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Abstract 

 

Control, and ultimately eradication of malaria will require a variety of new antimalarial drugs. 

Progress towards this goal is hampered by inadequate reverse-genetic tools for identifying drug 

targets and antimalarial mode of action. The aim of the project was to refine the glmS ribozyme 

reverse genetic tool developed in our laboratory. This tool can be used to attenuate the expression 

of essential genes, including drug targets. Clonal integrant transgenic parasites were established 

for the dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (DHFR-TS) and deoxyhypusine synthase 

(DHS) genes. For the DHS gene, transgenic parasites with both the active glmS ribozyme and the 

inactive M9 variant as a control were obtained. Up to ten-fold attenuation of target gene 

expression was observed in transgenic parasites carrying insertion of the active glmS ribozyme 

when treated with D-glucosamine (GlcN). In contrast, no significant attenuation of DHS 

expression was observed in DHS modified parasites with the M9 variant inactive ribozyme. 

Attenuation of DHFR-TS and DHS expression in transgenic parasites led to a significant growth 

defect, thus validating these genes as essential. A chemogenomic profiling method was developed 

in which growth inhibition of antimalarial compounds was quantified under normal and gene-

attenuated conditions in the transgenic parasites. The mode of action of antimalarial compounds 

was manifested as increased sensitivity to growth inhibition under gene-attenuated conditions. 

Two novel inhibitors of DHFR-TS were identified from screening the Malaria Box compound 

library of 400 compounds. Using the same method, the DHS gene was identified as the target of 

N1-guanyl-1,7-diaminoheptane, a known inhibitor of DHS enzymes in other organisms. In 

conclusion, a novel antimalarial target (the DHS gene) and the mode of action of two novel 

antimalarial compounds were identified. Future studies utilizing the tools and methods developed 

from this study could lead to identification of more drug targets and greater understanding of 

antimalarial mode of action.  
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บทคัดย่อ 
 
