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1. Introduction  
1.1 Diversity of fungi: Environmental organisms to human fungal pathogens  

Fungi are one of  the most abundant, species‐rich groups of organisms that mediate many 

critical processes of  the world ecosystems  (Dighton 2016). They can be  found growing on 

almost any substrate on earth, from the deep ocean sediments to the human scalp and they 

can coexist with all other living organisms (bacteria, plants and animals) in diverse ecological 

niches (Peay et al., 2016). Fungi and animals diverged from a common ancestor about 760 

million to 1.5 billion years ago (Barbee and Taylor 2010). During the span of a billion years of 

evolution, millions of  fungal  species have evolved on multiple occasions  in  the  tree of  life 

(James et al., 2006). Fossil history suggests that fungal activity has influenced plant and animal 

communities during the course of evolution (Mueller et al., 2008, Fisher et al., 2012).  In the 

Palaeozoic  era  (250  to  500  million  years  ago),  nutrient‐acquiring  mycorrhiza‐like  fungi 

facilitated the colonization of plants on diverse land surfaces; this plant‐fungus symbiosis is 

not only considered as a pivotal step in the evolution of the terrestrial ecosystem, but is also 

attributed as a prominent  factor  for  increase  in  levels of atmospheric oxygen, 500 million 

years ago (Ma) (Remy 1994, Heckman et al., 2001, Mills et al., 2018). Currently, the oldest 

fossil record of animal parasitism by a fungus is from the Cretaceous era (70 to 140 Ma) (Sung 

et  al.,  2008).  One  of  the  most  astonishing  alterations  in  host  behaviour  due  to  fungus 

interaction  can  be  dated  back  to  48 million  years:  the  parasitic  fungus  Ophiocordyceps 

unilateralis‐furcata has a unique ecological strategy, which modifies the behaviour of an ant 

host. Infected ants climb into vegetation, bite vegetal materials and hang themselves upside 

down until death (’’death grip’’) for dispersal of fungal spores (Anderson SB 2009, Hughes et 

al., 2016).   

History records for most of the fossilized unicellular fungi are incomplete, which generated 

problems  to  accurately  map  the  phylogeny  of  fungal  species  (Lucking  2009,  Blair  2009). 

Initially, fungi were characterized largely on morphological and physiological characteristics. 

However, within the last two decades, the use of whole genome sequencing and comparative 

genomic tools allowed an extensive analysis of the fungal kingdom. The phylogenetic tree of 

fungi  is  currently  divided  into  seven  phyla:  the  Chytridiomycota,  Blastocladiomycota, 

Neocallimastigomycota,  Zygomycota,  Glomeromucota,  Ascomycota  and  Basidiomycota 

(Ebersberger et al. 2011). Initially, it was estimated that about 1.5 million fungal species exist 
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on different habitats;  however,  a  recent  analysis  of  environmental DNA  samples  revealed 

about  3.5  to  5.1 million  fungal  species  in  the  soil  microbial  community  and  in  total,  the 

currently known fungal species amount to around 100,000 (Blackwell 2011). Among these, 

several fungal species, in order to obtain nutrients, have evolved to diverse associations with 

individual or multiple host species of plants or animals (Tresender et al., 2015, Zeilinger et al., 

2016). Although most of fungal species are non‐pathogenic and often benefit certain habitats 

(e.g. as mycorrhizal  fungi that acquire nutrients and transfer them to plants), many fungal 

species can cause a serious threat to plants and animals (Sexton and Howlett 2006, Lutzoni et 

al., 2018). Fungal infections have detrimental effects on plant physiology and destroy at least 

125 million tonnes of crops each year, amounting to about 60 billion dollars in damages. It 

has also been estimated that infection and disease of plants related to fungal pathogens leads 

to almost 64 % of host species extinction (Fisher et al., 2012).   

In  the  recorded  history  of  animal  diseases  until mid  of  the  20th  century, mostly  viral  and 

bacterial  infections were considered as major threats. However, due to various  incidences 

such as global warming, intercontinental trade and excessive use of pesticides, the prevalence 

of  animal  and  human  fungal  pathogens  has  drastically  intensified  (Fisher  et  al.,  2012, 

Casadevall et al., 2018). In addition, global warming may have increased the occurrence of 

fungal diseases, because fungi can easily adapt to warmer temperatures (Garcia‐Solache MA, 

&  Casadevall  2010).  For  example,  in  last  decade,  the  ascomycete  fungus  Geomyces 

destructans has caused white nose syndrome in bats, leading to decline of the bat population 

by 70%  (Blehert et al., 2012). A  recent  survey has  indicated a 40%  loss  in  the diversity of 

amphibians  in  central  America;  this  decline  is  mainly  due  to  the  fungal  pathogen 

Batrachichytrium  dendrobatidis,  which  has  been  shown  to  infect  over  500  species  of 

amphibians (Scheele et al., 2019). Independent studies have discovered several fungal species 

as the emerging pathogens against bees, coral reefs and sea turtles (Sarmiento‐Ramírez et al., 

2014,  Foley  et  al.,  2014,  Soler‐Hurtado  et  al.,  2016).  Overall,  pathogenic  fungi  can  cause 

existential stress or death to host species, and adversely affect the biodiversity of ecosystems.  

Annually,  more  humans  die  due  to  invasive  mycoses  (~  1.6  million)  than  to  malaria  or 

tuberculosis and around a billion of patients suffer each year either because of superficial or 

invasive fungal infections (Brown et al., 2012). Three major forms of superficial mycoses are 

represented by Dermatophytosis, superficial Candidiasis and  infections by Malassezia  (Tan 
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and Hsu 2018). It is estimated that 20‐25% of the world population is affected by superficial 

fungal  infections and that 10‐15% of the population will be infected by a dermatophyte at 

some point in their lives (Havlickova et al., 2008). Dermatophytosis is an infection of skin, hair 

and  nails  caused  by  dermatophytes,  mostly  by  Trichophyton  and  Microsporum  species 

(Vermout et al., 2008). Dermatophytes are essentially not parts of normal skin microflora, but 

they  are  transmitted  by  direct  or  indirect  contacts with  infected  individuals.  Due  to  their 

keratinolytic ability, they infect keratinized tissues and cause inflammation (Achterman et al., 

2012).    The  lipophilic  yeast  Malaesszia  and  Candida  spp.  are  members  of  normal  skin 

microflora of healthy individuals, but they can become pathogenic in case of major alteration 

in the skin flora or if the host immune system is compromised (Velegraki et al., 2015, Nett 

2018).  Malassezia  spp.  causes  seborrhoea‐  a  tenacious  skin  disorder,  which  presents 

symptoms of  red,  scaly,  greasy,  itchy,  and  inflamed  skin  (Ashbee 2006). Candida  spp.  can 

cause  cutaneous,  oropharyngeal  and  vaginal  candidiasis.  The  common  skin  symptoms  of 

Candida superficial infections are thickening of the skin, hyperkeratosis and white patches on 

erythematous background (Kashem and Kaplan 2016). Recurring superficial infections occur 

mainly  in  immunodeficient  individuals  or  long‐term hospitalized patients  in  intensive  care 

units. Although the cases of superficial infections are high in numbers compared to invasive 

infections, the later form of fungal infections are of major concern, due to their high mortality 

rate (Webb et al., 2018).   

Invasive  fungal  infections can cause  life  threatening diseases, as  the  responsible  fungi can 

penetrate through deep body tissues and disseminate within internal organs (Kohlers et al., 

2015). Recent global estimates for invasive fungal infections are ~700,000 cases of invasive 

candidiasis,  ~500,000  cases  of  Pneumocystis  jirovecii  pneumonia,  ~223,100  cases  of 

cryptococcal  meningitis,  ~250,000  cases  of  invasive  aspergillosis  and  ~100,000  cases  of 

histoplasmosis, which occur annually (Brown et al., 2012, Bongomin et al., 2017). Mortality 

rates for invasive mycoses vary from 30 to 90% (Bongomin et al., 2017). Currently, around 

600 fungal species are known to be pathogenic to humans, but the majority of the invasive 

fungal infections worldwide are caused by four fungal pathogens: Candida spp., Aspergillus 

fumigatus, Cryptococcus neoformans  (or C. gatti) and Pneumocystis  jirovecii  (Pfaller et al., 

2006, Brown et al., 2012).  
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Invasive fungal infections are a globally emerging problem and a large majority of these cases 

is due to Candida species, especially C. albicans. Over the last couple of decades, patients with 

candidiasis  have  increased  about  20  fold,  because  of  the  growing  number  of 

immunocompromised cases that includes individuals suffering from AIDS, undergoing organ 

transplantation  or  cancer  chemotherapies  and  are  treated  by  excessive  amounts  of 

antibacterial antibiotics (Pagano et al., 2011, Lortholary et al., 2013). An important factor for 

increment  in  patients  of  candidiasis,  is  significant  increase  in  usage  of  invasive  medical 

devices. Candida species have ability to form multicellular structures known as biofilms, on 

medical implants such as stents, shunts, pacemakers, endotracheal tubes, and various types 

of catheters (Ramage et al., 2006). Once a biofilm is formed, it becomes exceedingly difficult 

to get rid of fungal cells, because of their increased resistance to antifungal therapy and the 

ability of cells within biofilms to withstand host immune defences (Nobile & Johnson 2015). 

Studies have  shown  that  catheter associated C. albicans biofilms can  lead  to bloodstream 

infection with prolonged  fungemia,  high  antifungal  therapy  failure  rates,  increased  risk of 

metastatic  complications and death  (Finkel  and Mitchell  2011, Nobile  and  Johnson 2015).  

Despite an estimated cost of 7.2 billion dollars being spent annually for the treatment and 

usage of new antifungal drugs, the mortality rate of Candidiasis patients is still higher than 

50% (Benedict et al., 2018).  

Since several decades antifungal drugs used for the treatment of systemic candidiasis include 

amphotericin B (polyene‐type) and azoles such as fluconazole (Perfect 2017). These two drugs 

belong to different class of antifungal agents and have different modes of action to restrict or 

to inhibit the growth of Candida species (Sanglard 2016). Because fungi are eukaryotes, they 

share high genome and proteome homologies with humans and therefore, most antifungal 

agents, in a dosage‐dependent manner, inherently cause toxicity in humans (Hill et al., 2013). 

Amphotericin B  is known to cause nephrotoxicity and renal  failure, while repetitive use of 

fluconazole  can  lead  to  hepatotoxicity  in  patients  suffering with  Candidiasis  (Mourad  and 

Perfect 2018). In addition, clinical isolates of Candida species displaying strong resistance to 

most of the clinical antifungal agents have been documented repeatedly (Sanglard 2019). In 

the  year  2000,  a new class of  antifungal  agent was  introduced  in  the  clinic:  echinocandin 

(caspofungin)  inhibits  the  synthesis  of  a  fungal  cell  wall  component  (1,3‐β‐D‐glucan). 

Resistance against this drug has also been reported, which may be due to mutation in the 
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gene encoding  target enzyme  (β-glucan  synthase)  (Perlin 2015, Kordalewska et al.,  2018). 

Moreover, the new species Candida auris has emerged in recent years in the clinic, which is 

highly resistant against all known antifungal agents (including caspofungin) and poses a major 

threat  to  all  patients  in  intensive  care  units  worldwide  (Chowdhary  et  al.,  2017).  The 

unacceptably high mortality rate in candidiasis patients and emergence of drug resistance in 

Candida spp. is indicative of severe limitations and ineffectiveness of the current antifungal 

therapies used to combat candidiasis. 

1.2 Candida species and candidiasis 

The genus Candida  is polyphyletic and contains approximately 200 different species, which 

are widely  distributed  in  nature; many  act  as  common  constituents  of  normal microflora 

inhabiting skin, oral cavity and gastrointestinal tract of humans (Noble et al., 2017). Some of 

these fungal species can become opportunistic pathogens by undergoing a transition from a 

commensal to a pathogenic phase, induced by alterations in the host environment (Miranda 

et  al.,  2009). Candida  species  thereby  rarely  trigger  infection  in  healthy  people,  but  take 

advantage  of  an  impaired  immune  system  to  proliferate  within  the  host,  which  leads  to 

candidiasis.  Around  30  different  Candida  species  are  pathogenic  to  humans,  but  more 

frequently,  Candida  albicans  and  the  non‐albicans  Candida  species  (C.  glabrata,  C. 

parapsilosis, C. dubliniensis and C. tropicalis) were isolated from clinical samples of patients 

suffering from candidiasis (Pfaller and Diekema 2007).  

Between  years  2004‐2009,  the  whole‐genome  sequencing  projects  were  initiated  that 

established  the  genome of  important  fungal  species of  the  Saccharomycotina  subphylum, 

including C. albicans and non C. albicans species (Jones et al., 2004, Butler et al., 2009, Jackson 

et al., 2009). Comparative genomic tools enabled the evolutionary analysis of virulent traits 

across  Candida  species.  Candida  species  belong  to  different  phylogenetic  clades  and 

surprisingly, are related significantly to non‐pathogenic yeast species (Gabaldón et al., 2016). 

For instance, C. parapsilosis belongs to a distant lineage compared to C. albicans, but is closely 

related to the non‐pathogenic yeast Lodderomyces elongisporus (Fig.1). Also, C. glabrata and 

C.  tropicalis have higher homology and phylogenetic relatedness to non‐pathogenic yeasts 

Saccharomyces  cerevisiae  and  C.  sojae  respectively,  compared  to  all  other  pathogenic 

Candida species (Fig.1) (Munoz et al., 2018). The globally emerging pathogen C. auris is closely 

related to C. lusitaniae (Sharma et al., 2016).  These results indicate that the emergence of 
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virulence has occurred  several  times  in an  independent manner within different clades of 

Candida species.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Whole genome comparisons across subphylum Saccharomycotina revealed that most of the 

pathogenic  species  share  an  evolutionary  property  as  these  organisms  translate  the  CUG 

codon to serine instead of leucine (Massey et al., 2003). For C. albicans  it has been shown 

that usage of an alternative genetic codon increases the diversity of its surface proteins, thus 

making it difficult to be recognized by the host immune system (Nather et. al., 2008, Miranda 

et al., 2011).  The only exception for the CUG clade is C. glabrata, which is closely related to 

S. cerevisiae. Analysis of genomic variation in pathogenic Candida species has revealed that 

most of the pathogens from this group are diploid (C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis 

and C. parapsilosis) with exception of two organisms being haploid (C. glabrata and C. auris) 

(Ruiz et al., 2019). Genomic comparison of Candida species revealed enrichment of 21 gene 

families  in  pathogenic  species  compared  to  non‐pathogenic  organisms,  including  genes 

encoding GPI anchored cell wall proteins, secreted lipases, secreted proteases, oligopeptide 

transporters and  transcription  factors  (Butler et al., 2009). Expansion of gene  families,  for 

example  by  gene  duplication  followed  by  sequence  divergence, were  observed  in  certain 

pathogenic Candida species. This process can generate genetic and phenotypic novelty and 

Fig. 1: Phylogeny between pathogenic and non‐pathogenic species of Saccharomycotina. The 
organisms  under  CUG  clade,  translate  CUG  codons  to  serine  instead  of  leucine.  The  non‐

pathogenic  species  are  marked  by  asterisk.  Figure  modified  from  Fitzpatrick  et  al.,  2006  and 

Munoz et al., 2018. 
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thereby  influence  the  virulence of Candida  species,  such as  in  the  case of C.  albicans  the 

adhesins gene family and the EPA gene family in C. glabrata (Hoyer et al., 2008, Kaur et al., 

2007).  Significant  differences  were  observed  within  pathogenic  Candida  species  for  their 

ability  to  undergo hyphal morphogenesis. C.  albicans, C.  dubliniensis  and C.  tropicalis  can 

undergo  filamentous  growth  to  form  true  hyphae,  and  are  able  to  revert  back  to  the 

unicellular  yeast  form  (Sullivan  et  al.,  2005,  Lackey  et  al.,  2013),  while  other  species  (C. 

parapsilosis, C. glabrata and C. auris) exists solely in yeast morphology but are not able to 

form true hyphae (Thompson et al., 2011, Wang et al., 2018). High degree of variability is also 

seen in the virulence traits of Candida species to evade the host immune system. For instance, 

to  escape  from  immune  cells,  C.  albicans  if  engulfed  by  macrophages  undergoes 

morphogenesis and bursts out of macrophages by forming filaments (Lorenz et al., 2004). In 

contrast to this, C. glabrata can withstand the harsh condition within the phagosome and can 

proliferate in these conditions (Kasper et al., 2015). As different Candida species (C. albicans, 

C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis and C. auris) can infect humans and cause disease, yet 

maintain  significant  variability  in  virulent  strategies,  it  appears  that  each  virulent  species 

might have evolved independently to survive within specific niches of host.       

Candidiasis  can  be  categorised  into  three  groups:  cutaneous  (skin  and  its  appendages), 

mucosal  (oropharyngeal,  esophageal,  and  vulvovaginal)  and  systemic  (bloodstream 

infections, i.e., candidemia and other forms of invasive candidiasis).  

1.2.1 Cutaneous candidiasis 

Human skin  is normally colonised by bacterial and fungal species. Although many of these 

species are commensal in nature, various fungal species such as Candida, Rhodotorula and 

Malassezia  can become pathogenic  (Findley et al., 2013, de Hoog et al., 2017). Generally, 

healthy skin microflora produces a dense population on cutaneous surfaces and protects the 

host  from  pathogens  by  generating  nutritional  competition.  However,  due  to  the 

predisposition  of  patients  (e.g.  immune  deficiency)  or  external  factors  (e.g.  antibiotic 

treatment),  the  skin  microflora  can  become  adversely  altered  to  a  less  competitive 

environment and expose skin tissue to endogenous opportunistic pathogens, such as Candida 

species.  C. albicans is known to modulate its cell surface proteins (adhesins) to adhere to the 

host cell and tissue surface.  Also, it can produce lipases and hydrolases for penetration into 

deeper  skin  tissues  to cause chronic  infections  (Mayer et al., 2013). Keratinocytes are  the 
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predominant cell form in the epidermis, which can become infected by C. albicans and induce 

inflammatory responses from the host immune system (Schaller et al., 2002). In such cases, 

impaired immune response can lead to chronic mucocutaneous candidiasis (CMC). The risk of 

skin  infection  is higher  in Psoriasis patients,  as medication  for Psoriasis  can  interfere with 

antifungal immune responses (Saunte et al., 2017). Innate immunity against C. albicans skin 

infections  is  driven by  recognition of  the pathogen by  cutaneous  stromal  cells  that  alarm 

dendritic cells to activate tissue‐resident secretion of interleukin‐17 (IL‐17) (Conti et al., 2015).  

IL‐17 is a pro‐inflammatory cytokine, which plays a pivotal role by recruiting neutrophils at 

the site of infection and establishes protection against Candida infection (Glocker et al., 2010, 

Huppler et al., 2012). Therefore, disturbances in IL‐17 production or its signalling pathway can 

cause  higher  susceptibility  to  recurrent  Candida  infections  (Mengesha  and  Conti  2017). 

