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ABSTRACT 

 

 

 There are two distinguished part of actions in this research. In the first part, the 

differential profiling of glycoproteins among normal serum and lung cancer serum 

samples were compared. The glycoprotein markers in lung cancer were identified. The 

correlation of biomarkers and the developmental and progression were evaluated. Second 

part, the membrane protein markers for each type of non-small cell lung cancer (NSCLC) 

cell line were investigated and identified using proteomic approach. The differential 

protein expression profiles in the serum samples and membrane proteins were 
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hypothesized to be associated with cancer development. The normal and adenocarcinoma 

lung cancer serum samples were used to investigate the glycoprotein biomarkers. FITC-

labeled lectin staining was used for the preliminary detection of specific glycoprotein 

profiles in both of the serum samples. WGA lectin showed high specific binding with 

glycoproteins and significantly different fluorescence intensities between normal and 

lung cancer glycoproteins in serum samples. The serum samples were enriched with 

glycoproteins using WGA lectin affinity followed by a co-immunoprecipitation  with 

anti-haptoglobin. The 2-DE results showed 27 up-regulated proteins and 12 down-

regulated proteins, identified by MALDI-Q-TOF MS and MS/MS. Bioinformatic tools 

were used to search for protein ontology, category classification and prediction of 

glycosylation sites. In addition, 3 up-regulated glycoproteins (adiponectin, ceruloplasmin 

and GPI-80) and 2 down-regulated glycoproteins (cyclin H and Fyn) were correlated with 

lung cancer development. These proteins were validated by Western blot analysis. For 

proteomic analysis, the membrane proteins were extracted, from normal human lung 

bronchial epithelium cell line as BEAS-2B and NSCLC cell lines including SW900, NCI-

H838 and NCI-H661. The differential membrane proteomes and membrane associated 

protein specific to each subtype of NSCLC cell line were established. The prohibitin, 

annexin A2, Rho GDP-dissociation inhibitor 2, and transketolase were exclusively 

expressed in squamous cell lung cancer. Regarding to the large cell carcinoma cell lines, 

annexin A1, aldehyde dehydrogenase, and endoplasmin were identified as the high 

expression-level biomarkers. The alpha-enolase was found with higher expressed in all 

subtypes of NSCLC cell lines than normal lung cell line with the highest expressed in 



vi 

adenocarcinoma cell line. These membrane proteins and membrane associated proteins 

may potentially become specific biomarkers to identify each type of NSCLC and help 

increase our knowledge about lung cancer metastasis mechanism. The identified proteins 

in this research were believed as the useful biomarkers for early diagnostics and 

therapeutic applications for non small cell lung cancer.  
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บทคัดยอ 

 

 

 การศึกษานี้แบงงานออกเปนสองสวน สวนแรกมีวัตถุประสงคในการเปรียบเทียบความ

แตกตางของไกลโคโปรตีนในซีร่ัมของคนปกติและผูปวยมะเร็งปอด  และหาเอกลักษณ ของตัวบงชี้

ไกลโคโปรตีนในผูปวย รวมถึงการประเมินความสัมพันธระหวางตัวบงชี้ที่พบกับการพัฒนาลําดับขั้น

ของมะเร็งปอด  สวนที่สองมีวัตถุประสงคเพื่อสํารวจและหาเอกลักษณของเมมเบรนโปรตีนในแตละ

ชนิดยอย (subtype) ของกลุมเซลลเชื้อสายมะเร็งปอดชนิดไมใชเซลลขนาดเล็ก ( Non-small cell 
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lung cancer) ความแตกตางของการแสดงออกของตัวอยางซีร่ัมและเมมเบรนโปรตีนที่อาจเกี่ยวของกับ

การพัฒนาการของโรค  งานวิจัยนี้ไดนําตัวอยางซีร่ัมของคนปกติและซีร่ัมจากผูปวยมะเร็งปอดชนิดอดี

โนคารซิโนมา (Adenocarcinoma) มาใชในการศึกษาเบื้องตน โดยเริ่มจากการใชวิธียอมไกลโค

โปรตีนดวยเล็กตินติดฉลากฟลูออเรสเซนต (FITC-labeled lectin) เพื่อตรวจหาลักษณะเฉพาะของ

ไกลโคโปรตีนที่นาสนใจในซีร่ัมตัวอยางและพบวาวีทเจอรมแอกกลูตินิน (Wheat Germ Agglutinin 

lectin; WGA lectin) สามารถจับกับไกลโคโปรตีนในซีร่ัมตัวอยางไดมากและความเขมของฟลูออเรส

