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Abstract 
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Cholangiocarcinoma (CCA), a primary cancer of the bile duct epithelium, primarily 
associated with chronic infection with the liver fluke, Opisthorchis viverrini (Ov) that causes 
long-standing inflammation, the hallmark of carcinogenesis.  Thus molecular mechanisms of 
CCA genesis and progression need to be studied in order to identify molecular targets for 
chemoprevention and treatment. Our study aimed to investigate the molecular pathways and 
the roles of biomolecules including the metastasis suppressor RECK (reversion-inducing 
cysteine rich protein with Kazal motifs) and miR-21 (an oncogenic microRNA), which involve in 
chronic inflammation associated CCA progression. 

Our data showed that chronic inflammation persistently occurred in CCA tissues 
presented by increasing of iNOS expression. The status of inflammation-related cytochrome 
P40, CYP2A6 and CYP2E1, were aberrant according to an increase of oxidative stress. Liver 
tissues of Ov plus NDMA treated hamsters showed high RECK expression in hyperplastic 
biliary duct epithelia, low RECK expression in precancerous lesions and no RECK expression in 
CCA.  In human specimens, RECK was highly expressed in normal biliary cells, whereas 
intrahepatic CCA showed low levels of expression.  Down-regulation of RECK correlated with 
tumor metastasis (P < 0.01) and shorter patient survival (P < 0.02).  RECK expression levels 
were inversely correlated with MMP-2 and MMP-9 expression (P < 0.05).  SiRNA RECK-
depleted M139 CCA cells exhibited increased MMP-2/-9 gelatinase activities and invasiveness. 
Non-selective COX inhibitor, aspirin (500 M), demonstrated myriad effects in human CCA cell 
line, including growth suppression, enhanced phosphorylation of Akt/Erk/c-Jun, elevation of 
RECK expression, inhibition of MMP-2/-9 activity, and enhanced invasiveness. 

Besides the altered profile of RECK, miR-21 expression was significantly upregulated in 
liver tissues of Ov plus NDMA treated hamsters at 2 months (hyperplastic lesion) and at 6 
months when CCA had developed. MiR-21 was also upregulated in human CCA tissues and 
CCA cell. In patient’s CCA tissues which miR-21 has been increased, we found that miR21 
targeting genes such as the programmed cell death 4 (PDCD4) and RECK, had weaker 
staining in CCA tissues compared to the normal biliary duct. Knocking down miR-21 caused the 
reduction of CCA cells growth and migration ability. Cells with suppressing miR-21 showed an 
increase in expressions of many genes including STK40, KLHL15, GPR64, ZTBT47, CYBD1, 
FBX2, FNIP1, SOX7, APAF1, TNRC6B, TPRG1L, SH3GLB1, SOX6, GPR180 and ANKRD46, 
which possibly controls cancer growth and metastasis. 

Our data suggest that the molecular biology network of miR-21 might play role in the 
genesis Ov-associated CCA. Modulation of aberrantly expressed miR-21 and miR-210 may be 
a useful strategy to inhibit tumor cell phenotypes or improve response to chemotherapy 
including prevention of carcinogenesis. 
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บทคัดยอ 
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มะเร็งทอนํ้าดี เปนโรคมะเร็งปฐมภูมิของเซลลเยื่อบผุวิทอนํ้าดี สาเหตุเกิดจากการติดเชื้อพยาธิ
ใบไมตบัทําใหเกิดการอักเสบเร้ือรังซ่ึงนําไปสูกระบวนการกอมะเร็ง การศึกษากลไกในระดับโมเลกุลของ
มะเร็งทอนํ้าดีจะทําใหทราบโมเลกุลเปาหมายที่จะนํามาประยุกตในการปองกันและรักษาได 
วัตถุประสงคในการศึกษาครั้งน้ี เพ่ือคนหาวิถีและบทบาทของโปรตีน RECK (reversion-inducing 
cysteine rich protein with Kazal motifs) ซ่ึงเปน metastasis suppressor และไมโครอารเอ็นเอ  
miR-21 ซ่ีงเปน oncogenic microRNA โดยเกี่ยวของกับกระบวนการกอมะเร็งทอนํ้าดีที่สัมพันธกับการ
อักเสบเร้ือรัง 

