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ชื*อโครงการ: บทบาทของโอกลุคแนกซลิเลชั *นในเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ 
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เซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ (Cancer stem cell, CSC) มบีทบาทสาํคญัในการกลบัเป็นซํ5าและการดื5อ

ต่อการรกัษาของโรคมะเรง็ เพื*อใหเ้ขา้ใจบทบาทของเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ในมะเรง็ การศกึษาชวีวทิยา
ทั 5งระดบัพื5นฐานและระดบัโมเลกุลของเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็จงึมคีวามจาํเป็นอยา่งยิ*ง การศกึษาก่อนหน้า
ของผูว้จิยัไดป้ระสบความสาํเรจ็ในการแยกเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็จากเซลลเ์พาะเลี5ยงมะเรง็ (cancer cell 
lines) 2 ชนิด ไดแ้ก่ มะเรง็สมองชนิดไกลโอมา (glioma)  และมะเรง็ทอ่นํ5าด ี(cholangiocarcinoma) และ
ในการศกึษาครั 5งนี5มวีตัถุประสงคเ์พื*อ 1) ศกึษาคณุสมบตัขิองเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ที*แยกได ้ และ 2) 
ศกึษาบทบาทของกระบวนการโอกลุคแนกซลิเลชั *น (O-GlcNAcylation) ในเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ จาก
การศกึษาพบวา่เซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็สมอง (glioma stem-like cell, GSC) และเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ทอ่
นํ5าด ี(cholangiocarcinoma stem-like cell, CCSC) แสดงคณุสมบตักิารเป็นเซลลต์น้กาํเนิด โดยพบการ
แสดงออกของตวับง่ชี5ความเป็นเซลลต์น้กาํเนิด (stem cell marker) เชน่ SOX2 และ OCT3/4 นอกจากนี5
เซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ทั 5งสองชนิดยงัสามารถเกดิการพฒันาเปลี*ยนแปลงไปเป็นเซลลไ์ดห้ลากหลายชนิด 
(multi-lineage differentiation) เมื*อเปรยีบเทยีบอตัราการแบง่ตวัและการดื5อต่อยาเคมบีาํบดั พบวา่ แมว้า่
เซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็จะมอีตัราการแบง่ตวัชา้กวา่เซลลเ์พาะเลี5ยงมะเรง็ แต่มกีารอจัตราดื5อต่อยาเคมี
บาํบดัสงูกวา่เซลลเ์พาะเลี5ยงมะเรง็ นอกจากนี5ยงัพบวา่ในเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็จะมกีระบวนการโอกลุค
แนกซลิเลชั *นที*สงูกวา่เซลลท์ี*ถกูกระตุน้ดว้ยซรีมัจากฟีตสัของววั (fetal bovine serum) ในมกีารพฒันา
เปลี*ยนแปลง (differentiation) และเมื*อทาํการยบัยั 5งกระบวนการโอกลุคแนกซลิเลชั *นดว้ยตวัยบัยั 5ง
จาํเพาะ พบวา่ การแบ่งตวัของเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็สมองลดลงอยา่งมนียัสาํคญั ในทางกลบักนัการ
กระตุน้กระบวนการโอกลุคแนกซลิเลชั *น ดว้ย กลตูามนี (glutamine) และกลโูคซามนี (glucosamine) 
สามารถยบัยั 5งการพฒันาเปลี*ยนแปลงของเซลลไ์ด ้ โดยสรปุผลการศกึษาครั 5งนี5 บ่งชี5วา่ กระบวนการโอ 
กลุคแนกซลิเลชั *นมคีวามสาํคญัต่อการรกัษาคณุสมบตักิารเป็นเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ ซึ*งอาจจะใชเ้ป็น
เป้าหมายในการรกัษามะเรง็โดยมุง่เป้าที*เซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ได ้
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: cancer, cancer stem cell, glycosylation, glioma, cholangiocarcinoma   
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Abstract  
 

Project Code: MRG80107 
Project Title: Role of O-GlcNAcylation in cancer stem cells 
Investigator: Assistant Professor Dr. Atit Silsirivanit  

E-mail Address: atitsil@kku.ac.th  
Project Period: May 1, 2018 – April 30, 2020 

 
 Cancer stem cell (CSC) was found to play important roles in tumor recurrence and 
therapeutic resistance.  To understand the roles of CSC, several biological and molecular studies 
need to be conducted in the isolated CSCs.  We have successfully isolated cancer stem-like cells 
from cancer cell lines of glioma and cholangiocarcinoma.  This study is aimed to 1) characterize 
the newly isolated CSCs and 2) study the roles of O-GlcNAcylation in CSC.  The glioma stem-
like cell (GSC) and cholangiocarcinoma stem-like cell (CCSC) were found to exhibit stem cell 
characteristics, such as expression of stem cell markers (such as SOX2 and OC3/4), self-renewal 
and multi-lineage differentiation under the treatment with fetal bovine serum and specific 
differentiating media.  The CSCs had slower proliferation rate, but exhibited higher chemoresistant 
ability, comparing with their parental cancer cell lines.  In addition, O-GlcNAcylation, a reversible 
O-linked glycosylation with a single molecule of N-acetyl glucosamine (GlcNAc), was highly 
detected in CSCs and dramatically reduced after FCS-induced differentiation.  Suppression of O-
GlcNAcylation, by specific inhibitors, significantly reduced the sphere forming ability and 
proliferation of GSCs.  The enhancement of O-GlcNAcylation, by treatment with glutamine and 
glucosamine, could significantly suppress FCS-induced differentiation of the GSCs.  These 
evidences suggested the involvement of O-GlcNAcylation in stemness maintenance and 
differentiation of GSCs, which possibly used as a target for glioma treatment in the future. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: cancer, cancer stem cell, glycosylation, glioma, cholangiocarcinoma 
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Executive Summary  
 
