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|. Bevezetés és célkitiizés

Szamos gomba képes novényeket, allatokat, ¢s
embereket fertézni, masok pedig szaprofita modon a talajban
¢lnek ¢és az ottani szerves anyagokat hasznaljak az
¢letfolyamataik  fenntartdsahoz. Azon  fajok, melyek
dimorfizmussal rendelkeznek, jobban terjeszkedhetnek,
adaptalodhatnak, vagy élhetnek olyan specialis koriilmények
kozott, melyek mas, egysejtes rokonaik szdmara végzetesnek
bizonyulnanak. A dimorf patogén gombak kozott vannak
olyanok, melyek a mezdgazdasdgban sulyos karokat okoznak
azzal, hogy a  gazdanovényt elpusztitjdk, vagy
fogyasztasképtelenné teszik a terményt. Ilyen példaul a
kukorica veszedelmes, mikroszkopikus kartevéje az Ustilago
maydis, mely a névényi szovetek burjanzasat idézi elé (Gao,
2013). A Fusarium genusz tagjai szintén nagy karokat okoznak
a mezogazdasagnak, melyek kozott vannak olyan fajok, melyek
toxinokat termelnek, és ezek a terményekkel bekeriilhetnek az
emberi ¢s allati szervezetekbe (Sobrova és mtsai, 2010)

A Crypotococcus neoformans tiidégyulladas-szerti
megbetegedést €s meningitiszt okoz olyan emberekben,
akiknek valamilyen ok folytan gyengébb az immunrendszere. A
patogén gombaknal emlitést kell tenni a Candida albicans-rol,

mely normal esetben, egy a bélben el6fordulo
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mikroorganizmus, a bélflora alkotéja. Az immunrendszer
gyengiilése kovetkeztében viszont sulyos megbetegedéseket,
akar halalt is okozhatnak (Pfaller és mtsai, 2006; Mayer ¢és
mtsai, 2013).

E dimorf gombak tanulmanyozasa sokszor nehézkes,
hiszen specialis koriilményeket igényelnek, ha pedig diploidok,
mint példaul a C. albicans, akkor a génjei deletalasa,
molekularis genetikai manipulacidja nem egyszerii. Emellett
eléfordul az is, hogy a genomjuk még nem annotalt. Problémat
jelent a patogenitasuk is, amely miatt a munka fokozott
elévigyazatot igényel.

A dimorfizmus genetikai hattere bioinformatikai és
kisérletes adatok alapjan nagyfoku konzervaltsagot mutat a
gombdk vildgaban, ebbdl kifolydlag a nem patogén, de
dimorfizmust mutato organizmusok is kivalo
modellszervezetek lehetnek, melyek segithetnek e tulajdonsag
hatterében meghuz6dé molekularis folyamatok részletesebb
megismerésében. A kiilonb6z6 fajokban kapott eredmények
Osszehasonlitasa pedig ravilagithat a morfologiai atvaltas
fajspecifikus elemeire is.

Eppen ezért a tanszékiinkon a Schizosaccharomyces
japonicus hasad6 élesztovel kezdtiink el dolgozni, mely a
gombak egy kiilonleges, evolucids szempontbol koran leagazo

csoportjaba tartozik. Ez a faj a Schizosaccharomycetales genusz
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filogenetikailag legidOsebb tagja, mely megoérizte a valamikori
k6zos 6s dimorfizmusra vald képességét (Sipiczki, 1995).
Raadasul haploid, igy a génmanipulaciok kovetkezményei
azonnal megnyilvanulnak és kdnnyen tanulmanyozhatok.

A munka sordan igy a célunk a dimorfizmus
folyamatanak és genetikai hatterének a megismerése volt a Sch.
japonicus modellszervezetben, melynek részletei az alabbi
pontokban foglalhatok 6ssze:

1) Klasszikus genetikai és mikrobiologiai kisérletekkel
tovabb akartuk vizsgalni a kdrnyezeti koriilmények éleszté-hifa
atalakuldsra valo hatasat.