Common  types  of  Candida  skin  infection  include  intertrigo,  diaper  dermatitis,  perianal 

dermatitis, and Candida balanitis (McGirt and Martins 2004, Klunk et al., 2014, Metin et al., 

2018).  In  most  of  the  cases,  cutaneous  candidiasis  is  nonlethal  and  can  be  treated  with 

fluconazole (Eggimann et al., 2003). Nevertheless, the prevalence of cutaneous candidiasis is 

increasing worldwide, especially in neonates and in older patients, because of their contact 

with  invasive monitoring devices  in  intensive  care units  (Arsenault et al.,  2015). Neonatal 

candidiasis  occurs  during  initial  days  after  birth  with  oral  thrust  and  diaper  dermatitis; 

infections  can  occur  during  delivery  (Benjamin  et  al.,  2010).  In  older  patients,  superficial 

candidiasis occurs due to hyperalimentation, prolonged hospitalization and widespread use 

of broad‐spectrum antibiotics (Weerasuriya and Snape 2008). Overall, multiple aspects such 

as  age,  hygiene,  functioning  of  the  immune  system  and  nutrition  can  influence  the 

susceptibility to candidiasis.  

1.2.2 Mucosal candidiasis 

Mucosal  epithelia  consist  of  ordered  layers  of  epithelial  cells  on  surfaces  of  respiratory, 

digestive and urogenital tracts. Mucosal lining covering the surface of internal organs provides 

an  essential  barrier  between  the  host  and  outside  environments.  These  epithelia  play  a 

central  role  in  immune surveillance and  secrete mucus, which  forms an additional barrier 

against invading pathogens (Kim and Ho 2010). However, mucosal epithelia are also the major 

portal of entry for specialized pathogens. During inflammation the innermost linings of the 

organs  are  exposed  to  opportunistic  pathogens,  which  are  part  of  normal  microflora 
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(Sansonetti and Medzhitov 2009). Candida species are members of normal microflora that 

reside  on  the  oral,  gastrointestinal  and  genital  mucosa  of  healthy  individuals.  Therefore, 

several  host  factors  such  as  poor  hygiene,  altered  diet,  dysbiosis,  hormonal  imbalance, 

uncontrolled  diabetes,  impaired  immunity  and  use  of  antibiotics  can  lead  to  favourable 

conditions  for Candida  species  to  infect  and  proliferate  on mucosal  tissues  (Williams  and 

Lewis  2011).  This  is  evident  in  case  of  AIDS,  neutropenia,  poorly  controlled  diabetes  and 

xerostomia, as oral candidiasis occurs frequently in these patients (Challacombe and Naglik 

2006, Rautemaa and Ramage 2011). The visual symptoms of oral candidiasis are large whitish 

plaques on erythematous mucosa, throat, tongue and gums, which is commonly known as 

oral thrush (Patil et al., 2015). 90% of the HIV infected patients suffer from oral thrush and 

undergo  a  prolonged  phase  of  antifungal  therapy.  In  such  cases,  clinical  resistance  is 

frequently observed due to prolonged exposure to antifungal agents (Kanafani and Perfect 

2008). Denture stomatitis and angular cheilitis are other forms of oral candidiasis, in which 

erythematous lesions are observed in patients (Singh et al., 2014). The severity and extent of 

Candida  infection is drastically  increased in patients receiving corticosteroids (Sobel 2007). 

Also, in diabetes mellitus patients higher colonisation of Candida species is observed in the 

oral cavity (Rodrigues et al., 2019). Investigation of clinical samples from the scrapings of oral 

thrush has revealed the prevalence of C. albicans, which accounts for 70 % of all cases, while 

occurrence of C. glabrata and C. troplicalis is relatively low (Vazquez and Sobel 2002). In case 

of immuno‐compromised patients, esophageal candidiasis is also frequently observed, which 

may arise as an extension of oral candidiasis. Vulvovaginal candidiasis (VVC) affects millions 

of women every year; 70‐75% of women experience at least one episode of VVC and 50% of 

these women experience a  second attack  (Sobel 2007). Clinical manifestations are vaginal 

erythema, edema, vulvar pruritus and burning accompanied by vaginal soreness leading to 

dyspareunia  (Jeanmonod  and  Jeanmonod  2019).  If  VVC  is  untreated,  it  may  lead  to 

complications  such as pelvic  inflammatory disease, menstrual disorder, pelvic abscess and 

infertility  (Vijaya et al.,  2014).    In  some  cases,  presence of Candida  species  in  the  vaginal 

region  is  not  responsible  for  VVC;  hence,  to  differentiate  from  asymptomatic  women, 

diagnosis  of  clinical  samples  and  laboratory  confirmation  is  essential.  Candida  species 

associated with VVC are C. albicans, C. glabrata, C.  tropicalis, C. parapsilosis  and C. krusei 

(Jindal  et  al.,  2007).  Usually  VVC  can  be  treated  with  oral  administration  of  azoles 

(ketoconazole,  itraconazole  or  fluconazole),  which  are  effective  in  the  majority  of  cases; 
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however, in 8% of these cases, recurrent VVC (more than 4 episodes each year) is observed 

(Foxman et al., 2013).   Although mortality is not observed in these cases, the high level of 

morbidity associated with VVC demands the discovery of effective antifungal drugs. 

1.2.3 Systemic candidiasis 

Each year around 700,000 people are affected by invasive candidiasis. Candidemia is a certain 

type of invasive candidiasis (blood infection) with highest mortality rate (40%) and is ranked 

as the fourth most common bloodstream infection in the intensive care units (Wisplinghoff 

et al., 2004). Medical devices such as catheters get infected by human contact and Candida 

species especially produce biofilms, which facilitate persistent colonisation of the fungus on 

synthetic devices (Ramage et al., 2006). Subsequently, dispersal of fungal cells from biofilms 

can  lead  to  candidemia.  In  patients,  who  have  undergone  gastrointestinal  surgery,  the 

commensal population of Candida species from the GI tract can invade through translocation 

and enter the blood stream to cause systemic infection (Miranda et al., 2009). Once Candida 

species enters the bloodstream it disseminates into internal organs escalating to metastatic 

infections of kidney,  liver, spleen, bones and the central nervous system (Clancy and Hong 

2012). Individuals are at high risk for systemic candidiasis, if they suffer from neutropenia or  

immunocompromised  conditions;  also  patients with  gastrointestinal  surgery,  recipients  of 

immunosuppressive  drugs  and  critically  ill  patients with  indwelling  catheters  can  become 

infected (Delaloye and Calandra 2014).  In these patients the symptoms of candidemia can 

range from no specific signs to septic shock. Moreover, in critically ill patients the symptoms 

of candidemia (fever, hypertension and multi‐organ dysfunction) are indistinguishable from 

symptoms of sepsis, which can also occur due to bacterial infections (Filler and Kullberg 2002). 

Hence clinicians face difficulty in identifying high risk patients of candidemia, which impedes 

the prophylaxis and treatment of systemic candidiasis. Current diagnosis of candidemia using 

clinical  samples  (blood culture)  is a  time consuming process with  limited accuracy,  causes 

considerable  delay  in  identification  of  patients  (Kullberg  et  al.,  2015).  Untreated  patients 

suffering from candidemia have mortality rates that are higher than 70% (Filler and Kullberg 

2002). Over the years fluconazole and amphotericin B were mostly used for the treatment of 

systemic Candida  infections. The  incidence of resistance against  fluconazole  is higher  in C. 

albicans and C. glabrata, while C. krusei  is  intrinsically resistant to fluconazole (Kett et al., 

2011). Currently, echinocandin is becoming the preferred antifungal agent used for treatment 
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for  systemic  candidiasis  (Ben‐Ami  et  al.,  2018).  Despite  the  current  prophylaxis  and 

treatments, mortality rates are still unacceptably high in systemic candidiasis patients. Hence 

new  approaches  are  needed  to  be  infused  to  discover  novel  antifungal  agents  to  treat 

systemic candidiasis.             

1.3 C. albicans: An important model organism to study fungal pathogenesis 

Based on the recent global survey of fungal diseases and distribution of Candida species in 

the cases of candidiasis, the prevalence of C. albicans is predominant (47% to 70%) compared 

to other Candida species (25% to 38%) (Tortorano et al., 2006, Horn et al., 2009, Berberi et 

al., 2015). Although several pathogenic species of Candida can cause candidiasis in humans, 

C. albicans remains as a major threat for immunocompromised patients and causes severe 

damage  ranging  from  superficial  infection  to  life  threatening  systemic  candidiasis  (Guinea 

2014). Further studies on  in vivo models for candidiasis have substantiated the formidable 

pathogenic potential  of C.  albicans  compared  to  non C.  albicans  species  (Arendrup et  al., 

2002,  Koh  2013,  Segal  and  Frenkel  2018).  Also,  several  multidrug‐resistant  strains  of  C. 

albicans have been identified from patients suffering from candidiasis (Jensen et al., 2015). C. 

albicans displays a wide array of pathogenic abilities including colonisation in different host 

niches,  morphological  switching,  flexibility  to  reassign  CUG  codon  to  serine  (instead  of 

leucine), acquired drug resistance, biofilm formation and evasion from host immune system 

(Santos et al., 1995, Sudbery 2011, MacCallum 2012, Erwig and Gow 2016  Ksiezopolska et al., 

2018 and Lohse et al., 2018). These attributes make this organism an ideal model system to 

study fungal pathogenesis in detail, since methods to study C. albicans have been established 

(Magee et. al., 2003, Reuß et al., 2004, Vyas et al., 2015). Further  investigation of specific 

molecular mechanisms leading to colonisation of experimental hosts will elucidate virulent 

attributes that contribute to the host adaptability, pathogenicity and fitness of C. albicans. 

Such studies can develop new avenues to generate effective antifungal therapy. 

1.4 Morphological plasticity of C. albicans  

C. albicans is a diploid polymorphic fungus, which has unique characteristics to switch from 

one morphological form to another (Fig. 1). It can exist in different vegetative forms, such as 

unicellular  yeast,  as  pseudohypha  or  true  hypha,  depending  on  different  environmental 

conditions (Sudbery et al., 2004). Yeast cells have oval‐shaped morphology and divide by axial 

and bipolar budding. Pseudohyphal and hyphal cells typically grow in a polarised manner and 
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are  attached  end‐to‐end,  such  that  subsequent  rounds  of  cell  division  produce  long 

multicellular filaments that may develop side branches. Pseudohyphal cells are ellipsoidal and 

have  constrictions  at  the  septal  junctions,  while  hyphal  cells  have  true  septae  that  lack 

constrictions (Sudbery 2011). Apart from these growth forms, in nutrient starving conditions, 

C.  albicans  can  also  form  chlamydospores,  which  are  thick‐walled  cells  that  are  typically 

formed  at  the  ends  of  hyphal  filaments  (Staib  and  Morschhäuser  2007).  Under  zinc 

deprivation  C.  albicans  forms  gigantic  cells  namely  goliath  cells  (Malavia  et  al.,  2017). 

Recently, a new phenotype was discovered for C. albicans, known as GUT (gastrointestinal 

induced transition), which are cells with large elongated morphology; this morphoform can 

be  induced  by  consistent  exposure  to  gastrointestinal  (GI)  tract  by  overexpression  of  the 

Wor1 regulatory protein  (Pande et al., 2013). GUT cells suppress  the propensity  for  tissue 

invasion and exhibit enhanced competitive fitness to colonise the GI tract of mice (Pande et 

al., 2013). Importantly, a detailed morphological observation of clinical isolates of C. albicans 

had revealed two distinct cellular morphologies of C. albicans named white and opaque cells 

(Slutsky  et  al.,  1987).  White  yeast  cells  form  creamy  white  colonies  on  solid  media  and 

microscopically are identical to S. cerevisiae in appearance. Comparatively, opaque cells form 

slightly  dark  and  flattened  colonies  on  agar  surfaces  but  have  a  rod‐like  morphological 

appearance  that  carries  protuberances  (“pimples”)  on  the  cell  surface.  In  addition  to  the 

white and opaque cells, a grey cell phenotype was recently identified by in‐vitro studies (Tao 

et al., 2014). Grey cells are smallest  in size compared to all other cell  types of C. albicans. 

Excluding the chlamydospore and goliath cell types, all the morphological forms mentioned 

above  have  significant  roles  either  in  host  colonisation,  infection  and  pathogenicity  of C. 

albicans (Noble et al., 2017, Thompson et al., 2011). The different morphological forms of C. 

albicans are depicted in Fig.2.    
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(A)  Yeast cells               (B) Pseudohyphae                               (C) Hyphae 

  

(D) Chlamydospore (E) Goliath cells  (F) GUT cells          (G) Opaque cells     (H) Grey cells  

 

Fig. 2 : Different cell types of C. albicans : Yeast (A), pseudohyphae (B) and hyphae (C) morphology 

are observed in clinical samples from candidiasis patients; Chlamydospore and Goliath cell morphologies (D) 

and (E) were identified under nutrient starvation conditions. GUT cells (F) are highly efficient for GI tract 

colonisation. Opaque cell morphology (G) was observed on skin surfaces and in vitro; Grey cell morphology (H) 

was identified during in vitro studies. Images (A), (B), (C)were taken from Sudbery et al., 2011, (D) from 

Hickman et al., 2013 , (E) from Malavia et al., 2017, (F) from Pande et al., 2013, (G) and (H) from Tao et al., 

2014. 

 

1.5 Virulent attributes of C. albicans  

During the course of  infection C. albicans can colonize various host niches with drastically 

varying conditions with regard to nutrient availability, pH, oxygen and CO2 levels (Silva Dantes 

et al.,  2016).  Such  remarkable adaptability of C. albicans  is  incomparable with other non‐

pathogenic  yeasts  such as S.  cerevisiae, which  shares more  than 50 %  similarity  in  coding 

regions within its genome (Jones et al., 2004). Comparative genomic tools have shed light on 

enrichment  of  gene  families:  10  secreted  aspartyl  proteases,  10  lipases,  8  oligo  peptide 

transporters  and  9  adhesins  are  unique  to C.  albicans.  This  high  redundancy within  gene 

families potentially empowers the organism to thrive in harsh in vivo conditions (Butler et al., 

2009). More importantly, in recent years, several studies have identified multiple virulence 

traits  of C.  albicans, which  enables  the  pathogen  to  survive  in  various  host  niches  during 

infection (Mayer et al., 2013).  Some of the important virulent attributes are described below.        
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1.5.1 Polygenic traits: Partners in crime  

One of the essential aspects for commensalism and pathogenesis of C. albicans is to adhere 

to host tissue and abiotic surfaces. This is achieved by the adhesin gene (ALS) family which 

codes  for  glycosylphosphatidylinositol  cell  surface  proteins  (Als1‐9).  Adhesins  facilitate 

attachment to biotic and abiotic surfaces (Phan et al., 2007, Wachtler et al., 2011, Murciano 

et  al.,  2012).    ALS3  a  member  of  adhesin  gene  family  that  is  highly  upregulated  during 

infection and is essential for virulence (Cheng et al., 2005, Naglik et al., 2011). Hwp1 is a GPI 

anchored  adhesin  that  is  another  cell  wall  component  of  C.  albicans,  which  facilitates 

adhesion to epithelial cells (Staab et al., 1999, Sundstrom et al., 2002). Following the adhesion 

to host cells, C. albicans can invade either by induced endocytosis or by active penetration. 

To initiate induced endocytosis, fungal cell surface invasin (Ssa1) binds to host receptors (E‐

cadherin or N‐cadherin) and triggers engulfment of the fungal cell into host cells (Sun et al., 

2010).  However,  for  active  penetration  into  host  tissues,  C.  albicans  undergoes  yeast‐to‐

hyphal  morphogenesis.  During  this  morphological  transition,  the  ECE1  gene  is  highly 

expressed, which codes a polyprotein that  is processed by serine protease resulting  into a 

potent toxin known as candidalysin, it permeabilizes the epithelial cell membranes causing 

cell lysis and damage of host tissue (Moyes et al., 2016). Under these conditions, C. albicans 

also can secrete proteases (Sap 1‐10) and lipases (Lip1‐10) to enhance the process of active 

penetration  into the host cells  (Wachtler et al., 2012 and Mayer et al., 2013). After active 

penetration  into  epithelial  tissues,  C.  albicans  can  enter  the  bloodstream  and  switch  its 

morphology back to the yeast from to facilitate dissemination into different organs. Blood can 

act as a rich source of glucose (4‐7 mM) and other essential nutrients, although most host 

microenvironments  contain heterogeneous  carbon  sources.  Interestingly, C.  albicans  lacks 

catabolite repression resulting in remarkable metabolic flexibility by simultaneously utilizing 

simple carbon sources such as glucose, as well as complex carbohydrate sources to efficiently 

promote  host  colonisation  and  thereby  of  virulence  of  C.  albicans  (Childers  et  al.,  2016,  

Miramon and Lorenz 2017).  In specific niches, the human host induces nutritional immunity 

and starves colonising pathogens for essential micronutrients, such as iron, zinc and copper 

(Potrykus  et  al.,  2014).  To  counter  these  activitities  C.  albicans  expresses  high  affinity 

transporters (Rbt5/Als3 for Iron and Zrt1/Zrt2 for Zinc) to increase the assimilation of micro‐

nutrients  (Crawford and Wilson 2015). During  infection, C. albicans  is often  recognized by 
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phagocytes  such  as  macrophages  through  Pathogen  Recognition  Receptors  (PRRs)  that 

interact with Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) on cell surface of C. albicans. 

Subsequently, the fungal cells are engulfed and directed to phagosome vesicles, which fuse 

with lysosomes to generate mature phago‐lysosomes. These produce lethal oxidants such as 

reactive  oxygen  species,  reactive  nitrogen  species  and  antimicrobial  peptides  to  kill  the 

engulfed  fungal  cells  (Erwig  and Gow 2016).  To escape  from  such a  fatal  environment, C. 

albicans undergoes the yeast‐to‐hyphal transition and  induces a lytic type of cell death by 

triggering  inflammatory  caspases,  which  rupture  the  host  cell  membrane  and  release 

intracellular contents (this type of host cell death is known as pyroptosis) (Uwamahoro et al., 

2014, Wellington et al., 2014). Apart from these mechanisms, to escape from host immune 

recognition, C. albicans is also capable to mask its cell wall component β‐glucan by a thick but 

permeable  layer  of mannans,  β‐glucan  is  immunogenic  in  nature  and  induces  strong  pro‐

inflammatory responses (Wheeler et al., 2008, Netea et al., 2006). Recent studies have shown 

that  C.  albicans  tolerates  translational  ambiguity  at  CUG  codon  that  generates  structural 

variability in cell surface proteins, which influences recognition of fungal cells by immune cells 

(Miranda et al., 2013, Simoes et al., 2016). Furthermore, C. albicans can switch from white to 

opaque cell morphology; opaque cells are relatively resistant to phagocytosis (Lohse et al., 

2009,  Sasse et  al.,  2013).  By  using mouse models  to  study  fungal  infection,  accumulating 

evidence  has  indicated  that  the  white  cell  morphology  might  enable  C.  albicans  to 

disseminate  to  host  internal  organs  via  the  bloodstream,  where  it  can  undergo 

morphogenesis to grow invasively  into deeper tissues (Si et al., 2013).  In comparison, cells 

with opaque cell morphology are especially competent to adhere to the skin surface (Xie et 

al., 2014).  Recent results using an ex vivo model for tongue infection have found a high level 

of  fitness  for  fungal  cells with  a grey morphology  (Tao et al.,  2014).  The  currently  known 

virulent attributes of C. albicans are depicted in Fig. 3.  
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Fig.  3:  The  eminent  attributes  of  C.  albicans  virulence  and  their  implication  in  host 

colonisation and pathogenesis. (Picture taken from Dantes et al., 2016) 

 

1.5.2 Dimorphism: A potent arsenal for virulence     

The  first  experimental  evidence  to  establish  the  correlation  between  morphology  and 

virulence in C. albicans, was done by constructing transcription factors mutants (efg1 cph1), 

which  are  defective  in  filamentous  growth  and  are  unable  to  form  hyphae  in  inducing 

conditions. These strains, which are locked in yeast morphology, were avirulent when tested 

in  the  mouse  model  of  systemic  candidiasis  (Lo  et  al.,  1997).  These  mutants  were  also 

susceptible  to  macrophages.  Similarly,  C.  albicans  mutants  strains  (tup1)  locked  in 

hyperfilamentous form, also displayed attenuated virulence (Braun et al., 2000). Moreover, 

when the expression of NRG1  (a transcription factor), which represses the yeast‐to‐hyphal 

transition,  was  augmented  using  inducible  promoters,  the  cells  were  locked  in  yeast 

morphoform, these strains were able to disseminate into various organs, but were completely 
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avirulent  (Saville  et  al.,  2003).  Conversely,  C.  albicans  strains  overexpressing  UME6  that 

promotes yeast‐to‐hyphal transition, formed strong filaments under  in vivo conditions and 

displayed enhanced virulence and damage of host tissue (Carlisle et al., 2009). These studies 

highlight the link between morphology and virulence. Another independent study (Zheng et 

al.,  2004)  showed  that  deletion  of  a  G1  phase  specific  cyclin  gene,  HGC1,  abolishes 

filamentation and reduced virulence.  In 2010, a large scale homozygous mutant library was 

constructed by Noble group, targeting 674 coding genes,  in the same study 115  infectivity 

attenuated mutants were  identified, out of  these around 40 mutants displayed defects  in 

yeast to hyphal transition (Noble et al., 2010). Interestingly, the Kumamoto group (White et 

al., 2007) put forth first evidence that the yeast morphology of C. albicans is associated with 

commensalism. In this study, mice were orally fed with C. albicans strains, the fungal strains 

colonised  the  GI  tract  without  causing  infection  and  were  tolerated  by  mice.  The 

histopathological sections of gut regions of mice revealed that more than 90% of fungal cells 

were of yeast morphology. However, clinical samples of patients suffering from candidiasis 

have shown the presence of C. albicans cells in yeast, as well as hyphal morphology (Guarner 

and Brandt 2011). Hence it is plausible that the yeast morphoform is associated with virulence 

by facilitating rapid dissemination through the blood  into different organs during systemic 

infection, while it also favours a commensal lifestyle in the gut (Thompson et al., 2011). On 

other hand, hyphal cells invade epithelial and endothelial cell layers and can also cause lysis 

of phagocytic  cells  (Gow and Hube 2012). Hence, existing  in  yeast or hyphal morphoform 

might benefit C. albicans to survive or to escape from specific host niches. (Fig. 4).              

