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Bevezetés és célkitiizés

A Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus (a tovdbbiakban Sch.
Jjaponicus) egy a Schizosaccharomycetales-rendbe tartozé egysejtli hasadéélesztd,
melynek CBS 354 elnevezésii torzsét eperbdl erjesztett borbdl izoldltdk [Yukava és
Maki, 1931]. A rokon fajhoz, a klasszikus és molekuldris genetika kedvelt
modellszervezetéhez, a Sch. pombe-hez hasonldéan haploid genetikai dllomdnnyal
rendelkezik, amely lehet6vé teszi, hogy a recessziv mutdciék fenotipusosan is
megnyilvanuljanak. A Sch. japonicus életciklusdra, szemben az Sch. pombe egysejtl
haploid életmenetével, a dimorfizmus jellemzd: a fiatal telepek egyedi sejtjei szildrd
taptalajon 8-10 nap elteltével tobbsejtii hifat fejlesztenek [Sipiczki és mtsai, 1998]. A
Sch. japonicus ugyan nem patogén, de mivel egyes patogén fajokban, mint példaul a
novényi Ustilago maydis-ban [Bolker, 2001], humdn patogénekben, példdul a
Candida albicans-ban [Gow & Gooday, 1987] és a Histoplasma capsulatum-ban
[Eisenberg és mtsai, 1996] a dimorfizmus virulenciafaktorként szerepel, a Sch.
Jjaponicus vizsgilata hozzédsegithet a dimorf gombédk virulencidjanak megértéséhez,
azon Kkeresztiil dj gombaellenes terdpidk kidolgozdsdhoz. Mindezek miatt a Sch.
Japonicus nemrégiben igéretes modellorganizmussa valt [pl. Rhind és mtsai, 2011]. A
genomszekvencidja teljes mértékben elérheté valt [Broad Institute internetes
honlapjan], amely lehet6vé tette génjeinek klénozasat és szerepiik vizsgalatat.

A Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai Tanszékén
hagyomdnya van az élesztd sejtciklus kutatdsanak. A sejtciklus utolsé lépése a
sejtszepardcié és citokinézis, ennek tanulminyozisdba kapcsolédtam bele. A Sch.
pombe citokinézise sordn elOszor egy szeptum képzddik, késobb az osztéddssal
1étrejott lednysejtek elvdlnak az elsddleges szeptum felolddsdval. Az érett szeptum egy
hdrom lemezbdl all6 struktira, amely egy belsé elsédleges és az azt két oldalrdl
hatdrolé masodlagos szeptumokbdl épiil fel [Johnson és mtsai, 1973]. Az Sch. pombe
sejtszepardcioban részt vevé génjeinek funkcija alaposan tanulmdnyozott
tudomdnyteriilet. Ezek a gének egy reguldcids ttvonalon taldlhatéak. A folyamat két
6 transzkripcids faktora a Seplp és Ace2p fehérjék [Sipiczki és mtsai, 1993; Martin-
Cuadrado és mtsai, 2003]. A sepl* az els6ként leirt sejt-szepardciés gén [Sipiczki €s
mtsai, 1993], amely azonban a sejtszeparacion kiviil egyéb folyamatokban is szerepet

jatszik [Rustici és mtsai, 2004]. A Seplp egy fork-head tipisi DNS koté domént



tartalmaz. A sepI* mRNS szintje nem mutat periodicitdst a sejtciklus alatt [Zilahi és
mtsai, 2000], tehdt a gén aktivitdsa valdszintileg poszt-transzkripciésan szabalyozddik.
A seplA sejtek nem képesek elvdlni egymastdl, hifds novekedést mutatnak [Sipiczki
és mtsai, 1993]. Az ace2A sejtek szintén hifids novekedést mutatnak a seplA
muténshoz hasonldan, és az ace2” tiltermelés elnyomja a seplA fenotipust [Martin-
Cuadrado és mtsai, 2003], tehét a Seplp az ace2” génen keresztiil szabdlyoz. Az ace2*
egy cink-ujj transzkripcids faktort kédol [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003], ami
foszforildcidval poszttranszlicidsan szabalyozddik, és valdszinlileg a Cdc2p ciklin
dependens kindz, sejtciklus fehérje is reguldlja ily médon [Petit és mtsai, 2005]. A
Seplp-Ace2p transzkripcids szabélyozdk tobb célgénnel is rendelkeznek. Az engl*
gén terméke egy P-1,3 endoglukondz, ami az elsddleges szeptum elbontdsdban
szerepel; az agnl® altal kédolt fehérje, az Agnlp, ami egy a—1,3 glukandz, pedig a
szeptum szélénél levd, a még szét nem valt sejtek sejtfalanak hidrolizisében vesz részt
[Martin-Cuadrado és mtsai, 2003; Dekker és mtsai, 2004; Garcia és mtsai, 2005]. A
mid2* gén éltal biztositott Mid2p protein szerepe az tin. szeptin gy(rii létrehozdsdban
van, amely segiti az Agnlp és Englp enzimek exocitézisat [Berlin és mtsai, 2003;
Tasto és mtsai, 2003].

