphingolipid depletion and ypkA repression. (A) WT cells grown in MM 
for 12 h at 25 °C and then treated for 7h with 0,5 mM H2O2, 40 μ g/ml myriocin, 2 μ g/ml AbA and methanol 
(vehicle). All strains were incubated with 10 mM 2, 7 -dichlorofluorescin diacetate (DCF) for the last 
45 min prior to imaging by fluorescence microscopy. Quantification represents percentage of 200–500 cells 
labeled with DCF, from at least three representative independent experiments, with averages presented as 
mean ±  SEM. (B) WT cells grown in MM for 12 h at 25 °C, and then treated for 7 h with 40 μ g/ml myriocin, 
2 μ g/ml AbA, 20 mM NAC and 2 μ g/ml PHS. ROS were determined and quantified as in (A). (C) WT and 
basA1 cells grown in MM for 12 h at 25 °C and shifted at 42 °C for additional 7 h. ROS were determined 
and quantified as in (A). (D) niiA::ypkA cells grown in MM for 0–24 h at 25 °C under repressing (NH4

+) 
conditions. ROS were determined and quantified every 2 h intervals as in (A). (E) 5 μ l of 107/ml conidia 
of WT, niiA::ypkA, basA1 and niiA::ypkA basA1 cells spotted on MM and grown for 48 h at 25 °C or 42 °C, 
under repressing or inducing conditions. (F) WT, niiA::ypkA, basA1 and niiA::ypkA basA1 cells grown in 
MM for 12 h at 25 °C, under repressing or inducing conditions. Strains remain at 25 °C or shifted at 42 °C for 
additional 7 h, as indicated. ROS were determined and quantified as in (A).
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and 2 μ g/ml in the presence of glycerol+ ethanol. In these conditions we were not able to detect sig-
nificant differences in the resistance or sensitivity of mutants compared to wild-type (Supplementary  
Fig. S4).

Discussion
Several studies so far have documented the role of Nce102 proteins and despite their conservation among 
the ascomycetes36,37, the functional role of these proteins may diverge. For instance, in Ashbya gossypii, 
the orthologue of Nce102 despite colocalizing with eisosomes is not needed for eisosome stability and 
polar growth38. In Aspergillus fumigatus AfuNce102 deletion mutants showed a clear delay in conid-
iophore formation and severely affected sporulation, without affecting the virulence of the fungus37. 
Deletion of Nce102 from Candida albicans caused a 2-fold decrease in MCC/eisosomes. However, the 

Figure 8. Growth of pilAΔ and/or annce102Δ mutants in the presence of oxidative agents. 5 μ l of 107/ml  
conidia of WT, pilAΔ , annce102Δ  and pilAΔ  annce102Δ  cells spotted on MM and grown for 36–48 h 
in the presence of H2O2, paraquat and menadione, at concentrations as indicated, at 25, 37 or 42°, in the 
presence of urea as the sole nitrogen source.
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Figure 9. AnNce102 and PilA genetically interact with YpkA and sphingolipid biosynthesis pathway. 
(A) 5 μ l of 105 conidia of WT, pilAΔ, annce102Δ, pilAΔ annce102Δ, niiA::ypkA, niiA::ypkA pilAΔ, 
niiA::ypkA annce102Δ and niiA::ypkA pilAΔ annce102Δ cells spotted on MM and grown for 36–48 h at 25, 
37 and 42 °C, under repressing or inducing conditions. (B) WT, niiA::ypkA, niiA::ypkA pilAΔ, niiA::ypkA 
annce102Δ and niiA::ypkA pilAΔ annce102Δ cells grown in MM for 12 h at 25 °C, under repressing 
or inducing conditions. Strains remain at 25 °C or shifted at 42 °C for additional 7 h, as indicated. ROS 
were determined and quantified as in Fig. 7A. (C) 5 μ l of 105 conidia of WT, basA1, basA1 pilAΔ, basA1 
annce102Δ, basA1 pilAΔ annce102Δ cells spotted on MM and grown for 48 h at 25 or 42 °C, (D) 5 μ l of 107/
ml conidia of WT, pilAΔ , annce102Δ  and pilAΔ  annce102Δ  cells spotted on MM and grown for 36–48 h in 
the presence of 40 μ g/ml myriocin or 1 μ g/ml of AbA at 25, 37 and 42 °C.
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cells displayed normal punctate localization of Lsp1-GFP and Sur7-GFP and showed decreased virulence 
by forming abnormal hyphae in mice36.