 

Fig. 4 : Relationship between morphology and virulence in C. albicans. Yeast and hyphal 
morphologies have important roles in commensal and virulent life styles of C. albicans. Scheme 
taken from Thompson et al., 2011.  
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1.6 Interaction with immune system: Recognition of yeast and hyphal 
morphology 
In order to protect the human host from invading pathogens, the immune system functions 

by different mechanisms: innate and adaptive immune responses (Verma et al., 2015). The 

initial  steps  to  generate  innate  immune  responses  against  invading  fungal  cells  are 

orchestrated by phagocytes. Phagocytes appear to act as a main line of defence against fungal 

pathogens, because clinical patients with impaired functioning of phagocytes are at major risk 

of  fungal  infections  (Horn  et  al.,  2009).  Hence  multiple  studies  have  focused  on  cellular 

processes involved in phagocytosis of fungal cells. Firstly, the phagocytes (macrophages and 

neutrophils)  migrate  to  the  site  of  infection  by  chemotaxis.  Secondly,  through  physical 

interaction with the fungal cell surface components (PAMPs), phagocytes recognise the fungal 

pathogens  through  PRRs.  Lastly,  the  phagocytes  engulf  and  kill  the  fungal  pathogens  by 

generating toxic environment in mature phagolysosomes (Dantes et al.,  2016, Erwig and Gow 

2016). Processes  involved  in recognition and engulfment of  fungal cells by phagocytes are 

influenced by multiple factors. Fungal cell size, morphology and cell wall composition are the 

key elements that can hinder the recognition process of phagocytes. The average diameter of 

the  yeast morphoform  is 5‐10 µm, which  can  be  readily  engulfed  by macrophages, while 

hyphal cells are considerably bigger (average length from 20‐50 µm) which hinders the uptake 

process of hyphal cells by macrophages (Lewis et al., 2012). The cellular morphology of C. 

albicans also acts as a crucial factor for recognition by phagocytes and immune cells, because 

cells with yeast and hyphal morphology vary significantly in the representation of PAMPs on 

the  cell  surface  (Jacobsen and Hube 2012, Richardson and Naglik 2018). Also,  it  has been 

shown  that  the  cellular  response  of  phagocytes  can  vary  depending  on  the  immunogenic 

potential of PAMPs on yeast and hyphal  cell  surfaces  (Moyes et al., 2010). Moreover,  the 

composition and organisation of fungal cell wall components are also determining factors for 

immune recognition and response (Gow and Hube 2012, Erwig and Gow 2016). The main cell 

wall components of C. albicans comprise a layer containing O‐ linked and N‐linked mannans 

and an inner layer consisting of β‐1,3 and β‐1,6  glucans, as well as chitin (Gow et al., 2011). 

β‐glucans are extremely immunogenic in nature and constitute a potent fungal recognition 

signal  by  phagocytes,  leading  to  augmented  immune  responses  and  recruitment  of 

neutrophils  (Netea  et  al.,  2006,  Hall  et  al.,  2013).  Hence  masking  of  β‐glucans  by  outer 

mannan layers impedes the process of immune recognition. However, immune recognition 
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of hyphal cells  is considerably distinct  from yeast recognition, as the cell wall composition 

differs in both morphoforms. Several cell wall proteins, such as Hwp1 (hyphal wall protein‐1), 

Hyr1 (hyphally regulated protein‐1), Als3 (agglutinin like sequence‐3) and Ssa1 (a member of 

HSP70 chaperone family) are only observed on the surface of hyphal cells (Gow et al., 2011). 

In addition  to  this, hyphal mannans vary  structurally  from yeast mannans  (Lowman et al., 

2014). Hence there are major differences in PAMPs associated with yeast and hyphal cells of 

C. albicans. Matching these variations of the fungal cell surface, multiple host cell receptors 

known as pathogen recognition receptors (PRRs) exist, which can specifically recognise fungal 

PAMPs. Several PRRs, toll like receptors (TLRs), C type lectin receptors (dectin‐1 and dectin‐

2)  and  recently  identified  ephrin  type‐A  receptor  (EphA2)  can  act  independently  upon 

interaction with fungal PAMPs to induce pro‐inflammatory antifungal responses  to eliminate 

yeast and hyphal cells (Gow et al., 2011, Swidergall et al., 2017, Richardson and Naglik 2018). 

In  in  vitro  experiments,  neutrophils migrated  rapidly  towards  uptake  of  yeast  cells, while 

slowly migrating macrophages were  left with germinating hyphal  cells and  thus  showed a 

delayed response and uptake (Rudkin et al., 2013). More interestingly, a study from the Naglik 

group (Moyes et al., 2010) has shown that the immune system can differentiate between a 

non‐invading  fungal  colonisation  (commensalism)  from  Candida  invasion  (pathogenesis). 

Once yeast and hyphal cells are in contact with epithelial cells, can induce activation of NF‐kB 

in host cells and the initial MAPK response, which also results in the activation of the c‐Jun 

transcription factor, but only the hyphal cells could stimulate a secondary MAPK response and 

activate  the  c‐Fos  transcription  factor,  generating  a  proinflammatory  cytokine  response 

(Moyes et al., 2010). The MAPK/MKP1/c‐Fos response is strongly dose‐dependent, indicating 

that  a  threshold  level  of  activation  needs  to  be  reached  before  epithelial  cells  are  fully 

activated  (Moyes  et  al.,  2010).    The  differential  recognition  of  yeast  and  fungal  cells  by 

immune system are highlighted in Figure 5.   

 Upon  exposure  to  fungal  pathogens,  the  host  immune  system  can  also  initiate  adaptive 

immune responses. Dendritic cells, upon interaction with C. albicans, can lead to activation 

of CD4+ T helper cells (TH4  cell) cells and regulatory T cells (Treg cell) (Erwig and Gow 2016). 

Th4  cells  can  differentiate  into  TH1  cells  to  orchestrate  antifungal  immune  responses  by 

releasing  the  proinflammatory  cytokines  IFN‐ϒ,  TNF‐α  and  GM‐CSF.  Proinflammatory 

cytokines play critical roles in generating immune defence against C. albicans (Richardson and  
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Moyes 2015). The  IFN‐ϒ cytokine  induces activation of macrophages, enhances processing 

and presentation of antigens on dendritic cells and can also prompt antibody class switching 

in B cells, which is associated with antifungal properties (Lin et al., 2015). Activation of TH17 

cells (a subset of CD4+ T helper cells) is considered to be pivotal for host defence against fungal 

pathogens (Ferwerda et al., 2009, Conti et al., 2009). TH17 cells can recruit neutrophils at the 

site of infection by prompting the release of CXC chemokines (Hernandez‐Santos and Gaffen 

2012).  TH17  cells  also  generates  the  potent  anti‐fungal  cytokines  IL‐17A,  IL‐17F  and  IL‐22 

(Naglik et al., 2017). IL‐17 induces keratinocytes and epithelial cells to produce anti‐microbial 

peptides and histatins with high antifungal activity (Liang et al., 2006, Conti et al., 2011).  

 

 

Fig.5: Morphology‐dependent  interaction of host cells with C. albicans:  Immune system 
differentially  recognises  yeast  and  hyphal  cells  of  C.  albicans.  PAMPs:  Pathogen  associated 
molecular patterns, present on yeast or hyphal cell surfaces. PRRs: Pathogen recognition receptors 
are present on host cells which recognise PAMPs.  Figure modified from Jacobsen et al., 2012.       
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1.7 Mammalian host environmental cues and influence on C. albicans  

Mammalian hosts provide dynamic environments, which can be very hostile  for colonising 

microorganisms. Availability of micronutrients, complex carbon sources, body temperature, 

immune  cells,  exposure  to  serum,  competition  with  human  microflora,  as  well  as  the   

presence  or  absence  of  O2,  CO2,  N‐acetylglucosamine,  peptidoglycan  and  other 

micronutrients can influence the growth of C. albicans (Noble et al., 2016). However, as C. 

albicans has evolved in close association with its human host, it is adapted to restraining in 

vivo conditions, which either induce stress or nutrient starvation. C. albicans has evolved with 

signalling pathways  to sense stress‐inducing conditions and generate signals necessary  for 

stress‐resistance  and  often  induces  expression  of  hypha‐specific  genes  to  undergo 

morphological switching (Sudbery et al., 2011). To clarify the underlying processes involved 

in morphological transitions occurring during host colonisation by C. albicans, it is important 

to identify the role of fungal morphogenetic regulators that are influenced by specific host 

niches or environmental cues.  

1.7.1 Hypoxia: An underappreciated host associated factor  

Molecular oxygen is important for cellular metabolism in eukaryotic organisms, as oxygen acts 

as an electron acceptor during mitochondrial respiration to generate chemical energy. Also, 

it  is  required  for  biosynthesis  of  sterols,  unsaturated  fatty  acids  and  other  metabolic 

processes (Summons et al., 2006, Raymond et al., 2006). The normal atmospheric level of O2 

is around 21 % (pO2 of 159, Hg at sea  level). However,  the availability of  free or dissolved 

oxygen in body fluids within the mammalian host is much lower compared to the atmospheric 

levels (Carreau et al., 2011). C. albicans thrives in host niches known to be oxygen‐poor and 

oxygen depletion occurs often during colonization of mucosal surfaces, interaction with host 

cells, invasion of epithelia, engulfment by phagocytes and invasion into other internal organs 

(Fig.6) (Ernst and Tielker 2009, Grahl et al., 2012). The oxygenation profile in different organs 

of the human host is highlighted in Figure 6. The normal niche for commensal C. albicans is 

the human gastrointestinal tract, which has lower levels of O2 (< 1%) (Karhausen et al., 2004). 

Also, within the site of infection and inflammation the oxygen levels are rapidly depleted, due 

to  decreased  tissue  perfusion  (Eltzchig  and  Carmeleit  2011).  It  is  evident  that C.  albicans 

adapts to varying level of hypoxic conditions during host colonisation. However until today, 

the molecular mechanism that orchestrate the adaptation of C. albicans to hypoxic conditions  
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are poorly understood. Hypoxia can also  regulate host  innate  immune responses. Hypoxia 

inducible factor‐1 (HIF‐1), a transcription factor, which is hydroxylated in aerobic conditions 

and  subsequently  degraded;    in  the  absence of  oxygen,  however,  it  is  stable  and  induces 

hypoxic  gene  expression  (Semenza  et  al.,2007,  Simon  and  Keith  2008).  HIF‐1  functions 

downstream of dectin‐1, which is a host cell receptor for fungal β‐glucans (PAMP) (Cheng et 

al., 2014). Activation of dectin‐1 leads to elevated levels of HIF‐1, which facilitates immune 

responses  by  promoting  cell  activation  and  initiating  pro‐inflammatory  responses.  The 

concomitant  release of  cytokines  leads  to  recruitment of  further  innate  immune cells and 

effector cells for the cell‐mediated immunity (Imtiyaz and Simon 2010). Therefore, hypoxia 

within a site of infection can influence the physiology of both C. albicans and immune cells 

and significantly affect the outcome of fungus‐host interactions.  

 

Fig. 6: Oxygen levels (pO2 partial oxygen pressure) of various host organs and cells         
(modified from Ernst and Tielker 2009 and Carreau et al., 2011 ) 
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1.7.2 Exposure to carbon dioxide   

The concentration of carbon dioxide in mammalian host can vary based on the anatomical 

sites. For e. g. during skin colonisation, C. albicans is exposed to lower levels of CO2 (0.03%), 

but during host invasion CO2 concentration can drastically increase up to 150 fold higher (5%) 

(Bahn  and  Muehlschlegel  2006).  Also  during  colonisation  C.  albicans  can  metabolically 

generate  CO2,  which  can  act  as  a  signalling  molecule  to  induce  filamentous  growth  and 

virulence  (Klengel  et  al.,  2005,  Hall  et  al.,  2010).  CO2  in  milieu  can  induce  white‐opaque 

switching and facilitate mating in C. albicans (Ramirez‐Zavala et al., 2008 Huang et al., 2009). 

These  studies  indicate  that,  CO2  can  exert  an  influence  on  growth,  metabolism  and 

morphological switching in C. albicans. Therefore, sensing the alterations in the CO2 levels in 

microenvironments  is  critical  for  C.  albicans  for  host  colonisation  and  pathogenesis. 

Abnormally elevated levels of CO2 (also known as hypercapnia) can hamper the host innate 

immune  response  and  dysregulate  expression  of  cytokines  and  chemokines,  this  may 

indirectly benefit the colonising pathogen (O'Croinin et al., 2008, Gates et al., 2013). 

 

1.8 Regulation of Morphogenesis 

In  C.  albicans,  three different  signalling pathways  are mainly  involved  in  sensing different 

environmental cues and generating cellular responses to regulate hyphal morphogenesis. A 

schematic representation of major signalling pathway is depicted in Figure 7.   

1.8.1 Signalling pathways  

i)  cAMP‐PKA  Pathway  :  The  PKA  pathway  is  one  of  the  major  signalling  pathways 

conserved in eukaryotes, which plays a central role in growth, morphogenesis, white‐opaque 

switching and virulence of C. albicans (Sonneborn et al., 2000, Bockmuhl et al., 2001, Biswas 

et  al.,  2007;  Whiteway  and  Bachewich,  2007;  Sudbery,  2011).  The  rapid  changes  in  the 

environment are sensed by the Ras1 protein, which is localised at the plasma membrane of 

C. albicans  (Piispanen et al., 2011); activation of Ras1 occurs by Cdc25  (guanine exchange 

factor),  which  stimulates  the  production  of  the  secondary  messenger  cAMP  (3′‐5′‐cyclic 

adenosine monophosphate)  produced  by  adenylyl  cyclase  Cyr1  (Fang  et  al.,    2006).  Cyr1 

contains highly conserved functional domains, which act as sensors for external signals such 

as peptidoglycan, CO2, pH and temperature (Wang, 2013).  Cyr1 is the only adenylyl cyclase 
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that synthesizes cAMPs in response to external signals. Homozygous mutants of ras1 and cyr1 

in C.  albicans  are  defective  in  filamentation  and  show  highly  attenuated  virulence  in  the 

murine model  of  systemic  infection  (Feng  Q  et  al.,  1999,  Rocha  et  al.,  2001).    Increased 

intracellular cAMP leads to dissociation of the regulatory subunit Bcy1 of protein kinase A and 

causes activation of catalytic subunits Tpk1 and Tpk2 (Sonneborn et al., 2000, Bockmuhl et 

al., 2001). Although kinases Tpk1 and Tpk2 have redundant roles in growth and phenotypic 

switching, Tpk1 mainly contributes to filamentation on solid medium, while Tpk2 is involved 

in  hyphal  growth  in  liquid medium  (Sonneborn  et  al.,  2000,  Bockmuhl et  al.,  2001).  Tpk2 

phosphorylates a threonine residue (T206) in the APSES domain of the major transcriptional 

regulator Efg1 (Sonneborn et al., 2000, Bockmuhl et al., 2001). The activated form of Efg1 can 

initiate the induction of hypha‐specific genes and other downstream transcriptional factors 

that play important roles in initiation and maintenance of filamentation (Stoldt et al., 1997, 

Biswas et al., 2007, Lassak et al., 2011). 

ii) MAPK Pathway: Four different signalling pathways comprise MAP (mitogen‐activated 

protein) kinase Mkc1, Cek1, Cek2 and Hog1, which are involved in sensing and transmitting 

responses of cells to different environmental cues (Monge et al., 2006). These pathways are 

mainly involved in generating cellular responses to changes in the growth medium, nutrient 

starvation, oxidative and osmotic stress, low temperature, pheromones and cell wall stress 

(Monge et al., 2006 Biswas et al., 2007). Mkc1 kinase is primarily involved in biogenesis of the 

cell wall  and  regulates  filamentation, while Hog1  kinase mainly  participates  in  generating 

responses to osmotic and oxidative stress. The Cek1‐MAPK pathway has been shown to be 

involved in mating and filamentation. The Cek1‐ MAPK signal transduction pathway consists 

of a conserved set of kinases: Ste11 (a MAPKKK‐ mitogen‐activated kinase kinase kinase), Hst7 

(MAPKK‐ mitogen‐activated kinase kinase) and Cek1 (MAPK‐ mitogen‐activated kinase). The 

signalling of these kinases can be triggered by the three upstream transmembrane sensors 

Sho1, Msb2 and Opy2 (Herrero‐de‐Dios et al., 2014, Szafranski‐Schneider et al., 2012). These 

sensors  can  integrate  signals  via  GTPase  Cdc42  and  downstream  protein  kinase  Cst20 

(Ushinsky et al., 2002). Once Ste11 is activated via Cst20, it leads to three phosphotransfer 

steps,  where  the  MAPKKK  becomes  phosphorylated  and  is  followed  by  a  cascade  of 

phosphorylation, which eventually causes augmentation in the phosphorylated form of Cek1. 

