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บทคัดยอ
เนื่องจาก coartemether เปนยาผสมระหวาง artemether และ lumefantrine ซ่ึงอยูในกลุม

endoperoxides และ acrylaminoalcohols ตามลําดับ ทางคณะผูวิจัยตองการศึกษาผลของการกลายพันธุ
ของยีน pfmdr1 ตอการตอบสนองตอยาทั้งสองนี้ เนื่องจากพบวาความไวของยาในกลุม endoperoxides
และ acrylaminoalcohols ตัวอ่ืน มีความสัมพันธกับการกลายพันธุของยีน pfmdr1 จากการศึกษาโดยใช
เชื้อสายพันธุที่แยกไดจากผูปวยบริเวณชายแดนประเทศไทยพมาและชายแดนไทยกัมพูชา พบวาเชื้อที่มี
ยีน pfmdr1 ชนิด Wild type มีคา artemether IC50 และ lumefantrine IC50 สูงกวาเชื้อที่มียีน pfmdr1
ชนิด K1 mutation อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้เชื้อมาลาเรียยังแสดงการดื้อขามระหวางยาทั้ง
สองนี้อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังนั้นการพิจารณายานี้มาใชอาจทําใหมีการเลือกเชื้อที่มียีน pfmdr1
ชนิด Wild type ไดในธรรมชาติ   



Abstract
Coartemether is the combination of endoperoxide i.e. artemether and acrylaminoalcohol i.e.

lumefantrine. Recent studies showed that both sensitivities to endoperoxides and acrylaminoalcohols
in Plasmodium falciparum were modulated by the polymorphisms of pfmdr1 gene. Using parasites
isolated from the patients in the multidrug-resistant areas i.e. Thai/Myanmar and Thai/Cambodia
borders, our study also showed those parasites containing wild-type pfmdr1 gene exhibited more
resistant than those with K1-type mutation. We also found the cross resistance between the sensitivity
to artemether and lumefantrine in these isolates. Since pfmdr1 gene can mediate the sensitivity to both
drugs so it is likely that these combinations may select for parasites containing wild-type pfmdr1
gene.



สรุปโครงการ (Executive Summary)
ทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหม

1. ช่ือโครงการ (ภาษาไทย) การศึกษาผลของการกลายพันธุของยีน pfmdr1 ตอความไวของยา
ตานมาลาเรีย artemether และ lumefantrine (coartemether) ในเชื้อ
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4. งบประมาณทั้งโครงการ 480,000 บาท
5. ระยะเวลาดําเนินงาน 2 ป
6. ไดเสนอโครงการนี้ หรือโครงการที่มีสวนเหมือนกับเรื่องนี้บางสวนเพื่อขอทุนตอแหลงทุนอื่นที่ใด
บาง

 √  ไมไดเสนอตอแหลงทุนอื่น
7. ปญหาที่ทําการวิจัย และความสําคัญของปญหา

มาลาเรียยังคงเปนปญหาสาธารณสุขสําหรับประเทศไทย โดยเฉพาะมาลาเรียฟลซิปารัม ซ่ึงมี
ปญหาการดื้อยา Coartemether เปนยาที่มีสวนประกอบของ artemether 20 mg และ lumefantrine 120
mg ซ่ึงผลิตเพื่อที่จะนํามาใชในการรักษามาลาเรียที่เกิดจาก P.  falciparum ชนิดดื้อยานี้ การศึกษาการ
ดื้อยาในกลุม quinoline aminoalcohol ในระดับอณูพันธุกรรม พบวามีความสัมพันธกับยีน pfmdr1 มัก
พบวาลักษณะของยีนที่เปน wild type จะดื้อตอยา mefloquine, halofantrine และ quinine มากกวาเชื้อที่
มีลักษณะยีนที่กลายพันธุ (Mungthin et al., 1999; Reed et al., 2000) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการกลาย

mailto:mathirut@pmk.ac.th


พันธของ pfmdr1 ยังมีผลตอความไวของกลุมอนุพันธของยา artemisinin (Reed et al., 2000; Duraisingh
et al., 2000a) อยางไรก็ตามมีบางรายงานที่พบผลขัดแยง  coartemether คือ ยาที่เปนสวนประกอบของ
artemether อนุพันธของ artemisinin และ lumefantrine ซ่ึง lumefantrine เปนยาในกลุม quinoline ซ่ึงมี
โมเลกุลโครงสรางคลายกับ halofantrine ดังนั้นการตอบสนองตอยาทั้งสองนี้ในเชื้อ P. falciparum อาจ
ขึ้นอยูกับการกลายพันธุของยีน pfmdr1 เชนเดียวกับยาในกลุมนี้ อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานความ
สัมพันธที่แนชัด
8. วัตถุประสงค

เพื่อศึกษาผลของการกลายพันธุของยีน pfmdr1 ตอการตอบสนองตอยา artemether และ
lumefantrine (coartemether) ในเชื้อ Plasmodium  falciparum
9. ระเบียบวิธีวิจัย

เชื้อ P. falciparum ประมาณ 50 สายพันธุ จะถูกนํามาใชในการทดลองนี้ โดยใชวิธีที่เหมาะ
สม (Trager and Jensen, 1976) เพื่อนํามาทดสอบการตอบสนองตอยาโดยใชวิธีของ Desjardins et al.
(1979) ซ่ึงจะเปนการวัด hypoxanthine uptake ของเชื้อในน้ําเลี้ยงเชื้อที่มียาในความเขมขนที่ตางกัน
เปรียบเทียบกับน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไมมียา ยาจะถูกเตรียมใน methanol หรือ DMSO ในความเขมขน 10-2 M
และจะถูกเจือจางใหไดความเขมขนที่ตองการดวย complete medium เชื้อที่ใชจะถูกเจือจางใหได 1%
parasitemia และใสรวมกับน้ําเลี้ยงเชื้อที่มียาและไมมียา และเลี้ยงภายใต 93% N2, 3% O2, 4% CO2 และ
อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นใส titriated hypoxanthine และทิ้งไวภายใตสภาวะเดิม
24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะเก็บเชื้อใสแผนกรอง ทิ้งไวใหแหงและวัดระดับ hypoxanthine ดวย
scintillation counter และนํามาคํานวณหา IC50 (ความเขมขนของยาที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อได 50%) โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร GRAFIT คา IC50 ของเชื้อที่ตอบสนองตอยานี้จะเปนคาเฉลี่ย
ของการทดลองอยางนอย 3 คร้ัง

การศึกษาการกลายพันธุของยีน pfmdr1 จะทําโดยเทคนิค PCR-RFLP ซ่ึงสามารถแยกสายพันธุ
ที่มีการกลายพันธแบบ K1-type (N86Y) จาก Wild type ผลที่ไดจากการศึกษาทางพันธุกรรมนี้จะนําไป
เปรียบเทียบกับการตอบสนองของเชื้อตอยา โดยใช Chi-square หรือ Fisher Exact’s test
10. ผลวิจัย

