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ABSTRACT 
  

A viral genome of dengue virus (DENV) is a single positive-stranded RNA 

that encodes a long polyprotein. This polyprotein is processed into three structural 

proteins and seven nonstructural proteins (NS) by a host protease and a viral protease 

(a NS3 protease and a NS2B cofactor). Proteolytic processing of the viral polyprotein 

is required for viral replication. This study purposed to determine effects of mutations 

in the viral protease focusing in the NS2B/NS3 junction on a DENV-2 replication. 

Mutant viruses were generated by a reverse genetic technique using two recombinant 

plasmids, a subclone plasmid (pCMVβ-NS2B/NS3-ΔKpn908-Nhe4543+) and a 

DENV-2 full-length cDNA plasmid [pBK(S1SP6-10723)Δ402Pst#5.14]. Regions 

encoding intended mutations at this cleavage site were excised from the subclone 

plasmids and ligated into the full-length cDNA plasmid at the corresponding region to 

generate mutant NS2B/NS3 full-length DENV-2 cDNA clones. Seven mutant RNA 

transcripts encoding alanine substitutions at amino acid positions P6, P5, P4, P3, P2, 

P1 and P1+P3, and an alanine-to-serine substitution at the P1΄ position of the 

NS2B/NS3 junction, were transfected into mosquito C6/36 cells to produce infectious 

viruses. Results showed that cultured supernatants harvested from cells transfected 

with six mutants P6A, P5A, P4A, P3A, P2A and P1΄S yield infectious viruses, 

whereas two mutants, P1A and P1A+P3A, failed for recovery of virus. In addition, 

sequencing analysis revealed that the infectious virus harvested from cultured 
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supernatant of the P2A mutant RNA-transfected cells had P2T phenotype. In the 

second attempt of generating the P2A mutant virus, the P2A+P7L mutant virus was 

recovered from P2A RNA transfection. Therefore, seven mutant viruses, P6A, P5A, 

P4A, P3A, P2T, P2A+P7L and P1΄S were examined for their abilities of replication, 

focus size formation and efficiency of NS3 cleavage from the polyprotein. When 

compared with wild type virus, the P5A, P3A and P2T viruses replicated with 

indistinguishable kinetics on both mosquito C6/36 cells and mammalian vero cells. 

Moreover, the focus sizes and NS3 productions in both cell lines were at the level of 

parental phenotype. The small focus-size mutants, P2A+P7L and P6A, replicated as 

efficiently in the C6/36 cells but their growth curves observed in the vero cells 

exhibited 100-time and 1,000-time reductions, respectively, as compared to the parent 

strain. Surprisingly, the NS3 cleavage in infected cells of both viruses showed 

compatible level as the wild type. The most affected virus tested in this study was the 

P4A+P8Q virus. Its focus size and the growth kinetics in both cell lines were lower 

than the parent virus, however its NS3 cleavage activity was not impaired. 

Unexpectedly, the mutant virus, the alanine substitution at the P1´ position with 

serine, a consensus amino acid, exhibited the small focus-size phenotype and yielded 

the reduction of NS3 processing, as observed the NS3 precursor in infected vero cells. 

Surprisingly, this P1´S virus replicated efficiently in both C6/36 and vero cells. 

Results obtained from this study showed that mutations at the P3 and P5 

positions of the DENV-2 NS2B/NS3 junction had no effect on the viral replication 

and the NS3 processing. We were unable to generate the P1A single or the P1A+P3A 

double mutant virus, which indicate that the P1 position is essential for the replication 

of dengue virus. The polar uncharged amino acid residue at the P2 position may be 

crucial for the viral growth because the P2A RNA-transfected cells produced 

P2A+P7L and P2T infectious viruses. The P2A+P7L virus showed the small focus 

phenotype and the reduction of the growth kinetics in vero cells while the P2T virus 

had the parental phenotypes. The charged amino acid residues of the P4 and P6 

positions are important because the alanine substitutions of these positions could 

affect the focus formation and the growth kinetics. When the P1´ position was 

replaced with serine, the mutant virus replicated efficiently but had the reduction of 

NS3 cleavage efficiency suggesting that alanine at this position is required for the 
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NS3 processing. Overall, the results of the NS2B/NS3 mutant infectious clone 

viruses, P6A, P5A, P4A+P8Q, P3A, P2T, P2A+P7L and P1´S viruses, indicate that 

the changing growth phenotypes in the mammalian vero cells are not due to any 

alteration in the processing of NS3 protein from the viral polyprotein.     
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บทคัดยอ 
 
 

สารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสเด็งกี่เปนโมเลกุลอารเอ็นเอสายบวกสายเด่ียวจํานวนหน่ึงสาย 
ซ่ึงกําหนดการสรางสายโพลีโปรตีนสายยาวหนึ่งเสน สายโพลีโปรตีนนี้ถูกตัดเปนโปรตีนท่ีเปน
สวนประกอบของอนุภาคไวรัส 3 โปรตีน และโปรตีนท่ีไมอยูในโครงสรางของอนุภาคไวรัส 7 
โปรตีนโดยเอนไซมโปรติเอสของเซลลโฮสตและเอนไซมโปรติเอสของไวรัส (โปรตีน NS3 เปน
เอนไซมโปรติเอสและโปรตีน NS2B เปนโคแฟคเตอร) การตัดสายโพลีโปรตีนของเช้ือไวรัส
จําเปนตอการเพ่ิมจํานวนของเช้ือไวรัส การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของมิวเตชั่นใน
เอนไซมโปรติเอสของเช้ือไวรัสบริเวณจุดตัดระหวางโปรตีน NS2B และโปรตีน NS3 ตอการเพ่ิม
จํานวนของเช้ือไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยปสอง เช้ือไวรัสกลายพันธุไดถูกสรางข้ึนโดยเทคนิค reverse 

genetic โดยใชพลาสมิด 2 ตัวคือ พลาสมิด subclone (pCMVβ-NS2B/NS3-ΔKpn908-

Nhe4543+) และพลาสมิดท่ีมี cDNA กําหนดสารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยปสอง
ท้ังหมด [pBK(S1SP6-10723)Δ402Pst#5.14] บริเวณท่ีมีมิวเตช่ันท่ีตําแหนงจุดตัดนี้ไดถูกยาย
จากพลาสมิด subclone แลวนําไปเช่ือมตอในตําแหนงท่ีเขากันไดกับพลาสมิดท่ีมี cDNA กําหนด
สารพันธุกรรมของเช้ือไวรัสท้ังหมด เพื่อท่ีจะสรางเปนพลาสมิดท่ีมี cDNA กําหนดสารพันธุกรรม
ของเช้ือไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยปสองที่มีมิวเตช่ันท่ีบริเวณจุดตัดระหวางโปรตีน NS2B และโปรตีน 

NS3 จากน้ันสายอารเอ็นเอที่มีมิวเตช่ันจํานวน 7 แบบซ่ึงมีการแทนท่ีดวยกรดอะมิโนอะลานินท่ี
ตําแหนง P6, P5, P4, P3, P2, P1 และ P1+P3 และ 1 แบบท่ีมีการแทนท่ีกรดอะมิโนอะลานินท่ี
ตําแหนง P1΄ ดวยกรดอะมิโนเซอรีน ตรงตําแหนงจุดตัดระหวางโปรตีน NS2B และโปรตีน NS3 
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ไดถูกนําเขาสูเซลลยุง C6/36 โดยวิธี transfection เพื่อใหมีการสรางไวรัสภายในเซลล ผลการ
ทดลองพบวาน้ําเล้ียงเซลลท่ีเก็บจากเซลลท่ีถูก transfected ดวยอารเอ็นเอที่มี 6 มิวเตชั่นท่ี
ตําแหนง P6A, P5A, P4A, P3A, P2A และ P1΄S สรางไวรัสออกมาได สวนอารเอ็นเอที่มี 2 มิว
เตช่ันท่ีตําแหนง P1A และ P1A+P3A ไมมีการสรางไวรัสออกมา นอกจากนี้ผลการตรวจดูลําดับ
นิวคลีโอไทดพบวาไวรัสท่ีไดจากนํ้าเล้ียงเซลลท่ีถูก transfected ดวยอารเอ็นเอท่ีมีมิวเตช่ันแบบ 
P2A ไดไวรัสท่ีมีมิวเตช่ันเปน P2T ในการสรางไวรัสคร้ังท่ีสองเพื่อใหไดไวรัสท่ีมีมิวเตช่ันเปน 
P2A พบวาไดไวรัสเปน P2A+P7L ดังนั้นไวรัสกลายพันธุท้ัง 7 สายพันธุ ไดแก P6A, P5A, 

