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ABSTRACT 

Maspin, a tumor suppressor SERPIN, inhibits both in vitro and in vivo cancer 

migration, invasion and metastasis. It also induces cancer cell adhesion to 

extracellular matrix. However, molecular mechanism of maspin’s action is still 

unclear. Earlier studies showed its functional region is located on the Reactive Center 

Loop (RCL). Here, we characterized the role of the maspin RCL on adhesion, 

migration and invasion in highly invasive human breast carcinoma cell line (MDA-

MB-231). Cancer cells were transfected with pcDNA3.1-His-FLAG containing 

maspin, ovalbumin, or maspin/ovalbumin RCL chimeric mutants. Analysis of cell-

fibronectin adhesion showed that the increased adhesion of MDA-MB-231 cells 

significantly required the presence of maspin RCL. Moreover, expression of maspin 

wild-type and ovalbumin mutant containing maspin RCL markedly inhibited in vitro 

migration and Matrigel invasion of MDA-MB-231 cells. The proteome of MDA-MB-

231 cells expressing maspin, ovalbumin, or the RCL chimeric mutants was analyzed 

using 2D-gel electrophoresis and a shotgun proteomic approach. Interestingly, 
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proteome analysis of maspin- or OMO-transfected MDA-MB-231 cells revealed 

stimulation in contents of proteins with tumor suppressing properties while those 

known to promote cancer metastasis and ubiquitin-proteasome pathway were 

decreased significantly. As confirmed by the RT-qPCR, the transcript levels of 

epithelial cell transforming 2 (ECT2) and proteasome subunit beta type-3 (PSMB3) 

were decreased in maspin and OMO transfected cells compared with mock control. 

Furthermore, transfection of MDA-MB-231 cells with maspin or maspin RCL-

containing ovalbumin mutant significantly reduced the chymotrypsin-like activity of 

20S proteasome. These results clearly demonstrate that the tumor suppressive 

properties of maspin reside in its RCL domain. 
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บทคัดย่อ 

แมสปินเป็นโปรตีนในกลุ่มเซอร์ปินท่ีมีคุณสมบติัตา้นมะเร็ง โดยยบัย ั้งการเคล่ือนท่ี การ
รุกรานและการแพร่กระจายของมะเร็งทั้งในระดบัเซลล์และในส่ิงมีชีวิต แมสปินยงัเหน่ียวน าให้
เซลล์มะเร็งยึดเกาะกบัแมทริกซ์ภายนอกเซลล์ได้ดว้ย แต่ทว่ากลไกระดบัโมเลกุลของการท างาน
ของแมสปินยงัไม่ชดัเจน จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีแสดงบริเวณหน้าท่ีของแมสปินอยู่ท่ีรีแอกทีฟ 
เซ็นเตอร์ ลูบ (อาร์ซีแอล) การวิจยัน้ีจึงศึกษาบทบาทของอาร์ซีแอลของแมสปินต่อการยึดเกาะ การ
เคล่ือนท่ีและการรุกรานในเซลล์มะเร็งเตา้นมมนุษยช์นิด เอ็มดีเอ-เอม็บี-231 เซลล์มะเร็งน้ีไดรั้บการ
สอดใส่พลาสมิดท่ีบรรจุยีนแมสปิน หรือยีนโอวลับูมิน หรือยีนลูกผสมระหว่างอาร์ซีแอลของ
แมสปินกบัโอวลับูมิน ผลการศึกษาการยดึเกาะของเซลลม์ะเร็งกบัไฟโบรเนคตินพบวา่เพิ่มข้ึนอยา่ง
มีนัยส าคญัในยึดเกาะของเซลล์มะเร็งกับไฟโบรเนคตินโดยต้องอาศัยอาร์ซีแอลของแมสปิน 
นอกจากน้ีการแสดงออกของแมสปินและโอวลับูมินมิวแตนท่ีมีอาร์ซีแอลของแมสปิน สามารถ
ยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีและการรุกรานผ่านแมทริกซ์เจลของเซลล์มะเร็งได้ การศึกษาโปรติโอมของ
เซลล์มะเร็งเตา้นมท่ีมีการแสดงออกของแมสปิน  หรือโอวลับูมิน หรือโปรตีนลูกผสมของอาร์ซี
แอลใช้วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสแบบ 2 ระนาบและวิธีช็อทกนัโปรตีโอมิกส์ ผลการทดลองแสดงวา่ใน
เซลล์ท่ีมีแมสปินและโอวลับูมินลูกผสมอาร์ซีแอลมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนของโปรตีนหลายชนิดท่ีมี
คุณสมบติัยบัย ั้งมะเร็งในขณะท่ีโปรตีนท่ีส่งเสริมการแพร่กระจายของมะเร็งและวถีิยบิูควติิน-โปรติ
เอโซมกลบัลดลงอย่างมีนยัส าคญั   การยืนยนัผลดงักล่าวดว้ยวิธีอาร์ที-คิวพีซีอาร์พบระดบัทราน
สคริปของอิพิทีเลียล เซลล์ ทรานสฟอร์มิง 2 (อีซีที 2) และโปรติเอโซม สับยูนิท เบตา้ ชนิด 3 (พี
เอสเอ็มบี3) ลดลงในเซลล์ท่ีมีการใส่ยีนแมสปินและยีนโอวลับูมินลูกผสมอาร์ซีแอล เม่ือเทียบกบั
กลุ่มควบคุมท่ีใส่พลาสมิดเปล่า  นอกจากน้ีการใส่ยนีดงักล่าวทั้งสองในเซลล์มะเร็งเตา้นมท าให้กมั
มนัตภาพแบบไคโมทริบซินของ 20 เอสโปรติเอโซมลดลงอย่างมีนัยส าคญัด้วยเช่นกัน ผลการ
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ทดลองเหล่าน้ีแสดงอยา่งชดัเจนวา่คุณสมบติัการตา้นมะเร็งของแมสปินอยูท่ี่บริเวณอาร์ซีแอลของ
โมเลกุล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