เชื้อ P. falciparum 54 สายพันธุที่เล้ียงในหลอดทดลองถูกนํามาแยก DNA ในขณะที่เชื้ออยูใน
ระยะ trophozoite โดยใช Chelex® การศึกษาแยกสายพันธุ (DNA fingerprinting) ของเชื้อสามารถทําได
โดยเทคนิค multiplex PCR โดยนํา DNA ที่แยกไดจากเชื้อมา amplified โดย PCR ซ่ึงจะใช primer คูที่
encode ยีน MSA-1, MSA-2 และ CSP พบวาเชื้อทั้ง 54 สายพันธุเปนเชื้อที่มีสายพันธุแตกตางกัน



การศึกษาการกลายพันธุของ pfmdr1 gene ทําโดยเทคนิค PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reactions-Restriction Fragment Length Polymorphism) ซ่ึงสามารถแยกสายพันธุที่มีการกลายพันธ
แบบ K1-type (N86Y) โดยใช primer ยีน pfmdr1 PCR product ที่ไดจะถูกนําไปยอยโดย restriction
endonuclease ซ่ึงจะถูกนําไปแยกดวย 2% agarose gel และตรวจดวย UV Transillumination หลังจาก
การยอมดวย ethidium bromide ซ่ึงสามารถตรวจพบลักษณะของยีน pfmdr1 ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางแสดงลักษณะของยีน pfmdr1 จากการศึกษาเชื้อ P. falciparum 54 สายพันธุ

pfmdr1
Wild type K1 type

จํานวน (%) 44 (81.5) 10 (18.5)

การทดสอบการตอบสนองตอยาพบวาเชื้อที่มี K1-type pfmdr1 มีคาเฉลี่ยของ artemether IC50
เทากับ 1.85 ± 0.7 nM เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อที่มี Wild-type pfmdr1 พบคาเฉลี่ยของ artemether IC50
เทากับ 3.9 ± 2.1 nM ซ่ึงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.000) ในขณะที่เชื้อที่มี K1-type
pfmdr1 มีคาเฉลี่ยของ lumefantrine IC50 เทากับ 40.6 ± 19.8 nM เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อที่มี Wild-type
pfmdr1 พบคาเฉลี่ยของ lumefantrine IC50 เทากับ 149.9 ± 102 nM ซ่ึงพบความแตกตางอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติ (p = 0.000) ซ่ึงจะเห็นไดวาการกลายพันธบนยีน pfmdr1 มีผลตอความไวของยา
artemether และ lumefantrine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ



เนื้อหางานวิจัย
ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย

มาลาเรียยังคงเปนปญหาสาธารณสุขสําหรับประเทศไทย โดยเฉพาะมาลาเรียฟลซิปารัมเปน
ปญหาสําคัญที่สุดเนื่องจากสามารถกอใหเกิดอาการรุนแรงจนเสียชีวิตได เชน มาลาเรียขึ้นสมอง
(cerebral malaria)  นอกจากนี้เชื้อมาลาเรียฟลซิปารัมในประเทศไทยไดพัฒนาจนสามารถลดการตอบ
สนองตอยาตานมาลาเรียไดหลายชนิดทั้งในกลุม quinolines และ antifolates ภาวะการดื้อยานี้ทวีความ
รุนแรงขึ้นเรื่อยๆ โดยเฉพาะบริเวณชายแดนไทย-กัมพูชา (อ.บอไร จ.ตราด) และชายแดนไทย-พมา (อ.
แมสอด จ.ตาก)   เนื่องจากปญหาในการดื้อยาในประเทศไทยไดมีการนํายากลุมใหมคือ กลุมอนุพันธ
ของยา artemisinin เชน artemether และ artesunate ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการรักษามาลาเรียฟลซิปารัม
เปนที่นาพอใจ ปญหาของการใหการรักษาดวยยากลุมนี้ตัวเดียว คือพบการกลับเปนซ้ํา (recrudescence)
ไดสูงโดยเฉพาะในรายที่มีอาการรุนแรงและในผูปวยที่มีเชื้อในเลือดสูง อยางไรก็ตามการกลับเปนซ้ํา
(recrudescence) นี้ไมเกี่ยวของกับการดื้อยาของเชื้อ แตอาจเกี่ยวของกับระดับของยาที่อยูในกระแสเลือด
ในชวงเวลาที่ไมนานนัก ดังนั้นในปจจุบันจึงใชกลุมอนุพันธของยา artemisinin รวมกับยาในกลุมที่มีคา
คร่ึงชีวิตยาว เชน mefloquine เปนตน และยังเปนเหตุผลของการผลิตยาตัวใหม coartemether ซ่ึงมีสวน
ประกอบรวมระหวาง artemether 20 mg และ lumefantrine 120 mg    

สาเหตุของการดื้อยาสวนหนึ่งเกิดจากการดื้อขามระหวางยา ตัวอยางเชน ในประเทศไทยเมื่อนํา
mefloquine มาใช พบวาการตอบสนองของเชื้อตอยานี้ลดลงอยางรวดเร็วในชวงเวลาอันสั้น เนื่องจาก
mefloquine มีการดื้อขามกับ quinine และในชวงที่นํา mefloquine มาใชอยูในชวงที่ P. falciparum มี
การตอบสนองตอ quinine ลดลง (Suebsaeng et al., 1986) ดังนั้นการศึกษาการดื้อขามระหวางยาจะเปน
ขอมูลเพื่อนํามาพิจารณาการใชยาในการรักษามาลาเรียชนิดดื้อยา การดื้อขามระหวางยามักพบในยาที่
อยูในกลุมเดียวกัน เชน quinoline aminoalcohol (mefloquine และ halofantrine) อยางไรก็ตามใน P.
falciparum พบการดื้อขามระหวางยาที่มีโครงสรางแตกตางกันได เชน ยาในกลุม quinoline
aminoalcohol และกลุมอนุพันธของยา artemisinin (Basco and Le Bras, 1992; Gay et al., 1997;
Pradine et al., 1998)

การศึกษาการดื้อยาในกลุม quinoline aminoalcohol ในระดับอณูพันธุกรรม พบวามีความ
สัมพันธกับยีน pfmdr1 มักพบวาลักษณะของยีนที่เปน wild type จะดื้อตอยา mefloquine, halofantrine
และ quinine มากกวาเชื้อที่มีลักษณะยีนที่กลายพันธุ นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการกลายพันธของ
pfmdr1 ยังมีผลตอความไวของกลุมอนุพันธของยา artemisinin กลาวคือ ในเชื้อ P. falciparum ที่มียีน
pfmdr1 ชนิด wild type จะมีความไวตอยาในกลุมนี้ต่ํากวาชนิดกลายพันธุ อยางไรก็ตามมีบางรายงานที่



