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Abstract 
We examined the expression of PC by immunohistochemistry of paraffin-embedded 

breast tissue sections of 57 breast cancer patients with different stages of cancer progression. 
PC was expressed in the cancerous areas of breast tissue at higher levels than in the non-
cancerous areas. We also found statistical association between the levels of PC expression and 
tumor size and tumor stage (P < 0.05). The involvement of PC with these two parameters was 
further studied in four breast cancer cell lines with different metastatic potentials; i.e., MCF-7, 
SKBR3 (low metastasis), MDA-MB-435 (moderate metastasis) and MDA-MB-231 (high 
metastasis). The abundance of both PC mRNA and protein in MDA-MB-231 and MDA-MB-435 
cells was 2-3-fold higher than that in MCF-7 and SKBR3 cells. siRNA-mediated knockdown of 
PC expression in MDA-MB-231 and MDA-MB-435 cells resulted in a 50% reduction of cell 
proliferation, migration and in vitro invasion ability, under both glutamine-dependent and 
glutamine-depleted conditions. MDA-MB-231 cells containing PC knockdown showed a marked 
reduction in viability and proliferation rates suggesting the perturbation of pathways that are 
involved in cancer invasiveness. Strong PC suppression lowered glucose incorporation into 
downstream metabolites of oxaloacetate, the product of the PC reaction, including malate, 
citrate and aspartate. Levels of pyruvate, lactate, the redox partner of pyruvate, and acetyl-CoA 
were also lower suggesting the impairment of mitochondrial pyruvate cycles. Serine, glycine 
and 5-carbon sugar levels and flux of glucose into fatty acids were decreased. ATP, ADP and 
NAD(H) levels were unchanged indicating that PC suppression did not significantly affect 
mitochondrial energy production. The data indicate that the major metabolic roles of PC in 
invasive breast cancer are primarily anaplerosis, pyruvate cycling and mitochondrial 
biosynthesis of precursors of cellular components required for breast cancer cell growth and 
replication. 

We also combine the literature data on the miRNAs that potentially regulate 40 
metabolic enzymes responsible for metabolic reprogramming in cancers, with additional miRs 
from computational prediction. By combining known and predicted interactions of oncogenic 
transcription factors (TFs) (c-MYC, HIF1α and p53), sterol regulatory element binding protein 1 
(SREBP1), 40 metabolic enzymes, and regulatory miRs we have established one of the first 
reference maps for miRs and oncogenic TFs that regulate metabolic reprogramming in cancers. 
The combined network shows that glycolytic enzymes are linked to miRs via p53, c-MYC, 
HIF1α, whereas the genes in serine, glycine and one carbon metabolism are regulated via the 
c-MYC, as well as other regulatory organization that cannot be observed by investigating 
