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ABSTRACT 
Dengue virus infection is one of the most important mosquito-borne viral 

diseases, which is caused by dengue virus (DENV).  It causes a broad range of diseases 
with different clinical severity ranging from mild febrile dengue fever (DF) to severe 
dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS).  A better 
understanding of interactions between host cellular components and dengue virus proteins 
will provide insight into dengue virus replication and cellular pathogenesis.  Dengue virus 
envelope (DENV E) protein is a membrane glycoprotein that is processed in the lumen of 
the endoplasmic reticulum (ER).  It is an important component of the virion surface 
involved in viral attachment to cellular receptors, membrane fusion, and induction of 
neutralizing antibodies.  By a yeast two hybrid system, immunoglobulin binding protein 
(BiP) was identified as a domain III of DENV E binding protein.  BiP is a well 
characterized ER chaperone protein, which is stimulated by a variety of conditions that 
disturb ER function and homeostasis.  BiP was shown to be strongly up-regulated both in 
transcription and translation levels during dengue virus infection.  However, the 
significance of this relation and the interaction in dengue virus infection has not been 
thoroughly investigated.  The interaction of BiP and DENV E was confirmed by co-
immunoprecipitation and co-localization in dengue virus-infected cells.  Direct binding of 
domain III of DENV E was mapped to amino acid 467-529 in the substrate-binding 
domain of the C-terminus of BiP by the yeast two hybrid system.  To investigate the roles 
of BiP in its aspect as a receptor, an antibody against the C-terminus of BiP did not block 
dengue virus infection in Vero cells.  This result suggests that BiP does not participate in 
virus binding or virus entry in Vero cells.  Besides the interaction of BiP and DENV E, 
associations of DENV E with two other chaperones, calnexin and calreticulin, were also 
observed.  To investigate the roles of BiP in its function as a chaperone, RNAi technology 
was utilized.  Knocked down expression of BiP significantly decreased the production of 
new infectious dengue virions.  Moreover, the reduction of calnexin and calreticulin 
affected infectious virion production.  A co-localization study likely indicated that other 
DENV glycoproteins, prM and NS1 also co-localized with BiP, calnexin and calreticulin.  
These results indicate that the interaction of these three chaperones with DENV E and 
other glycoproteins plays an important role in virion production, likely facilitating proper 
folding and assembly of dengue virus proteins. 
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บทคดัยอ่ 
ไขเ้ลือดออกเป็นหน่ึงในโรคติดเช้ือจากไวรัสท่ี มียงุเป็นพาหะ  การติดเช้ือดงักล่าวทาํใหค้วามรุนแรงของโรคเกิดข้ึนได้

อยา่งหลากหลายเร่ิมตั้งแต่อาการไขธ้รรมดาจนกระทัง่ถึงไขเ้ลือดออกอยา่งรุนแรงและมีอาการช็อคร่วมดว้ย  การเขา้ใจถึงปฏิสัมพนัธท่ี์

เกิดข้ึนระหวา่งส่วนประกอบต่างๆของเซลลเ์จา้บา้นและโปรตีนของไวรัสเดงก่ีจะช่วยใหเ้ขา้ใจในการเพ่ิมจาํนวนของไวรัสเดงก่ีและพยาธิ

สภาพของเซลลใ์นขณะติดเช้ือไวรัสเดงก่ี ไดเ้ป็นอยา่งดี          โปรตีน  envelope  ของไวรัสเดงก่ี  เป็นไกลโคโปรตีนซ่ึงถูกสร้า งข้ึนภายใน

เอน็โดพลาสมิคเรติคิวลมั  โปรตีน envelope น้ีเป็นส่วนประกอบท่ีมีความสาํคญับ นผิวของไวรัส เดงก่ี ซ่ึงเก่ียวขอ้งในกระบวนการท่ีไวรัส

จบักบัตวัรับบนผิวเซลล,์ การรวมตวักบัเยือ่หุม้เซลล ์และเก่ียวขอ้งกบัการเหน่ียวนาํใหเ้กิดแอนติบอด้ีชนิด neutralization  ในการใช้ระบบ 

yeast two hybrid เพ่ือหาปฏิสัมพนัธร์ะหวา่งโปรตีน envelope กบัโปรตีนของเซลลเ์จา้บา้นนั้น พบวา่โปรตีนท่ีจบักบัอิมมูโนโกลบูลิน หรือ 

BiP เป็นโปรตีนท่ีมีความสามารถในการจบักบัส่วนท่ีสามของโปรตีน  envelope ของไวรัสเดงก่ี   โดยโปรตีน BiP เป็นหน่ึงในโปรตีนท่ีทาํ