พบผลขัดแยง (Reed et al., 2000; Duraisingh et al., 2000a; Duraisingh et al., 2000b; Basco and
Ringwald, 2002) coartemether คือ ยาที่เปนสวนประกอบของ artemether อนุพันธของ artemisinin และ
lumefantrine ยาในกลุม quinoline ซ่ึงมีโมเลกุลโครงสรางคลายกับ halofantrine ดังนั้นการตอบสนอง
ตอยาทั้งสองนี้ในเชื้อ P. falciparum อาจขึ้นอยูกับการกลายพันธุของยีน pfmdr1 เชนเดียวกับยาในกลุม
นี้ อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานความสัมพันธที่แนชัด

วัตถุประสงคของโครงการ
เพื่อศึกษาผลของการกลายพันธุของยีน pfmdr1 ตอการตอบสนองตอยา artemether และ

lumefantrine (coartemether) ในเชื้อ Plasmodium  falciparum

ผลงานวิจัยที่เกี่ยวของ
Coartemether เปนยาที่มีสวนประกอบของ artemether 20 mg และ lumefantrine 120 mg ซ่ึง

ผลิตมาเพื่อนําใชในการรักษามาลาเรียที่เกิดจาก P.  falciparum ชนิดดื้อยา ในพื้นที่ที่มีเชื้อดื้อยาเชน
ประเทศไทย การรักษาดวย Coartemether ขนาด artemether 480 mg และ lumefantrine 2880 mg แบง
ให 6 คร้ัง ใหผลการรักษาหายขาด 96-98% (van Vugt et al., 1999; van Vugt et al., 2000; Lefèvre et al.,
2001) ดังนั้น coartemether จึงอาจใชเปนยาเลือกในการรักษามาลาเรียที่เกิดจาก P.  falciparum ชนิดดื้อ
ยาได

Lumefantrine เปน quinoline กลุม aryl amino alcohol ที่มีโครงสรางคลาย halofantrine ซ่ึงถูก
สังเคราะหขึ้นมาโดย Academy of Military Medical Sciences ปกกิ่ง ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน
ยามีฤทธิ์ฆาเชื้อมาลาเรียชนิด P.  falciparum ในกระแสเลือดระยะที่ไมใชเพศไดอยางมีประสิทธิภาพ
เชื่อวากลไกออกฤทธิ์นาจะเหมือนกับยาในกลุม quinoline ตัวอ่ืนคือ ยับยั้ง heme polymerization
(WHO, 1990) ในขณะที่ artemether เปนอนุพันธของ artemisinin สารที่สกัดไดจาก Artemisia annua
กลไกการออกฤทธิ์ยังไมทราบแนชัด ยาจะออกฤทธิ์หลังจากถูกกระตุนโดยเหล็ก ทําใหเกิดสารออก
ฤทธิ์ตอเชื้อมาลาเรียที่เฉพาะเจาะจง ยาในกลุมนี้ออกฤทธิ์ฆาเชื้อ P.  falciparum ในกระแสเลือดระยะที่
ไมใชเพศไดอยางมีประสิทธิภาพและรวดเร็ว แตมักพบวามี recrudescence ไดสูงเมื่อใชในการรักษา
เนื่องจากเปนยาที่มีคาครึ่งชีวิตสั้น ดังนั้นมักใชรวมกับยาที่มีคาครึ่งชีวิตยาว เชน mefloquine ซ่ึงก็เปน
เหตุผลในการผลิตยา coartemether ขึ้น

ถึงแมวายังไมมีรายงานยืนยันพบการดื้อกลุมอนุพันธของยา artemisinin ในการรักษาผูปวย
มาลาเรียชนิดฟลซิปารัม ในเชื้อที่มีการตอบสนองตอยา mefloquine และ halfantrine ลดลงจะพบวามี



การตอบสนองตอกลุมอนุพันธของยา artemisinin ลดลงดวย (Basco and Le Bras, 1992; Gay et al.,
1997; Pradine et al., 1998) ซ่ึงลักษณะที่พบนี้อาจเปนลักษณะของ multidrug resistance ที่พบในเชื้อ P.
falciparum การศึกษาความไวของเชื้อที่แยกไดจากผูปวยมาลาเรีย ประเทศ Gambia เมื่อควบคุมจํานวน
ของเชื้อที่ใชในการทดลองแลว Duraisingh และคณะ พบวามีการดื้อขามระหวางยา dihydroartemisinin,
mefloquine, halofantrine และ quinine

ในชวงหลายปที่ผานมามีการศึกษาถึงลักษณะ multidrug resistance ในเชื้อ P. falciparum ซ่ึงจะ
มีการดื้อขาม (cross resistance) ระหวาง mefloquine, halofantrine และ quinine กลไกการดื้อตอยาใน
กลุมนี้ในระดับอณูชีวะพบวาขึ้นอยูกับยีน pfmdr1 ยีนนี้มีความสัมพันธกับการตอบสนองตอยา
mefloquine, halofantrine และ quinine ทั้งเชื้อที่เล้ียงในหองทดลองและเชื้อที่แยกไดจากการศึกษาผูปวย
ในพื้นที่ (Wilson et al., 1989; Wilson et al., 1993; Price et al., 1999) Wilson และคณะ (1989) ศึกษา
เชื้อที่เล้ียงในหองทดลองพบวาเชื้อที่มีจํานวนชุด (copy number) ของยีน pfmdr1 มากขึ้น
(amplification) จะมีความสัมพันธกับการลดลงของการตอบสนองตอยา mefloquine, halofantrine และ
quinine หลังจากนั้นไดมีการทดสอบเชื้อที่แยกไดจากผูปวยก็พบความสัมพันธนี้เชนกัน (Wilson et al.,
1993) ถึงแมวาการศึกษาในประเทศไทยโดย Price และคณะ พบวาเชื้อ P. falciparum ที่แยกไดจากผู
ปวยที่แสดงการดื้อตอ mefloquine, halofantrine และ quinine สวนหนึ่งเทานั้นที่มีการเพิ่มจํานวนชุด
ของยีน pfmdr1 ความสัมพันธนี้ไดมีการยืนยันโดยการทดลองทําใหเชื้อดื้อตอ mefloquine (In vitro
selection for mefloquine resistance) พบวาเชื้อเหลานี้มีการเพิ่มจํานวนชุดของยีน pfmdr1 มากขึ้น
(Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994) อยางไรก็ตามการศึกษาเชื้อ P. falciparum ที่แยกไดจากผูปวย
มาลาเรีย ประเทศไทย ทั้งที่ทําโดย Price และคณะ และ Chaiyaroj และคณะ พบเชื้อที่ดื้อตอยา
mefloquine บางสายพันธุมียีน pfmdr1 ชุดเดียว นอกจากนี้ยังมีรายงานเชื้อที่ทําใหดื้อตอ mefloquine
บางสายพันธที่ไมมีการเพิ่มจํานวนชุดของยีน pfmdr1 (Lim et al., 1996) ซ่ึงผลการทดลองนี้ตรงกับที่
พบในการทดลองที่ทําใหเชื้อดื้อตอ halofantrine (In vitro selection for halofantrine resistance) เชื้อนี้
แสดงลักษณะดื้อขามตอ mefloquine และ quinine และไมพบการเพิ่มจํานวนชุดของยีน pfmdr1 เมื่อ
เทียบกับเชื้อแมพันธุ (Ritchie et al., 1996) ซ่ึงบงชี้วาเชื้อเหลานี้อาจมีกลไกการดื้อยาอื่นๆ อยางไรก็ตาม
กลไกอื่นที่เชื่อวามีผลตอทําใหเชื้อดื้อยา mefloquine, halofantrine และ quinine ในปจจุบันยังคงมีความ
เกี่ยวของกับยีน pfmdr1 กลาวคือ เชื้อที่มีลักษณะของยีนเปน wild type จะดื้อตอยากลุมนี้มากกวาเชื้อที่มี
ลักษณะยีนที่กลายพันธุ (Mungthin et al., 1999; Reed et al., 2000) ยีน pfmdr1 เปนยีนที่ highly
conserved (Foote et al., 1990; Wilson et al., 1993) ลักษณะการกลายพันธุของยีน pfmdr1 เทาที่พบใน
ปจจุบันมีเพียง 2 ลักษณะ คือ K1-type ซ่ึงพบในทวีปเอเชียและอัฟริกา และ 7G8-type ซ่ึงพบในทวีป



