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SANTRUMPOS 

7-AAD – 7-aminoaktinomicinas D 
ACC – acetilo kofermento A karboksilazė 
Acetil-KoA – acetilo kofermentas A 
ADP – adenozin-5’-difosfatas 
AKT – baltymo kinazė B (angl. protein kinase B) 
ALDH – aldehido dehidrogenazė 
ALT – alanino transaminazė 
AMPK – AMP aktyvuoto baltymo kinazė  

(angl. 5’ AMP-activated protein kinase) 
AP-1 – aktyvatoriaus baltymas 1 (angl. activator protein 1) 
ASMC – žmogaus kvėpavimo takų lygiųjų raumenų ląstelės  

(angl. airway smooth muscle cells) 
AST  aspartato transaminazė 
ATP  adenozin-5’-trifosfatas 
BCAT – šakotosios grandinės aminorūgščių transferazė  

(angl. branched-chain amino acid transferase) 
BCAT2 – mitochondrinė šakotos grandinės aminorūgščių transferazė 2  

(angl. mitochondrial branched-chain amino acid transferase 2) 
BCC – krūties vėžio pirminių ląstelių kultūra (angl. breast cancer cells) 
BCAA – šakotosios grandinės aminorūgštis (angl. branched-chain amino 

acid) 
BCKA – šakotosios grandinės keto rūgštis (angl. branched-chain keto acid) 
BCSC – krūties vėžio kamieninės ląstelės (angl. breast cancer stem cells) 
BT-474 – krūties naviko ląstelių linija 
CAF – su naviku susiję fibroblastai (angl. cancer-associated fibroblasts) 
CCCP – karbonilo cianido m-chlorfenilo hidrazonas  

(angl. carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone) 
CCL2 – monocitų chemotaktinis baltymas – 1 (angl. monocyte 

chemoattractant protein-1) 
CD – diferenciacijos antigenai (angl. cluster of differentiation) 
CPT1C – karnitino palmitoiltransferazė 1C (angl. carnitine 

palmitoyltransferase 1C) 
CSC  vėžio kamieninės ląstelės (angl. cancer stem cells) 
CXCL7 – pagrindinis trombocitų bazinis baltymas  

(angl. chemokine (C-X-C motif) ligand 7) 
DBT – dihidrolipoamido šakotos grandinės transacilazė  

(angl. dihydrolipoamide branched chain transacylase) 
DLT – dihidrolipoilo transacetilazė 
DMEM – dulbeko modifikuota Eagle terpė  

(angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 
DNR – deoksiribonukleorūgštis 
ECHS1 – trumposios grandinės enoil-KoA hidratazė 1  

(angl. enoyl-CoA hydratase, short chain 1) 
ECM – tarpląstelinis užpildas (angl. extracellular matrix) 
EGF – epiderminis augimo veiksnys (angl. epidermal growth factor) 
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EMT – epitelinis–mezenchiminis virsmas (angl. epithelial–mesenchymal 
transition) 

EM – elementarus metabolinis vienetas (angl. elementary metabolite unit) 
ER – estrogenų receptoriai 
F12 – Ham’s F-12 maistinių medžiagų mišinys (angl. Ham’s Nutrient 

Mixture F-12) 
FADH – redukuotas flavino adenino dinukleotidas (angl. reduced form of 

flavin adenine dinucleotide)  
FAO – riebalų rūgščių oksidacija (angl. fatty acid oxidation) 
FAS – riebalų rūgščių sintezė (angl. fatty acid synthesis) 
FASN – riebalų rūgščių sintazė (angl. fatty acid synthase) 
FGF – fibroblastų augimo veiksnys (angl. fibroblast growth factor) 
FJS – fetalinis jaučio serumas (angl. fetal bovine serum) 
FOXC2 – šakės galvutės dėžutės baltymas C2 (angl. forkhead box protein C2) 
FOXO – šakės galvutės dėžutės baltymas O (angl. forkhead box protein O) 
FOXP3 – šakės galvutės dėžutės baltymas P3 (angl. forkhead box protein P3) 
GSMM – Genomo apimties metabolinis modelis (angl. Genome Scale 

Metabolic Model) 
GAPDH – gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazė  
HADHA – Hidroksiacil-KoA dehidrogenazės trifunkcinis daugiafermentinis 

komplekso alfa subvienetas (angl. hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 
trifunctional multienzyme complex subunit alpha) 

HER2 – epidermio augimo veiksnio receptorius 2 
(angl. human epidermal growth factor receptor 2) 

HIBADH – 3-hidroksiizobutirato dehidrogenazė 
HIF1A – hipoksijos sukeliamas 1-alfa veiksnys  

(angl. hypoxia-inducible factor 1-alpha) 
IFN – Interferonas 
IL – Interleukinas 
JC1 – 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolilkarbocianino 

jodidas 
Ki67 – ląstelių proliferacijos žymuo 
KoA – kofermentas A 
LEF1 – limfoidą stiprinantis veiksnys-1  

(angl. lymphoid enhancer-binding factor 1) 
Malonil-KoA – malonilo kofermentas A 
MAPK – mitogenų aktyvinama baltymų kinazė  

(angl. mitogen-activated protein kinase) 
MCF-10A – Ląstelių linija išskirta iš normalaus krūties audinio  

(angl. Michigan Cancer Foundation-10A) 
MCF-7 – Krūties naviko ląstelių linija (angl. Michigan Cancer Foundation-7) 
MCT – monokarboksilato transporteris (angl. monocarboxylate transporter) 
ME – malato dehidrogenazė (angl. malic enzyme) 
MET – mezenchiminis-epitelinis virsmas; 
MMP – tarpląstelinio užpildo metalo proteinazė  

(angl. matrix metalloproteinase) 
MSC – mezenchiminės kamieninės ląstelės (angl. mesenchymal stem cells) 
NAD – nikotinamido adenino dinukleotidas 
NADH – redukuotas nikotinamido adenino dinukleotidas 
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NADPH – redukuotas nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas 
NK – natūralus žudikas (angl. natural killer) 
NKT – T ląstelės žudikės (angl. natural killer T) 
OXPHOS – mitochondrijų oksidacinis fosforilinimas (angl. mitochondrial 

oxidative phosphorylation) 
PBS – fosfatinis buferis (angl. phosphate-buffered saline) 
PDH – piruvato dehidrogenazė 
PI3K – fosfoinozidido 3-kinazė ( angl. phosphoinositide 3-kinase) 
PPAR-δ – reroksisomos proliferatoriaus aktyvinti δ izoformos receptoriai 
PER – progesteronų receptoriai 
R/G – raudonos ir žalios fluorescencijos santykis (angl. red/green) 
RNR – ribonukleino rūgštis 
ROS – aktyviosios deguonies formos (angl. reactive oxygen species) 
siRNR – trumpos grandinės nekoduojanti ribonukleino rūgštis (angl. small 

interfering RNA) 
SP1 – transkripcijos veiksnys (angl. specificity protein 1) 
Sukcinil-KoA – sukcinilo kofermentas A 
TAM – su naviku susiję makrofagai (angl. tumor-associated macrophages) 
TCA – trikarboksirūgštis (angl. tricarboxylic acid) 
TGFβ – transformuojantis augimo veiksnys beta  

(angl. transforming growth factor beta) 
TNF-α – navikų nekrozės veiksnys alfa (angl. tumor necrosis factor α)  
TNF-β – navikų nekrozės veiksnys beta (angl. tumor necrosis factor β)  
TP53 – naviko baltymas p53 (angl. tumor protein p53) 
VEGF – kraujagyslių endotelio augimo veiksnys  

(angl. vascular endothelial growth factor) 
WB – baltymų imunoblotingas (angl. Western blot) 
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ĮVADAS 

Viena didžiausių chemoterapijos problemų yra jos šalutinis poveikis. 
Dauguma chemoterapijoje naudojamų vaistų yra nukreipti į DNR replikaciją 
arba pagrindinius ląstelių ciklo reguliatorius. Tai neigiamai veikia ne tik 
piktybines ląsteles, bet ir sveikas besidauginančias ląstelės (tame tarpe ir ka-
mienines ląsteles), todėl sutrinka jų atsinaujinimas ir sveikų audinių funkcija 
[1]. Siekiant išvengti ar bent sumažinti šalutinį poveikį, būtina nustatyti 
sisteminius navikinių ir sveikų ląstelių skirtumus bei apskaičiuoti potencialių 
vaistinių medžiagų terapinius langus. Naujos našios genomikos, transkripti-
kos, proteomikos ir metabolomikos tyrimų technologijos, tokios kaip cDNR 
mikrogardelės ir RNR sekoskaita, leido sukaupti duomenų bazėse informaci-
ją, kurią galima panaudoti sisteminių skirtumų tarp sveikų ir navikinių ląstelių 
nustatymui. Tikimasi, kad šie transkripciniai skirtumai suteiks pagrindą tera-
pijai, nukreiptai į navikines ląsteles, nepažeidžiant sveikų ląstelių. 

Navikinės ląstelės yra kilusios iš sveikų kamieninių ląstelių [2, 3], kurio-
se įvyksta mutacijos, sukeliančios tumorogeninį fenotipą. Atlikti žmogaus 
navikų RNR sekos tyrimai atskleidė šimtus mutacijų, susijusių su naviku 
atsiradimu [4], tačiau labai mažai mutavusių genų pasikartojo didelėse 
tiriamų mėginių frakcijose. Kiekvieno naviko tipo atveju tik maždaug keturi 
mutavę genai kartojasi daugiau negu 20 proc. tirtų mėginių [5]. Nustatyta, 
kad dažniausiai mutavęs būna navikų supresoriaus TP53 genas [6]. Nežiūrint 
į didelį piktybines transformacijas sukeliančių genų heterogeniškumą, vėžį 
galima charakterizuoti pagal kelis pagrindinius bruožus: stabilios prolifera-
cijos išlaikymą; augimo supresorių išvengimą; invazijos ir metastazavimo 
aktyvinimą; replikacijos imortalizavimą; angiogenezės indukciją; apoptozės 
išvengimą [7]. Šie bruožai siejasi su transkripciniais pokyčiais, kurie neeg-
zistuoja sveikose ląstelėse. Siekdami įvertinti šiuos skirtumus, išanalizavome 
didelį kiekį sveikų ir navikinių ląstelių genų raiškos duomenų ir eksperimen-
tiškai parodėme, kad šakotosios grandinės aminorūgščių transaminazės 2 
(BCAT2, angl. branched-chain amino acid transaminase 2) slopinimas gali 
pasitarnauti, kaip terapinis langas, selektyviai veikiantis navikines ląsteles, 
nesant poveikio sveikoms ląstelėms. 

Kadangi navikinių ląstelių gyvybingumas ir proliferacija priklauso nuo 
riebalų rūgščių sintezės ir oksidacijos, tolimesniais tyrimais, panaudodami 
13C žymėtą glutaminą, siekėme nustatyti, ar šie abu procesai koegzistuoja 
krūties navikų ląstelėse. 
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DARBO TIKSLAS IR MOKSLINIS NAUJUMAS 

Darbo tikslas 
Fliuksominių metodų taikymas sveikų ir navikinių ląstelių metabolizmo 

ir transkripcinių skirtumų analizei ir priešnavikinių taikinių paieškai.  

Uždaviniai 
1. Krūties naviko ląstelių pirminės kultūros sukūrimas. 
2. Terapinio lango paieška, atliekant sveikų ir navikinių ląstelių trans-

kripcinių skirtumų analizę. 
3. Eksperimentinis terapinio lango įvertinimas, slopinant sveikų ir na-

vikinių ląstelių šakotosios grandinės aminorūgščių transaminazę 2.  
4. Ištirti riebalų rūgščių sintezės ir oksidacijos sąveikos įtaką navikinių 

ląstelių gyvybingumui, panaudojant 13C žymėtą glutaminą. 

Mokslinio darbo naujumas 
Daugumai navikinių ląstelių būdinga sustiprėjusi aerobinė glikolizė – 

Varburgo efektas. Vėžinės ląstelės pasižymi dideliu gliukozės sunaudojimo 
greičiu ir pieno rūgšties gamybą, net ir esant didelei deguonies koncentracijai. 
Ankščiau manyta, kad vėžinės ląstelės pasižymi sutrikusiu kvėpavimu dėl 
funkcinių mitochondrijų trūkumų, ir joms labiau būdinga aerobinė glikolizė, 
nei oksidacinis fosforilinimas. Tačiau naujausi tyrimai parodė, kad vėžinių 
ląstelių mitochondrijos funkcionuoja gerai, o energijos gamybai svarbus tiek 
oksidacinis fosforilinimas, tiek laktinė fermentacija [8].  

Mes iškėlėme hipotezę, kad navikinėse ląstelėse didžioji adenozintrifos-
fato (ATP) dalis gaunama naudojant alternatyvius substratus, t. y. aminorūgš-
tis. Siekiant kiekybiškai įvertinti alternatyvių energijos šaltinių įtaką, panau-
dojome genomo apimties metabolinius modelius (GSMM, angl. Genome 
Scale Metabolic Model). Remiantis šios analizės duomenimis, nustatėme, kad 
MCF-7 ląstelių linijoje ~50 proc. ATP yra gaunama iš šakotosios grandinės 
aminorūgščių (BCAA, angl. branched chain amino acids) valino, leucino ir 
izoleucino. 

Tyrime naudojame siRNR, slopinančią fermento BCAT2 raišką, kuris 
katalizuoja BCAA, t. y. valino, leucino ir izoleucino, pirmąjį degradacijos 
etapą. Nustatėme, kad šio geno nutildymas sumažino navikinių ląstelių proli-
feraciją.  

Galimos dvi pagrindinės interpretacijos apie riebalų rūgščių oksidacijos 
(FAO, angl. fatty acid oxidation) funkcijas vėžinėse ląstelėse. Manoma, kad 
FAO apsauginę funkciją gali turėti tik esant metaboliniam stresui, kai prara-
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dus sukibimą su tarpląsteliniu užpildu, susilpnėja gliukozės įsisavinimas ir 
katabolizmas [9]. Tokiomis sąlygomis FAO veiktų kaip alternatyvus ATP 
[10] arba NADPH [11] šaltinis, o riebalų rūgščių sintezė (FAS, angl. fatty 
acid synthesis) darytų neigiamą poveikį ląstelių išgyvenimui, nes padidėtų 
ATP ir NADPH suvartojimas [11]. Kaip alternatyva buvo pasiūlyta, kad FAO 
ir FAS gali vykti vienu metu ir palaikytų viena kitą [12]. Šią hipotezę įrodo 
tai, kuomet paveikus ląsteles orlistatu (lipidų sintezės inhibitoriumi) sumažė-
jo deguonies suvartojimo greitis [13], kas buvo paaiškinta tuo pačiu metu 
ląstelėse vykstančia lipidų sinteze ir oksidacija. FAO ir FAS koegzistavimą 
įrodo tai, kad tuo pat metu nukreipus FAS ir FAO, sustiprėja terapinis povei-
kis prostatos vėžiui [14] ir mielomai [15]. Tačiau turimi įrodymai nėra 
tiesioginiai. Šiame darbe siekėme tiesiogiai patikrinti, ar egzistuoja FAS ir 
FAO, atlikdami metabolinių srautų analizę, panaudojant ¹³C pažymėtą gluta-
miną bei genų nutildymą, panaudojant trumpą nekoduojančią RNR (siRNA). 
Taip pat parodėme, kad ląstelės, kuriose vienu metu vyksta FAO ir FAS yra 
mažiau jautrios oksidaciniam stresui. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. Navikas ir jo aplinka 

Navikas – tai pakitusių, neribotai besidauginančių organizmo ląstelių 
darinys. Daugėja įrodymų, kad pasikeitęs metabolizmas yra vienas iš skiria-
mųjų navikinių ląstelių požymių. Naviko mikroaplinka – tai sudėtingas tinklas, 
kurį sudaro stromos ląstelės (mezenchiminės kamieninės ląstelės (MSC, angl. 
mesenchymal stem cells)), su vėžiu susiję fibroblastai (CAF, angl. cancer-
associated fibroblasts), adipocitai, endotelio, imuninės ląstelės ir kitos ląste-
lės (1.1.1 pav.), ir tarpląstelinio užpildo (ECM, angl. extracellular matrix) 
komponentai, citokinai, augimo veiksniai. Taip pat, naviko mikroaplinkai bū-
dinga hipoksija [16]. CAF ypač gausu daugelio navikų, įskaitant krūties, pro-
statos ir kasos karcinomas, stromoje [17]. CAF yra nevienalytės populiacijos 
ir jų santykinė sudėtis labai skiriasi tarp skirtingų navikų. Pagrindiniai akty-
vatoriai yra α-lygiųjų raumenų aktinas ir specifinis fibroblastų baltymas. Per 
didelė trombocitų sukeliamo augimo veiksnio receptorių β ir fibroblastų akty-
vinimo baltymo raiška dažnai buvo stebimas solidinių navikų stromos fibro-
blastuose [18, 19]. Stromos fibroblastų ekspresuojami baltymai turi įtakos 
navikų formavimuisi. Bloga prognozė yra susijusi su padidėjusia p53 baltymo 
raiška CAF duktalinės krūties karcinomos atveju [20], padidėjusia karboan-
hidrazės IX raiška žmogaus plaučių adenokarcinomos atveju [21] ar padidė-
jusia periostino raiška cholangiokarcinomos atveju [22]. ECM yra audinių ir 
organų karkasas, susidarantis iš skirtingų ląstelių komponentų. Transformuo-
jantis augimo veiksnys beta (TGFβ, angl. transforming growth factor beta), 
kurį išskiria navikinės ląstelės, fibroblastai ar imuninės ląstelės, gali skatinti 
tarpląstelinio užpildo metalo proteinazių (MMP, angl. matrix metalloprotei-
nases) aktyvaciją, ląstelių migraciją ir navikinių ląstelių invaziją [23]. TGFβ 
gali paveikti ECM komponentų raišką. TGF-β reguliuoja įvairius ECM genus 
per SMAD ir MAP-kinazės signalinius kelius.  
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1.1.1 pav. Stromos sandara, iš kurios išsivysto su vėžiu susiję fibroblastai 

Adaptuota iš Paolo Cirri ir kt. [16] 

Bazinės membranos degradacija leidžia navikinėms ląstelėms sąveikauti 
su stromos fibroblastais, taip padarydama jų fenotipą panašų į CAF. Taip pat 
CAF gali susidaryti ir iš kaulų čiulpų MSC, kurių diferenciaciją skatina 
naviko kilmės dirgikliai. Navikinės ląstelės išskiria augimo veiksnius, kurie 
stimuliuoja angiogenezę ir uždegimą, bei suaktyvina endotelio ląsteles, 
makrofagus ir neutrofilus. Taigi, šios aktyvuotos stromos ląstelės kartu su 
navikinėmis ląstelėmis išskiria keletą EMC degradacijos fermentų (MMP, 
urokinazės tipo plazminogeno aktyvatorius ir katepsinai), kurių bendras akty-
vumas tik dar labiau skatina stromos CAF bei vėžinių ląstelių invazyvumą 
[16] (1.1.1 pav.). 

Makrofagai yra pagrindiniai naviko angiogenezės veiksniai. Stromoje 
esantys makrofagai gali išskirti įvairius citokinus. Svarbiausia makrofagų 
funkcija yra dalyvavimas imuninėje sistemoje, tačiau patekę į naviko aplinką 
tampa su naviku susijusiais makrofagais (TAM, angl. tumor-associated 
macrophages), kurie neatlieka savo imuninės funkcijos, o palaiko naviko 
augimą ir angiogenezę. Klinikiniai tyrimai parodė koreliaciją tarp padidėjusio 
TAM kiekio ir blogos krūties, prostatos, kiaušidžių, gimdos kaklelio, endo-
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metriumo, stemplės ir šlapimo pūslės vėžio prognozės [24]. T, B limfocitai, 
natūralios žudikės (NK, angl. natural killer) ir T ląstelės žudikės (NKT, angl. 
natural killer T) aptinkami naviko stromoje ir apie naviką esančiuose audi-
niuose. Augant navikui, pažeidžiami T ir B limfocitai, kurie turėtų būti 
atsakingi už organizmo imuninę apsaugą, todėl atsiranda imunosupresija, kuri 
yra naviko progresavimo sudedamoji dalis. T reguliacinės ląstelės yra svarbi 
imuninės sistemos dalis naviko atžvilgiu, kadangi jos sekretuoja du pagrin-
dinius imunosupresinius citokinus IL-10 ir TGF-β, kurie slopina specifinių 
efektorinių T limfocitų ir įgimto imuniteto NK ląstelių aktyvumą. Nors NK 
ląstelių yra naviko mikroaplinkoje, jos nesugebės atlikti savo naikinimo 
funkcijos. Navikinės stromos NK ląstelės turi anerginį fenotipą, kurį sukelia 
piktybinis ląstelių gautas TGF-β [25]. Angiogeniniai veiksniai, tokie kaip 
kraujagyslių endotelio augimo veiksnys (VEGF, angl. vascular endothelial 
growth factor) ir fibroblastų augimo veiksnys, kuriuos gamina piktybinės 
ląstelės, stimuliuoja endotelio ląsteles ir naujų kraujagyslių formavimą. Taip 
pat jie atsakingi ir už limfangiogenezę, kuri svarbi naviko metastazavime ir 
imuniniame atsake. 

