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Abstract 

The highest incidence of cholangiocarcinoma (CCA) has been reported in the 
northeastern region of Thailand. Most patients are diagnosed at an advanced stage of disease in 
which the current medical treatments are ineffective. Therefore, the survival rate of CCA patients is 
relative poor. Thus, the discovery of new prognostic markers as well as the therapeutic targets are 
urgently needed. Previous studies have been reported that LAT1 and its associating protein 4F2hc 
were upregulated and associated with poor prognosis in various human cancers, suggesting their 
prognostic values in tumors. However, the information on LAT1 and 4F2hc expressions in Thai CCA 
tissues as well as their roles in CCA are limited. We, therefore, evaluated the prognostic significance 
of LAT1 and 4F2hc in 127 Thai ICC patients by using immunohistochemistry analysis. We found that 
LAT1 expression pattern was similar to that of 4F2hc. Interestingly, co-expression of LAT1 together 
with 4F2hc was significantly correlated with various clinicopathological factors compared to either the 
expression LAT1 or 4F2hc. Moreover, co-expression of LAT1 and 4F2hc was significantly related 
with shorter survival time of patients. However, from multivariate analysis, only TNM stage exhibited 
independent prognostic value. Therefore, to use LAT1 and 4F2hc as prognostic markers for CCA 
patient, the expression of LAT1 and 4F2hc together with other clinicopathological parameters are 
suggested. Roles of LAT1 was examined by using lentiviral shRNA mediating LAT1 knockdown in 
KKU-M213 cells, a cell line-derived from Thai CCA patient. Stable LAT1 knockdown suppressed the 
proliferative indefinitely properties, but did not alter cell proliferation as demonstrated by clonogenic 
assay and BrdU staining, respectively. In consistent, transient silencing LAT1 had no effect on cell 
proliferation but significantly suppressed cell invasion and migration. Most interestingly, LAT1 
knockdown resulted in reduction the expression of its associating protein, 4F2hc, however, the 
expression of 4F2hc associating proteins, xCT, GLUT1 and 1-integrin was not altered. In addition, 
the expression of the negative 4F2hc regulator gene, miRNA-7 was significantly increased in transient 
LAT1 knockdown CCA cells. Lastly, the phosphorylation levels of Akt, p70S6K and ERK1/2 were 
inhibited in LAT1 knockdown KKU-M213 cells. Taken together, our results indicate that suppression 
of CCA cell survival and motility may be partly through the miRNA-7-related signaling pathways. 
Based on this finding, LAT1 and 4F2hc has a potential to be develop as prognostic biomarkers and 
therapeutic targets for CCA. 
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บทคัดย่อ 
 
