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ABSTRACT 

 

The opportunistic fungus Penicillium marneffei can cause a fatal disease in 

immunocompromised patients, especially in patients infected with human 

immunodeficiency virus (HIV). In Thailand, P. marneffei infection is one of the most 

common opportunistic diseases in HIV-infected patients. This study has focused on 

the laccase enzymes and laccase-encoding genes including their functions in P. 

marneffei. 

Laccase and the product of this enzyme, melanin, have been reported as a 

virulence factor in human pathogenic fungus Cryptococcus neoformans. The presence 

of laccase in pathogenic fungi decreases the sensitivity to antifungal agents and 

increases the resistance to host immune cells. To study the role of laccase in 
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Penicillium marneffei, laccase-encoding genes were characterized and function of 

their translational protein products, laccases, were investigated. The laccase-encoding 

genes were retrieved from the NCBI GenBank and analyzed an existing of conserved 

sequences for fungal laccases together with the relationship among fungal laccases. 

An expression of laccase in normal and stress conditions was determined in term of 

the level of laccase activity within fungal cells and the secreted form. Moreover, the 

expressions of each gene during growth at 37°C and during oxidative stress condition 

were identified. The localization of each laccase was monitored based on GFP-fusion 

protein technique.  Transformants with laccase genes deletion were generated to study 

the affect of losing laccase and transformants of laccase gene complementation were 

also generated to verify the results.  

The results showed the expression of laccases response to stress conditions 

such as acidic condition, oxidative stress, and low glucose condition. Performing of 

Blastn to search P. marneffei sequences similarity to laccases of other pathogenic 

fungi displayed four putative laccase-encoding genes in whole genome sequence of P. 

marneffei. Those four genes could be translated to be laccases containing the 

conserved region specified for fungal laccases. All laccases including Laccase1, 

Laccase2, Laccase3 and Arb2 laccase were related to other fungal laccases and the 

function could be analyzed by using phylogenetic tree. Study of level of gene 

transcription revealed that lac1 and lac3 genes were expressed in a very low level in 

normal culture condition while expressions of lac1 and lac2 genes were increased in 

oxidative stress condition. Generating of fungal strain that could produce GFP-fused 

laccase revealed the function of Arb2 laccase. This enzyme was displayed during 
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conidiation and played a role in pigment biosynthesis corresponding to phylogenetic 

analysis data. GFP-fused Arb2 laccase was localized within vesicles. These vesicles 

might be the transportation pathway of this enzyme to conidiation site. Genetic 

transformation mediated via homologous recombination demonstrated that losing of 

each gene did not affect growth ability of this fungus; however, deletion of arb2 gene 

resulted in changing of color of fungal colony at 28°C. A single laccase gene deletion 

did not affect the resistance to stress. The quadruple gene deleted strain could produce 

melanin but laccase activity was dropped about two times. Interestingly, this strain 

was more sensitive to oxidative stress, cell wall stress, and antifungal agents such as 

itraconazole, fluconazole and clotrimazole. These findings indicate that laccases play 

a role in non-specific stress defense and their functions against stress could 

compensate each other. Besides, the strength of cell wall of lac genes deleted strain 

should decrease according to the increasing sensitivity to cell wall stressor. This 

mutant was more sensitive to oxidative stress, thus, this strain may be sensitive to 

antifungal activity of macrophage. 

In this study, the function and expression of laccases are investigated to 

explain their role in fungal biology and their protective ability against stresses. Due to 

losing of laccases could increase sensitivity to antifungal agents, laccase might be a 

good candidate for drug target development.  
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บทคดัย่อ 
 

