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�/��%"#7����  <�$����
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��
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����"���,����%"#7���� ��:����� CD14+/CD16+ monocytes 6#
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)�$�%�

$��%��#:$��"�%����#��
����� (P < 0.05)   ���:����� CD14+/CD16+ monocytes ����,
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�J"�<)*:K����
�/��%"

#7������������"�%����#��
�����
�J�"���$*"#��
�/�""$ (P < 0.05)   �
���%�:����� CD14+/CD16+ monocytes 
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�/�  #"$+�$#�7����,�%�$��%�
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:;# activated monocytes 

���
����#&�$�,��
�/��%"#7�����#�� non-papillary  

$��	H$A�#�7�����
)+#�6!*
!/#�%� monocytes 6#
�J"�<)*:K��
����#&�$�, tissue macrophage 6#
#J7"
�J�"��
�/�

�����,�,��
�����6#$��
$J7"!#�#$���������������$�����%��$��#�"�
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�/� $�������� activated tissue 
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:;#��������� �,$��%�
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���",
#J7"
�J�"��
�/�
%�#������$�,


#J7"
�J�":$�����,��
���",

*#
�J"�6#
#J7"
�J�"��, �����$���
��""$�"� MMP9 VH��
:;#
"/#=V��
�����6#$���%"�


���
#J7"
�J�"
$������#6#$*"#��
�/� #"$+�$#�7<)*:K�����
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�J�"��
�/���
V���$��%� Mac387 �����$���
��""$�"� 

MMP9 +��#�#��$�������"����
�7#$�%�<)*:K�������$��%�
V������$�%��6#:���������"�%����#��
�����  

$��	H$A�$���
��""$�"���#6#
�/�
�J"�������6�* microarray   �,�%�$��%���#����
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)�6#
�/�
�J"�

����"�<)*:K����
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����"���,����%"#7��������"�$��%��#:$�� ���$��%���#
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�
��""$�"���#�����$���
��""$
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+$,�������

���
����@+��
:;#$��%�=�*  =�*���$��
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$�����*"�$�, proteolytic activity 3 ��# ������#��
:;#�%� risk 

score �,�%�
����@��$<)*:K����
�/��%"#7������� risk score =�*
:;# 2 $��%� ���<)*:K�������$���
��""$�"� risk 

score 
)��������"��������$�%�<)*:K�������$���
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@��� �*"�)�
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Abstract 
Project code: BRG4980015 

Project title: Identification/characterization of cholangiocarcinoma associated   macrophages 

and its applications 

Investigators:  Associate Professor Sopit Wongkham, et al 

Affiliation: Faculty of Medicine, Khon Kaen University 

E-mail address:  sopit@kku.ac.th 

Project period: 2007-2009 (3 years) 

This prospective study was aimed to investigate the supportive role of monocytes on cancer 

pathogenesis in cholangiocarcinoma patients.  The level of CD14+/CD16+ monocytes was higher in 

Cholangiocarcinoma than benign biliary disease patients and healthy persons (P < 0.05)   The level of 

elevated CD14+/CD16+ monocytes found in cholangiocarcinoma patients was decreased after tumor removal, 

indicating the association of these monocytes with tumor tissues.  In addition, these typical monocytes 

exhibited activated-monocyte phenotyes and were associated to non-papillary type Cholangiocarcinoma. 

Peripheral blood monocytes were related with tissue macrophages in tumor tissues.  It has been 

documented that these tissue macrophages supported the viability and invasiveness of tumor.  The 

immunochemistry indicated that macrophages with Mac387 positive cells were found densely at the tumor 

edge and perivascular area.  Moreover, these Mac387 positive cells expressed MMP9 which is necessary for 

extra-cellular matrix resolving.  Patients with high Mac387 and high MMP9 positive cells have significantly 

shorter survival than those who has low Mac387 positive cells. 

The microarray-expression profile of peripheral blood cells indicated the different expression patterns 

between blood cells from patients with Cholangiocarcinoma and benign biliary diseased as well as healthy 

persons.  The expression profile of blood cells from Cholangiocarcinoma patients exhibited cancer and 

inflammation functions whereas those of healthy persons were associated with immuno-reactivity. The 

expression profile of blood cells from Cholangiocarcinoma patients can be categorized into different groups or 

as individual.  Three genes with proteolytic activity were validated and calculated as “risk score”.  

Cholangiocarcinoma patients were divided according to the “risk score” into 2 groups: high and low risk 

score. Survival analysis indicated that patients with high “risk score” had significantly shorter survival than 

those with low “risk score”.  This preliminary result suggested the potential of using blood transcriptome as 

surrogate marker for Cholangiocarcinoma.  

 

Key words: monocyte, tissue associated macrophage, blood transcriptome 
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Executive Summary 

 

Tissue macrophage 
:;#
V��������,�,��
������%"$��
$�����&�
���6#
#J7"
�J�"!�J""����� ���
Z���

������
�/� $��	H$A�6#��
�/�!����#���
���%� tissue macrophage ���!#*����
#�,
#�#$��
��,�����$��

���%$��+���"���
�/�  ����$����+��#�7��%�	H$A�,�,���"� tissue macrophage 6#
#J7"
�J�"��
�/��%"#7���� ���
V���


�/�
�J"�����#�� monocyte 6#
�J"�VH����!��$`�#�
���%�
:;#
V������"%"#�"� tissue macrophage #"$+�$#�7�����

�����#��+��6#<)*:K������%�� }�
���%�6#
�J"�<)*:K���� monocyte $��%�6!�% (CD14+/CD16+ monocytes) �����$��

�
��""$��7� CD14 (marker �"� monocyte) ��� CD16  (marker �"� tissue macrophage) ����,,�<#$��

�
��""$�"�
V���$��%�#�7��
"$��$A��
Z����������#���"����  $����+��#�7+H������@�:��
������+����+���:��������

	H$A��,,�<#$���
��""$�"� CD14+/CD16+ monocytes 6#
�J"�<)*:K����
�/��%"#7���� �����
�����`�#�%� 
V���  

CD14+/CD16+ monocytes ���
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7�������,,�<#$���
��""$
Z���������
����#&�$�,

��������"�<)*:K�� VH��
����@#��=::����$��6�*6#$����#�+Z��-���$������!�J"��(#��#����$����$A��%"=:  

 $��	H$A�#�7
:;# prospective study <�$����
����!�:����� CD14+/CD16+ monocytes 6#
�J"��"�<)*:K��

��
�/��%"#7���� 31 ��� $��%�<)*:K����������&�
����"���,����%"#7���� 23 ��� ���$��%��#:$��  47 ���  �,�%�$��%�

<)*:K����
�/��%"#7�������$��%�<)*:K����������&�
����"���,����%"#7���� ��:����� CD14+/CD16+ monocytes 6#
�J"�
)�

$�%�$��%��#:$��"�%����#��
����� (P < 0.05)   :����� CD14+/CD16+ monocytes ����,
)�6#
�J"�<)*:K����
�/��%"

#7������������"�%����#��
�����
�J�"���$*"#��
�/�""$ (P < 0.05)   �
���%�:����� CD14+/CD16+ monocytes 


$�����*"�$�,������
�/�  #"$+�$#�7:����� HLA-DR VH���
��@H����� activated monocytes �"�$��%�<)*:K����
�/��%"

#7�������
)�$�%�$��%��#:$��"�%����#��
����� (P < 0.05)  
�%#$�#  $��	H$A�
,J7"��*##�7�
���%� CD14+/CD16+ 

monocytes �"�$��%�<)*:K����
�/��%"#7������$�%��+�$$��%���,������������
����#&�$�,���$����
:;#��
�/� ���

�,�%�:����� CD14+/CD16+ monocytes 6#
�J"�<)*:K����$�%��$�#��!�%��$��%�<)*:K����
�/��%"#7�����#�� non-

papillary $�, papillary "�%����#��
�����    


�J�"��
)+#�����
����#&���!�%�� monocytes 6#
�J"�<)*:K��$�, tissue macrophage VH����,�,��
�����6#$��


$J7"!#�#$���������������$�����%��$��#�"�
V�����
�/� =�*���$�������� activated tissue macrophage ����:��


���+�$
�/�
�J"�$��%� monocytes ���6�* Mac387 
:;#��������� �,$��%�
V������$�%��!#��#%#,��
���",


#J7"
�J�"��
�/�
%�#������$�,
#J7"
�J�":$�����,��
���",

*#
�J"�6#
#J7"
�J�"��, #"$+�$#�7����,�%�$��%�
V������$�%����

$���
��""$�"� MMP9 VH��
:;#
"/#=V��
�����6#$���%"�
���
#J7"
�J�"
$������#  <)*:K�����
#J7"
�J�"��
�/���
V���$��%� 

Mac387 �����$���
��""$�"� MMP9 +��#�#��$�������"����
�7#$�%�<)*:K�������$��%�
V������$�%��6#:���������  

<�$����+��
!�%�#�7
#�,
#�#
�����`�#����%� activated tissue macrophage ����:��
���+�$ monocytes �
��

,�,��
:;#
V������
$J7"!#�#$���������������$�����%��$��#�"�
V�����
�/� 

$��	H$A�$���
��""$�"���#6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����
���,$�,$��%�$��%�<)*:K����������&�


����"���,����%"#7���� ���$��%��#:$�� ���6�* microarray   �,�%�$��%���#����
��""$
)�6#
�/�
�J"�����"�<)*:K��

��
�/��%"#7������$�%��+�$�"�<)*:K����������&�
����"���,����%"#7���� ����"�$��%��#:$�� ���$��%���#�����$��

�
��""$
)�6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����
%�#6!�%
$�����*"�$�,������
�/�������� inflammation  6#���

���$��%���#�����$���
��""$
)�6#
�/�
�J"�����"�$��%��#:$��
$�����*"�$�, immune response  $����
����!�����,$��

�
��""$�"���#���
�J"$��	H$A�+��#�# 11 ��#�����&� real time PCR 6!*<�
"���*"�$�,<��"� microarray   

$��	H$A���#��7� 11 �#��6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7���� 35 ��� ����#:$�� 21 ���  �����
����!��,,

�<#$���
��""$�"���#��7� 11 �#��6#
�/�
�J"����
:;#���,���� �,�%����,,�<#$���
��""$��7����
:;#:Y+
+$

,����������
����@+��
:;#$��%�=�*  ���
�J�"
�J"$$��%�+�#���
$�����*"�$�, proteolytic activity ��+��$��%����
�*��
�$��

�������
�J�"�������!#*�����"���#
!�%�#�7
:;# risk score ��*� �,�%�
����@��$<)*:K����
�/��%"#7������� risk 
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score =�*
:;# 2 $��%� �J"$��%�<)*:K�������$���
��""$�"� risk score 
)����$��%������$���
��""$�"� risk score ���� 

���<)*:K�������$���
��""$�"� risk score 
)��������"��������$�%�<)*:K�������$���
��""$�"� risk score ���� "�%����

#��
��������
@��� �*"�)�
,J7"��*##�76!*�*"�)�6!�%���#%�
#6+���,%���7@H�����
:;#=:=�*6#$��6�*�,,�<#$���
��""$

�"�
�/�
�J"����=::����$��6�*6#$����#�+Z��!�J"��(#��#����$����$A��%"=:  

<�$����+��#�7=�*

#"6#$��:���������$��#�#����� 7 
�J�"� ����,���� 1 
�J�"� ����������6#���
��

#�#�������*� 3 
�J�"� ���������*� 2 
�J�"� "�)%6#��!�%��
%��������"�$!#H��
�J�"�  #"$+�$#�7����$��#�7���=�*
#�,
#�#$��

��������#��#&��"�#�$	H$A�����$��:�����
"$$���+#���
A$ 
����������
������$������� �J" #��
�� ������ 

������"���
"�, VH��
��
�/+$��	H$A���*�6#:?$��	H$A� 2552 
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������� �����������
���������������	�!"

�#
�$��
���%�&��'��()��!������*�����+�,�- 

Identification/characterization of cholangiocarcinoma associated   macrophages 

and its applications 

 

1. ����
)��
L�����������	
� 

$*"#��
�/�:��$",�*��
V�����
�/����
V���"J�# }���:��$",$�#
:;#��������*"����
#�,
#�#$��
$�� $��


+������$�����%��$��#�"�
V�����
�/� 
V���
!�%�#�7=�*�$% 
V���=���# =~�,�,��
 ���
V���
�/�
�J"����  VH��
V���


%�#6!�%����,6#��
�/�!��� }�#��
:;#
V���������~�+VH��@)$
!#���#��6!*������$������$���
��""$6#����,

��
�$����� cytokines ���!����+�$
V�����
�/����"���:��$",�"�
V���6#$*"#��
�/�#�7#   $��	H$A���7�6#����,

:��,���$�����6#
�������"��
���%� 
V�����
�/�
����@$��$�,���
!#����#��6!*������~�+
�*�����!����
���%�� }���


#�,
#�#$��"�)%�"� $����(#����$����$��#�"�
V�����
�/� �*��
!��#�7+H��,����
����#&���!�%��:�����������

~�+6#
#J7"
�J�"��
�/� (tumor associated macrophages, TAMs) $�,���$���������=�%��6#<)*:K����
�/���,��$�#��

�����7���
�/��%"#7���� 

 ��*�%�#�$�����	�
���+����,��#�#��*��%� 
V���������~�+����,6#$*"#��
�/�������!��$ !��� ��%

#�$�����	�
���
�������!#�$�%�
V��� monocyte 6#
�J"�VH��
:;#�*#$��
#���"�
V���������~�+����,6#$*"#��
�/�$/��

����!��$!���
�%#$�#  $����
����!���
�$��,#<��
V������6�* monoclonal antibody �����
����!��*�� flow 

cytometry ���6!*#�$�����	�
����,
V��� monocyte "�$$��%�!#H�������$���
��""$�"� CD14+/CD16+ ������*",%���7�%�


V���
!�%�#�7
:;#$��%�
V������+���(#�
:;#������~�+����,6#
#J7"
�J�" (circulating/activated/tissue macrophages)  ��

�����#$�����+�,
V���$��%� CD14+/CD16+monocytes 
)��H7#��$$�%�:$��6#
�J"��"�<)*:K������%�� }�����7�

<)*:K�������
�/�  #"$+�$#�7����������#����
����#&��"�����, CD14+/CD16+monocytes 6#
�J"�$�,��������

��#����"����#�7# }
�%#  HIV-associated dementia ��� sporadic amyotrophic lateral sclerosis   

�����#��+��+������H7#
�J�"��
)+#�
����`�#���
�J�"�%� 
V���$��%� circulating/activated/tissue macrophages 

!�J" CD14+/CD16+monocytes ����,6#
�J"�<)*:K����
�/��%"#7������$���
��""$���+��
����%"��
�/������������$�%��

+�$$��%�
V�������,6#�#:$�����/!�J"<)*:K����������&�
����"���,,�%"#7���� �����)*���=�*+����6!*
$������
�*�6+6#

,�,���"�
V���$��%�#�76#$��,�#$��$%"������%��$��#�"���
�/��%"#7����  #"$+�$#�7$���
��""$���+��
�������,6#


V���$��%����$�%��"�+#����:����$��6�*
:;#���,%���7����������&�
����"���
�/�6#<)*:K��=�*  

2. �
+;�*��
������������� 


�J�"��
)+#��%� 

2.1 ��
V���$��%� CD14+/CD16+monocytes 6#
�J"�<)*:K����
�/��%"#7�������
V���$��%�#�7
����#&�$�,����������

���&�
����"�<)*:K�� 

2.2  circulating/activated/tissue macrophages ����,6#
#J7"
�J�"<)*:K��
$�����*"�$�,���&�
����"���
�/� 