อเมริกาใต (Foote et al., 1990) โดยการกลายพันธุแบบ K1-type จะมีการเปลี่ยนแปลงของ amino acid ที่
ตําแหนง 86 จาก Asn เปน Tyr ในขณะที่การกลายพันธุแบบ 7G8-type จะมีการเปลี่ยนแปลงของ amino
acid 4 ตําแหนงรวมกัน คือ 184 (Tyr เปน Phe), 1034 (Ser เปน Cys), 1042 (Asn เปน Asp) และ 1246
(Asp เปน Tyr) การพบลักษณะการกลายพันธุของยีน pfmdr1 ในประเทศไทยพบเฉพาะแบบ K1-type
ซ่ึงถูกยืนยันโดยการศึกษาของ Chaiyaroj และคณะ และ Mungthin และคณะ ถึงแมวาเชื้อสายพันธุไทย
บางสายพันธุจะพบการกลายพันธุที่ตําแหนง 184, 1034, 1042 และ 1246 แตก็พบในอัตราสวนที่ต่ํามาก
และไมเคยพบรวมกัน (Wilson et al., 1993; Price et al., 1999; Lopes et al., 2002) ซ่ึงเปนลักษณะของ
การกลายพันธุแบบ 7G8-type นอกจากนี้การกลายพันธุเฉพาะจุดทั้ง 4 จุดนี้ไมเคยพบวามีความสัมพันธ
กับการดื้อยาในเชื้อสายพันธุที่แยกไดจากประเทศไทย (Price et al., 1999; Lopes et al., 2002)

การทดลองโดยใชระบบ Transfection ในเชื้อ P. falciparum พบวาเมื่อมีการถายทอดยีน
pfmdr1 ชนิด wild type จะทําใหเชื้อดื้อตอ mefloquine, halofantrine และ quinine มากขึ้น (Reed et al.,
2000) นอกจากยาในกลุมนี้แลวเชื้อยังมีการลดลงตอการตอบสนองตอ artemisinin ดวย ดังนั้นเมื่อนําขอ
มูลที่ไดจากการศึกษาจากเชื้อที่แยกไดจากผูปวยและเชื้อที่ทดสอบในหองทดลองแลว เชื่อวายีน pfmdr1
นอกจากจะมีผลในการกําหนดการตอบสนองตอยาในกลุม quinoline แลว นาจะมีผลตอการตอบสนอง
ตอยาในกลุม artemisinin ดวย การทดลองในเชื้อที่ไดจากการทํา genetic cross ระหวาง HB3 และ 3D7
พบวาการกลายพันธุของ amino acid ที่ตําแหนง 184 บนยีน pfmdr1 มีผลตอการตอบสนองตอกลุม
อนุพันธของยา artemisinin (Duraisingh et al., 2000a) อยางไรก็ตามเมื่อมีการศึกษาในเชื้อที่แยกไดจาก
ผูปวยมาลาเรีย ประเทศแกมเบีย ไมพบความสัมพันธนี้ แตพบวาในเชื้อที่มีการตอบสนองไวตอกลุม
อนุพันธของยา artemisinin กวา จะพบการกลายพันธุของ amino acid ที่ตําแหนง 86 บนยีน pfmdr1
(Duraisingh et al., 2000b) นอกจากนี้การศึกษาเชื้อที่แยกไดจากคนไขมาลาเรียประเทศแคมเมอรูน พบ
วาการกลายพันธุของยีน pfmdr1 ไมมีผลตอความไวของเชื้อตอกลุมอนุพันธของยา artemisinin (Basco
and Ringwald, 2002)

การศึกษาความสัมพันธของการกลายพันธุของ amino acid บนยีน pfmdr1 และยา artemether
และ lumefantrine ยังอยูในวงจํากัดและยังไมแนชัด การศึกษาเชื้อจากพื้นที่ตางๆจะเปนหลักฐานในการ
ยืนยันความสัมพันธเหลานี้

ระเบียบวิธีการวิจัย
1. เชื้อ P. falciparum ที่นํามาศึกษา
เชื้อ P. falciparum ประมาณ 50 สายพันธุ ที่เก็บอยูในถังไนโตรเจนเหลว ภาควิชาปาราสิต

วิทยา วิทยาลัยแพทยศาสตรพระมงกุฎเกลา เชื้อเหลานี้แยกไดจากผูปวยมาลาเรีย ชวงป พ.ศ. 2541-2545   



2. การเลี้ยงเชื้อ
เชื้อ P. falciparum จะถูกเลี้ยงใน sterile flask ภายใตสภาวะที่เหมาะสม (Trager and Jensen,

1976) ในเม็ดเลือดแดง (O+) ที่ถูกเลี้ยงในน้ําเล้ียงเชื้อ complete medium (RPMI1640, 10% AB serum,
2.5% ของ 1M HEPES, 0.1% ของ 10 มก./มล. Gentamicin solution) ภายใต 93% N2, 3% O2, 4% CO2

