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ABSTRACT 

 

Plasmodium vivax is the most prevalent cause of human malaria in tropical 

regions outside the African continent.  The lack of a routine continuous in vitro 

culture of this parasite makes it difficult to develop specific drugs for this disease.  To 

facilitate the development of anti-P. vivax drugs, effective and P. vivax-specific 

screening models are needed.  In this study, as an in vivo screening model, the rodent 

malaria parasite Plasmodium berghei was genetically modified to stably express 

either wild type or mutant P. vivax dihydrofolate reductase-thymidylate synthase 
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(DHFR-TS) enzymes replacing the host’s own DHFR-TS enzyme.  P. berghei 

parasite was transfected with DNA constructs bearing pyrimethamine sensitive (wild-

type) and pyrimethamine resistant (mutant) alleles of pvdhfr-ts.  Double crossover 

homologous recombination was used to replace the endogenous pvdhfr-ts with P. 

vivax homologous genes.  In addition, small-scale in vitro culture and purification of 

P. berghei was also developed to obtain mature schizonts for a single transfection.  

The integration of pvdhfr-ts genes via allelic replacement was verified by PCR and 

Southern analysis.  The transgenic parasite clones were validated as models by 

standard drug screening assays.  Drug susceptibility assay showed that the transgenic 

P. berghei line stably expressing the wild type PvDHFR-TS enzyme was as 

susceptible to antifolate drug, pyrimethamine, as the P. berghei parent line, whereas 

the transgenic P. berghei line stably expressing the double mutant PvDHFR-TS 

(SP21; S58R/S117N) enzyme was resistant to pyrimethamine.  The growth and 

sensitivity to other types of anti-malarial drugs in these transgenic parasites were 

otherwise indistinguishable from the parental parasites.  With the permanent 

integration of pvdhfr-ts gene in the genome, these transgenic parasites expressing 

PvDHFR-TS are genetically stable and will be useful for screening anti-P. vivax 

compounds targeting PvDHFR-TS.  It also demonstrates that the transfection system 

has the potential to provide a screening system for drug development and for studying 

drug resistance mechanisms in P. vivax. 
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บทคัดย่อ 

 

 เช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์เป็นสาเหตุของการเกิดโรคมาลาเรียในมนุษยท่ี์แพร่หลายใน

ภูมิภาคเขตร้อนท่ีอยู่นอกทวีปแอฟริกา และจากการไม่สามารถเพาะเล้ียงเช้ือพลาสโมเดียมชนิดน้ี

ในหอ้งปฏิบติัการได ้จึงเป็นอุปสรรคต่อการพฒันายาท่ีจ าเพาะเจาะจงต่อโรคน้ี ดงันั้นโมเดลส าหรับ

เช้ือชนิดน้ีต่อการตรวจคดักรองและพฒันายาตา้นต่อเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์จึงมีความจ าเป็น

อย่างมาก การศึกษาคร้ังน้ีไดน้ าเช้ือพลาสโมเดียมเบอร์กิไอท่ีเป็นเช้ือมาลาเรียในหนูมาเป็นโมเดล

ของส่ิงมีชีวิตส าหรับการตรวจคดักรองยา โดยมีการดดัแปลงทางพนัธุกรรมให้มีการแสดงออก

แทนท่ีเอนไซมข์องเช้ือเจา้บา้นดว้ยเอนไซมไ์ดไฮโดรโฟลเลตรีดกัเตส-ไธมิดิเลตซินเตสชนิดปกติ

หรือชนิดกลายพนัธ์ุของเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์ การดดัแปลงทางพนัธุกรรมของเช้ือพลาสโม
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เดียมเบอร์กิไอจะอาศยัดีเอ็นเอพาหะท่ีมียีนของเอนไซม์ชนิดน้ีโดยผ่านกระบวนการ double 

crossover homologous recombination ยีนไดไฮโดรโฟลเลตรีดกัเตส-ไธมิดิเลตซินเตสของ

เช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์ท่ีเกิดการรวมเข้าไปในจีโนมจะถูกตรวจสอบด้วยวิธี PCR และ 

Southern blot จากนั้นโคลนของเช้ือพลาสโมเดียมท่ีถูกดดัแปลงทางพนัธุกรรมแลว้นั้นจะถูกท า

การพฒันาการเป็นโมเดลด้วยวิธีมาตรฐานของการตรวจคดักรองยา จากผลการทดสอบความไวต่อ

ยาตา้นมาลาเรียแสดงให้เห็นวา่ เช้ือพลาสโมเดียมเบอร์กิไอท่ีถูกดดัแปลงทางพนัธุกรรมให้มีการ

แสดงออกของเอนไซมไ์ดไฮโดรโฟลเลตรีดกัเตส-ไธมิดิเลตซินเตสชนิดปกติของเช้ือพลาสโมเดียม

ไวแวกซ์ จะมีความไวต่อยาไพริเมธามีน ในขณะท่ีเช้ือพลาสโมเดียมเบอร์กิไอท่ีถูกดดัแปลงทาง

พนัธุกรรมให้มีการแสดงออกของเอนไซมช์นิดกลายพนัธ์ุสองต าแหน่ง (SP21; S58R/S117N) 

จะมีการด้ือต่อยาไพริเมธามีน แต่การทดสอบดว้ยยาตา้นมาลาเรียกลุ่มอ่ืนนั้นพบวา่การเจริญเติบโต

ของเช้ือพลาสโมเดียมท่ีถูกดดัแปลงทางพนัธุกรรม ไม่มีความแตกต่างกนักบัเช้ือพลาสโมเดียมตั้ง

ตน้ การศึกษาคร้ังน้ี เช้ือพลาสโมเดียมเบอร์กิไอท่ีถูกดดัแปลงทางพนัธุกรรมให้มีการแสดงออกของ

เอนไซมไ์ดไฮโดรโฟลเลตรีดกัเตส-ไธมิดิเลตซินเตสชนิดปกติและชนิดกลายพนัธ์ุของเช้ือพลาสโม

เดียมไวแวกซ์ จะมีประโยชน์ต่อการตรวจคัดกรองยาหรือสารประกอบท่ีจ าเพาะต่อเอนไซม์

เป้าหมายน้ี นอกจากนั้นการศึกษาคร้ังน้ียงัแสดงให้เห็นวา่ กระบวนการถ่ายทอดและดดัแปลงทาง

พนัธุกรรม เป็นระบบท่ีมีประสิทธิภาพต่อการตรวจคัดกรองเพื่อพฒันายาต้านมาลาเรีย และ

การศึกษาถึงกลไกการด้ือต่อยาของเช้ือพลาสโมเดียมไวแวกซ์ต่อไป 

 


