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ABSTRACT 

 

Lung cancer is a leading cause of cancer–related deaths worldwide. Finding 

effective biomarkers for early diagnosis would be useful for potential cure of this deadly 

disease. In previous report, the protein expression pattern of urine samples from lung 

cancer patients and healthy controls were compared using two-dimensional gel 

electrophoresis (2-DE). Intensity of GM2 activator protein (GM2AP) in lung cancer 

patients was found with 2.5-4.0 fold higher than that found in healthy controls. Hence, 

GM2AP became the protein of interest. This protein was focused because it was related 

to tumor-associated gangliosides found in cancer progression. The aim of this study was 

to investigate and validate the potential of GM2AP as a biomarker for diagnosis of lung 

cancer. First, proteomic approach was employed to confirm the increased levels of 

GM2AP in urine samples from lung cancer patients and healthy controls. The result 

revealed that GM2AP levels in subtypes of lung cancer patients were greatly over-

expressed when compared with the mean of healthy controls, consistent with the 

increase in protein spot intensity observed in the 2-DE gels. The expression levels of 

GM2AP in urine were subsequently detected by Western blot analysis and quantified 
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using ELISA. The present study also showed significantly higher urinary GM2AP level 

in patients (n= 48) compared to healthy controls (n = 44). However, the results 

remained unclear because the urine samples were from lung cancer patients, who had 

received anticancer treatments, and the amounts of urine samples from lung cancer 

patients were limited.  Therefore, we have further confirmed the expression of GM2AP 

level in a large group of lung cancer patients using urine (n =133) and serum (n = 133) 

specimens, who have not received anticancer treatments. Levels of GM2AP were 8.11 ± 

1.36 fold increases in urine and 5.41 ± 0.73 fold increases in serum of lung cancer 

patients when compared to those in healthy controls (P < 0.0001). The urinary GM2AP 

possessed an area under curve (AUC) value at 0.89 with sensitivity of 88.46% and a 

specificity of 85.71%. The serum GM2AP showed an AUC value at 0.90 with 

sensitivity of 100% and a specificity of 82.7%. Therefore, the expression of GM2AP in 

urine or serum has high accuracy as a diagnostic marker for lung cancer. Levels of 

GM2AP in urine and serum of lung cancer patients were significantly correlated with 

pathology stage (urine, P = 0.009; serum, P < 0.001). Using immunohistochemistry, the 

expression of GM2AP was found at 83.9% (122/143) of non- small cell lung cancer 

(NSCLC) patients and absence in normal tissue. The GM2AP expression was 

significantly correlated with pathology stage (P = 0.0001). Patients with higher GM2AP 

expression had shorter overall survival (P = 0.045) and disease-free survival (P = 0.049) 

than those with lower GM2AP expression, as assessed by the Kaplan-Meier method. 

Moreover, the multivariate analysis revealed that the stage (hazard ratio 0.335 [95% CI, 

0.163-0.689]; P = 0.003) and the GM2AP score (hazard ratio 0.475 [95% CI, 0.250-

0.906]; P = 0.024) were significant independent predictors of the disease free-survival. 

Stage (hazard ratio 0.364 [95% CI, 0.216-0.612]; P < 0.001) and the score (hazard ratio 

0.563 [95% CI, 0.349-0.910]; P = 0.019) were also significant independent predictors 

for overall survival. In addition, NanoLC-MS/MS provided evidence of an increase of 

GM2AP with the glycan structure identification from doublely charged ion at m/z 

1202.1025 corresponding to the structure of (Hex)3(HexNAc)2(Fuc)1 linked with 

peptide (PIIVPGNVTLSVVG). All data supported that GM2AP level in urine and 

serum can be useful diagnostic and prognostic biomarker for lung cancer. 
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บทคดัย่อ  