ผลการศึกษาแสดงพบวา ในเน้ือเยื่อมะเร็งทอนํ้าดีมีการเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน iNOS ซ่ึง
เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบเร้ือรัง สภาวะการอักเสบเร้ือรังสัมพันธกับการทํางานที่ผดิปกติของ
เอนไซม ไซโทโครม พี 450 ชนิด CYP2A6 และ CYP2E1 ซ่ึงเก่ียวของกับการคะตะไลสสารกอมะเร็ง
ชนิด NDMA การทดลองในแฮมสเตอรที่เหน่ียวนําใหเกิดมะเร็งทอนํ้าดีดวยการติดเชื้อพยาธิใบไมตับ Ov 
รวมกับใหสารกอมะเร็ง NDMA พบวา โปรตีน RECK มีระดับเพ่ิมขึ้นในเซลลเยื่อบผุิวทอนํ้าดีที่
เปลี่ยนแปลงเปน hyperplasia จากน้ันจะมีปริมาณลดลงในระยะที่เปน precancerous lesions และไมมี
การแสดงออกเลยในระยะทีเ่ปนมะเร็ง การศึกษาในเนื้อเยือ่มะเร็งของผูปวยมะเร็งทอนํ้าดียืนยันวา  
โปรตีน RECK มีระดับการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทยีบเนื้อเยื่อตับบริเวณขางเคียง 
และสัมพันธกับสภาวะการแพรกระจาย (P < 0.01) และอัตราการรอดชีพที่สั้นลง (P < 0.02) ระดับการ
แสดงออกของโปรตีน RECK สัมพันธกับการแสดงออกของเอนไซม MMP-2 และ MMP-9 (P < 0.05) 
การทดลองโดยการใช siRNA ยับยั้งการทํางานของ RECK mRNA ในเซลลเพาะเลี้ยงมะเร็งทอนํ้าดีชนิด 
KKU-M139 พบวาทําใหเพ่ิมการทํางานของ MMP-2 และ MMP-9 ในการยอยเจลาทิน และเพิ่มการบุก
รุกของเซลลมะเร็งอีกดวย การใชยาตานอักเสบชนิด aspirin ขนาด 500 M ตอเซลลมะเร็ง พบวา
สามารถยับยัง้การเจริญเตบิโต ลดปรมิาณฟอสเฟตโปรตีนชนิด Akt/Erk/c-Jun เพ่ิมปรมิาณโปรตีน 
RECK ยับยั้งการทํางานของเอนไซม MMP-2/-9 และยับยั้งการบุกรุกของเซลลมะเร็งในหลอดทดลองได  

การศึกษานี้ไดศึกษาเก่ียวกับ ไมโครอารเอ็นเอชนิด miR-21 ที่สามารถควบคุมการแสดงออก
ของยีน RECK โดยพบวา การแสดงออกของ miR-21 เพ่ิมขึ้นในเนื้อเยือ่ตับของแฮมสเตอรที่ถูก
เหน่ียวนําใหเปนมะเร็งทอนํ้าดี ในระยะ 2 เดือน (hyperplastic lesion) และ 6 เดือน (CCA) ยังพบวา 
miR-21 เพ่ิมขึ้นในเนื้อเยือ่มะเร็งทอนํ้าดีของผูปวยและมีความสัมพันธกับการลดลงของโปรตนี RECK 
และ PDCD4 การศึกษาดวย siRNA ยับยั้งการทํางานของ miR-21 ในเซลลเพาะเลี้ยงมะเรง็ทอนํ้าดี
พบวา สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการแพรกระจายของเซลลมะเร็งได นอกจากนี้ยังมีผลตอระดับ
การแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นของยีนจํานวนหลายชนิดไดแก STK40, KLHL15, GPR64, ZTBT47, CYBD1, 
FBX2, FNIP1, SOX7, APAF1, TNRC6B, TPRG1L, SH3GLB1, SOX6, GPR180 and ANKRD46 
ซ่ึงเก่ียวของในการควบคุมการเจริญเติบโตและการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง  

การศึกษาครั้งน้ีสรุปไดวาเครือขายการทํางานของ miR-21 มีผลตอการควบคุมกระบวนกอ
มะเร็งทอนํ้าดีและการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง หากสามารถจัดการลดระดับการทํางานของโปรตีน
ที่อยุภายใตเครือขายของ miR-21 ได ก็นาจะมีความเปนไปไดในการปองกันและรักษาโรคมะเรง็ทอนํ้าดี
ใหมีประสิทธภิาพดีขึ้นไดในอนาคต 
 
คําหลัก : มะเร็งทอนํ้าดี   RECK  กระบวนการแพรกระจาย  ยาแอสไพริน  miR-21


