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ABSTRACT 

Dengue disease is a highly prevalent mosquito-borne infection-causing millions of infections 

annually. The global rapid emergence and distribution of dengue in tropical and sub-tropical 

regions are exposing almost half of the world’s population to the threat. Dengue virus 

(DENV) causes the overexpression and secretion of many proinflammatory cytokines, 

including high-mobility group box-1 protein (HMGB1). HMGB1 is the most abundant, 

extremely conserved, ubiquitously expressed nuclear protein that executes the localization-

dependent function. HMGB1 translocation and secretion have been implicated in many 

chronic infections, metabolic disorders, cancer, and viral and inflammatory diseases. In this 

study, we explored the contribution of HMGB1 in dengue virus replication in A549 cells. 

Results showed that HMGB1 is translocated and secreted out during dengue infection. 

Moreover, blockage of HMGB1 release using ethyl pyruvate resulted in enhanced dengue 

replication and the knockdown of HMGB1 abolished viral replication. In-silico, in-

vitro assays, and co-immunoprecipitation revealed the binding of HMGB1 to both 

untranslated regions of viral RNA. This interaction further induces the expression of 

proinflammatory cytokines like TNF-α, IL-6, and IL-1β which contributes to the severity of 

DENV disease. Therefore, our study suggests that the DENV tweaks HMGB1 translocation 

and its interaction with the DENV genome to stimulate proinflammatory cytokines 

expression in A549 cells.  

DENV exploits various cellular pathways including autophagy to assure enhanced virus 

propagation. The mechanisms of DENV-mediated control of the autophagy pathway are 

largely unknown. Our investigations have revealed a novel role for HMGB1 protein in the 

regulation of the cellular autophagy process in the DENV-2 infected A549 cell line. While 

induction of autophagy by rapamycin treatment resulted in enhanced DENV-2 propagation, 

the blockade of autophagy flux with bafilomycin A1 suppressed viral replication. 
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Furthermore, siRNA-mediated silencing of HMGB1 significantly abrogated DENV-induced 

autophagy, while LPS-induced HMGB1 expression counteracted these effects. Interestingly, 

silencing of HMGB1 showed a reduction of BECN1 and stabilization of BCL-2 protein. On 

the contrary, LPS induction of HMGB1 resulted in enhanced BECN1 and a reduction in 

BCL-2 levels. This study shows that the modulation of autophagy by DENV-2 in A549 cells 

is HMGB1/ BECN1 dependent. In addition, glycyrrhizic acid (GA), a potent HMGB1 

inhibitor suppressed autophagy as well as DENV-2 replication. Altogether, our data suggest 

that HMGB1 induces BECN1-dependent autophagy to promote DENV-2 replication. 

Therefore, we postulate HMGB1 as a crucial host element promoting viral propagation and 

must be considered as an alternative approach for targeting DENV infection. The complex 

pathogenesis of DENV infection can be better resolved by understanding the complicated 

correlation between the DENV virus and its host factors. 

Growing pieces of evidence demonstrate the importance of metabolic control on 

proinflammatory response, however, the regulatory mechanism is not known. Here, we 

suggest a novel mechanism for pyruvate kinase M2 (PKM2) in mediating HMGB1 release 

during DENV infection. Results showed that the PKM2 expression and nuclear localization 

were increased in the DENV-2 infection group. Inhibition of PKM2 nuclear translocation by 

DASA-58 and ML-265 results in decreased HMGB1 release in the supernatant. Furthermore, 

we observed that DASA-58 and ML-265 resulted in reduced viral protein expression and 

autophagy. Altogether, our results shed light on an important process for metabolic regulation 

of proinflammatory response by controlling HMGB1 release and emphasize the role of a 

metabolic enzyme in understanding the DENV disease pathogenesis.  

Collectively, we have deciphered the proviral mechanism of HMGB1 in DENV virus 

replication by its interaction with the viral genome to induce a proinflammatory response and 
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inducing autophagy. Furthermore, we unravelled that release of HMGB1 during DENV 

infection is controlled metabolically by a glycolytic enzyme PKM2 expression and its nuclear 

translocation. Therefore, the molecular mechanisms associated with host factors that regulate 

inflammation must be further explored to understand the pathogenesis of severe DENV 

disease.  
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साराााांश 

डेंग ूरोग सबसे अधिक प्रचलित मच्छर जनित अबोवायरि संक्रमण है जजसके कारण प्रनतवर्ष िाखों 
संक्रमण होते हैं। उष्णकटिबंिीय और उपोष्णकटिबंिीय क्षेत्रों में डेंगू का वैजववक तेजी से उभरिा और 