These  events  are  followed  by  activation  of  the  downstream  transcription  factor  Cph1. 
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Depending upon the upstream signal, Cph1  induces filamentation on solid medium (Liu et al., 

1994), regulate genes involved in mating (Magee et al., 2002) or can generate transcriptional 

responses to quorum sensing molecules (Lin et al., 2013). Cph1 can also induce genes involved 

in galactose metabolism (Martchenko et al., 2007). Defects in the function of Cek1 kinase or 

in the regulation of its MAPK pathway leads to misregulation of filamentation and attenuated 

virulence (Csank et al., 1998). The MAPK‐Cek1 pathway is also activated under nitrogen stress 

conditions  using  the  ammonium  permease  Mep2  to  activate  filamentation  (Biswas  and 

Morschhauser  2005).  Recently,  Cph1‐dependent  MAPK  signalling  was  also  shown  to  be 

involved in white‐opaque phenotypic switching in C. albicans (Ramírez‐Zavala et al., 2013).    

iii) RAM pathway: The “regulation of Ace2 and morphogenesis” (RAM Pathway) signalling 

pathway  is  involved  in modulation  of  polarised  growth,  daughter  cell  separation  and bud 

development of C. albicans (Saputo et al., 2012). Ace2 is a transcription factor that functions 

downstream of  kinases  Kic1  and Cbk1  in  the  RAM pathway  (Song et  al.,  2008, Gutiérrez‐

Escribano et al. 2011).  Kic1 phosphorylates Cbk1 kinase, which in association with its activator 

Mob2, regulates the Ace2 transcription factor (Gutiérrez‐Escribano et al. 2011). During cell 

division, Ace2 localizes to daughter cells and drives expression of daughter cell‐specific genes 

(Weiss 2012). Ace2 also regulates expression of chitinase and glucanase, which are involved 

in septum degradation and cell separation during the final steps of mitosis (Song et al., 2008). 

The  cellular  localisation  and  function  of  Ace2  is  dependent  on  Cdc14,  which  is  a  cyclin‐

dependent phosphatase (Sanchez‐Diaz et al., 2012). All the components of the RAM pathway 

contribute to regulation of genes involved in cell separation. The deletion of kinases KIC1 and 

CBK1, or of ACE2, causes severe defects in cell separation, which generates a characteristic 

mutant  phenotype  consisting  of  a  large  lump  of  aggregated  cells  that  are  difficult  to 

disintegrate (Saputo et al, 2012). Ace2 protein  is  found in two isoforms: a full‐length form 

Ace2L,  involved  in  septin  ring  formation  during  hyphal  development  that  blocks  cell 

separation, and the short form Ace2S that regulates the expression of cell separation genes 

(Calderon‐Norena et al., 2015). In C. albicans, ace2 mutants are sensitive to cell wall stress 

and display impaired virulence in the mouse model of systemic infection (Maccallum et al., 

2006). The involvement of Ace2 in filamentation is dependent on specific growth conditions. 

ace2  mutants  form  normal  hyphae  in  the  presence  of  serum,  but  show  delayed  hypha 

formation, when grown on Spider or Lee´s medium  (Saputo et al., 2014). Interestingly, ace2 
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mutants  display  severe  defects  to  induce  filamentation  under microaerophilic  or  hypoxic 

conditions (Mulhern et al., 2006, Saputo et al., 2014; van Wijlick et al., 2016). Hence under 

hypoxic  conditions,  Ace2  is  essential  for  filamentation.  Furthermore,  Ace2  increases 

expression of glycolytic genes and supresses expression of respiratory genes under hypoxia 

(Mulhern et al., 2006). Ace2 also  regulates biofilm  formation depending on oxygen  levels. 

Under normoxic growth conditions, Ace2 is required for induction of biofilm‐specific genes, 

while  under  hypoxia,  Ace2  has  no  influence  on  biofilm  formation  (Kelly  et  al.,  2004, 

Stichternoth  et  al.,  2009).  Functioning  of  the  RAM  pathway  can  also  be  influenced  by 

components of the PKA pathway, as Tpk1 and Tpk2 kinases can suppress expression of Ace2 

(Saputo et al., 2014). It was also shown that during the early stage of hyphal induction, cyclin‐

dependent  kinase  Cdc28,  along  with  Hgc1  kinase,  phosphorylates  the  transcriptional 

modulator Efg1 that represses the Ace2‐mediated expression of cell separation genes (Wang 

et al., 2009). Taken together, these evidences suggest an antagonistic relationship of Efg1 and 

Ace2 during  the  initiation of  the  filamentation process, where Efg1  induces  expression of 

hypha‐specific  genes,  while  repressing  the  Ace2‐dependent  expression  of  cell  separation 

genes. In contrast, under hypoxic conditions, a reversal of roles is observed, as Efg1 functions 

as a repressor of filamentation under hypoxia (Setiadi et al., 2006), while Ace2 is required for 

induction of genes involved in filamentation. However it needs to be determined, how Ace2 

influences  the  expression  or  activity  of  Efg1  to  modulate  filamentation  under  hypoxic 

conditions.   
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Fig.  7:  Signal  transduction  pathway  leading  to  expression  of  hypha‐specific 

genes. The formation of hyphae in C. albicans is controlled by different signalling pathways that are 

activated  by  environmental  cues.  Shown  are  the  ‘mitogen  activated  protein  kinase’  (MAPK),  the 

‘cAMP‐dependent protein kinase A’ (PKA) pathway and RAM (regulation of Ace2 and Morphogenesis) 

pathway which regulate filamentation. Protein colour coded as follows: MAPK pathway (pink), PKA 

pathway (blue), Ram pathway (green), transcription factors (yellow), other factors involved in signal 

transduction (grey). Modified from Herrero‐de‐Dios et al., 2014 and Sudbery, 2011. 

 

1.8.2 Enhanced filamentous growth‐1 (Efg1): A master regulator of multiple 
traits  
Efg1 belongs to the ASPES family of transcription regulators, which have important roles in 

the regulation of morphogenesis in fungi. Under normoxia, Efg1 functions as a transcriptional 

activator  of  genes  involved  in  filamentation,  phenotypic  switching,  biofilm  formation  and 

chlamydospore  formation  in  C.  albicans  (Stoldt  et  al.,  1997,  Braun  and  Johnson  1997, 

Sonneborn et al., 1999, Stichternoth et al., 2009). The cells lacking Efg1 show severe defects 

to form filaments upon exposure to serum under normoxia. It has been well established that 
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the  function of  Efg1  as  an  inducer of  genes  involved  in  filamentation  is  dependent  on  its 

phosphorylation  status.  Particularly,  in  response  to  environmental  cues,  Tpk2  and  Cdc28‐

Hgc1 kinase (hypha specific G1 cyclin kinase) phosphorylates threonine residues at 206 and 

179 of Efg1. Abolishment of phosphorylation at 206 and 179 residues of Efg1, hinders the 

filamentation process under normoxic  conditions  (Bockmühl  and Ernst  2001, Wang et al., 

2009). Efg1 directly regulates hypha‐specific genes including SAP4, SAP5, SAP6, ALS1, ALS3, 

HWP1, RBT1, RBT4, ECE1 and many other transcriptional regulator genes that are involved in 

maintenance of hyphal morphogenesis (Sharkey et al., 1999, Fu et al. 2002, Doedt T et al. 

2004). Efg1 plays central role in maintaining cell wall architecture of C. albicans (Sohn et al., 

2003).  Interestingly,  cells  lacking  a  single  allele  of  EFG1  showed  changes  in  cell  wall 

carbohydrate and protein composition of C. albicans. The heterozygous strains of EFG1 also 

induced an altered the cytokine responses upon interaction with innate immune cells (Zavrel 

et al., 2012).  

Genome‐wide ChIP chip analysis of strains grown either in yeast‐ or filamentation‐inducing 

medium revealed the DNA binding motif TATGCATA, which is  specifically recognised by Efg1 

(Lassak et al., 2011).  Several promoter regions of genes involved in transcriptional regulation 

of morphogenesis (TCC1, CZF1, NRG1, TEC1 and EED1) contain this Efg1 binding motif (Lassak 

et al., 2011).   The Efg1‐bound promoter regions  in the genome of C. albicans were  largely 

distinct  during  yeast  and  hyphal  morphogenesis,  highlighting  the  major  shift  in  the 

transcriptional network of Efg1  in different growth conditions, which  is mostly attained by 

differential phosphorylation of  Efg1  (Bockmühl and Ernst 2001,    Lassak   et al.,  2011).  The 

localization of Efg1 to the promoter of the encoding gene EFG1 is observed in yeast growth 

and  in  hypha‐inducing  conditions.  However,  after  inducing  the  transcriptional  network 

necessary  for  hyphal  initiation,  Efg1  negatively  regulates  its  own  expression  by 

downregulating the EFG1 promoter activity (Lassak et al., 2011). Interestingly, the promoter 

region of EFG1 is also occupied by Bcr1, Tec1, Ndt80, Brg1 and Rob1 transcriptional regulators 

during  biofilm  formation,  indicating  a  complex  rewiring  of  regulators  requiring  Efg1  for 

production of a dense biofilm architecture in C. albicans (Nobile et al., 2012). In addition to 

the involvement of Efg1 in the yeast‐to‐hypha transition and biofilm formation, Efg1 is also 

associated with phenotypic switching. The conversion of opaque to while cells is dependent 

on  Efg1,  as  it  is  required  for  stable  expression  of  white  cell‐specific  genes  and maintain 
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heritable white cell morphology. Deletion of EFG1 blocks the cells in opaque cell morphology 

(Sonneborn et al., 1999, Shrikantha et al., 2000, Noffz et al., 2008). Efg1 maintains white cell 

morphology by downregulating expression of WOR1 (White‐Opaque Regulator 1), a master 

regulator  of  opaque  cell  morphology.  Once  the  expression  WOR1  is  increased,  Wor1 

downregulates  EFG1  and  induces  white‐opaque  phenotypic  switching.  WOR1  positively 

regulates  its  own  promoter  to  maintain  this  high  level  of  expression  and  allows  stable 

inheritance of the opaque cells.  

C. albicans strains lacking EFG1 have defects in colonising the GI tract of mice (Pierce et al., 

2012,  Pierce et  al.,  2013).  The  availability  of  oxygen  in  the GI  tract  is  poor;  therefore, C. 

albicans  is  incessantly  exposed  to  hypoxic  conditions  during  gut  colonisation.  A 

transcriptomal analysis revealed that in C. albicans strains grown under hypoxia, the genes 

involved  in  respiratory  metabolism  are  downregulated,  whereas  genes  related  to 

fermentative  metabolism,  especially  glycolysis  are  upregulated  (Setiadi  et  al.,  2006).  In 

addition,  the  expression  of  certain  genes  involved  in  fatty  acid  metabolism,  ergosterol 

biosynthesis and stress response are upregulated under oxygen‐poor conditions (Setiadi et 

al., 2006). Most of these metabolic adaptation were dependent on the hypoxic function of 

Efg1. Furthermore, Efg1 is required to prevent abnormal regulation of about 300 genes under 

hypoxia (Setiadi et al., 2006). In complete contrast to its normoxic function, Efg1 functions as 

a  repressor  of  filamentation  during  hypoxic  growth,  as efg1  homozygous mutants  display 

hyperfilamentous growth under oxygen‐poor environment at temperature ≤ 35°C (Setiadi et 

al., 2006; Noffz et al., 2008). These results indicate that Efg1 plays a crucial role in adaptation 

to hypoxic conditions, but molecular mechanisms and pathways related to Efg1 under hypoxic 

conditions are yet to be identified.     
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Fig.  8:  Various  cellular  functions  of  Efg1  in  C.  albicans  under  normoxic  and  hypoxic 
conditions. Normoxic functions of Efg1 are highlighted with white arrows and hypoxic functions with 

grey arrows.  

 

1.8.3 Transcriptional control of morphogenesis  

In the yeast morphoform the expression of hypha‐specific genes is negatively regulated by a 

protein complex consisting of transcriptional co‐repressor Tup1 and the main transcriptional 

repressor  Nrg1.  The  process  of  hyphal  morphogenesis  is  achieved  in  two  stages:  hyphal 

initiation  and  hyphal  maintenance  (Lu  et  al.,  2011,  Lu  et  al.,  2014).  In  response  to 

environmental  cues,  the  initial  step  is  removal  of  filamentation  repressor  Nrg1  from  the 

promoter  region  of  hyphal‐specific‐genes.  Following  this  process,  the  accessibility  of 

promoter region of hypha‐specific genes is increased for Brg1 (a GATA‐transcription factor) 

that  recruits  histone  deacetylase  Hda1.  Hda1  leads  to  chromatin  remodelling  and,  in 

coordination with Brg1, promotes expression of hypha‐specific genes. Subsequently, within 

the first 30 min of germ tube formation, the protein levels of Nrg1 are considerably decreased 

(Lu et al., 2011), but restored after 1 hour of hyphal induction to levels as in yeast cells (Lu et 

al., 2011, Lu et al., 2014). Hence to consistently maintain the filamentation process, once the 

expression of main hypha‐specific genes is initiated, hypha‐associated genes (HAGs), such as 

UME6, EED1  and HGC1,  are expressed ensuring  the coherent expression of hypha‐specific 
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genes (Basso et al., 2018). Ume6 a transcription factor induces expression of hypha‐specific 

genes and downregulating NRG1 (Banerjee et al., 2008, Carlisle and Kadosh 2010, Childers et 

al., 2015). Eed1 is required to form stable filaments, while  its molecular function is  largely 

unknown  (Martin  et  al.,  2011).  Hgc1  is  a  cyclin  dependent  kinase,  which  is  required  for 

polarised growth by inhibiting the cell separation process  in growing hyphae (Zheng et al., 

2004).  Consequently,  strains  lacking  UME6,  EED1  or  HGC1  are  able  to  initiate  the 

filamentation process, but are unable to maintain polarised hyphal growth. Hence to maintain 

the expression of hypha‐specific genes and to block the accessibility of repressor Nrg1 during 

maintenance of filamentation, expression of UME6 and EED1 is essential. Also, a schematic 

representation of key events during hyphal initiation and maintenance is shown in figure 9.  

In addition to Efg1 and Cph1, several transcription factors have been identified including Flo8, 

Czf1,  Tec1  and  Cph2,  which  can  directly  induce  or  positively  affect  the  process  of 

filamentation, (Brown et al., 1999, Lane et al., 2001, Schweizer et al., 2000, Cao et al., 2006). 

However, Ume6 appears to function downstream of all these transcriptional regulators, as 

overexpression of UME6  induces filamentation process in all respective mutants, in inducing 

as well as non‐inducing conditions (Banerjee et al., 2008, Clarlisle et al., 2009). 
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Fig. 9: Hyphal initiation and maintenance in C. albicans. (A)  In non‐inducing conditions, Nrg1 
represses the expression of hypha‐specific genes (HSGs) and Brg1. (B) Exposure to inducing conditions 

or environmental cues, such as presence of serum, GlcNAc or by nutrient starvation initiates hyphal 

morphogenesisHyphal initiation is characterized by a transient downregulation of Nrg1 via the cAMP‐

dependent PKA pathway and by activation of Efg1 by phosphorylation. The activated form of Efg1 can 

directly induce the expression of hypha‐ specific genes. Concurrently, environmental cues also induce 

expression of BRG1. Brg1 recruits Hda1 to promoter of HSGs, allowing chromatin remodelling that 

prevents Nrg1 binding to promotersof HSGs. Brg1 activates expression of HSGs (along with hypha‐

specific cell wall proteins). During expression of HSGs, genes essential for hyphal maintenance (UME6, 

EED1)  are  induced.  (C)  The  hyphal  maintenance  is  mainly  governed  by  Ume6  and  Eed1.  Ume6 

negatively  regulates  expression of NRG1  and  can  induce  its  own expression along with  consistent 

expression  of  HSGs  under  inducing  conditions  to  form  stable  filaments.  Although  the  molecular 

mechanism of Eed1 is yet to be identified, it is known to regulate UME6 expression and is required for 

formation of stable filaments. Figure modified from Basso et al. 2018.  

 

1.8.4 Growth and morphogenesis under host environmental cues    

i) Metabolic adaptation to hypoxia:  Hypoxic adaptation has been extensively studied in the 

yeast model organism S. cerevisiae.  In S. cerevisiae under normoxic conditions  (~21% O2), 

Hap1 induces genes involved in respiration and promotes the biosynthesis of transcriptional 

repressors Rox1 and Mot3 that repress hypoxic genes by the action of the Tup1‐Ssn6 complex 

(Mennella et al., 2003). Under hypoxic conditions, due limitation in haem biosynthesis, Rox1 

and Mot3 expression is interrupted and expression of hypoxic genes are elevated (Becerra et 

al., 2002). Hypoxic conditions decreases production of ergosterols and studies in fission yeast 

S. pombe have revealed that upon depletion of sterols due to lack of oxygen, a precursor of 

Sre1  (a  sterol  regulatory  elementary  binding  protein)  migrates  from  the  endoplasmic 

reticulum to the Golgi, where Sre1 is released by cleavage; Sre1 localizes to the nucleus and 

activates  expression  of  several  hypoxic  genes  (Hughes  et  al.,  2005).  In  S.  cerevisiae, 

homologues of the SREBP pathway are missing and transcription factor UPC2 regulates genes 

involved  in  sterol  biosynthesis  under  hypoxic  conditions.    Homologues of  Sre1 have been 

identified  in  Cryptococcus  neoformans  and  Aspergillus  fumigatus  and  regulate  hypoxic 

adaptation and virulence in these species (Willger et al., 2008, Chang et al., 2007 and Chun et 

al.,  2007).  C.  albicans  is  capable  to  grow  under  hypoxic  as well  as  anoxic  conditions  and 

modulates its metabolism according to the oxygen concentration in host niches. However, C. 

albicans  lacks functional homologues of Rox1 and Sre1 proteins, which could contribute to 

hypoxic  adaptation  (Ernst  and  Teilker  2009).  To  delineate  genes  involved  in  hypoxic 
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adaptation, a transcriptome study revealed that transcription factor Upc2 upregulates genes 

involved  in  biosynthesis  of  ergosterol,  while  Efg1  is  involved  regulation  of  genes  in 

unsaturated fatty acids, apparently to maximize incorporation of the scarce oxygen (Setiadi 

et al., 2006, Synnott et al., 2010). Glycolytic gene transcripts were upregulated by Ace2 and 

Tye7 to increase fermentative ATP production under oxygen‐limiting conditions (Mulhern et 

al., 2006, Askew et al., 2009, Bonhomme et al., 2011). In an independent study, four different 

transcriptional  regulators  (Ahr1, Tye7, Sko1 and Ccr4) and their associated networks were 

identified, which are  involved  in early adaptive responses to hypoxia  (Sellam et al., 2014). 