2)  Masrészt pedig célunk volt, a dimorfizmus
molekularis hatterének vizsgalata.

a) a dimorfizmushoz kothetd gének és szignal-
transzdukcios utvonalak azonositasa.

b) ennek megvalositasa érdekében egy dimorfizmusban
szerepet jatszo regulator gén delécidja.

C) az igy 1étrehozott mutans segitségével egy lehetésges
jelatviteli utvonal elkészitése.

3) Célunk volt tovabba, hogy a klasszikus ¢és
molekularis vizsgalatok eredményeit 6sszehasonlitva mas fajok
eredményeivel, azonositsuk a dimorfizmus fajtél fliggetlen,

evollcidsan konzervativ és faj specifikus résztvevait.



I1. Uj tudoményos eredmények

11.1 Hifaképzés indukcidja folyékony tapkozegben

Elézetes kutatasok azt mutattak, hogy a Sch. japonicus
hifaképzése szilard taptalajt igényel (Sipiczki, 1998). A mi
kisérleti eredményeink ellenben azt mutattak, hogy a minimal
tapfolyadék, 1M-os szorbitol (1. abra B, C), valamint magzati
vérszérum (FBS) hatasara e faj is képes hifat képezni. (1. és 2.
abrak) Mindezek mellett azt tapasztaltuk, hogy a FBS indukalo

hatasat savas pH-n csokkenteni valamint képesek voltunk a

szérum hatasat teljesen eliminalni (3. és 4. abrak).

1. 4bra Minimal koriilmények és ozmotikus stressz hatasa 7-1
torzs hifaképzésére. A) YPL, B) EMML minimal tapfolyadék
C) YPL+1M sorbitol, 37°C, 1 nap inkubacio utan. Az abrakat
Olympus BX40 mikroszkoppal és 100x nagyitasti objektiv

hasznalataval fényképeztiik.



Figure 1 Effect of minimal conditions and osmotic stress on
the hyphal growth of 7-1 strain. A) YPL, B) EMML minimal
media, C) YPL+1M sorbitol. The cells were cultured for 1 day
at 37°C. These figures captured by 100x magnification

objective with Olympus BX40 microscope.

2. abra A Sch.japonicus sejtek morfologiaja YPL+ 10% FBS
tapfolyadékban. (razatas nélkiil) A-B) 7-1 kontroll YPL 25-30
és 37°C-on. C-D) YPL+FBS 25°C-on. E-F) YPL+FBS 30°C-
on. G-1) YPL+FBS 37°C-on. B,D,F,H) szeptum festés



calcofluorral. J) vakuolum festés Bar:10um. Az abrakat
Olympus BX40 mikroszkdppal és 100x nagyitasu objektiv

hasznalataval fényképeztiik.

Figure 2 Cell morphology of Sch. japonicus in YPL+ 10% FBS
liquid media. (without shaking) A-B) 7-1 control in YPL at 25-
30and 37°C. C-D) YPL+FBS at 25°C. E-F) YPL+FBS at 30°C.
G-1) YPL+FBS at 37°C. B,D,F,H) calcofluor staining of septa
J) fluorescent vacuolar staining. Bar: 10um. These figures
captured by 100x magnification objective with Olympus BX40

microscope.

3. abra A Sch.japonicus sejtek 50%-0s FBS- szérumban. A)
YPL kontroll. B) YPL + 50% FBS szérum okozta flokkulacio.
C) Sejtmorfologia YPL-ben. D-E) Az 50%-os szérum hatasa a
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sejtmorfologiara. F) 0Osszecsapzodas YPL + 50% FBS
tapfolyadékban pH5,5-n G) 6sszecsapzodas YPL + 50% FBS
tapfolyadékban pH:6,7-n. C) és D) Nomarski felvétel. Skala: 10
um. A mikroszkdopos abrakat Olympus BX40 mikroszkoppal és
100x nagyitasu objektiv hasznalataval fényképeztiik.

Figure 3 Sch. japonicus cells in FBS+50% serum. A) YPL
control. B) flocculation in YPL+50% FBS. C) cell morphology
in YPL. D-E) The effect of 50% serum to the cell morphology.
F) Flocculation in YPL + 50% FBS media at pH5,5. G)
Flocculation in YPL + 50% FBS media at pH6,7. C) and D)

Normarski record. Sclae: 10 um. These figures captured by

100x magnification objective with Olympus BX40 microscope.