ववतरण दनुिया की िगभग आिी आबादी को जोखखम में डाि रहा है। डेंगू वायरस (DENV) उच्च 

गनतशीिता समूह बॉक्स -1 प्रोिीि (HMGB1) सटहत कई प्रोइंफ्िेमेिरी साइिोककन्स की अधिकता और 

स्राव का कारण बिता है। HMGB1 सबस ेप्रचुर मात्रा में, अत्यंत संरक्षक्षत, सवषव्यापी रूप स े व्यक्त 

परमाणु प्रोिीि है जो स्थािीयकरण-निभषर कायष को प्रदशषि करता है। HMGB1 अिुवादि और स्राव को 
कई पुरािे संक्रमणों, चयापचय संबंिी ववकारों, कैंसर, वायरि और सूजि संबंिी बीमाररयों में फंसाया 
गया है। इस अध्ययि में, हमिे A549 कोलशकाओं में डेंगू वायरस प्रनतकृनत में HMGB1 के योगदाि का 
पता िगाया। पररणामों से पता चिा कक डेंगू संक्रमण के दौराि HMGB1 का स्थािान्तरण और स्राव 

होता है। इसके अिावा, एधथि पाइरूवेि का उपयोग करके HMGB1 स्राव के रुकावि के पररणामस्वरूप 

डेंग ूप्रनतकृनत में वदृ्धि हुई और HMGB1 के िॉकडाउि िे वायरि प्रनतकृनत को समाप्त कर टदया। इि-

लसलिको, इि-ववट्रो परीक्षण और सह-प्रनतरक्षादमि परीक्षण िे वायरि आरएिए के दोिों अिट्रांसिेिेड 

क्षेत्रों में HMGB1 के बंिि का खुिासा ककया। यह आगे TNF-α, IL-6, और IL-1β जैसे प्रोइंफ्िेमेिरी 
साइिोककन्स की अलभव्यजक्त को प्रेररत करती है जो डेंगू रोग की गंभीरता में योगदाि करती है। 

इसलिए, हमारे अध्ययि से पता चिता है कक डेंगू वायरस HMGB1 ट्रांसिोकेशि और डेंगू जीिोम के 

साथ इसकी पारस्पररक कक्रया को A549 कोलशकाओं में प्रोइंफ्िेमेिरी साइिोककन्स अलभव्यजक्त को 
प्रोत्साटहत करिे के लिए करता देता है। 

डेंग ूवायरस प्रसार को सुनिजवचत करिे के लिए स्‍वायत्तजीवी (ऑिोफैगी) सटहत ववलभन्ि जीवकोर्ीय 

प्रकक्रया का शोर्ण करता है। ऑिोफैगी प्रकक्रया के DENV मध्यस्थता नियंत्रण के तंत्र काफी हद तक 

अज्ञात हैं। हमारी जांच िे डेंगू वायरस  संक्रमण प्रेररत ऑिोफैगी प्रकक्रया के नियमि में HMGB1 प्रोिीि 

के लिए एक िई भूलमका का खुिासा ककया है। रैपामाइलसि उपचार द्वारा ऑिोफैगी को वदृ्धि करिे से 
डेंग ूवायरस प्रसार में वदृ्धि हुई, जबकक बाकफिोमाइलसि A1 के साथ ऑिोफैगी की रुकाव िे वायरि 

प्रनतकृनत को कम ककया। इसके अिावा, HMGB1 की siRNA की मध्यस्थता वािी साइिेंलसगं िे डेंग ू

प्रेररत ऑिोफैगी को काफी हद तक निरस्त कर टदया, जबकक LPS ि े HMGB1 अलभव्यजक्त को इि 

प्रभावों का प्रनतकार ककया। टदिचस्प बात यह है कक HMGB1 की साइिेंलसगं िे BECN1 की कमी और 

BCL-2 प्रोिीि के जस्थरीकरण को टदखाया। इसके ववपरीत, HMGB1 के LPS प्रेरण के पररणामस्वरूप 
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BECN1 में वदृ्धि हुई और BCL-2 के स्तर में कमी आई। इस अध्ययि से पता चिता है कक A549 