1. ความสาํคญัและที*มาของปญัหา  

เซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ (cancer stem cell, CSC) มบีทบาทสาํคญัในการกลบัเป็นซํ5าและการดื5อ
ต่อการรกัษาของโรคมะเรง็ CSC มคีณุสมบตัหิลายประการคลา้ยเซลลต์น้กาํเนิดปกต ิ (normal stem 
cell) เชน่ self-renewal และ multi-lineage differentiation  และมคีณุสมบตัพิเิศษที*เอื5อต่อการกลบัเป็น
ซํ5าและการดื5อต่อการรกัษา เชน่ metastasis chemoresistance radioresistance และ immune evasion 
เป็นตน้ เพื*อใหเ้ขา้ใจบทบาทของ CSC ในมะเรง็มากขึ5น การศกึษาชวีวทิยาของ CSC ทั 5งในระดบัพื5นฐาน
และระดบัโมเลกุลจงึจาํเป็นอยา่งยิ*ง ซึ*งผลที*ไดจ้ากการศกึษาเชงิลกึนี5 จะนําไปสูก่ารพฒันาวธิกีารรกัษาที*
มุง่เป้าไปยงั CSC ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ  งานวจิยัก่อนหน้านี5 กลุม่ของผูว้จิยัไดป้ระสบความสาํเรจ็ใน
การแยกเซลลท์ี*มคีณุสมบตัคิลา้ย CSC (cancer stem-like cells) จากเซลลเ์พาะเลี5ยงมะเรง็ (cancer cell 
lines) 2 ชนิด ไดแ้ก่ มะเรง็สมองชนิดไกลโอมา (glioma)  และมะเรง็ทอ่นํ5าด ี(cholangiocarcinoma) ซึ*ง
เชื*อวา่ cancer stem-like cells จะเป็นแทนตวัแทนที*ดขีอง CSC ได ้ ดงันั 5น ในการศกึษาครั 5งนี5จงึมี
วตัถุประสงคเ์พื*อ 1) ศกึษาคณุสมบตัขิองเซลลต์น้กาํเนิดมะเรง็ที*แยกได ้ และ 2) ศกึษาบทบาทของ
กระบวนการโอกลุคแนกซลิเลชั *น (O-GlcNAcylation) ใน CSC โดยไดท้าํการศกึษาคณุสมบตัขิอง 
glioma stem-like cell (GSC) และ cholangiocarcinoma stem-like cell (CCSC) ในดา้นต่างๆ เชน่ การ
แสดงออกของ stem cell markers และ differentiation markers การเกดิ multi-lineage differentiation  
proliferation และ chemoresistance เทยีบกบั differentiated cancer cells จากนั 5นไดศ้กึษาบทบาทของ
กระบวนการ O-GlcNAcylation ต่อกระบวนการ self-renewal และ multi-lineage differentiation ของ 
CSC โดยมุง่หวงัวา่ จะทราบบทบาทและความสาํคญัของกระบวนการ O-GlcNAcylation ใน CSC อนัจะ
นําไปสูก่ารพฒันาวธิกีารรกัษาที*มุง่เป้าไปยงั CSC ไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพต่อไปในอนาคต  

 
2. วตัถุประสงค ์ 

2.1 เพื*อศกึษาคณุสมบตัขิอง cancer stem-like cells ใหมท่ี*แยกไดจ้าก cancer cell lines 
2.2 เพื*อศกึษาบทบาทของกระบวนการ O-GlcNAcylation ใน cancer stem-like cell เชน่ บทบาท
ใน self-renewal, proliferation, และ differentiation เป็นตน้ 

 
3. ระเบยีบวธิวีจิยั  

การศกึษานี5 มวีตัถุประสงคเ์พื*อศกึษาคณุสมบตัขิอง cancer stem-like cells และศกึษาแบบแผน
และบทบาทของกระบวนการ O-GlcNAcylation ใน cancer stem-like cell  ดงันั 5น จงึไดแ้บ่งการศกึษา
ออกเป็น 2 ระยะ ดงันี5  

ระยะ 1: การศกึษาคณุสมบตัขิอง cancer stem like cells  
จะทาํการศกึษาคณุสมบตัขิอง cancer stem-like cells (U87-GSC, U373-GSC, KKU-

055-SC) ที*แยกไดด้งันี5   
-  ศกึษาการแสดงออกของ for stem cell markers and differentiation markers เชน่ CD133 

SOX2 Oct3/4 Nestin CD44 และ GFAP เป็นตน้ ใน CSCs เทยีบกบั parental cancer cell lines หรอื 
FCS-induced differentiated cells โดยวธิ ีWestern blotting หรอื Immunocyto staining 
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- ศกึษาคณุสมบตัต่ิางๆ ของ CSCs ในกระบวนการ self-renewal differentiation และ 
chemoresistance เป็นตน้ โดยไดท้าํการศกึษาในหลอดทอดลอง (in vitro functional assays) 
เปรยีบเทยีบระหวา่ง CSCs กบั parental cancer cell lines หรอื FCS-induced differentiated cells 

- ศกึษาแบบแผนกระบวนการ O-GlcNAcylation (OGT, OGA, GlcNAcylated proteins) ใน 
CSC เทยีบกบั parental cancer cell lines หรอื FCS-induced differentiated cells ดว้ยวธิ ี real-time 
PCR หรอื Western blotting 

ระยะ 2: ศกึษาบทบาทของกระบวนการ O-GlcNAcylation ใน cancer stem-like cells 
เป็นการศกึษาบทบาทของกระบวนการ O-GlcNAcylation ใน cancer stem-like cells โดย

ไดเ้ลอืกศกึษาใน GSC ก่อนเนื*องจากม ีGSC หลายตวัใหศ้กึษา ไดแ้ก่ GSC-03A, GSC-03U, GSC-07U 
ที*แยกไดจ้ากเนื5อเยื*อผูป้ว่ยโดยการศกึษาก่อนหน้านี5 โดย Nambu et al (2013) และ U87-GSC และ 
U373-GSC ที*แยกไดใ้หมโ่ดยผูว้จิยั โดยไดท้าํการศกึษาในหลอดทดลอง (in vitro functional assays) 
ดว้ยการยบัยั 5งกระบวน O-GlcNAcylation หรอืกระตุน้กระบวน O-GlcNAcylation แลว้ศกึษาคณุสมบตัิ
ต่างๆ ของ GSC เชน่  proliferation และ differentiation เป็นตน้ 

 
4. แผนการดาํเนินงานวจิยัตลอดโครงการในแต่ละชว่ง 6 เดอืน  

Activities 
Month Expected 

outcome 1-6 7-12 13-18 19-24 
4.1 ศกึษาการแสดงออกของ for stem cell 
markers and differentiation markers 

/    New CSCs that 
useful for study 
of CSC biology 4.2 ศกึษาคณุสมบตัต่ิางๆ ของ CSCs เชน่ 

stemness-maintenance, differentiation 
และ chemoresistance เป็นตน้ 

/ /   

4.3 ศกึษาแบบแผน O-GlcNAcylation ใน 
CSC เทยีบกบั parental cancer cell lines 

 /   

4.4 ศกึษาบทบาทของ O-GlcNAcylation 
ใน GSCs โดยการยบัยั 5ง หรอื กระตุน้ O-
GlcNAcylation แลว้ศกึษาคณุสมบตัต่ิางๆ 
ของ GSC เชน่ proliferation และ 
differentiation เป็นตน้ 

  / / Roles of O-
GlcNAcylation 
in CSCs 

4.5 Final report and manuscript 
preparation 

   / Final report 
and manuscript 
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ผลการวจิยั 
 

