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ABSTRACT 
  

Dengue virus causes dengue fever and the severe disease of dengue 

hemorrhagic fever. This virus is arthropod-borne pathogens of genus Flavivirus, 

family Flaviviridae. Dengue viruses contain an 11-kb single-stranded RNA genome 

of positive polarity encoding a polyprotein in an open reading frame. The polyprotein 

is processed into three structural proteins and seven nonstructural proteins by host- 

and virus-encoded proteases. Shortly before viral particles release, furin cleaves an 

envelope glycoprotein, prM, on the surface of immature virions via the specific 

recognition of the furin consensus sequence, Arg(P4)-Xaa(P3)-Lys/Arg(P2)-Arg(P1), 

where Xaa is any amino acid, just proximal to the pr-M cleavage junction, triggers the 

conversion of the immature virions into slightly smaller mature particles with smooth 

surfaces and high infectivity. Partial cleavage of dengue virus prM was detected in 

particles released from infected cells. Up-modulation of prM cleavage enhancement 

was found in the dengue mutant virus which was the substitution mutation at P3 

position of the pr-M junction, prE203A. The goal of this study purposed to test 

whether the prE203A mutation could influence the immunogenicity of dengue viruses 

when assessed using the three virulence-attenuating genetic backgrounds (16681-

3′utrΔ30, 16681-3pm and 16681-prR201H).  

A comparison of the prE203A-containing mutants with the corresponding 

parental strains revealed that the presence of the prE203A mutation was associated 
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with an enhanced prM cleavage of the extracellular virus particles. Determination of 

viral properties such as virus titers and focus size revealed that the prE203A mutation 

did not alter the infectious virus titers in both C6/36 cells and Vero cells of strain 

16681Nde(+), 16681-3′utrΔ30, and 16681-prR201H comparing with their prE203A-

containing counterparts but enhanced virus titers of 16681-3pm. Analysis of the focus 

size revealed that the presence of the prE203A mutation increased focus size of three 

attenuating viruses, 16681-3′utrΔ30, 16681-3pm, and 16681-prR201H. These results 

indicated that the prE203A mutation had a modest effect on focus size and the titers 

of amplified viruses. The study on viral replication of dengue viruses in an in vitro-

cultured cell lines (C6/36, PS and Vero) showed the similarity in the infectious virus 

titers of the mutant viruses and their prE203A-containing derivatives. These results 

revealed that the prE203A did not strongly affect the replication of mutant viruses in 

cell lines. On the other hand, a kinetic study of replication in human monocyte-

derived dendritic cells revealed small and variable effects of the prE203A mutation on 

virus titers. The results showed that there were minimal differences between 

16681Nde(+) and 16681-3′utrΔ30 with their prE203A derivatives. In the other two 

backgrounds, the presence of prE203A mutation associated with reduced titers in the 

16681-3pm, but with increased titers in the 16681-prR201H. A major goal of this 

study was to investigate whether the high proportion of the mature particles of the 

prE203A-containing viruses would enable them to be more efficient in the stimulation 

of dengue virus-specific neutralizing antibody than wild type virus in mice. When 

mice were injected with dengue virus at 1.25×104 FFU, intraperitoneal route, to 

examine the influence of the prE203A mutation on the levels of neutralizing antibody 

production employing with two virus pairs. In two groups of four mice, 16681-3pm 

injection showed that two mice produced detectable levels of neutralizing antibody on 

day 14 and increased by two folds in day 28. In the 16681-prR201H injection group, 

two and three mice contained detectable levels of neutralizing antibody on day 14 and 

there were two folds increase in titers on day 28. The prE203A mutation reduced the 

titers of neutralizing antibody against the homologous strain 16681 in sera of 

immunized mice when the focus reduction neutralization test was used. These 

indicated that the prE203A did not enhance the production of neutralizing antibody of 

the dengue virus strain that were employed (16681-3pm and 16681-prR201H). 