4. abra Sejtmorfologia vizsgalata a hdkezelt FBS tartalmu
tapfolyadékban. A) YPL+10% FBS szérum B) forraspontig
hevitett YPL+10% FBS. Skala: 10um. A mikroszkopos ébrakat
Olympus BX40 mikroszkoppal és 100x nagyitasti objektiv
hasznalataval fényképeztiik.



Figure 4 Cell morphology in the heated FBS containing
medium. A) YPL+10% FBS serum. B) heat treated YPL+10%
FBS. Scale: 10um. These figures captured by 100x
magnification objective with Olympus BX40 microscope.

11.2  Dimorfizmust befolyasolé  kiilsé kornyezeti

korillmények hatasanak vizsgalata

Munkank soran megvizsgaltuk, hogy kiilonb6zo
kornyezeti koriilmény miként befolyasolja a Sch. japonicus
dimorfizmusat. Talaltunk indukal6 és gatlo és faktorokat.

Indukalo hatast tapasztaltunk alacsony pH-n (5. abra

A), 37°C-os hémérsékleten (6. abra C), és pepton jelenlétében
(7. abra C).

5. abra 7-1-es torzs morfologiai atvaltasanak vizsgalata
kiiléonboz6 pH-val rendelkezd YPA téaptalajon. (inkubalas 30°C-
on 7 napig) A) pH4; B) pH5; C) pH7; D) pH8



Figure 5 Study of morphological switch (7-1 strain) at different
pH media. A) pH4; B) pH5; C) pH7; D) pH8

6. abra A homérséklet hatasa a 7-1 torzs morfologia atvaltasara.
A) 25°C; B) 30°C; C) 37°C, a csészék 7 napig inkubalddtak.
Figure 6 The effect of temperature on the morphological switch
of 7-1 strain. A) 25°C; B); 30°C; C) 37°C

A B C

7. abra A pepton hatasanak vizsgalata. A) YEA 3%(m/m)
gliikéz, B) YEA 2%(m/m) glikkoz, C) YPA (2%(m/m) glikkoz+
1% pepton), 7-1 torzs, 30°C-on inkubalva 7 napig. (A
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kiilonb6z6 pH-val rendelkezd téptalajokon és a kiilénb6zd

homérsékleteken hasonl6 eredményt kaptunk)

Figure 7 The effect of peptone. A) YEA 3%(m/m) glucose, B)
YEA 2%(m/m) glucose, C) YPA 2%(m/m) glucose + 1%
peptone.

Mivel az eddig elvégzett kisérletek mind olyan
taptalajon késziiltek, melyeknek nem ismerjik a pontos
faktorok koziil melyik (melyek) felel az indukalé hatasért.
Ennek felderitésére olyan minimal taptalajokat (EMMA)
készitettliink, melyek nitrogén forrasat lecseréltiik az altalunk
valasztott aminosavakra. Azt tapasztaltuk, hogy a
Sch. japonicus képes nitrogén forrasként hasznositani a
megvizsgalt aminosavakat kivéve a prolint, mindezek mellett az
arginin és a metionin még eld is segitik a fonalas novekedést.
(8. abra)

Gatlo hatast tapasztaltunk pH8-on valamint 0,5mg/ml

adenin és Img/ml guanin nukleobazis jelenlétében. (9. dbra)
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8. abra Sch.japonicus sejtek szaporodasa és hifaképzése N-
forras nélkiilli (NH4CI), 10mM aminosavval kiegészitett
minimal taptalajon (EMMA).
A) EMMA + NH.CI, B) EMMA-N+leucin, C) EMMA-
N+izoleucin, D) EMMA-N+metionin E) EMMA-N+arginin, F)
EMMA-N+prolin

Figure 8 Mycelial growth on minimal media without N-source
(NH4CI) supplemented with 10mM amino acids. A) EMMA +
NH.CI, B) EMMA-N+leucine, C) EMMA-N+isoleucine, D)
EMMA-N+methionine, E) EMMA-N+arginine, F) EMMA-
N+proline
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9. abra Az adenin ¢és guanin hatdsa a 7-1 torzs éleszt6-hifa
atvaltasra. A) EMMA kontroll B) EMMA + 0,5 mg/ml adenin,
C) EMMA + 1mg/ml guanin

Figure 9 The effect of adenine and guanine on the hyphal
growth of 7-1 strain. A) EMMA control, B) EMMA + 0,5
mg/ml adenine, C) EMMA + 1mg/ml guanine

I1.3 RNS szekvenalas hifas allapota Sch. japonicus-bol.