การศกึษาก่อนหน้านี5ของผูว้จิยัไดพ้ฒันา cancer stem-like cells (CSC) จากเซลลเ์พาะเลี5ยง
มะเรง็สมอง (glioma cell lines) 2 ชนิด คอื U373 และ U87 โดยใหช้ื*อวา่ U373-glioma stem-like cell 
(U373-GSC) และ U87-glioma stem-like cell (U87-GSC) ตามลาํดบัและ CSC จากเซลลเ์พาะเลี5ยง
มะเรง็ทอ่นํ5าด ี(CCA cell line) ไดแ้ก่ KKU-055 โดยใหช้ื*อวา่ KKU-055-cholangiocaricnoma stem-like 
cell (KKU-055-CSC) โดยในการวจิยัครั 5งนี5จะทาํการศกึษาคณุสมบตัขิองเซลลท์ี*แยกได ้ในการแสดงออก
ของ stem cell markers และ differentiation markers การเจรญิ (proliferation) การดื5อต่อยาเคมบีาํบดั 
(chemoresistance) การพฒันาเปลี*ยนแปลงเซลลใ์หเ้ป็นเซลลไ์ดห้ลากหลายชนิด (multi-lineage 
differentiation) พรอ้มกนันี5ไดศ้กึษาการเปลี*ยนระดบัของ O-GlcNAcylation  พรอ้มทั 5งบทบาทของ
กระบวนการ O-GlcNAcylation ใน GSCs โดยไดเ้ริ*มทาํการศกึษาดงันี5 

 
การแสดงออกของ stem cells markers and differentiation markers ใน CSCs 
 ศกึษาการแสดงออกของ markers ของ stem cells (CD133, Oct3/4, SOX2 และ Nestin) และ 
differentiation ใน glioma stem-like cells U373-GSC และ U87-GSC พบวา่เซลลแ์ต่ละชนิดมกีาร
แสดงออกของ marker ที*แตกต่างกนั โดย U373-GSC มกีารแสดงออกของ Oct3/4, SOX2 และ Nestin 
สว่น U87-GSC มกีารแสดงออก CD133 และ Oct3/4 ดงัแสดงในรปูที* 1 และ รปูที* 2 ซึ*งการแสดงออก
ของ stem markers ที*แตกต่างกนัของ GSC ทั 5ง 2 ชนิดอาจเนื*องมาจากระยะ (stage) ของ stem cells 
เป็นคนละระยะกนั มคีวามเขา้ไกล ้ pluripotent stem cell ต่างกนัทาํใหม้กีารแสดงออกของ stem 
markers ต่างกนั 
 

 
รปูที* 1 การแสดงออก stem cell markers ของ U373-GSC เทยีบกบั adherent parental U373 glioma 
cell line, DIC = differential interface contrast 
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รปูที* 2 การแสดงออก stem cell markers ของ U87-GSC เทยีบกบั adherent parental U87 glioma 
cell line, DIC = differential interface contrast 
 
 
 
 การศกึษาการแสดงออกของ stem cell marker CD44 และ SOX2 ใน CSC ของ KKU-055-
cholangiocarcinoma stem like cells (KKU-055-CSC) พบวา่ เซลล ์KKU-055-CSC มกีารแสดงออก
ของ stem cell marker CD44 และ SOX2 สงูกวา่ adherent parent KKU-055 CCA cell line ดงัแสดง
ในรปูที* 3   
 

 
รปูที* 3 CCSCs ที*พฒันาจาก KKU-055 CCA cell line (A) รปูรา่ง KKU-055 parental CCA cell line 
และ sphere forming KKU-055-CCSC และ (B) การแสดงออกของ stem cell markers ในเซลลท์ั 5งสอง
ชนิด  
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ความสามารถในการพฒันาการเปลี*ยนแปลงเป็นเซลลห์ลากหลายชนิด (multi-lineage differentiation) 
ของ CSCs  
  ไดท้ดสอบความสามารถของ CSCs (U373GSC และ U87GSC) ในการ differentiation (DIF) 
โดยการกระตุน้ดว้ย 10% fetal bovine serum พบวา่เซลลส์ามารถ differentiation ไดภ้ายใน 24 ชั *วโมง 
ดงัแสดงในรปูที* 4 โดยสามารถ differentiate เป็น adipocyte และ osteocyte ไดโ้ดยการกระตุน้ดว้ย 
specific adipocyte differentiating medium และ osteocyte differentiating medium ดงัแสดงในรปูที* 5 

 
 

 
รปูที* 4 การ differentiation ของ U373-GSC และ U87-GSC เมื*อกระตุน้ดว้ย 10% fetal bovine serum  
เป็นเวลา 24 ชม. 
 
 

 
รปูที* 5 Multi-lineage differentiation ของ U373-GSC (A) เมื*อกระตุน้ดว้ย adipocyte และ osteocyte 
differentiating media เป็นเวลา 14 วนั (DIC) และB) ยอ้มดว้ยส ีOil- Red O  (ยอ้ม lipid ใน adipocyte) 
และ Alizarin Red S (ยอ้ม calcium ใน osteocyte)  
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 การทดสอบความสามารถในการเกดิ multi-lineage differentiation ของ KKU-055-CSC โดยการ
กระตุน้การ differentiate ดว้ย fetal bovine serum (FBS) และ extracellular matrix (ECM, Matri™gel) 
พบวา่เซลล ์KKU-CCSC สามารถ differentiate โดยมกีารแผข่ยาย (spread) และยดึเกาะ (adhere) บน 
culture plate ไดใ้นเวลา 24-96 ชม. ดงัแสดงใน รปูที* 6 

 

 
รปูที* 6 การเกดิ differentiation ของ KKU-055-CSC จากการกระตุน้ดว้ย 10% FBS และ extracellular 
matrix (ECM) ที*เวลา 24 และ 96 ชม. (h) หลงัการกระตุน้ 
 
 การทดสอบความสามารถในการ differentiate เป็น adipocyte และ osteocyte โดยใช ้specific 
differentiation inducing media พบวา่เซลล ์KKU-055-CSC สามารถ differentiate เป็น adipocyte และ 
osteocyte ได ้ โดยใชร้ะเวลาในการกระตุน้ 14 วนั จากนั 5นยนืยนัผลการ differentiation ดว้ยการยอ้มสี
พเิศษ ไดแ้ก่ Oil Red O เพื*อยนืยนัการ differentiation เป็น adipocyte และยอ้มดว้ยส ีAlizarin Red S 
เพื*อยนืยนัการ differentiate เป็น osteocyte ดงัแสดงใน รปูที* 7 
 

 
รปูที* 7 การเกดิ Multilineage differentiation ของ KKU-055-CSC เป็น adipocyte และ osteocyte จาก
การกระตุน้ดว้ย adipocyte และ osteocyte differentiation inducing media  



 12 

อตัราการเจรญิ (proliferation) ของ CSCs เทยีบกบั FBS-induced differentiating cells และ parental 
cancer cells 
 การทดสอบความสามารถในการเจรญิของเซลลโ์ดยวธิ ีWST proliferation assay และ Trypan-
Blue cell counting assay เปรยีบเทยีบอตัราการเจรญิของ CSCs (U87-GSC, U373-GSC, และ KKU-
055-CCSC) กบั FBS-induced differentiating cells และ parental cancer cells พบวา่ CSCs มอีตัรา
การเจรญิชา้กวา่ FBS-induced differentiating cells และ parental cancer cells ตรงตามหลกัการของ 
stem cell ที*จะมอีตัราการเจรญิ )proliferation rate(  ชา้กวา่ differentiated cells  ดงัแสดงในรปูที* 8 และ
รปูที* 9 
 

 
 