และอุณหภูมิ 37oC
ปริมาณเชื้อจะถูกตรวจโดยการยอมดวย Giemsa ทุกวัน โดยจะเจือจางเชื้อใหไดประมาณ 1-2%

parasitemia ยกเวนในกรณีที่ตองการเชื้อในเปอรเซ็นที่สูงกวานี้ เชื้อที่เหลือใชจะถูกเก็บในถังไนโตรเจน
เหลว โดยจะผสมเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อใน cryoprotectant (glycerol/sorbitol in normal saline) ในอัตรา
สวน 1:1 เมื่อตองการใชเชื้อเหลานี้สามารถเอาออกมาใชไดโดย การปนรวมกับ 3.5% NaCl และลางดวย
RPMI และเลี้ยงในสภาวะที่กลาวขางตน

3. การทดสอบการตอบสนองตอยา
การตอบสนองตอยาโดยใชวิธีของ Desjardins et al. (1979) ซ่ึงจะเปนการวัด hypoxanthine

uptake ของเชื้อในน้ําเลี้ยงเชื้อที่มียาในความเขมขนที่ตางกัน เปรียบเทียบกับน้ําเล้ียงเชื้อที่ไมมียา ยาจะ
ถูกเตรียมใน ethanol, methanol หรือ DMSO ในความเขมขน 10-2 M และจะถูกเจือจางใหไดความเขม
ขนที่ตองการดวย complete medium

เชื้อที่ใชจะถูกเจือจางใหได 1% parasitemia และใสรวมกับน้ําเล้ียงเชื้อที่มียาและไมมียา และ
เล้ียงภายใต 93% N2, 3% O2, 4% CO2 และอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นใส titriated
hypoxanthine และทิ้งไวภายใตสภาวะเดิม 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะเก็บเชื้อใสแผนกรอง ทิ้งไวใหแหง
และวัดระดับ hypoxanthine ดวย scintillation counter

คาที่วัดไดในเชื้อที่อยูในน้ําเลี้ยงที่มียา จะถูกเทียบเปนเปอรเซ็นกับเชื้อที่อยูในน้ําเล้ียงที่ไมมียา
ซ่ึงจะสามารถเอามาคํานวณเปน IC50 (ความเขมขนของยาที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อได
50%) โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร GRAFIT คา IC50 ของเชื้อที่ตอบสนองตอยานี้จะเปนคาเฉลี่ยของ
การทดลองอยางนอย 3 คร้ัง

4. การศึกษาทางพันธุกรรมของเชื้อโดย Polymerase Chain Reaction (PCR)
4.1 DNA extraction
เชื้อที่เล้ียงในหลอดทดลองจะถูกนํามาแยก DNA ในขณะที่เชื้ออยูในระยะ trophozoite โดยใช

Chelex®100 5% resin ในน้ํากลั่น โดยจะถูก incubate ที่ 56oC นาน 20 นาที ตามดวยที่ 100oC นาน 8
นาที



4.2 การศึกษาแยกสายพันธุ (DNA fingerprinting) ของเชื้อสามารถทําไดโดยเทคนิค multiplex
PCR โดยนํา DNA ที่แยกไดจากเชื้อมา amplified โดย PCR ซ่ึงจะใช primer คูที่ encode ยีน MSA-1,
MSA-2 และ CSP โดยเตรียมสารตั้งตนจํานวน 100 µl ประกอบดวย primer 50 pmol, dNTPs 200 mM,
genomic DNA 100-200 ng, 2 mM MgCl2 , 2.5 U Taq polymerase, 1X reaction buffer นําไป amplified
ที่ 94oC นาน 1 นาที 47oC นาน 2 นาที และ 74oC นาน 3 นาที จํานวน 30 รอบ PCR product ที่ไดจะถูก
นําไปแยกดวย 2% agarose gel จากนั้นจะถูกยอมดวย ethidium bromide และตรวจดวย UV
Transillumination

4.3 การศึกษาการกลายพันธุของ pfmdr1 gene จะทําโดยเทคนิค PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reactions-Restriction Fragment Length Polymorphism) ซ่ึงสามารถแยกสายพันธุที่มีการกลาย
พันธแบบ K1-type (N86Y) โดยใช primer ที่ encode ยีน pfmdr1 โดยเตรียมสารตั้งตนจํานวน 50 µl
ประกอบดวย primer 0.5 pmol, dNTPs 200 mM, genomic DNA 500 ng, 1.5 mM MgCl2 , 1.25 U Taq
polymerase, 1X reaction buffer นําไป amplified ที่ 95oC นาน 1 นาที 56oC นาน 1 นาที และ 72oC นาน
1 นาที จํานวน 35 รอบ PCR product ที่ไดจะถูกนําไปยอยโดย restriction endonuclease AflIII และ
ApoI ซ่ึงจะถูกนําไปแยกดวย 2% agarose gel และตรวจดวย UV Transillumination หลังจากการยอม
ดวย ethidium bromide ผลที่ไดจากการศึกษาทางพันธุกรรมนี้จะนําไปเปรียบเทียบกับการตอบสนอง
ของเชื้อตอยา

5. การแปรผล
คาการตอบสนองของเชื้อตอยา ที่นํามารายงานจะเปนคา mean ± standard deviation ของผล

การทดลองอยางนอย 3 คร้ัง และสามารถทดสอบความแตกตางไดโดยการใช Mann-Whitney U test
จากโปรแกรม SPSS ความสัมพันธระหวางการตอบสนองตอยาและการกลายพันธุของยีนจะทดสอบ
โดยใช chi-square หรือ Fisher Exact test

เชื้อ P. falciparum 54 สายพันธุถูกนํามาเลี้ยงเพื่อทดสอบการตอบสนองตอยาทั้งสองใน
หลอดทดลอง และนํามาศึกษาหาความสัมพันธกับการกลายพันธุของ pfmdr1 gene การกลายพันธุของ
ยีนนี้จะทําโดยเทคนิค PCR-RFLP ซ่ึงสามารถแยกสายพันธุที่มีการกลายพันธแบบ K1-type (N86Y)
ออกจาก Wild-type pfmdr1



ผลการวิจัย
1. ลักษณะสายพันธุของเชื้อ
ผลการดําเนินการวิจัยพบวาเชื้อ P. falciparum 54 สายพันธุ มีเชื้อที่มี K1-type pfmdr1 อยู 10

สายพันธุคิดเปน 18.5% และพบเชื้อที่มี Wild-type pfmdr1 อยู 44 สายพันธุคิดเปน 81.5%  รูปที่ 1 แสดง
ตัวอยางของ PCR-RFLP ที่ใชตรวจสอบแยก pfmdr1 ชนิด wild type และ K1 mutation การตรวจสอบ
แยกสายพันธุโดยวิธี Multiplex PCR พบวาเชื้อทั้ง 54 สายพันธุเปนสายพันธุที่แตกตางกัน