1.2. Epitelinis–mezenchiminis virsmas ir navikų metastazavimas 

Kancerogenezė yra sudėtingas, kelių pakopų procesas, apimantis keletą 
mechanizmų, tokių kaip ląstelių proliferacija, diferenciacija, apoptozė, epite-
linis-mezenchiminis virsmas (EMT, angl. epithelial-mesenchymal transition) 
ir angiogenezė [26, 27]. EMT yra suskirstyta į tris tipus: embriogenezė, fibro-
zė ir navikogenezė. 1-o ir 2-o tipo EMT prisideda prie organų vystymosi ir 
audinių regeneracijos. 3 tipo EMT dalyvauja kancerogenezėje ir yra reikš-
mingai susijęs su invaziškumu, tolimosiomis metastazėmis ir bloga klinikine 
baigtimi [28–34]. EMT dalyvauja reguliuojant keletą ląstelių funkcijų, įskai-
tant ląstelių adheziją, migraciją, proliferaciją, diferenciaciją, signalo perdavi-
mą, išgyvenamumą ir metastazavimą [31, 35]. Tai apima hormonų receptorių 
ir ląstelių tarpusavio sąveikos baltymų praradimą. In vitro krūties naviko 
MCF-7 ląstelėse estrogeno nutildymo modelis parodė, kad estrogenų recepto-
rių (ER) raiškos praradimas buvo reikšmingai susijęs su EMT procesu, buvo 
skatinamas ląstelių dauginimasis ir migracija, ECM ir MMP pokyčiai [36]. 
Pirminio naviko stromos fibroblastai arba kaulų čiulpų ląstelės diferencijuo-
jasi į CAF ir padidina navikinių ląstelių agresyvumą ir invaziją dėl EMT. 
Atsiranda atsparumas hipoksijai, rūgštinei terpei ar chemoterapiniams vais-
tams, taip pat jų metabolizmas palaiko naviko masės augimą, net ribojant 
naviko maistines medžiagas. Ląstelės, kurios metastazuoja, iš pirminio židi-
nio keliauja kartu su CAF, kurie apsaugo nuo apoptozės ir palengvina ekstra-
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vazaciją. CAF išskiria citokinus/chemokinus, kurie reguliuoja galutinį meta-
stazavusio naviko įsitvirtinimą, reguliuoja mezenchiminį-epitelinį virsmą 
(MET) ir leidžia vėliau augti kolonijoms [16] (1.2.1 pav.). 

 

 
1.2.1 pav. Su vėžiu susijusių fibroblastų vaidmuo naviko metastazavime 

Adaptuota iš Paolo Cirri ir kt. [16] 

EMT aktyvacijai būdingas epitelinių ląstelių žymenų, tokių kaip E-kad-
herino, okliudino, sandarių jungčių baltymų ir desmogleino, raiškos sumažė-
jimas, dėl ko prarandama adhezija tarp ląstelių. Be to, tuo pat metu padidėja 
mezenchiminių ląstelių žymenų, įskaitant N-kadheriną, citokeratiną, aktiną ir 
fibronektiną, kiekis [37]. E-kadherino raiškos sutrikimas tarpląstelinėje adhe-
zijoje sukelia naviko ląstelių metastazes. EMT pasireiškia keliais signalo per-
davimo keliais, įskaitant TGF-β, PI3K / AKT, Ras / MAPK, Wnt kelius. Šie 
signalo perdavimo keliai funkcionuoja aktyvuodami susijusius transkripcijos 
veiksnius. Pavyzdžiui, TGF-β aktyvina SNAIL2, „Twist1“ ir ZEB1 / 2 ir iš 
naujo reguliuoja FOXC2, taip sukeldamas EMT aktyvaciją. TGF-β kanoninis 
ir nekanoninis Wnt signalo perdavimo kelias sinergetiškai indukuoja EMT 
ląstelėse, po to automatiškai palaikant intersticinių ląstelių būklę [38]. VEGF 
yra stipriausias šiuo metu aptiktas angiogeninis veiksnys, stimuliuojantis 
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endotelio ląstelių dauginimąsi, skatinantis kraujagyslių pralaidumą, ląstelių 
migraciją ir naviko ląstelių metastazavimą. TGF-β1 yra stiprus VEGF induk-
torius navikinėse ląstelėse. Jis taip pat dalyvauja naviko mikroaplinkoje, re-
guliuodamas naviko ląstelių invaziją ir angiogenezę [39]. Navikinių ląstelių 
EMT turi įtakos transkripcijos veiksnio (SP1, angl. specificity protein 1) ir 
Wnt signalinio kelio sąveika. EMT taip pat yra susijęs su fermentų, dalyvau-
jančių BCAA (valino, leucino ir izoleucino) degradacijoje, raiškos padidė-
jimu. 

1.3. Krūties navikai 

Krūties navikas yra dažniausia moterų onkologinė liga, paplitusi tiek 
išsivysčiusiuose, tiek besivystančiuose regionuose, ir užimanti antrą vietą 
tarp visų navikų atvejų (10,9 proc.). 2018 m. diagnozuota 2 mln. naujų krūties 
naviko atvejų [40]. Krūties navikas yra kliniškai ir biologiškai heterogeninė 
liga, pasireiškianti specifiniais morfologiniais ir imunohistocheminiais radi-
niais bei įvairia klinikine eiga [41]. Individualizuotos medicinos epochoje pa-
daryta reikšminga pažanga, atliekant krūtų vėžio potipių molekulinę analizę. 
Krūties navikai skirstomi į 5 tipus [42] (1.3.1 lentelė). Kiekvienas tipas turi 
skirtingas biologines savybes, klinikines išeitis, atsaką į chemoterapiją ir 
padeda pasiūlyti pacientėms tikėtinai efektyviausią gydymo metodą [43]. 
Biologiniai naviko tipai (subtipai) apibrėžiami imunohistocheminiu tyrimu 
nustačius ER, progesteronų receptorių (PR), epidermio augimo veiksnio re-
ceptorių 2 (HER2) ir ląstelių proliferacijos žymens Ki-67 raišką [44] (1.3.1 len-
telė). Biologiniai žymenys, susieti su klinikiniais-patologiniais prognoziniais 
veiksniais, tokiais kaip naviko dydis, diferenciacijos laipsnis, piktybinio pro-
ceso invazija į limfagysles bei limfmazgių būklė, svarbūs ir skirstant ligonius 
į prognozines grupes. Iki šiol pripažinti ir kasdieninėje praktikoje rekomen-
duojami tik keli ankstyvajam krūties navikui gydyti svarbūs biologiniai žy-
menys, turintys patikimą prognozinę vertę. Vienas svarbiausių predikcinių 
krūties naviko žymenų yra ER, leidžiantis nustatyti ligos eigą ir numatyti 
atsaką į hormonų terapiją. PR yra taip pat plačiai praktikoje naudojamas žy-
muo, nors duomenų apie jo vertę sukaupta mažiau. Šias gretas papildė HER2 
biožymuo, leidžiantis patikimai prognozuoti ligos eigą, bei svarbus skiriant 
terapiją trastuzumabu [45]. Siekiant pacientams parinkti tinkamiausią gydy-
mą, farmacinių kompanijų kuriami antikūnai prieš naviką gydymui aprobuo-
jami tik kartu naudojant klinikinį testą, skirtą nustatyti konkretaus biologinio 
žymens raišką [46]. Žinoma, kad Vakarų pasaulyje taikomas sisteminis po-
operacinis gydymas leido sumažinti mirtingumą nuo krūties naviko [47]. 
Tačiau taip pat žinoma, kad nemažai daliai pacientų taikomas gydymas sutei-
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kia labiau toksinį nei gydomąjį poveikį [48]. Nors epidemiologinių tyrimų 
rezultatai rodo, kad mirtingumas nuo krūties naviko mažėja, ši liga vis dar 
išlieka dažniausia mirties priežastimi tarp moterų, sergančių piktybiniais na-
vikais [49]. Tai skatina ieškoti naujų diagnostikos ir gydymo galimybių bei 
naujų prognozinių veiksnių. 

1.3.1 lentelė. Krūties navikų tipai 
Krūties naviko tipas Biologinių žymenų raiška 

Luminalinis A ER(+) ir/arba PR(+); HER2(–); Ki67 (<14 proc.) 
Luminalinis B ER(+) ir/arba PR(+); HER2(–); Ki67 (>14 proc.) 
Luminalinis B HER2+ ER(+) ir/arba PR(+); HER2(+); Ki67 (bet koks) 
HER2+ HER2(+); ER(–); PR(–) 
Trejopai neigiamas ER(–); PR(–); HER2(–) 

 
MSC yra daugiaplanės mezenchiminės stromos ląstelės, kurios gali kilti 

iš kaulų čiulpų ar normalios krūties stromos. Įrodyta, kad iš kaulų čiulpų gauti 
MSC gali padidinti krūties vėžio kamieninių ląstelių (BCSC, angl. breast cancer 
stem cells) populiaciją, ekspresuojant IL-6 ir CXCL7 (pagrindinis trombocitų 
bazinis baltymas) [50]. CAF skatina vėžio, ypač krūties vėžio, progresavimą. 
CAF gali reguliuoti BCSC dėl tokių veiksnių kaip CCL2 (monocitų chemo-
taktinis baltymas-1), IL-6 ir IL-8 [51]. BCSC gali reguliuoti CAF per įvairius 
signalo perdavimo kelius. Wnt signalinis kelias susijęs su navikinių ląstelių 
metabolizmo pokyčiais. Transkripciniai pokyčiai, kuriuos sukelia Wnt, suke-
lia β-katenino stabilizavimą, kuris gali perprogramuoti navikinių ląstelių 
metabolizmą, pvz., padidindamas aerobinę glikolizę. ROS gamyba iš mito-
chondrijų kvėpavimo grandinės gali β-kateniną skatinti prisijungimą prie 
FOXO transkripcijos veiksnių. FOXO geno transkripcija suaktyvina genus, 
kurie kovoja su oksidaciniu stresu, todėl skatina ląstelių išgyvenimą [52]. 
Imuninės ląstelės, ypač TAM, yra glaudžiai susijusios su naviko dauginimusi. 
Naviko ląstelės gamina makrofagų kolonijas stimuliuojantį veiksnį, kad išplis-
tų TAM, tuo tarpu TAM gamina TNFα ir TGFβ [53]. Sergant krūties vėžiu, 
TAM gali skatinti BCSC per parakrino EGFR / Stat3 / Sox-2 signalo perdavi-
mo kelią [54]. Tuo tarpu hialurono rūgšties sintazės 2 reguliavimas CD44+/ 
CD24–/ESA+ BCSC gali sustiprinti sąveiką tarp BCSC ir TAM, todėl BCSC 
auga [55]. Kitos imuninės ląstelės, tokios kaip naviką infiltruojantys limfo-
citai (TIL, įskaitant CD4+, CD8+ ir FOXP3+ TILs), taip pat yra glaudžiai 
susijusios su BCSC fenotipais, terapiniu atsaku ir krūties vėžio prognoze [56]. 
Adipocitai yra pagrindinė krūties stromos sudedamoji dalis, teikianti protu-
morogeninius signalus, sergant krūties vėžiu [57]. Riebalinis audinys išskiria 
adipsiną, kad sustiprintų BCSC savybes [58]. Endotelio ląstelės yra būtinos 
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naviko angiogenezei, kuri svarbi maistinių medžiagų ir deguonies tiekimui 
naviko mikroaplinkoje. Taip pat endotelio ląstelės gali praturtinti CD44+/CD24 
žymenimis krūties navikines ląsteles [59]. 

1.4. Varburgo efektas ir atvirkštinis Varburgo efektas 

Oto Varburgas (Otto Warburg) 1924 m. nustatė pasikeitusį vėžinių ląste-
lių metabolizmą. Jis aprašė savo stebėjimus, kad vėžinės ląstelės pasižymi 
dideliu gliukozės sunaudojimo greičiu ir pieno rūgšties gamyba. Panaudoda-
mas savo sukurtą manometrą, Varburgas su kolegomis atrado, kad vėžinės 
ląstelės nesunaudoja daugiau deguonies nei normalios ląstelės, net ir normok-
sijos sąlygomis, todėl atrodė, kad vėžinės ląstelės mieliau renkasi aerobinę 
glikolizę nei oksidacinį fosforilinimą. Varburgas iš pradžių teigė, kad vėžinės 
ląstelės pasižymi sutrikusiu kvėpavimu dėl mitochondrijų funkcijos sutriki-
mų. Vėliau buvo nustatyta, kad vėžinės ląstelės neatsisako ir oksidacinio 
fosforilinimo [60, 61]. Po daugiau nei pusės šimtmečio tyrinėjimų, Varburgo 
efektas patvirtintas daugumoje vėžinių ląstelių tipų, bet tikrosios priežastys, 
kodėl ląstelės pereina į anaerobinį gliukozės skaidymo kelią ir jo fiziologinė 
prasmė nėra pilnai suprantami. Manoma, kad Varburgo efektas gali suteikti 
vėžinėms ląstelėms privalumų dauginantis. Dėl nekontroliuojamo augimo 
vėžinių ląstelių metabolizmas, kaip ir visų besidauginančių ląstelių, turi būti 
pritaikytas tam, kad būtų palengvintas maistinių medžiagų įsisavinimas ir 
prijungimas į biomasę naujų ląstelių gaminimui (tai apima aminorūgščių bei 
baltymų sintezę, DNR dublikaciją ir biomembranų lipidų sintezę) [62]. Nau-
jausi tyrimai parodė, kad vėžinių ląstelių mitochondrijos funkcionuoja gerai, 
o energijos gamybai svarbus tiek oksidacinis fosforilinimas, tiek anaerobinis 
kvėpavimas [63, 64]. Mikroaplinkos hipoksija ir tarpląsteliniai keliai, suakty-
vinantys su hipoksija susijusį genų atsaką, vėžinių ląstelių metabolizmą per-
kelia į anaerobinius kelius [65, 66]. Daugeliu vėžio atvejų nustatytos meta-
bolinių fermentų anomalijos ir mutacijos. Normaliuose audiniuose gliukozė 
virsta piruvatu ir pernešama į mitochondrijas oksidaciniam fosforilinimui 
(OXPHOS) Krebso cikle, arba OXPHOS yra reikalingi kvėpavimo substratai, 
kuriais gali būti piruvatas, malatas, glutamatas, sukcinatas ar kitas Krebso 
ciklo tarpinis metabolitas, kurio oksidacijos metu susidaro redukuoti kofer-
mentai (NADH ir FADH2) ir ADP. 
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1.4.1 pav. Varburgo efektas ir atvirkštinis Varburgo efektas 

(A) Sveikuose audiniuose gliukozė virsta piruvatu, kuris pernešamas į mitochondrijas oksi-
daciniam fosforilinimui. (B) Daugelis naviko rūšių dalyvauja glikolizėje, nepriklausomai nuo 
deguonies (aerobinė glikolizė arba Varburgo efektas). (C) Kai kurios vėžio ląstelės perpro-
gramuoja su vėžiu susijusius fibroblastus, kad jie atliktų aerobinę glikolizę ir išskirtų daug 
energijos turinčias maistines medžiagas, kurios, patekusios į vėžio ląstelių mitochondrijas, 
dalyvautų oksidaciniame metabolizme. Adaptuota iš Paolicchi Elisa ir kt. [67] 

Navikinėse ląstelėse glikolizė yra aktyvesnė nei sveikose, dėl ko susidaro 
didelis laktato kiekis. Aerobinės glikolizės reguliavimas susijęs su onkogeno 
aktyvacija. Manoma, kad beveik kiekvienas pagrindinis onkogenezę skati-
nantis onkogenas taip pat skatina padidėjusį gliukozės metabolizmą. Nusta-
tyta, kad aktyvinančios BRAF, PTEN ir KRAS mutacijos aktyvina svarbiau-
sių metabolinių fermentų transkripciją ir slopina bei perprogramuoja gluta-
mino metabolizmą [68–70]. Stabilizavus hipoksijos sukeliama 1-alfa veiksnį 
(HIF1A), pastebima, kad vėžio ląstelės padidina glikolizę, kai nemaža dalis 
gliukozės virsta laktatu, o ne patenka į oksidacinį fosforilinimą, todėl susidaro 
rūgštinė mikroaplinka ir neefektyviai gaminamas ATP [71]. Gerai žinoma, 
kad šis pokytis yra svarbus išgyvenimui hipoksijos sąlygomis ir koreliuoja su 
vėžio kamieninių ląstelių (CSC, angl. cancer stem cells) susidarymu. Pavyz-
džiui, plaučių vėžio ir leukemijos CSC turi mažą mitochondrijų DNR kiekį, 
oksidacinį fosforilinimą, deguonies sunaudojimo greitį, tarpląstelinį ATP ir 
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specifinius biožymenis (ALDH, CD24, CD44, CD133), atsakingus už jų susi-
darymą ir išgyvenimą [72]. Tačiau šie įrodymai neturėtų klaidinti dėl mito-
chondrijų vaidmens CSC. Buvo pastebėta, kad CSC dauginimasis ir išgyve-
namumas priklauso nuo mitochondrijų biogenezės, o tai rodo, kad mitochon-
drijų metabolizmas, nors ir sumažėjęs, yra labai svarbus CSC išgyvenimui. 
Visų pirma, įrodyta, kad CSC yra priklausomi nuo oksidacinio fosforilinimo. 
Panaudojus ATP-sintazės inhibitorius, CSC paprastai žūva [72]. Reiškia mi-
tochondrijų aktyvumo pokyčiai gali būti silpnoji vieta CSC [73]. Panaudojus 
labiau specifinius mitochondrijų inhibitorius, nustatyta, kad specifinis mono-
karboksilato transporterio (MCT) inhibitorius AR-C155858, kuris blokuoja 
mitochondrijų degalų, tokių kaip laktatas, įsisavinimą ląstelėse, galėtų veiks-
mingai sumažinti CSC susidarymą [74]. Tūkstančiai genų reguliuojamų lak-
tatu, kartu gali sudaryti transkripcijos tinklą, susijusį su ląstelių perprograma-
vimu, įgalinant laktogenezę ir kancerogenezę [74–76]. Kai kurių navikų 
ląstelės nėra visiškai priklausomos nuo pagreitėjusios glikolizės. Įdomu tai, 
kad jie „maitinami“ aktyvinant normalias stromos ląsteles, supančias vėžio 
ląsteles [77]. HIF1A aktyvacija vyksta CAF, ir tai pagerina aerobinę glikolizę 
ir laktato gamybą, kuri paverčiama piruvatu ir naudojama mitochondrijų 
oksidacinį fosforilinimą navikinėse ląstelėse [78, 79]. Šis reiškinys buvo 
vadinamas „atvirkštiniu Varburgo efektu“, kuris rodo padidėjusią šalia vėži-
nių ląstelių esančių stromos CAF aerobinę glikolizę, išskiriančią daug ener-
gijos turinčias maistines medžiagas, kurios maitina navikinės ląsteles, suke-
liančias naviko augimą ir piktybiškumą [80]. Šiam procesui taip pat būdingas 
kaveolino-1 molekulės, kuri atsakinga už HIF1A aktyvavimą stromos ląste-
lėse, praradimas ir padidėjęs MCT aktyvumas, ypač MCT4, kuris atsakingas 
už tiek energijos tiekimą, tiek viduląstelinį pH reguliavimą [81]. 

1.5. Krebso ciklas 

Trikarboksirūgščių (TCA) arba citrinos rūgšties ciklas dar vadinamas 
Krebso ciklu. Hansas Krebsas pirmasis aprašė šį ciklą ir už tai 1953 m. buvo 
apdovanotas Nobelio medicinos premija. Krebso ciklas – tai pagrindinis me-
tabolizmo kelias, vykstantis mitochondrijose, kur randami ir visi Krebso ciklo 
fermentai (1.5.1 pav.). Šio ciklo metu, oksidacijos ir redukcijos reakcijų metu 
potencinė energija elektronų forma perduodama elektronų nešikliams (kofer-
mentams). Pagrindinis toks kofermentas yra nikotinamido adenino dinukleo-
tidas (NAD+). Piruvo rūgšties junginys ar riebalų rūgštys yra oksiduojamos, 
o kofermentai – redukuojami. Piruvo rūgštis, glikolizės produktas, negali 
tiesiogiai patekti į Krebso ciklą. Pereinamojoje reakcijoje iš piruvo rūgšties 
pašalinama viena CO2 molekulė. Šis procesas vadinamas dekarboksilinimu. 
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Tada piruvo rūgšties molekulė tampa du anglies atomus turinčiu junginiu, 
vadinamu acetilo grupe. Ši grupė per aukštos energijos ryšį prisijungia prie 
kofermento A. Susidaręs junginys vadinamas acetil-KoA. Šios reakcijos metu 
piruvo rūgštis yra oksiduojama, o NAD+ yra redukuojamas į NADH. Acetil-
KoA reaguoja per pirmąją aštuonių reakcijų seką, apimančią Krebso ciklą. Jį 
sudaro NADH ir FADH2 generuojančių reakcijų skaičius, kurias paeiliui ga-
lima panaudoti oksidacinio fosforilinimo keliu ATP susidarymui [82]. Rieba-
lų rūgštys sintetinamos iš citozolio acetil-KoA, kuris pats iš dalies gaunamas 
iš citrinos rūgšties. Citrinos rūgštis yra kilusi iš TCA ciklo ir gabenama į 
citozolį. Riebalų rūgščių oksidacija vyksta mitochondrijose, gaunamas mito-
chondrijų acetil-KoA, kuris maitina TCA ciklą. Riebalų rūgštis iš citozolio į 
mitochondrijas perneša karnitino šaudyklė, ir jų atomai patenka į TCA ciklą. 

