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ABSTRACT 

 

 

    Early diagnosis of cancer is a key factor for the success of treatment.  For this 

reason, identifying a highly sensitive and specific tumor marker is urgently needed. 

Inactivation of p53 tumor suppressor function is common in various types of human 

cancers.  A number of p53 related proteins have been identified, including p63 and 

p73.  In our previous study, the CM5 polyclonal antibody (CM5pAb) raised against 

p53 of mouse origin was used to identify p53 structurally related protein(s) that could 

play an important role in promoting or preventing lung cancer and potentially become 

a novel lung tumor marker.  It was fortuitously discovered that CM5pAb reacted with 

an unknown human protein with an apparent molecular weight of 95 kDa in lung 

tumor tissues.  
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This study aimed to identify the human unknown protein that could react with 

CM5pAb and to characterize the identified protein in term of its response to stress 

signals including genotoxic stress and ER stress in comparison with p53 tumor 

suppressor protein.  The 95 kDa protein was immunoprecipitated by CM5pAb, 

resolved through SDS-PAGE, excised from gel and subsequently identified by liquid 

chromatography-tandem mass spectrophotometry (LC-MS/MS) to be glucosidase II, a 

key endoplasmic reticulum (ER) protein involved in the quality control mechanism of 

glycoprotein folding.  Protein levels of glucosidase II were greatly increased in 35 of 

37 (94.6%) human lung tissue samples assessed, with only minimal expression in 

normal corresponding adjacent tissues.  A549 (human lung adenocarcinoma epithelial 

cell line) was used as a cell model in order to investigate expression pattern of 

glucosidase II in response to UV-irradiation and tunicamycin-induced ER stress in 

comparison to p53.  We have demonstrated that the pattern of changes of their protein 

levels in response to ER stress and genotoxic stress were similar. Protein levels of 

both p53 and glucosidase II were increased in response to UV irradiation, but 

decreased in response to tunicamycin-induced ER stress.  However, while p53 was 

trans-located into the nuclease in response to UV irradiation, glucosidase II remained 

within the cytoplasm.  Interestingly, there were small protein bands recognized by the 

anti-glucosidase II mAb whose nuclear levels were increased in response to both 

types of stress.  Although these bands may be the degradation products of glucosidase 

II, their intensities were increased in response to the stress signals despite levels of the 

full-length protein thus suggesting their roles in stress response.  Nevertheless, further 

investigations with better technology, i.e. immunofluorescence are needed. 
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 In conclusion, this thesis has successfully demonstrated that the human 

unknown protein reacted with the CM5pAb, is an ER-resident protein glucosidase II.  

The high frequency of glucosidase II overexpression in lung tumor tissues, which to 

our knowledge has not been previously described, indicates its crucial role in lung 

tumorigenesis and thus a valuable biomarker in aiding screening and/or diagnosis of 

lung cancer.  However, further investigations on the underlying mechanism of the 

protein induction and its relationship with p53, genotoxic stress, ER stress and cellular 

transformation are warranted. 
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บทคัดย่อ 
 
 

