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ABSTRACT 

 

Haptoglobin (Hp) is a high abundant glycoprotein in the serum, of which its 

glycosylation change is increasingly discussed as a potential biomarker for number of 

diseases, but few data have emphasized this evidence in lung cancer. The aim of this 

study was to investigate an aberrant glycan structure of Hp from the serum sample of 

lung cancer patients. However, Hp presents in human with three phenotypes: Hp1-1, 

Hp2-1 and Hp2-2. Distributions of Hp phenotypes among lung cancer and healthy 

donors were examined. In addition, association of Hp phenotypes with an aberrant 

glycan structure of Hp was also analyzed. These purposes were to be addressed by 

gel-based glycoproteomics approaches with mass spectrometric analysis.  

Through application of gel electrophoresis and specific carbohydrate-

recognized lectins, significant increases of the serum and fucosylation level of Hp 

were found in lung cancer patients (n = 44, stage III and VI) compared to those in 
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healthy donors (n = 26). These changes was even more pronounced in patients with 

Non-small cell lung cancer (NSCLC) (n = 33) than Small cell lung cancer (SCLC) (n 

= 11). Receiver operator characteristic curves (ROC) revealed that the fucosylation 

change of Hp has a better ability to discriminate the lung cancer and healthy donor 

than Hp itself. N-linked glycans released from a purified Hp were analyzed by 

MALDI-TOF-MS. Mass spectra showed a higher intense of ions corresponding to 

fucosylated glycans in lung cancer samples compared to healthy samples. Further 

characterization of fucose linkage by MALDI-TOF/TOF-MS indicated the glycosidic 

linkage of α1,3-fucose on HexNAc at antennary part, which was apparently a sialyl 

Lewis
X 

structure. These results suggest that increasing of the Hp fucosylation, which 

forms sialyl Lewis
X 

epitope, in the serum can be applied as diagnostic biomarker for 

lung cancer. 

Additionally, our finding reveals the novel Hp isoform containing three 

glycosylation sites in the serum samples. Amino acid sequencing by LC-ESI-MS/MS 

and protein annotation indicated that this isoform lacks glycan moiety at N241, even 

the glycosylation sequon is conserved.  

Individual samples were classified according to Hp phenotypes using 

Native-PAGE followed by western blot, showing a significant difference of 

phenotypic distribution between lung cancer patients and healthy donors. 

Overrepresentation of the patients with Hp1-1 and Hp2-1 phenotypes correlated to an 

increased frequency of the Hp1 allele among the patients (0.34 vs. 0.23 for the healthy 

donors). This result suggests Hp phenotypic dependent risk factor for lung cancer. 

Even though, serum level of Hp in lung cancer patients was independent by 

phenotypes. However fucosylation levels slightly vary with phenotypes, being lower 
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for Hp2-2 patients than Hp1-1 and Hp2-1 respectively. Our finding reminds that 

classification of the Hp phenotypes is necessary to improve accuracy in use of these 

parameters for clinical diagnosis.  

The N-linked glycosylation status of individual Hp multimers differing in 

both size and conformation was determined. The N-linked glycan profiling indicated 

that the degree of glycosylation of Hp depended on the assembled monomer and its 

conformation. Amounts of terminal sialic acid (SA), fucosylated glycans, and 

triantennary glycans were lower presented in the larger multimer. These alterations 

may contribute to properties variants among three phenotypes and cause the low 

fucosylation level of Hp2-2 phenotypes. Molecular modeling of the Hp multimer 

demonstrates a critical effect of steric hindrance on multimer formation and the 

enlargement of the glycan moieties. 

In conclusion, the present study illustrates insight into the detailed 

glycosylation status of the serum Hp and reports the diagnostic potential of Hp 

fucosylation to be lung cancer biomarker. 
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บทคัดย่อ 

 

แฮปโทโกลบิน คือ ไกลโคโปรตีนท่ีพบไดม้ากในซีรัม การเปล่ียนแปลงไกลแคนบน

ไกลโคโปรตีนชนิดน้ีไดรั้บความสนใจมากข้ึนเร่ือยๆ ในฐานะท่ีมีศกัยภาพในการบ่งช้ีโรคหลายๆ 

ชนิด แต่มีการศึกษาไม่มากนกัท่ีกล่าวถึงโรคมะเร็งปอด เป้าหมายของการศึกษาน้ีจึงมุ่งท่ีจะคน้หา