 
 

 

 
 

vi 
 

In conclusion, the presence of the prE203A mutation exerted a modest effect 

on an infectious virus titers, focus size, and viral replication kinetics in several cell 

lines (C6/36, PS, and Vero) but displayed a variable effect on viral replication kinetics 

in monocyte-derived dendritic cells. Nevertheless, determination of neutralizing 

antibody production in immunized mice did not reveal the enhancing effect of the 

prE203A mutation.  
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บทคัดยอ 
 

เช้ือไวรัสเด็งกี่เปนสาเหตุของโรคไขเด็งกี่และโรคไขเลือดออกท่ีรุนแรง เช้ือไวรัสชนิดนี้มี
แมลงเปนพาหะจัดอยูในสกุล Flavivirus วงศ Flaviviridae เช้ือไวรัสเด็งกี่มีสารพันธุกรรมขนาด
ประมาณ 11 กิโลเบส ซ่ึงเปนอารเอ็นเอสายบวกจํานวนหนึ่งเสนและจะถูกใชเปนแมแบบสําหรับ
การสังเคราะหโปรตีนขนาดยาว (polyprotein) จากหนึ่ง open reading frame ตอมาโปรตีนสายยาวน้ี
จะถูกตัดออกไดเปนโปรตีนโครงสราง (structural protein) 3 ชนิดและโปรตีนท่ีไมใชโครงสราง
ของอนุภาคไวรัส (nonstructural protein) อีก 7 ชนิด โดยอาศัยเอ็นไซมภายในเซลลท่ีติดเช้ือและ
เอ็นไซมของตัวไวรัสเอง ชวงเวลาส้ันๆกอนท่ีอนุภาคไวรัสจะถูกปลอยสูภายนอก โปรตีนพีอารเอ็ม
ท่ีอยูบนผิวอนุภาคจะถูกตัดดวยเอ็นไซมฟวริน (furin) โดยจดจําลําดับกรดอะมิโนท่ีจําเพาะท่ีบริเวณ
สวนตอ Arg(P4)-Xaa(P3)-Lys/Arg(P2)-Arg(P1) โดยท่ี Xaa เปนกรดอะมิโนไดทุกชนิด ซ่ึงจะทํา
ใหเกิดการจัดเรียงตัวใหมของอนุภาคท่ียังไมสมบูรณ (immature virions) เปนอนุภาคที่สมบูรณ 
(mature virions) ซ่ึงมีขนาดอนุภาคเล็กลง มีผิวอนุภาคเรียบข้ึนและมีความสามารถในการเพ่ิม
จํานวนในเซลลใหมได อนุภาคที่ปลอยจากเซลลติดเช้ือไวรัสมีการตัดโปรตีนพีอารเอ็มไมสมบูรณ 
จากการศึกษาการเปล่ียนกรดอะมิโนบริเวณจุดตัดของโปรตีนพีอารเอ็มท่ีตําแหนง P3 จากกรดอะมิ
โนกลูตามิกเปนกรดอะมิโนอะลานีน (prE203A) พบวาเพิ่มการตัดโปรตีนพีอารเอ็มไดดีข้ึน 
วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพื่อจะศึกษาผลกระทบของการกลายพันธุชนิด prE203A รวมกับ
การกลายพันธุของเช้ือไวรัสเด็งกี่ชนิดออนฤทธ์ิ 3 แบบ (16681-3'utrΔ30, 16681-3pm และ 16681-
prR201H) ในการกระตุนภูมิคุมกันตอเช้ือไวรัสเด็งกี่ 
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จากการเปรียบเทียบการตัดโปรตีนพีอารเอ็มของอนุภาคไวรัส พบวาเช้ือไวรัสท่ีมีการกลาย
พันธุแบบ prE203A รวมดวย เพิ่มการตัดโปรตีนพีอารเอ็มไดดีข้ึนเม่ือเทียบกับไวรัสแมแบบ การ
ตรวจวัดคุณสมบัติของเช้ือไวรัสไดแก การเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัสและขนาดของโฟกัส (focus 
size) พบวาการกลายพันธุแบบ prE203A ไมมีผลในการเปล่ียนแปลงปริมาณไวรัสท่ีเล้ียงในเซลลยุง 
(C6/36) และเซลลไตลิง (Vero) ของเช้ือแมแบบชนิด 16681Nde(+), 16681-3'utrΔ30 และ 16681-