 เพนนิซิเล่ียม มาร์เนฟฟิไอ เช้ือราก่อโรคแบบฉวยโอกาส ซ่ึงสามารถก่อโรครุนแรงและ
ท าใหผู้ป่้วยภูมิคุม้กนับกพร่อง โดยเฉพาะผูติ้ดเช้ือไวรัสเอชไอว ีเสียชีวติได ้  ในประเทศไทย เพนนิ
ซิเล่ียม มาร์เนฟฟิไอ เป็นเช้ือท่ีพบก่อโรคบ่อยในผูติ้ดเช้ือไวรัสเอชไอว ี   ในการศึกษาน้ี ไดเ้นน้
การศึกษายนีท่ีก าหนดการสร้างแลคเคส และเอนไซมแ์ลคเคส รวมถึงศึกษาหนา้ท่ีของแลคเคส ใน
เพนนิซิเล่ียม มาร์เนฟฟิไอ 
 แลคเคสและผลิตผล คือ เมลานิน จดัเป็นปัจจยัส่งเสริมการก่อโรค ใน Cryptococcus 
neoformans ซ่ึงเป็นเช้ือราก่อโรคในมนุษย ์ การมีแลคเคสในเช้ือราก่อโรค ท าให้เช้ือมีความไวต่อยา
ตา้นเช้ือราลดลง และเพิ่มความทนต่อการถูกท าลายจากเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั เพื่อท่ีจะศึกษาถึง
บทบาทของแลคเคสใน เพนนิซิเล่ียม มาร์เนฟฟิไอ จึงไดท้  าการวเิคราะห์ยนีท่ีก าหนดการสร้างแลค
เคส และศึกษาหนา้ท่ีของแลคเคส ซ่ึงเป็นโปรทีนท่ีไดจ้ากการถอดรหสัยนี ยนีท่ีก าหนดการสร้าง
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แลคเคสน ามาจากฐานขอ้มูลยนีของ NCBI แลว้น ามาวเิคราะห์วา่มีบริเวณท่ีจ าเพาะเหมือนท่ีพบใน
แลคเคสของเช้ือราอ่ืนหรือไม่ และวเิคราะห์ความสัมพนัธ์กนักบัแลคเคสอ่ืนๆท่ีพบในเช้ือรา  ใน
การศึกษาการแสดงออกของแลคเคสในสภาวะปกติและสภาวะเครียด ไดท้  าการวดัระดบัปฏิกิริยา
ของแลคเคสภายในเซลลเ์ช้ือราและเอนไซมท่ี์เช้ือปล่อยออก นอกจากน้ี ไดศึ้กษาการแสดงออกของ
แต่ละยนีในสภาวะการเจริญท่ีอุณหภูมิ 37˚C และในสภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระของออกซิเจน  
ท าการติดตามต าแหน่งท่ีอยูภ่ายในเซลลข์องแลคเคสแต่ละชนิด โดยอาศยัเทคนิคการสร้างแลคเคส
ท่ีต่อกบัโปรทีนเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ และไดท้  าการสร้างเช้ือท่ีมีการเปล่ียนแปลงยีน คือ เช้ือท่ี
แลคเคสยนีถูกตดัออก ศึกษาผลกระทบจากการขาดหายไปของแลคเคส และท าการใส่ยนีกลบัเขา้
ไปเพื่อยนืยนัผลท่ีพบ  
 ผลการศึกษาพบวา่ การแสดงออกของแลคเคสตอบสนองต่อสภาวะเครียด ไดแ้ก่ สภาวะ

ความเป็นกรด สภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระของออกซิเจน และสภาวะท่ีมีกลูโคสระดบัต ่า จากการ

ท า Blastn เพื่อหาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีมีความคลา้ยกบัแลคเคสของเช้ือราก่อโรคอ่ืนๆ พบ 4 ยนีท่ี

น่าจะก าหนดการสร้างแลคเคส ซ่ึงทั้งส่ียนีสามารถถอดรหสัไดเ้ป็นแลคเคสท่ีมีบริเวณท่ีมี

ความจ าเพาะกบัแลคเคสของเช้ือรา แลคเคสท่ีพบ คือ Laccase1, Laccase2, Laccase3 และ Arb2 

laccase มีความสัมพนัธ์กบัแลคเคสของเช้ือราอ่ืนๆ และสามารถวเิคราะห์หนา้ท่ีไดจ้าก 

Phylogenetic tree   ในการศึกษาการแสดงออกในระดบัยนี พบวา่ยนี lac1 และ lac3 มีการ

แสดงออกในระดบัต ่าๆในสภาะการเจริญปกติ ขณะท่ียนี lac1 และ lac2 มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน

ในสภาะเครียดจากอนุมูลอิสระของออกซิเจน     จากการสร้างเช้ือท่ีสามารถผลิตแลคเคสท่ีต่อกบั

โปรทีนเรืองแสงฟลูออเรสเซนต ์ ท าใหท้ราบหนา้ท่ีของ Arb2 laccase  พบวา่เอนไซมน้ี์แสดงออก

ในช่วงท่ีมีการสร้างเซลลสื์บพนัธ์แบบไม่อาศยัเพศและมีบทบาทในการสร้างสี ซ่ึงผลท่ีได้

สอดคลอ้งกบัผลการวเิคราะห์ดว้ย Phylogenetic tree   พบวา่ Arb2 laccase ท่ีต่อกบัโปรทีนเรืองแสง

ฟลูออเรสเซนตอ์ยูใ่น vesicles ซ่ึง vesicles เหล่าน้ีน่าจะเป็นระบบท่ีใชใ้นการขนส่งเอนไซมน้ี์ไปยงั

ต าแหน่งท่ีมีการสร้างเซลลสื์บพนัธ์แบบไม่อาศยัเพศ   การเปล่ียนแปลงสารพนัธุกรรมดว้ย

กระบวนการ Homologous recombination แสดงใหเ้ห็นวา่ การขาดหายไปของยนีใดยนีหน่ึง ไม่

กระทบต่อความสามารถในการเจริญของเช้ือ แต่การขาดหายไปของยนี arb2 ท าใหก้ารสร้างสีของ

โคโลนีของเช้ือราท่ีอุณหภูมิ 28˚C เปล่ียนไป การขาดหายไปของยนีใดยนีหน่ึงก็ไม่กระทบต่อความ

ทนต่อสภาวะเครียด   แต่เม่ือทั้งส่ียนีถูกท าใหห้ายไป พบวา่ระดบัปฏิกิริยาของเอนไซมล์ดลง
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ประมาณคร่ึงหน่ึง แต่ท่ีน่าสนใจคือ เช้ือมีความไวเพิ่มข้ึน ต่อสภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระของ

ออกซิเจน  สภาวะเครียดท่ีผนงัเซลล ์ และยาตา้นเช้ือรา ไดแ้ก่ itraconazole, fluconazole และ 

clotrimazole  ส่ิงท่ีพบจากการศึกษาคร้ังน้ีช้ีให้เห็นวา่แลคเคสมีบทบาทในการต่อตา้นสภาวะเครียด

แบบไม่จ  าเพาะ และการท างานในการต่อตา้นสภาวะเครียดของแลคเคสแต่ละตวัสามารถท าหนา้ท่ี

ทดแทนกนัได ้ นอกจากน้ี ความแขง็แรงของผนงัเซลลข์องเช้ือท่ียนีขาดหายไปส่ียนีน่าจะลดลง ท า

ใหเ้ช้ือมีความไวต่อสารก่อความเครียดแก่ผนงัเซลล ์ เช้ือน้ียงัมีความไวเพิ่มข้ึนต่อสภาวะเครียดจาก

อนุมูลอิสระของออกซิเจน เป็นไปไดว้า่เช้ือน่าจะมีความไวต่อการก าจดัเช้ือราของแมคโครฟาจ 

 การศึกษาหนา้ท่ีและการแสดงออกของแลคเคส ในการศึกษาน้ีท าใหท้ราบบทบาทของ

แลคเคสในระดบัชีววทิยาของเช้ือราและความสามารถในการปกป้องเช้ือราจากสภาวะเครียดต่างๆ 

เม่ือมีการหายไปของทั้งส่ีแลคเคส ท าใหเ้ช้ือมีความไวเพิ่มข้ึนต่อยาตา้นเช้ือรา แลคเคสน่าจะเป็น

เป้าหมายในการพฒันายาตา้นเช้ือราต่อไป   

 