การเปล่ียนแปลงของไกลแคนบนแฮปโทโกลบินจากซีรัมของผูป่้วยมะเร็งปอด อยา่งไรก็ตาม แฮป

โทโกลบินในมนุษยมี์อยูส่ามฟีโนไทป์ คือ Hp1-1, Hp2-1 และ Hp2-2 การกระจายของฟีโนไทป์ทั้ง

สามของแฮปโทโกลบินในกลุ่มผู ้ป่วยโรคมะเร็งจึงได้ถูกเปรียบเทียบกับกลุ่มคนสุขภาพดี 

นอกจากน้ีการสัมพนัธ์ของฟีโนไทป์กบัการเปล่ียนแปลงโครงสร้างไกลแคนท่ีผนัแปรไปของ   

แฮปโทโกลบินก็ถูกวิเคราะห์เช่นกนั จุดมุ่งหมายเหล่าน้ีไดรั้บการศึกษาโดยใช้กระบวนการทาง 

ไกลโคโปรทีโอมิคส์บนพื้นฐานของเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส ร่วมกบัการวิเคราะห์ทางแมสสเปก-   

โทรเมทรี 

จากการใช้ของเจลอิเล็คโทรโฟเรซิสและเลคตินท่ีจ าเพาะกบัคาร์โบไฮเดรตจ าเพาะ 

พบวา่ ในซีรัมของผูป่้วยมะเร็งปอด (n = 44, ระยะท่ีสาม และส่ี) มีปริมาณแฮปโทโกลบิน และ

น ้ าตาลฟูโคสบนไกลแคนของไกลโคโปรตีนน้ีเพิ่มข้ึนอย่างมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัค่าทั้ง
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สองในคนสุขภาพดี (n = 26) การเปล่ียนแปลงเห็นไดเ้ด่นชดัในผูป่้วยท่ีเป็นมะเร็งปอดชนิด NSCLC 

(n = 33) มากกวา่ผูป่้วยท่ีเป็นมะเร็งปอดชนิด SCLC (n = 11) receiver operator characteristic curve 

(ROC) เปิดเผยให้เห็นว่า ระดับการเพิ่มข้ึนของการเติมน ้ าตาลฟูโคสของแฮปโทโกลบินมี

ความสามารถในการจ าแนกคนท่ีเป็นมะเร็งปอดออกจากคนท่ีมีสุขภาพดี ไดดี้กว่าการใช้ปริมาณ

ของแฮปโทโกลบินเพียงอยา่งเดียว ไกลแคนท่ีถูกตดัออกมาจากแฮปโทโกลบินบริสุทธ์ิไดรั้บการ

วิเคราะห์โดย MALDI-TOF-MS แมสสเปคทราจากตวัอยา่งมะเร็งปอด แสดงให้เห็นถึงไอออนท่ี

เทียบเคียงไดก้บัไกลแคนท่ีมีน ้ าตาลฟูโคสอยูด่ว้ย จะมีปริมาณท่ีสูงกวา่เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งจากคน

สุขภาพดี การตรวจวเิคราะห์ทางคุณลกัษณะในขั้นต่อมาของชนิดการเช่ือมต่อของน ้ าตาลฟูโคสโดย

ใช ้MALDI-TOF/TOF-MS บ่งช้ีวา่ เป็นน ้ าตาลฟูโคสเช่ือมต่อดว้ยพนัธะ α1, 3 กบัน ้ าตาล HexNAc 

ท่ีส่วนของแขนงภายนอกของไกลแคน ซ่ึงเป็นคุณลกัษณะโครงสร้างของ sialyl LewisX ผลการ

ทดลองเหล่าน้ีน าเสนอให้เห็นว่า การเพิ่มข้ึนของการเติมฟูโคสของแฮปโทโกลบิน ซ่ึงเป็น

โครงสร้างของ sialyl LewisX ในซีรัม สามารถประยุกตใ์ชเ้ป็นตวับ่งเพื่อเพื่อการวินิจฉยัโรคมะเร็ง

ปอดได ้

นอกจากน้ี การศึกษายงัเผยให้เห็นถึงไอโซฟอร์มใหม่ของแฮปโทโกลบินในซีรัม ซ่ึงมี

การเติมไกลแคนเพียงแค่สามต าแหน่ง การหาล าดบัของกรดอะมิโนโดยใช ้LC-ESI-MS/MS และ

ตรวจสอบชนิดของโปรตีน บ่งช้ีว่า ไอโซฟอร์มใหม่น้ีไม่มีไกลแคนท่ีต าแหน่ง N241 แมว้า่ล าดบั

