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ABSTRACT 
 Dengue virus (DENV) infection is a global major concern with over 50 million 

reported cases a year. Presently, there are neither any approved vaccines nor effective drugs that 
are available; therefore, the development of anti-DENV drug is urgently needed. Several clinical 
reports revealed a positive association between the viremia and disease severity suggesting that the 
anti-DENV drug therapy can possibly ameliorates the disease severity as well as ending the 
transmission circuit to control the current outbreak situation. The surface envelope (E) protein of 
DENV is critical for the viral entry step which includes attachment and membrane fusion; thus, the 
blocking of envelope protein is an attractive strategy for anti-DENV drug development. This study 
aimed to search for novel peptide inhibitors to counter DENV infection through the targeting of E 
protein using a structure-based in silico design. Two selected strategies of inhibition included 
interference of membrane fusion process whereby the hydrophobic pocket on the E protein was the 
target, and the destabilization of virion structure organization through the disruption of the 
interaction between the envelope and membrane proteins, respectively. Following the first strategy, 
molecular docking technique was used to identify small peptides targeting the hydrophobic pocket. 
In the second strategy, the design of peptide inhibitor mimicking the ectodomain portion of 
membrane protein was performed to interfere with the protein-protein interaction. The designed 
peptides were tested for cytotoxicity to host cell, and its inhibitory effect on DENV foci formation 
in Vero cells. The peptide effects were further charaterized on the reduction of DENV genome, 
protein, and infectivity levels by using real-time PCR, cell-based flavivirus immunodetection and 
immunofluorence assay. Finally, the peptide inhibitory effect was tested with all four DENV 
serotypes (DENV1, DENV2, DENV3, and DENV4) in an effort to study the cross-serotype 
antiviral activity. Using a computer-aided design, peptide inhibitors targeting hydrophobic pocket 
revealed di-peptide inhibitor, Glu-Phe (EF), effectively inhibited DENV infection in cell culture 
system. Its most potential effect was observed for DENV2 with a half maximal inhibition 
concentration (IC50) of 96 μM, but it partially inhibited other serotypes. Treatment of EF at 200 
M on infected cells also significantly reduced the viral genome and protein to 83.47% and 
84.15%, respectively, corresponding to the reduction of infected cell numbers. An additional 
approach was carried out by using peptide mimicking membrane (M) protein, namely MLH40. 
Treatment of MLH40 caused the reduction of foci formation in four individual DENV serotype 
(DENV1-4) with IC50 of 24-31 μM. Further charaterization suggested that the MLH40 specifically 
blocked viral attachment to host membrane, and treatment with 100 μM could diminish 80% of 
viral attachment. The inhibitory effect of MLH40 was observed in various target cell types 
including Vero, A549, and Huh7 cells at low-micromolar level. The molecular docking technique 
suggested that MLH40 interacting with envelope proteins can disrupt their regular dimer 
conformation. The binding of peptide to the target site was a key underlining the inhibitory effect. 
In summary, the designed peptide inhibitors targeting DENV E protein on hydrophobic pocket and 
M-binding site could inhibit the virus infection in a cell culture system. The results provide proof-
of-concept for the development of antiviral therapeutic peptide inhibitors to counter DENV 
infection through the use of a structure-based design targeting conserved viral protein.  
 
KEY WORDS: DENGUE VIRUS / DENGUE INFECTION / PEPTIDE INHIBITOR / 

DRUG DESIGN  
 

158 pages 



Fac. of Grad. Studies, Mahidol Univ.  Thesis / v 

การพฒันาเปปไทดเ์พ่ือยบัย ั้งการติดเช้ือไวรัสเดงกีโดยการออกแบบดว้ยคอมพิวเตอร์และการศึกษาทางหอ้งปฏิบติัการ 
DEVELOPMENT OF PEPTIDE INHIBITORS AGAINST DENGUE VIRUS INFECTION BY IN SILICO DESIGN AND 
IN VITRO STUDIES 
 

อุษรา ปัญญา 5337423 SIBC/D    
 

ปร.ด. (ชีวเคมี) 
 

คณะกรรมการท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์: เพทาย เยน็จิตโสมนสั, Ph.D., ชชัวาลย ์ ศรีสวสัด์ิ, Ph.D., เกียรติทวี ชูวงศโ์กมล, Ph.D., 
มุทิตา จุลก่ิง Ph.D. 
 

