
 
 

 บทคดัยอ่ 
 เอนไซม ์glucosidase II (GluII) มบีทบาทส าคญัในการควบคมุกระบวนการปรบัเปลีย่นโครงสรา้งของโปรตนีในกลุ่ม 
N-linked glycoproteins ซึง่โปรตนีทีส่ าคญัในกลุ่มนี้ ไดแ้ก่ Receptors Tyrosine Kinases (RTKs) จากรายงานก่อนหน้านี้
ของคณะผูว้จิยัพบว่า beta subunit ของ glucosidase II (GluII) มกีารแสดงออกทีเ่พิม่ขึน้อยา่งมากในเนื้อเยื่อมะเรง็ปอด
แต่กลบัมรีะดบัต ่ามากในเนื้อเยือ่ปอดปกต ิแสดงใหเ้หน็ว่าโปรตนีน้ีอาจมบีทบาทส าคญัต่อกระบวนการเกดิมะเรง็ การศกึษา
นี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาบทบาทของ GluII ในการควบคมุการเจรญิ การตาย ศกัยภาพในการแพร่กระจาย และความ
ไวต่อยาเคมบี าบดั รวมถงึการสง่สญัญาณของโปรตนีกลุ่ม RTKs ในเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดคารซ์โินมาทีม่สีถานะของ p53 ที่
แตกต่างกนั ไดแ้ก่เซลล ์ A549  ซึง่ม ีwild-type p53 และ H1299  ซึง่ไม่ม ีp53 
 ท าการศกึษาบทบาทของ GluII ต่อการตายของเซลลโ์ดยใช ้ bromoconduritol ซึง่เป็นสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การ
ท างานของ glucosidase II อย่างจ าเพาะ จากนัน้ท าการตรวจสอบการตายของเซลลแ์บบ autophagy และแบบ apoptosis 
โดยอาศยัเทคนิค Western blot และการยอ้มดว้ย annexin V-FITC/propiodium iodide ตามล าดบั การศกึษานี้ยงัใช้
เทคโนโลย ีCRISPR-CAS9 เพื่อตดัยนี PRKCSH  ซึง่ใชส้รา้ง GluII ออก จากนัน้ท าการศกึษาคุณสมบตัของเซลลท์ีไ่ด ้
เปรยีบเทยีบกบัเซลลค์วบคุมในแง่ของ พฤตกิรรมการเจรญิภายใตส้ภาวะทีม่ปัีจจยัการเจรญิจ ากดั ศกัยภาพในการ
แพร่กระจายซึง่ไดแ้กค่วามสามารถในการเจรญิโดยไม่ตอ้งอาศยัพืน้ผวิสมัผสัของเซลลแ์ละความสามารถในการเคลื่อนยา้ย
ของเซลล ์และตรวจสอบความไวต่อยาเคมบี าบดั cisplatin และ gefitinib เปรยีบเทยีบกบัเซลลค์วบคุม นอกจากนี้ยงัท าการ
ตรวจวดัการสญัญาณของ RTKs ดว้ย human RTK phosphorylation antibody array 
 ผลการทดลองพบว่าเมื่อยบัยัง้การท างานของ GluII จะกระตุน้ใหเ้ซลลเ์กดิ autophagy ไดใ้นเซลลท์ีศ่กึษาทัง้สอง
ชนิด แต่จะกระตุน้ใหเ้กดิ apoptosis ในเฉพาะเซลล ์A549 ซึง่ยงัมกีารท างานของ p53 อยู่ ผลการทดลองยงัแสดงใหเ้หน็ว่า
เซลลม์ะเรง็ปอดทีถู่กตดัยนีทีใ่ชส้รา้ง GluII ออก มอีตัราการเจรญิชา้กว่าเซลลค์วบคุมโดยในภาวะทีม่ปัีจจยัการเจรญิ
ระดบัปกต ิ(FBS 10%)  เซลล ์A549 และ H1299 ม ีdoubling time เพิม่ขึน้จาก 18.9 เป็น 38.5 ชม. และจาก 26 เป็น 30 
ชัว่โมงตามล าดบั และอตัราการเจรญิทีล่ดลงนี้จะเหน็ไดช้ดัเจนขึน้เมื่อเซลลถ์ูกเลีย้งในอาหารทีปั่จจยัการเจรญิจ ากดั คอืใน
ภาวะทีไ่ม่ม ีFBS เซลลจ์ะม ีdoubling time เพิม่ขึน้จาก 29.3 เป็น 405 ชม. และจาก 86 เป็น 136 ชัว่โมงตามล าดบั เซลลท์ี่
ถูกกดการแสดงออกยงัมคีวามสามารถในการเจรญิโดยไม่อาศยัผวิสมัผสัและความสามารถในการเคลื่อนยา้ยลดน้อยลง การ
กดการแสดงออกของ GluII สง่ผลใหเ้ซลลม์ะเรง็มคีวามไวต่อยา cisplatin เพิม่มากขึน้ แต่กลบัท าใหเ้ซลลม์ะเรง็มคีวามไว
ต่อยา gefitinib ลดลงเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลลค์วบคมุ สิง่ทีน่่าสนใจกค็อืเซลลท์ีถู่กตดัยนีทีใ่ชส้รา้ง GluII ออก มรีะดบัการ
ท างานสง่สญัญาณ RTKs ลดน้อยลงกว่าครึง่หนึ่งของเซลลค์วบคุม  
 โดยสรุปผลการศกึษาครัง้นี้ไดแ้สดงใหเ้หน็ว่าการยบัยัง้การท างานของ GluII มผีลกระตุน้ใหเ้ซลลจ์ากมะเรง็ปอด
เกดิ autophagy และ apoptosis ได ้ ซึง่สนบัสนุนสมมุตฐิานทีว่า่โปรตนีน้ีน่าจะมบีทบาทอนัส าคญัต่อการควบคุมโปรแกรม
การตายของเซลล ์ ผลการทดลองยงัแสดงใหเ้หน็ว่า เซลลม์ะเรง็ทีถู่กตดัยนีทีใ่ชส้ร้าง GluII ออกไป จะมคีวามบกพร่องใน
การเจรญิ มศีกัยภาพในการแพร่กระจายและการสง่สญัญาณของกลุ่มโปรตนี RTKs ภายในเซลลล์ดน้อยลงเปรยีบเทยีบกบั
เซลลค์วบคุม แสดงใหเ้หน็วา่การยบัยัง้ GluII อาจเป็นแนวทางใหม่ในการยบัยัง้การสง่สญัญาณ RTKs หลายๆ เสน้ทาง
สญัญาณในเวลาเดยีวกนั เพื่อใชใ้นการรกัษามะเรง็หรอืเพิม่ความไวของเซลลม์ะเรง็ต่อยาทีจ่ะใชร้กัษาร่วมได ้อย่างไรกต็าม
ยงัคงตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิต่อไป 