Hifas allapota Sch. japonicus sejtekbdl total RNS-t
izolaltunk majd ezt szekvenaltattuk. Ennek alapjan
megallapitottuk, hogy az éleszté allapotu sejtekhez képest a
hifakban 2903 gén szintje valtozott. Ezek koziil 1366 gén
emelkedett, mig 1537 gén csokkent szintet mutatott. Ezen

génekbdl csak a log, +2 és e feletti valamint a -2 €s ez alatti
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értékeket hasznaltuk. A GO kategoriak alapjan csoportositottuk

a géneket és e csoportokat abrazoltuk grafikonon. (10. dbra)
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10. abra A dimorfizmusban felteheten jelentds szerepet jatszo
gének funkcioi és RNS szint valtozasa. (X-tengely: funkciok, Y

tengely: a gének szdma)

Figure 10 Genes and their functions which are involved in

dimorphism. (X-axis: functions; Y axis: number of genes)

Ezeket az eredményeket Osszehasonlitottuk a tavoli
rokon C. albicans adataival és azt tapasztaltuk, a dimorfizmus
molekularis utvonalai hasonlé modon regulalodnak a Sch.

japonicusban. (11. abra)
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11. abra Az éleszté hifa atvaltas feltételezett jelatvitele. Az abra
Biswas 2007-ben ko6z6lt Candida albicans szignalizacidja
alapjan késziilt. Piros betiikkel az RNS szekvenalds adatok
alapjan csokkent expresszios szintii gének neve lathatd, mig
z0lddel az emelkedett génkifejez6dés szint van jelolve. A
zardjelben a C. albicans orthologjai lathatok (Biswas és mtsai,
2007).

Figure 11 Putative signaling pathway of the yeast-hyphae
switch. This figure is based on Biswas’s publication in 2007.
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Red letters indicate the reduced expression levels while green
letters are the elevated expression levels. In brackets there are
the orthologous genes of C. albicans. (Biswas et al, 2007)

A modosult transzkripcids szintet mutatd gének kozott
szamos regulator gén is volt. Ezek ko6ziil a bioinformatikai
Osszehasonlitasok utan a leghasonlobb regulator gént, a pkal
gént valasztottuk ki, mely a protein kindz A enzim fehérjét
koédolja és szakirodalmi adatok alapjan fontos reguldtora a

dimorfizmusnak. (Fuller és Rhodes, 2012)

1.4 A pkal delécios mutans létrehozasa Sch. japonicus-ban

A kromoszomar6l felszaporitott pkal gént klonozo
restrikcios emésztéssel eltavolitottuk, és helyére a KanMX6
szelekcios markert ligaltuk. Az igy létrehozott delécios
konstrukcidt integrativan transzformaltuk Sch. japonicus-ba. A
homoldg rekombinacios telepeket pedig PCR-rel ellendriztiik.

(12. abra)
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T

1 2000 bp

ellendrzése. A sikeres integraciot a 2000 és 3000 bp-os savok
jelzik. M a méret markert jelzi.

Figure 12 Check of the integarion of pkal deletion
construction. The successfully integrated construction are
indicated by 2000 and 3000 bp bands respectively. M indicates

the molecular marker.

I1.5 RNS szekvenalas és fenotipusos vizsgalatok a pkalA

mutans torzzsel.