A Sch. pombe Seplp, Ace2p, Agnlp, Englp, Mid2p fehérjékhez nagyon
hasonl6é szekvencidji fehérjéket kédold gének megtaldlhatéak a Sch. japonicus
genomjaban, melyek szerepe munkdnk kezdetekor még nem volt ismert ebben a
fajban. Megismerésiik fontos lehet, mert a Sch. japonicus fonalas novekedésre is
képes, és ebben a morfoldgiai formédban latszolag feleslegessé vdlnak ezek a gének,
vizsgélatuk tehat 4j informdcidkat szolgaltathat a dimorfizmus szabalyozasarol.

Ezek alapjan a kovetkezd célokat tiiztiik ki:
1. Az emlitett génekben mutdns Sch. japonicus torzsek létrehozasa és a mutdns
fenotipusok vizsgalata.
2. A sejtszepardcidos mutdnsok hifaképzésének és hifa daraboloddsanak
tanulmdnyozdsa (az érintett gének szerepe az élesztds és fonalas fazisok

kozotti atvaltasban).



3 Megvizsgdlni, hogy a Sch. japonicus sejtszeparacids fehérjéi képesek-e a nagy
hasonldsdgi génekben mutdns Sch. pombe torzsek fenotipusat komplementalni
(funkciondlis homoldgia vizsgdlata).

4. A Sch. japonicus sejtszeparaciés gének funkci6 vizsgalata fajon beliil:

a. A sepl¥, ace2% inaktivdldsinak vizsgilata mds sejtszepariciés gének
miikodésére.

b. A Sch. japonicus Englp%, Agnlp®, Mid2p¥ fehérje GFP jelolése és sejten

beliili lokalizaldsa.

2. Uj tudoméanyos eredmények

2.1. A Sch. japonicus feltételezhetoen sejtszeparacios génjeinek inaktivalasa és a

létrehozott fenotipusok vizsgalata

Bioinformatikai mddszerekkel azonositottuk a dimorf Sch. japonicus
feltételezhetden sejtszepardcidban résztvevé génjeit (sepl®™, ace2%, engl¥, agnl,
mid2%), és sikeresen inaktivaltuk Sket. A sepI®, ace2™, engl® gének esetében a Sch.
pombe ura4® gént tartalmazé génkiiitéses kazettdval végeztik el a részleges
génmegszakitdst. Azt haszndltuk fel, hogy a Sch. pombe ura4* képes komplementélni
a Sch. japonicus ura4” fenotipusdt [Furuya és Niki, 2009]. A Sch. japonicus ura4
torzset hasznaltuk ugyanis ezeknek a géneknek a kiiitéséhez. Az agnl®™, mid2%
géneknél kanamycin rezisztencia gént tartalmazé kazettaval végeztiik a gének teljes
kititését, egyuttal azt is megéllapitva, hogy ez a génkititéses rendszer a Sch. japonicus-
ban is alkalmazhat6.

Megvizsgéltuk a mutdnsok fenotipusait. A mutdns fenotipusok hasonlénak
bizonyultak a homolég génekben mutdns Sch. pombe-é¢hoz. A vad tipisi Sch.
Japonicus sejtek hengeresek (1/A. abra), egy sejtmagot tartalmaznak (1/C. abra) és
csak az osztéddsban levok rendelkeznek szeptummal (1/B. abra). A sepl® (1/D-F.
abra) ace2¥ (1/E-I. abra) és agnl® (2/D-F. dbra) mutinsok egyértelmiien fonalas
morfol6gidt mutattak az éleszt6fdzisban, a sejtek tobb szeptummal rendelkezd
sejtlancokat hoztak létre. Az engl® és mid2% muticick hatdsa a sejtszeparicidra
ugyanigy kevésbé szembetlind, mint a Sch. pombe esetében, mivel a sejtlancképzés