2.3 $���
��""$�"�
V���$��%� CD14+/CD16+monocytes �"�<)*:K����
�/��%"#7������
"$��$A�������$�%��+�$

�#:$�����<)*:K����������&�
����"���,,�%"#7�������
����@6�*
:;#���,%���7������6#$����#�+Z��!�J"

���$��������
�/��%"#7����=�* 
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3. �1��������� 

  =�*�,%�$��	H$A�#�7
:;# 3 ��7#�"#����<#�)�� 

 

 
 

����$��#�7=�*��,$����,�"�$�����
#�#$����+��+�$���$���$��+���&���$����+��6#�#�A�� �!����������"#�$%# 


����� HE471214  

Number of circulating CD14+/CD16+ 

monocytes associated to clinical feature or 
survival of patients 

Probably be prognostic 

Study design

 
 
 
3rd 
year 

YES NO 

Statistic analysis 

CD14+/CD16+monocytes subpopulation 
exist in peripheral blood from CCA patients  

Verify specific genes of CCA associated 
CD14+/CD16+monocytes in tumor tissue of CCA patients 

Verify specific genes of CCA 
associated CD14+/CD16+monocytes in 
large number of CCA patients 

CD14+/CD16+monocytes has distinct 
expression profile related to CCA 

Peripheral blood monocytes 

Flow cytometry of circulating CD14+/CD16+ 

monocytes of CCA patients comparing to 
those healthy persons and benign 

 
 
 
 
2nd 
year YES NO 

DNA Microarray of 
CD14+/CD16+monocytes from 
CCA patient comparing to 
controls 

X

1st

year 
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4. 1������	
� 

 4.1  	H$A� CD14/16 monocyte 6#
�J"�<)*:K����
�/��%"#7���� 

4.1.1 $��
��������"�%�����:��,����`�#$����
", 

$��
�����
�/�
�J"�
�J�"	H$A� CD14+/CD16+ monocytes 
#J�"�+�$$��
�����
�J"�
�J�"	H$A� CD14/16 

monocyte 
����@���=�* 2 ��&� �J"$����$ monocytes +�$
�J"�$%"#��
����!� !�J"6�* whole blood +H�=�*

���$��	H$A�
:���,
���,$��
�����
V�����7� 2 ��&�   �,�%���7� 2 ��&�=�%��$�%��$�# ��%$��6�* whole blood �%�� 
���$

$�%����=�%��:Y�!�
�J�"�
V���
)�!����!�%��$�������  $����+��#�7+H�6�* whole blood 
:;#���"�%��6#$��	H$A��%"=:  


#J�"�+�$����
�,)���6#$��������
�/�
�J"����6#���"�%��
�J"���<��%"$����
����!� CD14+/CD16+ 

monocytes �����&� Flow cytometry  +�$$��
:���,
���,$��������
�/�
�J"�����*�� lysis solution �,�%���&����6!*<�

�����
�� �J" $��6�* lysis solution 2 ml �%" heparinized blood 0.1 ml 6#
��� 5 #��� ���"��!�)�� 25oC ����*���*�� 

lysis solution V7��"�$���7� +H�6�* protocol #�76#$��
��������"�%��
�J�"	H$A� CD14+/16+ monocyte �����&� Flow 

cytometry �%"=: 

$����+��#�76�*
��J�"� Flow cytometer: Coulter Epics XL-MCL (Beckman Coulter) 6#$����
����!�   ���$��

����"#��,"���%"�"#��
+# 3 �����
� fluorescent �����$�%��$�# 3 �#��,#<��
V��� monocytes �J" Anti-CD14-FITC, 

Anti-CD16-RPE ��� Anti-HLA-DR-RPECy5  ���6�* isotype IgG1-RPE ��� IgG2-RPECy5 
:;#���
:���,
���,


�J�"�
������+��
����"��"#��,"�����
����6�*������  
����@:��,����:�
�J�"6!*"%�#�%��"��"#��,"����%���#��=�*

����
��6#�):��� 1  

 

 
 


:���,
���,$��6�* antibody �������
�*��*#�%�� }�,�%� $��6�* antibody ���������
�*��*#����6!*<���$�%� 


����@�� false positive ��� background =�*  (�):��� 2) +H�
�J"$6�* antibody �������
�*��*#����6#$���*"�
V�����

�����:�:��#�"�$����
", ���
#J�"�+�$���"�%��
�J"�<)*:K����
�/��%"#7�������=�*+�$!*"�<%����6#��%����#=�%

�#%#"# ��%$���*"�
V��������
����!� �*"�6�*
�J"�
�������$����
����!����6#��#
����$�# VH��,�����7�=�*��,
�J"�6#


���
�/#���6!*=�%
����@��
����!�6#��##�7#=�*  ���#�7#+H�=�*	H$A�
:���,
���,�%�$��
��������"�%��-�*"�
V������

��
����!���� Flow cytometer ��#��$�,$��
$/,
V�������*"�=�*��*������
����!�6#��#��%��H7#6!*<���$�%��$�#!�J"=�%  

+�$$��
:���,
���,���"�%��
�J"� 5 ���"�%�� �,�%�=�%��������$�%��$�#���
@��� ����
�6#�������� 1 ����):��� 3  

���#�7#
�J"�<)*:K��������$���*"�=�*
����@#������
����!�<� FACS 6#��#��%��H7#=�* 

 

�):��� 1  ���"�%��$����
����!� CD14/16 ��� HLA-DR monocytes ��� FACS 

A B

C D

A B

C D
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2.262.211.391.281.451.531.410.99SD

8.338.2365.7425.9588.0067.8325.8185.75Mean

8.028.965.736.247.277.026.125.71H40

10.610.88.078.028.918.28.157.42H39

4.8255.125.125.85.65.045.12H38

8.217.184.364.759.269.084.674.86H37

109.245.435.668.799.265.115.64H36

CD14_16
Overnight

CD14_16
Within D

%CD14
Overnight

%CD14
within D

CD14_16
Overnight

CD14_16
within D

% M 
overnight

% M 
within D

SSC/CD14FSC/SSC

2.262.211.391.281.451.531.410.99SD

8.338.2365.7425.9588.0067.8325.8185.75Mean

8.028.965.736.247.277.026.125.71H40

10.610.88.078.028.918.28.157.42H39

4.8255.125.125.85.65.045.12H38

8.217.184.364.759.269.084.674.86H37

109.245.435.668.799.265.115.64H36

CD14_16
Overnight

CD14_16
Within D

%CD14
Overnight

%CD14
within D

CD14_16
Overnight

CD14_16
within D

% M 
overnight

% M 
within D

SSC/CD14FSC/SSC

 

+�����!" 1 
:���,
���,<�$����
����!� CD14/16 
�J�"�*"�
V��������
����!����6#��#
���� (within day) $�,

��
����!�6#��#��%��H7# (overnight) 

�

�

�

�

�

�

�

�

�):��� 2 
:���,
���,����
�*��*#�"��"#��,"�����6�*6#$���*"�
V��� 

$ ��� � 
�J�"6�*����
�*��*#
)�,  � ��� � 
�J�"6�*����
�*��*# 1:4 �"� $ ��� �;  

$ ���� 
�J�"6�* isotype control, � ��� � 
�J�"6�*�"#��,"�����
� fluoresence 
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#J�"�+�$
��J�"� Flow cytometer: Coulter Epic XL-MCL (Beckman Coulter) ���6�*6#$��	H$A�#�7 ���*"+��$��

6#$����
����!�
�J�"6�* isotype-FITC ��� RPE ��*"�$�#  ���#�7#���<)*��+��=�*�$*:Y�!����6�* $�� gate monocytes 

+�$�%� SSC/FSC ����������%� CD14-FITC 6#$���
���%� false positive �"� CD16 ��%
�J�"6!*���#6+�%�$��%�
V���

���=�*+�$��&�#�7
:;#$��%� CD14+/16+ monocytes +���  +H�=�*
:���,
���,�%�$����
����!� CD14/16 �����&�#�7+�$
��J�"� 