 

 
1.5.1 pav. Krebso ciklas 

Adaptuota iš http://americanboard.org/Subjects/general-science/cellular-energetics/ 

  



23 
 

1.6. Riebalų rūgščių sintezė ir oksidacija  
bei jų reguliavimo ypatumai 

Riebalų rūgščių biosintezė yra svarbi ląstelių augimui, diferenciacijai ir 
homeostazei. Naviko ląstelių gyvybingumą ir proliferaciją veikia citozolinė 
FAS ir mitochondrinė FAO. FAS ir mitochondrinė FAO [83]. Neoplastinių 
audinių proliferacija, remiasi de novo FAS [84]. Nustatyta, kad riebalų rūgš-
čių sintazės (FASN) genas yra prognozinis žymuo, sergant krūties [83], prosta-
tos [85], kepenų [86] ir kitais epitelio navikais. ATP citrato liazė, kuri yra 
atsakinga už žinduolių ląstelių citozolinio acetil-KoA ir riebalų rūgščių sinte-
zę, taip pat turi įtakos ląstelių transformacijai ir navikų formavimui. Slopinant 
acetil-KoA karboksilazę (ACC), kuri katalizuoja acetil-KoA virsmą į malonil-
KoA ir yra reikalinga riebalų rūgščių biosintezei, galima sulėtinti naviko 
ląstelių dauginimąsi [87]. Padidėjusi onkogeninio Ras raiška yra susijusi su 
ilgesne riebalų rūgščių grandine [88]. Nesmulkialąsteliniuose plaučių vėžio 
audiniuose taip pat pastebėta ilgesnė riebalų rūgščių grandinė [89]. Genų 
raiškos metaanalizė, kurios metu genai buvo suskirstyti į grupes ir sudarė 
metabolinius tinklus [90], parodė, kad metabolinių tinklų, susijusių su riebalų 
rūgščių sinteze ir pailgėjimu, raiška teigiamai koreliuoja su ląstelių prolifera-
cijos greičiu (naudojant NCI-60 duomenų kolekciją) ir neigiamai koreliavo 
su storosios žarnos vėžiu sergančių pacientų išgyvenimo prognozėmis. Įdomu 
tai, kad tas pats buvo pastebėtas metabolinių potinklių, susijusių su riebalų 
rūgščių skilimu ir β-oksidacija, metu. Šie stebėjimai lėmė hipotezę, kad abu 
reiškiniai egzistuoja tose pačiose ląstelėse. 

FAO įtaka vėžio ląstelių gyvybingumui ir dauginimuisi pritraukia vis 
didesnį dėmesį [91]. Nustatyta, kad FAO slopina leukemijos ląstelių apoptozę 
[13]. Įrodyta, kad peroksisomos proliferatoriaus aktyvinti receptoriai (PPAR) 
skatina FAO, o tai savo ruožtu skatina ATP gamybą ir apsaugo vėžio ląsteles 
nuo apoptozės, kurią sukelia sukibimo su tarpląsteliniu užpildu praradimas 
[92].  

Karnitino palmitoiltransferazė 1C (CPT1C) dalyvauja citozolinių riebalų 
rūgščių pernešime iš citozolio į mitochondrijas, kur vyksta riebalų rūgščių 
oksidacija [93]. CPT1C yra nustatytas kaip onkogenas [94, 95]. Manoma, kad 
dėl malonil-KoA, kuris yra FAS tarpinis produktas, slopinamų CPT1 baltymų 
vienu metu negali vykti FAS ir FAO. Malonil-KoA gali gaminti du fermentai – 
ACC1 ir ACC2 [96]. ACC2 gaminamas malonil-KoA slopina CPT1 baltymus 
ir todėl blokuoja riebalų rūgščių pernešimą į mitochondrijas ir jo vėlesnę β 
oksidaciją. Tuo tarpu ACC1 gaminamas malonil-KoA neslopina CPT1 balty-
mų [97]. Tikriausiai taip yra todėl, kad malonil-KoA tiesiogiai iš ACC1 nu-
kreipiamas į FASN, neišlaisvinant citozolyje. 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/biosynthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
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FASN – riebalų rūgščių sintazė yra daugelio fermentų baltymas, katali-
zuojantis FAS. Pagrindinė jo funkcija yra katalizuoti palmitato sintezę iš 
acetil-KoA ir malonil-KoA, panaudojant NADPH. Bendras skirtingų navikų, 
tokių kaip kolorektalinis [98], kiaušidžių [99], krūties [100], prostatos [101], 
minkštųjų audinių sarkomos [102], gliomų [103] ir melanomos [104] bruožas 
yra per didelė FASN raiška. FASN geno slopinimas turi įtakos NADPH kau-
pimuisi. Aktyvuojama NADPH oksidazė slopina AMP-aktyvuoto baltymo 
kinazę, kuri atlieka svarbų vaidmenį, koordinuojant įvairius metabolizmo 
kelius. Perteklinis NADPH substrato kiekis dėl FASN slopinimo skatina 
NADPH oksidazę generuoti aktyvią deguonies formą (ROS, angl. reactive 
oxygen species) ir yra susijęs su apoptozės indukcija [105-107].  

Trumposios grandinės enoil-KoA hidratazė 1 (ECHS1, angl. enoyl-CoA 
hydratase, short chain 1) mitochondrijose katalizuoja antrąjį FAS etapą ir 
dalyvauja valino, leucino ir izoleucino metabolizme [108, 109]. 

ME dalyvauja piruvato metabolizme ir anglies atomų fiksavime. Jis 
katalizuoja reakciją, kurios metu gaminamas NADPH, kuris yra būtinas vėžio 
ląstelių augimui, palaikant redokso pusiausvyrą ir biosintezės procesus cito-
plazmoje [110]. ME1 aktyvumas priklauso nuo NADP, ir jis atlieka svarbų 
vaidmenį lipidų sintezėje ir riebalų rūgščių desaturacijoje [111]. Sergant 
kepenų ląstelių karcinoma, padidėja ME1 raiška ir sumažėja bendras išgyve-
namumas, lyginant su normaliu ME1 lygiu [110]. ME1 raiška koreliuoja su 
ligos progresavimu, diferenciacija ir trumpesniu išgyvenimo laiku.  

1.7. Oksidacinis stresas, aktyviosios deguonies formos 

Oksidacinis stresas – tai organizmo būsena, kai sutrinka biocheminė 
pusiausvyra, padidėja laisvųjų radikalų gamyba arba sutrinka jų neutralizacija 
ir dėl to vyksta ląstelių bei audinių pažeidimas. Laisvieji radikalai – tai mole-
kulės, turinčios neporinį elektroną, todėl tai nestabilios molekulės, atakuojan-
čios kitas molekules ir prisijungiančios elektroną. Molekulė yra stabili tik tuo-
met, jeigu turi porinį elektronų skaičių. Laisvieji radikalai pažeidžia ląstelės 
membranos lipidus ir fermentus, baltymus, ląstelės branduolio membraną, 
DNR. Nors fiziologinės koncentracijos yra nepaprastai svarbios užtikrinant 
ląstelių išgyvenimą, ROS perteklius daro žalą ląstelėms ir yra laikomas pag-
rindiniu vystymosi veiksniu tokių ligų, kaip navikai [112], neurodegenera-
cinės ligos bei širdies ir kraujagyslių sistemos sutrikimai [113]. ROS yra nor-
malios ląstelių apykaitos produktai ir vaidina gyvybiškai svarbų vaidmenį 
stimuliuojant signalinius kelius ląstelėse, reaguojant tarpląstelinės aplinkos 
sąlygų pokyčius. Daugiausia ROS ląstelėse sukuria mitochondrijų kvėpavimo 
grandinė. Endogeninių metabolinių reakcijų metu aerobinėmis sąlygomis 
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ląstelės gamina ROS, tokias kaip superoksido anijonas (O2–), vandenilio 
peroksidas (H2O2), hidroksilo radikalas (OH•) ir organiniai peroksidai, kaip 
normalūs biologinio molekulinio deguonies redukcijos produktai. Elektronų 
perkėlimas į molekulinį deguonį vyksta kvėpavimo grandinės lygyje, o elekt-
ronų pernešimo grandinės yra mitochondrijų membranose. Hipoksijos sąly-
gomis mitochondrijų kvėpavimo grandinė taip pat gamina azoto oksidą (NO), 
kuris gali suaktyvinti malondialdehido raišką sukeldamas per didelę lipidų 
peroksidaciją.  

1.8. Mitochondrijų membranos potencialas  

Eukariotiniuose organizmuose pagrindinė naudojamos energijos forma 
yra ATP ryšyje sukaupta energija. Pagrindinė dalis viso ląstelėse gaminamo 
ATP susidaro oksidacinio fosforilinimo būdu, kuris vyksta mitochondrijose. 
ATP ląstelėse yra ne tik pagrindinė energijos forma, tačiau jis reikalingas ir 
baltymų fosforilinimo reakcijoms, kurių pagalba yra keičiamas daugybės bio-
loginių sistemų aktyvumas. Be to gali tiesiogiai dalyvauti signalo perdavime 
keisdamas keleto tipų jonų kanalų aktyvumą. Krebso ciklo metu susidarę 
redukuoti NADH ir FADH2 perduoda elektronus galutiniam akceptoriui O2 
per elektronų transporto grandinę – vyksta oksidacija. Elektronų transporto 
grandinė sudaryta iš keturių baltymų kompleksų, kurie yra įsitvirtinę vidinėje 
mitochondrijų membranoje (1.8.1 pav.). Tai vadinamieji kvėpavimo grandi-
nės kompleksai: NADH dehidrogenazė; sukcinato dehidrogenazė, citochro-
mo C oksido reduktazė ir citochromo oksidazė. NADH ir FADH2 yra oksi-
duojama, kadangi atiduoda savo elektronus, o tuo pačiu iš mitochondrijų 
užpildo į tarpmembraninę erdvę yra išstumiami H+. Protonų išmetimą vykdo 
trys grandinės kompleksai. Išstumtų į tarpmembraninę erdvę protonų kon-
centracija čia yra žymiai didesnė nei užpilde. Labai svarbų vaidmenį vaidina 
vidinė mitochondrijų membrana – dėl mažo jos laidumo susiformuoja elek-
trocheminis H+ gradientas skirtingose membranos pusėse. Protonai į užpildą 
sugrįžta tik per ATP sintazę, kuri panaudoja protonų gradiento energiją ADP 
fosforilinimui iki ATP. Protonų gradientas tarnauja kaip kuras ATP sintazei. 
Tuo būdu redukuotų kofermentų NADH ir FADH2 oksidacija yra glaudžiai 
susijusi su ADP fosforilinimu, todėl šis kompleksinis procesas vadinamas 
oksidaciniu fosforilinimu. Mitochondrijų membranos potencialo ir ATP ly-
giai ląstelėje palaikomi gana stabilūs, nors abiejų šių veiksnių svyravimai gali 
būti riboti, atsižvelgiant į normalų fiziologinį aktyvumą. Ilgalaikis mito-
chondrijų membranos potencialo normalaus lygio sumažėjimas ar padidė-
jimas gali sukelti nepageidaujamą ląstelių gyvybingumo praradimą ir būti 
įvairių patologijų priežastimi. Be kitų veiksnių, mitochondrijų membranos 
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potencialas vaidina pagrindinį vaidmenį mitochondrijų homeostazėje selekty-
viai pašalinant disfunkcines mitochondrijas. Tai taip pat yra jonų (išskyrus 
H+) ir baltymų, reikalingų sveikam mitochondrijų funkcionavimui, pernešimo 
jėga [114, 115]. 

 

 
1.8.1 pav. Mitochondrijų kvėpavimo grandinė 

Oksidacinio fosforilinimo sistemą sudaro keturi kvėpavimo grandinės kompleksai (I–IV 
kompleksai) ir du tarpiniai substratai (kofermentas Q ir citochromas c). Tarpinio meta-
bolizmo metu gaminami NADH+, H+ ir FADH2 toliau oksiduojami mitochondrijų kvėpavimo 
grandinėje, kad būtų sukurtas elektrocheminis protonų gradientas, kurį ATP sintazė (V komp-
leksas) galiausiai panaudoja ATP sintezei. Paveikslėlis adaptuotas pagal Bellance Nadege ir 
kt. [116]. 

1.9. Šakotosios grandinės aminorūgštys 

Šakotosios grandinės aminorūgštys (BCAA) – leucinas, izoleucinas ir 
valinas – yra nepakeičiamos aminorūgštys. Ląstelėse BCAA yra tiesiogiai 
inkorporuojamos į baltymus arba metabolizuojamos. BCAT katalizuojant, 
BCAA amino grupė virsta į α-ketogrupę, gauname glutamatą ir šakotosios 
grandinės α-ketorūgštį (BCKA). BCKA oksiduojama ir paverčiama į galutinius 
produktus (acetil-KoA ir sukcinil-KoA), dalyvaujančius TCA cikle (1.9.1 pav.) 
[117].  



27 
 

 
1.9.1 pav. Pagrindiniai BCAA katabolizmo žingsniai 

 BCAA katabolinės reakcijos katalizuojamos fermentų, o galutiniai  
produktai patenka į TCA ciklą. Adaptuota pagal Nie ir kt. [118]. 

Aminotransferazės katalizuoja α-amino grupės pernešimą iš aminorūgš-
ties į 2-ketoglutaratą, kad susidarytų glutamatas. Šie fermentai reguliuoja 
glutamato susidarymą iš daugelio aminorūgščių. Alanino aminotransferazė 
(ALT) alanino amino grupę paverčia į 2-ketoglutaratą, o aspartato amino-
transferazė (AST) – aspartato amino grupę į 2-ketoglutaratą, abiem atvejais 
pagaminamas glutamatas. Tuo pačiu metu alanino aminotransferazė formuoja 
piruvatą, o aspartato aminotransferazė – oksaloacetatą: 

L-aspartatas + α-ketoglutaratas ⇌ oksaloacetatas + L-glutamatas 
L-alaninas + α-ketoglutaratas ⇌ piruvatas + glutamatas 

BCAT katalizuoja BCAA ir α-ketoglutarato konversiją į BCKA ir gluta-
matą. Tokiu būdu dauguma aminorūgščių gali virsti BCAA per transamini-
nimo reakcijas [117].  

α-ketorūgštis + glutamatas ⇌ α-ketoglutaratas + BCAA 

BCAA yra būtinas naviko augimui ir gali veikti kaip mTORC1 agonistas 
blokuodamas baltymų sintezę ir tapdamas azoto (neesminėms aminorūgštims 
ir nukleotidų biosintezei) ir anglies (TCA ciklui ir energijos gamybai) šaltiniu 
[119].  
  

https://en.wikipedia.org/wiki/Alanine
https://en.wikipedia.org/wiki/Pyruvate
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1.10. Bioinformacinių metodų taikymas onkologijoje 

Bioinformatika naudoja pažangius kompiuterinius metodus ir technolo-
gines platformas duomenų saugojimui, valdymui, analizavimui ir interpreta-
vimui. Biomedicininių tyrimų metu surinktų biologinių duomenų kiekis iš 
esmės išaugo dėl galingų naujų tyrimų technologijų. Šių duomenų prieinamu-
mas ir jų įžvalgos apie ligos biologiją veda prie tiksliosios medicinos: preven-
cijos, diagnozavimo ir gydymo, atsižvelgiant į paciento ligos molekulines 
savybės. Niekur šis iššūkis nėra akivaizdesnis nei onkologijoje, nes didžioji 
dalis visų duomenų yra gaunama iš navikais sergančių pacientų. Norint pa-
spartinti pažangą, vėžio tyrėjams reikia prieigos prie daugelio skirtingų insti-
tucijų kuruojamų duomenų bazių. Bioinformatikos tikslas yra sukurti infra-
struktūrą, kuri padėtų tyrėjams saugoti, analizuoti, integruoti, pasiekti ir 
vizualizuoti didelius biologinių duomenų ir susijusios informacijos kiekius. 
Šiuo metu tyrėjai naudoja daugybę skirtingų įrankių ir platformų biologi-
niams duomenims saugoti ir analizuoti, įskaitant viso genomo sekoskaitą, 
pažangiąją vaizdų analizę, išsamią biologinių mėginių baltymų analizę ir kli-
nikinius duomenis. Dažnai sunku integruoti ir analizuoti šių įvairių platformų 
duomenis. Be to, tyrėjai dažnai neturi prieigos prie kitų studijų pirminių duo-
menų arba jiems trūksta kompiuterinių pajėgumų. Pastaraisiais metais virtua-
lios saugyklos pagerino prieigą prie tyrimų duomenų, tačiau daugelis šių 
pastangų vis dar yra pradiniame etape (https://www.cancer.gov/research/nci-
role/bioinformatics). 

1.11. Genomo apimties metaboliniai modeliai (GSMM) 

Gerai žinoma, kad navikinių ląstelių metabolizmas skiriasi nuo normalių 
ląstelių metabolizmo. Vanderio Heideno apžvalgoje [120] pabrėžiama, kad 
šiuo metu yra apie 30 metabolinių fermentų, kurie gali būti tinkamais prieš-
vėžinių vaistų taikiniais skirtinguose vėžio vystymosi etapuose. Tai susiję su 
medžiagų apykaitos procesais, tokiais kaip nukleorūgščių sintezė, aminorūgš-
čių metabolizmas, lipidų sintezė, glikolizė, TCA ciklas ir kt. Naudojant prieš-
vėžinius vaistus, didelė žala padaroma sveikoms ląstelėms, atsakingoms už 
normalų atsinaujinimo procesą, todėl svarbu kurti medžiagas, selektyviai 
veikiančias navikines ląsteles. Skirtingų pacientų atsakas į tuos pačius vaistus 
gali būti labai skirtingas, todėl individualizuota medicina tampa nauju tikslu. 
Dažnai skirtingais medžiagų apykaitos keliais galima gauti tą patį galutinį 
metabolinį produktą. Tačiau nepageidaujamų šalutinių poveikių sveikoms 
ląstelėms būtų galima išvengti, nustačius, kurie metaboliniai apykaitos keliai 
tam tikram galutiniam produktui pasiekti sveikose ląstelėse yra dubliuojami, 
o navikinėse nedubliuojami. Norimo efekto galima nepasiekti, jeigu yra keli 
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metaboliniai keliai, o blokuojamas tik vienas. Metabolizmas yra labiausiai 
žinomas biologinis tinklas, o metabolinių terapinių langų radimo problemą 
galima išspręsti naudojant GSMM. GSMM [121, 122] yra pilnas metabolinių 
reakcijų, vykstančių tam tikrame organizme, rinkinys. Kiekvieną reakciją 
katalizuoja vienas ar keli fermentai, kiekvienas iš jų koduojamas genu. Taigi 
egzistuoja tiesioginis ryšys genas-baltymas-reakcija. Metabolinio tinklo 
struktūrą gali atspindėti jo stechiometrinė matrica su kiekvienos reakcijos 
metabolitų stechiometriniais koeficientais. Darant prielaidą, kad kiekvieno 
metabolito koncentracija yra nusistovėjusi, galima apibūdinti tikėtinus srautų 
pasiskirstymus ir įvertinti ląstelės metabolinius pajėgumus. GSMM gali būti 
naudojami metabolinių srautų pasiskirstymams apskaičiuoti, naudojant 
linijinį programavimą. Šiam skaičiavimui reikia nustatyti viršutinę ir apatinę 
kiekvieno metabolinio srauto ribą, taip pat pasirinkti objektyvią maksimizuo-
jamą funkciją. Ši funkcija paprastai pasirenkama, kaip biomasės gamyba, kuri 
modeliuose vaizduojama kaip biomasės stechiometrinė lygtis, apimanti 
biomasės vienetą sudarančių makromolekulių proporcijas. Vanderis Heide-
nas savo apžvalgoje teigia, kad vėžio ląstelių metabolinio tinklo srautų nusta-
tymas gali padėti surasti sėkmingus fermentinius taikinius. Dabartinius meta-
bolinių srautų pasiskirstymo matavimo metodus, tokius, kaip ¹³C pažymėtų 
substratų panaudojimas, apriboja santykinai nedidelis centrinio anglies meta-
bolizmo srautų skaičius. Eksperimentiškai išmatuoti srautai gali būti naudo-
jami nustatant GSMM parametrus, kad būtų galima gauti ir srautų, kurie 
tiesiogiai neišmatuoti, apskaičiavimus (vidurkius ir standartinius nuokrypius) 
[123]. Tačiau tiesioginiai ar netiesioginiai metabolinių srautų matavimai yra 
brangesni, ilgiau trunka ir yra mažiau išsamūs, negu kai kurie kiti didelio 
našumo eksperimentiniai metodai, tokie kaip RNR sekvenavimas – RNA-seq. 
Neseniai sukurtas didelio našumo vienos ląstelės RNR-seq metodas [124] 
leidžia greitai nustatyti skirtingų navikų ląstelių populiacijų genų raiškos 
profilius. Dėl šių priežasčių mes siekėme sukurti kompiuterinį metodą, kuris 
leistų rasti personalizuotus terapinius langus naudojant GSMM ir RNR-seq 
duomenis. 
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2. TYRIMŲ METODIKA 

2.1. Ląstelių išskyrimas 

Tirtos išskirtos iš operacinės medžiagos krūties vėžio ląstelės. Aprašyti 
krūties navikų histologiniai tipai bei ER, PR, HER2 ir Ki-67 raiška. Duome-
nys gauti iš pacientų medicinos dokumentų išrašų. 