Interestingly,  strains  lacking  TYE7  showed  defects  in  colonisation  of  the  murine  GI  tract 

(murine model  for commensalism)  (Perez et al., 2013), and mutants  lacking ACE2  showed 

defects in filamentation under oxygen‐limiting conditions, resulting in attenuated virulence 

in the mouse model of systemic candidiasis (Perez et al., 2013, MaCallum et al., 2006 ). These 

studies  indicate  that  it  is  crucial  for C.  albicans  to  regulate  fungal metabolism under host 

hypoxic conditions.  

ii) Adaptation to varying levels of carbon dioxide: C. albicans senses CO2 via two different 

pathways. In case of the first pathway, elevated levels of CO2 (5%) are recognised by adenylyl 

cyclase Cyr1 which acts as a sensor and activates downstream cAMP/PKA pathway and Flo8 

to induce filamentation in C. albicans (Klengel et al., 2005, Du et al., 2012). Alternate pathway 

comprises of Nce103 (a carbonic anhydrase), which is activated when the lower concentration 

of CO2 are present in milieu. Nce103 converts CO2 to HCO3
‐ , which is utilised in cellular CO2 

fixation  (Elleuche  et  al.,  2010).  Deletion  of NCE103  abolishes  growth  in  low  CO2  growth 

conditions (Cottier et al., 2013). It was also identified that under low CO2 conditions, Rca1 a 

transcriptional  regulator  upregulates  NCE103  expression.  Recently,  it  was  shown  that  in 

elevated CO2 conditions, the alternative pathway consisting of NCE103 and Rca1 is regulated 

by  Sch9.  Under  high  CO2  environment,  Pkh1/2  a  serine  threonine  kinase  related  to  the 

sphingolipid  pathway,  phosphorylates  T570  of  Sch9.  Activated  Sch9  phosphorylates  Rca1, 

which abolishes the expression of NCE103, and low level of Nce103 do not enhance the CO2 

fixation (Pohlers et al., 2017). Conversely, in low CO2 conditions, Sch9 is not activated which 

facilitates the NCE103 expression and CO2 fixation by Rca1 (Pohlers et al., 2017). These studies 

highlight that high and low level CO2 environments are differentially recognised by distinct 
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pathways  in  C.  albicans.  And  presence  of  CO2  can  influence  metabolism,  mating  and 

morphogenesis in C. albicans.   

iii)  Influence of hypoxia  and CO2 on morphogenesis  and pathogenesis of C. albicans: To 

investigate  the  influence  of  hypoxia  on  morphogenesis  of  C.  albicans,  embedded  or 

microaerophilic  conditions  were  used  initially  to  mimic  the  growth  in  oxygen  poor 

environment. Growth of single colony morphologies at temperature < 35°C were observed, 

in which condition efg1 mutants that are locked in yeast morphology under most normoxic 

inducing  conditions,  displayed  strikingly  hyperfilamentous  growth  (Brown  Jr.  et  al.,  1999, 

Sonneborn  et  al.,  1999;  Setiadi  et  al.,  2006).  The  hyperfilamenous  phenotype  of  an  efg1 

mutant was reasserted under defined growth conditions, where O2 levels were restricted to 

< 1 % either in the presence or absence of CO2 (Setiadi et al., 2006, Noffz et al., 2008). These 

studies  indicate  that  in  oxygen‐poor  growth  conditions  and  at  temperatures  ≤  35°C,  Efg1 

functions as a repressor of filamentation (Setiadi et al., 2006). Similarly, under hypoxia (0.2% 

O2) but at high CO2 levels, the Sch9 kinase was identified to repress filamentation, since sch9 

mutants showed hyperfilamentous growth under these conditions (Stichternoth et al., 2011). 

Sch9 functions downstream of Tor1 (target of rapamycin) kinase and the Tor1‐Sch9 cascade 

is  involved  in  sensing  changes  in  nutrient  conditions, maintenance  of  cell  size,  as well  as 

regulation of adhesin genes and of ribosomal proteins (Bastidas et al., 2009, Liu et al., 2010).  

In addition to its normoxic functions, Sch9 has important hypoxic functions, it senses hypoxia 

and CO2 signals, and restricts filamentation by limiting the functioning of PKA (Tpk1 and Tpk2) 

and of Czf1, presumably by acting in coordination with the repressor role of Efg1, to favour 

growth  in  the  yeast  form  under  oxygen‐poor  conditions  (Stichternoth  et  al.,  2011).  A 

representative model is depicted in figure 10. Rewiring in the functioning of Efg1 and Tor1‐

Sch9 pathway appears upon exposure to hypoxia with high CO2 levels, which is distinct from 

the nomoxic role of Efg1 and Sch9 (Setiadi et al., 2006, Stichternoth et al., 2011). In addition 

to  this under hypoxia, C. albicans  is not dependent on  the  functions of Hda1 and Brg1  to 

initiate the hypoxic filamentation (Lu et al., 2013). These results indicate, presence of hypoxia 

and CO2 in milieu, might influence the functioning of transcription factors and protein kinases 

that modulate the process of hyphal morphogenesis in C. albicans.  Interestingly, the hypoxic 

regulators that are involved in modulating changes in metabolic processes (TYE7, ACE2 and 

EFG1)  or  in  regulation  of  morphogenesis  (ACE2,  EFG1,  SCH9  and  UME6)  during  hypoxic 
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growth,  also play  significant  roles either  in GI  tract  colonisation and/ or  in  virulence of  C. 

albicans (Macallum et al., 2006, Banerjee et al., 2008, Liu et al., 2010, Pierce et al., 2012, Perez 

et al., 2013). Taken together, these studies suggest a correlation between genes involved in 

hypoxic adaptation and virulence of C. albicans. However several aspects related to hypoxic 

adaptation remain elusive. More  importantly to study how C. albicans senses hypoxia and 

CO2, and is able to regulate its morphological transitions under oxygen‐limiting conditions to 

colonise host niches needs further investigation. 

 

                              

 

 

 

 

Fig. 10: Influence of hypoxia on morphogenesis in C. albicans:  Under hypoxia (with elevated 
CO2 conditions)  Sch9 and Efg1  function as a  repressors of  filamentation at  temperatures < 35  °C. 
Mutants of SCH9 and EFG1 show hyperfilamentous growth under hypoxia with CO2. Sch9 limits the 

functions of PKA pathway and Czf1, and acts in coordination with Efg1 to repress filamentation under 

hypoxia (with CO2) Representative models taken from Stichternoth et al., 2011  

 

1.8.5 Translational control of morphogenesis 

Transcriptional circuits and downstream target genes of transcriptional regulators operating 

under different growth conditions have been extensively studied. In contrast, there is a major 

deficit with regard to translational regulatory mechanisms in C. albicans. In S. cerevisiae, an 

important role of 5′ untranslated regions (UTRs) in translational control has been established.  

5'  UTR  of mRNA  transcripts  can  control  translational  efficiency  in  yeast  by  cis  regulatory 

elements, which include the 5' cap structures, the translation initiation motif, upstream open 

reading frame (uORF), internal ribosome entry sites and secondary structures of transcripts 

(Mignone et al., 2002). The 5' UTRs can form stable secondary structures, which interfere with 

translation by inhibiting ribosomal scanning (van der Velden and Thomas, 1999, Mignone et 

al.,  2002).  Another  regulatory  elements  in  the  5’  UTRs  of  transcripts  are  upstream  open 
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reading  frames  consisting  of  short  coding  sequences  located  upstream  of  the main  ORF. 

Following translation of such uORFs, the ribosome disintegrates and reassembles at the main 

ORF leading to reinitation of translation (Leppeck et al., 2018). However, if upstream ORFs 

are  longer  than 30  codons,  the  ribosome disintegrates and aborts  the  translation process 

(Kozak  1987).  Two  uORFs  have  been  found  to  down‐regulate  mRNA  translation  of  two 

transcription factors (GCN4 and YAP1) in S. cerevisiae (Vilela et al., 1999, van der Velden and 

Thomas 1999, Mignone  et  al.,  2002).  In  case  of C.  albicans,  a  recent  study  has  identified 

around 80 different transcripts encoding proteins involved either in filamentation or white‐

opaque  phenotypic  switching  or  other  processes  important  for  C.  albicans  pathogenesis, 

contain unusually long (> 500 bp) 5′ UTRs (Bruno et al., 2010 and Sellam et al.,2010). Recently, 

a 3 kb‐long 5’ UTR of UME6 was identified, which negatively regulates translation efficiency 

of the UME6 transcript. (Childers et al., 2014).  Similarly, an extensive 5’ UTR sequence in the 

WOR1 regulator involved in white‐opaque switching was found to negatively influence the 

translation of  the WOR1  transcript  (Guan et al.,  2015).  Thereby  translational mechanisms 

provide important regulatory control that governs filamentation and phenotypic switching in 

C. albicans. However, considering the large set transcripts that carry long 5’ UTR in C. albicans, 

the  mechanisms  involved  in  regulation  of  translation  of  these  transcripts  needs  further 

investigation.  

The 3.2 kb transcript of the EFG1  in yeast‐form (white cells) or hyphal cells  is of particular 

interest in this context, as it contains a long 1100 bp of 5´ UTR. While in case of opaque cells, 

the EFG1 transcript is 2 kb and has a relatively shorter (120 bp) 5´ UTR sequence. Hence it 

needs  to  be  investigated,  whether  the  5´UTR  of  EFG1  can  influence  metabolism,  hyphal 

morphogenesis and phenotypic switching, by regulating the translational efficiency of EFG1. 
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1.9. Aim of this study 
 

C. albicans colonizes  the human host  as  a  commensal,  but  it  can also  cause  life‐threating 

systemic infections in immunocompromised patients. During host colonisation, C. albicans is 

exposed  to  hostile  microenvironments  which  can  influence  its  commensal  and  virulent 

lifestyle; therefore, rapid adaptation to host niches is crucial for in vivo growth of C. albicans. 

Although oxygen‐poor environments are frequently encountered by C. albicans during host 

colonisation,  the  underlying  mechanisms  that  facilitate  efficacious  adaptation  and 

proliferation  of  C.  albicans  within  host  hypoxic  niches  are  poorly  understood. Moreover, 

hypoxia‐specific  regulatory  mechanisms,  which  govern  the  morphological  transitions  and 

modulate expression of virulence traits under poor oxygen conditions are largely unknown. 

The aim of this study was to identify hypoxic regulatory networks in C. albicans with a focus 

on mechanisms that govern the process of yeast‐to‐hyphal morphogenesis.  

 

Specific objectives of this study are mentioned below:  

1. Investigate the hypoxic functions of Efg1 and decipher its regulatory network 

associated with filamentation under oxygen‐poor environments  

 

2. Characterise the 5’ UTR region of EFG1 transcript and determine its significance 

in regulation of translation and filamentation 

 

3. Determine the genomic binding sites of protein kinase A during yeast‐to‐hyphae 

transition 

 

4. Identify novel transcriptional regulators involved in modulation of  hypoxic 

filamentation  
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2. Results 
 

2.1 Manuscripts 
 

2.1.1 Summary Manuscript I  

Hypoxia and temperature regulated morphogenesis in Candida albicans 

Efg1 represses hypoxic filamentation at temperatures < 35°C. The structural requirements for 

the hypoxic functioning of Efg1 were investigated. Different strains producing variants of Efg1 

were constructed. An Efg1 variant carrying a N‐terminal deletion and single site mutated Efg1 

variants  for  residues T179 and T206 were examined  for  their potential  to  repress hypoxic 

filamentation at different  temperatures  (25°C‐37°C). Using  these Efg1 variants, differential 

structural requirements for the normoxic and hypoxic functions of Efg1 were identified. Also, 

the genomic binding sites of Efg1 were identified for native Efg1, which revealed 300 hypoxia‐

specific target genes including the STE11, CEK1 and CPH1 genes of the Cek1‐MAPK pathway. 

Based on experimental evidence, we established that Efg1 blocks hypoxic filamentation by 

downregulating the expression of STE11, CEK1 and CPH1 genes. The comparative analysis of 

Efg1  and  Ace2  regulatory  circuits  revealed BCR1  and BRG1  as  shared  target  genes  under 

hypoxic  conditions.  Furthermore,  to  identify  the  hypoxic  functions  of  Bcr1  and  Brg1,  a 

transcript analysis of EFG1, ACE2, BCR1 and BRG1 genes was done in bcr1 and brg1 mutants 

grown under hypoxic conditions. In addition, phenotypes of efg1 bcr1 and bcr1 brg1 double 

knockout  mutants  were  tested  under  normoxia  and  hypoxia.  These  results  elucidate  a 

transcriptional  regulatory  circuit,  where  hypoxic  repressors  Efg1  and  Bcr1  are  intricately 

connected to hypoxic inducers Ace2 and Brg1 for regulation of hyphal morphogenesis of C. 

albicans  growing  under  oxygen‐limiting  conditions.  Therefore,  under  oxygen‐poor 

environments, at temperature slightly below 37°C, C. albicans is dependent on the repressor 

functions of Efg1 and Bcr1 to restrict hypoxic  filamentation and to proliferate  in the yeast 

morphoform. However, exposure to hypoxia with combinatorial conditions like physiological 

temperature  (37°C)  and  CO2,  can  differentially  activate  the  hypoxic  regulatory  circuit  to 

initiate the process of hyphal morphogenesis.    
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2.1.2 Summary Manuscript II 
The 5’ untranslated region of the EFG1 transcript promotes its translation to regulate hyphal 

morphogenesis in Candida albicans 

5’  untranslated  regions  (5’  UTR) within  transcripts  can  form  three‐dimensional  structures 

affecting ribosome scanning and influence the translation efficiency of mRNAs. In the white‐

cell morphoform of C. albicans, the EFG1 transcript carries a 5’ UTR of 1170 nucleotides. To 

delineate  the  functional  or  regulatory  regions  of  the  5’  UTR  of  the  EFG1  transcript,  the 

sequence of 5’ UTR was replaced with six different truncated versions. In total, seven different 

strains, producing the EFG1 transcript carrying either the full length 5’ UTR  or six different 

deletions in 5’ UTR were grown under normoxia and hypoxia. Under normoxic conditions, in 

comparison  to  strains  expressing  full  length  5’  UTR,  three  strains  expressing  truncated 

versions of the 5’ UTR displayed defects in forming filaments, similar to efg1 null mutants. 

Similarly, under hypoxic conditions, these three strains showed defects in the suppression of 

hypoxic filamentation, again similar to efg1 null mutant strains. Sequence analysis revealed 

that strains with defects in functioning of Efg1 were missing a 218 nt region in the 5’ UTR of 

the EFG1 transcript. Further analyses revealed that deletion of the 218 nt region does not 

restrict EFG1 mRNA levels, but severely affects protein levels of Efg1. Ribosomal fractionation 

demonstrated that the full‐length EFG1 transcript was significantly enriched in the polysome 

fraction, while  truncated  transcripts  lacking  the  218 nt  region were  equally  distributed  in 

monosome and polysome fractions. The results indicate that a specific sequence within the 

5’ UTR of the EFG1 transcript is required for its efficient translation. This positive regulatory 

function of the 5´UTR was confirmed by using a heterologous reporter gene activity assay. 

Hence an additional translational regulatory mechanism exists, which functions downstream 

of transcriptional regulatory circuits, perhaps to maintain stringency on the virulent attributes 

of C. albicans. 

      

2.1.3 Summary Manuscript III   
Morphogenesis regulated localization of protein kinase A to genomic sites in Candida 

albicans 

In C. albicans, PKA isoforms (Tpk1 and Tpk2) have crucial roles as signalling kinases, as they 

mediate  environmental  cues  and  trigger  hyphal  morphogenesis.  To  examine  a  potential 

nuclear localization of Tpk1 and Tpk2, both isoforms were epitope‐tagged and their genomic 
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localization was examined during yeast and hyphal growth of C. albicans strains. A significant 

number of Tpk genomic binding sites were identified in both yeast and hyphal cells, especially 

for the Tpk2 isoform. During yeast growth, Tpk1 and Tpk2 were bound mostly within ORFs of 

target  genes,  while  during  hyphal  induction,  binding  regions  were  favoured  in  promoter 

regions of  target genes. During yeast growth, Tpk2 bound preferentially  to ORFs of genes 

encoding components of transcription factors that are involved in carbon source utilization. 

In  contrast, during hyphal  induction,  Tpk2 binding  sites were  situated mostly  in promoter 

regions  of  genes  involved  in  filamentous  growth  (40  genes).  Interestingly,  several  binding 

regions and downstream targets of Tpk2 targets during hyphal  induction were overlapping 

with binding regions of Efg1. This indicates that Tpk2 resides on genomic locations close to 

Efg1 targets during morphogenesis, which might regulate Efg1 and downstream targets of 

PKA signalling pathway in the nucleus. Sequences representing the binding regions of Tpk2 

during yeast growth frequently occurred within ORFs at ACCAC, CCACC or CAGC motifs, while 

during hyphal growth, the binding site preference was enriched for A5GA5 and A2GA5 motifs.  

These  results  suggest  that  genomic  binding  of  Tpk2  might  facilitate  or  prolong  hyphal 

morphogenesis by acting on nearby transcription factors at their target genes.   

 

2.1.4 Summary Manuscript IV  
Genetic landscape of hypoxic filamentation in Candida albicans 

Hypoxic niches are consistently present at the site of microbial infection within the human 

host, which  can  significantly  influence  the  physiology  of C.  albicans.  In  vitro  studies  have 

shown that C. albicans, upon exposure to hypoxia, induces specific transcriptional responses, 

which  facilitate metabolic  adaptation  to  oxygen‐limiting  conditions.  It  was  observed  that 

hypoxia in combination with CO2 can influence the functioning of a transcriptional regulator 

(Efg1) and a kinase (Sch9) to govern the process of hypoxic filamentation. To investigate the 

involvement  of  all  currently  known  normoxic  regulators  of  morphogenesis  in  hypoxic 

filamentation, 28 mutants defective in normoxic filamentation were subjected to phenotypic 

profiling under hypoxic conditions (also in combination with elevated CO2 levels). This analysis 

revealed that some of the inducers of normoxic filamentation are also essential for induction 

of hypoxic filamentation. To identify novel hypoxia‐specific regulators of morphogenesis, a 

set of 296 mutants  lacking individual transcription factors or protein kinases was screened 
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under 8 different growth conditions. 21 mutants displayed defects to supress filamentation 

under hypoxia  in the presence of 6 % CO2, resembling the sch9 mutant phenotype. Out of 

these 21 mutants, 12 mutants also showed defects to induce filamentation under normoxia, 

thereby resembling the efg1 mutant phenotype. Out of the newly identified set of mutants, 

two  representative  mutants  (crf1  and  zcf14)  were  subjected  to  transcript  analyses  and 

showed de‐repression of the UME6 transcript, which correlates with the hyperfilamentous 

growth of these mutants under hypoxia with elevated CO2. Thus, Crf1 and Zcf14 are involved 

in effectively downregulating  the hyphal  inducer Ume6 to suppress hypoxic  filamentation. 

The results indicate that C. albicans has evolved a surprisingly large number of transcriptional 

regulators  to  specifically  suppress  filamentation  under  hypoxia.  Independent  groups  have 

established  that  during  GI  tract  colonisation  of  C.  albicans,  UME6‐mediated  filamentous 

growth  activates  strong host  immune  responses, which  is  detrimental  for  the  commensal 

lifestyle  of  C.  albicans.  Crf1  and  Zcf14,  along with  other  hypoxic  regulators, may  actively 

suppress unwanted filamentation of C. albicans in the gastrointestinal tract, which is able to 

activate immune responses and thereby favour the commensal yeast lifestyle of C. albicans.   
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3. Discussion 
 

Fungi currently cause more that 2 million invasive infections each year and are a major health 

concern worldwide. The patients, who undergo solid organ transplantation, chemotherapy, 

abdominal surgery and individuals with neutropenia or immunocompromised conditions are 

at  major  risk  of  acquiring  life‐threatening  fungal  diseases  like  candidiasis,  aspergillosis, 

cryptococcosis and pneumocytosis (Brown et al., 2012). In the last two to three decades, the 

prevalence of candidiasis has increased approximately 20 fold in western countries and 30‐

40  fold  in  South  Asian  countries  (Chakrabarti  2013,  Tan  et  al.,  2015).  Despite  of  a  total 

estimate of 4‐7 billion dollars spent  for antifungal  therapy each year,  the mortality rate  in 

patients of invasive candidiasis remains unexpectedly high, amounting to 50 % (Kullberg and 

Arendrup  2015,  Benedict  et  al.,  2018).  Therefore,  novel  therapeutic  interventions  are 

currently required, for which an in depth understanding of fungal pathogenesis is needed with 

a  special  focus  on  fungal  and  host  factors  that  play  important  roles  during  infection  and 

disease. 