โรคมะเร็งปอดเป็นสาเหตุหน่ึงของการตายของโรคมะเร็งทั่วโลก การค้นหาตวับ่งช้ีทาง
ชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับการวินิจฉยัในระยะแรกจึงเป็นประโยชน์ส าหรับการรักษาโรคร้ายน้ี 
ในรายงานก่อนหนา้น้ีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในตวัอยา่งปัสสาวะจากผูป่้วยโรคมะเร็งปอด
และคนสุขภาพดีถูกน ามาเปรียบเทียบโดยใช้การวิเคราะห์ทางโปรติโอมิคส์ด้วยเจลสองมิติ  พบว่า
จีเอ็มทูแอกติเวอเตอร์โปรตีน (GM2AP) ในผูป่้วยโรคมะเร็งปอดมีระดบัสูงกว่าในคนสุขภาพดี 2.5-
4.0 เท่า ดงันั้น GM2AP จึงเป็นโปรตีนท่ีน่าสนใจ  เน่ืองจากมีความสัมพนัธ์กบัเน้ืองอกท่ีเก่ียวขอ้งกบั
แกงกลิโอไซด์ท่ีพบในการด าเนินของโรคมะเร็ง  จุดมุ่งหมายของการศึกษาน้ีคือการตรวจสอบและ
ยนืยนัศกัยภาพของ GM2AP เพื่อเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพส าหรับการวินิจฉยัโรคมะเร็งปอด  การศึกษา
เร่ิมจากการประยุกต์ใช้วิธีการทางโปรติโอมิกส์ในการตรวจสอบระดบัการเพิ่มข้ึนของ GM2AP ใน
ตวัอยา่งปัสสาวะของผูป่้วยโรคมะเร็งปอดเปรียบเทียบกบัคนสุขภาพดี  จากผลการศึกษาพบวา่ระดบั 
GM2AP ในซับไทป์ของผูป่้วยโรคมะเร็งปอดมีการแสดงออกสูงมากเม่ือเทียบกบัค่าเฉล่ียของคนท่ีมี
สุขภาพดีซ่ึงสอดคลอ้งกบัการเพิ่มข้ึนของความเขม้ของจุดโปรตีนท่ีสังเกตบนแผน่เจลอิเล็คโทรโฟเร-
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ซีสแบบสองมิติ  จากนั้นระดับการแสดงออกของระดับ GM2AP ในปัสสาวะได้ถูกตรวจวดัด้วย
เทคนิค Western blot analysis และหาปริมาณ GM2AP ดว้ยเทคนิค ELISA  การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้
เห็นระดบั GM2AP ในปัสสาวะสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัในผูป่้วยมะเร็งปอด (n = 48) เม่ือเปรียบเทียบ
กบัคนสุขภาพดี (n = 44) อยา่งไรก็ตามผลท่ีไดย้งัคงไม่มีความชดัเจนเน่ืองจากตวัอยา่งปัสสาวะมาจาก
ผูป่้วยโรคมะเร็งปอดท่ีไดรั้บการรักษามะเร็ง และปริมาณตวัอยา่งปัสสาวะจากผูป่้วยโรคมะเร็งปอดมี
จ ากดั ดงันั้นจึงยืนยนัการแสดงออกของระดบั GM2AP ในกลุ่มตวัอยา่งท่ีใหญ่ข้ึนของผูป่้วยโรคมะเร็ง
ปอดโดยใชต้วัอยา่งปัสสาวะ (n= 133) และซีรัม (n = 133) ของผูป่้วยท่ียงัไม่ไดรั้บการรักษา ระดบัการ
แสดงออกของ GM2AP เพิ่มข้ึนในปัสสาวะ 8.11 ± 1.36 เท่าและเพิ่มข้ึน 5.41 ± 0.73 เท่าในซีรัมใน
ผูป่้วยโรคมะเร็งปอดเม่ือเทียบกบัคนสุขภาพดี (P < 0.0001)  GM2AP ในปัสสาวะมีค่าพื้นท่ีใตเ้ส้น
โคง้ 0.89 โดยมีความไว 88.46%  และความจ าเพาะ 85.71% GM2AP ในซีรัมแสดงค่าพื้นท่ีใตเ้ส้นโคง้ 
0.90 ซ่ึงมีความไว 100% และความจ าเพาะ 82.71% ดงันั้นการแสดงออกของ GM2AP ในปัสสาวะ
หรือซีรัมท่ีมีความถูกตอ้งสูงถือเป็นตวับ่งช้ีการวินิจฉัยส าหรับโรคมะเร็งปอด  ระดับ GM2AP ใน
ปัสสาวะและซีรัมของผูป่้วยท่ีเป็นโรคมะเร็งปอดมีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัส าคญักบัระยะพยาธิวิทยา 
(ปัสสาวะ, P = 0.009; ซีรัม, P < 0.0001) จากการใช้อิมมูโนพยาธิวิทยา การแสดงออกของ GM2AP 
พบท่ี 83.9% (122/143) ของผู ้ป่วยโรคมะเร็งปอดชนิด non- small cell lung cancer (NSCLC) 

และไมพ่บในเน้ือเยื่อปกติ  การแสดงออกของ GM2AP มีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัส าคญักบัระยะพยาธิ
วิทยา (P = 0.0001)  ผูป่้วยท่ีมีการแสดงออกของ GM2AP ท่ีสูงมีอตัราการรอดชีวิต (P = 0.045) และ
ระยะปลอดโรค (P = 0.049) ท่ีสั้นมากกวา่ผูท่ี้มีการแสดงออกของ GM2AP ท่ีต ่าซ่ึงไดใ้ชก้ารประเมิน
โดยวิธี Kaplan - Meier  นอกจากน้ีการวิเคราะห์ตวัแปรเชิงพหุพบว่าระยะ (hazard ratio 0.335 [95% 
CI, 0.163-0.689]; P = 0.003) และคะแนนของ GM2AP (hazard ratio 0.475 [95% CI, 0.250-0.906]; P 
= 0.024) มีนยัส าคญัของการพยากรณ์ท่ีเป็นอิสระจากระยะปลอดโรค  ระยะ (hazard ratio 0.364 [95% 
CI, 0.216-0.612]; P < 0.001) และคะแนน (hazard ratio 0.563 [95% CI, 0.349-0.910]; P = 0.019) มี
การพยากรณ์ท่ีเป็นอิสระอย่างมีนัยส าคญัต่ออตัราการอยู่รอดดว้ย  นอกจากน้ี NanoLC-MS/MS บ่ง
บอกการเพิ่มข้ึนของ GM2AP ซ่ึงมีการระบุโครงสร้างไกลแคนจากไอออนประจุคู่ท่ี m/z 1202.1025 
สอดคล้องกับโครงสร้างของ (Hex)3(HexNAc)2(Fuc)1 เช่ือมโยงกับเปปไทด์ PIIVPGNVTLSVVG  
ดงันั้นระดบั GM2AP ในปัสสาวะและซีรัมอาจจะเป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพการวินิจฉัยและตวับ่งช้ีการ
พยากรณ์ท่ีมีประโยชน์ส าหรับโรคมะเร็งปอด 
 