In this study, we present evidence that PilA and Nce102 are the main eisosomal organizers of  
A. nidulans. In particular, we showed that AnNce102 colocalizes with PilA at the PM and its temporal 
and spatial distribution resembles that of the SurG eisosomal protein. In addition, we observed that 
deletion of pilA has enormous impact on the stability of AnNce102 and SurG in germlings, where both 
proteins localized exclusively in vacuoles and endosomes. Despite the fact that increased endocytosis 
and enhanced direct vacuolar sorting of SurG and AnNce102 could both rationalize the data presented 
herein, we favor the hypothesis that the absence of PilA, which is mostly found at the plasma membrane, 
most probably destabilizes the otherwise stable foci of AnNce102 (and SurG) rather than it affects their 
intracellular trafficking. This is consistent with the proposed role of eisosomes in protecting Can1 from 
endocytosis in yeast8, which is however currently under debate6.

On the other hand, deletion of AnNce102 affects the older PilA/SurG eisosomal pool, resulting in 
fewer foci only in the head of germlings and without affecting eisosomes along hyphae. This phenotype 
resembles myriocin treatment and, similarly to S. cerevisiae10, can be overcome by overexpression of 
AnNce102. The above results suggest that two different populations of PilA foci exist in A. nidulans 
germlings; one at the head of the germlings that requires AnNce102 for proper organization and is sen-
sitive to sphingolipid levels and another in the hyphae that does not respond to the above and possibly 
has different function and composition. Interestingly, deletion of annce102 or pilA affects each other 
topology/foci number mostly in growing germlings. This temporal regulation could be related to the 
potential role(s) of eisosomes in sphingolipid and/or PI(4,5)P2 regulation1–4 and present study, recruitment of 
signaling molecules5 and the greater need of membrane biogenesis and compartmentalization in actively 
growing and not quiescent cells. Furthermore, overexpression of AnNce102 in A. nidulans led to ectopic 
localization of PilA foci into septa, a result that further confirms the crucial role of AnNce102 concerning 
eisosome organization, also suggesting a functional role of eisosomes related to septation. Consistent 
with this, deletion of sur7 in C. albicans resulted in ectopic localization of the cdc12 septin from the 
bud neck39.

In S. cerevisiae Pil1 down-regulates the Ypk1 pathway14 and Nce102 has been implicated as a sensor 
for sphingolipid abundance and a negative regulator of pkh1 activity10. Our data support a subtle role 
for AnNce102 and PilA in the regulation of sphingolipid biosynthesis in A. nidulans. Indeed, we herein 
show that deletion of either pilA or annce102 can partially suppress genetic (basA1 and niiA::ypkA) 
or pharmacological (myriocin and AbA) inhibition of sphingolipid biosynthesis at high temperatures 
(Fig. 9). Consistent with this, it has been shown previously that heat shock leads to a transient increase 
in sphingolipid production and that sphingolipid production is important for heat shock survival40,41. 
The fact that MIC measurements did not display significant differences, suggests a minor role of PilA 
and AnNce102 proteins in the regulation of sphingolipid metabolism (Fig. S4). An intriguing alternative 
explanation is that the difference observed in agar plates, in which A. nidulans colonies differentiate by 
asexual sporulation, cannot be observed by MIC measurements, which have been done in liquid media 
only allowing the growth of mycelia. Consistent with the above, the expression of basA was shown to 
increase upon begin of sexual and asexual development and the basA1, barA and lagA mutants have 
been shown to negatively affect the asexual/sexual ratio of sporulation in A. nidulans29, strongly indicat-
ing that asexual sporulation requires increased levels of sphingolipid biosynthesis. In light of the above, 
our results presented in Fig.  9 can be rationalized by developmental stage-specific genetic interaction 
of eisosomes and the sphingolipid biosynthesis pathway. In support of this, deletion of ypkA is known 
to result in very slow-growing, non-sporulating cells, while the defective growth of a niiA::ypkA strain 
in repressing conditions can be overcome by PHS supply34 suggesting that YpkA, possible through the 
regulation of sphingolipid metabolism, indeed participates in asexual sporulation.