มะเร็งท่อน ้ำดี (Cholangiocarcinoma) เป็นปัญหำสำธำรณสุขที่ส้ำคัญ ซ่ึงอุบัติกำรณ์ของโรคมะเร็งชนิดนี พบมำก
ที่สุดในภำคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ส่วนใหญ่คนไข้จะถูกวินิจฉัยว่ำเป็นมะเร็งชนิดนี เมื่อโรคอยู่ใน
ระยะที่รุนแรง ซึ่งจะดื อต่อรักษำด้วยยำฆ่ำมะเร็ง ท้ำให้ผู้ป่วยมีอัตรำกำรรอดชีวิตต่้ำ กำรค้นคว้ำหำตัวบ่งชี ในกำร
พยำกรณ์โรคและเป้ำหมำยใหม่ส้ำหรับกำรรักษำจึงมีควำมส้ำคัญและจ้ำเป็นอย่ำงยิ่ง ผลกำรวิจัยที่ผ่ำนมำพบว่ำใน
เซลล์มะเร็งหลำยชนิดมีระดับกำรแสดงออกของโปรตีนตัวขนส่งกรดอะมิโนแอลเอที 1 (LAT1) และโปรตีนที่
ท้ำงำนร่วม 4F2hc สูง ระดับกำรแสดงออกของ LAT1 และ 4F2hc ที่สูงจะมีควำมสัมพันธ์กับกำรพยำกรณ์โรคที่
ไม่ดี แสดงให้เห็นถึงควำมเป็นไปได้ที่จะใช้ระดับกำรแสดงออกของ LAT1 และ 4F2hc เป็นตัวพยำกรณ์โรคมะเร็ง 
แต่ปัจจุบันยังขำดข้อมูลเกี่ยวกับกำรแสดงออกของโปรตีนทั งตัวนี ในชิ นเนื อมะเร็งท่อน ้ำดีของคนไทย  ตลอดจน
บทบำทและกลไกที่เกี่ยวข้องในกำรด้ำเนินโรคของมะเร็งท่อน ้ำดี จำกกำรศึกษำกำรแสดงออกของโปรตีน LAT1 
และ 4F2hc ในชิ นเนื อของมะเร็งท่อน ้ำดีชนิด intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) จำกคนไข้คนไทย
จ้ำนวน 127 รำย ด้วยวิธี immunohistochemistry พบว่ำระดับกำรแสดงออกของ LAT1 มีควำมสัมพันธ์กับ
ระดับกำรแสดงออกของ 4F2hc กำรแสดงออกร่วมกันของ LAT1 และ 4F2hc มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะทำง
คลินิกมำกกว่ำกำรแสดงออกของ LAT1 หรือ 4F2hc เพียงอย่ำงเดียว ที่ส้ำคัญกำรแสดงออกร่วมกันของทั ง LAT1 
และ 4F2hc มีควำมสัมพันธ์กับระยะเวลำกำรมีชีวิตรอดที่สั นของคนไข้ จำกกำรวิเครำะห์แบบ multivariate 
analysis พบว่ำระดับกำรแสดงออกของ LAT1 และ 4F2hc เพียงอย่ำงเดียวไม่สำมำรถใช้เป็นตัวพยำกรณ์
โรคมะเร็งท่อน ้ำดีได้ จึงเสนอแนะให้ใช้ร่วมกับปัจจัยทำงคลินิกอ่ืน บทบำทของ LAT1 ต่อกำรด้ำเนินโรคของ
เซลล์มะเร็งท่อน ้ำดีศึกษำโดยลดกำรแสดงออกของ LAT1 ในเซลล์มะเร็งท่อน ้ำดีชนิด KKU-M213 ซึ่งเป็น
เซลล์มะเร็งท่อน ้ำดีที่พัฒนำมำจำกคนไข้คนไทย กำรลดกำรแสดงออกของ LAT1 แบบถำวรยับยั งกำรเจริญเติบโต
อย่ำงไร้ขีดจ้ำกัดหรือควำมสำมำรถในกำรอยู่รอดของเซลล์มะเร็งท่อน ้ำดี แต่ไม่มีผลต่อกำรเพ่ิมจ้ำนวนของเซลล์ 
สอดคล้องกับผลกำรทดลองจำกกำรลดกำรแสดงออกของ LAT1 แบบชั่วครำว ซึ่งไม่มีผลต่อกำรเพ่ิมจ้ำนวนเซลล์ 
แต่มีผลยับยั งกำรบุกรุกและกำรแพร่กระจำยของเซลล์ KKU-M213 ที่ส้ำคัญยังพบว่ำระดับกำรแสดงออกของ 
4F2hc ลดลงในเซลล์ที่ลดกำรแสดงออกของ LAT1 แต่ไม่พบกำรเปลี่ยนแปลงของกำรแสดงออกของโปรตีนที่
อำศัยกำรท้ำงำนร่วมกับโปรตีน 4F2hc คือ xCT, GLUT1 และ 1-integrin นอกจำกนี ยังพบว่ำกำรลดกำร
แสดงออกของ 4F2hc พบร่วมกับกำรเพ่ิมกำรแสดงออกของ miRNA-7 ซึ่งปกติท้ำหน้ำที่ลดกำรแสดงออกของ 
4F2hc กำรลดกำรแสดงออกของ LAT1 ลดกำรท้ำงำนของ Akt, p70S6K และ ERK1/2 จำกผลกำรศึกษำทั งหมด
อำจกล่ำวได้ว่ำ LAT1 ยับยั งคุณสมบัติของเซลล์มะเร็งท่อน ้ำดีในกำรเจริญเติบโตอย่ำงไร้ขีดจ้ำกัด  กำรบุกรุกและ
แพร่กระจำย อย่ำงน้อยอำจผ่ำนกำรยับยั งกำรท้ำงำนของกลไกวิถีที่เก่ียวข้องกับ miRNA-7 ดังนั นกำรทดลองครั งนี 
แสดงให้เห็นถึงควำมสำมำรถในกำรใช้โปรตีนตัวขนส่งกรดอะมิโน LAT1 เป็นตัวพยำกรณ์และเป้ำหมำยของกำร
รักษำโรคมะเร็งท่อน ้ำดี 
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