รูปที่ 1 ตัวอยางของ PCR-RFLP เพื่อตรวจแยก pfmrd1 ชนิด wild type และ K1 mutation (KS18, PCM8
และ G112 มี pfmdr1 ชนิด wild type สวน KS17, T9/94 และ K1 มี pfmrd1 ชนิด K1 mutation)

2. การทดสอบการตอบสนองตอยาในหลอดทดลอง
ตารางที่ 1 เปนตารางแสดงผลการทดสอบการตอบสนองตอยา artemether และ lumefantrine

ซ่ึงเปนคาเฉลี่ยของผลจากการทดสอบ 3 คร้ัง การทดสอบการตอบสนองตอยา artemether เสร็จสิ้น 54
สายพันธุ พบวาคา IC50 อยูระหวาง 0.9-12 nM คาเฉลี่ยอยูที่ 3.5 nM การทดสอบการตอบสนองตอยา
lumefantrine เสร็จสิ้น 52 สายพันธุ พบวาคา IC50 อยูระหวาง 14-453 nM คาเฉลี่ยอยูที่ 128.9 nM พบวา
ยาทั้งสองมีการดื้อขามอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.003) โดยมีคา r2 = 0.399 (รูปที่ 2)



รูปที่ 2 Cross resistance ตอยา artemether และ lumefantrine ของเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิปารัม
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3. ความสัมพันธระหวางการตอบสนองตอยาและยีน pfmdr1
การทดสอบการตอบสนองตอยา artemether เสร็จสิ้นแลว 54 สายพันธุ ซ่ึงเปนเชื้อที่มี K1-

type pfmdr1 อยู 10 สายพันธุ และเชื้อที่มี  Wild-type pfmdr1 44 สายพันธุ พบวาเชื้อที่มี K1-type pfmdr1
มีคาเฉลี่ยของ artemether IC50 เทากับ 1.85 ± 0.7 nM เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อที่มี  Wild-type pfmdr1 พบ
คาเฉลี่ยของ artemether IC50 เทากับ 3.9 ± 2.1 nM ซ่ึงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p =
0.000) การทดสอบการตอบสนองตอยา lumefantrine เสร็จสิ้นแลว 52 สายพันธุ ซ่ึงเปนเชื้อที่มี K1-type
pfmdr1 อยู 10 สายพันธุ และเชื้อที่มี  Wild-type pfmdr1 42 สายพันธุ ในขณะที่เชื้อที่มี K1-type pfmdr1
มีคาเฉลี่ยของ lumefantrine IC50 เทากับ 40.6 ± 19 nM เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อที่มี  Wild-type pfmdr1
พบคาเฉลี่ยของ lumefantrine IC50 เทากับ 149.9 ± 102 nM ซ่ึงพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p < 0.001) ซ่ึงจะเห็นไดวาการกลายพันธบนยีน pfmdr1 มีผลตอความไวของยา artemether และ
lumefantrine อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ รูปที่ 3 และ 4 แสดงการเปรียบเทียบของการตอบสนองตอยาใน
เชื้อที่มียีน pfmdr1 แตกตางกัน



รูปที่ 3 การเปรียบเทียบการตอบสนองตอยา artemether ของเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิปารัมกลุมที่มียีน
pfmdr1 ชนิด wild type และ K1 mutation
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รูปที่ 4 การเปรียบเทียบการตอบสนองตอยา lumefantrine ของเชื้อมาลาเรียชนิดฟลซิปารัมกลุมที่มียีน
pfmdr1 ชนิด wild type และ K1 mutation
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Abstract

Coartemether is the combination of endoperoxide i.e. artemether and

acrylaminoalcohol i.e. lumefantrine. Recent studies showed that both sensitivities to

endoperoxides and acrylaminoalcohols in Plasmodium falciparum were modulated by the

polymorphisms of pfmdr1 gene. Using parasites isolated from the patients in the

multidrug-resistant areas i.e. Thai/Myanmar and Thai/Cambodia borders, our study also

showed those parasites containing wild-type pfmdr1 gene exhibited more resistant than

those with K1-type mutation. We also found the cross resistance between the sensitivity

to artemether and lumefantrine in these isolates. Since pfmdr1 gene can mediate the

sensitivity to both drugs so it is likely that these combinations may select for parasites

containing wild-type pfmdr1 gene.



Drug resistance in Plasmodium falciparum malaria is a major obstacle to the

effective treatment and control of this potentially life-threatening pathogen. This situation

is at its most serious in Southeast Asia, particularly along the borders of Thai-Myanmar

and Thai-Cambodia.1 Resistance to quinolines including chloroquine (CQ) and

mefloquine (MQ) was well documented in P. falciparum isolates from Thailand.2-4 In

overcome this problem, artemisinin-based combination treatments (ACTs) have been

introduced for the treatment of falciparum malaria in Thailand. Artesunate (AS) or

artemether (AM) in combination with MQ still gives an acceptable cure rate even in the

highly multidrug- resistant areas of Thailand.5-7 Artemether-lumefantrine (LF)

(Coarthem®) is the only fixed-dose formulation ACT on the WHO essential drug list.8

Recent studies from Thailand showed that the six-dose regimen of AM-LF has cure rates

of more than 96% for the treatment of falciparum malaria.9 Thus this ACT could be

included in the combination of choice.

Resistance to quinoline based antimalarials has been the focus of many

biochemical and molecular investigations. With respect to the 4-aminoquinoline

chloroquine (CQ), resistance is characterised phenotypically by reduced drug

accumulation10-13 which is partially reversible by verapamil and other so called resistance

reversers.14-15 It has indicated that pfcrt, a gene encoding a 424-amino-acid, digestive

vacuole transmembrane protein plays a crucial role on CQ resistance.16 A point mutation

on pfcrt that results in replacement of lysine by threonine in the protein product, at codon

76, within this 3.1-kb gene is linked to CQ resistance in isolates collected worldwide.16-18

Transformation of CQ-sensitive isolates with T76-mutant pfcrt consistently produced

CQ-resistant clones and insertion of wild-type pfcrt caused increased sensitivity in



resistant strains.16 Despite the results from these studies, there is compelling evidence that

a second gene, pfmdr1, may also contribute to CQ resistance. The observation that

verapamil could partially reverse CQ resistance prompted the search for MDR

homologues in the malaria parasite.19-20 This resulted in the identification of pfmdr1 on

chromosome 5. A study by Reed et al. (2000) using transfection technique has

definitively confirmed its involvement in high-level CQ resistance.21

In contrast to CQ, the role of pfmdr1 on mefloquine (MQ) and halofantrine (HF)

resistance is well linked with evidences of amplification and sequence polymorphisms.21-29

The K1-type mutation of pfmdr1 showed a single amino acid polymorphism at codon 86,

which results in the substitution of asparagine for tyrosine (N86Y). The 7G8 type mutation

contains four amino acid polymorphisms; tyrosine for phenylalanine at codon 184 (Y184F),

serine for cysteine at codon 1034 (S1034C), asparagine for aspartic acid at codon 1042

(N1042D) and aspartic acid for tyrosine at codon 1246 (D1246Y).30 These two mutations

are distributed in different geographical areas. The K1-type mutation has been found in

Asian and African isolates while the 7G8-type mutation is thought to be exclusive to South

American isolates. Using an allelic exchange strategy Reed et al. (2000) demonstrated that

removal of specific polymorphisms in pfmdr1 and replacement with wild-type sequence

resulted in a decrease in sensitivity of MQ and HF.21 Replacement of wild-type with mutant

sequence also showed reduced MQ and HF resistance.