kisebb mértékii.
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1. 4bra
A (A-C) Sch. japonicus vad tipusii (7-1), (D-F) sepI¥::ura4* (7-254) (G-I)
ace2%::ura4* (7-258) sejtek mikroszképi morfolégidja. ‘A, D, G’: faziskontraszt ‘B,
E, H’: calcofluorral festett sejtek fluoreszcens mikroszk6pi megjelenése; ‘C, F, I':

DAPI-val festett sejtek fluoreszcens mikroszkdpi megjelenése.

Figure 1
The microscopic morphology of the Sch. japonicus (A-C) wild type (7-1), (D-F)
sepIS:ura4* (7-254) and (G-1) ace2%:: ura4* (7-258) cells. ‘A, D, G’: phase contrast
morphology ‘B, E, H’: calcofluor staining of cells, ‘C, F, I': DAPI staining of cells.
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2. abra
A (A-C) Sch. pombe agnl A (2-1402), (D-F) és Sch. japonicus agnl¥A
(7-256) sejtek mikroszk6pi morfoldgidja: ‘A, D’: faziskontraszt felvétel; ‘B, E’:
calcofluorral festett sejtek fluoreszcens mikroszképi megjelenése; ‘C, F': DAPI-val

festett sejtek fluoreszcens mikroszkdopi megjelenése.

Figure 2
Microscopic morphology of the (A-C) Sch. pombe agnlA(2-1402), and (D-F) Sch.
Jjaponicus agn1®A (7-256) cells: ‘A, D’: phase contrast morphology;’B, E:

calcofluor-staining of cells, ‘C, F’: DAPI-staining of cells.

A fenotipus hasonlésag alapjan valésziniisitjiik, hogy a Sch. japonicus-ban
is hasonlé feladatot 1dthatnak el ezek a gének, mint a Sch. pombe-ben, ahol a szerepiik
a sejtszepardcioban egyértelmiien bizonyitott a mutdnsok mérsékeltebb defektusai
ellenére is. Az agnl® génnek feltehetSleg nagyobb a szerepe a Sch. japonicus-ban,

mint a Sch. pombe-ben, ahol a mutdns sejtek csak kismérték{i sejtszeparicids

10 pm




defektussal rendelkeznek (2/A-C. dbra), mig a Sch. japonicus agnlA™ fenotipus a

szabalyozégének (sepl¥, ace2™) mutins megjelenéséhez hasonlé (2/D-F. dbra).

2.2. A sejtszeparacios mutansok fenotipusa a micéliumos fazisban

A Sch. japonicus szildrd tdptalajon 8-10 nap elteltével unipoldrisan
novekvd hifakat képez [Sipiczki és mtsai, 1998]. Ezeknek a hifdknak a 1étrejottét a
nitrogén éhezés valtja ki, mindig a tdptalaj nitrogénben gazdagabb részei felé nének.
Ha nitrogén forrast juttattunk a hifdk kozelébe, azok abbahagyjdk a megnyulést,
feldarabol6dnak és visszatérnek az élesztéfazisba, ahol ismét bipoldrisan novekednek
[Sipiczki és mtsai, 1998].

A sejtszepardciés Sch. japonicus mutdnsoknak megvizsgdltuk a
hifaképzését és hifadaraboloddsat. Az eredmények hasonléak mind az 6t vizsgdlt
mutdns torzsben, ezért a hifaképzést és hifa daraboldddst csak az egyik mutdns (a
sepI%) példdjan mutatjuk be.