ของกรดอะมิโนในบริเวณดงักล่าวจะยงัคงเหมือนเดิม 

หลงัจากจดัจ าแนกตวัอย่างตามแต่ฟีโนไทป์ของแฮปโทโกลบิน โดยการใช้ Native-

PAGE ตามดว้ย western blot  พบวา่ การกระจายฟีโนไทป์ของแฮปโทโกลบินระหวา่งกลุ่มผูป่้วย

มะเร็งปอดและคนสุขภาพดีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั สัดส่วนท่ีมากข้ึนของผูป่้วยท่ีเป็น        

ฟีโนไทป์ Hp1-1 และ Hp2-1 สัมพนัธ์กบัความถ่ีท่ีเพิ่มข้ึนของ Hp1 allele ในกลุ่มผูป่้วย (0.34 vs. 

0.23 ของคนสุขภาพดี) ผลการทดลองน้ีช้ีถึงปัจจยัเส่ียงอนัเน่ืองจากฟีโนไทป์ของแฮปโทโกลบิน

ส าหรับโรคมะเร็งปอด ทั้งน้ีแมน้วา่ปริมาณของแฮปโทโกลบินในซีรัมของกลุ่มผูป่้วยมะเร็งปอดจะ

ไม่ข้ึนอยู่กบัฟีโนไทป์ของแฮปโทโกลบิน แต่ระดบัของน ้ าตาลฟูโคสบนไกลแคนของแฮปโท-

โกลบินนั้นกลบัผนัแปรโดยฟีโนไทป์ กล่าวคือ มีระดบัต ่ากวา่ในผูป่้วยท่ีเป็นฟีโนไทป์ Hp2-2 เม่ือ

เทียบกบั Hp1-1 และ Hp2-1 ตามล าดบั การคน้พบน้ีจึงย  ้าเตือนให้เห็นความส าคญัการจดัจ าแนก     
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ฟีโนไทป์ของแฮปโทโกลบิน ซ่ึงจะช่วยเสริมความแม่นย  าในการใชพ้ารามิเตอร์เหล่าน้ีส าหรับการ

วนิิจฉยัทางคลีนิค 

ภาพรวมของไกลแคนบนแฮปโทโกลบินมลัติเมอร์แบบต่างๆ ซ่ึงแต่งต่างทั้งขนาดและ

รูปลกัษณะของโครงสร้างไดถู้กศึกษาในล าดบัต่อมา ผลการวิเคราะห์บ่งช้ีว่า โครงสร้างของไกล

แคนนั้นจะแตกต่างไปตามแต่จ านวนของโมโนเมอร์ท่ีมาประกอบกนั และรูปลกัษณะของมลัติเมอร์ 

โดยในมลัติเมอร์ท่ีมีขนาดใหญ่ ปริมาณของน ้าตาลกรดไซอะลิค, ฟูโคส และไกลแคนท่ีมีสามแขนง 

จะพบไดน้้อยลง การผนัแปรน้ีน่าจะเก่ียวขอ้งกบัคุณสมบติัท่ีต่างกนัของแฮปโทโกลบินจากสาม    

ฟีโนไทป์ และน่าจะเป็นสาเหตุให้มีระดับของน ้ าตาลฟูโคสต ่ าในคนท่ีเป็นฟีโนไทป์ Hp2-2 

แบบจ าลองโมเลกุลของแฮปโทรโกลบินมลัติเมอร์แสดงถึงผลกระทบท่ีจากการกีดขวางทาง

โครงสร้างอนัเกิดจากการรวมตวักนัเป็นมลัติเมอร์ ต่อการเพิ่มขนาดของโครงสร้างไกลแคน 

โดยสรุป การศึกษาช้ินน้ี ไดแ้สดงรายละเอียดโครงสร้างไกลแคนของแฮปโทรโกลบิน

ในซีรัม และแสดงถึงศกัยภาพของการเปล่ียนแปลงน ้ าตาลฟูโคสของแฮปโทรโกลบิน ในการเป็น

ตวับ่งช้ีเพื่อการวนิิจฉยัโรคมะเร็งปอด 

 