individual miRs, TFs, and target genes. 
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บทคดัย่อ 
จากการศกึษาการแสดงออกของเอน็ไซม ์pyruvate carboxylase (PC) ในเน้ือเยือ่มะเรง็เตา้นมของผูป้ว่ย 57 รายทีถ่กู
วนิิจฉยัวา่เป็นมะเรง็เตา้นมในระยะที ่ 1-4 โดยวธิ ี Immunohistochemistry พบวา่เอนไซม ์ PC มกีารแสดงออกสงูใน
เน้ือเยือ่มะเรง็เตา้นมเมือ่เปรยีบเทยีบกบัเน้ือเยือ่ปกตขิองผูป้ว่ยรายเดยีวกนั ผลการวเิคราะหท์างสถติพิบวา่ ระดบัการ
แสดงออกของเอนไซมน้ี์ มคีวามสมัพนัธก์บัระยะของมะเรง็เตา้นม และขนาดของกอ้นเน้ือมะเรง็ ซึง่ความเกีย่วขอ้งของ
เอน็ไซม ์ PC กบัระยะและขนาดของมะเรง็เตา้นมไดนํ้ามาศกึษาต่อในเซลลม์ะเรง็เตา้นมแบบเพาะเลีย้งทีม่รีะดบั
ความสามารถในการแพรก่ระจายต่างกนั เชน่ เซลล ์ MCF-7, SKBR3 (มคีวามสามารถในการแพรก่ระจายตํ่า), MDA-
MB-435 (มคีวามสามารถในการแพรก่ระจายปานกลาง) และ MDA-MB-231 (มคีวามสามารถในการแพรก่ระจายสงู)
พบวา่ในเซลลม์ะเรง็ทีม่คีวามสามารถในการแพรก่ระจายสงู เช่น MDA-MB-231 และ MDA-MB-435 จะมกีารแสดงออก
ของเอนไซม ์ PC ทัง้ในระดบั mRNA และโปรตนีสงูกวา่เซลลม์ะเรง็เตา้นมทีม่คีวามสามารถในการแพรก่ระจายตํ่า เชน่ 
MCF-7 and SKBR3 ประมาณ 2-3 เทา่ การยบัยัง้การแสดงออกของเอน็ไซม ์PC ดว้ยsiRNA ในเซลล ์MDA-MB-231 
และ MDA-MB-435 พบวา่มผีลทาํใหก้ารเจรญิเตบิโต การเคลื่อนที ่ และการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ในหลอด
ทดลองลดลงถงึ 50% ทัง้ในสภาวะทีม่แีละไมม่กีลตูามนี และเพือ่ยนืยนัผลการทดลองขา้งตน้ จงึทาํการสรา้งเซลล ์
MCF-7 ใหม้กีารสรา้งเอน็ไซม ์ PC เพิม่ขึน้ พบวา่ทาํใหอ้ตัราการเจรญิเตบิโต, การเคลื่อนที ่ และความสามารถในการ
แพรก่ระจายของเซลลม์ะเรง็ในหลอดทดลองเพิม่ขึน้ 2 เทา่ คณะผูว้จิยัไดท้าํการสรา้งเซลลท์ีถ่กูยบัยัง้เอนไซม ์ PC 
อยา่งถาวรโดยใชเ้ซลล ์ MDA-MB-231 ซึง่เป็นเซลลม์ะเรง็เตา้นมทีม่คีวามสามารถในการแพรก่ระจายสงู และทาํการวดั
ระดบั metaboliteโดย LC-MS และใชค้ารบ์อนไอโซโทปตดิตามทีน้ํ่าตาลกลโูคสและกลตูามนี ในเซลล ์MDA-MB-231 ที่
ถกูยบัยัง้เอนไซม ์PC พบวา่มกีารลดลงของ TCA cycle intermediate เชน่ citrate และ malate ซึง่การลดลงดงักลา่วมี
ผลทาํใหก้ารดงึสาร TCA cycle intermediate ไปสงัเคราะหส์ารต่างๆเชน่ serine, glycine, aspartate และ กรดไขมนั
ทาํไดน้้อยลง ซึง่สารเหลา่น้ีเป็นองคป์ระกอบของโปรตนี, ไขมนั และนิวคลโีอไทด ์ ซึง่จาํเป็นต่อการเจรญิเตบิโตของ
เซลล ์นอกจากน้ีระดบัของ pyruvate, acetyl Co-A และ lactate ซึง่เป็น redox partner ของ pyruvate กล็ดลงเชน่กนั 
การลดลงของ citrate และ malate ชีใ้หเ้หน็ถงึความบกพรอ่งของ pyruvate cycle ระหวา่งไมโทคอนเดรยีและ cytosol 
ดงันัน้เซลลท์ีถู่กยบัยัง้ PC จงึมอีตัราการเจรญิเตบิโตทีช่า้ลง จากผลการทดลองทัง้หมดน้ีแสดงใหเ้หน็ถงึบทบาททางเม
ตาบอลซิมึของเอน็ไซม ์ PC ในการสง่เสรมิการเจรญิเตบิโตและการดาํรงอยูข่องเซลลม์ะเรง็เตา้นมทีม่คีวามสามารถใน
การแพรก่ระจายสงู 
 นอกจากน้ีคณะผูว้จิยัยงัไดศ้กึษาขอบขา่ยการควบคุมเอน็ไซมใ์นขบวนการเมตาบอลซิมึในเซลลม์ะเรง็ต่าง ๆ 
โดยวธิ ี computational biology พบวา่การแสดงออกของเอน็ไซมค์วบคุมเมตาบอลซิมึถกูควบคุมในแบบเครอืขา่ยผา่น 
oncogenic transcription factor ไดแ้ก่ HIF1a, p53 และ c-myc และ SREBP1 ในระดบั transcription และ miRNA. 
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