หนา้ท่ีเป็นแชพเพอโรนในเอน็โดพลาสมิคเรติคิวลมั  โปรตีน BiP จะถูกสร้างมากข้ึนภายในเซลลเ์ม่ือมีการกระตุน้ดว้ยภาวะต่างๆท่ีสามารถ

รบกวนการทาํหนา้ท่ี และภาวะสมดุล ของเอน็โดพลาสมิคเรติคิวลมั   จากการศึกษาพบวา่ ในขณะท่ีเซลลติ์ดเช้ือไวรัสเดงก่ีนั้น  BiP ไดเ้พ่ิม

ปริมาณข้ึนทั้งในระดบัการแสดงออกของยนี และ ระดบัการแสดงออกของโปรตีน   อยา่งไรก็ตามการศึกษาถึ งความสาํคญัของการเพ่ิมข้ึน

ของ BiP รวมทั้งการปฏิสัมพนัธข์อง BiP กบัไวรัสเดงก่ี นั้นมีนอ้ยมาก  นอกจากการศึกษาโดยระบบ yeast two hybrid แลว้  การเกิด

ปฏิสัมพนัธน้ี์ไดถู้กยนืยนัวา่เกิดข้ึนจริงในเซลลท่ี์ติดเช้ือไวรัสเดงก่ีโดยการใชเ้ทคนิค co-immunoprecipitation and co-localization  งานวิจยั

น้ีมีจุดประสงค์ เพ่ือใหเ้ขา้ใจถึงความสัมพนัธด์งักล่าว โดยการเกิดปฏิสัมพนัธข์องโปรตีน BiP กบั ส่วนท่ีสามของโปรตีน  envelope นั้น

เกิดข้ึนท่ีกรดอะมิโน ตาํแหน่ง 467-529 ซ่ึงเป็นส่วนของ substrate binding domain ของโปรตีน BiP  ในการศึกษา ถึงบทบาทของ BiP ใน

การเป็นตวัรับไวรัสเดงก่ีบนผิวเซลลน์ั้น พบวา่ แอนติบอด้ี ต่อโปรตีน BiP ไม่สามารถใชใ้นการยบัย ั้งไวรัสเดงก่ีไม่ใหเ้ขา้เซลลไ์ด ้ จากผล

การทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน BiP ไม่มีส่วนเก่ียวขอ้งในการจบักบัไวรัสหรือการเขา้เซลลข์องไวรัส  นอกจากปฏิสัมพนัธ์ ของ

โปรตีน envelope กบัโปรตีน BiP แลว้นั้น ยงัพบวา่โปรตีน envelope ยงัมีปฏิสัมพนัธก์บัโปรตีนแชพเพอโรนชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ calnexin และ 

calreticulin  เพ่ือศึกษาถึงบทบาทของ BiP ในการเป็นแชพเพอโรน  เทคนิค RNAi ไดถู้กนาํมาใชเ้พ่ือลดปริมาณการแสดงออกของโปรตีน 

BiP ซ่ึงผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ จาํนวนของไวรัสเดงก่ีไดล้ดจาํนวนลงอยา่งมีนยัสาํคญั เม่ือโปรตีน  BiP ลดลง  นอกจากน้ี การลด

ปริมาณการแสดงออกของ โปรตีน  calnexin และ calreticulin มีผลใหจ้าํนวนไวรัสลดลง อยา่งมีนยัสาํคญัเช่นกนั   เม่ือพิจารณาจาก

ปฏิสัมพนัธจ์ากเทคนิค co-localization ช้ีใหเ้ห็นวา่ น่าจะมีปฏิสัมพนัธร์ะหวา่ง BiP, calnexin และ calreticulin ร่วมกบัโปรตีนอ่ืนของไวรัส

เดงก่ี เช่นโปรตีน PrM และโปรตีน NS1  ดงันั้นจากการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ปฏิสัมพนัธท่ี์เกิดข้ึ นของโปรตีนแชเพอโรนทั้งสามชนิด

กบัโปรตีน envelope รวมทั้งโปรตีนอ่ืนของไวรัสเดงก่ีนั้น  มีความสาํคญัในการสร้างไวรัสเดงก่ี   โดยเฉพาะการช่วยพบัโปรตีนของไวรัส 

เดงก่ีอยา่งเหมาะสมไปจนถึงการประกอบรวมกนัของโปรตีนไวรัสเพ่ือสร้างไวรัสเดงก่ี 
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