A Sch. japonicus sepI¥::ura4* (7-254) mutins (4/A. dbra) hifdi a vad
tiptsd (7-1) torzs hifdihoz (3/A. abra) hasonléan ndnek, mindig a szeptum alatt
dgaznak el, jabb hifikat képezve. Tehit a sepl™ gén inaktivaldsa nem befolyésolja az
éleszté-hifa dtvéltast és a hifanvekedést. Megvizsgaltuk, hogy a sepl™ inaktivildsa
befolydsolja—e a hifdk feldaraboloddsi képességét. Azt tapasztaltuk, hogy a
sepI¥:ura4* mutins (7-254) is szeptumokat hoz létre nitrogén hozzdaddsira a
hifdiban, ugyanigy, mint a vad torzs (3/B. abra). A vad tipusu torzs hifai idével
teljesen feldarabolédnak (3/C, D. dbra). A sepl™ mutdnsban viszont a szeptalédast
nem koveti a szeptumok feloldéddsa. A feldaraboldédds elmaraddsa ellenére a sejtek
visszatérnek az éleszté stddiumra jellemzd bipoldris novekedésre. Erre abbdl lehet
kovetkeztetni, hogy a kozottiik levd szeptumoknadl oldalra kindnek, mégpedig mindkét
végiiknél (4/C és D. abra, piros nyilakkal vannak jeldlve). Az utébbi az unipoldris
hifdkndl nem kovetkezik be [Sipiczki és mtsai, 1998]. Azok mindig csak az egyik
végiikon tudnak néni. A késdbbiek sordn egyes szeptumokndl bekovetkezik hasadds,
azaz a hifa helyenként feldarabolddik, ez azonban mdr annak koszonhetd, hogy a
bipoldrisan novekedd sejtek végei egymdsnak fesziilve fizikailag hasitjdk a

szeptumokat (4/E, F. abra).



3. abra

A vad tipust Sch. japonicus (7-1) hitéi. (A) Hitanovekedés nitrogén hozzdaddsa

nélkiil, illetve (B-D.) nitrogén forrds hozzdadasa utan (fény-, és faziskontraszt

mikroszkdpi felvételek).

Figure 3
Hyphae of the wild type Sch. japonicus (7-1). (A) Hyphae growing before and (B-D)
after and supplementation of the medium with nitrogen source (light and phase

contrast microscopy).

A tobbi vizsgalt mutdnsban (ace2, engl®, agnl®, mid2%) is a sepl®
mutanshoz hasonlé médon 1épnek vissza a sejtek a vad tipusd torzshoz képest az
unipoldris fonalas novekedésbdl az élesztére jellemzd bipoldris novekedésre a
szeptum felolddsi nehézségeik miatt. Ezek alapjan val6sziniisithet, hogy ezek a
gének nem jatszanak szerepet a micélidlis novekedésben, de részt vesznek kozvetleniil

vagy kozvetve a Sch. japonicus hifa-éleszté dtalakuldsdnak végrehajtdsaban.



s

A Sch. japonicus sep1%::ura4* (7-254) hifa novekedése (A) hozzaadott nitrogén forrés

4. abra

nélkiil; illetve (B-F) nitrogén hozzdaddsa utdn. Piros nyilakkal vannak jelolve azok a
helyek, ahol a hifa a ngvekedéssel ellentétes irdnyban is kihajt (fény-, és faziskontraszt

mikroszkopi felvételek).

Figure 4
Growing of the Sch. japonicus sep1%::ura4* (7-254) hyphae (A) before and (B-F) after
supplementation of the medium with nitrogen source. The sites where the hyphae
grow laterally above the septa are marked with red arrows. (light and phase contrast

microscopy).



2.3. A sejtszeparaciés gének expressziojanak megvalésitisa a rokonfaj Sch.

pombe-ben

A pREP expresszids vektorsorozat segitségével megvaldsitottuk a sepl™, ace2%
agnl®, engl¥ gének Kkiilonbozd szintli expressziéjat a Sch. pombe-ben, és
megvizsgaltuk, hogy a géntermékek képesek-e a homoldg génekben mutdns fenotipust
komplementdlni.

A Sch. japonicus sepI™ és ace2% kozepes és alacsony szintii termeltetése révén a
Sch. pombe-ben mérséklédik a sepl” és ace2” muticiokra jellemzd fenotipus. A
normadl, szeptum nélkiili, és 0sztddé egy szeptumos sejtek szama magasabb, mig a
két-, és tobb szeptumos sejteké alacsonyabb a mutdnsokhoz viszonyitva.

A Sch. japonicus Agnlp¥ fehérje hatdsdra csokken a szeptummal rendelkezd,
illetve szét nem vélt sejtek ardnya a Sch. pombe agnl™ mutdnsban.