Leidimą atlikti tyrimą išdavė Kauno regioninis biomedicininių tyrimų 
etikos komitetas (leidimo Nr. P2-137/2006; išdavimo data: 2017 m. gruodžio 
8 d.). 

2.1.1 lentelė. Navikų histopatologiniai tipai ir žymenų raiška 
Išskirta ląstelių 

kultūra Histopatologinis naviko tipas ER raiška PR raiška HER2 
raiška 

BC1 Infiltracinė lobulinė karcinoma + + – 
BC2 Infiltracinė duktalinė karcinoma + + – 
BC4 Infiltracinė duktalinė karcinoma + + + 
BC5 Infiltracinė duktalinė karcinoma – – + 
BC6 Infiltracinė duktalinė karcinoma + + – 

 
Operacijos metu gauti audiniai sudėti į lėkštutę, užpilti 2 ml fosfatinio 

buferio druskos tirpalo (PBS) ir susmulkinti žirklutėmis. BC4 ir BC5 mėgi-
niai tuomet užpilti 1 ml 0,025 proc. tripsino tirpalo ir perkelti į 15 ml mėgintu-
vėlį. Mėginiai 60 min. laikyti kratytuve (37 °C, 350 rpm), po to 5 min. centri-
fuguoti (420 × g). Supernatantas nupilamas, o likusi medžiaga perkeliama į 
flakonėlį ir užpilama 4 ml auginimo terpės, paruoštos iš DMEM (Dulbeko 
modifikuota Eaglo terpė, Sigma) ir 10 proc. FJS (fetalinio jaučio serumo, 
Sigma). 

BC2 ir BC6 mėginiai apdoroti tripsinu (0,025 proc.) ir III tipo kolagenaze 
(150 U/ml). Abu mėginiai, juos susmulkinus, padalinti į du mėgintuvėlius ir 
centrifuguoti 5 min. (420 × g). Supernatantas nupiltas, o ant likusios medžia-
gos užpilta 1 ml tripsino arba III tipo kolagenazės tirpalo. Mėginiai tuomet 
60-čiai min. perkelti į kratytuvą (37 °C, 350 rpm), tada 5 min. centrifuguoti 
(420 × g). Supernatantas nupilamas, o likusi medžiaga perkeliama į lėkštutę 
ir užpilama 4 ml DMEM/Ham’s F12 terpės, papildytos 10 proc. FJS. Ląsteles 
pavyko išskirti iš mėginių, apdorotų abiejų fermentų tirpalais.  

BC1 mėginys apdorotas šiais fermentais: tripsino (0,05 proc.) tirpalu 
(1 atvejis), III tipo kolagenazės (125 U/ml) ir proteinazės K (8 U/ml) tirpalu 
(2 atvejis) arba III tipo kolagenazės (125 U/ml) ir hialuronidazės IV-S 
(408U/ml) tirpalu (3 atvejis). Susmulkintas mėginys iš pradžių padalintas į 
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tris mėgintuvėlius ir 5 min. centrifuguotas (420 × g). Supernatantas nupila-
mas, o ant likusios medžiagos užpilama skirtingi fermentų tirpalai (po 1 ml). 
Mėgintuvėliai tada perkeliami į kratytuvą (60 min., 37 °C, 350 rpm). Fermen-
tų tirpalai nupilami, o ant likusios medžiagos užpilama po 1 ml PBS (pirmu 
ir trečiu atveju) arba, antru atveju, 1 ml III tipo kolagenazės tirpalo (125 U/ml). 
Mėgintuvėliai vėl 60-čiai min. perkelti į kratytuvą (37 °C, 350 rpm). Mėginiai 
10 min. centrifuguoti (420 × g), supernatantas nupilamas, o mėgintuvėlyje 
likusi medžiaga perkeliama į lėkštelę ir užpilama 4 ml DMEM/Ham’s F12 
terpės, papildytos 10 proc. FJS. Ląsteles pavyko išskirti iš audinio, apdoroto 
0,05 proc. tripsino tirpalu (1 atvejis).  

Pirmines ląstelių kultūros išskirtos iš mėginių, apdorotų 0,025 proc. 
tripsino tirpalu, 0,05 proc. tripsino tirpalu arba III tipo kolagenazės tirpalu 
(150 U/ml).  

Tolimesniems eksperimentams buvo naudojamos BC4 ląstelės (infiltra-
cinė duktalinė karcinoma ER(+) PER(+) HER2(+)), kuri toliau vadinama, 
kaip BCC ląstelių linija. 

2.2. Ląstelių saugojimas užšaldant 

Nuo ląstelių nupilama terpė, jos du kartus nuplaunamos PBS ir atlipi-
namos 0,05 proc. tripsino tirpalu. Tuomet ląstelės perkeliamos į mėgintuvėlį 
ir centrifuguojamos 5 min. 420 × g. Supernatantas nupilamas ir ląstelės užpi-
lamos 1 ml šaldymo terpės, kurią sudaro DMEM/Ham’s F12, 15 proc. FJS ir 
10 proc. dimetilsulfoksido. Ląstelės suspenduojamos šaldymo terpėje ir 
suspensija perkeliama į kriomėgintuvėlį, kuris laikomas –20 °C ir, susidarius 
ledo kristalams, perkeliamas į –80 °C. 

2.3. Ląstelių kultivavimas 

Krūties vėžinės ląstelės BCC ir MCF-7 (žmogaus krūties adenokarcino-
mos ląstelių linija; CLS-Cell Lines Service, Eppelheim, Vokietija) auginamos 
DMEM/Ham’s F12 terpėje, papildytoje 10 proc. FJS ir 1 proc. penicilino / 
streptomicino (100 U/ml). Žmogaus kvėpavimo takų lygiųjų raumenų ląstelės 
(ASMC) maloniai dovanotos prof. R. Gosens, Groningeno universitetas, Ny-
derlandai [125]. ASMC buvo auginamos DMEM terpėje, kurioje yra 10 proc. 
FJS ir penicilino/streptomicino mišinio (100 U/ml). MCF-10A ląstelės 
(ATCC, Wesel, Vokietija) buvo auginamos DMEM / F-12 terpėje, papildy-
toje 5 proc. arklio serumu (GE Healthcare Life Sciences, Logan, JAV), 
20 ng/ml EGF (Life Technologies, Carlsbad, CA). JAV), 10 μg/ml insulino 
(„Life Technologies“, Carlsbad, CA, JAV), 0,5 μg/ml hidrokortizono ir 
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100 ng/ml choleros toksino bei penicilino/streptomicino mišinio. Ląstelės 
laikomos inkubatoriuje („Binder“), drėgnoje aplinkoje, palaikant 37 °C 
temperatūrą ir 5 proc. CO2 dujų koncentraciją. Ląstelių monosluoksniui pa-
dengus apie 70 proc. indo dugno ploto, jos persėjamos. Nuo ląstelių nupilama 
ląstelių kultūrų auginimo terpė. Ląstelės du kartus nuplaunamos naudojant 
PBS ir atlipinamos 0,05 proc. tripsino tirpalu 5 min. inkubuojant 37 °C tem-
peratūroje. Atlipusios ląstelės užpilamos šviežia auginimo terpe ir 1/5 ląstelių 
suspensijos perkeliama į naujus auginimo indelius. 

2.4. Ląstelių proliferacijos tyrimas tripano mėlio testu 

Ląstelės 1,5 × 104 buvo sėjamos į 6 šulinėlių plokšteles. Ląstelės papildy-
tos skirtingos koncentracijos (20, 50, 100 μM) Amb19149142 junginiu 
(GreenPharma, Prancūzija), kuris buvo ištirpintas 0,1 proc. etanolyje. Į 
mėgintuvėlį su 50 μl ląstelių suspensijos pridedama 50 μl 0,4 proc. tripano 
mėlio dažų, ištirpintų fiziologiniame tirpale (Life Technologies, Carlsbad, 
CA, JAV). 10 μl ląstelių suspensijos su dažais pernešama su pipete į hemo-
citometro kamerą (Neubauer), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija). Mata-
vimai atlikti po 120 val. 

2.5. siRNR transfekcija 

Genų slopinimas su siRNR buvo atliekamas pagal standartinę gamintojo 
nustatytą procedūrą, naudojant Jet Prime reagentą („Polyplus-transfection® 
SA“, Prancūzija). Buvo naudojamos galutinės 10 nM ECHS1 siRNR 
(ATGATGTGTGATATCATCTAT; Qiagen, Germantown, MD, JAV), 
FASN siRNR (CAGGCTTCAGCTCAACGGGAA; Qiagen) arba 5 nM 
BCAT2 siRNR (5′-CCAUGAACAUCUUUGUCU; Invitrogen, USA) 
koncentracijos. Ląstelės tuo pačiu metu buvo transfekuotos trimis skirtingais 
siRNR prieš skirtingus malato dehidrogenazės (ME1, ME2 ir ME3) genus: 
4 nM ME1 (UGCCAUGACUCAGCGUUCtt; Ambion, Waltham, MA, 
JAV), 4 nM ME2 (GGGUGUCUAUGGAAUGGGAtt; Ambion) ir 4 nM 
(GCCUUUACCCUUGAAGAAAtt; Ambion). Visos šios procedūros buvo 
atliktos 24 val. po siRNR transfekcijos. Kaip kontrolė buvo naudojama 
mėginio transfekcija. 
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2.6. Metabolitų žymėjimas izotopine anglimi 

Ląstelės buvo inkubuotos DMEM be gliukozės, L-glutamino ir piruvatų 
(Sigma, Schnelldorf, Vokietija), papildytos 10 proc. FJS ir antibiotikais. Į 
galutinę 4 mM koncentraciją buvo pridėta L-glutamino-13C5 (Aldrich, Ham-
burgas, Vokietija). Ląstelės buvo inkubuojamos 24 val.  

MS metabolitų, žymėtų su L-glutamino-13C5 (Aldrich, cat# 605166), ana-
lizė buvo atliekama tandeminiu masės spektrometru Waters Acquity, ląstelių 
mėginiai buvo ruošiami pagal protokolą [126]. Gauti masės spektrai buvo 
naudojami metabolinių srautų pasiskirstymo nustatymui naudojantis elemen-
tarių metabolinių vienetų (EMU) metodu [127]. Tai buvo atlikta pasitelkiant 
programavimą Python kalba [128]. 

2.7. Metabolinio srauto pasiskirstymas 

Metabolinio srauto pasiskirstymui naudojome EMU sistemą [127]. Mo-
delyje buvo nurodyti septyni nepriklausomų reakcijų greičiai. Viena iš jų – 
piruvato dehidrogenazė (PDH) – buvo nustatyta ties 1, o visos kitos reakcijos 
buvo palygintos su PDH kiekiu. Likusios nepriklausomos reakcijos buvo rie-
balų rūgščių oksidacijos greitis, malato dehidrogenazė, α-ketoglutarato susi-
darymas gautas iš glutaminolizės, α-ketoglutarato karboksilinimo, piruvato 
karboksilazės ir piruvato importo į mitochondrijas. Visas žymėto malato ir 
citrato masės dalis išmatavome nuo M0 iki M6 ir sumažinome santykinių 
skirtumų kvadratinę sumą tarp modelio ir eksperimentinių rezultatų. Mažiau-
sia pavienė reikšmė, lygi nuliui, reikštų, kad yra daug skirtingų metabolinio 
srauto paskirstymų, kurie lemia tuos pačius ženklinimo modelius, todėl 
sistemos negalima nustatyti. Siekiant įvertinti kiekvieno metabolinio srauto 
indėlį į sistemos identifikuojamumą, buvo apskaičiuotos naujos Jacobo matri-
cos, atimant stulpelį, atitinkantį patikrintą metabolinio srauto kitimą, ir 
atliekant naujos matricos pavienių reikšmių skilimą. Kuo didesnė buvo nauja 
mažiausia išimtinė reikšmė, tuo sunkiau buvo nustatyti atimtą reikšmę. FAO 
(pats įdomiausias šiame darbe) buvo sunkiausiai nustatomas. Norėdami iš-
vengti šios problemos, mes atlikome visuotinį eksperimentų, atitinkančių 
maketų transfekciją ir FASN bei ECHS1 nutildymą, optimizavimą. Šis 
požiūris grindžiamas prielaida, kad siRNA neturi įtakos visiems nepriklau-
somiems efektams, išskyrus FAO. α-ketoglutarato karboksilinimo greitis taip 
pat leido pakeisti mūsų sąlygas, nes šis metabolinio srauto kitimas yra labai 
jautrus mažiems α-ketoglutarato ir citrinos rūgšties koncentracijų pokyčiams. 
Reikšmių, atitinkančių ME nutildymą, nustatymas buvo atliekamas, fiksuo-
jant FAO rodiklį ir leidžiant pakeisti visus kitus priedus. Po gydymo stauro-
sporinu buvo paskirstymas, leidžiantis pasikeisti visoms nepriklausomoms 
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reakcijoms. Kiekvienam apipavidalinimui visų metabolinio srauto reikšmių 
vertės buvo paeiliui padidintos arba sumažintos 0,001 (neleidžiant joms imti 
neigiamų verčių). Jei šis padidėjimas lėmė tikslumo funkcijos sumažėjimą, 
naujos vertės buvo laikomos ir procesas kartojamas. Buvo naudojami skirtin-
gi pradiniai dydžių pasiskirstymo rinkiniai ir išlaikymas, nustatantis mažiau-
sią santykinę paklaidą. 

2.8. Skysčių chromatografija - masių spektrometrija  
(UPLC-ESI-MS) 

Masių spektometrinė (MS) metabolitų, izotopiškai žymėtų naudojant  
L-glutaminą-¹³C₅, analizė buvo atliekama tandeminiu masių spektrometru. 
Organinių rūgščių atskyrimas mėginiuose buvo atliktas naudojant Acquity H 
klasės UPLC sistemą (Waters, Milford, MA, JAV) su YMC-Triart C18 
(100 × 2,0 mm, 1,9 μm) kolonėle (YMC, Kiotas, Japonija). MS duomenims 
gauti buvo naudojamas trigubo kvadrupolio tandemo masės spektrometras 
Xevo TQD (Waters, Milford, MA, JAV) su elektropurškimo jonizacijos (ESI) 
šaltiniu. Kolonėlės temperatūra buvo palaikoma 40 °C. Gradiento eliuavimas 
buvo atliekamas su judančiąja faze, susidedančia iš 0,1 proc. skruzdžių 
rūgšties vandens tirpalo (tirpiklio A) ir acetonitrilo (tirpiklio B), kai oro srauto 
greitis buvo nustatytas 0,4 ml/min. Pradinės sąlygos buvo nustatytos 95 proc. 
tirpiklio A. Linijinis gradiento profilis buvo pritaikytas tokiomis tirpiklio A 
proporcijomis: 0–0,2 min. buvo nustatytas 95 proc., 0,2–1,5 min. – 10 proc. 
ir 1,5–1,8 min. – 90 proc., bei grįžo į pradines sąlygas. Bendras pusiausvyros 
analizės laikas buvo 3 min. Analizei atlikta neigiama elektros purškimo joni-
zacija esant tokiems parametrams: kapiliarų įtampa buvo nustatyta į neigiamą 
2 kV, šaltinio temperatūra buvo naudojama 150 °C, tiekiamų azoto dujų 
desulfuravimo temperatūra buvo nustatyta 400 °C, dujų tėkmės desolvacija – 
700 l/val., dujų apyvarta – 20 l/val. Kūgio įtampa buvo 25 V. MS duomenys 
buvo renkami viso nuskaitymo režimu diapazone nuo 50 m/z iki 250 m/z. 
Gauti masės spektrai buvo naudojami metabolinių srautų pasiskirstymo nu-
statymui, naudojantis EMU metodu [127]. Tai buvo atlikta pasitelkiant prog-
ramavimą Python kalba. 
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2.9. Tėkmės citometrija 

Ląstelės 5 × 104 buvo sėjamos į 35 mm lėkšteles ir užpilamos 2 ml 
DMEM terpės. Mock ir siRNR transfekuotos ląstelės 20 min. kambario 
temperatūroje buvo inkubuojamos su terpe, kurioje yra 1 mg/l JC-1 dažų 
(Biotium, Fremont, CA USA). Po to ląstelės buvo plaunamos PBS, paveiktos 
tripsinu ir surenkamos centrifuguojant. Tada ląstelės buvo resuspenduotos 
PBS su 5 mg/l 7-AAD dažais (Millipore, Burlington, MA, JAV) ir inku-
buojamos 10 min. Teigiamai kontrolei buvo naudojamas 10 µM karbonilo 
cianido m-chlorfenilhidrazonas (CCCP). Mėginiai buvo kiekybiškai įvertinti 
naudojant Guava PCA tėkmės citometrą (Millipore). Duomenys buvo ana-
lizuojami naudojant „GuavaSoft 2.7 InCyte“ programinę įrangą. Mitochond-
rijų membranos potencialas buvo parodytas kaip JC-1 agregatų (raudonos 
fluorescencijos) ir monomerų (žalios fluorescencijos) santykis (R/G). 

2.10. Baltymų imunodetekcija 

Imunocitochemijos ir imunoblotingo (WB, angl. Western blot) analizei 
naudoti šie pirminiai antikūnai: triušio prieš PPAR delta (ThermoFisher 
Scientific, cat# PA1-823A), triušio prieš histoną H3 (ThermoFisher Scientific, 
cat# 702023), pelės prieš beta-kateniną (ThermoFisher Scientific, cat# CAT-
5H10), pelės prieš GAPDH (Ambion, cat# AM4300), triušio prieš BCAT2 
(Abcam, cat# ab95976). Naudotas antrinis asilo prieš triušį IgG H&L 
antikūnas sujungtas su Alexa Fluor 488 (Life technologies, cat# A21206). 