Azt tapasztaltuk, hogy a pkal hianya nem letalis. Mivel
a mutans torzsiink pleiotrop fenotipust mutatott, ezért szerettiik
volna meghatarozni a pkal gén altal regulalt géneket, azaz a
mutans sejt transzkripcids mintazatat. Azt tapasztaltuk, hogy
1986 gén szintje valtozott meg a mutacid miatt, ebbdl mi 366
génnek allapitottuk meg a funkcidjat a GO kategoériak alapjan,
melyet abrazoltunk grafikonon. (13. abra) Az RNS szekvenalas

soran kapott gének egy részét sikeriilt fenotipusosan is
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validalni. Azt tapasztaltuk, hogy a mutansunk érzékenységet
mutatott példaul kiilonboz6 stressz faktorokra. (14,15,16.
abrak)

A szekvenalasi és fenotipusos adatok alapjan
elkészitettiik a pkal gén feltételezett szignalizacids uitvonalat.
(17. abra)

35 4 m Emelkedett szint
1 m Csokkent szint
25

15
10

3. .

0+ T T T T T

< { o

13. abra A pkal mutans altal regulalt fontosabb folyamatok

gének szama (db)
N
S

Figure 13 Important processes which are regulated by pkalp.

14. abra KCI hatasanak vizsgalata. 7-1 [A1/B1] és pkalA
[A2/B2]. Az A) abra 0,75M-0s KCl-tartalmu YPA 37°C-on; B)
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abra YPA 37°C-on. A fels6 ODsgs = 0,2 sejtkoncentraciot
tartalmazott, az alatta levé sorokban pedig 10x, 100x valamint,
1000x higitas lathato.

Figure 14 Examination of the effect of KCI. 7-1 [A1/B1] and
pkalA [A2/B2] drops. The A) 0,75M KCl in YPA at 37°C; B)
YPA control at 37°C. The top row contained ODsgs= 0,2 cell

concentration and the rows beneath contained dilutions 10x,
100x, 1000x.

15. abra 5mM koffein hatasa a sejtek szaporodasara. A) vad
tipusi sejtek, B) pkal mutans sejtek. Az 1-3 szamok a
hémérséklet emelkedését jelzik: 25, 30 és 37°C egyenként. A
fels6 sor ODsgs= 0,2 ezutan 10x, 100x valamint, 1000x higitas
lathatd. A csészék 2 napig voltak inkubdlva az emlitett

hémérsékleteken.
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Figure 15 The effect of caffeine to the cell proliferation. A)
wild type cells, B) pkal mutant cells. 1-3 numbers are indicate
the elevation of temperature: 25, 30 and 37°C respectively. The
top row ODsgs= 0,2 cell concentration and the rows beneath
contained dilutions 10x, 100x, 1000x.

5mM 20mM 40mM

& o &

16. abra Hidrogén-peroxid hatasanak vizsgalata. Az 4bra fels

soraban (A) a pkal mutans sejtjei, az also sorban (B) a 7-1 vad
tipusu sejtek lathatok. Balrdl jobbra a stressz vizsgélat soran
alkalmazott hidrogén-peroxid koncentraciokat lathatjuk. A
sejtek YPA csészén 30°C-on inkubalodtak 2 napig.

Figure 16 Examination the effect of hydrogen peroxide. A)
pkal mutant cells, B) 7-1 wild type cells. From left to right are
the applied concentrations of hydrogen peroxide. The cells were
incubated for 2 days at 30°C.
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Hsrl,Fkh2,Pap1,Stell, B g
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metabolikus folyamatok;
szénhidrat

hifa metabolizmus
megnyulas mitokondrium
T szervezSdés
- Qophﬂmatikus transzIacio és
fehérje modifikacéd
sejt
novekedés oregedés hipotetikus riboszéma
fehérjék szintézis

17. abra A Sch.japonicus PKA utvonal feltételezett

é
U

szignalizacioja és feltételezett célgénjei. A sziirke korok a
fenotipusos vizsgalattal is megerésitett folyamatok, a fehér
korok az RNS szekvenalasi adatok alapjan feltételezett

folyamatok.
Figure 17 Predicted PKA siganling pathway. Spheres with grey

are the phenotypically validated functions while spheres with

white are predicted processes based on RNA sequencing.
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II1. Osszefoglalas

Munkank célja a dimorfizmus vizsgalata volt Sch.
japonicus modellszervezetben. Ennek soran a kiilsd
koriilmények hatasat, illetve a micelialis ndvekedés molekularis
hatterét tanulmanyoztuk. Eredménylink az aldbbiakban

foglalhatok 6ssze:

Meghataroztuk, hogy a Sch. japonicus — FBS valamint
1M-o0s szorbitol, és minimal tapfolyadék hatasara - képes
folyadékban is fonalas formaban szaporodni. Ez 01j eredmény,
hiszen a korabbi eredmények azt mutattak, hogy a kornyezeti
hatasok kozil, foként a tapanyagok hidnya indukélhatja a
fonalas novekedésbe valo attérést, illetve, hogy szilard felszin
szlikséges a micelidlis ndvekedéshez (Sipiczki €s mtsai, 1998b).
(1-4. abrak) A folyaadék taptalajban vald fonalas novekedés
nagyon hasznos lehet a dimorfizmus tovabbi molekularis

vizsgalataban.

Megallapitottuk, hogy a Sch. japonicus szilard
taptalajon, fonalas formaba torténd atvaltasa erdsen fligg a
kiilsé koriilményektdl. (5-9. abrak) Sikeresen azonositottuk a

morfologiai atvaltast eldsegitd ¢és gatld korilményeket.
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Megillapitottuk, hogy e koriilmények tekintetében csak részben

hasonlit a C. albicans-ra.

Sikeriilt a hifas allapoti sejtekb6l RNS-t izolalni,
ezutan pedig RNS szekvendlds modszerét alkalmazva
elemezést készitettiink, melyb6l meghatdroztuk a hifas
allapotban expresszalodd géneket és ezek szintjét, és a
funkcioikat. (10. abra) Ennek soran kideritettiik, hogy a Sch.
japonicus micelialis ndvekedése igen komplex folyamat, hiszen
szdmos kiillonbozé funkcionalis kategoéridba tartozd gén

mikddése modosult. (10. abra)

A C. albicans dimorf atvaltasahoz sziikséges génjei
alapjan megszerkesztettik a Sch.japonicus feltételezett,
¢leszté-hifa atvaltasért felelds szignalizacidos halozatat
(11. abra). Az itt szerepl6 gének feltehetéen fajtol fiiggetlen,

evolucidsan konzervativ résztvevoi a dimorfizmusnak.

Bioinformatikai dsszehasonlitasok utan kivalasztottunk
egy a dimorfizmusban szerepet jatszo kozponti regulator gént
(pkal), amit toroltink a Sch. japonicus kromoszomajarol. (12.

abra)

Karakterizaltuk a pkal mutanst, melynek hifas formaba

torténd atvaltdsa idében lassabb volt, s roévidebb hifakat
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eredményezett. A mutans torzs fenotipusos vizsgalata
ravilagitott arra is, hogy a pkal gén milyen sokoldala regulator.
Hiszen a mutans sejtekben nem csak a dimorfizmus folyamata

sériilt, hanem a stressz valasz is (14-16. abrak).

A pkal mutansbol RNS-t izolaltunk, hogy a pkal
delécio okozta pleiotrop hatasrol és a pkal altal szabalyzott
génekr6l részletesebb képet kaphassunk. Az elemzés
segitségével megszerkesztettik a pkal szignalizacio
feltételezett utvonalat, meghataroztuk a pkal lehetséges cél

génjeit. (13. és 17. abrak)
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l. Introduction and aims

Numerous fungi are able to infect plants, animals and
humans while others are saprophytes and live in the soil. Those
who have the ability to switch between different morphological
forms (dimorphism) can spread, adapting better than non-
dimorphic species. Namely, they are able to survive in special
environments. Among dimorphic pathogenic fungi there are
dangerous plant pathogens, which destroy the host plant or
cause it to be unfit to eat the crops. One of them is Ustilago
maydis, which is the microscopic pest of maize and can cause
uncontrolled proliferation in it. The members of the Fusarium
genus are also dangerous to agriculture. They are toxin
producers. These toxins can be swallowed with crops and can
cause death in animals and humans. (Sobrova et al, 2010)
Cryptococcus neoformans can cause pneumonia and meningitis
in immunocompromised patients. Candida albicans is also a
human pathogenic fungus, which normally resides in the gut.
However,it is also able to cause serious infections and death in
cases of immunsuppression. (Pfaller et al, 2006; Mayer et al,
2013) It is often hard to study these dimorphic fungi because
they require special circumstances, or they can be diploids (such
as C. albicans), which makes the deletion of their genes and