Another important aspect related to Nce102 is its implication with oxidative stress27. Reactive oxy-
gen species (ROS) are versatile molecular species and radicals that are poised at the core of a sophisti-
cated network of signaling pathways and act as core regulators of cell physiology and cellular responses 
to environment42. ROS also help to monitor/modulate cellular processes that range from different cell 
fates43 to apoptosis44, from regulation of Apical Dominance45 to actin polarization46, suggesting that a 
kind of ‘ROS rheostat’ exists in cells. It is also known that oxidants can influence regulatory proteins to 
modulate sphingolipid metabolism and also appear to serve as upstream/downstream messengers for 
sphingolipid signaling47–49. In this study, we observed that, deletion of AnNce102 results in hypersen-
sitivity to H2O2. However, treatment of pilAΔ  and/or annce102Δ  strains with 2 superoxide generators, 
had opposing effects on growth, where pilAΔ , annce102Δ  and pilAΔ  annce102Δ  strains were more 
resistant in the presence of menadione and less resistant to paraquat. These results suggest a mecha-
nism other than superoxide formation being responsible for this discrepancy. Moreover, we demon-
strated that pharmacological (using myriocin and AbA) or genetic (using basA1 mutant) inhibition of 
sphingolipid synthesis resulted in a significant increase in ROS levels. Interestingly, repression of YpkA 
(YPK1 homologue) expression resulted also in an increase in ROS, evident after 12 h of repression. The 
kinetics of this increases correlate well with the decreased radial growth, the delayed conidial germi-
nation, a deficiency in polar axis establishment and the intense branching observed after the germina-
tion of conidia of the niiA::ypkA strain grown under repressing conditions34. Furthermore, we showed 
that niiA::ypkA basA1 double mutant strain displayed a synthetic lethal phenotype when grown under 
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repressing conditions at the non-permissive temperature (42 °C), similar to synthetic lethality phenotype 
of barA1 niiA::ypkA mutants grown in the presence of ammonium at 37 °C34. In addition double mutants 
show higher ROS levels than single mutants at the same conditions, confirming a previous suggested role 
of YpkA kinase in sphingolipid biosynthesis pathway34 and suggesting an important role of YpkA and 
sphingolipids in redox homeostasis. Concerning the role of eisosomes/AnNce102 in YpkA/sphingolipid 
signaling we showed that pilAΔ  and/or annce102Δ  strains were partially resistant to pharmacological 
or genetic reduction of sphingolipid synthesis at high temperatures. Under these conditions, addition of 
the ROS scavenger N-acetyl cysteine (NAC) effectively concealed any growth differences among mutants, 
although no statistically significant differences in ROS levels were detected (Supplementary Fig. S5).  
A possible explanation could be that the ROS produced in these conditions cannot be detected by DCF, 
used in the present study. Interestingly we found niiA::ypkA annce102Δ pilAΔ triple mutant to be more 
sensitive at 25 °C under repressing conditions, and the only strain that displayed 3 fold more ROS than 
single or double mutants. Within this context, nce102Δ mutants of C. albicans were defective in forming 
hyphae and invading low concentrations of agar, likely due to a defect in actin organization, whereas 
Ypk1 has been proposed to regulate actin polarization by controlling ROS accumulation46. Since repres-
sion of YpkA mainly causes deficient polar axis establishment and intense branching34, an intriguing 
explanation could be that besides the role of PilA/AnNce102 in sphingolipid signaling, these proteins 
are likely to be involved in the regulation of cytoskeleton polarization through YpkA and a mechanism 
that involves ROS.

Previously we have shown that pilAΔ  mutants, pilAΔ  pilBΔ  double mutants and surGΔ  mutants 
displayed resistance to inhibitor of ergosterol synthesis, itraconazole22. In addition, it was recently 
shown that exogenous addition and/or improper accumulation of LCBs resulted in altered susceptibility 
to inhibitors of β  -1,3-glucan synthesis50, echinocandins, in various fungi51. All these data support the 
possibility that eisosomal proteins modulate the mode of action of these groups of antifungal drugs 
by regulating sphingolipid biosynthesis rather than directly regulating β  -1,3-glucan synthase as was 
hypothesized by Edlind and Katiyar52, making these proteins ideal candidates for studying sphingolipid 
signaling, antifungal resistance/susceptibility and their underlying mechanisms.

