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     ABSTRACT 

 

        The prevalence of drug resistance amongst the human malaria Plasmodium 

species has most commonly been associated with genomic mutation within the 

parasites. This phenomenon necessitates evolutionary predictive studies of possible 

resistance mutations, which may occur when a new drug is introduced. Therefore, 

identification of possible new P. falciparum dihydrofolate reductase (PfDHFR) 

mutants that confer resistance to antifolate drugs is essential in the process of anti-

malarial drug development.  
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        A system to identify mutation in Pfdhfr gene that confers antifolate drug 

resistance using an animal Plasmodium parasite model was developed. By using 

error-prone PCR and Plasmodium transfection technologies, libraries of Pfdhfr mutant 

were generated and then episomally transfected to P. berghei parasites, from which 

pyrimethamine-resistant PfDHFR mutant were selected. The principal mutation found 

from this experiment was S108N, coincident with the first pyrimethamine-resistance 

mutation isolated from the field. A transgenic P. berghei, in which endogenous 

Pbdhfr allele was replaced with the mutant PfdhfrS108N, was generated and confirmed 

to have normal growth rate comparing to parental non-transgenic parasite and also 

confer resistance to pyrimethamine. Furthermore, we generated libraries of Pfdhfr 

mutants by error-prone PCR using PfdhfrS108N gene as a template followed by 

transfection and selection in P. berghei. Two clones of transgenic P. berghei 

expressing PfDHFR with major interest due to the position of such mutations, 

PbPfDHFR3m1(M55I+S108N+S189C) and PbPfDHFR3m2(C50Y+S108N+F116S), 

were selected for drug sensitivity test. The transgenic parasite clones showed similar 

reproducibility with the parental transgenic P. berghei expressing PfDHFR with 

mutation at S108N (PbPfS108N) in response to antifolate pyrimethamine.  

        This study demonstrated the power of the transgenic P. berghei system to predict 

drug-resistant Pfdhfr mutations in an in vivo parasite/host setting. The system could 

be utilized for identification of possible novel drug resistant mutants that could be 

arise against new antifolate compounds and for prediction the evolution of resistance. 
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บทคัดยอ 

        การดื้อตอยาตานมาลาเรียของเช้ือปรสิตพลาสโมเดียมที่พบในคนสวนใหญเกิดจากการกลาย-

พันธุภายในจีโนมของเช้ือปรสิต จากปรากฏการณนี้จึงมีความจําเปนท่ีจะตองมีการศึกษาเพื่อทํานาย

ความเปนไปไดท่ีจะเกิดการกลายพันธุท่ีทําใหเกิดการดื้อตอยาซ่ึงอาจจะเกิดข้ึนเม่ือมีการใชยาท่ี

สังเคราะหข้ึนมาใหม ดังนั้นการระบุการกลายพันธุของเอนไซมไดไฮโดรโฟเลทของเชื้อพลาสโม-

เดียมท่ีทําใหเกิดการดื้อยาแอนติโฟเลทจึงเปนส่ิงสําคัญในกระบวนการพัฒนายาตานมาลาเรีย 

        การศึกษานี้ไดทําการพัฒนาระบบเพื่อท่ีจะระบุการกลายพันธุของยีนพลาสโมเดียมฟาลซิพารัม 

ไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทสท่ีดื้อตอยาแอนติโฟเลทโดยใชแบบจําลองของเช้ือพลาสโมเดียมใน

สัตวทดลอง หองสมุดกลายพันธุของยีนพลาสโมเดียมฟาลซิพารัมไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทสไดถูก

สรางข้ึนโดยใชวิธี Error prone PCR ซ่ึงเปนการทําใหเกิดกลายพันธุของยีนแบบสุมจากนั้นจึงถาย-
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โอน (transfect) หองสมุดกลายพันธุของยีนพลาสโมเดียมฟาลซิปารัมไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทส

ดังกลาวไปยังพลาสโมเดียมเบอรกิไอและทําการคัดเลือกดวยยาท่ีไพริเมธามีนในระดับท่ีสามารถ