In this study, we investigated the influence of the mutation in pfmdr1 on the in vitro

sensitivity of Thai isolates of P. falciparum to both AM and LF which is structurally

unrelated and related, respectively to MQ.



Materials and Methods

P. falciparum strains and cultivation. Fifty four isolates of P. falciparum included 3

standard laboratory isolates i.e. K1, T994 and G112 and 51 newly adapted Thai isolates

which obtained from malarial patients presenting for treatment from the Thai-Myanmar

and Thai-Cambodia border in 2002-2004. Parasites were maintained in continuous

cultures using a modification of the method of Jensen and Trager.31 Parasites were

cultured in human erythrocytes (O+) and incubated at 37oC in narrow necked culture

flasks containing medium (RPMI 1640 with 23 mM NaHCO3, 25 mM N-(2-

hydroxyethyl)piperazine-N,-(2-ethanesulphonic acid) and 10% human AB serum.

Cultures were maintained under an atmosphere of 90% N2, 5% O2 and 5% CO2.

In vitro sensitivity assays. Sensitivity to AM and LF of P. falciparum were determined

by measurement of [3H]hypoxanthine incorporation into parasite nucleic acids as

previously described.32 Drug IC50 (i.e. concentration of drug which inhibits parasite

growth by 50%) was determined from the log dose/response relationship as fitted by

GRAFIT (Erithacus Software, Kent, England). Each value represents the mean and

standard deviation of at least three independent experiments. Statistical significance was

determined by Mann Whitney U test.

Genomic DNA extraction. Parasite DNA was extracted using Chelex-resin method.33 A

high parasitaemia pellet of P. falciparum cultures at the trophozoite stage was lysed by

incubation in 1.5 volumes of 0.15% saponin in RPMI at 37oC for 20 min. The parasites

were then washed in PBS (10 mM phosphate buffered saline, pH 7.4, 138 mM NaCl, 2.7

mM KCl). Parasite genomic DNA was extracted by adding 200 µl of the 5% chelex rasin

(Bio-Rad, U.S.A.) and incubated in a boiling water bath for 8 min. Chelex was subsequently



separated by centrifugation. The supernatant containing the DNA was then collected in a

new microcentrifuge tube. Five microliters of DNA preparation was used for 25 µl PCR

reaction.

DNA fingerprinting. Genomic variation between parasite strains was determined by a

multiplex polymerase chain reaction (PCR) method using primer pairs specific for three

independent genes, MSA-1, MSA-2 and CSP. The oligonucleotide primer sequences and

the methodology were previously described by Wooden, et al. (1992).33 The products of

PCR were separated by 2% agarose gel electrophoresis and visualised by UV

transillumination.

Mutations in the pfmdr1 gene. Nested PCR and restriction endonuclease digestion

method developed by Djimde et al. (2000) was used to determine the intra-allelic

variation of the pfmdr1 gene.34 The variation allows discrimination between the wild-type

and K1-type (N86Y).

Primer sequences used for the amplification of the pfmdr1 gene were as follows: first

amplification, MDR1 5’-ATGGGTAAAGAGCAGAAAGA-3’ and MDR2 5’-

AACGCAAGTAATACATAAAGTCA-3’; nested amplification, MDR3 5’-

TGGTAACCTCAGTATCAAAGAA-3’ and MDR4 5’-

ATAAACCTAAAAAGGAACTGG-3’. All primary PCRs included K1 DNA as a positive

control for the resistant genotype and G112 DNA (Gift from malaria research unit,

Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand) as a positive control for the sensitive

genotype. Distilled water was used as negative control. In all secondary PCRs, two negative

controls were used: the amplicon of the negative control for the first PCR and distilled

water. The PCR reactions were carried out in 25 µl volumes consisting of 2 mM MgCl2;



200 µM each of dATP, dGTP, dCTP and dTTP (Promega, U.S.A.); 20 mM Tris-HCl;

100mM KCl; 0.1 mM EDTA; 1mM DTT; 50% glycerol; 0.5% Tween; 0.5% Nonidet

P-40; 25 pmol of each primer; 2 U of Taq DNA Polymerase (Promega, U.S.A.); and 5 µl

of template DNA.  The reactions were subsequently run in the PCR machine (MJ

Research PTC-200, U.S.A.) using the following cycling conditions: 94°C for 45s (cycle1,

2min 30s), 47°C for 1 min and 62°C for 3 min (cycle 37, 10 min) for 37 cycles. The

resultant PCR amplicon was digested with one unit of AflIII at 37°C over night. For the

detection of the K1-type mutation, the enzyme cut the pfmdr1-Y86 (mutation) but not the

pfmdr1-N86 (wild-type).



Results

Molecular characterisation of the isolates. The DNA fingerprinting study of all isolates

indicated that these isolates were genetically unrelated (data not shown). Fifty four

isolates were analysed for the K1 mutation in pfmdr1 gene. Of these 10 isolates (18.5%)

contained the K1 type mutation while 44 isolates (81.5%) contained the wild type

sequence. Figure 1 showed the K1 type mutation detected by PCR-RFLP technique.

Biochemical characterisation of the isolates. All and 52 isolates were tested for

sensitivity to AM and LF, respectively. The correlation between the IC50s of AM and LF

was significant (p = 0.003) with the r2 value of 0.399. The AM IC50s of these Thai

isolates ranged between 0.9-8.9 nM. While the Gambian isolate, G112 showed rather

high IC50 compared to Thai isolates with the IC50 of 12 nM. The LF IC50s of these

isolates ranged between 14-453 nM. The mean and standard deviation of the AM and LU

IC50 were 3.5 ± 2.1 nM and 128.9 ± 101.9 nM, respectively.