Baltymų imunoblotingui BCC ląstelės (3 × 106) buvo lizuotos ant ledo 
šaltų ląstelių ekstrahavimo buferyje (Invitrogen, Carlsbad, CA, JAV), papil-
dytame 20 µl/ml proteazių slopiklių kokteiliu (Sigma-Aldrich, Vokietija) ir 
1 mM PMSF (Abcam, Cambridge, JK) 30 min. Lizatai buvo centrifuguoti 
13 000 aps./min. 10 min. 4 °C temperatūroje. Qubit® baltymų analizės rinkinys 
(Invitrogen) buvo naudojamas, norint nustatyti bendrą baltymų koncentraciją 
Qubit 3.0 fluorometru (Invitrogen). Ląstelių lizatai (30 µg) buvo atskirti 
Bolt™ 4–12 proc. Bis-Tris ir geliais (Invitrogen) MES SDS tekančiame 
buferyje ir pernešti į 0,45 µm PVDF membranas (GEHealthcare, JK). Balty-
mai buvo nustatyti naudojant pirminius antikūnus, esančius ECHS1 (ab174312), 
FASN (ab99359) ir BCAT2 (ab95976) (Abcam), PPAR-δ (PA1-823A), ME1 
(MA5-23524), ME2 (PA5-38007), ME3 (PA5-36494) ir GAPDH (AM43) 
(„Fisher Science”, JAV) ir „WesternBreeze®“ chemiliuminescencinį rinkinį 
(„Invitrogen“) pagal gamintojo instrukcijas. Juostos buvo vizualizuotos 
„G:Box Chemi Gel“ dokumentacijos sistema (Syngene, Frederick, MD, 
JAV). 
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2.11. Statistinė analizė 

Visi eksperimentai su ląstelėmis buvo atliekami mažiausiai 3 pakarto-
jimus (n = 3). Modeliavimo eksperimentuose, duomenų išsibarstymas pateik-
tas standartine paklaida, kai du eksperimentai buvo lyginami vienas su kitu. 
Kai prognozuojami izotopomerų pasiskirstymai buvo palyginti su apskai-
čiuotais, eksperimentinių verčių paklaidų juostos atitinka 95 proc. pasikliau-
tinuosius intervalus. Dviejų verčių palyginimas buvo atliktas naudojant 
Stjudento t testą. Patikimumo lygmuo buvo p<0,05. Statistinė analizė buvo 
atlikta naudojant „Excel“ ir „scipy.stats“ biblioteką. 
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3. REZULTATAI 

3.1. Krūties naviko ląstelių pirminės kultūros  
sukūrimas ir charakterizavimas 

Ląstelės buvo išskirtos kaip aprašyta Metodų skyriuje, naudojantis įpras-
tiniais protokolais [129]. CD44 ir CD24 yra transmembraniniai glikoprotei-
nai. CD24 raiška stebima navikinėse ląstelėse ir šis žymuo veikia kaip 
specifinis hialurono rūgšties receptorius, skatinantis piktybinių ląstelių judė-
jimą. CD44 žymuo navikinėse krūties ląstelėse yra aktyvios formos ir daly-
vauja daugelyje viduląstelinių signalų perdavimo kaskadų, taip pat yra susijęs 
su ląstelių proliferacija, diferenciacija ir judėjimu. Ki-67 yra nehistoninis 
branduolio baltymas, naudojamas kaip ląstelių proliferacijos žymuo. Padi-
dėjusi Ki-67 raiška būdinga navikinėms ląstelėms ir siejama su bloga ligos 
prognoze bei geru atsaku į chemoterapiją. Atliktos išskirtos ląstelių linijos 
linijinės šviesinės mikroskopijos nuotraukos (3.1.1 pav.).  

 

 
3.1.1 pav. BCC ląstelių linijos šviesinės mikroskopijos nuotrauka 

(A) BC4 ląstelės; (B) Ki-67 imunofluorescencija BCC ląstelėse; (C) CD24 
imunofluorescencija BCC ląstelėse; (D) CD44 imunofluorescencija BCC ląstelėse. 
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3.2. Lipoamido struktūrinis analogas 

Šiame skyriuje eksperimentiškai parodome, kaip GSMM gali būti pa-
naudotas vaistų kūrimui. Prieinamosiose metabolitų duomenų bazėse galima 
atlikti naujų slopiklių, panašių į metabolitus, paiešką. Nauji slopikliai tai mo-
lekulės, kurios jungiasi prie biologinio taikinio ir slopina jo biologinę funk-
ciją. Tanimoto balas – tai skaičiumi išreikštas panašumas tarp vadinamųjų 
molekulių pirštų antspaudų. Tanimoto balas yra išreikštas nuo nulio (nėra 
panašumo) iki vieneto (aukštas panašumas). Apskaičiavus ir įvertinus Tani-
moto balą, buvo surastas naujas slopiklis, panašus į vieną iš metabolitų, besi-
jungiantis į tą taikinį, kurio substratas yra minėtasis metabolitas. Palyginome 
žmogaus metabolitų (gautų pagal jų KEGG indeksus) chemines struktūras ir 
junginius, esančius „DrugBank“ duomenų bazėje. Junginiai, kurių Tanimoto 
balas yra didesnis nei 0,9, padidina 29,5 karto tikimybę, kad analizuojamoji 
molekulė jungsis prie to paties taikinio, kaip ir panašus metabolitas, nei 
atsitiktinai parinkta molekulė. Naudojant RNR-seq duomenis ir žmogaus 
GSMM, įmanoma įvertinti metabolinių srautų pasiskirstymą ir išmatuoti 
metabolinių srautų kitimą (pavyzdžiui, naudojant vaistą, kuris slopina katali-
zuojančius fermentus). Šis metodas leido numatyti skirtingą lipoamidų ana-
logų poveikį MCF-7 (krūties vėžio ląstelių linija) ir ASMC (kvėpavimo takų 
lygiųjų raumenų ląstelės) dauginimuisi [130]. Norint atlikti eksperimentus, 
buvo reikalingas susintetintas junginys, kurį būtų galima įsigyti. Lipoamidas 
yra tarpinis produktas, susidarantis valino, leucino ir izoleucino skilimo metu, 
kuomet pagaminama didelė ATP dalis, reikalinga navikinėms ląstelėms, kaip 
energijos šaltinis. 

Santykinio augimo greitis priklausė nuo reakcijų, kurių fermentai sąvei-
kauja su lipoamidu, slopinimo. Jokio skirtumo tarp MCF-7 ir ASMC neste-
bėta esant mažesniam nei 0,8 slopinimui, tačiau esant didesniems slopini-
mams egzistuoja potencialus terapinis langas (3.2.1 pav.). Tai rodo, kad 
tinkamos dozės lipoamido analogai gali smarkiai sumažinti MCF-7 ląstelių 
proliferacijos greitį ir švelniau paveikti ASMC. 
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3.2.1 pav. Terapinio lango nustatymas 

Mes ieškojome junginių, turinčių struktūrinį panašumą į lipoamidą. Buvo 
patikrintas junginys su penkiakampiu žiedu ir alifatine grandine, užbaigiančia 
polinę grupę (http://www.ambinter.com/reference/19149142), remiantis jo 
panašumu į lipoamidą. Išbandytas junginys Amb19149142 reikšmingai su-
mažino MCF-7 ląstelių augimą, tačiau neturėjo statistiškai reikšmingo povei-
kio ASMC (3.2.2 pav.). Rezultatai rodo, kad srauto balanso analizė, naudo-
jant GSMM, apdorotus pagal RNR-seq duomenis, galėtų būti naudojama 
numatant terapinius langus ir padedant kurti naujus vaistus. 
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3.2.2 pav. Lipoamido struktūrinio analogo Amb19149142 poveikis  

MCF-7 ir ASMC proliferacijai (n = 3). * p<0,05. 

Lipoamido struktūrinio analogo Amb19149142 poveikis tirtas panaudo-
jus tris skirtingas koncentracijas (20, 50 ir 100 μM) ir vertinant po 120 val. 
Visos trys tirtos koncentracijos mažino MCF-7 ląstelių proliferaciją, tačiau 
reikšmingo poveikio ASMC neturėjo. 

3.3. Šakotosios grandinės aminorūgščių degradacija 

Navikų ląstelės didelę dalį ATP pagamina BCAA degradacijos metu. 
Norėdami kiekybiškai įvertinti šį procesą, mes panaudojome GSMM ir 
eksperimentinius NCI–60 bibliotekos ląstelių metabolitų įsisavinimo duome-
nis [131, 132]. Kiekvienai ląstelių linijai apskaičiavome srautų pasiskirstymą, 
tenkinantį stebimą įsisavinimo ir sekrecijos greitį, minimizuojant visų meta-
bolinių srautų sumą. Iš gauto srautų pasiskirstymo įvertinome bendrą ATP 
produkciją. Eksperimentiniai pieno rūgšties pagaminimo greičiai ir kiekvie-
nos BCAA suvartojimo tempai buvo panaudoti palyginti ATP gamybą šių 
procesų metu (3.3.1 pav.). Buvo nustatyta, kad nuo 12 proc. iki 55 proc. viso 
ATP susidaro, degraduojant BCAA.  
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3.3.1 pav. NCI-60 bibliotekoje esančiose ląstelių linijose apskaičiuotas 

ATP kiekis, gaunamas iš pieno rūgšties fermentacijos, bei valino, leucino ir 
izoleucino degradacijos. Raudonai apibrėžta – MCF-7 ląstelėse ~50 proc. 

ATP gaunama iš valino, leucino ir izoleucino 
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Navikinės ląstelės nuo sveikų skiriasi padidėjusia penkių fermentų, daly-
vaujančių valino degradacijoje, raiška (BCAT2, DBT, dihidrolipoilo transa-
cetilazės (DLT), HADHA ir HIBADH), keturių iš jų izoleucino degradacijoje 
(BCAT2, DBT, DLT ir HADHA) ir trijų – leucino degradacijoje (BCAT2, 
DBT ir DLT). Paminėti penki fermentai nėra tiesiogiai reguliuojami SP1, 
tačiau jų reguliavimo būdas yra identiškas genų, susijusių su EMT, kuris 
rodo, kad BCAA skilimą skatina reguliavimo kaskados, susijusios su EMT.  

Atliktos 289 mikrogardelių analizės rezultatai parodė, kad navikinės ląs-
telės, lyginant su sveikomis ląstelėmis, pasižymi dviem reikšmingais trans-
kripcijos pokyčiais: Wnt reguliuojamų genų raiškos padidėjimu ir aktyva-
toriaus baltymu 1 (AP-1) reguliuojamų genų raiškos sumažėjimu. SP1 ir Wnt 
signalinio kelio sąveika turi įtakos navikinių ląstelių EMT. SP1 dalyvauja 
EMT, kuris Wnt signalo perdavimo kelyje aktyvuoja β-katenino fosforilini-
mą, apjungiantį LEF1 ir FOXO4 koduojamus transkripcijos veiksmus, le-
miančius tikslinių genų raiškos padidėjimą bei navikogenezę (3.3.2 pav.).  

EMT taip pat yra susijęs su fermentų, dalyvaujančių BCAA (valino, 
leucino ir izoleucino) skilime, raiškos padidėjimu. Tyrėme vieno iš šių fer-
mentų (BCAT2) nutildymo poveikį. 

 

 
3.3.2 pav. Koreliacija tarp SP1 ir FOXO4 bei  

tarp SP1 ir LEF1 transkripcijos veiksnių 
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BCAT2 katalizuoja pirmąjį valino, leucino ir izoleucino degradacijos 
žingsnį. BCAT1 ir BCAT2 raiškos padidėjimas randamas įvairiose naviki-
nėse ląstelėse, tačiau BCAT2 raiškos padidėjimas ir poveikis krūties naviki-
nėse ląstelėse išlieka neaiškus. Į savo eksperimentinius tyrimus įtraukėme 
BCC, kad nustatytume, ar plačiai naudojamų navikinių ląstelių linijose gautas 
išvadas galima pritaikyti realių navikų ląstelėms. Kaip sveikas ląsteles pasi-
rinkome kvėpavimo takų lygiųjų raumenų ląstelių liniją (ASMC) ir krūties 
epitelio ląstelių liniją (MCF-10A). Atliktas imunofluorescencinis tyrimas pa-
rodė, kad BCAT2 kiekis navikinėse ląstelėse yra ženkliai didesnis, nei svei-
kose ląstelėse (3.3.3 pav.).  

Norint įvertinti ląstelėse BCAT2 baltymo raišką ir siRNR prieš BCAT2 
poveikį, atliktas WB tyrimas. Kontrolėje BCAT2 raiška navikinėse ląstelėse 
buvo žymiai didesnė, negu sveikose. Paveikus siRNR prieš BCAT2, šio bal-
tymo raiška visose ląstelėse sumažėjo (3.3.4 pav.). 

SiRNR prieš BCAT2 sumažino navikinių ląstelių proliferaciją, tačiau 
sveikų ląstelių proliferacijai įtakos neturėjo. MCF-7 ir BCC skaičius suma-
žėjo atitinkamai 16,6 ± 2,1 proc. ir 11,3 ± 1,5 proc. ASMC ir MCF-10A 
ląstelių skaičius nepakito (atitinkamai, 99 ± 0,8 proc. ir 106 ± 3,4 proc.) 
(3.3.5 pav.). Reikia turėti omenyje, kad santykinai nedidelis citotoksinis 
poveikis gali būti susijęs su tuo, kad siRNR geba išveiklinti tik apie pusę 
taikinio.  
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3.3.3 pav. BCAT2 imunofluorescencija navikinėse (MCF-7 ir BCC) 
 ir sveikose (ASMC ir MCF-10A) ląstelėse kontrolėje ir po siRNR  

prieš BCAT2 transfekcijos 
Žalia – antriniai triušio IgG-H & L antikūnai, konjuguoti su Alexa Fluor 488; mėlyna – 

DAPI dažyti branduoliai. Eksperimentai buvo atlikti 24 val. po transfekcijos. 
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3.3.4 pav. Baltymo raiška paveikus navikines  

ir sveikas ląsteles siRNR prieš BCAT2 
Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazė (GAPDH) – kontrolinis baltymas.  

Eksperimentai atlikti 24 val. po transfekcijos. 

 
3.3.5 pav. SiRNR prieš BCAT2 poveikis navikinių (MCF-7 ir BCC)  

ir sveikų (ASMC ir MCF-10A) ląstelių proliferacijai. 

Tėkmės citometrijos tyrimas, naudojant aneksiną V-PE/7-AAD, parodė, 
kad siRNR prieš BCAT2 neturėjo poveikio nei navikinių, nei sveikų ląstelių 
gyvybingumui (3.3.6 pav.). 
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3.3.6 pav. BCAT2 baltymo nutildymo įtaka ląstelių gyvybingumui 

Kiekvieno grafiko apatiniame kairiajame kvadrante pateikti skaičiai rodo nepakitusių ląstelių 
kiekį, apatiniame dešiniajame kvadrante – ankstyvoji apoptozė, viršutiniame dešiniajame 
kvadrante – vėlyvoji apoptozė. Ląstelių gyvybingumas nesiskyrė kontrolėje ir siRNR prieš 
BCAT2 paveiktose ląstelėse. 

Šie rezultatai rodo, kad BCAT2 gali būti tinkamas taikinys naujiems 
vaistams, siekiant citostatinio poveikio vėžio ląstelėms.  
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3.4. Vienalaikio FAS ir FAO įvertinimas,  
panaudojant 13C žymėjimą 

Naviko ląstelių gyvybingumą ir proliferaciją veikia FAS citozolyje ir 
FAO mitochondrijose. Siekiant patikrinti hipotezę, ar naviko ląstelėse vienu 
metu vyksta FAS ir FAO, naudojome 13C žymėtą glutaminą FAO lygiui 
įvertinti. Riebalų rūgštys sintetinamos iš citozolio acetil-KoA, kuris pats 
daugiausiai gaunamas iš citrinos rūgšties. Citrinos rūgštis yra kilusi iš TCA 
ciklo ir gabenama į citozolį, tačiau gali būti gaunama ir iš glutamino redu-
kuojant α-ketoglutaratą karboksilinimo metu. FAO vyksta mitochondrijose 
(riebalų rūgštys iš citozolio pernešamos per transporterį), gaunamas mito-
chondrijų acetil-KoA, kuris maitina TCA ciklą. Vykstant šiems procesams 
kartu, dalis acetil-KoA, maitinančio TCA ciklą, yra gaunama iš citrato. Žy-
mėtas 13C glutaminas per redukuojantį karboksilinimą pažymi penkis anglies 
atomus citrate ir paženklina citozolinį acetil-KoA tolimesnėje lipidų sinte-
zėje. Jei šie lipidai tuo pačiu metu skaidomi, paženklintas acetil-KoA pateks 
į TCA ciklą ir susidarys visiškai paženklintos citrinos rūgšties molekulės (M6 
izotopomeras) (3.4.1 pav.). 

 

 
3.4.1 pav. Metabolizmo modelis su atomų perėjimais 

  



48 
 

Metabolinis modelis su atomų perėjimais parodo, kaip riebalų rūgštys, 
skaidomos dėl glutamato ar ME aktyvumo, gali sukurti M6 citrato izotopo-
merą. Schema vaizduoja redokso potencialo peršokimą iš citozolinio NADPH 
į mitochondrijas, susidarančią tuo pat metu vykstant FAS ir FAO. Ženklinti 
anglies atomai, įeinantys į TCA ciklą iš FAO, pažymėti geltonai. Stipresnė 
FAO turėtų atitikti didesnę citrato frakciją su 6 žymėtais anglies atomais. No-
rėdami patikrinti, ar beta oksidacijos greitis gali būti įvertintas pagal citrato 
žymėjimą, panaudodami siRNR nutildėme FASN, ECHS1, kurios dalyvauja 
beta oksidacijoje, ir malato dehidrogenazę (ME), kurios dėka visi šeši citrato 
anglies atomai pažymimi nepriklausomai nuo lipidų metabolizmo. Tyrimams 
naudojome MCF-7, BT-474 ir BCC ląsteles (3.4.2 pav.). Paženklintas piru-
vatas, gautas iš malato, veikiant ME, sudaro visiškai paženklintą citratą. 
Todėl, norėdami įvertinti, ar lipidų metabolizmas iš tikrųjų vaidina svarbų 
vaidmenį formuojant visiškai pažymėtą citratą, papildomai atlikome genų 
nutildymą, naudodami siRNR. Norint patikrinti FAS ir FAO egzistavimą tuo 
pačiu metu buvo pasirinkta BCC linija, nes kitos dvi ląstelių linijos – MCF-7 
ir BT-474 – turėjo žymiai mažesnį visiškai pažymėto citrato kiekį. M6 citrato 
procentinė dalis MCF-7 ląstelėse buvo 1,15 proc., o BT-474 – 0,5 proc. 

 

 
3.4.2 pav. Pilnai pažymėto citrato procentinė dalis trijose  

skirtingose krūties vėžio ląstelių linijose (n = 4) 

Ląstelės buvo inkubuojamos su 13C žymėtu L-glutaminu. BCC turėjo 5 
ir 10 kartų labiau paženklinto citrato, nei MCF-7 ir BT-474 ląstelės, atitin-
kamai, todėl didesnė tikimybė, kad BCC ląstelėse FAS ir FAO vyks vienu 
metu. Ši dalis nepasikeitė nutildžius bet kurį iš minėtų genų. Taip galėjo būti 
dėl to, kad šiose ląstelėse riebalų rūgščių sintezė nevyksta vienu metu. Todėl 
šis metodas nėra tinkamas stebėti lipidų sintezę ir degradaciją šiose ląstelėse. 
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BCC ląstelėse ~6 proc. citrato buvo pilnai žymėta 13C ir jo kiekis mažėjo, 
nutildant minėtus genus (3.4.3 pav.).  

 

 
3.4.3 pav. Eksperimentiniai M6 citrato frakcijos pokyčiai, atsirandantys 

atitinkamai slopinant FASN, ECHS1 ir ME (n = 4) 

BCC ląstelės buvo transfekuotos siRNR prieš FASN ir ECHS1 genus, 
kurie atitinkamai dalyvauja FAS ir FAO. Ląstelės taip pat buvo transfekuotos 
siRNR prieš ME (1–3) genus, siekiant įvertinti ME svarbą visiškai paženklin-
tos citrinos rūgšties susidarymui. SiRNR prieš FASN ir ECHS1 sąlygojo labai 
panašų M6 frakcijos sumažėjimą, kuris abiem atvejais buvo statistiškai reikš-
mingas. Kontrolėje M6 frakcija sudarė 5,8 ± 0,3 proc., o siRNR prieš FASN 
sumažino ją iki 4,2 ± 0,2 proc. (n = 4; p = 0,0054); siRNR prieš ECHS1 – iki 
4,2 ± 0,3 proc. (n = 4; p = 0,0065). Tai patvirtina, kad dalis visiškai pažymėto 
citrato susidaro per hipotetinį FAS ir FAO mechanizmą. Dar didesnį kritimą – 
iki 2,4 ± 0,3 proc. (n = 4, p = 0,0001) – sukėlė siRNR prieš ME, kas rodo, kad 
abu visiškai paženklinto citrato susidarymo mechanizmai yra aktyvūs 
(3.4.3 pav.). 

Baltymo raiškai įvertinti buvo atliktas WB tyrimas – transfekavus siRNR 
prieš FASN, ECHS1 ir ME (1–3) genus ir lyginant su kontroline transfekcija 
(3.4.4 pav.), baltymo raiška visose ląstelėse sumažėjo. 
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3.4.4 pav. Baltymo raiška paveikus BCC ląsteles siRNR FASN (A),  

ECHS1 (B), ME1, ME2, ME3 (C–E) 
Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazė (GAPDH) – kontrolinis baltymas. 

3.5. Vienalaikio FAS ir FAO įvertinimas pagal mitochondrijų 
membranos potencialo pokyčius (Δψm) 

FAS ir FAO pasireiškia redukcinio potencialo perkėlimu iš citozolio 
(NADPH) į mitochondrijas (NADH ir FADH2). Nuo citozolinio NADPH 
priklauso biomasės komponentų sintezė ir atsparumas oksidaciniam stresui, 
kuris susijęs su glutationo reduktaze ir glutationo peroksidaze. Dėl padidėju-
sios ROS gamybos turi sumažėti citozolinio NADPH kiekis ir sustoti FAS bei 
kiti procesai, kuriems reikia NADPH. BCC ląsteles paveikus staurosporinu, 
kuris smarkiai padidina ROS lygį, smarkiai sumažėja pilnai žymėto citrato 
dėl sustabdytos FAS. Reiškia, normos sąlygomis BCC ląstelės gamina daugiau 
citozolinio NADPH, negu reikia biosintezės procesams. Nedidelio oksidaci-
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nio streso metu redukcinio potencialo perteklius perduodamas mitochondri-
joms, kur panaudojamas ATP gamybai, o didelio oksidacinio streso metu 
sunaudojamas citozolinio ROS pašalinimui. 