Coulter Epic XL-MCL (Beckman Coulter) $�,<����=�*+�$$����
����!�+�$
��J�"� FC500 (Beckman) VH��
����@6�* 

isotype-FITC  �%��$�, isotype IgG1-RE =�*  <�$��
:���,
���,�,�%� �%� CD14/16 ���=�*+�$$����
����!���7�
"�


��J�"�
"���*"�$�# (�):��� 4-6)  ���#�7#$����
����!� isotype-FITC��� RPE ��*"�$�#=�%=�*�*��
��J�"� Coulter Epic 

XL-MCL (Beckman Coulter) ���$���$*:Y�!������&����$�%��6!*�%����@)$�*"�
�J�"@J"=�* 

 

            4.1.2 �����������
�
�
��,��������   

6#$��	H$A�#�7�*"�6�*
�J"�+�$"�
�
�������
:;#�#:$�� VH��=�*+�$$��%��#:$���������,$�����+�%��$�����

���#�$��
	A ������,��	��#���#��� +H��*"����$���"��,�"�$��	H$A�+�$���$���$��+���&���$����+��6#�#�A��


����
��� VH��=�*��,����
!/#�",��*����
�����  HE480312  ���=�*	H$A��*"�)�
�J�"���
$�I�$�����<)*:K������#:$��

=�*
�J�"
�J"$"�
�
����   


#J�"�+�$$�����+:����� CD14/16/HLA-DR monocytes 6#
�J"�������+��
:;#�*"����+������6# 24 

�������  +H��*"����$��
$/,
�J"����"�%���,, prospective study ���$��!#�
$�I�$�����
�J"$<)*:K�����$��%���,���

6!*��"���
Z�������
�	6#"�������=�%��$�%��$�#  ���
$�I�
Z���$��%�����
��6#�������� 2  
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Linear regression & Student t-test (p < 0.05)

��*�!" 3 ����
����#&��"�<�$����
����!� monocytes ��� CD14+/16+ monocyte 
�J�"��
����!�<�6#��#


����$�#
���,$�,$����
����!�<�6#��#��%��H7# 
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HGIsotype Control
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C D
Test sample

E F

HG Test sample

E F

HGIsotype Control

A B

C DIsotype Control

A B

C D

 

��*�!" 4 <�$����
����!� monocytes CD14/16/HLA-DR 
�J�"6�* isotype control-PE ��� PE-Cy5 ���6�*$�� 

monocytes gate +�$�%� SSC/FSC (Coulter Epic XL-MCL, Beckman Coulter) 

%CD14+CD16+ monocytes
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EPICS vs FC 500 
Plot 1 Regr

EPICS = 5.778 + (1.194 * FC 500)

R = 0.848

R sqr = 0.720

Normality Test P = 0.109

Constant Variance Test : (P = 0.006)

N  = 21

%CD14+CD16+ monocytes
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Plot 1 Regr

EPICS = 5.778 + (1.194 * FC 500)

R = 0.848

R sqr = 0.720

Normality Test P = 0.109

Constant Variance Test : (P = 0.006)

N  = 21

��*�!" 6 
:���,
���,<�$����
����!� monocytes CD14/16/HLA-DR �����
����!�+�$
��J�"� Coulter Epic XL-

MCL, Beckman Coulter $�,<����=�*+�$
��J�"� FC500, Beckman 

��*�!" 5 <�$����
����!� monocytes CD14/16/HLA-DR 
�J�"6�* isotype control-FITC ��� -PE (FC500, Beckman) 
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+�����!" 2  
$�I�$�����
�J"$"�
�
������%��$��%�6#$��	H$A� 

$��%�"�
�
���� +��#�# 

(���) 


$�I����
�*� 
$�I����""$ 

<)*:K����
�/��%"#7���� 31 =�*��,$��<%�������<���7#
#J7"�
���%�
:;#

��
�/��%"#7���� 

<)*:K��=�*��,��!�J"$����$A�6� 

}$%"#$��
$/,���"�%��
�J"� 

�#:$�� 47 <�$�����+�%��$��:$�� <� complete 

blood count, blood sugar ��� liver 

function test "�)%6#
$�I�:$�� 

 

<)*:K����������&�
����"�

��,����%"#7���� 

23 =�*��,$��<%�������<���7#
#J7"�
���%���

���&�
����"���,����%"#7�������=�%
:;#

��
�/��%"#7���� 

<)*:K��=�*��,��!�J"$����$A�6� 

}$%"#$��
$/,���"�%��
�J"� 

 

4.1.3 1����+��	*����� CD14/16 monocytes ,�%�7�� 

���<)*��+����7�
�����`�#�%� $���
��""$�"� monocyte ������+�,6#
�J"�������
����#&�$�,���&�
����"�

���!�J"�����"��%��$�� ���$��:��,
:����# monocyte 6#
�J"�6!*�",
#"�$�,�������&�
��� ���
����@������ 

monocyte ��������� marker CD14 VH��
:;# marker �"� monocyte ��������� marker CD16 VH��
:;# marker �"� 

tissue macrophage  ���<)*��+����7�
�����`�#�%�:������"� monocyte $��%�#�7 (CD14+/16+ monocytes) +���$#*"�

��$�%��$�#���
����"��%��$��   

<����+:����� CD14+/16+ monocytes 6#
�J"������&� flow cytometer 6#$��%�"�
�
������7�
��$��%� �,�%� 

$��%�<)*:K����
�/��%"#7�������$��%�<)*:K����������&�
����"���,����%"#7������:����� monocytes ���$�%��
)�$�%�$��%��#

:$��"�%����#��
��������
@��� (P < 0.05) �����
"�������
��6#�):��� 7 ����������� 3 

 

 

       

          

 

 

 

 

 

 

+�����!" 3 �%�
Z����:����� % CD14+/16+ monocytes 6#"�
�
������%��$��%� 

$��%�"�
�
���� +��#�# (���) % CD14/16 monocytes (mean ± SD) 

�#:$�� 47                  13 ± 6.2 

<)*:K����������&�
����"���,����%"#7���� 23 26 ± 10.7* 

<)*:K����
�/��%"#7���� 31                33.7 ± 6.2* 

*��$�%��+�$$��%��#:$�� P< 0.05 
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������ 7 �������������	
�� CD14/16 

monocyte 
��������������
�����������
�
����
���� �: Healthy = �����	, BBD = 

�!"�#$���%
�&��'	�(�&�������������)*���, 
CCA = �!"�#$�
���+�����)*��� 

*
*
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�J�"+���#$�#���"� CD14/16 monocytes ����,6#"�
�
������%��$��%�
:;#�#������� CD16 
)� 

(CD14+/16++) ����#������� CD16 ���� (CD14+/16+)  �,�%�<)*:K����
�/��%"#7�������<)*:K����������&�
����"���,����%"

#7����������, CD14+/16++ monocytes ��� CD14+/16+ monocytes ��$$�%�$��%��#:$��"�%����#��
��������
@���


�%#$�# (P <0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


�J�"6!*���,�%� CD14+/16+ monocytes "�)%6#����@)$$����*# (activated monocytes)  !�J"=�%  +H�=�*������

:������"� HLA-DR VH��
:;# marker �"�
V������@)$����*#6# CD14+/16+ monocytes �*��  �,�%� CD14+/16+ 

monocytes �"�<)*:K����
�/��%"#7������:����� HLA-DR 
)�$�%�
V���6#$��%��#:$��"�%����#��
����� (P < 0.05) (�):��� 

9)  �
���%� CD14+/16+ monocytes �"�<)*:K����
�/��%"#7����"�)%6#���� activated ��$$�%�$��%���,��� 

 

 

            

    

 

 

 

 

 

 

 
�J�"�
���%�:������"� CD14+/16+ monocytes ������+�,
)�6#<)*:K����
�/��%"#7����������
����#&�$�,����

��
�/�  +H�=�*
:���,
���,:����� CD14+/16+ monocytes $%"#���!���<%����6#<)*:K�����
����$�# +��#�# 6 ���  