C. albicans  is  the predominant  fungal  species, which  causes  superficial  as well  as  invasive 

candidiasis in susceptible patients worldwide (Brown et al., 2012, Tan et al., 2015). In healthy 

individuals,  C.  albicans  can  asymptomatically  colonise  skin  and  mucosal  surface  as  a 

commensal  (Noble  et  al.,  2016).    However,  several  factors  like  poor  hygiene,  dysbiosis, 

antibacterial  therapy, prolonged hospitalization and drop  in host  immune surveillance can 

trigger the virulent traits of C. albicans, which can lead to severe invasive candidiasis (Kullberg 

2015).  To  grow  invasively  into  tissues  and  internal  organs,  C.  albicans  can  undergo 

morphological transition from yeast cells to hyphal cells. Several studies have highlighted that 

during infection, the reversible transition between yeast and hyphal morphotypes is critical 

for pathogenesis (Saville 2009 and Carsille et al., 2009). The commensal stage of C. albicans is 

predominantly in the yeast morphoform, and yeast cells can rapidly disseminate in the body 

via  the  blood  stream,  while  hyphal  cells  express  a  variety  of  virulence  factors  including 

proteases, phospholipase, hydrolase and a so‐called Candidalysin toxin, which can contribute 

to host invasion of  C. albicans (Mayer et al., 2013, Dantes et al., 2016). Alteration in the host 

microenvironment,  such  as  changes  in  body  temperature,  CO2,  pH,  carbon  source, 

micronutrients  and  exposure  to  immune  cells,  are  known  to  influence  the morphological 
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switching in C. albicans. The interplay of host niches with C. albicans that influences fungal 

morphogenesis  has  been  intricately  investigated  since  the  last  couple  of  decades.  Certain 

fungal‐specific  signalling  pathways  (PKA pathway, MAPK pathway  and RAM pathway)  and 

transcription  factors  (Efg1,  Cph1, Ace2, Ume6 and Brg1) have been  identified, which play 

crucial  roles  in  either  sensing  or  generating  cellular  and  transcriptional  responses  upon 

exposure  to  rapid  changes  in  growth  conditions  (Biswas  et  al.,  2007,  Sudbery  2011).  In 

addition,  several  studies  have  revealed  that  inactivation  of  these  signalling  pathways  or   

transcriptional  regulators  can  significantly  affect  the  in  vivo  growth  and  virulence  of  C. 

albicans (Basso et al., 2018). Hence adaptation to the rapid changes in the host niches and 

regulating  the  yeast‐to‐hypha  morphogenesis  is  crucial  for  the  commensal  and  virulent 

lifestyle of C. albicans.  

One of the overlooked aspects occurring in host niches, which can influence the growth and 

in vivo lifestyle of C. albicans, is the availability of oxygen (Ernst and Tielker 2009). It has been 

well established that oxygen levels vary significantly in host niches. Depending upon the tissue 

type, anatomical site, the presence or absence of inflammatory responses the oxygen levels 

can drastically vary from 14 % to less than 1 %, which is significantly less than atmospheric 

level of O2 (21 %) (Ernst and Tielker 2009, Grahl et al. 2012). Importantly, C. albicans is highly 

adapted to survive in disparate host environments including oral, genital and gastrointestinal 

regions of healthy individuals, while it can colonise virtually any tissue or internal organ during 

systemic  infection.  It  is  evident  that  C.  albicans  is  frequently  exposed  to  hypoxic 

microenvironments and undergoes  rapid adaptation  to  limiting amounts of oxygen during 

host colonisation (Grahl et al., 2012). However, fungal signalling pathways involved in sensing 

oxygen and molecular mechanism utilised  for adaptation  to hypoxic conditions are poorly 

understood. 

Previously,  a  pioneering  study  investigated  the  influence  of  hypoxia  on  the  growth  of  C. 

albicans  under  in  vitro  conditions  (Setiadi  et  al.,  2006).  A  genome‐wide  transcriptomal 

analysis of C. albicans grown under normal oxygen conditions ( ̃ 21 %) and hypoxia (0.2%) was 

performed and results  revealed that specifically under hypoxia, C. albicans upregulates genes 

involved in sterol biosynthetic pathways and represses genes involved in respiration. In this 

same study, it was also discovered that Efg1, a transcription factor which is known for its role 

of  inducing  expression  of  genes  required  for  filamentation  under  normoxic  conditions, 
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prevents abnormal expression of genes (about 300 genes) under hypoxia. In addition, efg1 

mutants  displayed  hyperfilamentous  growth  under  hypoxic  conditions  (0.2%  O2)  at 

temperatures  ≤  35   ̊C,  indicating  that  under  oxygen‐poor  conditions,  Efg1  functions  as  a 

repressor  of  filamentation,  opposite  to  its  function  under  normoxia.  However,  the 

mechanism, by which Efg1 represses filamentation under hypoxia remained unclear.  

In this study we further investigated the regulatory network of Efg1 and have used different 

approaches to delineate novel transcriptional and post transcriptional regulatory mechanisms 

that are involved in hyphal morphogenesis and hypoxic adaptation of C. albicans.       

3.1 Structural requirements for the hypoxic function of Efg1  

A  study  in  1997  had  primarily  identified  Efg1  as  a  major  transcriptional  regulator  of 

morphogenesis in C. albicans, as deletion of EFG1 blocked filamentation and overexpression 

of EFG1 caused hyperfilamentation under normoxic conditions (Stoldt et al., 1997). Following 

this  novel  discovery,  independent  studies  identified  the  two  threonine  residues  T206  and 

T179 of Efg1, putatively phosphorylated by Tpk2 and Hgc1‐Cdc28 kinases,  respectively,  to 

activate the hyphal inducer function of Efg1 (Bockmuhl and Ernst 2001, Wang et al., 2008).  

To  identify  the  functional  domains  of  Efg1  under  normoxia,  strains  expressing  truncated 

versions of EFG1 gene were subjected to phenotypic profiling. Results revealed that the bHLH 

DNA domain of Efg1 (conserved in the APSES family of fungi),  is  important for maintaining 

normal  yeast  morphology  and  for  hyphal  induction  (Noffz  et  al.,  2008),  while  N‐  and  C‐ 

terminal sequences are required for phenotypic switching (opaque‐white switching). These 

studies highlighted the functional domains, which are important for hyphal induction function 

of Efg1 under normoxia. However, very little was known about the structural arrangements 

of  Efg1  for  its  repressor  function  under  hypoxia.  Hence  different  EFG1  alleles  encoding 

variants  mimicking  phosphorylation  (T206E  or  T179E)    or  non‐phosphorylated  variants  

(T206A or T179A) were integrated in an efg1 mutant strain and phenotypes of transformants 

were examined under different normoxic and hypoxic conditions and at temperatures ranging 

from 25    ̊C  to 37  ̊C.  Interestingly,  at  temperatures below 35  ̊C,  the  strains producing Efg1 

variants mimicking its phosphorylation (T206E and T179E) were unable to act as a repressors 

of  filamentation whereas  the  non‐phosphorylated  (T206A  and  T179A)  variants  effectively 

repressed  filamentation  under  hypoxia  (Manuscript  I,  Figure  1).  Also  an  N‐terminally  HA‐

tagged  variant  of  Efg1,  which  was  functional  for  its  normoxic  role  as  an  inducer  of 
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filamentation, was unable to complement for the hypoxic function of Efg1. The Efg1 function 

was restored upon removal of N‐ terminal HA‐tag. Taken together, these results indicate that 

the normoxic and hypoxic functions of Efg1 require different structural requirements. While 

under normoxia,  phosphorylated  residues  T206/T179 are  essential  for  Efg1  to  function as 

inducer  of  filamentation,  lack  of  phosphorylation  at  T206/T179  sites  and  authentic  N‐

terminus  region  of  Efg1  are  essential  for  repressive  function  under  hypoxic  conditions  at 

temperature slightly below 37  ̊C. Human skin and genital regions are known to be hypoxic in 

nature and the temperature of skin surface is below 35  ̊C (Evas et al., 2006 Sherwood and 

Huber  2010).  Hence  it  is  plausible  under  these  oxygen  poor  niches,  Efg1 might  suppress 

filamentous  growth of C.  albicans,  to  colonise mammalian  skin  surface  in  the  commensal 

yeast form.   

Considering the different structural requirement of Efg1 for its hypoxic function, it is possible 

that  apart  from T206/T179  sites,  different  threonine or  serine  sites of  Efg1 might  also be 

involved  in  structural modification of Efg1  to  function as  repressor of  filamentation under 

hypoxia.  There  are  potentially  50  threonine  and  serine  sites  in  Efg1  that  could  be 

phosphorylated by a hypoxia specific kinase to active the hypoxic function of Efg1. Through 

further experimentation putative residues and posttranslational modification in Efg1 under 

hypoxia can be identified, based on the knowledge of residues and domains, which enable 

the  hypoxic  repressor  function  of  Efg1.  Strains  can  be  generated,  which  retain  only  the 

Figure 11. Efg1 requires different structural arrangements for its normoxic and hypoxic 
functions. Under normoxia at 37°C, Efg1 functions as an inducer of filamentation and phosphorylation 
at T179 and T206 residues is essential for induction of hyphal specific genes. But under hypoxia at 
temperature ≤ 35°C, Efg1 functions as repressor of filamantation. N-terminal region of Efg1 and non-
phosphorylated status of T197 and T206 residues are important for hypoxic function of Efg1. 
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repressor function of Efg1, and tested for their ability to supress filamentation under in vivo 

conditions.   

Interestingly, a recent study by the Pavelka group (Tso et al., 2018) showed that C. albicans 

strains,  which  were  serially  passaged  through  the  GI  tract  of  mice,  developed  increased 

competitive  fitness  to  colonise  the  GI  tract  of  mice;  furthermore,  this  treatment  caused 

mutations  in  transcription  factors  regulating  filamentation.  These  gut  evolved  strains  had 

several  mutation  in  FLO8  and  EFG1  genes  and  lost  the  ability  to  filament  under  in  vitro 

inducing  conditions.  Subsequent  experiments  showed  that  the  gut‐evolved  strains  were 

avirulent  and  protected  the  gut  colonised  mice  from  systemic  fungal  infections.  Taken 

together, these results indicate that harnessing the filamentation regulatory potential of Efg1 

can lead to therapeutic interventions.  

3.2 Genomic binding sites and transcriptional network of Efg1 under oxygen‐
poor conditions 

 
Considering  the  contrasting  function  of  Efg1  under  hypoxia  and  the  different  structural 

conformation of Efg1 under hypoxic conditions, we speculated that the DNA binding motif, 

the genomic localisation and downstream genomic targets of Efg1 under hypoxia might be 

distinct compared to normoxic conditions. To identify the unique hypoxic target genes of Efg1, 

strains producing unmodified native Efg1 (test strain) or N‐terminally HA‐tagged Efg1, which 

is defective in hypoxic function (control strain), were grown under hypoxic conditions (0.2 % 

O2) and using anti‐EFG1 antibody, chromatin immunoprecipitation on chip was performed.  

Interestingly, numbers for the genomic binding sites of native Efg1 (221 sites) were 2 fold 

higher compared to the HA‐tagged Efg1 (100 sites) under hypoxia. Also, the number of genes 

bound by native Efg1 (297 ORFs) largely outnumbered the genes bound of HA‐tagged Efg1 

(111 ORFs), with an overlap of 23 ORFs (Manuscript I, figure 2). The DNA binding motif was 

predicted by analysing DNA sequences, which were bound by Efg1 under hypoxic conditions. 

Interestingly,  the predicted hypoxic binding motif of Efg1 consisted of CA‐specific  repeats, 

which are distinct from the TATGCATA motif that is bound by Efg1 under normoxically grown 

yeast cells (Lassak et al., 2011). Further analysis of gene ontology of ORFs bound by native 

untagged Efg1  revealed enrichment of  41  genes  involved  in  filamentation  including CYR1, 
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TPK1, STE11, CEK1, KIC1 and CPH2 and 22 genes with transcription factor activity including  

BCR1, TCC1, NRG1, TYE7 and ZCF21.  

The binding of Efg1 in the promoter regions of genes involved in filamentation indicates the 

potential targets of hypoxic repressor function of Efg1. To verify this notion, wild‐type strains 

and efg1 mutants were grown under hypoxia or normoxic conditions and expression of target 

genes  (CYR1,  TPK1,  STE11,  CEK1,  CPH1  and  KIC1)  involved  in  filamentation  process  was 

examined in the presence and absence of Efg1. Interestingly, the transcript levels of STE11, 

CEK1 and CPH1 was highly augmented  in efg1 mutant strains (Manuscript  I,  figure 4). And 

conversely, the strains expressing functional EFG1 displayed moderated expression of STE11, 

CEK1 and CPH1 transcripts. In addition to this, the hypoxia specific, CA‐type consensus binding 

sequence of Efg1 was  identified  in  the promoter  region of STE11  and CEK1. These  results 

indicate that hypoxia can significantly influence the genomic binding sites and downstream 

target  genes  of  Efg1.  Although  Efg1  binding  was  observed  in  promoter  regions  of  genes 

involved in filamentation, the majority of these genes were exclusively observed only under 

hypoxic  conditions  indicating  that  Efg1  regulates  distinct  subsets  of  genes  involved  in  the 

process of filamentation under normoxic and hypoxic conditions (Manuscript I, Supplemental 

figure 2) (Lassak et al., 2011). These results highlight the influence of oxygen poor conditions 

on the transcriptional networks of Efg1. Recently, we discovered that Tpk1 and Tpk2, which 

are the Efg1‐regulating kinases, migrate to the nucleus and are bound in the promoter regions 

of target genes of Efg1 (Schaekel et al., 2013). The close physical association of Tpk1/2 with 

genomic  Efg1  targets  might  lead  to  rapid  regulatory  responses  to  changing 

microenvironments in host niches, e.g. during varyiations in oxygen and CO2 concentrations.   

3.3 Efg1 represses Cek1‐mediated filamentation under hypoxia 

The genomic binding of Efg1 was specifically observed in the promoter regions of STE11 and 

CEK1 genes under hypoxia (Manuscript I, figure 2) and, as experimental evidence suggested, 

Efg1  transcriptionally  regulates  the  STE11, CEK1  and CPH1  genes  (Manuscript  I,  figure  4). 

STE11, CEK1  and CPH1  are member  of MAPK  pathway, which  senses  cell  wall  stress  and 

regulates filamentation, white‐opaque switching and virulence in C. albicans (Roman et al., 

2007).  We  hypothesised  that  Efg1  represses  filamentation  by  regulating  the  Cek1‐MAPK 

pathway during hypoxic surface growth. To test this hypothesis, wild type and efg1 mutant 

strains were grown in normoxic or hypoxic conditions (0.2% O2). Cell extracts of these strains 
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were used for immunoblotting, which revealed the accumulation of the phosphoform of the 

Cek1  kinase  specifically  in  efg1  mutant  strains  grown  under  hypoxia,  while  the 

phosphorylated Cek1 form was undetectable in hypoxically grown wild type strains, or in wild 

type strains and efg1 mutants strains grown under normoxia (Manuscript I, figure 5).   

In  addition,  the  colony  morphology  of  strains  lacking  CPH1,  encoding  a  downstream 

transcription factor of the Cek1‐MAPK pathway, and the double knockout mutant cph1 efg1 

were examined for its phenotype under normoxic and hypoxic conditions. Compared to the 

filamentous growth of the efg1 mutant strain under hypoxia, both the mutant cph1 and cph1 

efg1 strains formed non‐filamentous colonies. This result indicates that the disruption of the 

CPH1 gene abolishes the hypoxic phenotype (hyperfilamentous growth) of the efg1 mutation. 

Hence  in  the  absence  of  EFG1,  excessive  filamentation  growth  occurs  via  the  Cek1‐Cph1 

MAPK pathway.  These results were further verified by observing the hypoxic phenotype of 

strains  overexpressing  the  STE11,  CEK1  and  CPH1  genes  under  hypoxia.  Supporting  the 

hypothesis,  overexpression  or  enhanced  production  of  components  from  Cek1‐MAPK 

pathway leads to filamentous growth under hypoxia (Manuscript  I,  figure 5). These results 

indicate that under hypoxia, Efg1 prevents the abnormal expression of STE11, CEK1 and CPH1 

and  restricts  the  filamentation  process  under  hypoxia  to  favour  growth  in  the  yeast 

morphology (Figure 12). Conceptually, during colonisation of specific host hypoxic niches, e. 

g.  in  the  gut,  C.  albicans  is  dependent  on  the  hypoxic  function  of  Efg1  to  suppress 

filamentation and to proliferate in the yeast morphoform.   

                                                                         

                                                                 

 

 

 

 

 
Figure 12. Presence of hypoxia alters the functioning of morphogenetic pathways. Under 
normoxia at 37 ̊C, Cek1-MAPK and cAMP Pathways function independently and can induce 
filamentation. But under hypoxia at temperature ≤ 35 ̊C, Efg1 supresses expression of CEK1 and CPH1 
genes from Cek1-MAPK pathway and blocks filamentous growth.  
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3.4 Transcriptional circuits of inducers and repressors of filamentation form 
a regulatory hub to modulate morphogenesis under hypoxia 

 

Ace2  is a  transcription  factor, which  functions downstream of RAM pathway and mainly 

regulates cell separation genes under normal oxygen conditions (Saputo et al., 2014). Efg1 

is known to repress the expression of ACE2 and of cell separation genes under normoxic 

conditions (Wang et al., 2009), while under hypoxia, the roles of Efg1 and Ace2 are reversed, 

as Efg1 functions as a repressor of hypoxic filamentation and Ace2 is essential to support 

hypoxic filamentation (Setiadi et al., 2006, Mulhern et al., 2006). Independent studies have 

revealed that Efg1 and Ace2 regulate genes involved in glycolysis and oxidative metabolism 

(Deodt  et  al.,  2004, Mulhern  et  al.,  2006).  These  studies  suggested  that  in  spite  of  the 

antagonistic  functions  of  Efg1  and  Ace2,  these  two  transcriptional  regulators  might  co‐

regulate genes involved in filamentation under hypoxia.  To identify the hypoxic regulatory 

circuit and an overlapping set of genes that are commonly regulated by Efg1 and Ace2, ChIP 

on chip assay was performed on strains that were grown under hypoxic conditions (0.2% O2 

and  6%  CO2)  to  decipher  the  of  hypoxic  target  genes  of  Ace2;  this  study  identified  296 

genomic binding sites for Ace2. Interestingly, out of the 295 target genes that are bound by 

Ace2 under hypoxia, promoter regions of 53 ORFs were common targets for both Ace2 and 

Efg1 under hypoxia.  Further  sequence analysis  revealed  the potential  consensus binding 

sequences of Ace2 under hypoxia as CAACAA and CACCAC. Interestingly, as discussed above, 

a similar motif had also been identified as potential genomic binding site for Efg1. These 

results suggest that Efg1 and Ace2 might compete for binding to an identical DNA binding 

motif  in  the  promoter  regions  of  the  target  genes,  to  transcriptionally  regulate  the 

expression of respective genes. Gene ontology analysis of shared targets of Efg1 and Ace2 

revealed a subset of genes that are involved in of cell adhesion and biofilm formation in C. 

albicans (Manuscript I, figure 7). In addition, 12 transcription factors including BCR1, BRG1, 

TYE7  and ZCF21 were  identified, which were bound by  Efg1  and Ace2  specifically  under 

hypoxia. As BCR1 and BRG1 are co‐regulated by Efg1 and Ace2, the hypoxic functions of Bcr1 

and Brg1 were studied. Under normoxia, Bcr1 is mainly involved in biofilm formation (Nobile 

et  al.,  2006).  Interestingly,  under  hypoxia,  the  strains  lacking  BCR1  displayed 

hyperfilamentous  growth  (Manuscript  I,  figure  9).  Under  normoxic  conditions,  Brg1  is 

required for regulation of hypha‐specific genes (Du et al., 2012) and it was found to be also 
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required for filamentation under hypoxia (Manuscript I, figure 9). As hypoxic functions of 

Bcr1  and  Brg1  were  similar  to  the  role  of  Efg1  and  Ace2,  respectively,  we  investigated 

whether  Bcr1  and  Brg1  could  regulate  EFG1  and  ACE2  expression  under  hypoxia.  