FAS citozolyje metu iš acetil-KoA metu oksiduojamos dvi NADPH 
molekulės. Kita vertus, FAO metu mitochondrijose susidaro acetil-KoA ir po 
vieną NADH ir FADH2 molekulę, kurios abi gali būti naudojamos kvėpavimo 
grandinei maitinti. Tai lemia redokso potencialo perkėlimą iš citozolio į 
mitochondrijas, kuris gali būti naudojamas išlaikyti didesnį mitochondrijų 
membranos potencialą. ME katalizuoja NADPH gamybos reakciją, kuri negali 
vykti kvėpavimo grandinėje. Todėl, jei tuo pat metu vyksta FAS ir FAO, galima 
tikėtis, kad nutildžius FASN arba ECHS1, sumažės Δψm, tuo tarpu, ME 
nutildymas neturėtų paveikti Δψm. Mitochondrijų potencialas buvo įvertintas 
tėkmės citometrija, naudojant JC-1 dažus. Ląstelėse, transfekuotose siRNR prieš 
FASN ir ECHS1, pastebimas reikšmingas R/G santykio, atspindinčio Δψm, 
kritimas nuo 10,9 ± 0,7 atitinkamai iki 6,9 ± 0,7 (n = 3; p = 0,014) ir 7,5 ± 0,1 
(n = 3; p = 0,009) (3.5.1 pav.). Ląsteles paveikus siRNR prieš ME, R/G santykis 
išliko artimas kontroliniam (9,2 ± 0,8; n = 3; p = 0,19). Tokiu būdu, FASN ir 
ECH1, bet ne ME, mažino BCC mitochondrijų potencialą. 

 

 
3.5.1 pav. FASN, ECHS1 ir ME nutildymo poveikis mitochondrijų 

membranos potencialui (n = 3). CCCP yra oksidacinio fosforilinimo 
slopiklis, naudojamas Δψm pokyčio kontrolei 

3.6. BCC ląstelių metabolinių srautų analizė 

Metabolinių srautų analizė kontrolėje ir panaudojus siRNR prieš FASN, 
ECHS1 ir ME pateikta 3.6.1 pav., o eksperimentiniai ir sumodeliuoti malato 
ir citrato izotopomerų pasiskirstymai kontrolėje ir paveikus tomis pačiomis 
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siRNR pateikti 3.6.2 pav. Citrato ir malato ženklinimo būdai buvo naudojami 
koreguoti metabolinio srauto pasiskirstymą centrinėje anglies apykaitoje. 
Metabolinio srauto pasiskirstymas buvo apskaičiuotas naudojant modelį, 
kuriame dalyvauja TCA ciklas, FAS, FAO, glutaminolizė, redukuojantis α-
ketoglutarato karboksilinimas, malato dehidrogenazės, piruvato karboksilazė 
ir PDH. Mitochondriniai ir citozoliniai citratai bei α-ketoglutaratai buvo lai-
komi laisvai per mitochondrijų membraną pernešamais junginiais. Manoma, 
kad citrato lipazės pagamintas citozolio oksaloacetatas pernešamas atgal į 
mitochondrijas. Izotopų pasiskirstymui modeliuoti buvo naudojama EMU 
sistema. Pritaikymas buvo atliktas santykinių paklaidų tarp eksperimentinio 
ir numatomo ženklinimo pavyzdžių minimizavimu. Srauto pasiskirstymas 
išreiškiamas santykinai su PDH greičiu. Metabolinio srauto pasiskirstymas 
stebimas naudojant kontrolinį eksperimentą ir eksperimentus su siRNR 
(FASN, ECHS1 ir ME) (3.6.1 pav.). Kontrolėje FAS ir FAO metabolinis 
srautas yra 0,69, kaip ir PDH, o ME reakcijoje – 0,48. Ląstelėse, transfekuo-
tose siRNR prieš FASN ar ECHS1, santykinis izotopomerų pasiskirstymas 
atitiko nulinį srautą FAO reakcijoje. Vienu metu transfekuojant siRNR prieš 
ME genus, apskaičiuotas ME reakcijos srautas buvo 0,03. Eksperimentiniai 
ir sumodeliuoti malato ir citrato izotopomerų pasiskirstymai kontrolėje ir 
paveikus siRNR atitinkamai pateikti 3.6.2 pav.  

 

 
3.6.1 pav. Apskaičiuoti BCC ląstelių metaboliniai srautai kontrolėje  

ir panaudojus siRNR prieš FASN, ECHS1 ir ME 
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3.6.2 pav. Eksperimentiniai ir sumodeliuoti malato (A–D)  
ir citrato (E–H) izotopomerų pasiskirstymai kontrolėje ir  

paveikus siRNR prieš FASN, ECHS1 ir ME (n = 4) 
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Sumažėjusi citrato M6 izotopomerų frakcija atspindi sumažėjusį FAS, 
FAO ar ME aktyvumą. Tuo tarpu malato izotopomerų pasiskirstymus dau-
giausia lemia glutaminolizės greitis, todėl FAS, FAO ir ME aktyvumai jiems 
įtakos neturi. Diagramos rodo citrato ir malato frakcijas, paženklintas nuo 
nulio (M0) iki šešių (M6) anglies atomų.  

3.7. Oksidacinio streso poveikis metaboliniams srautams 

FAS ir FAO metabolinis ciklas pasireiškia redukcinio potencialo perkė-
limu iš citozolio (NADPH) į mitochondrijas (NADH ir FADH2). Nuo citozo-
linio NADPH priklauso biomasės komponentų sintezė ir atsparumas oksida-
ciniam stresui, kuris susijęs su glutationo reduktaze ir glutationo peroksidaze. 
Dėl padidėjusios ROS gamybos turi sumažėti citozolinio NADPH kiekis ir 
sustoti FAS bei kiti procesai, kuriems reikia NADPH. BCC paveikus 
staurosporinu, kuris smarkiai padidina ROS lygį, smarkiai sumažėjo pilnai 
žymėto citrato kiekis (3.7.1 ir 3.7.2 pav.), ko ir buvo galima tikėtis dėl 
sustabdytos FAS. Reiškia, normos sąlygomis BCC ląstelės gamina daugiau 
citozolinio NADPH negu reikia biosintezės procesams. Nedidelio oksidaci-
nio streso metu redukcinio potencialo perteklius perduodamas mitochondri-
joms, kur panaudojamas ATP gamybai, o didelio oksidacinio streso metu 
sunaudojamas citozolinio ROS eliminavimui. 

 

 
3.7.1 pav. Malato ir citrato metabolinio srauto  

pasiskirstymas BCC paveikus staurosporinu 
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3.7.2 pav. Staurosporinu paveiktų BCCC malato (A) ir citrato (B) 

izotopomerų pasiskirstymas (n = 4). Staurosporino poveikis M6 citrato 
frakcijos dydžiui (C) (n = 4). *p<0,001. 

3.8. BCC ir BT-474 ląstelių atsparumas oksidaciniam stresui 

Ląstelės, kuriose vienu metu vyksta FAS ir FAO, turi daug NADPH ir 
todėl gali slopinti oksidacinį stresą. Palyginome staurosporino sukeltą oksi-
dacinio streso poveikį BCC ir BT-474 ląstelėms, nes pastarosios turėjo 
10 kartų mažiau M6 citrato (3.8.2 pav.), o tai reiškia, jog jose vienu metu 
nevyksta FAS ir FAO, ką patvirtina ir 13C tyrimas, parodęs, kad FAO srauto 
greitis lygus nuliui (3.8.1 pav.). 
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3.8.1 pav. Malato ir citrato metabolinio srauto pasiskirstymas  

BT-474 ląstelių linijoje 

 
3.8.2 pav. Sumodeliuotas ir eksperimentinis malato (A) ir citrato (B) 

izotopomerų pasiskirstymas BT-474 ląstelėse (n = 4) 

Staurosporinas sukėlė žymiai didesnę mitochondrijų membranos poten-
cialo depoliarizaciją BT-474 ląstelėse, negu BCC – R/G santykis atitinkamai 
pasikeitė 3,4 ± 0,4 ir 1,8 ± 0,05 karto (p<0,001) (3.8.3 pav.). Šie rezultatai 
patvirtina mūsų hipotezę, kad BCC yra atsparesnės oksidaciniam stresui, o 
FAO galėtų būti vaistų taikiniu kai kurių tipų navikuose. 
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3.8.3 pav. R/G santykio pokytis BCC ir BT-474 ląstelėse  
po gydymo staurosporinu (A) ir staurosporino poveikis  
BCC ir BT-474 ląstelių mitochondrijų potencialui (B),  

vertinant pagal JC-1 dažų R/G santykį (n = 4). *p<0,001. 
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4. REZULTATŲ APTARIMAS 

Navikinių susirgimų daugėja, todėl labai svarbus savalaikis ir adekvatus 
naviko gydymas. Šiuo metu intensyviai ieškoma naujų prognozinių veiksnių 
bei diagnostikos ir gydymo galimybių. Kuo daugiau žinosime apie naviko 
metabolizmą ir jo pokyčius, tuo tiksliau galėsime panaudoti šias žinias tera-
pijai, nukreiptai į navikines ląsteles, nepažeidžiant sveikų ląstelių. 

Prieš atliekant tyrimus, buvo sukurta pirminė krūties vėžio ląstelių kul-
tūra (BCC). Eksperimentuose naudojome vėžines ląstelės, kad nustatytume, 
ar plačiai naudojamų vėžinių ląstelių linijų tyrimų rezultatus galima pritaikyti 
realių navikų ląstelėms. 

Vaisto panašumas į natūralius metabolinių fermentų substratus (vertina-
mas naudojant Tanimoto balus) padidina molekulės gebėjimą jungtis prie pa-
sirinkto metabolinio fermento. Vienas iš geriausiai žinomų žmogaus biologi-
nių tinklų yra metabolizmas, nes sukauptos daugiau nei šimtmečio biochemi-
nių tyrimų žinios leidžia tiksliai apibrėžti metabolizmo reakcijas, kurias kata-
lizuoja kiekvienas fermentas, ir šios reakcijos turi gerai žinomą stechiomet-
riją. Visa ši stechiometrinė informacija yra GSMM, kuri apibūdina ląstelės 
metabolizmą. GSMM ir RNR sekvenavimo duomenimis bei atlikta sveikų ir 
vėžinių ląstelių metabolinių srautų analize galima nustatyti personalizuotą 
terapinį langą, kuris leistų priešvėžiniams vaistams preferenciškai veikti vėži-
nes ląsteles, maksimaliai išvengiant nepageidaujamo šalutinio poveikio svei-
koms ląstelėms. Eksperimentiniu būdu parodėme, kad lipoamido struktūrinio 
analogo poveikis gali sumažinti navikinių ląstelių linijos MCF-7 prolifera-
cijos greitį, tuo pačiu neturėdamas reikšmingo poveikio sveikoms ASMC.  

Ilgai buvo manoma, kad FAS ir FAO negali vykti ląstelėje tuo pačiu 
metu. FAO atlieka svarbų vaidmenį navikinių ląstelių išgyvenamume. Kita 
vertus, FAS taip pat reikalingas navikinių ląstelių augimui ir dauginimuisi. 
Gali būti, kad FAO padeda ląstelėms išgyventi, esant metaboliniam stresui, 
kai nėra kitų energijos šaltinių ir redokso kofaktorių. Kita vertus, net jei FAS 
ir FAO tradiciškai buvo laikomi nesuderinamais dėl malonil-KoA slopinan-
čio poveikio karnitino transporteriui, atsakingam už riebalų rūgščių gabenimą 
į mitochondrijas, vis daugiau įrodymų patvirtina abiejų reiškinių koegzista-
vimą navikinėse ląstelėse. Šiame darbe mes parodome, kad taip yra BCC 
ląstelėse. FAS ir FAO koegzistavimą patvirtina FASN ir ECHS1 genų nutil-
dymo poveikis pilnai pažymėto citrato kiekiui (kai ląstelėms tiekiamas 13C 
žymėtas glutaminas) ir mitochondrijų membranos potencialui. MCF-7 ir  
BT-474 ląstelėse labai maža citrato dalis buvo pilnai žymėta (apie 1 proc.), 
tačiau BCC ląstelėse apie 6 proc. citrato buvo pilnai žymėta 13C ir nutildžius 
minėtus genus, jo kiekis mažėjo. Atlikus ME genų nutildymą, 13C žymėto 
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citrato kiekis sumažėjo dar daugiau, tai rodo, kad visiškai paženklinto citrato 
susidarymo mechanizmai yra aktyvūs. FAS citozolyje metu iš acetil-KoA 
oksiduojamos dvi NADPH molekulės. Kita vertus, FAO metu mitochond-
rijose susidaro acetil-KoA ir po vieną NADH ir FADH2 molekulę, kurios abi 
gali būti naudojamos kvėpavimo grandinei maitinti. Tai lemia redokso 
potencialo perkėlimą iš citozolio į mitochondrijas, kuris gali būti naudojamas 
išlaikyti didesnį mitochondrijų membranos potencialą. ME katalizuoja 
NADPH gamybos reakciją, kuri negali vykti kvėpavimo grandinėje. Todėl, 
atlikus FASN ir ECHS1 genų nutildymą mitochondrijų membranos potencia-
las sumažėjo, o ME genų nutildymas mitochondrijų membranos potencialo 
nemažino. Užblokavus FAS, skirtingai nei blokuojant FAO, labai panašiai 
sumažėja pilnai žymėto citrato kiekis ir mitochondrijų potencialas. Tai atitin-
ka ankstesnius stebėjimus [133], kuriuose blokuojant lipidų sintezę sumažėjo 
deguonies suvartojimas. 

Galimas fiziologinis šio vienu metu vykstančio FAS ir FAO pasireiškimo 
vaidmuo yra citozoliniame NADPH esančio redukcinio potencialo perkėli-
mas į mitochondrijas. Tai leistų ląstelėms perdirbti citozolyje pagaminto 
NADPH perteklių ir nukreipti jo redukcinį potencialą į kvėpavimo grandinę. 
Jei ląstelės patiria staigų oksidacinį stresą, ši perteklinė citozolinio NADPH 
gamyba gali būti nukreipta pašalinti ROS, sustabdant lipidų sintezę. Atrodo, 
kad šis reiškinys vyksta BCC ląstelėse, kurias paveikus staurosporinu stebi-
mas pilnai pažymėto citrato frakcijos sumažėjimas. 

Jau anksčiau mikroorganizmuose buvo pastebėti medžiagų apykaitos 
ciklai, apimantys perteklinio NADPH oksidaciją [134], kur šį akivaizdų ener-
gijos švaistymą galima išnaudoti didinant atsparumą prieš staigų oksidacinį 
stresą. Mūsų pateiktas atvejis leidžia manyti, kad žmogaus ląstelės taip pat 
galį naudoti analogišką mechanizmą. Tuo tarpu ląstelės, kuriose tokia FAS ir 
FAO sąveika nepasireiškia, tokiose kaip BT-474, citozolinio NADPH 
produktyvumas yra mažesnis, ir dėl to jos yra jautresnės staigiam ROS kiekio 
padidėjimui. Tai gali būti viena iš stipresnio staurosporino poveikio, paste-
bėto BT-474 ląstelėse, priežasčių, lyginant su BCC, kuomet sukėlė didesnę 
mitochondrijų membranos potencialo depoliarizaciją. Tai rodo, kad BCC yra 
atsparesnės oksidaciniam stresui, lyginat su sveikomis.  

Analizuodami 289 mikrogardeles ir 50 RNR sekvenavimo mėginių iš 
100 skirtingų navikinių ir 6-ių sveikų besidalijančių ląstelių linijų, pastebėjo-
me, kad navikinių ląstelių linijoms būdingi du skirtingi transkripcinio regu-
liavimo laukai, apimantys šimtus genų. Pirmasis yra susijęs su EMT ir yra 
daug intensyvesnis navikinėse ląstelių linijose ir MSC, negu epitelio kamie-
ninėse ląstelėse. Manoma, kad pagrindiniai šio lauko varikliai yra transkrip-
cijos veiksniai SP1, LEF1 ir FOXO4. Jau žinoma, kad SP1 dalyvauja EMT, 
o mūsų analizė parodė, kad tarp genų, kurių raišką didina SP1, yra 9 Wnt 
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signalo perdavimo kelio komponentai, kurių aktyvacija lemia β-katenino fos-
forilinimą, apjungiantį LEF1 ir FOXO4 koduojamus transkripcijos veiksnius, 
lemiančius tikslinių genų raiškos padidėjimą. Tai rodo teigiamą aktyvavimo 
grįžtamąjį ryšį, kuris apima SP1, kanoninį Wnt signalo perdavimo kelią ir 
FOXO4, lemiančius plataus masto transkripcijos pokyčius. Parodyta, kad 
perėjimą tarp dviejų alternatyvių ląstelių būsenų – epitelinės ir mezenchi-
minės – reguliuoja transkripcijos veiksnių rinkiniai, sudarantys grįžtamojo 
ryšio struktūras [135]. 

Penki fermentai (BCAT2, DBT, DLT, HADHA ir HIBADH), dalyvau-
jantys leucino, valino ir izoleucino degradacijoje, priklauso transkripcinio 
reguliavimo laukui, susijusiam su EMT, nors jų pačių SP1 tiesiogiai neregu-
liuoja. Šis pastebėjimas genų raiškos lygyje buvo patvirtintas fermento 
BCAT2 baltymo lygyje navikinių ląstelių linijoje MCF-7 ir BCC pirminėje 
kultūroje (stebėtas aukštas BCAT2 lygis) bei ASM ir MCF-10A ląstelėse, 
kuriose stebėtas žemas BCAT2 lygis. Navikinės ląstelės didelę dalį ATP (nuo 
12 iki 55 proc.) gauna BCAA degradacijos metu. Tai apskaičiuota panaudojus 
GSMM ir eksperimentinius NCI-60 bibliotekos ląstelių metabolitų įsisavi-
nimo duomenis. BCAT2 geno nutildymas reikšmingai sumažino MCF-7 ir 
BCC proliferaciją, tačiau neturėjo įtakos ASMC proliferacijai. Taip pat netu-
rėjo poveikio nei navikinių, nei sveikų ląstelių gyvybingumui. Tai rodo, kad 
BCAT2 veikia selektyviai ir kad egzistuoja terapinis langas, kurį būtų galima 
panaudoti, kuriant citostatinius vaistus, nukreiptus į navikines ląsteles, ir 
tikintis mažesnio poveikio sveikoms besidalijančioms ląstelėms. 

Mūsų eksperimentai su BCAT2 parodo, kaip aprašyti transkripcijos po-
žymiai gali būti panaudoti kaip terapinis langas, selektyviai nukreipiant į 
navikines ląsteles, išlaikant nepažeistas sveikas besidalijančias ląsteles. 
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IŠVADOS 

1. Ląstelės, išskirtos iš pirminio naviko, pasižymėjo navikinėms ląstelėms 
būdingomis sąvybėmis – aukšta proliferacija ir gyvybingumu, atsparumu 
oksidaciniam stresui – bei leido plačiai naudojamų navikinių ląstelių 
linijose gautas išvadas pritaikyti realių navikų ląstelėms. 

2. Panaudojant GSMM ir RNR sekvenavimo duomenis bei atliekant sveikų 
ir navikinių ląstelių metabolinių srautų analizę, galima nustatyti perso-
nalizuotą terapinį langą, kuris leistų priešvėžiniams vaistams preferen-
tiškai veikti navikines ląsteles, maksimaliai išvengiant nepageidaujamo 
šalutinio poveikio sveikoms ląstelėms. Lipoamido struktūrinis analogas 
Amb19149142 buvo naudojamas kaip susintetintas junginys įvertinti 
terapinį langą. Junginys MCF-7 ląstelių proliferaciją mažino, tačiau 
ASMC reikšmingo poveikio neturėjo. 

3. SP1 transkripcijos veiksnio ir Wnt signalinio kelio sąveika turi įtakos 
vėžinių ląstelių EMT. EMT taip pat yra susijusi su fermentų, dalyvau-
jančių BCAA degradacijoje, raiškos padidėjimu. Vieno iš šių fermentų – 
BCAT2 – nutildymas selektyviai veikė navikinių MCF-7 ir BCC prolife-
raciją ir neturėjo poveikio sveikoms ASMC ir MCF-10A ląstelėms. 
BACAT2 nutildymas neturėjo įtakos ląstelių gyvybingumui. 