�,�%�:����� CD14+/16+ monocytes 6#
�J"�<)*:K��!���<%��������"�%����#��
��������
@��� (P <0.05) 

����
��6#�):��� 10 
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�.��/ CD14+/16+ monocytes ���
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������
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��)���
����
  
*�������0������
�����	 P< 0.05 
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������ 9 ���������������-��%���	
�� HLADR 


� CD14+/16+ monocytes ��������
���
��)���
����
 Healthy = �����	, BBD = 

�!"�#$���%
�&��'	�(�&�������������)*���, 
CCA = �!"�#$�
���+�����)*��� 
*�������0������
�����	 P< 0.05 
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������ 10 �������������	
�� CD14+/16+ 

monocytes ����!"�#$�
���+�����)*��� ����
���1���������
��!"�#$��������$���  
*�������0������������ P< 0.05 

 

* 
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 4.1.4  ����, CD14+/16+ monocytes $�, 6#
�J"�$�,�����$A��������#�$�"�<)*:K�� 

���$����
����!�:����� CD14/16 monocyte 6#
�J"�<)*:K����
�/��%"#7���������,���<����&������

�"���7#
#J7"��
�/���������$A��������#�$=�* 44 ��� VH��
�J�"��
����!�����, CD14+/16+ monocyte ��������$A��

������#�$�"�<)*:K�������
�/��%"#7���� �,�%�<)*:K�������
#J7"
�J�"��
�/��%"#7�����#�� papillary adenocarcinoma ������, 

CD14+/16+ monocyte 6#
�J"�����$�%�$��%�<)*:K�������
#J7"
�J�"��
�/��%"#7�����#�� non papillary adenocarcinoma "�%����

#��
����� ���=�%�,������$�%���"�����, CD14+/16+ monocyte $�,�����$A��"J�# =�*�$% 
�	 "��� ����!#%�, �#�� 

$�����%��$������$����(#�$���"�
#J7"
�J�"��
�/� (�������� 4) 

=�*���$�������������"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����+#@H� 7 &�#���� 2550  �����
����!�������$�%��

�"������"�����"�<)*:K����!�%��<)*����� CD14+/16+ monocyte 6#
�J"�
)��������� CD14+/16+ monocyte 6#
�J"����� 

(�):��� 11)  �,�%�=�%��������$�%��$�#  +H�=�%
����@6�*:����� CD14+/16+ monocyte 6#
�J"�
:;# prognostic 

marker =�* 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��*�!" 11 
:���,
���,�����"�����"�<)*:K����
�/��%"#7��������� CD14+/16+ monocyte 6#
�J"�
)� (-----) ���<)*:K��

��
�/��%"#7��������� CD14+/16+ monocyte 6#
�J"����� (-----) 
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�	�	
��� 4 �$�
��
&��'/��1$�������� CD14+CD16+ monocyte 
���������������2�/���
���+�����)*��� 
 

 
parameter 

 
n 

Level of CD14+CD16+ 
monocyte (cells/ul) 

 
P 

Age:    < 56 

            > 56 

25 

19 

182 + 136 

157 + 120 

0.499 

Sex:    Male         

           Female 

29 

15 

182 + 146 

152 +  89 

0.176 

Type of CCA: Intrahepatic CCA 

Hilar CCA 

Extrahepatic CCA 

24 

 9 

11 

184 + 137 

121 +  79 

186 + 143 

0.124 

  

� Non – Papillary  

� Papillary 

 

29 

15 

 

203 + 148 

110 +  30 

 

0.001 

Differentiation  

� Well differentiated 

� Moderately–Poorly differentiated 

 

22 

 7 

 

198 +  146 

218 +  166 

 

0.885 

Macroscopic appearance  

� Mass formind type  

� Intradutal + Perductal type 

 

16 

11 

 

189 +  154 

162 +  133 

 

0402 

Tumor size:   < 7 cm 

                      > 7cm 

11 

16 

166 +  140 

195 +  147 

0.740 

Tumor staging:  IVa 

                          IVb 

23 

21 

167 + 113 

176 + 147 

0.320 

Vascular invasion:  No  

                               Yes 

38 

 8 

179 + 139 

136 +  54 

0.072 

Lymphatic invasion:  No  

                                  Yes 

31 

13 

171 +  130 

172 +   30 

0.794 

Infiltrating macrophage in CCA tissue 

� Low IHC index (<2) 

� High IHC index (2-12) 

 

12 

25 

 

122 +  70 

206 + 147 

 

0.047 

(Mean + SD) 
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4.2  $��	H$A�$���
��""$�"���#6# peripheral blood cells �*�� cDNA microarray 

4.2.1 $��
$/,���"�%�� =�*��,������"�%�� whole blood 
$/,6# Trizol +�$<)*:K����
�/��%"#7������������"�%��

��7#
#J7"�J#��#+��#�# 9 ��� <)*:K����������&�
����"��%"���
��##7����  5 ��� ����#:$����� inclusion ��� 

exclusion criteria ���$��!#�=�*+��#�#  8 ��� 
�J�"
$�� RNA 

4.2.2 $��
$�� RNA ���$����
����!����"�%���*�� cDNA microarray 


$�� RNA +�$���"�%��
�J"����6�* TRIzol® reagent ��� PurelinkTM Micro-to-Midi system kit 

(Izolnvitrogent)  Purelink RNA purification kit  ���+
",�������������,��
��&�'�"� RNA ���
$��=�*  ���


��
����!� first strand cDNA ��� second strand cDNA ��������,  
��
����!� Biotin-labeled cRNA +�$ cDNA 

template  ������$����� cRNA 6!*
:;#��7#
�/$$%"##��=: hybridize $�, array chip  Affimetrix HG_U133 plus 2.0 

chips (54,675 probe set) �����&����,��A��$��!#�  "%�#<����6�* Affymetrix GSC3000 scanner  �����
����!�<�

���6�* Gene Chip Operating Software; GCOS (Affymetrix, Santa Clara, CA) microarray chip ��� Partek 

Genomics Suite  ���6�* Human Genome U133 Plus 2.0 Array 
:;#���
:���,
���,  (Normalization Controls) 

4.2.3  $����
����!����
:���,
���,����,$���
��""$�"���#6#
�/�
�J"���� 

=�*��
����!�<��"� cDNA microarray �����
",#��
��������
@������6�* one-way ANOVA   ���

$��!#�����,$���
��""$�"���#���=�*+�$���"�%��<)*:K����
�/��%"#7��������#:$��������%��%��$�#��$$�%� 1.5 
�%� ���

��#��
��������
@��� P<0.05 6#$�����
�J"$��#��	H$A��%" (�������� 5 ��� 6) 

$����
����!����
:���,
���,����,$���
��""$�"���#6#
�/�
�J"������!�%��<)*:K����
�/��%"#7���� 

<)*:K����������&�
����"��%"#7���� ����#:$�� ����:��$�� Principal Component Analysis (PCA)  �
���%�$��%���# 

(49.2%) ����
��""$6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7������$�%��+�$$��%���#6#
�/�
�J"�����"��#:$���������#

����
��""$��,
$����$�,$��%���#6#
�/�
�J"��"�<)*:K����������&�
����"��%"#7����  (�):��� 12) 

$����
����!����
:���,
���,��#6#
�/�
�J"������!�%��<)*:K����
�/��%"#7��������#:$�����������,$��

�
��""$��$�%��$�# ����:��$�� Hierarchical Clustering �,�%� 
�/�
�J"����+�$���"�%����7�
"�$��%�����#���

�
��""$6#����,���
�%�$�#+��#�# 2,199 ��#  ��#����
��""$6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����
)�$�%��"��#

:$��+��#�# 121 ��# �����#����
��""$6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7��������$�%��"��#:$��+��#�# 66 ��# (�):

��� 13) 

$�����#��������6#$�������#�"�
�/�
�J"����+�$<)*:K����
�/��%"#7����
���,$�,�#:$��  +�$

�*"�)���#�����$���
��""$
)�6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7���� 
����@+��$��%���#���,�,��!#*��������
��6#