Methods
The entire annce102, mrvA, and mrvB open reading frames (ORFs) (627 bp [AN7683], 570 bp [AN8278], 
and 747bp [AN8422], respectively) were replaced in appropriate strains (see Supplementary Table S1) 
by the A. fumigatus, riboB (Afribo), pyrG (AfpyrG) or pyroA (Afpyro) genes, using the fusion PCR gene 
replacement method53 and standard molecular cloning techniques. Recipient strains also carried a nkuAΔ 
mutation that results in a dramatically decreased frequency of heterologous integration events into the 
A. nidulans genome54. Cassettes containing the annce102::sgfp and annce102::mrfp fusions, expressed 
under the control of the endogenous promoter or under the alcA (alcohol dehydrogenenase gene) pro-
moter, were constructed by joining three different PCR fragments, as previously described53. For the 
AnNce102-GFP and AnNce102-mRFP fusions, the GFP and mRFP were separated from the ORFs by 
a quintuple Gly-Ala di-peptide repeat (5GA linker). Cassettes for gene replacement were constructed 
and amplified using Kapa-HiFi (Kapa Biosystems) DNA polymerase and the primers of Supplementary 
Table S2. In-locus integration events in all transformants used in this study were confirmed by Southern 
analysis and PCR (see below).

Conventional PCR screen of the transformants was performed as previously described55, with the 
following modifications. Approximately 105 conidiospores were suspended in 0.2 ml of extraction buffer 
(2% Triton X-100, 1% SDS, 10 0 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8, 150–20 0 mg 0.01 mm 
glass beads), vortexed for 30 sec and incubated for 30 min at 60 °C, with vortexing every 10 min for 
30 sec, prior to purification using 0.2 ml of phenol-SEVAG (phenol/chloroform/isoamyl alcohol, 25:24:1). 
After brief vortexing and centrifugation (12000 rpm, 5 min, 4 °C), the nucleic acids contained in 0.15 ml 
of supernatant were precipitated by adding equal volume of isopropanol, followed by centrifugation 
(12000 rpm, 15 min, RT), washed with 70% ethanol and resuspended in 50 ml RNase dH2O. 1 μ l of each 
sample was used in 25 μ l PCR reaction using KAPA Taq EXtra HotStart (Nippon Genetics Co., Ltd., 
Tokyo, Japan).

RNA samples were prepared as previously descripted23 RNA was isolated from quiescent conidia 
(0 h) and germlings (14 h), using the TRI Reagent (GIBCO-BRL) kit according to the instructions of 
the manufacturer. RNA samples were further purified according to the RNeasy Mini Protocol for RNA 
Cleanup, in the RNeasy Mini Kit (Qiagen). To avoid contamination with genomic DNA, 10 μ g of each 
RNA sample were treated and cleaned up with TURBO DNA-freeTM kit (Ambion). The absence of DNA 
contamination was verified with conventional PCRs using specific-, surG, annce102 and 18S rRNA set of 
primers and at least 3 μ g of each RNA sample as template, which were amplified for 40 cycles. Primers 
were designed to cross at least an intron and expected to produce amplicons of 355 bp (surG cDNA), 
478 bp (annce102 cDNA), and 280 bp (18S ribosomal RNA gene). The quality of RNA was confirmed in a 
conventional 2% w/v agarose gel stained with ethidium bromide (Et-Br) (10 μ g/ml). The concentration of 
each RNA sample was calculated using the nanodrop apparatus (ND-1000 Spectrophotometer) according 
to the instructions of the manufacturer. Approximately 3 μ g of each RNA sample were used for reverse 
transcription using the SuperScriptTM II RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen), according to the 
instructions of the manufacturer. For semi-quantitative analysis of transcript levels, cDNA was diluted 
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10-, 100-, 1000-fold. The number of cycles required to produce detectable difference in band intensity 
between dilutions (to avoid saturation) was determined with Et-Br staining.

A. nidulans cells were cultured in appropriately supplemented minimal medium (MM) at 25 °C, 
using 35 mm μ -Slides (Ibidi GmbH, Germany). Cells were imaged by the use of a Leica TCS SP5 (Leica 
Microsystems Ltd., Milton Keynes, UK) confocal microscope, with a Leica HCX PL APO CS 63x/1.4 NA 
oil immersion len. GFP and mRFP were excited with 488 and 531 nm laser lines, respectively. Mature 
endosomes/vacuoles were stained and visualized with CMAC (7-amino-4-chloromethyl-coumarin) 
(Molecular Probes) as previously described (Gournas et al., 2010). Septa were stained with calcofluor 
white (CFW) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) as descripted by (McIntyre et al., 2001).