Interestingly,  the  transcript  levels  of ACE2  are  positively  influenced  by  Brg1,  while  Bcr1 

represses the expression of ACE2 under hypoxia. Taken together, these results indicate that 

hypoxic  repressors  Efg1  and  Bcr1  and  hypoxic  activators  Ace2  and  Brg1  are  mutually 

connected  in a regulatory circuit  to modulate hypoxic  filamentation  in C. albicans. These 

results have clarified that the function of morphogenetic pathways (PKA pathway and Cek1‐

MAPK pathway) and transcriptional regulators (Efg1, Bcr1, Ace2 and Brg1) are influenced by 

oxygen concentrations in the environment. Also presence of physiological temperature and 

elevated  levels  of  CO2  in  combination  with  hypoxia  can  differentially  influence  the 

functioning of this newly identified regulatory circuit (Figure 13). 

Earlier studies by Kumamoto group have shown that Efg1 and Efh1 (a paralouge of Efg1) are 

required for persistent colonisation of C. albicans in GI tract of mice (White et al., 2007).  In 

a recently study (Witchley et al., 2019), the competitive fitness of 650 C. albicans mutant 

strains  were  quantified  in  a  mouse  model  of  GI  commensalism.  Interestingly,  5 

transcriptional activators of filamentation; Efg1, Brg1, Tec1, Rob1 and Ume6 were identified 

as main regulators of population size of C. albicans during GI tract colonisation. Lack of any 

one of these transcriptional factors enhances the commensal fitness of C. albicans  for GI 

tract  colonisation.  This  study  further  established  that  enhanced  commensal  fitness  or 

hypercolonisation in mutants strains (lacking either EFG1, BRG1, TEC1, ROB1 or UME6)  is 

due to downregulation of hyphal associated genes HYR1 and SAP6 (Witchley et al., 2019).  

Our results have shown that hypoxia and CO2 in milieu alters signalling pathways and target 

genes of transcriptional factors in C. albicans. It remains to be investigated, whether hypoxia 

and CO2 from the gut can influence the transcriptional factors besides Efg1, Brg1 and Ume6, 

which regulate expression of hyphal associated genes and modulate the population size of 

C. albicans for persistent colonisation in the GI tract.     
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3.5 The 5’ UTR region of the EFG1 transcript positively regulates its 
translation 

In white (yeast) cell forms of C. albicans, the EFG1 transcripts contain an 1170 nucleotide long 

5’ untranslated region (Tebarth et. al., 2003, Bruno et al., 2010). 5’ UTR sequences can form 

considerable 3‐dimensional structures based on Watson‐Crick and non‐canonial base paring 

that  can  potentially  impact  every  step  of  translation  (Leppek  et  al.,  2018).  The  5’  UTR 

sequences are also known to contain a variety of cis regulatory elements, which can control 

protein levels by altering translation efficiency (Mignone et al., 2002, Kozak 2005, Childers et 

al., 2014). Hence, in order to investigate the role of the EFG1 5’ UTR, we generated in total 7 

strains, which either carry a full‐length or truncated version of the EFG1 5’ UTR (Manuscript 

II, figure I). The native EFG1 5’ UTR was replaced with either full length or truncated version 

of EFG1 5’ UTR, but  the promoter and ORF of EFG1 were kept  intact.  Integration of  these 

constructs were done in an efg1 homozygous mutant, in the remaining native promoter locus 

of EFG1.  Since strains lacking EFG1 have defect in repression of filamentation (Setiadi et al., 

2006) we initially tested the strains harbouring different truncated version of EFG1 for their 

ability to repress filamentation under hypoxic growth conditions.  Firstly, we observed that 

the 3 strains carrying deletions in the EFG1 5’ UTR region, ∆L‐UTR (‐1164 to ‐171 bp), ∆NH2‐

UTR (‐784 to ‐171 bp) and ∆Hpa‐UTR (‐388 to ‐171 bp) showed defects in repression of hypoxic 

filamentation (0.2% O2 at 25  ̊C) and displayed a hyperfilamentous phenotype, which is similar 

 Figure 13. A hypoxic regulatory circuit consists of hypoxic repressors (Efg1, Bcr1) and hypoxic 
inducers (Brg1, Ace2) that are mutually connected to govern morphogenesis. The presence of CO2 
generates distinct responses from the hypoxic regulatory circuit. 
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to  the efg1  null mutant  strains  (Manuscript  II,  figure  2).  Interestingly,  these  three  strains 

carrying  specific  deletions  in  the  5’  UTR were  also  unable  to  induce  filamentation  under 

normoxic conditions (Manuscript II, figures 2 and 3).  Further results revealed that deletions 

in the 5’ UTR regions of EFG1 do not lower the expression of EFG1 transcript in tested strains, 

but surprisingly showed accumulation of the EFG1 transcript 1.  Strains carrying deletions ∆L‐

UTR (‐1164 to ‐171 bp) and ∆Hpa‐UTR (‐388 to ‐171 bp) displayed of accumulation of EFG1 

transcripts and were completely devoid of Efg1 protein, while Efg1 protein could be detected 

in the wild‐type and a reintegrant strain carrying the full length 5’ UTR of EFG1. (Manuscript 

II, figure 5). The results indicated that the strains lacking a 218 nucleotide region in the 5’ UTR 

of  EFG1 were  unable  to  produce  the  Efg1  protein.  This  notion  was  verified  by  ribosome 

profiling (done in collaboration with Paula Alepuz), which revealed that strains expressing the 

∆Hpa‐UTR version contain negligible amount of EFG1 transcript in the polysomal fractions, as 

compared to the control strain. These results indicate that the 218 nucleotide region within 

the  5’  UTR  of  the  EFG1  transcript  is  essential  for  its  translation  (Figure  14).  Prior  to  this 

discovery, only two independent studies had identified a regulatory function of the 5’ UTR 

region  in UME6  and WOR1  transcripts; however,  in both  the cases,  the  respective 5’ UTR 

sequences negatively influenced translation of these transcripts (Childers et al., 2015, Guan 

et al., 2015). Hence,  this  is  the  first  study, which has  identified a unique 5’ UTR mediated 

regulation that positively influences the translation process and regulates morphogenesis in 

C.  albicans.  In  dynamic  host  microenvironments,  the  5’  UTR  of  the  EFG1  may  recruit 

ribosomes or other regulatory factors to fine tune the  levels of Efg1, as  it  regulates genes 

involved  in  cellular  metabolism,  morphological  switching,  commensalism  and  modulates 

fungal population size of C. albicans.  

The mechanism by which 5’ UTR regulates the translation of EFG1 remains to be investigated. 

5’ UTR can contain a zip code sequence that specifies alternative subcellular localization to a 

location, where mRNA transcripts are not translated (Pickering and Willis 2005). Certain 5’ 

UTR also contain uORFs (short open reading frames upstream of the main ORF); uORFs can 

serve  as  alternative  translation  initiation  sites  and  affect  the  translation  of  main  ORF 

(Hinnebusch et al., 2016). Recently,  it was shown that translation of GCN4  is controlled by 

uORF‐dependent mechanisms in C. albcians (Sundaram and Grant 2014).  Interestingly, the 5’ 

UTR of  the EFG1 also contains an uORF, potentially encoding  for 4 amino acids. However, 

deletion of this uORF from the 5’ UTR of the EFG1 did not affect the translation of the EFG1 
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transcript. Possibly, the 5’ UTR of the EFG1 forms a hairpin structure (Manuscript II, figure 8) 

that interacts with translational regulatory proteins or might contain internal ribosome entry 

site that facilitates translation (Zhou et al., 2001). Recently, it was shown that the recruitment 

of regulatory proteins tothe 5’ end of mRNA may occur early during transcription (Bellofatto 

and Wilusz 2011). Such mechanisms are also possible in case of Efg1, as the effect of 5’ UTR 

on translation was observed only in case of its native promoter context, while heterologous 

PCK1 and ACT1 promoters were able to drive functional expression on EFG1 ORF lacking the 

5’ UTR. 

  In  recent  years,  multiple  studies  have  identified  fungal‐specific  posttranscriptional 

mechanisms that are involved in yeast to hyphal transitions (Verma‐Gaur and Traven 2016). 

In addition to 5’ UTR mediated regulation, 3’ UTR are involved in posttranscriptional mRNA 

regulation, including cellular localization and stability (Kadosh 2016, Mayr 2017). It remains 

to be investigated, whether the 3’ UTR of EFG1  is also involved in regulation of translation 

process. Strikingly, the regulatory proteins Dhh1 (helicase), Kem1 (exoribonuclease) and Ccr4‐

Pop4  (mRNA deadenylase)  involved  in mRNA decay pathway  are  also  required  for  hyphal 

morphogenesis (An et al., 2004, Dagley et al., 2011).  In S. cerevisiae, the Dom34 protein that 

is a member of no go‐decay pathway of mRNA degradation, is involved in a translation quality 

control mechanism that recognises and degrades mRNAs stalled during translation (Passos et 

Figure 14.  A 218 nucleotide region from the 5’ UTR of EFG1 is essential for the translation of 
EFG1 transcript. EFG1 transcripts contains an 1170 bp long 5’ UTR. The status of secondary structure 
formed by a 218 nucleotide  region of 5’ UTR of EFG1, determines  the cellular  levels of Efg1 which 

governs the morphological transitions under normoxic and hypoxic conditions. EFG1 transcripts lacking 

the 218 nucleotide region showed inefficient translation of EFG1. 
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al., 2009). Interestingly in C. albicans, Dom34 binds to the 5’ UTR of transcripts encoding Pmt‐

type mannosyltransferases and favours their translation (van Wijlick et al., 2016). Similarly, 

the long 5’ UTR in EFG1 transcripts might facilitate binding of transitional regulatory proteins 

to initiate translation.  

 

3.6 Genomic binding of PKA isoforms occurs near Efg1 binding sites 

 
In C. albicans, the kinase A isoforms Tpk1 and Tpk2 are members of the cAMP‐PKA pathway 

and regulate growth,  filamentation, phenotypic switching and virulence  (Sonneborn et al., 

2000, Park et al., 2005, Coa et al., 2017). Studies in S. cerevisiae have shown that kinases Hog1 

and  Sch9  can  be  associated  with  the  promoter  regions  of  target  genes  to  regulate  the 

transcription  of  downstream  ORFs  (Pokholok  et  al.,  2006,  Pascual‐Ahuir  and  Proft  2007, 

Nadal‐Reibelles et al., 2012). As in C. albicans Tpk1 and Tpk2 are involved in various cellular 

functions  and phosphorylate  the  transcription  factor  Efg1, we  investigated whether  these 

isoforms are also  involved  in regulating Efg1 target genes by  localising to specific genomic 

sites. As Tpk1 and Tpk2 partly localise to the nucleus of C. albicans, the genomic binding of 

Tpk1 and Tpk2 was determined by ChIP on chip assay. The genomic binding targets bound by 

Tpk1 and Tpk2 largely were distinct during yeast and hyphal growth. Tpk1 and Tpk2 bound 

mostly  within  ORFs  during  yeast  growth,  while  during  hyphal  induction,  the  binding  was 

favoured  in  promoter  regions.  During  hyphal  induction,  Tpk2  was  bound  mostly  in  the 

promoter regions of 40 different genes involved in filamentous growth (including RAS1, SSN6 

and HGC1) and 20 different binding sites were also observed in promoter regions of genes 

encoding transcription factors (including AHR1, BRG1 and SLF1), mostly involved in regulation 

of filamentous growth. The genomic localisation of Tpk2 overlapped partially with sequences 

representing DNA binding targets of Efg1, since under hypha‐inducing conditions, 13 target 

genes of Tpk2 were shared by Efg1 (Lu et al., 2008, Lassak et al., 2011, Nobile et al., 2012). 

Interestingly, we observed that the promoter region of the HYR1 gene, which codes for a GPI‐

anchored hyphal cell wall protein that is required for hyphal growth and virulence, was bound 

by both Tpk2 and Efg1 (Bailey et al., 1996, Sohn et al., 2003).  A similar binding of Tpk2 and 

Efg1 was observed in the promoter region of the ECE1 gene, which produces the candidalysin 

toxin (Moyes et al., 2016). These results suggest that the Tpk1/Tpk2‐mediated regulation of 
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Efg1 during hyphal‐inducing conditions might occur  in the promoter regions of Efg1 target 

genes, which could effectively influence the expression of genes regulated by Efg1.  

 The consensus sequence motif within the Tpk2 binding regions revealed that during yeast 

growth, the binding occurred within ORFs at ACCAC, CCACC or CAGC motifs. However,  for 

binding during hyphal growth, Tpk2 was  found  to bind  in promoter  regions and  the motif 

sequence  was  A5GA5  or  A2GA5.  This  indicates  that  the  binding  motif  and  target  genes 

drastically vary for Tpk2 during yeast and hyphal growth. As we observed Tpk2 binding within 

the ORF region, we found that the binding consensus sequence prefers 6 specific codons (CAC, 

CCA, ACC, CAG, AGC and GCA), which match the Tpk2 consensus sequence. Results revealed 

that occurrence of these 6 codons was significantly higher (2‐3 fold) within the Tpk2 binding 

regions compared to the average occurrence of these codons in the genome of C. albicans. 

These  results  suggest  that  Tpk2  binding  has  contributed  to  the  evolution  of  codon  usage 

within ORFs of target genes. An independent study has identified recently the binding of a 

transcriptional activator Gcn4 within coding regions, demonstrating that Gcn4 binding within 

the  coding  region  can  activate  cryptic  internal  promoters  or  canonical  5’‐positioned 

promoters (Rawal et al., 2018). Therefore, it is also possible that ORFs bound by Tpk2 could 

activate 5’‐positioned promoters during yeast and hyphal growth of C. albicans. 

 

3.7 Role of normoxic regulators in hypoxic filamentation 

Most of the previous studies have investigated fungal biology by growing cells in planktonic 

growth conditions (liquid medium). However, the cellular and transcriptional responses of C. 

albicans  can be distinct  for growth on biotic and abiotic  surfaces, compared to planktonic 

growth conditions  (Kumamoto et al., 2005). C. albicans as a commensal and opportunistic 

pathogen grows on skin and tissue surface of mammalian host. The host niches often contain 

oxygen‐poor environment with elevated  levels of CO2 (Ernst and Tielker 2009). Hence  it  is 

important  to  determine  the  factors,  which  regulate  virulence  traits  such  as  hyphal 

morphogenesis during growth on tissue surface pertaining oxygen  limiting conditions with 

high CO2.  

Over the years, 23 different factors have been characterised which are essential regulators of 

filamentation  under  normoxic  conditions  (Sudbery  2011,  Noble  2017).  We  initially 

investigated  whether  the  normoxic  regulators  of  filamentation  are  also  essential  for 
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morphogenesis  under  hypoxia.  Phenotypic  profiling  of mutant  strains  lacking  each  of  the 

known  normoxic  regulators  was  carried  out  by  testing  growth  on  agar  surfaces  under 

normoxic or hypoxic conditions, either in presence or absence of CO2 (Manuscript IV, figure 

1).  

In our study we observed the wild‐type strain displayed hyperfilamentous growth at elevated 

temperatures  (37 ̊C) under hypoxia, while  the  strains  lacking CYR1  or RAS1  genes  formed 

nonfilamentous  colonies  that  were  reduced  in  colony  size.  Cyr1  and  Ras1  are  known  to 

integrate environmental cues by elevating the intracellular levels of cAMP (Sudbery 2011) and 

it appears that activity of both of these genes is also required for hypoxic filamentation. In 

case  of  PKA  kinase  isoforms  (TPK1  and  TPK2),  we  found  that  the  tpk2  mutant  displayed 

considerable  filamentation  defects  under  hypoxia, while  the  tpk1  strain was  filamentous. 

Interestingly, the normoxic regulators of filamentation Efg1, Cph1, Flo8, Brg1, Ume6 and Eed1 

were  also  required  for hypoxic  filamentation, while other  regulators  including Czf1,  Cek1, 

Hda1, Sko1, Ahr1 and Hgc1 were dispensable for hypoxic filamentation.   

Taken together, these results indicate major differences in the components required for the 

hyphal initiation and maintenance of filamentation under hypoxic and normoxic conditions.  

 

3.8 Novel hypoxic regulators govern the process of filamentation under low 
oxygen and high CO2 conditions 
 

The  remarkable differences  in  the  factors  involved  in normoxic  and hypoxic  filamentation 

indicates  a  considerable  rewiring  in  the  transcriptional  regulation  of  filamentation  under 

hypoxia. We speculated that a greater number of transcriptional factors and kinases might be 

involved in regulation of hypoxic filamentation. Hence mutant libraries lacking transcription 

factors  (233  mutant  strains)  and  kinase  mutant  library  (consisting  of  63  mutant  strains) 

(Blankenship et  al.,  2009, Vandeputte et  al.,  2012) were  subjected  to  hypoxic  phenotypic 

profiling.   

In total 21 different mutant strains were newly identified in this study, which were unable to 

suppress hypoxic filamentation in the presence of CO2 (Manuscript IV, figure 2). Based on the 

phenotype, the mutants were categorised in three different sets. Firstly, we identified a set 

of  7 mutants  (zcf14,  zcf21,  spp1, gzf3, pho23,  try4  and  cpp1)  which  displayed  defects  to 

repress filamentation under hypoxia with CO2 at 25 ̊C.  These mutant phenotypes are identical 
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to the previously described hypoxic phenotype of the sch9 mutant (Stichternoth et al., 2009). 

Secondly, we identified a set of 12 mutants including zcf24, cap4, prr1, wor4, akl1, tye7, ace2 

and bcr1, which were also defective in suppression of hypoxic filamentation at 25  ̊C, but at 

37  ̊C  under  normoxia  (not  hypoxia),  these  strains  were  unable  to  induce  filamentation. 

Thirdly,  a  set  of  mutants  consisting  of  pbs2  and  bas1  (∆orf19.6874)  mutants  formed 

hyperfilamentous colonies upon exposure to CO2 under both normoxic and hypoxic growth 

conditions at 25  ̊C.  

Although some mutants showed a reduction in growth rate, all mutants were able to grow 

under hypoxia. This finding suggests that C. albicans has a remarkable ability to strive under 

hypoxic  conditions  that  is  not  dependent  on  the  functioning  of  a  single  positive‐acting 

transcription  factor.  However,  to  restrain  filamentous  growth  under  hypoxia with  CO2, C. 

albicans is dependent on 27 different repressors of filamentation, the majority of these were 

newly  identified  in  this  study.  Numbers  of  regulators  of  filamentation  required  under 

normoxic and hypoxic conditions are depicted in Figure 15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Numbers of regulators involved in filamentation under normoxia and hypoxia. Mutant 

libraries of transcription factors and kinases were screened for filamentation under normoxia (Nor) or 

hypoxia  (Hypo).  Colony morphologies  of mutant  strains were  examined  during  growth  on  hypha‐

inducing agar (Spider or YPS medium) at temperatures ranging from 25 to 37 ̊C. The first section of the 

figure  (green  colour)  numbers  inducers  of  filamentation  required  under  normoxic  and  hypoxic 

conditions (with or without CO2) at physiological temperature (37 ̊C). The second section of the figure 

(red  colour)  reflects  repressors  of  filamentation  under  normoxic  and  hypoxic  conditions  (with  or 

without CO2) at temperatures slightly below 37 ̊C.  
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3.9  Crf1 and Zcf14 regulate expression of UME6 and supress hypoxic 
filamentation 

 
To  further  elucidate  the  molecular  mechanism  of  newly  identified  hypoxic  repressors  of 

filamentation,  two  mutant  strains  lacking  ZCF14  and  ORF19.6874,  which  displayed 

hyperfilamentous colonies under hypoxia (with CO2), were selected for further investigation. 