รปูที* 8 อตัราการเจรญิ (proliferation rate) ของ U373-GSC and U87-GSC เทยีบกบั 10% FBS-
induced differentiating cells (DIF) และ parental cancer cells (P) วดัดว้ย WST proliferation 
assay  (ซา้ย U87 , ขวา U373) 
 
 
 
 

 
รปูที* 9 อตัราการเจรญิ (proliferation rate) ของ KKU-055-CSC และ adherent parental KKU-055 
CCA cell line วดัดว้ยวธิ ีTrypan-Blue cell counting assay ที* 72 ชั *วโมง (3 วนั) 
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ความไวต่อยาเคมบีาํบดั (chemosensitivity) ของ CSCs เทยีบกบั parental cancer cells 
 การทดสอบความความไวต่อยาเคมบีาํบดั (chemosensitivity) ของ CSCs เทยีบกบั parental 
cancer cells พบวา่ U373-GSC มคีวามไวต่อยา temozolomide น้อยกวา่ U373 parental glioma cells
ดงัแสดงในรปูที* 10  และ KKU055-CCSC มคีวามไวต่อยา 5-FU และ cisplatin น้อยกวา่ KKU055 
parental cancer cells รปูที* 11 จากขอ้มลูนี5บ่งชี5วา่ CSCs ที*แยกไดม้อีตัราการดื5อต่อยาเคมบีาํบดัสงูกวา่ 
parental cancer cells    
 

 
รปูที* 10 ความไวต่อยา Temozolomide ของ  U373-GSC เทยีบกบั U373 parental cancer cells วดั
ดว้ยวธิ ีTrypan-Blue cell counting assay หลงัจาก treat ยา Temozolomide 10 uM และยา  5-FU 50 
uM เป็นเวลา 72 ชั *วโมง (3 วนั) 
 

 
รปูที* 11 ความไวต่อยา cisplatin และ 5-FU ของ KKU055-CSC เทยีบกบั KKU055 parental cancer 
cells วดัดว้ยวธิ ีTrypan-Blue cell counting assay หลงัจาก treat ยา (A) cisplatin 10 uM และ (B) ยา  
5-FU 50 uM เป็นเวลา 72 ชั *วโมง (3 วนั) 
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O-GlcNAcylation status ใน CSCs เทยีบกบั FBS-induced differentiating cells และ parental cancer 
cells 
 ไดศ้กึษากระบวนการ O-GlcNAcylation ใน CSCs เทยีบกบั parental cancer cells โดย
ทาํการศกึษาการแสดงออกของ O-GlcNAcylated proteins (OGP) เอนไซม ์ O-GlcNAc transferase 
(OGT) ที*ทาํหน้าที*เตมิหมู ่ GlcNAc ใหก้บัโปรตนี และเอน็ไซม ์ glutamine-fructose amidotransferase 
(GFAT) ซึ*งเป็นเอนไซมส์าํคญัในกระบวนการสงัเคราะห ์UDP-GlcNAc ดว้ยวธิ ีWestern blot analysis 
พบวา่ ระดบั O-GlcNAcylation ใน CSCs มสีงูกวา่ parental cell โดยจะพบการสงูขึ5นของ OGT หรอื 
GFAT รว่มดว้ย ดงัแสดงในรปูที* 12 
 

 
รปูที* 12 O-GlcNAcylaiton status ของ CSCs เทยีบกบั parental cancer cells ดว้ยวธิ ีWestern blot 
analysis ของ OGP, OGT และ GFAT ใน CSCs (U373-SP, U87-SP และ KKU-055-CSC) เทยีบกบั 

adherent parental cancer cell lines (� = ตาํแหน่งของเอนไซม ์OGT หรอื GFAT) 
 
 
 นอกจากนี5จากการศกึษาการแสดงออกของ OGP, OGT, และ GFAT ใน GSC ที*แยกไดจ้าก
เนื5อเยื*อผูป้ว่ยไดก่้อนหน้านี5 ไดแ้ก่ GSC-03A และ GSC-03U พบวา่ มกีารระดบัของ O-GlcNAcylation 
ใน GSCs สงูกวา่ differentiated forms (DIF) อยา่งชดัเจน ดงัแสดงในรปูที* 13 
 

 
รปูที* 13 O-GlcNAcylaiton status ของ GSC-03A และ GSC-03U ดว้ยวธิ ีWestern blot analysis ของ 
OGP, OGT และ GFAT ใน GSCs (SP) เทยีบกบั FBS-induced differentiations (DIF)  
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บทบาทของกระบวนการ O-GlcNAcylation ใน GSCs  
 การศกึษาผลการกระบวนการ O-GlcNAcylation โดยการยบัยั 5งเอนไซม ์GFAT ดว้ย 6-diazo-5-
oxo-L-norleucine (DON, GFAT inhibitor) และ OGT ดว้ย ST045849 และ ST078925 (OGT inhibitor) 
ต่อการเจรญิ (proliferation) และ sphere forming ability ของ GSCs พบวา่ proliferation และ sphere-
forming ability ของ GSC-03A และ GSC-03U ลดลงอยา่งเหน็ไดช้ดั  โดยไมส่ง่ผลใหเ้กดิการ 
differentiation ดงัแสดงในรปูที* 14-16  

 

 
รปูที* 14 ผลของ DON (GFAT inhibitor) ต่อ GSCs (A) Morphology ของ cells และ (B) Proliferation 
วดัดว้ยวธิ ีWST proliferation assay โดย treat GSC-03A, GSC-03U และ GSC-07U ดว้ย DON ที*
ความเขม้ขน้ 12.5, 25, และ 50 uM เป็นเวลา 0, 48, และ 72 ชั *วโมง (h) 

 
 

 
รปูที* 15 ผลของ OGT inhibitors ต่อ sphere forming ability ของ GSC-03A โดยใช ้ST045849 และ 

ST078925 ที*ความเขม้ขน้ 0 (control), 6.2, 12.5, 25, และ 50 uM เป็นเวลา 72 ชม. 
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รปูที* 16 ผลของ OGT inhibitors ต่อ sphere forming ability ของ U373-SP โดยใช ้ST045849 และ 
ST078925 ที*ความเขม้ขน้ 0 (control), 6.2, 12.5, 25, และ 50 uM เป็นเวลา 72 ชม. 
 