4. Eksperimentiškai patvirtinome, kad ¹³C žymėjimo eksperimentai tinka 
riebalų rūgščių oksidacijos pokyčiams matuoti. BCC ląstelėse ~6 proc. 
citrato buvo pilnai žymėta 13C ir jo kiekis mažėjo, nutildant minėtus 
genus prieš FASN ir ECHS1 kurie atitinkamai dalyvauja FAS ir FAO. 
Tai patvirtina, kad dalis visiškai pažymėto citrato susidaro per hipotetinį 
FAS ir FAO mechanizmą. 
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SUMMARY 

ABBREVIATIONS 
7-AAD – 7-aminoactinomycin D 
ASMCs – Airway smooth muscle cells 
ATP – Adenosine-5’-triphosphate 
BCAAs – Branched-chain amino acids 
BCAT2 – Mitochondrial branched-chained amino acid transferase 2 
BCCs – Breast cancer cells 
BT-474 – Human breast ductal carcinoma cell line 
CD24/44 – cluster of differentiation 
DBT – Dihydrolipoamide branched-chain transacylase 
DLT – Dihydrolipoyl transacetylase 
DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DNA – Deoxyribonucleic acid 
ECHS1 – Enoyl-CoA hydratase 
EMT – Epithelial-mesenchymal transition 
ER – Estrogen receptor 
FADH – Reduced form of flavin adenine dinucleotide 
FAO – Fatty acid oxidation 
FAS – Fatty acid synthesis 
FASN – Fatty acid synthase 
FBS – Fetal bovine serum 
FOXO4 – Forkhead box protein O 
GSMM – Genome Scale Metabolic Model 
HADHA – Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase trifunctional multienzyme complex 

subunit alpha 
HER2 – Human epidermal growth factor receptor 2 
HIBADH – 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase 
Ki-67 – Cell proliferation marker 
LEF1 – Lymphoid enhancer-binding factor 1 
MCF-7 – Human breast adenocarcinoma cell line  
ME – Malic enzyme 
NADH – Reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide 
NADPH – Reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
PR – Progesterone receptor 
PDH – Pyruvate dehydrogenase 
RNA – Ribonucleic acid 
ROS – Reactive oxygen species 
siRNA – Small interfering RNA 
SP1 – Specificity protein 1 
TCA – Tricarboxylic acid  
Tp53 – Tumor protein p53 
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INTRODUCTION 
Side effects caused by chemotherapy are one of the biggest problems. 

Most drugs used in chemotherapy target DNA replication or key regulators 
of the cell cycle, which adversely affects not only malignant cells, but also 
healthy proliferating cells (including stem cells), resulting in impaired rege-
neration and healthy tissue function [136]. To avoid or reduce side effects, it 
is necessary to identify systemic differences between tumor and healthy cells 
and to calculate therapeutic windows for potential drugs. Genomics, trans-
cription, proteomics, and metabolomics research technologies, such as cDNA 
microarrays and RNA sequencing, have accumulated large amounts of infor-
mation in databases that can be used to identify systemic differences between 
healthy and tumor cells. Transcriptional differences are expected to provide 
a basis for targeted therapy that uses drugs designed to “target” cancer cells 
without affecting normal cells. 

Tumors originate from the transformation of normal cells through the 
accumulation of genetic modifications [2, 3]. Studies on the RNA sequence 
of human tumors have revealed hundreds of mutations associated with tumor 
occurrence [4], but very few mutated genes have been repeated in large 
fractions of test samples. Specifically, in each cancer type about 4 genes were 
altered in more than 20% of the tumors analyzed [5]. The TP53 tumor sup-
pressor and DNA damage checkpoint gene was among the most frequently 
mutated genes in all tumour types examined [6]. Despite the high heteroge-
neity of genes that cause malignant transformations, cancer can be character-
rized by basic hallmark capabilities, distinct and supplementary: sustaining 
proliferative signaling, evading growth suppressors, enabling replicative 
immortality, activating invasion and metastasis, inducing angiogenesis and 
resisting cell death [7]. These signs are associated with transcriptional 
changes that do not exist in healthy cells. To assess these differences we ana-
lyzed large amounts of gene expression data from healthy and tumor cells and 
experimentally demonstrated that inhibition of branched chain amino acid 
transaminase 2 (BCAT2) can be used as a therapeutic window to provide a 
selective action on tumor cells.  

Cytosolic fatty acid synthesis (FAS) and fatty acid oxidation (FAO) have 
been shown to play a role in the survival and proliferation of cancer cells. 
Further studies using 13C-labeled glutamine sought to determine whether 
these two processes coexisted in breast tumor cells. 

Aim of the study 
Analysis of metabolic and transcriptional differences in healthy and 

tumor cells and search of antitumor targets using fluxomic methods. 
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Objectives of the study 
1. To develop the primary breast cancer cell culture. 
2. To identify a therapeutic window by performing analysis of trans-

criptional differences between healthy and tumor cells. 
3. To experimentally evaluate the therapeutic window by the inhibition 

of branched-chain amino acid transaminases 2 in healthy and tumor 
cells.  

4. To determine the influence of the interaction of fatty acid synthesis 
and oxidation on the viability of tumor cells using 13C-labeled 
glutamine. 

Novelty of the study 
Cancer cells are characterized by the Warburg effect. The Warburg effect 

consists in the lactic fermentation of glucose even at high oxygen concentra-
tions. This effect was initially believed to be due to defects in cancer cell 
mitochondria; however, this hypothesis has proven to be wrong, as mito-
chondria have been shown to be functional and cancer cells cannot survive in 
fully anaerobic conditions, which proves that they are still dependent on 
oxidative phosphorylation. Recent studies have shown that the mitochondria 
of cancer cells function well and both oxidative phosphorylation and lactic 
fermentation are important for energy production [8]. 

We hypothesized that in cancer cells, most of the adenosine triphosphate 
(ATP) is obtained using alternative substrates that are amino acids. We used 
Genome Scale Metabolic Model (GSMM) in order to quantify the impact of 
alternative energy source. Based on the results of this analysis, we found that 
50% of ATP in the MCF-7 cell line is derived from branched-chain amino 
acids (BCAAs): valine, leucine, and isoleucine. 

We used siRNA that inhibits the expression of enzyme BCAT2, which 
catalyzes the first stage of degradation of valine, leucine, and isoleucine. We 
found that silencing of this gene reduced tumor cell proliferation. There are 
two main interpretations of the functions of FAO in cancer cells. The first is 
that FAO can only have a protective function in the presence of metabolic 
stress, when the loss of adhesion to the extracellular matrix impairs glucose 
uptake and catabolism [9]. 

Under such conditions, FAO would work as an alternative source of ATP 
[10] or NADPH [11] and FAS would have negative effects on cell survival 
as it would increase ATP and NADPH consumption [11]. Alternatively, FAO 
and FAS have been suggested to occur simultaneously and support each 
other. This hypothesis is also supported by the fact that the treatment of cells 
with orlistat, an inhibitor of lipid synthesis, resulted in decreased oxygen 
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consumption rates [13], which was explained by the simultaneous lipid 
synthesis and oxidation in cells. However, the available evidence is still 
circumstantial. In this work, we aimed to directly verify the existence of FAS 
and FAO by performing metabolic flow analysis using ¹³C-labeled glutamine 
and gene silencing using siRNA. We also demonstrated that cells that 
undergo FAO and FAS simultaneously were less sensitive to oxidative stress. 

METHODS 
Cell isolation 
Breast cancer cells (BCCs) were isolated from a solid block of tissue. 

Data were obtained from patients’ medical records. 
The approval to conduct the study was issued by Kaunas Regional Bio-

medical Research Ethics Committee (permission No. P2-137 / 2006; date of 
issue: December 8, 2017). 

BCCs were prepared from part of the tumor tissue sample taken from a 
female patient suffering from invasive ductal carcinoma (T1 N0 M0 G2, ER(+), 
PR(+), HER2(3+)) during lumpectomy and sentinel lymph node biopsy.  

The carcinoma tissue sample was cut with scissors into smaller pieces 
with 2 ml phosphate buffer. Cells were treated with 0.025% trypsin or with 
0.025% trypsin and 150 U/mL collagenase (type III) or with the following 
enzymes: 0.05% trypsin, 125 U/mL collagenase type (III) and 8 U/mL 
proteinase K or 125 U/mL collagenase type (III) and 408 U/ml hyaluronidase 
(IV-S). Then they were shaken at 37 °C for 1 h at 350 rpm and centrifuged 
(420 g) for 5 min. After washing with the Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM), BCCs were seeded into flasks with a growth medium and 
incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2.  

Primary cell cultures were isolated from samples treated with 0.025% 
trypsin, 0.05% trypsin, or 150 U/mL collagenase (type III). BC4 cells (infil-
trative ductal carcinoma ER(+) PER(+) HER2(+)), hereinafter referred to as 
BCC line, were used for further experiments. 

Freezing of cells 
The medium was discarded from the cells, washed twice with PBS, and 

added to 0.05% trypsin solution. The cells were then transferred to a tube and 
centrifuged at 420 g for 5 min. The supernatant was discarded, and the cells 
were added to a cooling medium consisting of 75% DMEM/Ham’s F12, 15% 
fetal bovine serum (FBS) and 10% dimethyl sulfoxide. The cells were suspen-
ded in a cooling medium, and the suspension was transferred to a cryotube, 
which was kept at –20°C, and when ice crystals formed, was transferred to –
80°C. 
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Cell lines and culture medium 
BCC, BT-474 (human breast ductal carcinoma cell line; ATCC HTB-20, 

Manassas, VA, USA), and MCF-7 (human breast adenocarcinoma cell line; 
CLS-Cell Lines Service, Eppelheim, Germany) were cultivated in DMEM/ 
F12 medium with 10% FBS and 1% antibiotics (100 U/ml penicillin/strepto-
mycin). Immortalized human airway smooth muscle cells (ASMCs) were 
grown in a DMEM medium supplemented with 10% FBS and mix of 
antibiotics (100 U/ml penicillin/streptomycin). MCF-10A cells (ATCC, 
Wesel, Germany) were grown in DMEM/F-12 medium supplemented with 
5% horse serum (GE Healthcare Life Sciences, Logan, USA), 20 ng/ml EGF 
(Life technologies, Carlsbad, CA, USA),10 μg/mL insulin (Life technologies, 
Carlsbad, CA, USA), 0.5 μg/mL hydrocortisone, and 100 ng/mL cholera, 
toxin and penicillin/streptomycin mix. Cells were maintained in a 5% CO2 
humidified incubator at 37°C.  

For treatment with staurosporine (Calbiochem, Darmstadt, Germany), 
cells were incubated for 4 h with 0.25 µM of the latter compound. 

Cell proliferation assay by Trypan blue test 
Cells (1.5 × 104) were seeded in 6-well plates. Cells were supplemented 

with various concentrations of Amb19149142 (20, 50, 100 μM) (GreenPharma, 
France) dissolved in 0.1% ethanol solvent. A volume of 50 μl 0.4% trypan 
blue dye dissolved in saline (Life technologies, Carlsbad, CA, USA) was 
added to a tube with 50 μl of cell suspension. Cell suspension with the dye 
(10 μl) was pipetted into a hemocytometer chamber (Neubauer), (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany). Measurements were taken after 120 h. 

siRNA transfection 
We used a jetPRIME transfection reagent (Polyplus-transfection® SA, 

France) and siRNAs for gene silencing according to the manufacturer’s 
instructions. Final concentrations of 10 nM ECHS1 siRNA (ATGATGTGTG 
ATATCATCTAT; Qiagen, Germantown, MD, USA) or fatty acid synthase 
(FASN) siRNA (CAGGCTTCAGCTCAACGGGAA; Qiagen) were used. 
Cells were simultaneously transfected with three different siRNAs against the 
different malic enzyme (ME1, ME2, and ME3) genes: 4 nM ME1 (UGCCAU 
GACUCAGCGUUCtt; Ambion, Waltham, MA, USA), 4 nM ME2 (GGGUG 
UCUAUGGAAUGGGAtt; Ambion), and 4 nM ME3 (GCCUUUACCCUU 
GAAGAAAtt; Ambion). All following procedures were performed 24 h after 
siRNA transfection. Mock transfection was used as control. 
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13C labeling 
Cells were incubated in DMEM without glucose, L-glutamine, and 

pyruvate (Sigma, Schnelldorf, Germany), supplemented with 10% FBS and 
antibiotics. L-Glutamine-13C5 (Aldrich, Hamburg, Germany) was added to 
the final concentration of 4 mM. Cells were incubated for 24 h.  

Metabolic flux distribution 
We used the elementary metabolic units (EMU) system to distribute the 

metabolic flow [126]. Seven independent reaction rates were indicated in the 
model. One of them – pyruvate dehydrogenase (PDH) rate – was detected at 
1 and all other reactions were compared to the amount of PDH. The remaining 
independent reactions were rates of fatty acid oxidation; malate dehydroge-
nase; α-ketoglutarate formation derived from glutaminolysis; α-ketoglutarate 
carboxylation; pyruvate carboxylase; and pyruvate import into the mito-
chondria. All parts by weight of the labeled malate and citrate were measured 
from M0 to M6, and the sum of the relative differences between the model 
and the experimental results was reduced. Before determination, identify-
cation analysis was performed by calculating the value of the Jacobo matrix 
of the system to measure how linearly the columns of this calculator are. A 
minimum single value of zero would mean that there are many different 
distributions of metabolic flow resulting in the same labeling patterns; 
therefore, so the system cannot be determined. In order to evaluate the 
contribution of each metabolic flow to the system identifiable, new Jacobo 
matrices were calculated by subtracting the column corresponding to the 
verified change in the metabolic flow and performing the decomposition of 
the individual values of the new matrix. The higher the new minimum value, 
the more difficult it was to determine the value deducted. The FAO (the most 
interesting in this work) was the most difficult to identify. To avoid this 
problem, we performed a global optimization of experiments corresponding 
to mock transfection and FASN and ECHS1 silencing. This approach is based 
on the assumption that siRNA does not affect all independent effects except 
FAO. The rate of α-ketoglutarate carboxylation also allowed us to change our 
conditions, as this change in metabolic flow was reported to be very sensitive 
to small perturbations in α-ketoglutarate and citric acid concentrations. 

The determination of the values corresponding to the silencing of ME 
was performed by fixing the FAO indicator and allowing the modification of 
all other parameters. After treatment with staurosporine, there was a distri-
bution that allowed for an exchange of all independent reactions. For each 
presentation, the values of all metabolic flow values were sequentially increa-
sed or decreased by 0.001 (preventing them from taking negative values). If 
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this increase resulted in a decrease in the objective function, the new values 
were considered and the process was repeated. Different initial size distri-
bution sets and retention were used to determine the minimum relative error. 

UPLC-ESI-MS conditions 
Mass spectrometry (MS) analysis of metabolites labeled with L-gluta-

mine-¹³C5 was performed by tandem mass spectrometry. Separation of 
organic acids in the samples was performed using an Acquity Class H UPLC 
system (Waters, Milford, MA, USA) with a YMC-Triart C18 (100 × 2.0 mm, 
1.9 μm) column (YMC, Kyoto, Japan). A Xevo TQD triple quadrupole tandem 
mass spectrometer (Waters, Milford, MA, USA) with an electrospray ioni-
zation (ESI) source was used to obtain MS data. The column temperature was 
maintained at 40°C. The gradient elution was performed with a mobile phase 
consisting of 0.1% aqueous formic acid solution (solvent A) and acetonitrile 
(solvent B) at an air flow rate of 0.4 mL/min. Initial conditions were set at 
95% solvent A. The linear gradient profile was adjusted in the following 
proportions of solvent A: 0–0.2 min was found to be 95%; 0.2–1.5 min, 10%; 
and 1.5–1.8 min, 90%, and returned to the original conditions. The total time 
for equilibrium analysis was 3 min. Negative ionization of electric spraying 
was performed by using the following parameters: capillary voltage was set 
to negative 2 kV; source temperature, at 150°C; desulfurization temperature 
of supplied nitrogen gas, at 400°C; desolvation gas flow, 700 L/h; and gas 
turnover, 20 L/h. The cone voltage was set at 25 V. MS data were collected 
in a full scan mode from 50 m/z to 250 m/z. The obtained mass spectra were 
used to determine the distribution of metabolic flows using the EMU method 
[126]. This was done through programming in Python. 

Flow cytometry assay 
Initially, 5 × 104 cells were seeded in 35 mm dishes in 2 mL of full media. 

Mock-transfected and siRNA-transfected cells were incubated with media 
containing 1 mg/L JC-1 dye (Biotium, Fremont, CA, USA) for 20 min at 
room temperature. Afterwards, cells were washed with PBS, trypsinized, and 
collected using centrifugation. Then cells were resuspended in PBS with 
5 mg/L 7-aminoactinomycin D (7-AAD) dye (Millipore, Burlington, MA, USA) 
and incubated for 10 min. For positive control, 10 µM of carbonyl cyanide 
m-chlorophenylhydrazone was used. Samples were quantified using a Guava 
PCA flow cytometer (Millipore). The data were analyzed by the GuavaSoft 
2.7 InCyte software. Mitochondrial membrane potential was expressed as the 
ratio of JC-1 aggregates (red fluorescence) to monomers (green fluorescence) 
(R/G). 
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Western blot analysis 
Primary antibodies were used for immunocytochemistry and immune-

blotting analysis: rabbit anti-PPAR delta (ThermoFisher Scientific, cat # 
PA1-823A), rabbit anti-histone H3 (ThermoFisher Scientific, cat # 702023), 
mouse anti-beta-catenin (ThermoFisher Scientific, cat # CAT-5H10), mice 
against GAPDH (Ambion, cat # AM4300), rabbit against BCAT2 (Abcam, 
cat # ab95976). Secondary donkey anti-rabbit IgG H&L antibody was 
conjugated to Alexa Fluor 488 (Life technologies, cat # A21206). 

For Western blot, BCCs (3 × 106) were lysed in ice-cold cell extraction 
buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with a 20 µl/mL 
protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, Germany) and 1 mM PMSF 
(Abcam, Cambridge, JK) for 30 min. The lysates were centrifuged at 13,000 
rpm for 10 minutes at 4°C. The Qubit® protein assay kit (Invitrogen) was 
used to determine the total protein concentration with a Qubit 3.0 fluorometer 
(Invitrogen). Cell lysates (30 µg) were separated by Bolt™ 4%–12% Bis-Tris 
and gels (Invitrogen) in MES SDS flowing buffer and transferred to 0.45 
polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (GEHealthcare, UK). Proteins 
were detected using primary antibodies in ECHS1 (ab174312), FASN 
(ab99359) and BCAT2 (ab95976) (Abcam), PPAR-δ (PA1-823A), ME1 
(MA5-23524), ME2 (PA5-38007), ME3 (PA5-36494) and GAPDH (AM43) 
(Fisher Science, USA) and WesternBreeze®chemiluminescence kits (Invitro-
gen) according to the manufacturer’s instructions. The bands were visualized 
using the G: Box Chemi Gel documentation system (Syngene, Frederick, 
MD, USA). 

Statistical analysis 
All experiments with cells were performed in at least 3 replicates (n = 3). 

In the simulation experiments, the error bars correspond to the standard errors 
when the two experiments were compared to each other. When the predicted 
isotopomer distributions were compared with the calculated ones, the error 
bands for the experimental values correspond to 95% confidence intervals. A 
comparison of the two values was performed using the Student’s t test. The 
level of significance was set at P<0.05. Statistical analysis was performed 
using Excel and the scipy.stats library. 
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RESULTS 
Development and characterization of primary culture  
of breast cancer cells 
Cells were isolated as described in Methods using the standard protocols 

[128]. CD44 and CD24 are transmembrane glycoproteins. CD24 expression 
is observed in tumor cells and this marker acts as a specific hyaluronic acid 
receptor that promotes the movement of malignant cells. The CD44 marker 
in BCCs is in active form and is involved in many intracellular signaling 
cascades as well as in cell proliferation, differentiation, and motility. Ki-67, 
a cell proliferation marker, is a non-histone nuclear protein used as a marker 
of cell proliferation. High levels of Ki-67 are characteristic of tumor cells and 
are associated with poor disease prognosis and good response to chemo-
therapy.  

Lipoamide structural analog 
We experimentally showed how Genome Scale Metabolic Models 

(GSMMs) can be used as tools for drug design. New metabolite-like inhibi-
tors can be searched in available metabolite databases. New inhibitors are 
molecules that bind to a biological target and inhibit its biological function. 
The Tanimoto score is a numerical similarity between so-called fingerprints 
of molecules. The Tanimoto score is expressed from 0 (no similarity) to 1 
(high similarity). After calculating and evaluating the Tanimoto score, a new 
inhibitor similar to one of the metabolites was found to bind to the target 
whose substrate is a said metabolite. 