their molecular manipulations difficult. Furthermore, their
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genomic sequences are often not or partially annotated. Work
with these fungi requires precaution because of their
pathogenicity. The genetic background of dimorphism shows a
high degree of conservation, therefore a non-pathogenic and
dimorphic fungus can be an excellent model organism. Its study
can help us to understand the molecular background of
dimorphism and shed light on both the general and species-
specific features of mycelial growth. That was the reason why
we started to work with the fission yeast Schizosaccharomyces
japonicus, which belongs to an early branched evolutionary
group. This species is the oldest member of the
Schizosaccharomycetales genus, which preserved the ability of
mycelial growth of their common ancestors (Sipiczki, 1995).
Moreover, its haploid chromosome set makes gene
manipulations easy. Earlier results suggested that the
morphological transition of Sch. japonicus required solid
substrates (Sipiczkiet al., 1998b).

This feature makes the molecular investigation of
hyphae production more difficult. Therefore, the aim of this
study was to investigate mycelial growth of Sch. japonicus. We
wanted to:

1) find those environmental factors which stimulate or

inhibit the production of long hyphae.
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2) examine the molecular background of dimorphism.
a) identify the genes which are involved in mycelial growth.
b) delete and characterize an important regulator gene, and
reveal its role in dimorphism.
c) reveal which genes are regulated by this regulator protein.
d) predict a possible signalization pathway of dimorphism.

3) compare these data with results of other dimorphic
species.
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I1. New scientific results

11.1 Induction of hyphal growth in liquid media

Earlier results suggested that the morphological
transition of Sch. japonicus required solid substrates (Sipiczki
et al., 1998b).However our results showed that minimal media
(poor conditions), 1M sorbitol (Fig. 1 B, C), or fetal bovine
serum (FBS) could induce filamentous growth also in liquid
(Fig. 2). Interestingly, the inducing effect of FBS could be
hampered by lowering the pH (Fig 3) or boiling the medium.

(Fig. 4)

11.2 Effects of the environmental factors on the

morphological switch

In our study we investigated the effects of environmental
factors on the dimorphism of Sch. japonicus. The results
revealed that low external pH (Fig. 5), 37°C (Fig. 6) and the
presence of peptone could induce hyphal growth in solid media.
(Fig. 7) We used both complete media (YPA, YEA) and
minimal medium (EMMA) for our experiments. To determine
the ability of Sch. japonicus cells to use amino acids as N-
source, the cells were also streaked on the surface of the

minimal medium (EMMA) lacking N-source and supplemented
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with an amino acid. The results showed that Sch. japonicus was
able to use the amino acids as a nitrogen source except for
proline. What is more, arginine and methionine enhanced
filamentous growth. (Fig. 8).

We also found inhibiting conditions, such as pH8 and 0,5 mg/ml
adenine and 1mg/ml guanine. (Fig 5 D, Fig. 9)

1.3 Identification of genes which are involved in

dimorphism

We isolated total RNA both from Sch. japonicus
hyphae and yeast cells. These RNA were sequenced. We found
2903 genes with altered gene expression levels. 1366 genes
were up-regulated and 1537 genes were down-regulated. But
later, just a small portion of the genes (log fold changes were -
2 and lower, and +2 and higher) were studied. Functions of the
genes were determined in the Database of Broad Institute by
automated genome annotation. GO (Gene Ontology) numbers
of the genes were identified using their orthologs in the
Sch. pombe database (http://www.pombase.org). These results
confirm that mycelial growth is quite complex and different cell
processes are involved in it. (Fig. 10) These results were
compared to data of the distant relative C. albicans. The

comparison revealed that the molecular pathways of
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dimorphism were similar in the two species. (Fig 11) Later, one
of the filament associated genes (pkal), which encoded the
protein kinase A enzyme was studied (Fuller and Rhodes,
2012).