P4A, P3A, P2T, P2A+P7L และ P1΄S ไดถูกนําไปศึกษาถึงความสามารถในการเพ่ิมจํานวน 
ลักษณะการสรางโฟกัสและประสิทธิภาพการตัดโปรตีน NS3 ออกจากสายโพลีโปรตีน พบวา
ไวรัสกลายพันธุ P5A, P3A และ P2T สามารถเพ่ิมจํานวนไดไมแตกตางจากไวรัสตนตอท้ังใน
เซลลยุง C6/36 และเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนม vero นอกจากนี้พบวาคุณสมบัติการสรางโฟกัส
และการสรางโปรตีน NS3 ในเซลลท้ัง 2 ชนิดยังใกลเคียงกับเช้ือไวรัสตนตอ สําหรับเช้ือไวรัส
กลายพันธุท่ีมีลักษณะโฟกัสขนาดเล็ก ซ่ึงคือ P2A+P7L และ P6A สามารถเพ่ิมจํานวนไดอยางมี
ประสิทธิภาพในเซลลยุง C6/36 แตเพิ่มจํานวนไดตํ่ากวาเช้ือไวรัสตนตอในเซลล vero ประมาณ
หนึ่งรอยและหนึ่งพันเทาตามลําดับ ประสิทธิภาพการตัดโปรตีน NS3 ในเซลลติดเช้ือของไวรัส
กลายพันธุท้ัง 2 สายพันธุใกลเคียงกับเช้ือไวรัสตนตอ ในการศึกษาคร้ังนี้พบวาเช้ือไวรัสกลายพันธุ
ท่ีไดรับผลกระทบมากท่ีสุดคือสายพันธุ P4A+P8Q เนื่องจากขนาดโฟกัสและการเพิ่มจํานวนใน
เซลลท้ัง 2 ชนิดลดลงจากเช้ือไวรัสตนตอ แตนาแปลกใจท่ีไมพบผลกระทบตอประสิทธิภาพการ
ตัดโปรตีน NS3 เช้ือไวรัสกลายพันธุท่ีมีการแทนท่ีกรดอะมิโนอะลานินท่ีตําแหนง P1´ ดวย
กรดอะมิโนเซอรีนซ่ึงเปนกรดอะมิโนในกลุมเดียวกัน แสดงลักษณะโฟกัสขนาดเล็กและมี
ประสิทธิภาพการตัดโปรตีน NS3 ลดลงเน่ืองจากพบโปรตีน NS3 precursor ในเซลล vero ท่ีติด
เช้ือ ท่ีนาแปลกใจคือเช้ือไวรัสนี้มีความสามารถเพิ่มจํานวนในเซลล C6/36 และเซลล vero ไดเปน
อยางดี   

ผลจากการศึกษาคร้ังนี้แสดงใหเห็นวามิวเตช่ันท่ีตําแหนง P3 และ P5 ของจุดตัดระหวาง
โปรตีน NS2B และโปรตีน NS3 ของเช้ือไวรัสเด็งกี่ซีโรทัยปสองไมมีผลกระทบตอการเพ่ิม
จํานวนของไวรัสและไมกระทบตอประสิทธิภาพการตัดโปรตีน NS3 ในการทดลองนี้ไมสามารถ
สรางไวรัสท่ีมีมิวเตช่ันท่ี P1A เพียงตําแหนงเดียวหรือมิวเตช่ัน P1A รวมกับ P3A ไดเลย จึงบงช้ี
วากรดอะมิโนท่ีตําแหนง P1 นั้นสําคัญสําหรับการเพ่ิมจํานวนของเช้ือไวรัสเด็งกี่ กรดอะมิโนท่ีมี
ข้ัวแตไมมีประจุท่ีตําแหนง P2 นาจะมีความสําคัญตอการเจริญของเช้ือไวรัสเพราะเม่ือเซลลท่ีถูก
transfected ดวยอารเอ็นเอ P2A สามารถสรางไวรัสท่ีมีมิวเตช่ัน P2A+P7L และ P2T โดยท่ีเช้ือ
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ไวรัส P2A+P7L แสดงลักษณะโฟกัสขนาดเล็กและมีการเพิ่มจํานวนของเช้ือในเซลล vero ลดลง 
ในขณะท่ีเช้ือไวรัส P2T มีลักษณะเหมือนเช้ือไวรัสตนตอ กรดอะมิโนท่ีมีประจุท่ีตําแหนง P4 และ 
P6 มีความสําคัญเพราะการแทนท่ีดวยกรดอะมิโนอะลานินท่ีตําแหนงดังกลาวมีผลกระทบตอขนาด
โฟกัสและกระทบตอการเพ่ิมจํานวนของเช้ือไวรัส เม่ือกรดอะมิโนท่ีตําแหนง P1´ ถูกแทนท่ีดวย
กรดอะมิโนเซอรีนไดไวรัสกลายพันธุท่ีเพิ่มจํานวนไดดีแตลดประสิทธิภาพการตัดโปรตีน NS3 
แสดงวากรดอะมิโนอะลานินท่ีตําแหนงนี้จําเปนสําหรับการตัดโปรตีน NS3 โดยรวมผลของ
การศึกษาในเช้ือไวรัสกลายพันธุท่ีมีมิวเตช่ันบริเวณจุดตัดระหวางโปรตีน NS2B และโปรตีน NS3 
คือเช้ือไวรัส P6A, P5A, P4A+P8Q, P3A, P2T, P2A+P7L และ P1´S บงช้ีวาการ
เปล่ียนแปลงลักษณะการเพ่ิมจํานวนของเช้ือไวรัสในเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนม vero ไมข้ึนอยูกับ
กระบวนการตัดโปรตีน NS3 ออกจากสายโพลีโปรตีน   