We compared the chemical structures and compounds of human 
metabolites (derived from their KEGG indices) in the DrugBank database. 
Compounds with a Tanimoto score greater than 0.9 increase 29.5-fold the 
likelihood that the analyte will bind to the same target as a similar metabolite 
rather than a randomly selected molecule. Using RNA-seq data and human 
GSMM, it is possible to estimate the distribution of metabolic fluxes and 
measure changes in metabolic fluxes (e.g., using a drug that inhibits catalytic 
enzymes). This method allowed predicting the different effects of lipoamide 
analogs on the proliferation of MCF-7 (breast cancer cell line) and ASMCs 
(airway smooth muscle cells) [129]. The experiments required a synthesized 
compound that could be obtained. Lipoamide is an intermediate product in 
the degradation of valine, leucine, and isoleucine, which produces a large 
proportion of the ATP required by tumor cells. 
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Degradation of branched-chain amino acids (valine, leucine  
and isoleucine) 
Tumor cells produce a large proportion of ATP during BCAA degrada-

tion. To quantify this method, we used GSMM and experimental data on the 
uptake of cellular metabolites by the NCI-60 library [130, 131]. For each cell 
line, we calculated a flow distribution that satisfies the observed uptake and 
secretion rates, minimizing the sum of all metabolic flows. From the obtained 
flow distribution, we estimated the total production of ATP. Experimental 
lactic acid production rates and consumption rates of each BCAA were used 
to compare ATP production during these processes. It was found that 12% to 
55% of the total ATP was formed by the degradation of BCAAs. 

Tumor cells differ from healthy ones by increased expression of 5 enzy-
mes involved in valine degradation (BCAT2, dihydrolipoamide branched-
chain transacylase (DBT), dihydrolipoyl transacetylase (DLT), hydroxyacyl-
CoA dehydrogenase trifunctional multienzyme complex subunit alpha 
(HADHA), and -hydroxyisobutyrate dehydrogenase (HIBADH)); 4 of them, 
in isoleucine degradation (BCAT2, DBT, DLT, and HADHA); and 3, in 
leucine degradation (BCAT2, DBT, and DLT). The five enzymes mentioned 
are not directly regulated by specificity protein 1 (SP1), but their mode of 
expression is identical to that of EMT-associated genes, suggesting that 
BCAA cleavage is promoted by regulatory cascades associated with EMT. 

The results of the analysis of 289 microarrays showed that tumor cells 
showed two significant transcriptional changes compared to healthy cells: an 
increase in the expression of Wnt-regulated genes and a decrease in the 
expression of activator protein 1 (AP-1)-regulated genes. The EMT of tumor 
cells is affected by the interaction of the SP1 transcription factor and the Wnt 
signaling pathway. EMT is also associated with an increase in the expression 
of enzymes involved in the degradation of BCAAs (valine, leucine and 
isoleucine). We investigated the effect of silencing one of these enzymes, i.e., 
BCAT2. 

BCAT2 catalyzes the first step of degradation of valine, leucine, and 
isoleucine. An increase in BCAT1 and BCAT2 expression is documented in 
a variety of tumor cells, but an increase in BCAT2 expression and effects in 
BCCs remain unclear. We included BCCs in our experimental design to 
determine if the findings obtained in widely used tumor cell lines could be 
extrapolated to real tumor cells. ASMC and MCF-10A cell lines were selec-
ted as healthy cells. An immunofluorescence study showed that BCAT2 
levels were significantly higher in tumor cells than healthy cells. 

SiRNA against BCAT2 reduced tumor cell proliferation, but did not 
affect the proliferation of healthy cells. MCF-7 and BCC counts decreased by 
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16.6% ± 2.1% and 11.3% ± 1.5%, respectively. The number of ASMCs and 
MCF-10A cells did not change (99% ± 0.8% and 106% ± 3.4%, respectively). 

Flow cytometry using annexin V-PE/7-AAD showed that siRNA against 
BCAT2 had no effect on the viability of tumor or healthy cells. 

These results suggest that BCAT2 may be a suitable target for new drugs 
to achieve cytostatic effects on cancer cells. 

Assessment of simultaneous fatty acid synthesis and oxidation  
using 13C labeling 
Tumor cell viability and proliferation are affected by cytosolic FAS and 

mitochondrial FAO. To test the hypothesis that FAS and FAO occur simulta-
neously in tumor cells, we used 13C-labeled glutamine to assess their oxide-
tion level. Fatty acids are synthesized from cytosolic acetyl-CoA, which itself 
is mainly derived from citric acid. Citric acid is derived from the tricarboxylic 
acid (TCA) cycle and transported to the cytosol, but also can be obtained from 
glutamine by reducing the carboxylation of α-ketoglutarate. FAO occurs in 
mitochondria (fatty acids are transported from the cytosol via a transporter) 
to produce mitochondrial acetyl-CoA, which feeds the TCA cycle. In a 
combination of these processes, part of the acetyl-CoA that feeds the TCA 
cycle is derived from citrate. Labeled ¹³C glutamine through reductive carbo-
xylation marks five carbon atoms in citrate and labels cytosolic acetyl-CoA 
in further lipid synthesis. If these lipids are being simultaneously degraded at 
the same time, labeled acetyl-CoA will enter the TCA cycle to form fully 
labeled citric acid molecules (M6 isotopomer). 

A metabolic model with atomic transitions, showing how fatty acids are 
degraded by glutamate or ME activity, can form the M6 citrate isotopomers. 
The scheme depicts the jump of redox potential from cytosolic NADPH to 
mitochondria resulting from the simultaneous occurrence of FAS and FAO.  

A stronger FAO should correspond to a higher citrate fraction with 6 
labeled carbon atoms. To test whether the rate of beta fatty acid oxidation can 
be assessed by citrate labeling, we silenced FASN, acetyl-CoA hydratase 
(ECHS1), which is involved in beta oxidation, and malate dehydrogenase 
(ME), which atoms are labeled independently of lipid metabolism. MCF-7, 
BT-474, and BCCs were used for the assays. Labeled pyruvate derived from 
malate under the action of ME forms a fully labeled citrate. 

Therefore, to assess whether lipid metabolism actually plays an impor-
tant role in the formation of fully labeled citrate, we additionally performed 
gene silencing using siRNA. To verify the existence of FAS and FAO, a BCC 
line was selected at the same time because the other two cell lines, MCF-7 
and BT-474, had significantly lower levels of fully labeled citrate. The 
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percentage of M6 citrate in MCF-7 and BT-474 was 1.15% and 0.5%, respect-
tively. 

Cells were incubated with ¹³C-labeled L-glutamine. BCCs had 5 and 10 
times more labeled citrate than MCF-7 and BT-474 cells, respectively, 
making FAS and FAO more likely to occur simultaneously in BCCs. 

BCCs were transfected with siRNA against the FASN and ECHS1 genes 
involved in FAS and FAO, respectively. Cells were also transfected with 
siRNA against the ME (1–3) genes to assess the importance of ME for the 
formation of fully labeled citric acid. SiRNA against FASN and ECHS1 
resulted a very similar decrease in M6 fraction, which was statistically signi-
ficant in both cases (from 5.8% ± 0.3% to 4.2% ± 0.2%, n = 4, P = 0.0054; 
and 4.2% ± 0.3%, n = 4, P = 0.0065; respectively). This confirms that part of 
the fully labeled citrate was formed through the hypothetical mechanism of 
FAS and FAO. siRNA against ME induced an even greater drop to 
2.4% ± 0.3% (n = 4, P = 0.0001), which suggests that both mechanisms of 
fully labeled citrate formation are active. In BCCs, ~6% of citrate was fully 
13C-labeled and decreased by silencing the aforementioned genes. To assess 
protein expression, a WB assay was performed after transfection of siRNA 
against FASN, ECHS1, and ME (1–3) genes and a decrease in protein expres-
sion in all cells compared to control transfection was documented. 

Assessment of simultaneous FAS and FAO using measurements  
of mitochondrial membrane potential 
FAS and FAO are manifested by the transfer of reducing potential from 

cytosol (NADPH) to mitochondria (NADH and FADH2). The synthesis of 
biomass components and resistance to oxidative stress associated with gluta-
thione reductase and glutathione peroxidase depend on cytosolic NADPH. 
Increased ROS production should result in a decrease in cytosolic NADPH 
and a halt in FAS and other processes that require NADPH. Exposure of 
BCCs to staurosporine, which significantly increases ROS levels, results in a 
significant decrease in fully labeled citrate due to arrested FAS. This means 
that under normal conditions, BCCs produce more cytosolic NADPH than is 
required for biosynthesis processes. During low oxidative stress, excess 
reductive potential is transferred to mitochondria, where it is used for ATP 
production, and during high oxidative stress, it is used to eliminate cytosolic 
ROS. 

During FAS, fatty acids are created from acetyl-CoA and two NADPH 
molecules. Mitochondrial FAO results in the generation of one NADH and 
one FADH2 molecule per acetyl-CoA, both of which can be used to feed the 
respiratory chain. This results in a transfer of redox potential from the cytosol 
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to mitochondria, which can be used to maintain a higher mitochondrial 
membrane potential. ME catalyzes the reaction of NADPH production that 
cannot take place in the respiratory chain. Therefore, if FAS and FAO occur 
simultaneously, silencing of FASN or ECHS1 can be expected to decrease 
Δψm, while after silencing of ME, Δψm should not be affected. Mitochond-
rial potential was assessed by flow cytometry using JC-1 staining. Cells 
transfected with siRNA against FASN and ECHS1 showed significant drops 
in the mitochondrial membrane potential from 10.9 ± 0.7 to 6.9 ± 0.7 (n = 3, 
P = 0.014) and 7.5 ± 0.1 (n = 3, P = 0.009), respectively. Cells transfected 
with siRNA targeting ME did not show a significant drop in the membrane 
potential (9.2 ± 0.8; n = 3; P = 0.19). FASN and ECHS1, but not ME, reduced 
the mitochondrial potential in BCCs. 

Metabolic flux analysis of breast cancer cells 
Citrate and malate labeling techniques were used to adjust the distri-

bution of metabolic flow in the central carbon metabolism. Metabolic flux 
distribution was calculated using a model involving the TCA cycle, FAS, 
FAO, glutaminolysis, reducing α-ketoglutarate carboxylation, malate dehy-
drogenase, pyruvate carboxylase, and PDH. The mitochondrial and cytosolic 
pools of citrate and α-ketoglutarate were treated as if these compounds were 
freely transferred across the mitochondrial membrane. Cytosolic oxaloacetate 
produced by citrate lyase is thought to be transported back to mitochondria. 
An EMU approach was used to model isotope distribution. The adaptation 
was performed by minimizing the relative errors between the experimental 
and predicted labeling samples. The flow distribution is expressed relative to 
the rate of PDH flow. The distribution of metabolic flow is monitored using 
a control experiment and experiments with siRNA (FASN, ECHS1, and ME). 
The metabolic flux of FAS and FAO in the control is 0.69, as in that of 
pyruvate dehydrogenase, and 0.48 in the ME reaction. In cells transfected 
with siRNA against FASN or ECHS1, the relative distribution of isotopomers 
corresponded to zero flux in the FAO reaction. When transfecting siRNA 
against ME genes, the calculated flux of the ME reaction was 0.03. The 
reduced fraction of M6 citrate isotopomers indicates reduced FAS, FAO, or 
ME activity. Distributions of malate isotopomers are mainly determined by 
the rate of glutaminolysis and are not expected to be modified by changes in 
FAS, FAO, and ME.  
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Effects of oxidative stress on metabolic fluxes 
The metabolic cycle of FAS and FAO is manifested by the transfer of 

reducing potential from cytosol (NADPH) to mitochondria (NADH and 
FADH2). The synthesis of biomass components and the resistance to oxidati-
ve stress associated with glutathione reductase and glutathione peroxidase 
depend on cytosolic NADPH. Increased ROS production is expected to result 
in the depletion of cytosolic NADPH and, subsequently, in the termination 
FAS and other processes that require NADPH. BCCs treated with staurospo-
rine, which significantly increases ROS levels, resulted in a significant 
decrease in fully labeled citrate, which is consistent with the expected arrest 
of FAS. Under normal conditions, BCCs produce more cytosolic NADPH 
than it is necessary for their biosynthesis needs. Under conditions of low 
oxidative stress, the excess redox potential is transferred to mitochondria, 
where it is used for ATP production, while under conditions of high oxidative 
stress, it is used to eliminate cytosolic ROS. 

Resistance of BCCs and BT-474 cells to oxidative stress 
Cells in which FAS and FAO occur simultaneously have high cytosolic 

NADPH production rates and can inhibit oxidative stress. We compared the 
effects of staurosporine-induced oxidative stress on BCCs and BT-474 cells. 
BT-474 cells were used for the comparison as they had 10-times lower 
amount of M6 citrate than BCCs, which suggests that the loop formed by 
simultaneous FAS and FAO is not active in this cell line as confirmed by 13C 
experiments showing that the FAO flow rate is zero. 

Staurosporine induced significantly stronger depolarization of mito-
chondrial membrane potential in BT-474 cells than BCCs: the R/G ratio chan-
ged 3.4 ± 0.4 and 1.8 ± 0.05 times, respectively (P<0.001). These results are 
consistent with our hypothesis that BCCs are more resistant to oxidative stress 
and that FAO could be a drug target in some types of tumors. 

DISCUSSION 
It has been shown that drug similarity to the natural substrates of 

metabolic enzymes (measured using Tanimoto scores) is a good predictor of 
the ability of a ligand to bind the chosen metabolic enzymes. One of the best 
known human biological networks is metabolism, as the knowledge accumu-
lated from more than a century of biochemical research allows the precise 
definition of metabolic reactions catalyzed by each enzyme, and these reac-
tions have a well-known stoichiometry. All of this stoichiometric information 
is in the GSMM, which describes metabolic capabilities of a cell. GSMM and 
RNA sequencing data and analysis of metabolic flows in healthy and tumor 
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cells have an important practical application. It is important to determine 
therapeutic windows that would allow affecting the metabolic capabilities of 
malignant cells while having milder effects on healthy cells. As a proof of 
concept, we have experimentally shown that the effect of a structural 
analogue of lipoamide can reduce the proliferation rate of the MCF-7 cell line 
without having a significant effect on healthy ASMCs. 

It has long been thought that FAS and FAO cannot take place in a cell at 
the same time. FAO plays an important role in tumor cell survival. On the 
other hand, FAS is also necessary for tumor cell growth and proliferation. It 
is possible that FAO helps cells survive under metabolic stress in the absence 
of other energy sources and redox cofactors. Despite FAS and FAO have been 
traditionally considered incompatible due to the inhibitory effect of malonyl-
CoA on the carnitine shuttle responsible for transporting fatty acids to the 
mitochondria, there is growing evidence to support the coexistence of both 
phenomena in tumor cells. In this work, we have shown that this phenomenon 
coexists in BCCs. The coexistence of FAS and FAO is confirmed by the effect 
of FASN and ECHS1 gene silencing on the amount of fully labeled citrate 
(when cells are supplied with 13C-labeled glutamine) and mitochondrial mem-
brane potential. Very small proportion of citrate was fully labeled (about 1%) 
in MCF-7 and BT-474 cells, but about 6% of citrate was completely 13C-labe-
led and decreased after silencing of the above genes in BCCs. After the 
silencing of ME genes, the amount of 13C-labeled citrate decreased even 
more, which indicates that the mechanisms of fully labeled citrate formation 
are active. Two NADPH molecules are oxidized from acetyl-CoA in the 
cytosol FAS. On the other hand, during FAO, acetyl-CoA and one molecule 
of NADH and FADH2 are formed in mitochondria, both of which can be used 
to feed the respiratory chain. This results in a transfer of redox potential from 
the cytosol to mitochondria, which can be used to maintain a higher mito-
chondrial membrane potential. ME catalyzes a NADPH production reaction 
that cannot take place in the respiratory chain. Therefore, silencing of the 
FASN and ECHS1 genes decreased the mitochondrial membrane potential, 
and silencing of ME genes did not have any impact on the mitochondrial 
membrane potential. Blocking FAS, unlike blocking FAO, reduces the 
amount of fully labeled citrate and the mitochondrial potential in a very 
similar way. This is consistent with previous observations [132] in which the 
inhibition of lipid synthesis reduced oxygen consumption. A possible physio-
logical role for this simultaneous occurrence of FAS and FAO is the shuttling 
of the reducing potential from cytosolic NADPH to mitochondria. This would 
allow cells to process the excess NADPH produced in the cytosol and direct 
its reducing potential into the respiratory chain. If cells are challenged by 
sudden increases of oxidative stress, this excess production of cytosolic 
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NADPH can be directed to eliminate ROS by stopping lipid synthesis. This 
phenomenon appears to occur in BCCs treated with staurosporine when a 
decrease in the fraction of fully labeled citrate is observed compared to the 
untreated cells. Metabolic cycles involving the oxidation of overproduced 
NADPH have been observed in microorganisms [133], where this apparent 
waste of energy can be exploited to increase resistance against sudden oxide-
tive stress. The case we present suggests that human cells may also use a 
similar mechanism. Meanwhile, cells such as BT-474 in which such an 
interaction between FAS and FAO does not occur, have lower production rate 
of cytosolic NADPH and are more sensitive to sudden increases in ROS. This 
may be one of the reasons for the stronger exposure to staurosporine observed 
with BT-474 compared to BCCs, which resulted in greater depolarization of 
mitochondrial membrane potential. This suggests that BCCs are more 
resistant to oxidative stress compared to healthy ones. 

Analyzing 289 microarrays and 50 RNA sequencing samples from 100 
different tumor and 6 healthy, dividing cell lines, we found that tumor cell lines 
are characterized by two distinct regulatory events involving hundreds of 
genes. The first is related to EMT and is much more intense in tumor cell lines 
and mesenchymal stem cells than in epithelial stem cells. The major drivers of 
this large-scale transcriptional pattern are thought to be the transcription factors 
such as SP1, lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF1), and forkhead box 
protein O (FOXO4). SP1 is already known to be involved in EMT, and our 
analysis revealed that among the genes up-regulated by SP1, there are 9 Wnt 
signaling pathway components whose activetion results in β-catenin phosphor-
rylation, which combines LEF1 and FOXO4 encoded transcription factors 
leading to up-regulation of their target genes. This suggests positive activation 
feedback, which includes SP1, canonical Wnt signaling pathway, and FOXO4, 
resulting in large-scale transcriptional changes. The transition between two 
alternative cell states, epithelial and mesenchymal, has been shown to be 
regulated by sets of transcription factors that form feedback structures [134].  

Five enzymes (BCAT2, DBT, DLT, HADHA, and HIBADH) involved 
in the degradation of leucine, valine, and isoleucine belong to the transcript-
tional regulation associated with EMT, although they are not directly regula-
ted by SP1. This observation at the gene expression level was confirmed at 
the level of the enzyme BCAT2 protein in the MCF-7 cell line and BCCs 
where high BCAT2 levels were observed as well as ASMCs and MCF-10A 
cells with low BCAT2 expression. Tumor cells receive a high proportion of 
ATP (12% to 55%) during BCAA degradation. This was calculated using 
GSMM and experimental NCI–60 library cell metabolite uptake data. Silen-
cing of the BCAT2 gene significantly reduced MCF-7 and BCC proliferation, 
but did not affect ASMC proliferation. It also had no effect on the viability of 
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either tumor or healthy cells. This indicates that BCAT2 acts selectively. This 
suggests that there is a therapeutic window that could be potentially exploited 
to develop cytostatic drugs that target tumor cells selectively while keeping 
unaffected healthy dividing cells. 

Our experiments with BCAT2 show how the described transcriptional 
traits can be used as a therapeutic window for selectively targeting tumor cells 
while maintaining intact healthy dividing cells. 

CONCLUSIONS 
1. The cells isolated from the primary tumor were characterized by high 

proliferation and viability as well as resistance to oxidative stress 
and allowed to extrapolate the findings obtained in widely used 
tumor cell lines to real tumor cells. 

2. Using GSMM and RNA sequencing data and analyzing metabolic 
flows in healthy and tumor cells, a personalized therapeutic window 
can be identified. This is the possibility of inflicting damage on a 
particular cell type (such as tumor cells) while minimizing the 
negative effects on healthy cells. Amb19149142, a lipoamide struc-
tural analogue, was used as a synthesized compound to evaluate the 
therapeutic window. The compound reduced the proliferation of 
MCF-7 cells, but had no significant effect on ASMCs. 

3. The EMT of cancer cells is affected by the interaction of the SP1 
transcription factor and the Wnt signaling pathway. EMT is also 
associated with increased expression of enzymes involved in BCAA 
degradation. Silencing one of these enzymes, BCAT2, selectively 
affected the proliferation of MCF-7 and BCCs and had no effect on 
healthy ASMCs and MCF-10A cells. Silencing of BCAT2 did not 
affect cell viability. 

4. We experimentally confirmed that 13C labeling experiments are 
suitable for measuring changes in fatty acid oxidation. About 6% of 
the citrate was fully 13C-labeled and decreased by silencing the genes 
against FASN and ECHS1 involved in FAS and FAO, respectively, 
in BCCs. This confirms that some of the fully labeled citrate is 
formed through the hypothetical mechanism of FAS and FAO. 
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