Figure 1 shows the association between the polymorphisms and the sensitivity to

AM and LF.  Among the isolates with the K1 type mutation, the mean AM and LF IC50

was 1.8 ± 0.7 and 40.6 ± 19.8 nM, respectively. While wild type isolates showed the

mean AM and LF IC50 at 3.9 ± 2.1 and 149.9 ± 102 nM, repectively. The isolates

containing the K1 type mutation were significantly more sensitive to AM and LF (P <

0.001) compared to those contained wild type pfmdr1 gene.



Discussion

In recent years many studies have investigated drug sensitivity patterns in P.

falciparum isolates from various origins and biochemical and molecular observations

have been used to explain these patterns. In the present study we have restricted our

analysis to freshly collected and geographically restricted parasites from the

Thai/Myanmar and Thai/Cambodia border. The data in the present study show that those

isolates carrying the K1 mutation display greater sensitivity to both AM and LF than the

those isolates carrying the wild type gene. Using a small number of laboratory isolates,

Duraisingh et al. (2000) also showed association between increased sensitivity to the

arylaminoalcohols, i.e. MQ, HF and LF and to the endoperoxides, i.e. artemisinin,

artemether and arteflene and the presence of the K1 mutation.35 Indirect evidence that

supports the role of pfmdr1 gene was from artemether-lumefantrine clinical trial for the

treatment of falciparum malaria in Africa.36 It has been shown that an in vivo selection of

P. falciparum containing wild type pfmdr1 after exposure to the drug. DNA

fingerprinting of these isolates showed that these selected wild-type pfmdr1 parasites

were the reinfecting not recrudescence parasites. Similar to other arylaminoalcohol such

as MQ, LF has long half life so sub-therapeutic blood level might cause the selection of

more resistant parasites. This information suggests that wild-type pfmdr1 parasites which

exhibit more resistant comparing to K1-type pfmdr1 parasites were selected when the

remaining drug concentration of LF was too low.

A genetic cross study using HB3 and 3D7 clone indicated that amino acid

polymorphisms at codon 1042, one of those found in 7G8-type mutations determined the

sensitivity to AM and LF.35 A more recent study also emphasized this association. The



strong association between in vitro resistance to MQ and LF and polymorphism at codon

1042 was shown in the parasite isolates collected from the patients in the multidrug-

resistant area, Thai/Myanmar border.29 These evidences have indicated that

polymorphisms in the pfmdr1 gene are an important determinant of susceptibility to both

AM and LF.

Other molecular mechanism that may determine AM and LF sensitivity is pfmdr1

copy number. Analysis of laboratory and field parasite isolates demonstrated a strong

association of pfmdr1 gene amplification and arylaminoalcohols, MQ and HF

resistance.22, 27, 29 In vitro drug pressure experiment demonstrated the association between

MQ resistance and the amplification of pfmdr1 gene.23-24 Although some reports

contradicted this link25, 26, recent studies both in vitro and in vivo also confirm this

finding. 27, 29 It has been demonstrated that an increased pfmdr1 gene copy number was

significantly associated with higher IC50s for LF and artemisinin derivatives, i.e.

artesunate and dihydroartemisinin in the parasite isolates from Thai/Myanmar border.29

Taken together, it appears that the possession of a wild-type pfmdr1 sequence and

amplified gene copy number is strongly associated with resistance to both

acrylaminoalcohols and exdoperoxides. Cross resistance has been observed in vitro

between these two structurally unrelated antimalarial drug groups.29 We also found the

cross resistance between AM and LF. These results suggest the true multidrug resistant

phonotype of P-glycoprotein homolog 1 (Pgh1), a protein encoded by pfmdr1 gene.

The combination of endoperoxides and acrylaminoalcohols such as AS and MQ

or AM and LF have been suggested for the treatment of falciparum malaria especially in

multidrug resistance areas. The idea behind this combination is that the artemisinin



derivatives can effectively reduce parasite load while acrylaminoalcohols, the longer

half-life drugs could clear the remaining parasites. Thus the combination would be very

effective and also impede the development of resistance. However pfmdr1 gene can

mediate the sensitivity to both drug groups so it is likely that these combinations may

select for mdr-like mechanisms.

The evidence of the association between pfmdr1 gene and acrylaminoalcohols and

endoperoxides were mostly from the studies in the same geographical areas, i.e.

Southeast Asia where these combinations have been introduced. Before pfmdr1 gene

could be used as molecular markers in molecular epidemiological studies, studies from

other endemic areas are needed.
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Figure 1 Detection of K1-type mutation of pfmdr1 using PCR-RFLP



Figure 2 Box plot showing the association between pfmdr1 polymorphisms and in vitro

artemether sensitivity
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Figure 3 Box plot showing the association between pfmdr1 polymorphisms and in vitro

lumefantrine sensitivity
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ตารางผลการตอบสนองตอยาและลักษณะทางพันธุกรรมของยีน pfmdr1

สายพันธุ Artemether IC50 (nM) Lumefantrine IC50 (nM) pfmdr1
J008 0.9 19 Wild type
RN42 1.4 60 Wild type
BC033 1.5 51 Wild type
BC2 1.6 137 Wild type
RN32 1.6 34 Wild type
RN1 1.7 152 Wild type
PCM9 1.8 44 Wild type
PCM12 1.9 75 Wild type
BC039 2.1 60 Wild type
BC038 2.5 228 Wild type
RN28 2.5 129 Wild type
BC032 2.6 46 Wild type
J004 2.7 46 Wild type
PCM5 2.7 143 Wild type
BC037 2.8 79 Wild type
BC8 3 67 Wild type
PCM17 3 82 Wild type
RN35 3 95 Wild type
PCM6 3.1 356 Wild type
BC031 3.3 453 Wild type
RN14 3.3 89 Wild type
J002 3.4 250 Wild type
PCM2 3.4 64 Wild type
BC12 3.46 120 Wild type
RN13 3.6 242 Wild type
BC030 3.7 290 Wild type



KS47 3.7 . Wild type
KS33 3.8 270 Wild type
PCM3 4.3 214 Wild type
RN30 4.3 43 Wild type
J010 4.8 32 Wild type
J009 4.9 261 Wild type
BC036 5 279 Wild type
BC029 5.3 142 Wild type
J001 5.3 237 Wild type
BC027 5.6 154 Wild type
PCM16 5.7 201 Wild type
RN19 5.8 232 Wild type
RN33 6.1 125 Wild type
J007 6.6 61 Wild type
J012 6.8 305 Wild type
KS21 6.9 . Wild type
KS29 8.9 187 Wild type
G112 12 145 Wild type
RN3 0.9 21 K1 mutation
T994 0.9 22 K1 mutation
BC1 1.2 35 K1 mutation
KS17 1.4 73 K1 mutation
TM5 1.9 49 K1 mutation
BC11 2 14 K1 mutation
PCM8 2 26 K1 mutation
M12 2.5 58 K1 mutation
K1 2.8 48 K1 mutation
TM6 2.9 60 K1 mutation
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