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ABSTRACT 

Increased cases of dengue encephalitis have been reported worldwide. In 

order to evaluate whether dengue virus (DENV) has capacity in the induction of 

neuroinflammatory process, the pathway involving reactive oxygen species (ROS) 

production was investigated. Flavivirus, including Japanese encephalitis virus (JEV), 

Culex flavivirus (CxFV), dengue serotype 2 and 4 (DENV-2 and DENV-4, induced 

reactive oxygen species (ROS) was demonstrated in a rat microglia cell line, HAPI 

cells. The cells were challenged with flavivirus with a multiplicity of infections (MOI) 

0.01 and 0.1 for two hours of adsorption period. Intracellular ROS production and cell 

viability were determined at 6, 24, 48 and 72 hours post-infection. As demonstrated by 

increased fluorescence intensity of 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein (DCHF),  all 

viruses induced ROS production as early as at 6 hours and prolonged over 72 hours, in 

corresponding with  decreased cell viability. DENV-4 was the most potent virus in the 

induction of ROS production. Furthermore, expression of inducible nitric oxide 

synthase (iNOS), caspase-3 and activation of caspase-3 were determined at 24 hours 

post-infection. JEV, CxFV and DENV-2 with MOI 0.1 induced iNOS expression 
approximately 1.4 fold of mock control. JEV and CxFV activated caspase-3 

approximately 1.2 fold of mock control. These effects were comparable with the activity 

of lipopolysaccharide (LPS) 1 mg/ml. Interestingly, DENV-4 significantly suppressed 

iNOS expression and caspase-3 activation. These results may, at least in part, be 

explained by the levels of ROS that determine the downstream of several signalling 

pathways. In conclusion, DENV as well as CxFV have the capacity as JEV in  microglia 

activation and ROS production, which results in the alteration of microglia functions 

and survival.  
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บทคดัยอ่ 
มีรายงานการเกิดภาวะสมองอกัเสบจากการติดเช้ือไวรัสแดงก่ีเพ่ิมข้ึนทัว่โลก ซ่ึงกระบวนการเกิดการ

อกัเสบของระบบประสาทท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดรีแอคทีฟออกซิเจนสปีช่ีส์ (ROS) นั้นน่าจะเป็นกระบวนหน่ึงท่ีสามารถ
อธิบายภาวะน้ี ดงันั้นการศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือประเมินความสามารถในการเหน่ียวน าการเกิดรีแอคทีฟออกซิเจนสปี
ช่ีส์และกระบวนการเกิดการอกัเสบของระบบประสาทของไวรัสเดง็ก่ี  (DENV) ในไมโครเกลียเซลลไ์ลน์ของหนู (High 
Aggressive Proliferating Immortalized  (HAPI) cell) โดยท าการศึกษาเทียบในฟลาวไีวรัสไดแ้ก่ ไวรัสไขส้มองอกัเสบ       
แจแปนนีส (JEV) คิวเลก็ซ์ฟลาวไีวรัส (CxFV) ไวรัสแดงก่ีซีโรไทป์ 2 และ 4 (DENV-2 และ 4) ไมโครเกลียเซลลข์องหนู     
ถูกกระตุน้โดยฟลาวไีวรัสท่ีความเขม้ขน้ของไวรัสท่ี MOI 0.01 และ 0.1 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง การตรวจวดัรีแอคทีฟ
ออกซิเจนสปีช่ีส์ท่ีถูกสร้างข้ึนภายในเซลลส์ามารถวดัไดโ้ดยใชก้ารตรวจวดัค่าการเพ่ิมข้ึนของความเขม้ฟลูออเรสเซนส์ของ
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein (DCHF) และการมีชีวติอยูร่อดของเซลลท่ี์ 6, 24, 48 และ 72 ชัว่โมงหลงัถูกกระตุน้ดว้ย
ไวรัส การศึกษาพบวา่ไวรัสทุกชนิดเหน่ียวน าใหเ้กิดรีแอคทีฟออกซิเจนสปีช่ีส์ไดต้ั้งแต่ 6 ชัว่โมง ถึง 72 ชัว่โมง และมีผลให้
การอยูร่อดของเซลลล์ดลง จากการศึกษาน้ีพบวา่ไวรัสแดงก่ี-4 เป็นไวรัสท่ีมีศกัยภาพสูงสุดในการเหน่ียวน าใหเ้กิดรีแอคทีฟ
ออกซิเจนสปีช่ีส์ นอกจากน้ีท่ีเวลา 24 ชัว่โมงยงัตรวจวดัการแสดงออกของเอนซมัย ์inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
และ เอนซมัย ์ caspase-3 รวมทั้งเอนซมัย ์ caspase-3 ในรูปท่ีถูกกระตุน้ จากการศึกษาพบวา่ JEV, CxFV และ DENV-2 ท่ี
ความเขม้ขน้ของไวรัสท่ี MOI 0.1 กระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของ iNOS ประมาณ 1.4 เท่าของกลุ่มควบคุม นอกจากน้ียงั
พบวา่ JEV และ CxFV กระตุน้ caspase-3 ประมาณ 1.2 เท่าของกลุ่มควบคุม ผลท่ีเกิดข้ึนเหล่าน้ีเทียบไดก้บัความสามารถใน
การกระตุน้ของไลโปโพลีเซคคาไรด ์(LPS) ท่ีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเป็นท่ีน่าสนใจอยา่งยิง่ท่ี DENV-4 
นั้นสามารถยบัยั้งการแสดงออกของ iNOS และยบัยั้งการกระตุน้ของ caspase-3 อยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงความแตกต่างของผล
จากไวรัสน้ีอาจจะอธิบายจากความแตกต่างของระดบัรีแอคทีฟออกซิเจนสปีช่ีส์ท่ีสร้างข้ึนในเซลลซ่ึ์งมีผลกบักระบวน การ
ส่งสัญญานในเซลลค์วามส าคญัต่อการส่งสัญญาณในเซลลห์ลายกระบวนการ การศึกษาสรุปไดว้า่ DENV และ CxFV มี
ความสามารถในการกระตุน้ไมโครเกลียและการสร้างรีแอคทีฟออกซิเจนสปีช่ีส์ไดเ้ช่นเดียวกนักบัไวรัสท่ีก่อใหเ้กิดภาวะ
สมองอกัเสบ JEV ซ่ึงส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงหนา้ท่ีและการอยูร่อดของเซลลไ์มโครเกลีย 
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