prR201H แตสงผลในการเพ่ิมปริมาณไวรัสของเช้ือแมแบบ 3pm การกลายพันธุแบบ prE203A 
รวมกับการกลายพันธุของเช้ือไวรัสเด็งกี่ชนิดออนฤทธ์ิมีแนวโนมในการลดขนาดของโฟกัสของ
เช้ือไวรัสชนิดออนฤทธ์ิท้ัง 3 แบบ แสดงวาการกลายพันธุแบบ prE203A มีผลในการเปล่ียนแปลง
ของขนาดโฟกัสและปริมาณไวรัสท่ีเพิ่มจํานวนในเซลลเพาะเล้ียงเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับเช้ือ
ไวรัสแมแบบ การศึกษาการเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัสเด็งกี่ในเซลลเพาะเล้ียง 3 ชนิดไดแก เซลลยุง 
เซลลไตหมูและเซลลไตลิงของเช้ือไวรัสชนิดออนฤทธ์ิ หรือเช้ือไวรัสชนิดออนฤทธ์ิรวมกับการ
กลายพันธุแบบ prE203A ใหผลใกลเคียงกัน แสดงวาการกลายพันธุแบบ prE203A ไมมีผลในการ
เปล่ียนแปลงการเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัสเด็งกี่ในเซลลเพาะเล้ียง ในทางกลับกันการกลายพันธุแบบ 
prE203A สงผลหลากหลายแบบในการเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัสเด็งกี่ในเซลลเดนดริติค โดยสงผล
เล็กนอยในการเพิ่มจํานวนของเช้ือ 16681Nde(+) และ 16681-3'utrΔ30 การกลายพันธุแบบ 
prE203A ลดการเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัส 16681-3pm แตเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัส 16681-
prR201H วัตถุประสงคหลักของการศึกษาครั้งนี้คือการทดสอบวาเช้ือไวรัสท่ีมีการกลายพันธุแบบ 
prE203A ซ่ึงมีสัดสวนของอนุภาคท่ีสมบูรณจํานวนมากนาจะมีประสิทธิภาพในการกระตุน
สัตวทดลองใหมีการสรางภูมิคุมกันชนิด neutralizing antibody ไดดีกวาเช้ือไวรัสแมแบบ จึงทําการ
ทดลองโดยใชเช้ือแมแบบซ่ึงเปนไวรัสกลายพันธุชนิดออนฤทธ์ิ 16681-3pm และ 16681-prR201H 
รวมกับการกลายพันธุแบบ prE203A ฉีดหนูทดลองดวยปริมาณเช้ือ 1.25x104 FFU เขาทางชองทอง
เพื่อตรวจวัดปริมาณการสราง neutralizing antibody เม่ือทําการตรวจวัดซีรัมหนูดวยวิธี focus 
reduction neutralization พบวาหนู 2 ใน 4 ตัวท่ีฉีดดวย 16681-3pm ตรวจพบการสราง neutralizing 
antibody ในวันท่ี 14 และคา titer เพิ่มข้ึนเปนสองเทาในวันท่ี 28 สําหรับหนูท่ีฉีดดวย 16681-
prR201H พบวาหนู 2 ใน 4 ตัวตรวจพบการสราง neutralizing antibody ในวันท่ี 14 และเพิ่มเปน 3 
ตัวในวันท่ี 28 โดยมีคา titer เพิ่มเปนสองเทาเชนกัน การตรวจวัดในไวรัสท่ีมีการกลายพันธุแบบ 
prE203A รวมกับเช้ือแมแบบพบวาสงผลใหการสรางภูมิคุมกันชนิด neutralizing antibody ลดลง 

โดยสรุปแลวการกลายพันธุแบบ prE203A สงผลเพียงเล็กนอยตอการเปล่ียนแปลงของ
ปริมาณไวรัส ขนาดของโฟกัสและการเพิ่มจํานวนของไวรัสในเซลลเพาะเล้ียงท้ัง 3 แบบ แตใหผล
หลายรูปแบบในการเพ่ิมจํานวนของไวรัสในเซลลเดนดริติค นอกจากนั้นยังพบวาการกลายพันธุ
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แบบ prE203A รวมกับการกลายพันธุของเช้ือไวรัสชนิดออนฤทธ์ิไมมีผลในการเพิ่มการสราง
ภูมิคุมกันชนิด neutralizing antibody ตอเช้ือไวรัสเด็งกี่ 