�������� 7 ���#�7  

1. Protein transport/Cytoskeletal, apoptosis related genes 

2. Regulatory/ Protein modification related genes 

3. Protease, Peptidase and Invasion related genes   

4. Growth factor/Angiogenic/ Cell growth genes 

5. Inflammation, Immune response, Cytokine, /Chemokine related genes 

6. Metabolism related genes 
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��*�!" 12 Principal Component Analysis (PCA)  �
���%� transcriptome �"�
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����

��$�%��+�$$��%���#6#
�/�
�J"�����"��#:$�� 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

��*�!" 13 Hierarchical clustering analysis �
������,$���
��""$�"���#�����$�%��$�#6#
�/�
�J"�����"�<)*:K��

��
�/��%"#7�������
�/�
�J"�����"��#:$�� 
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 +�����!" 5 $��%���#�����$���
��""$
)�6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����
�J�"
���,$�,�"��#:$�� 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene Symbol                                Gene Title 

PLAU  plasminogen activator, urokinase  

SERPINB2  serine peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2  

CXCL3  chemokine (C-X-C motif) ligand 3  

EREG  epiregulin  

THBD  thrombomodulin  

VEGF  vascular endothelial growth factor  

LTF  lactotransferrin /// similar to lactotransferrin  

PTGES  prostaglandin E synthase  

ABCA1  ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1  

CXCL2  chemokine (C-X-C motif) ligand 2  

PHLDA1  pleckstrin homology-like domain, family A, member 1  

IL1R1  interleukin 1 receptor, type I  

OLR1  oxidised low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1  

CTSL  cathepsin L  

PPIF  peptidylprolyl isomerase F (cyclophilin F)  

MMP9  matrix metallopeptidase 9  

SDC2  syndecan 2  

FOSL2  FOS-like antigen 2  

ADFP  adipose differentiation-related protein  

ATP13A3  ATPase type 13A3  

RNASE2  ribonuclease, RNase A family, 2 (liver, eosinophil-derived neurotoxin)  

IL8  interleukin 8  

ANPEP  alanyl (membrane) aminopeptidase  

EXOSC4  exosome component 4  

AMPD3  adenosine monophosphate deaminase (isoform E)  

HSPA1A /1B  heat shock 70kDa protein 1A / 1B  
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+�����!" 6 $��%���#�����$���
��""$����6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����
�J�"
���,$�,�"��#:$�� 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene Symbol                                  Gene Title 

CXCL10  chemokine (C-X-C motif) ligand 10  

TNFSF10  tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10   

HLA-DPA1  major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1  

MS4A1  membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1  

DAPP1  dual adaptor of phosphotyrosine and 3-phosphoinositides  

LNPEP  leucyl/cystinyl aminopeptidase  

TLR8  toll-like receptor 8  

SAMHD1  SAM domain and HD domain 1  

NT5C3  5'-nucleotidase, cytosolic III  

C20orf118  Chromosome 20 open reading frame 118  

TNFSF13B  tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b  

MEF2C  MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C  

TFEC  transcription factor EC  

SLFN5  schlafen family member 5  

SP110  SP110 nuclear body protein  

MPEG1  macrophage expressed gene 1  

GIMAP2  GTPase, IMAP family member 2  

RP1-93H18.5  hypothetical protein LOC441168  

MLH3  mutL homolog 3 (E. coli)  



17 

 

�������% 7  ���0������
�����%
�����������
��
+��������$����!"�#$�
���+�����)*����!��$����������	��
�����
1�"���% 

 
Protein transport/Cytoskeletal, 
apoptosis  related genes

Gene Symbol Fold Change
LTF 3.22778 

SLC16A3 1.86919 

NDRG1 1.76206 

GNA15 1.70535 

M F1 1.63618 

RIT1 1.60813 

ATP6V1C1 1.55422 

RAC2 1.53564 

NPC1 1.51838 

TLOC1 1.50378 

SDC2 2.61611 

ETS2 1.85394 

CKAP4 1.6506 

TUBB 1.52426 

SQSTM1 1.65663 

TNFRSF1B 1.6219  

 Metabolism related genes

Gene Symbol Fold Change
PTGES 3.04231 

ABCA1 2.93605 

RNASE2 2.50164 

AMPD3 2.19578 

IRS2 1.98094 

UPP1 1.89277 

NP 1.84771 

GALNACT-2  1.7398 

AGPAT6 1.71013 

GPI 1.69501 

DGAT2 1.69009 

FAM108A1 1.68284 

SLC2A3 1.6591 

C20orf3 1.6462 

NTE 1.61328 

PKM2 1.60132 

RP5-1022P6.2 1.57548 

ZUBR1 1.5551 

MAP1LC3B 1.52752  

 Regulatory/ Protein modification 
related genes
Gene Symbol Fold Change
FOSL2 2.57995 
EXOSC4 2.21338 
FOS 2.09213 
GPR97 1.99421 
GNG2 1.75065 
PDE4A 1.73108 
RALGDS 1.68044 
SLA2 1.6309 
SRPK1 1.62347 
SH3BP5 1.62004 
APLP2 1.58245 
ARRB2 1.52865 
PPIF 2.62913 
HSPA1A /1B 2.12322 
DNAJB1 1.85094 
TRIB1 1.82598 
HSPE1 1.7213 
DNAJC5 1.70657 
MAPK6 1.63669 
RANBP2 1.62085 
ST13 1.58644 
PTPRE 1.58431 
HSP90AB1 1.57809 
B3GNT5 1.57809 
MAP4K4 1.56112 
PRKCD 1.52045 
OXSR1 1.51416  

     

Protease,  Peptidase and 
Invasion related genes  

Gene Symbol Fold Change

PLAU 6.3388 

SERPINB2 5.60283 

THBD 3.87076 

OLR1 2.67693 

CTSL 2.64564 

MMP9 2.62559 

ADAM9 1.96734 

TIMP1 1.87811 

CPD 1.82203 

TPP1 1.52183 

Growth factor/Angiogenic/ Cell 
growth genes

Gene Symbol Fold Change

EREG 4.01995 

VEGF 3.33421 

IL8 2.46387 

ANPEP 2.26976 

FLNA 2.06052 

TFDP1 1.7254 

G0S2 1.70691 

INPP5A 1.67145 

PTDSR 1.6638 

ITGAX 1.66255 

TGFB1 1.57519 

SIGLEC5 1.51549 

 
Inflammation, Immune 
response, Cytokine, 
/Chemokine related genes

Gene Symbol Fold Change

CXCL3 4.90128 

CXCL2 2.88502 

IL1R1 2.77718 

IL1R2 2.08442 

FCAR 2.03052 

CD93 1.96563 

CORO1C 1.78989 

CXCL16 1.56218 

RABGEF1 1.54423 

CST7 1.51943  
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 4.2.3 $����
����!�,�,���"�
�/�
�J"����+�$<)*:K����
�/��%"#7���� 

        
�J�"#����#�������,$���
��""$�"���#
�J�"��
����!�,�,���"�
�/�
�J"����6#���������6�* 

Ingenuity pathway analysis   �,�%�
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7���� ��$�������#���
$�����*"�$�,�����"����

!�J"����<��:$��
�������+��#�#��#���
$�����*"� ����
��6#�������� 5 ����):��� 4 

    �������� 8  <�$����
����!�,�,���"�
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7�������6�* Ingenuity pathway analysis    

 (�$����3��1����$�
�	����	 0*��$������%���%�$�"�� 

1 cancer 58 

2 Immunological disease 40 

3 Inflammation disease 39 

4 Skeletal and muscular disorder 31 

5 Connective tissue disorder 29 

 

4.2.4 $�����+
",����,$���
��""$�"���#������
�J"$+�$�*"�)� microarray �����&� real time PCR 

        +�$�*"�)� microarray   ���
�J"$��#�����$���
��""$��$�%��$�#��!�%��
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/�

�%"#7����$�,�#:$�� ������
�J"$��#����������#$���
��""$6# monocyte/macrophage  �����,�,��
$�����*"�$�,

��
�/����$�����%��$����"���
�/� +��#�# 11 ��# 
:;#��#�����$���
��""$
)�+��#�# 9 ��# �����#�����$���
��""$

����+��#�# 2 ��#  

���$��
$�� RNA +�$���"�%��
�/�
�J"��"�<)*:K����
�/��%"#7����+��#�# 9 ��� ����#:$��+��#�# 8 

��� ���6�*��� miroarray, ��$ mRNA ��� convert 
:;# cDNA  ���$�� design primer, optimize condition �"�$����� 

real time PCR   <�$���������, mRNA 6#���"�%�������&� real time PCR  
"���*"�$�,�*"�)����=�*+�$ microarray 

����
��6#�):��� 15 
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    �):��� 14  ����
����#&��"���#6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7�������6�* Ingenuity pathway analysis    
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      Microarray 

      Real-time PCR 

 

�):��� 15  
:���,
���,����, mRNA 6#���"�%��
�/�
�J"����+�<)*:K����
�/��%"#7���������&� real time PCR  $�,�*"�)����

=�*+�$ microarray  

  

4.3  ����������������
��
+��������$
9"&�����/�������9�&����!"�#$�
���+�����)*��� 
	H$A�����,$���
��""$�"���#+��#�# 11 ��# VH��=�*���
�J"$��+�$�*"�)�$���
��""$�"���#6#
�/�
�J"�

����"�<)*:K����
�/��%"#7���������&� microarray ���$�%��6# 4.2 =�*�$% PLAU, MMP9, VEGFA, EREG, SERPINB2, 

PTGS, CXCL3, CTSL, IL8, CXCL10 ��� TLR8 ����������, mRNA 6#
�/�
�J"�����*����&� real-time reverse-

transcriptase polymerase chain reaction  �"�<)*:K����
�/��%"#7����+��#�# 39 �������#:$��+��#�#  21 ���  �����

���	
���	
��
����������������
	�����

	����������	�
����������������
	�����6#$��%��#:$�� �,�%����

����������
	�����

	��������:�:��#
)�6#$��%�<)*:K����
�/��%"#7����  VH��
�J�"#���<#���$���
��""$�"�$��%�

��#���	H$A���+��
����
:;#���,����  �,�%��<#������=�*����7��,,���
:;#���,���� (�):��� 16$) ����,,$��%� (�):��� 16

�)   +�$������
,J7"��*#���=�*#�7���<)*��+��+H�
�J"$
Z���$��%���#������)�,,$���
��""$����%"#�*������� =�*�$%$��%���#���


$����$�, Proteolytic activity ���$��%����
$�����*"�$�, inflammation (IL8, PTGS) ��+*�$��%� �,�%�
����@+��
:;# 3 

$��%� �J"$��%������ Proteolytic activity 
)� ��% inflammation ����  +��#�# 15  ��� 6#�):��� 17$  ���$��%������ Proteolytic 

activity ���� ��% inflammation  
)� +��#�# 12 ��� 6#�):��� 17�  ���=�%
����@+��$��%�=�* 8 ��� 

+�$$����
����!��*"�)�#�7���6!*���<)*��+��
#6+���+�
�*��
�$�����
:;#�����#$�������#�"���#$��%� 

Proteolytic activity VH��
:;#�,,�<#����,��$6#$��%�:����$����	H$A�"�)%  
�J�"6!*
����@��
����!�<�$���
��""$

�"�$��%���#���$�%��=�*"�%��
:;#��,,���6�*=�*$�,<)*:K����$���   +�$�#����#�7=�*
�*��
�$���,,�%����� Cox 

regression model 
:;#�%� risk score 
�J�"6�*��$$��%�<)*:K����������$�����������$�%��$�#�������,$���
��""$�"� 

PLAU, SERPINB2 ��� CTSL ���#�7 

                              Risk score =  1.020 PLAU + 1.214 CTSL – 0.882 SERPINB2  

 


�J�"��#�%�6#
�$��$���
��""$�"���#6#
�$���"�<)*:K����
�/��%"#7������7�!�����	H$A� (n = 35)   �,�%�


����@+��$��%�<)*:K����
�/��%"#7�����������,$���
��""$�"���#���
$�����*"�$�, Proteolytic activity �"�
V���
�/�


�J"�������
�$��=�*
:;# 2 $��%� ���6�*�%� 50th Percentile �"�����,$���
��""$�"� metastatic associated 
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gene 
:;#+����� = 4.21  
����@�,%�$��%�<)*:K�����
�/�
�J"������$���
��""$�"� risk score 
)�""$+�$$��%�<)*:K��

���
�/�
�J"������$���
��""$�"� risk score ���� VH�����%������"���� (survival time) ��$�%��$�#"�%����#��
����� 

(Log rank, P = 0.021)   ����
��6#�):��� 18  ���<)*:K�����
�/�
�J"������$���
��""$�"� risk score ����+����%�����

�"�������$�%� (mean survival 403 days; 95% CI, 320-485 ��#) <)*:K�����
�/�
�J"������$���
��""$�"� risk 

score 
)� (mean survival 239 days; 95% CI, 167-311 ��#)  

+�$�*"�)����$�%���
���%� $���������,$���
��""$�"� Proteolytic activity gene 6#
�/�
�J"����
����@

���#��!�J"���$�������"�<)*:K��=�* �
��6!*
!/#@H�	�$�����"�6�*��&�$�����$�%��6#$�����$���������
�/��"�

<)*:K����
�/��%"#7���� VH��
:;#�*"�)�:��$",$�����
�#6+�"������6#$��
�J"$�#����$����$A����
!���
������

:��
��&����
)�
��6#<)*:K����%�����=�*6#"#���   
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�):��� 16  �<#�������,$���
��""$�"���#6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����  

$. �<#����������$A��
:;#:Y+
+$,���� 

�. �<#������
����@+��
:;#$��%��%"� 

 

� 
 

� 
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�):��� 17 $ �<#�������,$���
��""$�"���#$��%� proteolytic 
)� ��% inflammation ����6#
�/�
�J"�����"�<)*:K��

��
�/��%"#7����  
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�):��� 17 � �<#�������,$���
��""$�"���#$��%� proteolytic ������% inflammation 
)�6#
�/�
�J"�����"�<)*:K��

��
�/��%"#7����  
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�):��� 18 �<#���
:���,
���,�����"����<)*:K����
�/��%"#7�����������,$���
��""$�"���#$��%� proteolytic ��� 

inflammation 6#
�/�
�J"�����"�<)*:K����
�/��%"#7����  

 

 

4.4  
�/�
�J"�����#�� macrophage 6#
#J7"
�J�"��
�/�
����#&�$�,�����"�����"�<)*:K����
�/��%"#7���� 

 <�$��	H$A�
�/�
�J"�����#�� CD14+/16+ monocyte ���$���
��""$�"���#6#
�/�
�J"�����"�<)*:K��

��
�/��%"#7����
����#&�$�,������
�/���������"�����"�<)*:K�� �
���%�
�/�
�J"������,�,��
������%"��
�/� $��

�,��#����$���,%���7�%� 
�/�
�J"�����#�� monocyte VH��
�J�"
��J�"#
�*�
)%
#J7"
�J�"��,����%"#7��������:��
���
:;# 

tissue macrophage ��$�����#�%��$�,
V�����
�/�6#$��
$J7"!�J"
#�,
#�#:�����#��%"$��
+������$�����%��$���

�"�
V�����
�/� 
�J�"��
",
�����`�#���$�%��  +H�=�*����$��	H$A�
�J�"������ tissue macrophage ���
�����:��


���+�$
�/�
�J"�����#�� monocyte ���6�* Mac387 VH��
:;# surface marker �"�
V������$�%�� ���
�J�"�
���%� 

tissue macrophage 
"J7"�%"$�����%��$����"���
�/�  =�*
�J"$��# MMP9 VH���,6#
V���
�/�
�J"����
:;#���

���+
",  

 $��	H$A������&� immunohistochemistry �"� Mac387 ��� MMP9 6#
#J7"
�J�"��
�/��"�<)*:K����
�/��%"#7����

+��#�# 50 ��� �,�%� 
V���
�/�
�J"������� Mac387 �,$��+��6#
#J7"
�J�"��,���,��
����
�/������
��� necrosis ��%

�,+��#�#��$,��
���",
#J7"
�J�"��
�/�
%�#������$�,
#J7"
�J�"��,���,��
���",

*#
�J"� (�):��� 19)  $����
����!�

����
����#&��"�$���,+��#�#
V��������� Mac387 6#
#J7"
�J�"��
�/�$�,�*"�)����&���������#�$�"�<)*:K�����6�* 

univariate analysis  �,�%�������
����#&�$�,����������=�%�� =�*�$% ��
�/��#��  non-papillary type (P = 0.006) ���  

periductal infiltrating types (P = 0.047) (�������� 9) $�����+
",
V��������$���
��""$�"� MMP9 ���double 

staining immunohistochemistry �
���%�
V��������� Mac387 ��$���
��""$�"� MMP9 �*�� (�):��� 20)  #"$+�$#�7

����,����
����#&��"�
V�������� Mac387 $�,
V��������$���
��""$�"� MMP9  (P < 0.001)   

$����
����!�����
����#&��"�$���,
V��������� Mac387 6#
#J7"
�J�"��
�/�$�,�����"�����"�<)*:K�� �,�%�

<)*:K�����
#J7"
�J�"��
�/���
V��������� Mac387 +��#�#��$�������"����
�7#$�%�<)*:K�����
#J7"
�J�"��
�/���
V��������� Mac387 

+��#�##*"�"�%����#��
��������
@��� (P = 0.01) ������%� mean survival 380 ���  (95% CI, 228-531 ���) ��� 679 ��� 

(95% CI, 541-817 ���)  ���������  (�):��� 21 )  ��7�#�7��
���� 35% �"�<)*:K��$��%����
#J7"
�J�"��
�/���
V��������� Mac387 
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+��#�#��$����������"������$$�%� 1 :?!�����,$��<%���� 6#������ 75% �"��"�<)*:K��$��%����
#J7"
�J�"��
�/���
V������

��� Mac387 +��#�##*"�����������"������$$�%� 1 :?!�����,$��<%���� 

 

 

�):��� 19  Immunohistochemistry �"� Mac387 6#
#J7"
�J�"��
�/��"�<)*:K����
�/��%"#7���� 

            A 
V��� tissue macrophage ����*"���� Mac387 6#
#J7"
�J�"��,���=�%�,��
�/� 

B 
V��� tissue macrophage ����*"���� Mac387 VH���,!#��#%#,��
���",
#J7"
�J�"��
�/����
#J7"
�J�"��, 

C 
V��� tissue macrophage ����*"���� Mac387 ����,,��
���",

*#
�J"� 

 

 

 

 

�):��� 20  Double immune-fluorescent staining �"� Mac387 ��� MMP9 6#
#J7"
�J�"��
�/��%"#7���� 

           A $��������� 200; B $��������� 400 
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�):��� 21  $��~
:���,
���,�����"�����"�<)*:K����
�/��%"#7�������:�����$���,
V��� Mac387 6#
#J7"
�J�"��
�/�  

$����
����!������"����<)*:K�����6�* Kaplan-Meier  �
���%�<)*:K�����
#J7"
�J�"��
�/���
V��������� Mac387 

+��#�#��$�������"����
�7#$�%�<)*:K�����
#J7"
�J�"��
�/���
V��������� Mac387 +��#�##*"�"�%����#��
��������


@��� (P = 0.01) 
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�������� 9  ����
����#&��"�:�����
V��� Mac387 $�,���&���������#�$�"�<)*:K�� 

   MAC387 positive cells (%) 

Variable Number Low High P value 

Age:    < 56 26 9 (34.6) 17 (65.4) 0.608 

        > 56 24 10 (41.7) 14 (58.3)  

Sex:    Female 23 9 (39.1) 14 (60.9) 0.879 

           Male 27 10 (37.0) 17 (63.0)  

Tumor  location:   Intrahepatic CCA 32 13 (40.6) 19 (59.4) 0.61 

Extrahepatic CCA   18 6 (33.3) 12 (66.7)  

Gross morphology:  Mass forming type 24 7 (29.2) 17 (70.8) 0.047 

                       Periductal  infiltrating type 20 7 (35.0) 13 (65.0)  

                       Intraductal Growth type 6 5 (83.3) 1 (16.7)  

Tumor Stage: I-II 13 8 (61.5) 5 (38.5) 0.091 

                          III 23 8 (34.8) 15 (65.2)  

                          IV 14 3 (21.4) 11 (78.6)  

Histology type:  Non-Papillary 35 9 (25.7) 26 (74.3) 0.006 

Papillary 15 10 (66.7) 5 (33.3)  

Vascular invasion:  Absent 37 14 (32.4) 23 (67.6) 0.198 

Present 13 3 (23.1) 10 (76.9)  
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5. ,���+���� 

$����+��#�7�
��6!*
!/#�%���,,
V���
�/�
�J"����6#<)*:K����
�/��%"#7����
:����#�:��=:������&�
��� 

���
Z���$��%�
V��� monocyte  VH����,�,��
�����6#$��$��+����
�/�#�7# ��$��
:����#�:��������#��#*�
$J7"!#�#����

��
�/�    
�����,
V���$��%� CD14+/16+ monocytes 6#
�J"�<)*:K����
�/��%"#7����
)�$�%��#:$��"�%����#��
�����  

:������"�
V��� CD14+/16+ monocytes $��%�#�7����
�J�"<)*:K��=�*��,$��<%����$*"#��
�/�""$  #"$+�$#�7 CD14+/16+ 

monocytes ����,6#<)*:K����
�/��%"#7����"�)%6#����@)$$����*#��$$�%�
V���  CD14+/16+ monocytes ������+�,6#�#

:$�� !��$`�#
!�%�#�7�
���%�
V��� CD14+/16+ monocytes ������+�,6#<)*:K����
�/��%"#7����������
����#&�$�,��
�/�

#"$+�$#�7����,�%�
V���
!�%�#�7��$���
��""$���
$�����*"�$�,$��
���
#J7"
�J�"
$������# (proteolytic enzyme) ���


����#&�$�,���$���������=�%���"���
�/�  $��������
V��� monocyte ���
��J�"#
�*�=:6#
#J7"
�J�"��
�/����$���*"� 

Mac387 VH��
:;# marker �"�
V��� monocyte ����:��
��� �,
V���$��%����$�%��!#��#%#6#,��
���",�"�
#J7"
�J�"

��
�/�������$�,
#J7"
�J�":$�������7�,��
���", }

*#
�J"� VH��,%���7@H�,�,���"�
V���$��%�#�7���"�+
$�����*"�$�,$�����%

��$����"�
V�����
�/�  $�����+�,$���
��""$�"� MMP9 6#
V���$��%�#�7�
���%�
V���
!�%�#�7#%�+�
$�����*"�$�,

$���%��6!*
V�����
�/���$���=:���
#J7"
�J�"6$�*
����  
���� MMP9 
:;#
"/#=V��
�����6#$���%"�
#J7"
�J�"
$������# ���

6!*
V�����
�/�
����@
��J�"#�����$��#""$#"$,��
���*#$��
#��=�*  :������"�
V��� Mac387 ������+�,6#
#J7"
�J�"

��
�/��:�<$<�#$�,�����"�����"�<)*:K��  
#�,
#�#
�����`�#���
�J�"�%�
V���
!�%�#�7���!#*����
$J7"!#�#��
�/���$$�%�

������
V�����
�/� ���#�7#$��:�"�$�#$�����%$��+���"���
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