For most figures, representative images of the equatorial sections and/or volumetric views of confocal 
stacks are shown. Images were acquired sequentially as Z-series (step size 0.2 μ m) and processed/analyzed 
using the Fiji/imagej software (http://imagej.nih.gov/ij/download.html) or the Imaris 7.2.4 (Bitplane AG, 
Zurich, Switzerland). For colocalization assessment z-stacks were deconvolved using a three-dimensional 
(3D) blind algorithm [Autoquant X (Media Cybernetics, Silver Spring, MD)]. Colocalization was meas-
ured using Imaris software package (Bitplane, Zurich, Switzerland). The threshold of each channel 
used to quantify colocalization was determined automatically, according to the method of Costes56. 
Colocalization was defined as the overlap of two channels in three dimensions and was calculated by the 
program automatically. Colocalization was analyzed by using Manders colocalization coefficients (M1 
and M2) that describe the colocalization of molecules with respect to an individual channel, and increase 
from 0 to 1 with rising colocalization and visual inspection of the spatial relations (intensity spatial 
profile). 2D histograms (plotted pixels of a two-channel image) were obtained using Imaris (Bitplane). 
Colocalization was represented as new channel (colocalization channel) corresponding to the colocalized 
voxels. PilA foci in germlings were counted using spot detection tool of the Imaris (Bitlane) software. A 
minimum diameter of 0.3 μ m and an automatic threshold detection of the software were used, adjusted 
manually to identify all visible PilA foci.

Time-lapse experiments were conducted at 26 °C. Cells were imaged by the use of Leica TCS SP5 
(Leica Microsystems Ltd., Milton Keynes, UK) confocal microscope with a Leica HCX PL APO CS 
63x/1.4 NA oil immersion lens. The images were analyzed with the Imaris software package (Bitplane, 
Zurich, Switzerland).

Total protein extracts were prepared as previously described23,57, with the following modifications. 
Approximately 500 mg of liquid N-grinded conidiospores or young mycelia (14 h, 25 °C) were resus-
pended in 1.5 ml ice-cold precipitation buffer (50 mM Tris-HCl pH 7, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA), sup-
plemented with a protease inhibitor cocktail (Sigma) and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). 
TCA was added (1/8 of total V), the suspension was briefly vortexed, followed by centrifugation (15000 g, 
10 min, 4 °C). The pellet was washed twice with ice cold acetone, heat-dried and dissolved in 0.5 ml 
extraction buffer (150 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM NaCl, 1% w/v SDS, 1mM EDTA and protease inhibi-
tor cocktail). Protein concentrations were determined by the method of Bradford. In each case 30–50 μ g 
protein were fractionated on a 10% (w/v) SDS-polyacrylamide gel and electroblotted (Mini Protean 
Tetra cell, Bio-Rad) onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Macherey-Nagel, Lab Supplies 
Scientific SA, Hellas) for immunodetection. The membrane was treated with 2% (w/v) non-fat dry milk, 
and immunodetection was performed using a primary mouse anti-GFP monoclonal antibody (Roche), a 
mouse anti-actin monoclonal (C4) antibody (MP Biomedicals Europe, Lab Supplies Scientific SA, Hellas) 
and a secondary rabbit anti-mouse IgG horseradish peroxidase (HRP)-linked antibody (Cell Signaling). 
Blots were developed by the chemiluminescent method using the LumiSensor Chemiluminescent HRP 
Substrate kit (GenScript USA Inc, Lab Supplies Scientific SA), an enhanced chemiluminescence rea-
gent (Amersham Bioscience) and SuperRX Fuji medical X-Ray films (FujiFILM Europe, Lab Supplies 
Scientific SA, Hellas).

Myriocin and Aureobasidin A susceptibility assays. The susceptibility assays were performed by meas-
uring the MIC of each molecule in 96-well flat bottom plates, using a slightly modified protocol previ-
ously described58. Briefly, the assay mixture was prepared by adding 1 volume of conidial suspension (105 
conidia ml−1 in 0.05% Tween 20) to 12 volumes of assay medium (MM+ 2% glucose or MM+ 2% glyc-
erol+ ethanol). Two-fold dilutions of each drug were prepared with this assay mixture. The plates were 
incubated at 37 °C for 24 h. After incubation, the culture medium was removed from each well and the 
biofilms were washed three times with Milli-Q water. 130 ml of 0.01% (w/v) crystal violet solution (Sigma 
Aldrich) was added to each well for 20 min at room temperature. The solution was then removed and 
the biofilms were washed until the supernatant was clear. The plates were air-dried and the absorbance at 
560 nm was measured in a Tecan Infinite M-1000 PRO plate reader (Tecan Systems Inc., San Jose, CA).
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