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ABSTRACT 

Dengue virus (DENV) infection can cause a severe and potentially life-

threatening disease – dengue hemorrhangic fever (DHF) or dengue shock syndrome (DSS). 

Currently, no licensed vaccine or specific drug is available and the pathogenic mechanism of 

DENV infection is still unclear. Excessive cytokine secretion – the so called ‘cytokine storm’, 

positively correlating with increased vascular permeability, leading to plasma leakage – a 

hallmark of DHF/DSS. Among ten DENV proteins, non-structural protein 5 (NS5) shows a 

predominant role in several types of cytokine production including IL-6, IL-8, IP-10, and IFN-

. DENV NS5 also activates the NF-B function involved in cytokine production. Even 

though some cytokine genes have been found to be induced by DENV NS5, other DHF/DSS-

immunopathogenic mediators have remained mysterious. Therefore, this work aims to 

investigate the induction of other cytokines by DENV NS5 and study the molecular 

mechanism how DENV NS5 mediates the cytokine production. Inflammatory cytokine gene 

expression profiles in HEK 293 cells infected with DENV 2 were screened by RT
2
 Profiler 

PCR Array. The cytokines that were up-regulated were studied in HEK 293 cells transfected 

with plasmid constructs expressing wild-type NS5 (WT-NS5) or mutated NS5 (MT-NS5). 

MT-NS5 was mutated at its nuclear localization sequences (NLS) to inhibit the protein 

entering into the nucleus. Then, DENV NS5-induced cytokines were selected and tested for 

differential expression when DENV NS5 is located both within and outside or only outside the 

nucleus. The luciferase reporter gene assay was performed to determine the influence of 

DENV NS5 on the cytokine gene promoter and NF-B involvement. In addition, chromatin 

immunoprecipitation (ChIP) assay was employed to examine the DNA-binding ability of NF-

B on such a gene promoter. The results demonstrated that RANTES, which can increase 

vascular permeability, was predominantly induced by DENV WT-NS5, but not by MT-NS5, 

at both mRNA and protein levels. Nuclear DENV WT-NS5 activated the RANTES promoter 

as detected by luciferase reporter assay. Increased DNA-binding activity of NF-B on the 

RANTES promoter was also demonstrated by ChIP assay. Furthermore, nuclear DENV WT-

NS5 interacted with an NF-B inhibitor, Daxx, suggesting that this interaction may liberate 

NF-B to activate the RANTES promoter. Taken together, DENV NS5 can activate RANTES 

production via its interaction with Daxx which may then liberate NF-B to bind and activate 