कोलशकाओं में डेंगू वायरस द्वारा ऑिोफैगी का नियंत्रण HMGB1 / BECN1 पर निभषर है। इसके अिावा, 
एक शजक्तशािी HMGB1 अवरोिक ग्िाइसीराइज़िक एलसड (GA) िे ऑिोफैगी के साथ-साथ DENV-2 

प्रनतकृनत को भी दबा टदया। कुि लमिाकर, हमारा जांच से पता चिता है कक HMGB1 डेंगू वायरस 

प्रनतकृनत को बढावा देिे के लिए BECN1 पर निभषर ऑिोफैगी को प्रेररत करता है। इसलिए, हम HMGB1 

को वायरि प्रसार को बढावा देिे वािे एक महत्वपूणष मेजबाि तत्व के रूप में मािते हैं और इसे डेंगू 
संक्रमण को िक्षक्षत करिे के लिए एक वैकजपपक दृजष्िकोण के रूप में मािा जािा चाटहए। डेंगू वायरस 

और इसके मेजबाि कारकों के बीच जटिि सहसंबंि को समझकर डेंगू संक्रमण के जटिि रोगजिि को 
बेहतर ढंग से हि ककया जा सकता है। 

बढते सबूत प्रोइंफ्िेमेिरी प्रनतकक्रया पर चयापचय नियंत्रण के महत्व को प्रदलशषत करते हैं, हािांकक 

नियामक तंत्र ज्ञात िही ं है। यहां, हम डेंगू वायरस सकं्रमण के दौराि HMGB1 स्राव के नियमि में 
पाइरूवेि  काइिेज M2 (PKM2) के लिए िई भूलमका का सुझाव देते हैं। हमिे देखा कक डेंगू वायरस 

संक्रमण के दौराि PKM2 अलभव्यजक्त और कोलशका कें द्रक स्थािान्तरण में वदृ्धि हुई । DASA-58 और 

ML-265 द्वारा PKM2 कोलशका कें द्रक स्थािान्तरण को रोकिे से कोलशका माध्यम में HMGB1 स्राव 

कम हो जाता है। इसके अिावा, हमिे देखा कक DASA-58 और ML-265 के पररणामस्वरूप वायरि 

प्रोिीि की अलभव्यजक्त और ऑिोफैगी कम हो गई। कुि लमिाकर, हमारे पररणाम HMGB1 स्राव को 
नियंत्रत्रत करके प्रोइंफ्िेमेिरी प्रनतकक्रया के चयापचय ववनियमि के लिए एक महत्वपूणष प्रकक्रया पर 

प्रकाश डािते हैं और डेंगू वायरस रोग रोगजिि को समझिे में चयापचय एंजाइम की भूलमका को 
उजागर करते हैं। 

 

सामूटहक रूप से, हमिे डेंगू वायरस प्रनतकृनत में HMGB1 के वायरस समथषक भूलमका को वायरि 

जीिोम के साथ परस्पर संपकष  द्वारा प्रोइंफ्िेमेिरी प्रनतकक्रया को प्रेररत करिे और ऑिोफैगी को प्रेररत 

करिे के नियमि को प्रदलशषत ककया है। इसके अिावा, हमिे यह खुिासा ककया कक डेंगू संक्रमण के 

दौराि HMGB1 की स्राव को ग्िाइकोिाइटिक एंजाइम PKM2 अलभव्यजक्त और इसके कोलशका कें द्रक 

स्थािान्तरण द्वारा चयापचय रूप से नियंत्रत्रत ककया जाता है। इसलिए, गंभीर डेंगू रोग के रोगजिि 

को समझिे के लिए पररचय प्रदाह को नियंत्रत्रत करिे वािे मेजबाि कारकों से जुडे आणववक तंत्र को 
और अधिक खोजा जािा चाटहए। 
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HIGHLIGHTS 

The salient findings of this work are as follows: 

• DENV-2 infection modulates HMGB1 protein expression and translocation in human 

lung epithelial A549 cell line. 

• HMGB1 exerts a proviral effect to facilitate DENV-2 propagation via interaction with 

the untranslated regions of the viral genome. 

• HMGB1-DENV-2 UTRs interaction mediates proinflammatory cytokine response 

which further contributes to DENV pathogenesis.  

• HMGB1 also induces a BECN1-dependent cellular autophagy pathway to assure 

enhanced DENV replication.  

• PKM2 is the metabolic key enzyme that regulates the HMGB1 release during DENV 

infection. 

• Targeting HMGB1 is a promising treatment approach for DENV disease 

management. 
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