 การศกึษาผลการกระตุน้กระบวนการ O-GlcNAcylation ดว้ยการเตมิ glutamine (Gln) และ 
glucosamine (GlcN) พบวา่ O-GlcNAcylation ไมล่ดลงเมื*อเตมิ fetal bovine serum (FBS) พรอ้มกนันี5 
ยงัสามารถยบัยั 5งกระบวนการ differentiation ของ GSCs ได ้ (รปูที* 17) ผลการศกึษานี5บง่ชี5วา่ 
กระบวนการ O-GlcNAcylation มคีวามสาํคญัต่อกระบวนการ self-renewal ของ GSCs โดยทั *วไปเมื*อ
เซลลจ์ะเกดิการ differentiation ปรมิาณ O-GlcNAcylation จะลดลง แต่หากระหวา่งการ differentiation 
ของ GSC มกีารยบัยั 5งการลดลงของ O-GlcNAcylation ดว้ยการเตมิ glutamine (Gln) และ glucosamine 
(GlcN)  กจ็ะสง่ผลให ้GSC ไมส่ามารถ  differentiation ได ้  
 

 
รปูที* 14 ผลของ glutamine (Gln) และ glucosamine (GlcN) ต่อกระบวนการ O-GlcNAcylation และ 
differentiation ของ GSCs (A) Western blotting สาํหรบั O-GlcNAcylation และ markers สาํหรบั stem 
cell และ differentiation และ (B) Morphology ของ cells หลงัจากการเตมิ 20 mM Gln หรอื 5mM GlcN  
ระหวา่งการกระตุน้การ differentiation ดว้ย fetal bovine serum (FBS) 
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บทสรปุและวจิารณ์ 
 

Cancer stem cell (CSC) มคีณุสมบตัพิเิศษที*เอื5อต่อการกลบัเป็นซํ5าและดื5อต่อการรกัษาของ
โรคมะเรง็ เชน่ metastasis chemoresistance radioresistance และ immune evasion เป็นตน้ การเขา้ใจ
บทบาทของ CSC ในมะเรง็ จะนําไปสูก่ารพฒันาวธิกีารรกัษาโรคมะเรง็ที*มปีระสทิธภิาพ การศกึษานี5มี
วตัถุประสงคเ์พื*อศกึษาคณุสมบตัขิอง cancer stem-like cells ที*แยกจาก cancer cell lines ของ glioma  
(U373-GSC และ U87-GSC) และ cholangiocarcinoma (KKU-055CSC) และเพื*อศกึษาการ
เปลี*ยนแปลงและบทบาทของกระบวนการ O-GlcNAcylation ใน CSCs  

การศกึษาคณุสมบตัขิอง glioma stem-like cell (GSC) และ cholangiocarcinoma stem-like cell 
(CCSC) ในหลอดทดลอง พบวา่ U373-GSC U87-GSC และ KKU-055CSC ที*แยกไดจ้าก glioma cell 
lines (U373 และ U87) และ CCA cell line (KKU055) แสดงคณุสมบตัขิองการเป็นเซลลต์น้กาํเนิด ไดแ้ก่ 
มกีารแสดงออกของ stem cell markers เชน่ SOX2, OCT3/4  ที*สงู และสามารถเกดิการ multi-lineage 
differentiation  มอีตัราการ proliferation ที*ชา้ adherent parental  cancer cells และ differentiated cells 
แต่ม ีchemoresistance ที*สงูกวา่ ผลการศกึษาเหลา่นี5บง่ชี5วา่ GSCs และ CCSC ที*แยกได ้มคีณุสมบัติ
การเป็น CSC และสามารถใชเ้ป็นตวัแทน ในการศกึษาชวีวทิยาของ CSC ได ้ ซึ*งเซลลเ์หลา่นี5จะเป็น
เครื*องมอืที*สาํคญัใหน้กัวจิยัที*สนใจศกึษาเรื*องมะเรง็ สามารถทาํการวเิคราะหแ์ละศกึษากลไกต่างๆ ของ 
CSC ได ้ อยา่งไร ขอ้มลูในปจัจุบนัที*พบวา่ CSCs ของมะเรง็แต่ละชนิดมคีวามหลากหลาย และมกีลไกที*
สมัพนัธก์บัการดื5อยาและการกลบัเป็นซํ5าแตกต่างกนั การมเีซลล ์GSCs และ CCSC ที*หลากหลาย จะทาํ
ใหก้ารศกึษาเรื*อง CSC ของมะเรง็ทั 5งสองชนิดมคีวามแมน่ยาํ และมโีอกาสจะประสบความสาํเรจ็มากขึ5น 
แต่เนื*องจากในปจัจุบนัจาํนวน GSCs และ CCSC ที*แยกไดย้งัมน้ีอย ซึ*งอาจจะไมค่รอบคลุมทั 5งหมด 
ดงันั 5นการพฒันาแยก GSCs และ CCSC เพิ*มเตมิจากเนื5อเยื*อผูป้ว่ยหรอื cancer cell lines จะทาํใหไ้ด ้
ตวัแทน CSC ที*มคีวามหลากหลาย ใหผ้ลการศกึษาที*แมน่ยาํมากขึ5น  

การศกึษาบทบาทของ O-GlcNAcylation ใน GSCs พบวา่ระดบัของ O-GlcNAcylation ใน 
GSCs จะสงูลดลงระหวา่งการ differentiation การรบกวนสมดุลของกระบวนการ O-GlcNAcylation จะ
สง่ผลต่อ stemness maintenance และ differentiation ของ GSCs ผลจากการศกึษาครั 5งนี5บง่ชี5วา่ 
กระบวนการ O-GlcNAcylation มคีวามสาํคญัต่อ GSC ซึ*งอาจจะใชเ้ป็นเป้าหมายในการรกัษา glioma
โดยมุง่เป้าที* GSCs ได ้ อยา่งไรกต็ามกลไกการควบคมุ stemness maintenance และ differentiation 
ของ GSCs โดยกระบวนการ O-GlcNAcylation ยงัไมเ่ป็นที*เขา้ใจดนีกั ดงันั 5น การศกึษาเชงิลกึเพื*อให้
เขา้ใจกลไกดงักลา่ว ยงัเป็นเรื*องที*ทา้ทายและตอ้งการการพสิจูน์ต่อไป การคน้ O-GlcNacylated 
proteins และ Molecular pathway ที*สมัพนัธุก์บักระบวนการ O-GlcNAcylation ใน CSC เป็นอกีหนึ*ง
แนวทางการศกึษาที*นําไปสูก่ารพฒันาวธิกีารรกัษา ที*จาํเพาะต่อ CSC โดยไมก่ระทบต่อเซลลป์กตอิื*นๆ 
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Abstract: Background and objectives: Sialylation plays important roles in tumor progression. Our present
study aimed to demonstrate the alteration of sialylation and its role in cholangiocarcinoma
(CCA). Materials and Methods: The α2,3- and α2,6-sialylation in CCA tissue was analyzed by
lectin-histochemistry using Maackia amurensis lectin-II (MAL-II) and Sambucus nigra agglutinin
(SNA). CCA cell lines were treated with the pan-sialylation inhibitor 3Fax-peracetyl-Neu5Ac (3F-Sia)
followed by proliferation and chemosensitivity assays. Results: MAL-II binding α2,3-Sialylated
Glycan (MAL-SG) and SNA binding α2,6-Sialylated Glycan (SNA-SG) were both elevated in CCA
compared with hyperplastic/dysplastic (HP/DP) and normal bile ducts (NBD). The positive staining
for MAL-SG or SNA-SG were found in 82% (61/74) of the CCA cases. Higher expression of MAL-SG in
CCA was associated with shorter survival of the patients. The median survival of patients with high
and low MAL-SG were 167 and 308 days, respectively, with overall survival of 233 days, suggesting
the involvement of MAL-SG in CCA progression. MAL-SG expression of CCA cell lines was markedly
decreased after treatment with 3F-Sia for 48 to 72 h. While proliferation of CCA cells were not
affected by 3F-Sia treatment, their susceptibility to 5-fluorouracil (5-FU) was significantly enhanced.
These results suggest that sialylation is involved in the development of 5-FU resistance and the
sialylation inhibitor 3F-Sia can be used as a chemosensitizer for CCA. Conclusions: Sialylation is
critically involved in the development of chemoresistance of CCA, and sialylation inhibitors may be
used as a chemosensitizer in CCA treatment.

