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ABSTRACT 

Dengue virus (DENV) is a positive-sense, single-stranded RNA virus. The 

surface of the viral particle contains two transmembrane proteins, E (envelope) and M 

(membrane). The E protein is the major antigenic determinant of DENV. To date, there is 

no commercial vaccine to prevent DENV infection. Virus-like particles (VLP) are 

possible dengue vaccine candidates. This study aimed to investigate the strategies 

contributing to higher yields of DENV-2 prM-E VLPs from mammalian cell culture 

systems. Five VLPs expressing DENV-2 prM-E with some modifications were 

constructed, including constructs with and without a YPTI motif to facilitate protein 

secretion, with or without the DENV capsid (C) native signal peptide sequence, and a 

construct with the VSV-G signal sequence and codon optimization (pC2-D2-prM-E, pC2-

D2YPTI-prM-E, pC2-D2-C-prM-E, pC2-D2YPTI-C-prM-E, and pcDNA-D2opt.prM-E, 

respectively). DENV-2 VLP constructs were transfected into mammalian cells. From 

western blot analysis (WB), only cells transfected with constructs containing the C signal 

sequence (pC2-D2CprM-E and pC2-D2CYPTI) showed E protein expression, but there 

was no evidence of secretion into the media, as further verified by dot blot analysis and 

immunoprecipitation (IP) assays. Because of the deficiency of E protein expression in 

transfected cells, the presence of the VLP constructs in the transfected cells was evaluated 

by PCR.  Interestingly, the results showed that pC2-D2C-prM-E and pC2-D2YPTI-C-

prM-E plasmids, which showed expression of E protein in WB, could not be detected by 

PCR.  Stable transfection of pC2-D2C-prM-E and pC2-D2YPTI-C-prM-E was performed 

to increase E protein expressing cells. The WB of stable transfection showed E protein 

expression in cell lysates of both constructs but not in the media, and the IFA result 

showed only 20-30% of E protein expressing cells. However, E protein expression could 

be detected in cell lysates and the acetone precipitated supernatant of cells transfected with 

the pcDNA-D2opt.prM-E construct when using non-reducing loading dye as a loading 

buffer in WB. The optimal concentration that could increase the expression of E protein in 

both cells and media was determined to be 8 ug plasmid / 2.0 x 106  HEK 293 cells.  The 

addition of oleic acid to the growth media significantly increased expression of E protein 

in the transfection lysate.  Addition of the VSV-G signal sequence and codon optimization 

facilitated E protein production in a mammalian cell culture system, and the use of non-

reducing loading buffer improved the detection sensitivity. 
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       บทคดัยอ่ 
ไวรัสเด็งก่ีเป็นไวรัสท่ีมีสารพนัธุกรรมชนิดอาร์เอน็เอสายเด่ียว ซ่ึงโปรตีนเปลือกหุ้มของไวรัสประกอบดว้ยโปรตีน 