I1.4 Construction of the pkalA strain

To reveal the exact function of the pkal gene, deletion was
created in the coding region of the gene by several steps and this
deletion construction was then transformed into the 7-1 wild-
type cells to replace the wild-type chromosomal pkal gene with
it. G418 resistant colonies were isolated and checked by colony
PCR for the presence and localisation of kanamycin cassette.
One homologous recombinant colony was further investigated.
(Fig. 12)

I1.5 RNA sequencing and phenotypic study of the pkal

mutant strain

Our results demonstrated that loss of pkal gene was not lethal.
The mutant strain showed pleiotropic phenotype, therefore the
pkal regulated genes were identified. RNA sequencing
revealed 1986 genes with altered gene expression levels, but

only 366 showed
30



very high or low values. Categorization of the genes by GO
functions (Fig. 13) suggests that Pkal protein regulates not only
dimorphism but other cell processes, such as stress response.
(Fig. 14, 15, 16) Based on the results of RNA sequencing and
phenotypic characterisation of the mutant cells a putative pkal-
pathway was created.(Fig. 17)

Summary

Dimorphism is an important feature of pathogenic
fungi, and is in close relation with their virulence and their
adaptation to various environments (Molero et al., 1998;
Whiteway and Oberholzer, 2004).

Our aim was to study dimorphism and its genetic
background in the fission yeast Schizosaccharomyces
japonicus. This model organism belongs to the
Schizosaccharomyces group, and it is unique in its group in
showing dimorphism. Namely, it is able to switch from yeast to
hyphal morphology.

First, we studied the effects of environmental factors on
dimorphism. Several external conditions were investigated both
on solid and liquid media. Our results showed that high osmotic

pressure, which is involved in MAPK signalling pathway
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(Duran et al, 2010), and poor conditions could cause mycelial
growth (Fig. 1). However, the strongest inducer was the Fetal
Bovine Serum (Fig. 2 and 3). Its positive effect could be
hampered by heat and was dependent on pH, temperature and
concentration of the serum (Fig. 2 and 4). Generally, the
uninduced and induced mycelial growth of Sch. japonicus could
be improved by lower external pH (Fig. 5). This feature of the
cells resembled C. neoformans and U. maydis (Wickes, 1996;
Ruiz-Herrera et al, 1995) rather than Y. lipolytica and C.
albicans (Ruiz-Herrera and Sentadreu, 2002; Vylkova, 2011).
Higher temperature also increased the morphological switch
(Fig. 6), unlike H. capsulatum (Maresca and Kobayashi, 1989)
and similarly to C. albicans (Soll et al, 2003). Peptone and
certain amino acids also had rather a positive effect on hyphae
production (Fig. 7 and 8). Now, our results also revealed that
nucleobases, such as adenine and guanine, inhibited mycelial
growth (Fig. 9), in contrast to C. albicans, where the presence
of adenine promoted the switch between white and opaque
forms (Huang, 2012).

Later, our aim was to identify the regulatory and
molecular mechanisms of dimorphism. Transcriptional profile
of hyphae was investigated and the genes which showed altered
MRNA levels in hyphae were identified (Fig. 10). Comparison

of these data with those of C. albicans (reviewed in Ernst, 2000
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and Biswas et al.,, 2007) revealed common genes of the
dimorphic pathways in the two distant relative species (Fig.11).
Several regulators, such as pkal gene was also found
among the dimorphic genes (Fig 11). Thus, a pkal deleted
mutant was created (Fig 12), whose RNA sequencing and
phenotypic studies revealed the exact role of the pkal protein in
the cells (Fig 13). In contrast to other pathogenic fungi and
similarly to Sch. pombe (Sonneborn et al, 2000; Toda et al,
1987), the absence of the pkal gene was not lethal.
Furthermore, it regulated not only dimorphism and elongation
of hyphae, but cell size, aging and stress responses as well (Fig
17). Its target genes were involved in the transmembrane
transport, signaling, and carbohydrate metabolism (Fig 17).
Taken together, our results confirmed that
morphological switch is a very complex process and involves
several hundred different genes. Our study could shed light on
both the general and species-specific features of dimorphism.
The identified genes and the PKA pathway can be the molecular

targets of antifungal drugs and vaccines.
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