บทคดัยอ่ 
โรคไขเ้ลือดออกจากการติดเช้ือไวรัสเดงกีเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีสาํคญัระดบัโลก ซ่ึงในแต่ละปีมีแนวโนม้

ผูป่้วยติดเช้ือไวรัสเดงกีเพ่ิมมากข้ึน  ปัจจุบนัยงัไม่มีวคัซีนป้องกนัและยารักษาโรคไขเ้ลือดออกท่ีมีความจาํเพาะ การรักษาหลกั
เป็นเพียงแบบประคบัคองอาการเท่านั้น ท่ีผา่นมาไดมี้การรายงานวา่กลุ่มผูป่้วยไขเ้ลือดออกท่ีมีความรุนแรงมากมีระดบัไวรัสใน
กระแสเลือดมากกวา่กลุ่มผูป่้วยท่ีมีความรุนแรงของโรคนอ้ย สะทอ้นใหเ้ห็นวา่ยาตา้นไวรัสมีความเป็นไดสู้งท่ีจะนาํมาใชเ้พ่ือลด
ระดบัความรุนแรงของโรคไขเ้ลือดออกได ้เพราะฉะนั้นการคน้หาและพฒันายาตา้นไวรัสจึงมีความสาํคญัและจาํเป็นเป็นอยา่งยิง่  

การยบัย ั้งกระบวนการเขา้เซลลเ์จา้บา้นของไวรัส โดยยบัย ั้งการทาํงานของโปรตีนผวิ (envelope) เป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนไวรัสท่ีจาํเป็นตอ้งอาศยัเซลลเ์จา้บา้น การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือคน้หาและพฒันายาตา้นไวรัส

ชนิดเปปไทด ์ เพ่ือยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนของไวรัสเดงกี โดยมีโปรตีนผวิ (envelope) เป็นเป้าหมาย ซ่ึงแบ่งตามกระบวนการวิจยั
เป็นสองส่วน ไดแ้ก่ การคน้หาเปปไทดโ์ดยเทคนิคทางคอมพิวเตอร์และการจาํลองเปปไทดจ์ากโปรตีนของไวรัสเอง  จากนั้น 
เปปไทดท่ี์ถูกออกแบบไดรั้บการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลแ์ละทดสอบการยบัย ั้งการติดเช้ือไวรัสเดงกีในเซลลเ์พาะเล้ียง การ
ใชเ้ทคนิคทางคอมพิวเตอร์ซ่ึงเป็นกระบวนการวิจยัแรกมีวตัถุประสงคเ์พ่ือคน้หาเปปไทดส์ายสั้น ท่ีมีความจาํเพาะต่อบริเวณ 

hydrophobic pocket บนโปรตีนผวิซ่ึงมีการรายงานวา่เป็นบริเวณท่ีมีความสาํคญัต่อการทาํงานของโปรตีน จากผลการทดลอง

พบวา่ ไดเปปไทดท่ี์ประกอบดว้ยอะมิโนเอซิด กลูตาเมทและฟีนิวอาลานิน (EF) มีความสามารถสูงสุดในการยบัย ั้งเช้ือไวรัส
เดงกีในเซลลเ์พาะเล้ียง โดยมีค่าความเขม้ขน้ท่ีสามารถลดการติดเช้ือคร่ึงหน่ึง (IC50) เท่ากบั 96 M ไดเปปไทดมี์ประสิทธิภาพ
ดีท่ีสุดในการยบัย ั้ง ไวรัสเดงกีซีโรไทป์ 2 แต่ยบัย ั้งซีโรไทป์อ่ืนไดใ้นระดบัท่ีตํ่ากวา่  กระบวนการวิจยัท่ีสองคือการจาํลองเปป

ไทดจ์ากโปรตีนของไวรัส คือ โปรตีน membrane เพ่ือรบกวนการจบักนัระหว่างโปรตีน envelope และ membrane ท่ีมีส่วน
สาํคญัในการรักษาเสถียรภาพทาง โครงสร้างของไวรัส พบวา่เปปไทดจ์าํลอง ตั้งช่ือวา่ MLH40 มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการติด
เช้ือของไวรัสเดงกีไดทุ้กซีโรไทป์ ในระดบัท่ีใกลเ้คียงกนั (IC50 ระหว่าง 24-31 μM) จากการทดสอบกลไกการทาํงานพบวา่ 
MLH40 สามารถลดความสามารถของไวรัสในการจบักบัผวิเซลลอ์ยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ นอกจากน้ีเปปไทดใ์นระดบัความ

เขม้ขน้ตํ่ายงัสามารถยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนของไวรัสเซลลเ์พาะเล้ียงหลายชนิดไดแ้ก่ Vero, A549, Huh7 จากการใชโ้ปรแกรม

คอมพิวเตอร์ในการจาํลองการจบักนัระหวา่ง MLH40 และโปรตีนผวิ พบวา่ MLH40 จบัโปรตีนผวิโดยอาศยับริเวณปลายทาง
ดา้น N-terminus โดยการจบักนัน้ีเช่ือวา่จะรบกวนโครงสร้าง dimer ของโปรตีนผวิและส่งผลต่อความสามารถในการจบักบัผวิ
เซลลข์องไวรัส  การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นถึงกระบวนคน้หายาตา้นไวรัสชนิดเปปไทดท่ี์มีประสิทธิภาพและเปปไทดท่ี์ไดจ้ากการ
ทดลองน้ีอาจจะสามารถนาํไปพฒันาต่อยอดเพ่ือการรักษาโรคไขเ้ลือดออกไดใ้นอนาคต 
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