Keywords: cancer; chemotherapy; glycosylation; lectin; sialylation

1. Introduction

Cholangiocarcinoma (CCA), a malignant tumor originated from bile duct epithelia, is highly
endemic in the Northeastern Thailand and also arising worldwide [1]. Because clinical symptoms of
CCA are not specific, most of the patients are detected at the advanced stage where metastasis and
multi-drug resistance has already been developed. Many recent studies demonstrate the association
between aberrant glycosylation and CCA progression [2–5].
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Sialylation is a process of adding a terminal sialic acid (Sia) to the subterminal monosaccharide
of carbohydrate chains on glycoproteins or glycolipids. It plays many roles in normal physiology,
for example, neural differentiation [6], tissue regeneration [7,8], and resistance to influenza virus
infection [9,10]. The increase of sialylation and sialylated-glycans were associated with development
and progression of human diseases including cancer [10–15]. Sialylation plays important roles in tumor
metastasis of many types of cancer such as colon [16], thyroid [14], and melanoma [17]. In addition,
sialylation is involved in chemoresistance of ovarian [18,19], gastric [20], and colon [21] cancers.

Sialic binding lectins, such as Maackia amurensis lectin-II (MAL-II, α2,3-sialylated glycan binding
lectin) and Sambucus nigra agglutinin (SNA, α2,6-sialylated glycan binding lectin), have been used for
detecting and studying biological roles of sialylated-glycans in human diseases [9,11,12,14,15,17,22–25].

In this study, we have determined the expression of MAL-II binding α2,3-Sialylated Glycan
(MAL-SG) and SNA bindingα2,6-Sialylated Glycan (SNA-SG) in CCA tissue using lectin histochemistry.
Correlation of MAL-SG and SNA-SG levels with clinical parameters and survival of the patients was
evaluated. In addition, roles of sialylation in CCA progressions were determined using CCA cell lines.

2. Materials and Methods

2.1. CCA Tissues from Patients

Paraffin-embedded CCA tissue (n = 74) were obtained from the specimen bank of the
Cholangiocarcinoma Research Institute, Khon Kaen University, Thailand. Informed consent was
obtained individually from each subject and the experimental protocols were approved by the Human
Ethics Committee of Khon Kaen University (HE571283 and HE591308).

2.2. Cholangiocyte and CCA Cell Lines

MMNK, an immortalized cholangiocyte cell line [26], was obtained from the Japanese Collection of
Research Bioresources Cell Bank (JCRB) through the Cholangiocarcinoma Research Institute, Khon Kaen
University, Thailand. CCA cell lines, KKU-213 and KKU-214, were established from a primary tumor
of CCA patients and deposited in JCRB. KKU-213L5 and KKU-214L5 were the lung metastatic CCA
cell lines derived from KKU-213 and KKU-214 as previously described [27,28]. All cell lines were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS) and antibiotic-antimycotic in a 5% CO2 incubator at 37 ◦C.

2.3. Lectin-Histochemistry Staining

Lectin-histochemistry staining to detect MAL-SG and SNA-SG in CCA tissue was processed as
previously described [3]. In brief, CCA tissue sections were de-paraffinized, re-hydrated, and incubated
with 40 µg/mL of biotinylated-MAL-II and 1 µg/mL biotinylated-SNA (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA), respectively. Negative control slides were incubated with phosphate buffer saline (PBS)
instead of biotinylated-lectin. Expression of MAL-SG and SNA-SG in CCA tissues was semi-quantified
as a MAL-SG score and a SNA-SG score, according to their staining intensity (0, negatively stained;
1+, weakly stained; 2+, moderately stained; and 3+, strongly stained) and frequency of each intensity
(% of total area) based on the H-Score system [29].

2.4. Lectin-Cyto-Fluorescence Staining

Lectin-cyto-fluorescence staining was used to detect MAL-SG in cultured cell lines. After treatment
with a sialyltransferase inhibitor, cells were washed twice with ice-cold PBS and fixed with methanol
for 30 min. PBS containing 3% bovine serum albumin (BSA) was used as a blocking buffer. Cells were
incubated overnight at 4 ◦C with 80 µg/mL of biotinylated-MAL-II (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) followed by 40 min incubation with 1:500 Alexa488-conjugated streptavidin (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) in PBS at room temperature. Nucleus was counter-stained with 1:10,000 diluted
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Hoechst33342 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and the signal was observed under a ZEISS LSM 800
Confocal Laser Scanning Microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany).

2.5. Cell Proliferation and Chemosensitivity Assay

Roles of sialylation in cell proliferation and chemosensitivity were investigated using CCA cell
lines. Cells were seeded in a 96-well culture plate, cultured overnight, and then treated with 50 µM
of the pan-sialyltransferase inhibitor 3Fax-peracetyl-Neu5Ac (3F-Sia, Merck Millipore, Billerica, MA,
USA) for 48–72 h. To determine the effects of 3F-Sia on CCA cell proliferation, cell number was
measured at 0 h and 72 h after 3F-Sia treatment using Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Dojindo Laboratories,
Kumamoto, Japan) according to the manufacturer’s recommendation. To determine the effect of 3F-Sia
on chemosensitivity to 5-fluorouracil (5-FU; Sigma Aldrich, Irvine, UK) of CCA cell lines, cells were
treated with 50 µM 3F-Sia for 48 h, and then treated with 10 µM of 5-FU for an additional 48 h.
Cell viability was measured at 0 and 48 h after 5-FU treatment. Cells treated with dimethyl sulfoxide
(DMSO), instead of 3F-Sia, were used as a control. Experiments were performed in 5 replicates and
repeated at least twice; the data presented in this study were from a representative experiment.

2.6. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® 8.0 (GraphPad software, Inc., La Jolla,
CA, USA) and SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). A Student’s t-test was used to evaluate the
expression of MAL-SG and SNA-SG in CCA tissue, and the effect of 3F-Sia on CCA cell proliferation
and chemosensitivity. The correlation of MAL-SG and SNA-SG expression and clinical parameters
of CCA patients were analyzed using a χ2 (chi-square) test. Survival analysis was performed using
Log-rank test and a Kaplan-Meier plot. Significant differences were considered by p < 0.05.