3 ชนิด ไดแ้ก่ Capsid (C), Envelope (E) และ Membrane (M) โดยโปรตีน E นั้นเป็นโปรตีนท่ีแสดงคุณสมบติัจ าเพาะทางแอนติเจน
ของไวรัส ในปัจจุบนัยงัไม่มีวคัซีนทางการคา้ท่ีใชป้้องกนัไวรัสเด็งก่ีอยา่งมีประสิทธิภาพ อยา่งไรก็ตามอนุภาคท่ีคลา้ยไวรัสเด็งก่ี 
(virus like particles) เป็นอีกหน่ึงทางเลือกส าคญัในการผลิตวคัซีน งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาวิธีท่ีช่วยเพ่ิมผลผลิตอนุภาคท่ี
คลา้ยไวรัสเด็งก่ีในเซลลส์ตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม อนุภาคท่ีคลา้ยไวรัส 5 ชนิดซ่ึงมีองคป์ระกอบหลกัคือยนี prM-E ของไวรัสเด็งก่ีซีโรไทป์
สอง (D2-prM-E) ถูกสร้างข้ึนในงานวิจยัน้ี ไดแ้ก่ pC2-D2-prM-E, pC2-D2YPTI-prM-E ประกอบดว้ยล าดบักรดอะมิโน YPTI ท่ีได้
จาก Yellow fever virus มีหนา้ท่ีช่วยในการขนส่งอนุภาคไวรัสจาก ER สู่ Golgi apparatus, pC2-D2-C-prM-E และ pC2-D2YPTI-C-
prM-E ซ่ึงประกอบดว้ยเพปไทดส่์งสัญญาณ (signal peptide) ของไวรัสเด็งก่ี และ pcDNA-D2opt.prM-E ท่ีประกอบดว้ยเพปไทดส่์ง
สญัญาณจาก Vesicular stomatitis virus (VSV-G) และปรับเปล่ียนรหสัพนัธุกรรม (codon) ของ prM-E ให้เหมาะสมกบัการแสดงออก
ในเซลลส์ตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ในการเปรียบเทียบผลผลิตของอนุภาค 4 ชนิดแรก อนุภาคแต่ละชนิดถูกน าเขา้สู่เซลลแ์ละตรวจสอบการ
ผลิตโปรตีน E ทั้งในเซลลแ์ละนอกเซลล ์ (อาหารเล้ียงเซลล)์ ดว้ยวิธี Western blot (WB) พบวา่มีเพียง pC2-D2-C-prM-E และ pC2-
D2YPTI-C-prM-E ท่ีสามารถผลิตโปรตีน E ในเซลล ์แต่ไม่สามารถตรวจพบโปรตีน E ในอาหารเล้ียงเซลลข์องทั้ง 4 อนุภาคได ้ทั้ง
โดยวิธี WB, Dot blot analysis และ Immunoprecipitation เน่ืองดว้ยความดอ้ยประสิทธิภาพในการผลิตโปรตีน E จึงมีการตรวจสอบ
การคงอยูข่องอนุภาคภายในเซลลด์ว้ยวิธี PCR และพบวา่อนุภาคท่ีสามารถตรวจพบการผลิตโปรตีนออกมาในเซลลด์ว้ยวิธี WB ไดแ้ก่ 
pC2-D2-C-prM-E และ pC2-D2YPTI-C-prM-E ไม่สามารถตรวจพบการด ารงอยูข่องอนุภาคภายในเซลล ์ดงันั้นหลงัการน าอนุภาคเขา้
สู่เซลลจึ์งคดัเลือกเฉพาะเซลลท่ี์มีอนุภาคอยู ่ โดยใชคุ้ณสมบติัการตา้นยาของอนุภาคและพบวา่เซลลท่ี์คดัเลือกสามารถผลิตโปรตีน E 
ออกมาเพียงแค่ภายในเซลล ์ ไม่พบโปรตีน E ภายนอกเซลล ์ Immunofluorescent assay แสดงให้เห็นวา่เซลลท่ี์ถูกคดัเลือกมีเพียง 20-
30% ท่ีสามารถผลิตโปรตีน E  อยา่งไรก็ตามพบวา่อนุภาค pcDNA-D2opt.prM-E สามารถผลิตโปรตีน E ทั้งภายในเซลลแ์ละสามารถ
ตรวจพบภายนอกเซลลโ์ดยการตกตะกอนโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลลด์ว้ยอะซีโตนและใช ้ loading buffer ท่ีไม่ผสม DTT ใน
กระบวนการแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าส าหรับ WB ซ่ึงปริมาณอนุภาคต่อจ านวนเซลลท่ี์เหมาะสมส าหรับขั้นตอนการน าเขา้สู่
เซลลคื์อ 8 ไมโครกรัมต่อ 1.8 x 106  เซลล ์ นอกจากนั้นการเพ่ิมกรดอะมิโนชนิดโอเลอิกในอาหารเล้ียงเซลลข์องอนุภาค pcDNA-
D2opt.prM-E มีผลให้เพ่ิมการผลิต E โปรตีนในเซลลอ์ยา่งมีนยัส าคญั ดงันั้น ทั้ง VSV-G และการปรับเปล่ียน codon สามารถช่วยเพ่ิม
การผลิตโปรตีน E ในเซลลส์ตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมได ้อีกทั้งการใชบ้ฟัเฟอร์ท่ีไม่ผสม DTT ยงัช่วยเพ่ิมความไวในการตรวจพบโปรตีน E 
ไดอี้กดว้ย           
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