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บทคดัย่อ 

เพนนิซิเลียม มาร์เนฟฟิไอ เป็นเช้ือราสองรูปท่ีเป็นสาเหตุของโรคเพนนิซิลิโอซิส มาร์เนฟฟิ
ไอซ่ึงเป็นโรคติดเช้ือแบบแพร่กระจาย และเป็นอนัตรายถึงชีวติในผูป่้วยภูมิคุม้กนับกพร่องโดยเฉพาะ
ผูป่้วยติดเช้ือเอชไอว ี เพื่อท่ีจะเจริญและมีชีวติรอด เช้ือราชนิดน้ีจะตอ้งมีการปรับตวัต่อสภาวะ
ความเครียดท่ีเกิดจากส่ิงแวดลอ้มทั้งภายนอกและภายในเซลลเ์จา้บา้น ประกอบไปดว้ย สภาวะ
ความเครียดท่ีเกิดจากความร้อน ความดนัออสโมติก ออกซิเดทีฟ และการขาดแคลนอาหาร และการ
ปรับตวัน้ีตอ้งการเส้นทางการส่งสัญญาณความเครียดและการควบคุมการแสดงออกของยนีภายใต้
สภาวะความเครียดหลากหลายชนิด อยา่งไรก็ตามกลยทุธ์ท่ีเช้ือราชนิดน้ีใชใ้นการตอบสนองต่อ
สภาวะความเครียดท่ีเกิดจากส่ิงแวดลอ้มยงัไม่เป็นท่ีชดัเจน 

 ในการศึกษาน้ีไดแ้สดงคุณลกัษณะของยนี stress activated kinase (sakA) ท่ีถอดรหสัเป็น 
mitogen activated protein (MAP) kinase และยนี activating transcription factor (atfA) ท่ี
ถอดรหสัเป็น bZip-type transcription factor ในเช้ือเพนนิซิเลียม มาร์เนฟฟิไอ ผลการทดลอง
แสดงใหเ้ห็นวา่ ยนี sakA ของเช้ือเพนนิซิเลียม มาร์เนฟฟิไอถอดรหสัเป็นโปรตีนท่ีมี TXY 

phosphorylation lip ท่ีพบในโปรตีนในตระกลู stress high osmolarity glycerol 1 

(Hog1)/Spc1/p38 MAPK และยนี atfA ถอดรหสัไดเ้ป็นโปรตีนซ่ึงมีส่วนอนุรักษท่ี์เป็น basic-

leucine zipper (bZip) domain พบในตระกลู bZip transcription factor จากผลของ RT-PCR 
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พบการแสดงออกเพิ่มข้ึนของยนี sakA ในโคนีเดีย ภายใตส้ภาวะความเครียดท่ีเกิดจาก 1 mM 

hydrogen peroxide และความร้อนท่ี 39 องศาเซลเซียส เป็นเวลาหน่ึงชัว่โมง ในขณะท่ีการ
แสดงออกของยนี atfA ไม่มีการเพิ่มข้ึนในสภาวะใดๆ 

 เพื่อระบุหนา้ท่ีของยนีเหล่าน้ี เช้ือกลายพนัธ์ุท่ีไม่มียนี sakA และ atfA ไดถู้กสร้างข้ึนดว้ยวธีิ
ซ่ึงดดัแปลงจาก split marker recombination ลกัษณะทางกายภาพและความไวต่อสภาวะ
ความเครียดต่างๆ ประกอบดว้ยความเครียดท่ีเกิดจากความดนัออสโมติก ออกซิเดทีฟ ความร้อน รังสียู
ว ี และความเครียดต่อผนงัเซลลข์องเช้ือกลายพนัธ์ุเปรียบเทียบกบัเช้ือสายพนัธ์ุ wild type และ 
complement ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ ยนี sakA แต่ไม่ใช่ยนี atfA มีบทบาทในการสร้างโคนี
เดียและการเปล่ียนรูปเป็นยสีตข์องเช้ือเพนนิซิเลียม มาร์เนฟฟิไอในหลอดทดลองและภายในเซลลม์า
โครฟาจของคนและหนู นอกจากน้ีทั้งยนี sakA และ atfA ไม่เก่ียวขอ้งกบัการตอบสนองต่อสภาวะ
ความเครียดท่ีเกิดจากความดนัออสโมติกและรังสียวู ี ส าหรับการตอบสนองต่อความเครียดแบบออกซิ
เดทีฟ ยนี sakA มีส่วนในการตอบสนองของโคนีเดียของเช้ือเพนนิซิเลียม มาร์เนฟฟิไอต่อ hydrogen 

peroxide and tert-butyl hydroperoxide แต่ไม่ใช่ menadione ในขณะท่ียนี atfA เก่ียวขอ้งกบั
การตอบสนองต่อ tert-butyl hydroperoxide เท่านั้น ส าหรับความแขง็แรงของผนงัเซลล ์ ผลการ
ทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ ยนี sakA เก่ียวขอ้งกบัการกระจายตวัของไคตินบนสายราของเช้ือเพนนิซิเลียม 
มาร์เนฟฟิไอ แต่ไม่จ  าเป็นต่อการตอบสนองต่อสภาวะความเครียดต่อผนงัเซลลท่ี์เกิดจาก calcofluor 

