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ABSTRACT 
Dengue virus (DENV) is the cause of a life-threatening infectious 

disease affecting around 390 million people annually.  Viral non-structural protein 5 
(NS5) is known to form ribonucleic acid (RNA) replication complex with host 
partners and regulate the RNA synthesis. However, the molecular details remain 
obscure. Therefore, the understanding of the physical and biochemical nature of the 
interactions plays a pivotal role in viral research and the interactions could open an 
avenue to develop a new drug target for the dengue patients. In this study, the 
researcher studied live virus with the epitope tags inserted in viral genome 
compared to normal virus. The engineered DENV was infective in several human 
cell lines, and the tags virus showed the same viral kinetic as the parental virus. The 
tags allowed co-IP of NS5 protein from the infected cells. Utilizing recombinant 
virus, the researcher identified novel NS5-interacting partners in Huh-7 cells. This 
result revealed, for the first time, that ribonucleoproteins and fatty acid biosynthesis 
complexes were in the NS5-interacting network and worked as viral replicase 
integrators. The study generated NS5 interaction network using tagged virus for the 
first time. Moreover, dengue NS5 is a phosphor-protein which the exact role of 
phosphorylation on this protein is still under investigation. The researcher used in 
silico analysis to screen the potential kinases, which phosphorylate NS5 and the in 
vitro kinase assay were performed to confirm the specific kinases which were able 
to phosphorylate NS5 protein. The role of enzyme kinases in dengue viral infection 
was accessed by inhibitors, an activator and specific siRNAs. The research results 
indicated that PKC and Akt could act as a restricting mechanism that modulated the 
DENV replication and repressed the viral outburst in the host cells. Using combined 
in silico, genetic engineering and biochemical approaches shaded light on how the 
DENV protein interacted with various host proteins to survive, and could be 
explored for therapeutic treatment.    
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บทคดัยอ่ 

       เดงก่ีไวรัสเป็นไวรัสท่ีทาํใหผู้ติ้ดเช้ือเกิดการเสียชีวิตโดยเฉล่ียมีผูติ้ดเช้ือมากถึงประมาณ  390 ลา้น
คนต่อปี  โดยโปรตีนสาํคญัของเช้ือท่ีใชใ้นการเพ่ิมจาํนวนไวรัสคือ  NS5  ซ่ึงโปรตีนดงักล่าวจะทาํปฏิกิริยากบั
โปรตีนเจา้บา้น ทว่ากลไกลของการทาํปฎิกริยาระหว่างไวรัสโปรตีนกบัโปรตีนเจา้บา้นดงักล่าวยงัไม่มีความ
เขา้ใจท่ีชดัเจน  ดงันั้นการวจิยัความสัมพนัธ์ของปฏิกิริยาทางกายภาพ  และชีวเคมีการทาํงานร่วมกนัของโปรตีน
ของไวรัสและโปรตีนเจา้บา้น  ท่ีมีผลต่อการควบคุมการทาํงานของไวรัสโปรตีนชนิดน้ี  จึงมีความจาํเป็นในการ
เขา้ใจเพ่ือท่ีจะใชใ้นการพฒันายารักษาโรคต่อไป  งานวิจยัน้ีไดท้าํการใชเ้ช้ือไวรัสท่ีมีเปปไทดติ์ดตาม(tag)  เพ่ือ
ศึกษาความสัมพนัธ์ดงักล่าวระหว่างเจา้บา้นกบัไวรัสในสภาพท่ีใกลเ้คียงการติดเช้ือในธรรมชาติมากท่ีสุด  ทาํ
ให้งานวิจยัน้ีสามารถท่ีจะผลิตไวรัสท่ีมีคุณสมบติัเหมือนจริงตามธรรมชาติท่ีมีความสามารถในการติดต่อไดใ้น
เซลล์หลายชนิด  และเหมาะสมแก่การวิจยัแยกโปรตีน  NS5  ให้บริสุทธ์ิ  จากผลการใชโ้มเดลน้ีในการศึกษา
การรวมกลุ่มของโปรตีนระหว่างไวรัสและเจา้บา้นพบวา่ NS5  จะเขา้จบักบักลุ่มโปรตีนท่ีหลายชนิดมีหน้าท่ี
เก่ียวกบัอาร์เอ็นเอ  และกลุ่มโปรตีนท่ีทาํหน้าท่ีสังเคราะห์ไขมนัเป็นหลกั  โดยสรุปงานวิจยัน้ีเป็นการศึกษา
ระหว่างโปรตีนไวรัสและเจา้บา้นซ่ึงจะเป็นพ้ืนฐานของของการศึกษาไวรัสต่อไป  นอกจากน้ี  ในการศึกษา
ความสัมพนัธ์ท่ีควบคุมการทาํงานของโปรตีน NS5  ผูว้ิจยัไดใ้ชก้ารวิเคราะห์ทางคอมพิวเตอร์เพ่ือหาโปรตีนท่ี
สามารถเติมหมู่ฟอสเฟตใหแ้ก่  NS5  ได ้ โดยผลการวิจยัพบวา่ PKC  และ  Akt  สามารถเติมหมูฟอสเฟตใหแ้ก่  
NS5  ไดใ้นหลอดทดลอง  และการยบัย ั้งการทาํงานดว้ยสารยบัย ั้งโปรตีน  PKC และ  Akt  รวมไปถึงการลดการ
แสดงออกของยีนดงักล่าวทาํให้เกิดการเพิ่มจาํนวนของปริมาณอาร์เอน็เอของไวรัสไดดี้ยิ่งข้ึน งานวิจยัท่ีใชก้าร
ผสมผสานเทคโนโลยีทางการวิเคราะห์ขอ้มูลทางคอมพิวเตอร์  พนัธุวิศวกรรม  และชีวเคมี  สามารถทาํให้
เขา้ใจการดาํรงชีวติของไวรัสไขเ้ลือดออกและอาจนาํไปสู่การรักษาท่ีมีประสิทธิผลได ้          
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