ในปัจจุบัน เป้าหมายในการควบคุมอัตราการเกิดโรคมาลาเรียหรือการทําให้โรคมาลาเรียหมดไปน้ัน ยังต้องอาศัย
การพัฒนายาต้านมาลาเรียใหม่ๆ เพื่อนํามาต่อสู้กับปัญหาเช้ือมาลาเรียด้ือยา อย่างไรก็ตามความคืบหน้าของการ
พัฒนายาต้านมาลาเรียยังมีข้อจํากัดอันเน่ืองมาจากการขาดแคลนเคร่ืองมือทางรีเวอร์สเจเนติกส์สําหรับการ
พิสูจน์เป้าหมายของยาใหม่ๆ และการศึกษากลไปการออกฤทธ์ิของยาใหม่ๆ โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์ใน
การนํากลิมเอสไรโบไซม์ซึ่งเป็นเครื่องมือทางรีเวอร์สเจเนติกส์ท่ีได้ถูกพัฒนาขึ้นในห้องปฏิบัติการฯ ของคณะผู้วิจัย 
มาใช้ในการศึกษายีนท่ีสําคัญรวมไปถึงการพิสูจน์ยีนท่ีอาจเป็นเป้าหมายของยาต้านมาลาเรียในเช้ือพลาสโมเดีย
มฟาลซิปารัมซ่ึงเป็นเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรคมาลาเรียในคน กลิมเอสไรโบไซม์สามารถถูกกระตุ้นด้วยน้ําตาลกลูโคซา
มีนให้ตัดสายลําดับเบสเอ็มอาร์เอ็นเอของตัวเองออก จึงมีการนํากลิมเอสไรโบไซม์มาใช้ในการควบคุมการ
แสดงออกของยีนในเช้ือมาลาเรีย ในโครงการวิจัยน้ีคณะผู้วิจัยได้สร้างเช้ือมาลาเรียปรับแต่งพันธุกรรมท่ีถูกแทรก
ลําดับเบสของกลิมเอสไรโบไซม์เข้าไปท่ีท้ายของยีนไดไฮโดรโฟเลทรีดักเทสไธมิดิเลทซินเทส (DHFR-TS) และยีน
ดีอ๊อกซีไฮพิวซีนซินเธส (DHS) ในสภาวะท่ีมีน้ําตาลกลูโคซามีนพบว่าเช้ือปรับแต่งพันธุกรรมมีการลดการ
แสดงออกของยีนดังกล่าวได้ถึงสิบเท่าเมื่อเปรียบเทียบกับในสภาวะปกติ ท้ังน้ีได้มีการสร้างเช้ือมาลาเรียปรับแต่ง
พันธุกรรมท่ีถูกแทรกลําดับเบสของกลิมเอสไรโบไซม์ชนิดกลายพันธ์ุซ่ึงจะไม่ถกูกระตุ้นด้วยนํ้าตาลกลูโคซามีนเข้า
ไปท่ีท้ายของยีน DHS อีกด้วย ในกรณีน้ีไม่พบการลดการแสดงออกของยีน DHS ในเชื้อปรับแต่งพันธุกรรมแม้ว่า
จะมีการเติมนํ้าตาลกลูโคซามีน การลดการแสดงออกของยีน DHFR-TS หรือ DHS ในเช้ือปรับแต่งพันธุกรรม 
ส่งผลให้เชื้อมีการเจริญเติบโตท่ีลดลงอย่างมีนัยสําคัญ เป็นการพิสูจน์ว่ายีนท้ังสองน้ีเป็นยีนท่ีสําคัญในเชื้อพลาสโม
เดียมฟาลซิปารัม นอกจากน้ีคณะผู้วิจัยได้พัฒนาวิธีท่ีเรียกว่า Chemogenomic profiling เพื่อพิสูจน์ยีนท่ีเป็น
เป้าหมายของสารออกฤทธ์ิต้านมาลาเรีย โดยการตรวจสอบความไวของเชื้อปรับแต่งพันธุกรรมต่อสารออกฤทธ์ิ
ต้านมาลาเรียในสภาวะท่ีถูกลดการแสดงออกของยีนเปรียบเทียบกับสภาวะปกติ จากผลการทดลองพบว่าเช้ือท่ี
ถูกลดการแสดงออกของยีนท่ีเป็นเป้าหมายของยาหรือสารออกฤทธ์ิต้านมาลาเรียจะมีความไวต่อยาหรือสารนั้นๆ
สูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับเช้ือท่ีมีการแสดงออกของยีนปกติ จากหลักการดังกล่าวคณะผู้วิจัยได้นําเช้ือปรับแต่ง
พันธุกรรมท่ีมีลําดับเบสของกลิมเอสไรโบไซม์แทรกท่ีท้ายของยีน DHFR-TS มาทดสอบกับสารออกฤทธ์ิต้าน
มาลาเรีย 400 สารจากคลังสารมาลาเรียบ๊อกซ์ ทําให้สามารถพิสูจน์กลไกการออกฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิต้าน
มาลาเรียได้ 2 สารท่ีมุ่งเป้าต่อยีน DHFR-TS และจากวิธี Chemogenomic profiling นี้สามารถพิสูจน์ได้ว่ายีน 
DHS ในเช้ือพลาสโมเดียมฟาลซิปารัมเป็นเป้าหมายของสาร N1-guanyl-1, 7-diaminoheptane ซ่ึงเป็นสาร
ยับย้ังการทํางานของโปรตีน DHS ในส่ิงมีชีวิตอื่นๆ อีกด้วย โดยสรุป โครงการวิจัยน้ีสามารถพิสูจน์ว่ายีน DHS 
เป็นเป้าหมายของยาต้านมาลาเรียใหม่ได้ และยังสามารถพิสูจน์กลไกการออกฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิต้านมาลาเรีย
ใหม่ได้อีก 2 สารอีกด้วย คณะผู้วิจัยมีความคาดหวังว่าการใช้กลิมเอสไรโบไซม์ซ่ึงเป็นเครื่องมือทางรีเวอร์สเจ
เนติกส์และการใช้วิธี Chemogenomic profiling จะสามารถนําไปสู่การพิสูจน์เป้าหมายของยาต้านมาลาเรีย
ใหม่ๆ รวมไปถึงการค้นพบกลไกการออกฤทธ์ิของยาหรือสารใหม่ๆ เพ่ิมขึ้นได้ในอนาคต   