Az Englp nem esszencidlis a sejtosztodaskor, ezért komplementdlé hatdsat
nehéz vizsgdlni. A kiilonbséget a sejtosztéddsi ciklus hosszdban, a szeptumfeloldds
sebességében taldltuk mikroszkdpikus time-lapse vizsgélattal. A Sch. japonicus engl®
génjével transzformalt Sch. pombe torzs a vad tipusndl lassabban, a mutdnsndl viszont
gyorsabban jut el a szeptum megjelenésétdl a kezdeti feloldds id6pontjaig.

Tehat mind a négy gén esetében azt tapasztaltuk, hogy a Sch. japonicus
sejtszepardcios fehérjék képesek részlegesen komplementdlni a rokonfaj Sch. pombe
mutdns fenotipusdt. Ez alapjan megdllapithatd, hogy a két faj sejtszepardcids génjei
kozott meglévd szekvencidlis hasonlésdg lehetévé teszi a  funkciondlis

felcserélhetdséget is.

24. A Sch. japonicus sepl®, ace2¥ gének inaktivilasinak hatisa mas

sejtszeparacios gének miikodésére

Kvantitativ  PCR  vizsgdlatokkal —megvizsgdltuk, hogy a két
szabalyozégénben (sepl¥, ace2%) mutins Sch. japonicus torzsekben a feltételezhetd
célgének mRNS szintje hogyan viltozik. Azt tapasztaltuk, hogy a sepI%::ura4* és
ace2%::ura4* mutansokban a cfh4™ gén mRNS-ének kivételével az Gsszes vizsgalt gén

(agnl®, engl™, mid2%, adgl%) mRNS szintje lecsokken a vad tipusban mért (1 relativ
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értéknek vett) szintjiikhoz képest (az 5. abran a sepl™ mutdnsban mért adatok

lathatéak, az ace2¥ muténs hasonld eredményeket mutatott).
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5. abra
A sejtszepariciban résztvevé gének mRNS szintjének meghatérozasa a sep I%::urad*
(7-254) Sch. japonicus-ban a vad tipust (7-1) torzs mRNS szintjéhez (1-nek tekintett

relativ érték pirossal jelolve) viszonyitva qPCR-rel.

Figure 5
Identification of the mRNA level of the genes playing roles in cell separation with
qPCR in the Sch. japonicus sepI¥::ura4 (7-254) compared to the mRNA level (which

is considered as 1 value, it is signed with red) of the of wild type (7-1).

Tehat megallapithatjuk, hogy a Sch. japonicus-ban is a Seplp™ és Ace2p™
fehérjék szabilyozzik az agnl®, engl¥, mid2%, adgl® gének transzkripcids szintjét a
Sch. pombe-hoz hasonléan. A gének mRNS szintje nem csokken le a szabdlyozé
gének hidnydban nulldra, tehat kis mértékii 4tirédasuk ekkor is megtorténik. A sepl™
mutansban az ace2™ gén mRNS szintje is lecsokkent a vad tipushoz képest, tehat az

ace2% gén maga is a sepI¥ szabilyozdsa alatt 4ll, ugyantigy mint a homolégja a Sch.
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pombe-ben [Martin-Cuadrado és mtsai, 2003]. A Seplp® és Ace2p¥ fehérjék a cfh4

mRNS szintjének szabdlyozdsaban valdsziniileg nem vesznek részt.

2.5. A Sch. japonicus englS, agnlS és mid2% géntermékek lokaliziciéjanak

vizsgalata

Megvizsgiltuk az engl™, agnl® és mid2¥ géntermékek sejten beliili

lokalizacigjat GFP fuziés proteinek segitségével.

6. abra

A Mid2p-GFP lokalizéci6ja Sch. japonicus sejtekben.
A Sch. japonicus ura4 54 mid2 $-GFP-kanMX sejtek (7-257) mikroszképi
morfolégidja: (A) DIC morfoldgia, (B-D) fluoreszcens mikroszkdpia.

Figure 6
The localisation of Mid2p% ~GFP in Sch. japonicus cells.
(A) Microscopical morphology of Sch. japonicus ura4 A mid2 %-GFP-kanMX cells
(7-257), DIC morphology; (B-D) fluorescent microscopy.
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Az Agnlp-GFP és az Englp%-GFP sejten beliili elhelyezkedését feltehetéen
technikai problémdk miatt nem tudtuk tisztazni. Tovébbi kisérletek sziikségesek, hogy
a miikodé fehérjék sejten beliili helyét vizsgalhassuk.