เซนตที่ยอมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางไกลโคโปรตีนในซีร่ัมปกติและซีร่ัมของผูปวย 

ดังนั้นจึงใช WGA lectin ในการแยกไกลโคโปรตีนออกจากซีร่ัมตัวอยางรวมกับการแยกโปรตีน     

เ ฮ ป โต โกลบิ น  (Haptoglobin) ออก โด ย ใ ช เ ท คนิ ค ก า ร ตกต ะกอน เ ชิ ง ภู มิ คุ ม กั น  ( co-

immunoprecipitation)  โดยใชแอนติบอดีที่จําเพาะกับโปรตีนเฮปโตโกลบิน  ผลที่ไดจากการ

วิเคราะหทางโปรติโอมิคส ดวยเจลสองมิติ (Two-dimensional electrophoresis) พบวาในซีร่ัม

ผูปวยมะเร็งปอดมีโปรตีนที่แสดงออกเพิ่มขึ้น 27 ตัว และโปรตีนที่มีแสดงออกลดลง 12 ตัว โดย

โปรตีนเหลานี้ไดหาเอกลักษณ ดวยเครื่องมือ MALDI-Q-TOF MS และ MS/MS  นอกจากนี้ยังใช

เครื่องมือทางชีวสารสนเทศ (Bioinformation tools) ในการคนหาและจําแนกคุณสมบัติ ลักษณะ

ทั่วไป หนาที่การทํางานของโปรตีน ตําแหนงที่พบและการเกิดพันธะระหวางโปรตีนกับคารโบไฮเดรท  

โดยไดยืนยันผลการแสดงออกของโปรตีนที่แสดงออกเพิ่มขึ้น 3 ตัวคือ Adiponectin Ceruloplasmin 

และ GPI-80   โปรตีนที่แสดงออกลดลงจํานวน 2 ตัว คือ Cyclin H และ Fyn  ดวยเทคนิค Western 

blot analysis   
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 สวนการศึกษาโปรติโอมิคสของเมมเบรนจากเซลลเชื้อสายปกติของปอดและเซลลเชื้อสายของ

มะเร็งปอด  เร่ิมจากการสกัดเมมเบรนโปรตีนจากเซลลเชื้อสายปอดปกติและกลุมเซลลเชื้อสายมะเร็ง

ปอดชนิดไมใชเซลลขนาดเล็ก  ทั้งสามชนิดคือ Squamous carcinoma (SW900), 

Adenocarcinoma (NCI-H838) และ Large cell carcinoma (NCI-H661)  จากการศึกษาพบวา

เมมเบรนโปรตีนและโปรตีนที่ทํางานรวมในเซลลเมมเบรน (membrane associated protein) ที่

แสดงออกในมะเร็งปอดแตละชนิดในระดับที่แตกตางกันอยางเชน Prohibitin, Annexin A1,  Rho 

GDP-dissociation inhibitor 2 และ Transketolase แสดงออกในเซลลเชื้อสายชนิด Squamous 

carcinoma มากกวามะเร็งปอดชนิดอื่นๆ ในขณะที่เซลลเชื้อสายชนิด Adenocarcinoma มีการ

แสดงออกของ Annexin A1, Aldehyde dehydrogenase และ Endoplasmin ในระดับสูง ผล

การศึกษานี้ยังพบวา Alpha-enolase แสดงออกในเซลลมะเร็งปอดชนิดไมใชเซลลขนาดเล็กใน

ระดับสูงกวาเซลลเชื้อสายปอดปกติ     ซ่ึงเมมเบรนโปรตีนเหลานี้อาจจะเปนตัวบงชี้ที่เฉพาะตอมะเร็ง

ปอดชนิดไมใชเซลลขนาดเล็กแตละชนิดยอย และเพิ่มความรูเกี่ยวกับกลไกในการเกิดการแพรกระจาย

ของมะเร็งปอด ดังนั้นการแสดงออกของไกลโคโปรตีน เมมเบรนโปรตีน และโปรตีนที่ทํางานรวมใน

เซลลเมมเบรน อาจจะเปนตัวบงชี้ที่มีศักยภาพและเปนประโยชนสําหรับการตรวจ และประยุกตใชใน

การรักษาเบื้องตนของมะเร็งปอดชนิดไมใชเซลลเล็ก 

 