Zcf14 belongs to the zinc cluster of proteins, which are known to be involved in regulation of 

growth, drug resistance and ergosterol biosynthesis (MacPerson et al., 2006).  

 Interestingly,  in  the case of ORF19.6874, we  identified a homologue  (ORF19.3809), which 

previously had been designated as BAS1 in the genome database of C. albicans. An orthologue 

of these ORFs in S. cerevisiae is ScBAS1, which is involved in upregulation of genes involved in 

purine  biosynthesis  (Diagnan‐Fornier  and  Fink  1992).  Recently,  a  study  found  that 

ORF19.3809  is  also  involved  in  regulation  of  purine  biosynthesis  and  a  C.  albicans  strain 

lacking ORF19.3809  displayed adenine auxotrophy and attenuated  virulence  in  a  systemic 

mouse  model  of  infection  (Wangsanut  et  al.,  2017).  We  determined  that  the  paralog 

ORF19.6874  is  not  involved  in  regulation  of  purine  biosynthetic  genes  in  C.  albicans; 

therefore, we  renamed ORF19.6874 as CRF1  (CO2 dependent Repressor of Filamentation), 

based on its hypoxic function.   

In C. albicans, UME6 and BRG1 function as downstream targets of numerous filamentation 

regulating transcription factors  including EFG1 and CPH1 and are required for  induction of 

hypha‐specific genes, while NRG1 and TUP1 function as a repressor of filamentation (Saville 

et al., 2003, Banerjee et al., 2008, Sudbery 2011). Hence to identify the hypoxic regulatory 

network of Crf1 and Zcf14, the transcript  levels of major regulators of filamentation EFG1, 

CPH1, BRG1, UME6, TUP1 and NRG1 were analysed in homozygous mutants lacking CRF1 or 

ZCF14 genes under different normoxic and hypoxic conditions. Interestingly, mutant strains 

lacking  the  CRF1  gene  showed  abnormally  augmented  levels  of  the  UME6  transcript 

compared  to wild  type  strains  (with CO2)  (Manuscript  IV,  figure  7).  Conversely,  the NRG1 

transcript level was reduced in crf1 mutant strains (both under hypoxia and normoxia), but 

not in wild‐type strains. Similarly, the increased levels of the UME6 transcript and diminished 

level of NRG1 were also observed in the zcf14 homozygous mutant, but not under normoxia 

(with CO2). Also the NRG1 transcript levels were diminished in hypoxically grown zcf14 mutant 
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(Manuscript  IV,  figure  7).  These  results  indicate  that  Crf1  and  Zcf14  are  involved  in  the 

regulation of UME6 and NRG1 to restrict the filamentous growth of C. albicans under oxygen 

poor and high CO2 growth conditions.  As expected, the hyperfilamentous phenotype of crf1 

and zcf14 mutants was completely abolished in the double knockout mutant strains crf1 ume6 

and  zcf14  ume6  strains  (Manuscript  IV,  figure  11).  In  contrast  to  the  surface  growth 

phenotype of crf1 and zcf14 mutants, only the crf1 mutants displayed filamentous growth in 

liquid medium (under hypoxia and normoxia with CO2), while the zcf14 mutant and WT cells 

displayed  the  yeast  phenotype  (Manuscript  IV,  figure  5).  These  results  indicate  that  the 

hypoxic repressor function of Crf1 is consistent during surface growth and planktonic growth 

conditions, while the Zcf14 function is restricted to surface growth conditions. 

Further we observed that CRF1 overexpression can supress the filamentous growth of wild‐

type  strain under hypoxic  and normoxic  conditions  in presence of CO2. Overexpression of 

CRF1 also supressed the hypoxic filamentous growth of efg1, crf1 and zcf14 mutant strains. 

On other hand, the overexpression of ZCF14 caused suppression of hypoxic filamentation only 

in  case  of  efg1  and  zcf14  mutants.  However  overexpression  of  CRF1  or  ZCF14  could  not 

supress  the  filamentous  growth  of nrg1 mutants  strains,  this  indicates  that  the  repressor 

function  of  Nrg1  might  be  independent  of  Crf1  and  Zcf14.  Taken  together  these  results 

indicate that Crf1 has strong potential to supress filamentation in presence of CO2 (under both 

normoxic and hypoxic conditions), while the repressor function of Zcf14 appears specifically 

under hypoxia with CO2 conditions. 

In  C.  albicans,  UME6  upregulation  induces  filametation  and  promotes  virulence‐related 

activities (Banerjee et al., 2008, Carlisle et al., 2009) and two regulators Eed1 and Nrg1, which 

are known to regulate UME6 expression, also influence the pathogenic potential of C. albicans 

(Saville et al., 2003, Martin et al., 2011). In a recent investigation several C. albicans genes 

were tested for their role in commensalism and it was observed that strains overexpressing 

UME6 abolished commensal growth and strains were incompetent to colonise the GI tract of 

mice  (Böhm  et  al.,  2017).  Another  independent  study  showed  that  strains  lacking UME6 

showed  increased  fitness  compared  to  wild‐type  strains,  indicating  the  role  of  UME6  in 

regulation  of  fungal  population  during GI  tract  colonisation  (Witchley et  al.,  2019). These 

studies suggest that strong modulation of Ume6 levels during host colonisation is critical as it 

regulates fungal population size during commensal growth and is also required for virulence. 
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Currently,  there are  two known post  translational  regulatory mechanisms which  stabilizes 

Ume6 levels during filamentation under hypoxia and CO2 conditions. Firstly under hypoxia at 

physiological  temperature,  the  N‐terminal  region  of  Ofd1  (2‐OG‐Fe(II)‐dependent 

dioxygenase) senses hypoxia and inhibits the activity of its C‐terminal domain to stabilise the 

Ume6 protein, which can induce filamentation and maintain hyphal growth under low oxygen 

conditions (Lu et al., 2013). Secondly, under elevated CO2 conditions, Ptc2 (a phosphatase) 

dephosphorylates Ssn3 kinase. The hypophosphorylated Ssn3 is unable to phosphorylate the 

S437 residue of Ume6, which prevents Ume6 from ubiquitination and degradation (Lu et al., 

2019).  Interestingly,  in our  study we  identified  the  two novel  hypoxic  regulators Crf1 and 

Zcf14 which also control expression of UME6 under hypoxia and CO2 conditions. It remains to 

be investigated whether Crf1 and Zcf14 directly bind to the promoter regions of UME6 and 

regulate  the  expression  of  UME6,  or  other  hypoxic  regulatory  factors  are  involved  to 

coordinate Crf1 and Zcf14 mediated  regulation of UME6.  In  conclusion,  the novel hypoxic 

repressor Crf1 and Zcf14 might tightly regulate and fine tune UME6 expression, to generate 

niche‐specific  morphological  adaptation  of  C.  albicans  in  oxygen‐poor  and  CO2  ‐rich  host 

microenvironment.   

3.10 Role of hypoxic regulators in host colonisation and virulence of C. 
albicans 

Fungal genes involved in hypoxic adaptation are also linked with fungal pathogenesis (Grahl 

et al., 2012). In our studies we identified the RAS1 and CYR1 genes, which are required for 

optimal  growth  and  filamentation  under  hypoxic  conditions  and  are  also  required  for 

virulence (Leberer et al., 2001, Rocha et al., 2001, Mulhern et al., 2006, Bonhomme et al., 

2011).  Sch9 kinase, which  integrates hypoxic and CO2 and  regulates  filamentation under 

hypoxia  and  Ace2, which  functions  as  inducer  of  filamentation  under  hypoxia,  are  both 

required for virulence of C. albicans ( Kelly et al., 2004,  Stichternoth et al., 2011, Liu et al., 

2010).  Efg1  is  a  master  regulator  of  filamentation  under  normoxia,  known  to  regulate 

expression  of  metabolic  and  cell  surface  genes,  as  well  as  to  induce  chlamydospore 

formation and phenotypic switching (Stoldt et al., 1997, Shrikantha et al., 2000, Setiadi et 

al., 2006, Noffz  et al., 2008, Stichternoth et al., 2009). In contrast to its normoxic function, 

we  discovered  that  under  hypoxia  Efg1  supresses  filamentation  at  temperatures  slightly 

below 37  ̊C. Efg1 also regulates promotes commensal growth of C. albicans during GI tract 

colonisation (Pierce et al., 2012). Recently, it was discovered that for commensal lifestyle 
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and for prolonged colonisation in the GI tract, C. albicans requires the yeast morphofrom, 

because it is prevented by switching to the hyphal morphology (Bohum et al., 2017).  As the 

GI tract of mice and humans is hypoxic and contains high levels of CO2, it is likely that the 

hypoxic  repressor  function  of  Efg1 might  be  involved  in  suppression  of  filamentation  to 

favour persistent commensal colonisation of the human host by C. albicans. Through mutant 

phenotype screening we have newly identified more than 20 hypoxic regulators including 

CRF1, ZCF14, ZCF21, TYE7 and TRY4, which suppress filamentous growth under hypoxia in 

the presence of high CO2 levels (Manuscript IV). Accordingly, recent studies have shown that 

ZCF21, TYE7 and TRY4 are necessary for the commensal lifestyle of C. albicans (Pérez et al., 

2013, Böhm et al., 2017).  Based on our result that strains lacking ZCF21, TYE7 or TRY4 have 

defects in suppression of hypoxic filamentation, it is possible that the in vivo fitness of these 

strains is compromised due to their inability to constrain filamentous growth in host hypoxic 

niches. A model depicting  the  role of hypoxic  regulators  in host colonisation  is  shown  in 

figure 16. 

 

 
 
 
 
 
 
  
    

 

 

Figure 16. Influence of hypoxic regulators on filamentation and lifestyle of C. albicans. A model 
illustrating the role of hypoxic regulators for colonisation of C. albicans in oxygen-poor body niches. 
Restrained filamentous growth or non-incremental colonisation in yeast morphoform of C. albicans  is 
tolerated by host immune system within certain body niches for e.g. in gastrointestinal tract. The GI 
tract is known to be hypoxic in nature and contain high CO2 levels. Under these conditions blocking 
filamentous growth is critical, as filaments of C. albicans can grow invasively, damage the epithelial 
tissue and induce strong immunogenic response from host immune system. Therefore in order to adapt 
to oxygen poor GI tract during the commensal lifestyle, C. albicans might be dependent on the hypoxic 
repressors of filamentation to maintain population in yeast morphoform.  We identified Efg1, Tye7, 
Zcf21, Nrg1 and Try4 function as repressor of filamentation under hypoxia (Manuscript IV, 
Bonhomme et al., 2011). And C. albicans strains lacking any of these regulators have severe defects 
in GI tract colonisation (Pierce et. al., 2012, Pérez et. al., 2013, Vautier et al., 2015 and Böhm et al., 
2017). This indicates that adaptation to hypoxia and regulation of morphogenesis by hypoxic regulators 
is crucial for C. albicans especially during colonisation of GI tract. 
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It appears that to rapidly adapt to the changing oxygen and CO2 conditions in vivo, C. albicans 

has evolved a  large set of hypoxic  regulators of  filamentation. We observed that several 

transcriptional  factors,  which  are  not  involved  in  regulation  of  filamentation  under 

normoxia, are involved in repression of hypoxic filamentation. C. albicans appears to require 

such  redundancy  in  repressors  of  hypoxic  filamentation,  while  positive  adaptation  to 

hypoxia does not appears to be dependent on the function of single signalling pathway or 

morphogenetic regulator. In a recent study using a murine subdermal abscess model it was 

shown that at the site of infection, Polymorphonuclear Neutrophils (PMN) inflation caused 

hypoxic conditions, which triggered β‐glucan masking in the cell wall of C. albicans, thereby 

leading  to  inefficient  sensing  of  β‐glucan  by  host  dectin‐1  on  the  surface  of  PMNs.  This 

process caused reduced phagocytosis and killing of C. albicans by PMNs (Lopes et al., 2018).   

An independent study also established that hypoxically grown cultures of C. albicans display 

a higher  tendency  to mask  the β‐glucan  levels  at  the  cell  surface  (Pradhan et al.,  2018). 

Masking of β‐glucans impedes immune cell recognition and constitutes a prominent virulent 

trait  of  C.  albicans  (Erwing  and  Gow  2016).  As  we  have  identified  multiple  hypoxic 

regulators, which govern the filamentation process of C. albicans, it is possible that these 

hypoxic regulators are also involved in regulating hypha‐ associated cell surface genes and 

modulate exposure or masking of β‐glucans under hypoxic conditions.  

Although our results highlight that hypoxic regulators function in suppression of filamentous 

growth and might contribute to the commensal lifestyle of C. albicans, these factors might 

also be involved in the virulence of C. albicans under specific host niches. For instance, in 

case of  in vivo murine model  for disseminated candidiasis,  it  is observed that C. albicans 

colonises  liver  and  spleen  only  in  non‐filamentous  form,  while  during  colonisation  of 

kidneys,  exorbitant  filaments  of C.  albicans  are  observed  (Lionakis et al.,  2011).  Internal 

organs and organ‐specific tissues contain limiting amounts of oxygen, hence it is plausible 

that,  for  morphogenetic  transitions  during  organ‐specific  adaptation,  C.  albicans  is 

dependent on hypoxic regulators. However, additional experimental evidence needs to be 

gathered by studying the molecular functions of the multiple hypoxic regulators.  

Investigating hypoxic regulatory networks and mechanisms, which control the growth and 

morphological transition of C. albicans under oxygen poor conditions, will potentially lead 

to new  therapeutic  strategies.  In  last decade,  live attenuated  strains of C. albicans were 
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developed harnessing the potential of  repressors of  filamentation. Firstly,  the mice were 

treated with C. albicans strains overexpressing NRG1 or TUP1 (repressors of filamentation), 

the injected fungal cells were able to reach target organ and proliferate in vivo only in yeast 

morphoform but were unable to cause host damage (Saville et al., 2009).  These same set 

of  mice  were  further  challenged  with  virulent  wild‐type  C.  albicans  strains,  these  mice 

demonstrated strong immunity against systemic candidiasis and showed 100% survival rate 

(Saville et al., 2006, Saville et al., 2009). Similar to NRG1 and TUP1, the newly identified CRF1 

gene might be  a promising  candidate,  as overexpression of CRF1  can effectively  supress 

filamentous growth  in C. albicans, under  inducing  conditions  (Manuscript  IV). Hence  the 

filamentation regulatory network of CRF1 needs further  investigation. However currently 

the virulence attenuated  fungal  strains as a vaccine  strategy  for  candidiasis  remains  less 

characterised, while the Als3‐subunit vaccine is currently under the clinical trials (Cassone 

et al., 2013, Tso et al., 2018). Nevertheless, fungal transcription factors that can block the 

filamentous  growth  and  supress  the  pathogenic  potential  of  C.  albicans  under  in  vivo 

conditions, and also elicit the protective host immune response, can be considered as the 

potential candidates to develop vaccine against systemic candidiasis. 

     Since several decades, growth‐ and viability‐ inhibiting antifungal drugs are in commercial 

use, which have  caused  increase  in  corresponding  drug‐resistant  strains.  Recently,  small 

compounds which are anti‐virulence agents and specifically  target  functions essential  for 

virulence, e.g. signalling pathways, transcription factors and mechanisms involved in hyphal 

morphogenesis in C. albicans, are being considered as potential drug targets (Fazly et al., 

2013, Pierce and Lopez‐Ribot 2013, Romo et al., 2017). A major advantage of anti‐virulence 

agents is that these compounds directly inhibit the ability of pathogen to cause host tissue 

or organ damage and do not directly target the viability of pathogen. Hence these drugs may 

not  generate  high  selective  pressures,  which  often  causes  drug  resistance.  As  we  have 

identified several hypoxia specific regulators of filamentation, chemical  libraries could be 

screened and small chemical compounds that interject the process of hypoxic adaptation 

and filamentation of C. albicans under in vivo conditions can be harnessed for development 

of novel anti‐virulence compounds. 
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4. Summary  
 

The  fungus  Candida  albicans  is  an  important  human  pathogen  that  causes  tenacious 

superficial  infections,  but  also  life‐threatening  systemic  diseases.  On  the  other  hand,  C. 

albicans  resides  as  a  harmless  commensal  in  the  human  gastrointestinal  (GI)  tract.  Its 

virulence depends  largely  on morphological  transition  from a  commensal  yeast  form  to  a 

multicellular hyphal growth form, which invades tissues. This morphogenesis is regulated by 

environmental  factors  that  in  the  human  body  frequently  include  oxygen‐poor  niches 

(hypoxia) containing elevated CO2 levels.   

The  transcription  factor Efg1 of C. albicans has a dual  function, because  it  induces hyphal 

formation under normoxic conditions, but represses filamentation under hypoxia. Threonine 

residues 179 and 206 of Efg1 are phosphorylated for its normoxic function, while the native 

N‐terminal  region  and  non‐phosphorylated  threonine  residues  of  Efg1  were  found  to  be 

required for its function as a repressor under hypoxia. The genomic localization of Efg1 under 

hypoxia identified 300 target genes, which overlap with targets of transcription factors Ace2, 

Bcr1 and Brg1 that together form a regulatory hub regulating filamentation. Transcriptional 

analysis revealed that members of the Cek1‐MAPK pathway of filamentation are repression 

targets  of  the  Efg1  network  to  favour  yeast  growth  under  hypoxia.  Furthermore,  it  was 

established  that  the  function of Efg1 as  the key morphogenetic  regulator of C. albicans  is 

regulated by additional novel mechanisms. Firstly, it was found that a 218 nt region within 

the 5´ untranslated region of the EFG1 transcript is important for its efficient translation. Also, 

it appears that phosphorylation of Efg1 already occurs at its target genes, because a part of 

the respective protein kinase A isoform Tpk2 co‐localizes in the nucleus with Efg1. 

Previous results had established that the Sch9 kinase prevents hyphal morphogenesis of C. 

albicans under hypoxia, but only in the presence of high CO2 levels. To identify similarly acting 

regulators,  a  mutant  library  was  screened  that  revealed  21  mutants  growing  in 

hyperfilamentous form under hypoxia and high CO2 levels, while 12 mutants were also unable 

to  filament  under  normoxia  (as  an  efg1    mutant).  Transcript  analysis  of  representative 

mutants  lacking  the  Zcf14  or  Crf1  proteins  identified  the UME6  gene,  which  encodes  an 

essential positive regulator of filamentation, as the repression target. Collectively, the results 

indicate  that C. albicans has a high potential  to  filament under hypoxia, but  this  ability  is 

suppressed  normally  by  a  surprisingly  high  number  of  specific  regulators.  While  hypoxic 

niches  in  the  human  host  may  generally  favour  yeast  proliferation,  controlled  relief  of 

filamentation repression may be instrumental in specific hypoxic niches, e.g. during escape 

from immune cells or for exit from the GI tract.  
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