A Mid2p¥-GFP fehérje megfigyelhetd volt. Egy gytirii alaki struktirat vesz fel
a szeptum koriili régiéban, ugyanigy, mint a megfelelje a Sch. pombe-ben. Ez
megersiti a feltételezést, hogy a Mid2p% részt vesz a sejtszepardcidban és
feltételezhetden hasonlé szerepe lehet, mint a Mid2p-nek a Sch. pombe-ben [Berlin és
mtsai, 2003; Tasto és mtsai, 2003], azaz a szeptum koriili régidban a szeptinekkel
egyiitt gyiiriit alkotva segiti az Agnlp® és Englp¥ enzimek megfeleld helyre

keriilését.

1. Introduction and aims

Schizosaccharomyces japonicus var. japonicus (later Sch. japonicus) is a
fission yeast, which belongs to the Schizosaccharomycetales order, and its CBS 354
strain was isolated from strawberry wine [Yukava and Maki, 1931]. It has haploid
genetic material, as the related, in the classical and molecular genetics preferred Sch.
pombe, which allows the manifestation of the recessive mutations phenotypically. In
contrast to Sch. pombe, the life cycle of Sch. japonicus is dimorphic, which means that
it can switch from unicellular yeast-type to multicellular hyphal growth after 8-10
days of incubation on solid medium [Sipiczki et al, 1998]. Sch. japonicus is not
pathogenic, although in some species, for example in Ustilago maydis (plant patogen)
[Bolker, 2001], Candida albicans and Histoplasma capsulatum (human pathogens)
the dimorphism is a virulence factor [Eisenberg et al, 1996; Gow & Gooday 1987]. In
spite of not being a virulence factor, the investigation of the Sch. japonicus
dimorphism could help us better understand the mechanism of virulence of the
pathogenic dimorphic fungi, which then may enable medical mycologists to find new
anti-fungal therapies. Largely due to these features, it recently became a promising
model organism in molecular biology [Rhind et al, 2011]. Its genome was completely
sequenced (the genome sequence is available on the webpage of Broad Institute). The

availability of its genome sequence allows cloning and examining of its genes.
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In the Department of Genetics and Applied Microbiology at the University of
Debrecen there is a tradition of the research of the yeast cell cycle. The last step of the
cell cycle is the cytokinesis. I joined the investigation of this topic. During the
cytokinesis in the Sch. pombe cell, a septum is made first then the daughter cells
separate by the breakdown of the primary septum. The mature septum has a three
layered structure composed of the inner primary septum and the flanking secondary
septa.[Johnson at al, 1973]. The genes and the encoded proteins which take part in the
cell separation of Sch. pombe and their regulation have been examined intensively and
are known in details. In this process the proteins act in a cascade which has two main
transcription factors: Seplp and Ace2p [Sipiczki et al, 1993; Martin-Cuadrado et al,
2003]. The first described cell separation gene was sepl™ [Sipiczki et al, 1993]. It
encodes a transcription factor which plays role in other processes as well [Rustici et
al, 2004]. The Seplp protein contains a fork-head-type DNA binding domain and its
transcipt level shows no periodicity during the cell cycle, so it might be regulated by a
post-transcriptional mechanism [Zilahi et al, 2000]. The sep/A cells are unable to
separate from each other, and thus show hyphal-like growth [Sipiczki et al, 1993]. The
ace2A cells form hyphae indistinguishable from those of seplA and the
overexpression of ace2” rescues the sepl/A phenotype [Martin-Cuadrado et al, 2003],
indicating that the Seplp protein controls cell separation through ace2*. The ace2*
gene encodes a zinc-finger transcription factor [Martin-Cuadrado et al, 2003]. Ace2p
is posttranslationally modified by phosphorylation and Cdc2p cell cycle protein might
have a role in its regulation [Petit et al, 2005]. The Seplp-Ace2p transcription factors
target many genes, among others those which encode proteins for septum cleavage
(Englp, Agnlp) and Mid2p. The engl™* gene encodes an endo-f3-1,3 glucanase which
degrades the primary septum. The agnl® gene encodes an 1,3-0-glucanase which
takes part in the erosion of the cell wall around the edge of the primary septum
[Martin-Cuadrado et al, 2003; Dekker et al, 2004; Garcia et al, 2005]. The Mid2p
protein, also regulated by Ace2p, is an anillin homologue, which helps the exocitosis
of Agnlp and Englp by organizing the assemby of the septin ring [Berlin et al, 2003;
Tasto et al, 2003].