3. Results

3.1. MAL-SG and SNA-SG Were Elevated in CCA Compared with Normal Bile Ducts and HP/DP

Expression of MAL-SG and SNA-SG in 74 histologically proven CCA tissues were examined.
MAL-SG was undetectable in hepatocytes and normal bile ducts (NBD) in the normal tissues adjacent
to CCA. It was slightly expressed in hyperplastic/dysplastic bile ducts (HP/DP, median MAL-SG score
= 0) and highly expressed in CCA (median MAL-SG score = 50; p < 0.05, Student’s t-test; Figure 1a,b).
The staining intensity of MAL-SG in CCA varied from negative to strongly positive (3+) as shown
in Figure 1a. The positive staining of MAL-SG was found in 82% (61/74) of CCA patients, with 38%
(28/74) having s high MAL-SG score (101–300), 34% (25/74) a moderate MAL-SG score (11–100), and
28% (21/74) a negative to low MAL-SG score (0–10). SNA-SG was weakly expressed in NBD (median
SNA-SG score = 5) and was moderately expressed in HP/DP (median SNA-SG score = 10) and CCA
(median SNA-SG score = 20; p < 0.05, Student’s t-test; Figure 1a,c). Positive signal of SNA-SG was
found in 82% (61/74) of CCA. Among them, 14% (10/74) had a high SNA-SG score (101–300), 45%
(33/74) a moderate SNA-SG score (11–100), and 42% (31/74) a negative to low SNA-SG score (0–10).

3.2. High Level of MAL-SG in CCA Was Associated with Shorter Survival of CCA Patients

Correlation of MAL-SG and SNA-SG expression in CCA tissue with the clinical parameters of
CCA patients was analyzed using a χ2 (chi-square) test. The patients were divided into high and low
expression groups based on the median MAL-SG or SNA-SG scores in CCA tissues. Our data showed
that expressions of MAL-SG or SNA-SG was not correlated with any age, histological types, or tumor
stages of CCA patients (Table 1). High SNA-SG levels were more frequently observed in females than
in males (p = 0.022).
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Figure 1. Expression of MAL-II binding α2,3-Sialylated Glycan (MAL-SG) and SNA binding
α2,6-Sialylated Glycan (SNA-SG) in CCA tissues. (a) Lectin-histochemistry staining by Maackia amurensis
lectin-II (MAL-II) and Sambucus nigra agglutinin (SNA) were performed in 74 histological-proven CCA
tissues. (b,c) Expression of MAL-SG and SNA-SG were presented as lectinhistochemistry (LHC) score
base on the staining frequency and intensity. (d,e) Survival analysis of CCA patients was performed
using Kaplan-Meier plots and Log-rank tests according to MAL-SG and SNA-SG scores in tumor area.
**significant difference, p < 0.001.

Kaplan-Meier plots and Log-rank test were used to analyze the correlation of MAL-SG and
SNA-SG levels with the survival of CCA patients. The data showed that survival of patients with high
MAL-SG (MAL-SG score ≥ 50) was shorter than those with low MAL-SG (MAL-SG score < 50) (p <

0.05, Figure 1d). The median survival of patients with high MAL-SG was 167 days (95% CI, 94–239
days), whereas that of patients with low MAL-SG was 308 days (95% CI, 252–363 days). Different
from MAL-SG, the SNA-SG expression level was not correlated with the survival of CCA patients
(Figure 1e), as median survivals of patients with high SNA-SG (SNA-SG score ≥ 20) and low SNA-SG
score (<20) were 233 days (95% CI, 158–307 days) and 236 days (95% CI, 90–381 days), respectively.
Overall survival of CCA patients was 233 days with 95% CI of 165–300 days. Multivariate survival
analysis using the Cox-proportional hazard model revealed that a high level of MAL-SG independently
predicts the shorter survival of CCA patients regardless of age, sex, histological types, and tumor
stages (p < 0.05). The hazard ratio of patients with high MAL-SG was 1.9 times higher than those with
low MAL-SG (Table 2).
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Table 1. Correlation of MAL-SG and SNA-SG expression and clinical data of CCA patients.

Variables n

MAL-SG SNA-SG

Low High
p

Low High
p

(<50) (≥50) (<20) (≥20)

Histological type (n = 74)
0.242 0.474Papillary 22 13 9 13 9

Non-papillary 52 23 29 26 26
Age (years) (n = 74)

0.496 0.668≤56 34 18 16 17 17
>56 40 18 22 22 18

Gender (n = 74)
0.864 0.022Female 26 13 13 9 17

Male 48 23 25 30 18
Tumor size (n = 73)

0.887 0.233<5 cm 13 6 7 5 8
≥5 cm 60 29 31 34 26

Tumor stage (n = 74)

0.814

0.963
I-III 29 15 14 15 14
IVA 35 17 18 19 16
IVB 10 4 6 5 5

Table 2. Cox-proportional hazard model for multivariate survival analysis of MAL-SG in CCA patients.

Variables n Hazard Ratio (HR) 95% (CI) p

Histological type (n=74)
1.117–3.572 0.020Papillary 22 1

Non-papillary 52 1.997
Age (years) (n = 74)

0.844–2.288 0.195≤56 34 1
>56 40 1.390

Gender (n = 74)
0.691–1.873 0.613Female 26 1

Male 48 1.137
Tumor stage (n = 74)

I-III 29 1 0.092
IVA 35 0.840 0.499–1.415 0.513
IVB 10 2.005 0.930–4.322 0.076

MAL-II expression (n = 74) 1.139–3.246 0.014
Low 36 1
High 38 1.923

3.3. Suppression of Sialylation by a Sialyltransferase Inhibitor Altered the Expression of MAL-SG

As only the expression of MAL-SG was associated with poor clinical outcome of CCA patients,
further experiments were focused on MAL-SG only. Expression of MAL-SG in normal cholangiocyte
(MMNK1) and CCA cell lines (KKU-055, KKU-213, KKU-213L5, KKU-214, KKU-214L5) was determined
using MAL-II lectin-cyto-fluorescence. The expression of MAL-SG varied among MMNK1 and CCA
cell lines. MMNK1 and KKU-055 expressed a low level of MAL-SG, whereas KKU-213, KKU-213L5,
KKU-214, and KKU-214L5 exhibited a high expression of MAL-SG (Figure 2). To see the roles of
sialylation in CCA cell proliferation, 50 µM of 3F-Sia sialyltransferase inhibitor was used to inhibit the
sialylation of high MAL-SG expressed KKU213, KKU213-L5, KKU214, and KKU214-L5 cell lines. The
expression of MAL-SG in CCA cell lines was dramatically decreased after treatment with 3F-Sia for 48
h, and the suppressive effect persisted until 72 h (Figure 3a). In contrast, proliferation of 3F-Sia-treated
CCA cell lines was comparable with that of DMSO-treated control cells (Figure 3b).
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Figure 3. Effect of 3Fax-peracetyl-Neu5Ac (3F-Sia) on MAL-SG expression. 3F-Sia, a sialyltransferase
inhibitor, was used to suppress the expression of MAL-SG in CCA cell lines. After 48 h of 50 µM 3F-Sia
treatment, (a) MAL-SG was determined by lectin-cyto-fluorescent staining, the signal of MAL-SG was
shown by Alexa-448 (green), and nucleus was stained by Hoechst-33342 (blue). (b) Proliferation of
CCA cell lines was measured at 0 and 72 h after 3F-Sia treatment by Cell Counting Kit-8. After 3F-Sia
treatment, the cells were treated with 10 µM of 5-FU for another 48 h. (c) Cytotoxicity was measured at
0 and 48 h after 5-FU treatment by WST assay.
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3.4. Suppression of Sialylation Enhances the 5-FU Susceptibility of CCA Cell Lines

To elucidate the role of sialylation on 5-FU susceptibility of CCA cell lines, they were treated
with 50 µM 3F-Sia for 48 h. By this treatment, MAL-SG expression obviously decreased compared
with 1% DMSO-treated control cells. Then, the cells were treated with 10 µM 5-FU and cell viability
was measured 48 h later. The results showed that, after 5-FU treatment, the viability of 3F-Sia-treated
(sialylation suppressed) cells was significantly lower than those of DMSO-treated (high sialylation)
controls (p < 0.05, Student’s t-test; Figure 3c).

