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ABSTRACT 

 

 

Changes in glycoconjugate production have been reported in many diseases 

including Osteoarthritis (OA) and Hepatocellular carcinoma (HCC). Cell surface 

glycoconjugates have been expected for discovery of novel cellular biomarkers for 

diagnosis and prognosis of the diseases. The objectives of the present study were the 

production of the specific monoclonal antibody (mAb) against human chondrocyte 

surface antigen and antigen specific hepatocellular carcinoma; glypican3 (GPC3) and 

use these molecules as a diagnostic markers for OA and HCC, respectively.  

For identification and characterization of chondrocyte surface molecules, 

primary human chondrocytes were used as an immunogen. After mAb production, a 
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mAb named 5D2 was selected for further characterization. Biochemical analysis 

revealed that the antigen which recognized by 5D2 mAb is a protein with a molecular 

weight of approximately 25–35 kDa. Protein identification by mass spectrometry and 

molecular cloning revealed that this molecule is identical to the Thy-1 molecule. We 

examined the role of the Thy-1 molecule in induced animal papain-induced rat 

arthritis, and OA human articular cartilage section. Both rat and human OA cartilage 

showed a higher expression of Thy-1 as compared with normal tissue in all 

experimental approaches.  

For the HCC, we developed a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 

method for detection of serum GPC3 levels by using anti human GPC3 to evaluate its 

diagnostic role and clinical correlations in patients with HCC. Six groups were 

studied which included healthy subjects, chronic hepatitis (CH), liver cirrhosis (LC), 

HCC, intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) and metastatic carcinoma (MCA). We 

found that 53% of HCC patients had elevated serum GPC3 levels with values ranging 

35.5–7826.6 ng/mL. The serum marker was undetectable in other groups except one 

patient (2%) with LC and another patient (2%) with MCA. In most cases of HCC, 

elevated GPC3 values did not correlate with α-fetoprotein (AFP) levels. Detectable 

GPC3 was significantly correlated with the presence of viral hepatitis markers but was 

not correlated with tumor size and stage of HCC. Serum GPC3 was superior to AFP 

in detecting small HCC (56.3% and 31.3%, respectively). A combination of serum 

GPC3 and AFP improved sensitivity for detecting small HCC to 75%.  

Taken all together, these data revealed that the identification of Thy-1 and 

GPC3 would be benefit for diagnosis of OA and HCC, respectively. 
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บทคัดย่อ 
 
 

การเปล่ียนแปลงระดบัการสร้างสารในกลุ่มไกลโคคอนจูเกตมีรายงานพบไดใ้นโรคหลาย
ชนิดรวมถึงโรคข้อเส่ือม (Osteoarthritis; OA) และ โรคมะเร็งตับ (Hepatocellular carcinoma; 
HCC) สารไกลโคคอนจูเกตท่ีพบบนผิวเซลล์อาจสามารถน ามาใชเ้ป็นตวับ่งช้ีในการวินิจฉยัโรคได ้
จุดประสงคใ์นการศึกษาคร้ังน้ีเพื่อสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อแอนติเจนบนผิวเซลล์กระดูก 
อ่อน และ โมเลกุลท่ีจ าเพาะกับโรคมะเร็งตับ; glypican 3 เพื่อใช้เป็นตัวบ่งช้ีโรคข้อเส่ือมและ
โรคมะเร็งตบั ตามล าดบั  

เพื่อระบุและศึกษาลกัษณะโมเลกุลบนผิวเซลล์กระดูกอ่อนจึงใช้เซลล์กระดูกอ่อนเป็น
สารอิมมูโนเจน หลงัการสร้างโมโนโคลนอลแอนติบอดีโมโนโคลนอลแอนติบอดีช่ือ 5D2 ถูกเลือก
เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป  การศึกษาทางชีวเคมีพบว่าโมเลกุลท่ีมีความจ าเพาะกบัโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 5D2 เป็นโปรตีนท่ีมีขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 25-35 kDa การวิเคราะห์โดยเทคนิค
แมสสเปกโตรเมตรีและการโคลนยีนพบว่าโมเลกุลชนิดน้ีมีความเหมือนกนักบัโมเลกุล Thy-1 
การศึกษาถึงบทบาทของโมเลกุล Thy-1 ในตวัอยา่งของโรคขอ้เส่ือมไดแ้ก่ หนูท่ีเป็นโรคขอ้เส่ือม
เน่ืองจากการกระตุน้ดว้ยเอนไซมป์าเปน และ ช้ินกระดูกอ่อนโรคขอ้เส่ือมของมนุษย ์ ในช้ินกระดูก
อ่อนท่ีเป็นโรคขอ้เส่ือมพบมีการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ท่ีเพิ่มสูงข้ึนเม่ือเทียบกบัช้ินกระดูก
อ่อนปกติ 
 ส าหรับการวิเคราะห์โรคมะเร็งตบันั้น ได้ท าการพฒันาวิธี ELISA ในการวดัระดับของ 
glypican3 ในซีรัม โดยใช้แอนติบอดีต่อ glypican3 เพื่อใช้ในการวินิจฉัยและอธิบายความสัมพนัธ์
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ทางคลินิคในผูป่้วยท่ีเป็นโรคมะเร็งตบั โดยแบ่งตวัอยา่งเป็น 6 กลุ่มคือ กลุ่มตวัอยา่งปกติ  โรคไวรัส
ตบัอกัเสบ  โรคตบัแข็ง โรคมะเร็งตบั โรคมะเร็งท่อน ้ าดี และ metastatic carcinoma (MCA) โดย
พบว่า 53% ของผูป่้วยโรคมะเร็งตบัมีระดับของ glypican3 ในซีรัมเพิ่มสูงข้ึน ความเข้มข้นอยู่ท่ี
ระดบั 35.5–7,826.6 ng/mLโดยไม่พบในโรคชนิดอ่ืนๆ ยกเวน้ ในโรคตบัแข็งท่ีพบ 2% และ MCA 
อีก 2%  ในกลุ่มโรคมะเร็งตบัการเพิ่มข้ึนของระดบั glypican3 ไม่มีความสัมพนัธ์กบัระดบัของ α-
fetoprotein (AFP)  และพบความสัมพนัธ์กบัตวับ่งช้ีของไวรัสตบัอกัเสบ แต่ไม่พบความสัมพนัธ์กบั
ขนาดของก้อนมะเร็งและระยะของมะเร็ง  glypican3 มีความเหนือกว่า AFP ในการวินิจฉัยโรค
มะเร็งตบัท่ีมีขนาดเล็ก (56.3% และ 31.3% ตามล าดบั) การใช้ glypican3 และ AFP ร่วมกนัในการ
วนิิจฉยัโรคจะเพิ่มความไวในการตรวจไดถึ้ง 75%  

จากผลการศึกษาทั้งหมดเหล่าน้ีจึงกล่าวไดว้า่ Thy-1 และ glypican3 น่าจะเป็นตวับ่งช้ีท่ีมี
ประโยชน์ในการช่วยวนิิจฉยัโรคขอ้เส่ือมและโรคมะเร็งตบัตามล าดบั 
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