The genes encoding the homologous proteins of the above mentioned Seplp,

Ace2p, Agnlp, Englp, Mid2p are present in the genome sequence of Sch. japonicus
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but their roles were not known yet at the time of launching this project. As Sch.

Japonicus is a dimorphic organism, it would be also important to know more about the

regulation of the activity of these cell separation genes during the transitions between

the yeast and hyphal growth phases.

Based on these considerations we carried out the following research:

1. The characterisation of the above-mentioned genes and proteins in Sch.
Japonicus: creating mutant strains defective in these genes and investigation of
their phenotypes.

2. Examination of the hypha formation, and fragmentation in the mutant strains
(the roles of the genes in the switching between yeast and hypha phases).

3. Comparing the functions of these homologous proteins in the two species by
testing if the proteins produced by the Sch. japonicus genes can complement
the Sch. pombe deletion mutations (examination of functional homology).

4. Investigation of the function of Sch. japonicus cell separation genes:

a Effect of the inactivation of sep]sj, ace2¥ genes on function of other cell

separation genes.

b Expressing GFP (green fluorescens protein) tagged Sch. japonicus proteins

(Agnlp¥, Englp¥, Mid2p¥) and localizing them within the cell.

2. New scientific results

2.1. Inactivation of the putative cell separation genes of Sch. japonicus and the

investigation of the mutant phenotype

As a result of our work, the genes, which probably have roles in the cell
separation of the Sch. japonicus (sepl¥, ace2%, engl®, agnl¥, mid2%) were identified
with bioinformatics methods and were successfully inactivated. In the case of the
sepl®, ace2, engl™ genes the Sch. pombe ura4* cassette was used for partial gene
disruption.

The Sch. pombe ura4* gene can complement the mutant phenotype of the
Sch. japonicus ura4 strain [Furuya és Niki, 2009], so this strain was used for gene

inactivation. The agnI® and mid2% genes were completely deleted with a kanamycin-
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resistance cassette, demonstrating that this method can be used in Sch. japonicus also.

The phenotypes of the mutants were investigated and found to be similar to
the phenotypes of the Sch. pombe mutants defective in the homologous genes. The
wild type Sch. japonicus cells are cylindrical (Figure 1/A), contain one nucleus
(Figure 1/C) and don’t contain septa, or only those cells have single ones, which are
dividing (Figure 1/B). The phenotypes of the mutant sep!" (Figure 1/D-F), ace2®
(Figure 1/E-T) and agni® (Figure 2/D-F) strains were filamentous in the yeast phase;
cell chains were formed which contained numerous septa. The effect of the mutations
of engl® and mid2% is less obvious like in the case of the mutations of the Sch. pombe
homologous genes. Based on these data we suppose that these Sch. japonicus genes
have similar roles as their homologues in Sch. pombe: they contribute to the cell
separation. The agnl® gene seems to have a more important role in the Sch. japonicus
(Figure 2/D-F) than in the Sch. pombe cells (Figure 2/A-C) because its mutant
phenotype (Figure 2/D-F) is very similar to the mutant phenotype of the regulator
genes (sepl®, ace2¥). The Sch. pombe agnl” mutant cells have only a mild cell

separation defect.

2.2. The phenotypes of the cell separation mutants in the mycelial phase

Sch. japonicus forms unipolarly growing hyphae on solid medium after
incubation lasting 8-10 days [Sipiczki et al, 1998]. The formation of hyphae is
triggered by nitrogen starvation. The hyphae grow always towards the part of the
medium which is richer in nutrients. After adding nitrogen source to the growing edge
of the mycelium the hyphae stop growing, undergo fragmentation and return to the
yeast phase in which then divide bipolarly again [Sipiczki et al, 1998]. The formation
and fragmentation of hyphae in the Sch. japonicus mutant strains were examined. The
results are very similar in all strains, so we show the hypha formation and
fragmentation of one mutant strain (defective in sepI™) only.