        การวินิจฉัยโรคมะเร็งได้ตั้ งแต่ในระยะเร่ิมต้นเป็นปัจจยัหลักท่ีจะท าให้การรักษาประสบ
ความส าเร็จ ดงันั้นการศึกษาเพื่อคน้หาสารบ่งช้ีมะเร็งชนิดใหม่ท่ีมีความไวและความจ าเพาะท่ีดีข้ึน
จึงมีความส าคญั โรคมะเร็งหลายชนิดท่ีพบในคนพบว่ามกัเกิดจากการหยุดการท างานของยีนตา้น
มะเร็งท่ีช่ือวา่ p53   นอกจากน้ียงัมีรายงานถึงการคน้พบโปรตีนท่ีมีลกัษณะคลา้ย p53 อนัไดแ้ก่ p63 
และ p73    จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีของคณะผูว้ิจยั โดยการใช้แอนติบอดี CM5 ซ่ึงเป็นโพลี
โคลนอลแอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อโปรตีนตา้นมะเร็ง p53 ของหนู เพื่อศึกษาโครงสร้างของโปรตีนท่ี
มีลกัษณะคลา้ย p53 ซ่ึงอาจจะมีส่วนส าคญัในการส่งเสริมหรือป้องกนัมะเร็งปอด และอาจน าไปสู่
การคน้พบสารบ่งช้ีมะเร็งชนิดใหม่ พบว่าแอนติบอดี CM5 สามารถจบักบัโปรตีนท่ีไม่ทราบชนิด 
ขนาดประมาณ 95 kDa ในเน้ือเยื่อมะเร็งปอดของคนได ้การศึกษาคร้ังน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อระบุ
ชนิดของโปรตีนซ่ึงสามารถจบัไดอ้ยา่งจ าเพาะกบัแอนติบอดี CM5 ดงักล่าว และเพื่อศึกษารูปแบบ
การตอบสนองของโปรตีนน้ีเม่ือถูกกระตุน้ให้เกิดภาวะเครียด อนัไดแ้ก่ genotoxic stress และ ER 
stress เปรียบเทียบกบั p53 
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 ท าการแยกบริสุทธ์ิโปรตีนขนาด 95 kDa โดยการตกตะกอนดว้ยแอนติบอดี CM5 จากนั้น
น าไปแยกตามขนาดดว้ยเทคนิค SDS-PAGE แลว้จึงตดัเอาแถบแบนส่วนท่ีตอ้งการออกจากเจล 
จากนั้นท าการระบุชนิดโปรตีนโดยอาศยัเทคนิค liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS) ผลการทดลองพบวา่โปรตีนดงักล่าวน้ีคือ glucosidase II ซ่ึง 
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เป็นโปรตีนท่ีพบใน endoplasmic reticulum (ER) มีหนา้ท่ีช่วยการพบัทบของไกลโคโปรตีนให้
ถูกตอ้ง จากการศึกษาในเน้ือเยื่อมะเร็งปอดของคนจ านวน 37 ราย พบว่ามีการแสดงออกของ
โปรตีนชนิดน้ีเพิ่มข้ึนถึง 35 ราย (94.6%) แต่จะมีระดบัการแสดงออกท่ีต ่ามากในเน้ือเยื่อปอดปกติ 
จากนั้นท าการศึกษาคุณสมบติัของโปรตีนชนิดน้ีในการตอบสนองต่อ genotoxic stress  และ ER 
stress ท่ีเกิดจากการกระตุน้ดว้ยยา tunicamycin โดยอาศยัเซลล์ A549 (human lung adenocarcinoma 
epithelial cell line) เป็นเซลล์ตน้แบบ เปรียบเทียบกบัโปรตีน p53  พบว่า โปรตีนทั้งสองชนิดมี
รูปแบบการแสดงออกท่ีคลา้ยกนั กล่าวคือระดบัการแสดงออกของโปรตีนทั้งสองจะเพิ่มสูงข้ึนเม่ือ
สัมผสักบัรังสี UV แต่จะมีระดบันอ้ยลงเม่ืออยูใ่นภาวะ ER stress อยา่งไรก็ตามพบวา่โปรตีน p53 มี
การเคล่ือนยา้ยไปยงันิวเคลียสหลงัถูกกระตุน้ดว้ยรังสี UV ในขณะท่ีโปรตีน glucosidase II ยงัคงอยู่
ในไซโตพลาสม  ท่ีน่าสนใจก็คือมีการตรวจพบแบนของโปรตีนขนาดเล็กท่ีจบัไดก้บัแอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อ glucosidase II โดยแบนของโปรตีนเหล่าน้ีจะมีระดบัสูงข้ึนในนิวเคลียสภายหลงัการถูก
กระตุน้ใหเ้กิดความเครียดทั้งแบบ genotoxic stress และ ER stress ถึงแมว้า่โปรตีนดงักล่าวอาจเป็น
ผลจากการสลายตวัของ glucosidase II แต่การท่ีระดบัของโปรตีนดงักล่าวสูงข้ึนเม่ือเซลล์เกิด
ความเครียด และการสูงข้ึนน้ีไม่ข้ึนอยู่กบัระดบัความมากนอ้ยของโปรตีน glucosidase II เต็มสาย 
แสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนดงักล่าวอาจมีบทบาทส าคญัต่อการตอบสนองต่อความเครียด 
 โดยสรุปวิทยานิพนธ์น้ีสามารถระบุชนิดของโปรตีนซ่ึงจบัไดอ้ยา่งจ าเพาะดว้ยแอนติบอดี 
CM5 ไดป้ระสบความส าเร็จวา่คือโปรตีน glucosidase II ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีอยูใ่น ER การแสดงออกท่ี
เพิ่มมากข้ึนในเน้ือเยือ่มะเร็งปอดของ glucosidase II ซ่ึงเท่าท่ีทราบยงัไม่เคยมีรายงานมาก่อน แสดง
ถึงบทบาทอนัส าคญัของโปรตีนชนิดน้ีต่อกระบวนการเกิดมะเร็ง จึงน่าจะใชเ้ป็นสารบ่งช้ีมะเร็งท่ี
สามารถใช้ในการตรวจกรอง และ/หรือ วินิจฉัยโรคมะเร็งได้ อย่างไรก็ตามยงัคงตอ้งมีการศึกษา
เพิ่มเติมถึงกลไกการเพิ่มข้ึนของระดบัโปรตีน glucosidase II ในเน้ือเยื่อมะเร็ง และความสัมพนัธ์
ของโปรตีนดงักล่าวกบั p53, ภาวะ genotoxic stress, ภาวะ ER stress และกระบวนการเปล่ียนแปลง
จากเซลลป์กติไปเป็นเซลลม์ะเร็งต่อไป 
 

 