ยับยั้งเช้ือพลาสโมเดียมเบอรกิไอแบบดั้งเดิมได โดยเชื้อพลาสโมเดียมเบอรกิไอท่ีถูกถายโอนดวย 

ยีนพลาสโมเดียมฟาลซิพารัมไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทส ท่ีดื้อตอยาไพริเมธามีนจะถูกคัดเลือก ผลการ

ทดลองพบการกลายพันธุที่ตําแหนง S108N ซ่ึงสอดคลองกับตําแหนงแรกท่ีเกิดการกลายพันธุของ

ยีนไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทสท่ีดื้อตอยาแอนติโฟเลทท่ีพบในธรรมชาติ จากนั้นไดทําการสรางเช้ือ

ปรสิตพลาสโมเดียมเบอรกิไอแปลงพันธุโดยยีนไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทสของเช้ือพลาสโมเดียม

เบอรกิไอเองถูกแทนท่ีดวยยีนไดไฮโดรโฟเลทรีดักเของเช้ือพลาสโมเดียมฟาลซิพารัมท่ีมีการกลาย

พันธุท่ีตําแหนง S108N จากการตรวจสอบพบวาเช้ือปรสิตแบบดั้งเดิมและเช้ือปรสิตแปลงพันธุท่ี

ดื้อตอยาไพริเมธามีนมีอัตราการเจริญเติบโตเปนปกติไมแตกตางกัน การศึกษาตอไปไดสราง

หองสมุดกลายพันธุเพิ่มเติมโดยใช ยีนพลาสโมเดียมฟาลซิพารัมไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทสท่ีมี

ตําแหนงกลายพันธุท่ี S108N เปนแมแบบจากนั้นถายโอนหองสมุดกลายพันธุดังกลาวไปยังพลาส- 

โมเดียมเบอรกิไอและทําการคัดเลือกดวยยาท่ีไพริเมธามีน ผลการทดลองพบเช้ือพลาสโมเดียม 

เบอรกิไอแปลงพันธุสองโคลนมีการแสดงออกของเอนไซมพลาสโมเดียมฟาลซิพารัมไดไฮโดรโฟ-

เลทรีดักเทสท่ีเกิดการกลายพันธุท่ีบริเวณใกลเคียงกับ active site และ บริเวณท่ีจับกับยาแอนติโฟ- 

เลทคือ PbPfDHFR3m1 (S108N+M55I+S189C) และ PbPfDHFR3m2 (C50S+S108N+F116S) 

จากนั้นจึงไดนําเช้ือพลาสโมเดียมเบอรกิไอแปลงพันธุท้ังสองโคลนมาศึกษาความไวตอยาไพริเม- 

ธามีน พบวาเช้ือพลาสโมเดียมเบอรกิไอแปลงพันธุดังกลาวมีระดับความไวในการตอบสนองตอยา

แอนติโฟเลทไพริเมธามีนคลายคลึงกับเช้ือพลาสโมเดียมเบอรกิไอท่ีมีการแสดงออกของเอนไซม 

ไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทส-ไธมิดิเลทซินเทสท่ีมีการกลายพันธุท่ีตําแหนง S108N  

        การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาระบบการสรางเช้ือปรสิตแปลงพันธุท่ีมีการกลายพันธุของยีน

ไฮโดรโฟเลทรีดักเทสของเช้ือพลาสโมเดียมฟาลซิพารัมในแบบจําลองของเช้ือพลาสโมเดียมเบอร- 

กิไอมีประสิทธิภาพท่ีจะทํานายการกลายพันธุของยีนไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทสของเช้ือพลาสโม- 

เดียมฟาลซิพารัมท่ีจะเกิดข้ึนมาใหมและด้ือตอยาแอนติโฟเลทไดและสามารถนําระบบนี้ไปใชเพ่ือ

ศึกษาวิวัฒนาการการกลายพันธุของยีนท่ีทําใหเกิดการดื้อยา และใชในการพัฒนายาตานมาลาเรีย

ตอไปไดในอนาคต 
 