The hyphae of the Sch. japonicus sepl¥::ura4* (7-254) mutant (Figure
4/A) grew essentially like the hyphae of the wild type (7-1) strain (Figure 3/A); they
branched always under the septum to produce new hyphae. So the inactivation of the
sepl¥ gene has no effect on the yeast to hypha transition and hyphal growing. Then

the fragmentation of the sep/® hyphae occurred. The sepl®::ura4* mutant (7-254)
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formed septa in its hyphae after addition of nitrogen source to the medium as the wild
type did (Figure 3/B). However, while the wild type hyphae became fragmented
totally (Figure 3/C, D), the sepI® mutant could not cleave its septa. In spite of the
absence of fragmentation, the cells returned to the bipolar growth, which is
characteristic in the yeast phase. The cells (non-separated hyphal fragments) grew on
both sides of the septa, producing lateral extensions (Figure 4/C és D, marked with
red arrows), which never occurs in the unipolarly growing hyphae [Sipiczki et al.
1998]. Due to the mechanical tensions between the growing cells ends, septum
splitting can occur at certain septa, so the mutant hypha can also break at some sites
(Figure 4/E, F).

In the mutants defective in ace2%, engl®, agnl® or mid2" the hyphae also
have difficulties with the dissolution of their septa. The mutant phenotypes indicate
that these genes have no roles in the mycelial growth, but are involved in the hypha to

yeast transition.

2.3. Expression of the cell separation genes in the related Sch. pombe

The sepI™, ace2% agnl® and engl™ expression was examined in the related
Sch. pombe with constructs integrated into the pREP vector series.

The middle and low expression of the Sch. japonicus sepI® and ace2¥ in
the Sch. pombe sepl” and ace2” mutants reduced the number of cells with multiple
septa, and increased the proportion of single cells.

The Sch. japonicus agnl® gene expression in the Sch. pombe agnl” mutant
decreased the number of the cells with septa and the undivided sister cells.

Englp is not essential during the cell division, so it is difficult to examine
the complementation effect of the Sch. japonicus gene in Sch. pombe mutant cells.
The difference between the wild type and engl/™ mutant is in the timing of the
dissolution of the primary septum, which was investigated with microscopical time-
lapse analysis. The Sch. pombe engl” mutant transformated with the Sch. japonicus
engI¥ gene, dissolved the septum more slowly than the wild type but faster than the
non-transformated eng/™ mutant.

In summary, we found that all these genes could partially complement the

phenotypes of the Sch. pombe mutants defective in the homologue genes. So besides
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the sequence similarity, there is also functional interchangeability between the cell

separation genes of the two related species.

2.4. The effect of the inactivation of the sepI, ace2™ genes on the activity of other

cell separation genes

In the Sch. japonicus mutant strains defective in sepl¥ or ace2® the mRNA
levels of the target genes were measured with qPCR. It was found that except for
cfh4%, the mRNA levels of all the examined genes (agnl™, engl¥, mid2%, adgl®)
decreased in both Sch. japonicus mutant strains (see the case of sepl™ mutant in
Figure 5, the ace2¥ mutant showed similar results) compared with the mRNA levels
of these genes in the wild type (which is considered as 1 value). So we suppose that
the Seplp® and Ace2p™ proteins regulate the transcription level of agnl®, engl®,
mid2%, and adgl¥ genes in Sch. japonicus like their counterparts regulate the
homologues target genes of Sch. pombe. In the sepI® mutant the mRNA level of the
ace2¥ gene was low, so the ace2¥ gene itself is under the regulation of sepl®, as in
Sch. pombe [Martin-Cuadrado et al, 2003]. The mRNA level of cfh4% is not

influenced by the Sep1p™ and Ace2p® transcription factors in Sch. japonicus.

2.5. Investigation of localisation of the products of the engl®, agnl® and mid2%

genes

The Englp¥, Agnlp% and Mid2p® proteins were tagged with GFP, and the
localization of the tagged proteins within the cells was examined with fluorescens
microscopy. The exact loacalisation of Agn1pS-GFP and Englp*~GFP proteins could
not be determined because of technical problems. These fluorescent proteins could not
leave the endoplasmatic reticulum because the GFP-tag problably disturbed the
normal folding of the proteins. Further experiments are necessary to resolve this
question. The Mid2pS-GFP protein was observed in the septal region of the cell,
where it formed a ring-like structure (Figure 6). Based on this, Mid2p™ has probably a
similar function in Sch. japonicus as its counterpart in Sch. pombe [Berlin et al, 2003;
Tasto et al 2003]: it forms a ring with the septin proteins, and helps the correct

localisation of the Agn1p¥ and Englp® enzymes.
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