4. Discussion

Aberrant sialylation, either α2,3- or α2,6-sialylation, has been reported in various cancers, such as
oral [30], ovary [31], prostate [32], and gastric [33] cancer. In CCA, sialyl Lewis-A (sLea) or CA19-9
and total sialic acids were elevated in the patients’ sera, and it is currently used as a tumor marker
for detection of CCA [34,35]. Cell surface sLea was found to play important roles in CCA metastasis,
because the neutralization of sLea by a specific antibody could suppress in vitro metastatic ability
of CCA cells [2]. These data suggested the possible increase of sialylation in CCA, although the
direct evidence has never been documented. In this study, α2,3 and α2,6-sialylation status of NBD,
HP/DP and CCA were investigated using lectin-histochemistry. The results showed that both MAL-SG
(α2,3-sialylated glycan) and SNA-SG (α2,6-sialylated glycan) expression were higher in CCA compared
to NBD and HP/DP, suggesting the possible association between the increase of sialylation and CCA
development. Although the mechanisms underlying the increase of sialylation in CCA were not yet
clearly defined, it is possible to be triggered by the increase of sialic acid synthesis or sialyltransferases
and/or the decrease of sialidases, as was shown previously in other cancers [33,36,37].

As was previously shown, the serum CA19-9 and total sialic acids levels were increased in CCA
patients compared with healthy persons, as such serum sialic acids have been used as the biomarkers
for the diagnosis of CCA [34,35]. In this study, MAL-SG and SNA-SG was highly detected in CCA
whereas they were very low in NBD, this information suggests the possibility of MAL-SG and SNA-SG
as tumor markers for CCA. Thus, further experiments are necessary to investigate the possibility
of detecting MAL-SG or SNA-SG in serum samples, as well as their diagnostic values for CCA.
Identification of carrier proteins for MAL-SG and SNA-SG in patients’ tissue and sera is also important
for understanding the biology of MAL-SG and SNA-SG in CCA. Development of lectin-based ELISA
to measure MAL-SG and SNA-SG in clinical samples is necessary to evaluate their diagnostic values
for CCA.

An association between the increased sialylation and cancer progression has been
demonstrated in various cancers as it plays important roles in metastasis, immune evasion,
radioresistance, and chemoresistance [21,37–39]. Elevation of α2,3-sialylated-glycans via increase
of α2,3-sialyltransferase was associated with metastasis of gastric cancer [33] and the advanced
stage of ovarian cancer [31]. Progression of prostate cancer was promoted by the increase of
α2,6-sialylated-glycans via the overexpression of ST6GAL1 [40]. In this study, higher expression of
MAL-SG in CCA was associated with shorter survival of the patients. To elucidate the roles of sialylation
in CCA progression, we have suppressed sialylation of CCA cell lines by 3F-Sia, a pan-sialyltransferase
inhibitor [41]. 5-FU has been used clinically as a backbone for treatment of CCA as it is an inexpensive
chemotherapeutic drug. The use of 5-FU in combination with other agents is known to improve its
effectiveness on CCA treatment, although the responsive rate varies between 7–43% [42]. Therefore,
in this study we investigated the possibility of using 5-FU in combination with 3F-Sia to improve
the CCA treatment. The results showed that suppression of sialylation by 3F-Sia augmented the
chemosensitivity of CCA cell lines to 5-FU. These results suggest for the first time a role of sialylation in
5-FU resistance of CCA. The role of sialylation in chemoresistance has already been reported in many
cancers [18,19,21]. Not only against 5-FU, sialylation was involved also in the resistance to paclitaxel
and cisplatin of ovarian cancer cells [18,43]. Moreover, gefitinib resistance of ovarian cancer [18]
and colon cancer [21] was promoted by sialylation. Taking all these and our present data together,
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sialylation inhibitor(s) can be used as a chemosensitizer in the new therapeutic strategy for CCA
treatment. The mechanisms by which sialylation regulates chemoresistance of cancer cells are not
well documented. It was reported that glycosylation is important for the function of membrane drug
transporters [44–46]. It is speculated that aberrant glycosylation of ABC transporters may increase their
activity and contribute to the resistance to chemotherapeutic drugs of cancer cells [44,46]. Taking this
information together with our present data, the possible mechanisms of sialylation in 5-FU resistance
of CCA cells can be explained as such that hypersialylation of ABC transporters increases their activity
to export the chemotherapeutic drugs out of the cells. Further in vitro and in vivo studies are needed
to address this hypothesis.

5. Conclusions

We have demonstrated here the increase of α2,3- and α2,6-sialylation in CCA using
lectin-histochemistry for MAL-SG and SNA-SG. The higher expression of MAL-SG was associated
with shorter survival of the patients, suggesting that MAL-SG can be a candidate of a poor prognostic
marker for CCA. Functional analysis suggested that sialylation is involved in chemosensitivity of CCA,
because sialylation inhibition could increase chemosensitivity of CCA to 5-FU. The present results
provide the evidence of the increase of sialylation in CCA, which might be a target for improvement of
CCA chemotherapy to bring better quality of life for CCA patients.
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 Cancer stem cell (CSC) was found to play important roles in tumor recurrence 
and therapeutic resistance.  To understand the roles of CSC, several biological and 
molecular studies need to be conducted in the isolated CSCs.  We have successfully 
isolated cancer stem-like cells from cancer cell lines of glioma and 
cholangiocarcinoma.   The glioma stem-like cell (GSC) and cholangiocarcinoma stem-
like cell exhibited stem cell characteristics, such as expression of stem cell markers 
(such as SOX2 and OC3/4), self-renewal and multi-lineage differentiation.  In addition, 
O-GlcNAcylation, a reversible O-linked glycosylaiton with a single molecule of N-acetyl 
glucosamine (GlcNAc), was highly detected in GSCs and dramatically reduced after 
FCS-induced differentiation.  Suppression of O-GlcNAcylation significantly reduced 
the proliferation of GSCs, while enhancement of O-GlcNAcylation could suppress 
FCS-induced differentiation of the GSCs.  These evidences suggested the 
involvement of O-GlcNAcylation in stemness maintenance of GSCs, which possibly 
used as a target for glioma treatment in the future.  
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