 
 

Abstract  
 Glucosidase II (GluII) plays a major role in regulating post-translation modification of N-linked 
glycoproteins, which includes a group of receptor tyrosine kinase (RTKs) proteins. We have previously reported 
that expression of beta subunit of glucosidase II (GluII) was significantly increased in lung tumor tissues, but 
barely detectable in normal tissues thus indicates its critical role in tumorigenesis. This study aimed to investigate 
the role of GluIIβ in the regulation of cell growth, cell death, metastatic potential, chemotherapeutic response and 
RTKs signaling activities in lung carcinoma cell lines with different p53 status, (A549 with wild-type p53 and p53 
null cells, H1299). 
 A role of GluII towards programmed cell deaths was investigated utilizing a selective inhibitor, 
bromoconduritol, to inhibit GluII enzyme activity, after which autophagy and apoptosis was assessed by Western 
analysis and annexin V-FITC/ propiodium iodide double labeling method, respectively. A CRISPR-CAS9 
technology was also used to knockout GluII encoding gene (PRKCSH) in lung carcinoma cells and the 
knockout cells were subjected to investigation of growth behaviors under nutritional deprivation conditions, 
metastatic potential including anchorage-independent growth, and transwell migration, and testing of 
chemotherapeutic sensitivity to cisplatin and gefitinib in comparison to non-target transfected cells. Signaling 
activities of RTKs were also investigated using human RTK phosphorylation antibody array membrane. 
 We discovered that inhibition of GluII induced autophagy in all cell lines tested, but induced apoptosis 
only in cells with wild-type p53. The results also demonstrated that GluIIβ knockout cells exhibited drastically 
slower growth rates in comparison to control cells. Knocking out of GluII increased the doubling time of A549 
and H1299 cells, (cultured in 10% FBS containing media,) from 18.9 to 38.5 hours and 26 to 30 hours 
respectively. This impact was more prominent when cells were cultured in limited concentrations of fetal bovine 
serum. Cells cultured in the absence of FBS exhibited an increase of doubling time from 29.3 to 405 hours and 
from 86 to 136 hours in A549 and H1299, respectively, thus indicates a significant impairment of surviving ability 
of the GluII knockout cells under nutritional deprivation. Cell migration and anchorage-independent growth, the 
fundamental components of cancer cell metastasis, was also decreased in GluII knockout cells compared to 
controls. The sensitivity of knockout cells to cisplatin was increased in comparison to non-target transfected cells. 
However, the sensitivity of knock out cells to gefitinib was decreased and the results from clonogenicity assay 
also demonstrated the same pattern of finding as MTT assay. Interestingly, knockout of GluII resulted in lower 
RTK signaling activities to less than 50% of those in control cells.  
 In conclusion, our results show that inhibition of GluII induced autophagy and apoptosis in lung 
carcinoma-derived cells, supporting the hypothesis that GluII may play a role in regulating these two cell death 
programs. Our results have also demonstrated that GluIIβ knockout cells exhibited impaired growth behaviors, 
and reduced metastatic potential and overall RTKs signaling activities in comparison to non-target transfected 
cells suggested that blocking GluIIβ activity may represent a novel strategy to disrupt signaling through multiple 
RTKs in an effort to treat or sensitize tumors to concomitant therapy. Nevertheless, more investigations are 
needed. 
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