white ท่ี 25 องศาเซลเซียส อยา่งไรก็ตามทั้งยนี sakA และ atfA มีบทบาทต่อการตอบสนองต่อ
สภาวะความเครียดท่ีเกิดจาก sodium dodecyl sulphate ซ่ึงเป็นสารท่ีท าลายความคงทนของเยื่อหุม้
เซลล ์ส าหรับความเครียดท่ีเกิดจากความร้อน ยีน sakA มีความจ าเป็นต่อการมีชีวติอยูข่องโคนีเดียของ
เช้ือเพนนิซิเลียม มาร์เนฟฟิไอท่ี 39 องศาเซลเซียสในขณะท่ียนี atfA ไม่เก่ียวขอ้งกบัการเจริญของ
โคนีเดียทั้งท่ี 39 และ 42 องศาเซลเซียส อยา่งไรก็ตาม quantitative real-time PCR แสดงใหเ้ห็นวา่ 
สภาวะความเครียดท่ีเกิดจากความร้อนท่ี 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลายีสิ่บนาที สามารถกระตุน้ระดบั
การแสดงออกของ mRNA ของทั้งยนี sakA และ atfA ในการทดลองการติดเช้ือในมาโครฟาจ การ
ฟ้ืนคืนของสปอร์ในเช้ือกลายพนัธ์ุของยนี sakA และ atfA หลงัจากติดเช้ือในมาโครฟาจของหนูและ
คนลดลงอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัสปอร์ของเช้ือสายพนัธ์ุ wild type and และ 
complement ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีบ่งช้ีวา่ยนี sakA และ atfA มีความจ าเป็นต่อเช้ือเพนนิซิ
เลียม มาร์เนฟฟิไอภายใตส้ภาวะความเครียดท่ีจ าเพาะ และอาจจ าเป็นต่อการต่อสู้กบัเซลลภู์มิคุม้กนั
ของเจา้บา้นในช่วงแรกของการติดเช้ือ 
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ABSTRACT 

 

Penicillium marneffei, the pathogenic dimorphic fungus is a causative agent of a 

fatal systemic disease, penicilliosis marneffei, in immunocompromised hosts especially 

in HIV patients. For growth and survival outside and inside host cells, this fungus has to 

adapt to environmental stresses including heat, osmotic, oxidative or nutrient stress and 

this adaptation requires stress signaling pathways and regulation of gene expression 

under various kinds of stresses. However, the strategies used by this fungus in response 

to environmental stresses are still unclear.  

In the present study, the stress activated kinase (sakA) gene encoding the 

mitogen activated protein (MAP) kinase and activating transcription factor (atfA) gene 

encoding bZip-type transcription factor of P. marneffei were characterized. Results 

demonstrated that the P. marneffei sakA gene encoded a putative protein containing 

TXY phosphorylation lip found in the stress high osmolarity glycerol 1 

(Hog1)/Spc1/p38 MAPK family and P. marneffei atfA gene encoded a putative protein 

including conserved basic-leucine zipper (bZip) domain found in the bZip transcription 

factor family. RT-PCR revealed the increase of sakA gene expression in conidia under 

treatment with 1 mM hydrogen peroxide and heat at 39ºC for 1 h, whereas the 

expression of atfA gene did not increase in any conditions. 
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To determine functions of these genes, sakA and atfA mutant strains were 

constructed using the modified split marker recombination method. The phenotypes and 

susceptibility to varieties of stresses including osmotic, oxidative, heat, UV and cell 

wall stresses of the mutant strains were compared with the wild type and the 

complemented strains. The results demonstrated that sakA gene but not atfA gene played 

a role in conidiation (asexual development) and yeast cell transition of P. marneffei in 

vitro and inside mouse and human macrophages. In addition, neither sakA nor atfA was 

involved in osmotic and UV stress responses.  For oxidative stress response, sakA gene 

participated in response of P. marneffei conidia against hydrogen peroxide and tert-

butyl hydroperoxide but not menadione, whereas atfA gene was only associated with 

response to tert-butyl hydroperoxide. For cell wall integrity evaluation, the results 

showed that sakA gene was involved in chitin deposition along the hyphae of P. 

marneffei but was not required for response against cell wall stress agent calcofluor 

white at 25ºC.  However, both sakA and atfA genes played a role in response to stress 

from sodium dodecyl sulphate which is a membrane destabilized agent.  For heat stress, 

sakA gene was necessary for survival of P. marneffei conidia at 39ºC, whereas atfA gene 

was not involved in growth of the conidia at both 39ºC and 42ºC.  Nevertheless, 

quantitative real-time PCR revealed that heat stress condition at 42ºC for 20 min was 

able to activate the mRNA expression levels of both sakA and atfA genes. In 

macrophage infection experiment, recovery of sakA and atfA mutant conidia from the 

infected  human or mouse macrophages was significantly decreased compared to those 

of wild type and complemented strains. The results from this study indicated that the 

sakA and atfA genes were required by P. marneffei under specific stress conditions and 

might be necessary for fighting against host immune cells during the initiation of 

infection. 

 

 