the RANTES promoter. 
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บทคดัยอ่ 
 การติดเช้ือไวรัสเด็งก่ีอาจจะท าให้เกิดโรคท่ีรุนแรงและเป็นอนัตรายถึงแก่ชีวิต คือ โรคไขเ้ลือดออก (DHF) และโรค
ไขเ้ลือดออกท่ีมีภาวะช็อกร่วมดว้ย (DSS)  ในปัจจุบนั ยงัไม่มีวคัซีนท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียน หรือยาท่ีจ  าเพาะในการรักษา และกลไก
พยาธิก าเนิดของโรคยงัไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั  การหลัง่ซยัโตไคน์ท่ีมากผิดปกติ ซ่ึงเรียกวา่ ‘พายซุยัโตไคน์’ มีความสัมพนัธ์กบัการผ่าน
ของสารน ้ าออกนอกหลอดเลือด น าไปสู่ภาวะร่ัวของพลาสมา ซ่ึงเป็นอาการส าคญัท่ีพบในผูป่้วยโรคไข้เลือดออก และโรค
ไขเ้ลือดออกท่ีมีภาวะช็อกร่วมดว้ย  เม่ือมีการศึกษาวา่โปรตีนชนิดใดของไวรัสเด็งกีมีบทบาทในการกระตุน้การสร้างซยัโตไคน์ พบว่า
จากโปรตีนทั้งหมด 10 ชนิดของไวรัสเด็งกี โปรตีนท่ีไม่ไดเ้ป็นส่วนประกอบของไวรัส ชนิดท่ี 5 หรือโปรตีนเอ็นเอส 5 (NS5) มี
ความสามารถท่ีเด่นชดัท่ีสุดในการกระตุน้การสร้างซยัโตไคน์หลายชนิด อาทิเช่น IL-6  IL-8  IP-10 และ IFN-  นอกจากน้ี โปรตีน
เอน็เอส 5 ยงัสามารถกระตุน้การท างานของโปรตีน NF-B ซ่ึงมีบทบาทควบคุมการสร้างซยัโตไคน์  แมว้่าซยัโตไคน์ดงักล่าว จะถูก
กระตุน้ให้มีการสร้างโดยโปรตีนเอน็เอส 5 แต่ยงัมีซยัโตไคน์ซ่ึงมีบทบาทส าคญัต่อพยาธิก าเนิดของโรคอีกหลายชนิด ท่ียงัไม่ทราบว่า
โปรตีนชนิดใดของไวรัสเป็นตวักระตุน้  ดงันั้น การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์ท่ีจะทดสอบว่าโปรตีนเอ็นเอส 5 สามารถเหน่ียวน าการ
สร้างซยัโตไคน์ชนิดอ่ืนดว้ยหรือไม่ และกลไกระดบัอณูในการเหน่ียวน าการสร้างซยัโตไคน์ของโปรตีนเอ็นเอส 5 เกิดข้ึนไดอ้ยา่งไร  
การตรวจกรองการสร้างซยัโตไคน์ของเซลล ์HEK 293 ท่ีติดเช้ือไวรัสเด็งกี กระท าโดยใชวิ้ธี RT2 Profiler PCR Array  ซยัโตไคน์ชนิด
ท่ีพบวา่มีการกระตุน้ให้สร้างมากข้ึน จะน ามาศึกษาอีกคร้ังหน่ึงในเซลล์ HEK 293 ท าให้มีการสร้างโปรตีนเอ็นเอส 5 ท่ีแตกต่างกนั 2 
แบบ  คือ โปรตีนเอน็เอส 5 แบบปกติ ซ่ึงมีการแสดงออกทั้งในไซโตพลาสมและนิวเคลียส และโปรตีนเอ็นเอส 5 แบบท่ีไม่สามารถ
เขา้สู่นิวเคลียสได ้ ซยัโตไคน์ท่ีถูกกระตุน้โดยโปรตีนเอ็นเอส 5 จะถูกเลือกเพ่ือศึกษาต่อถึงกลไกกระตุน้ดว้ยโปรตีนเอ็นเอส 5  การ
แสดงออกของโปรตีนเอ็นเอส 5 ท่ีมีต่อ promoter ของซยัโตไคน์ ท  าการศึกษาโดย Luciferase reporter gene system   บทบาทของ
โปรตีน NF-B ในการจบับน promoter ท าการศึกษาโดยวิธี chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay  ผลการศึกษาพบว่าซยัโต
ไคน์ RANTES ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการกระตุน้การผา่นของสารน ้าออกนอกหลอดเลือด ถูกกระตุน้โดยโปรตีนเอ็นเอส 5 ในนิวเคลียส ให้
มีการสร้างเพ่ิมข้ึนทั้งในระดบัอาร์เอ็นเอและโปรตีนอย่างโดดเด่นกว่าซยัโตไคน์ชนิดอ่ืน และพบว่าโปรตีนเอ็นเอส 5 กระตุน้การ 
RANTES ท างานของ RANTES promoter เม่ือศึกษาด้วยวิธี luciferase reporter assay และพบว่าโปรตีน NF-B มีการจบับน 
promoter มากข้ึนในเซลล์ท่ีมีโปรตีนเอ็นเอส 5 โดยการตรวจด้วยวิธี ChIP assay  นอกจากน้ียงัพบว่าโปรตีนเอ็นเอส 5 ท่ีอยู่ใน
นิวเคลียส มีจบักบัโปรตีน Daxx ซ่ึงท าหน้าท่ียบัย ั้งการท างานของโปรตีน NF-B ซ่ึงอาจจะท าให้โปรตีน NF-B หลุดออกมาเป็น
อิสระจากโปรตีน Daxx  ดงันั้นจึงสรุปจากผลการทดลองทั้งหมดได้ว่า โปรตีนเอ็นเอส 5 สามารถกระตุน้การสร้างซัยโตไคน์ 
RANTES-ผ่านทางการจบักบัโปรตีน Daxx ซ่ึงท าให้โปรตีน NF-B หลุดออกเป็นอิสระจากโปรตีน Daxx และเม่ือโปรตีน NF-B 
เป็นอิสระจึงจบัและกระตุน้การท างานของ RANTES promoter ในการสร้างซยัโตไคน์ RANTES 
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