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국문요약 
  

사람 간암세포주에서 포도당 대사 억제제 3-bromopyruvate에  

의한 세포사멸 기전 
 

 

암세포는 정상 세포보다 많은 포도당을 소비하는 비정상적인 

에너지 대사를 보인다. 암세포에서의 증가된 포도당분해는 주로 

미토콘드리아 기능 이상과 저산소성 미세환경에 의하며, 이를 

Warburg effect라 한다. 이 과정에서 hexokinase II (HK II)는 암세포에서 

증가된 포도당 분해를 유지하는 데 필수적인 효소로서, 실제로 많은 

종양세포에서 과발현되어 있으며, 종양의 악성상태를 유지하는 데 

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 따라서 암세포에서 HK II를 

억제하여 증가된 포도당분해를 억제시킴으로써 항암치료를 하고자 

하는 연구가 이루어졌으며, 3-bromopyruvate (3-BrPA)가 대표적인 HK 

II 억제제로 알려져 있다. 이를 이용하여 세포주 및 실험동물 

실험에서 세포사멸이 유발되어 항암효과를 발휘하는 것이 

알려졌으나, 확실한 세포사멸의 기전은 정립되어 있지 않다. 또한, 3-

BrPA는 결핵균에서 isocitrate lyase의 억제 효과도 있음이 알려져 

있어, 3-BrPA가 HK II의 특이 억제제인지의 여부도 불분명한 

상태이다. 따라서 본 연구에서는 사람 간암세포주를 대상으로 3-

BrPA에 의한 암세포의 세포사멸이 HK II의 발현과 관계가 있는지를 

밝히고, 3-BrPA가 세포사멸을 유도하는 기전을 규명하고자 하였다. 

3-BrPA가 사람 간암세포주 Hep3B (HK II 과발현세포)와 SNU-449 

(HK II 발현이 적은 세포)를 대상으로 세포사멸에 미치는 영향을 



 2

조사하기 위해, 3-BrPA를 시간과 농도를 다르게 처리하여 MTT 

분석과 annexin V-propidium iodide (PI) 염색을 수행하였다. 이때의 

세포사멸이 caspase 의존적인가를 알아보기 위해 세포를 pan-caspase 

inhibitor인 z-VAD-fmk로 전처리한 후 3-BrPA를 첨가하여 MTT 

분석으로 세포사멸을 조사하고 caspase-3의 절단을 Western blot으로 

관찰하였다. 3-BrPA 투여 후 JC-1 염색으로 미토콘드리아 막전위 

변화를 조사하였고, 미토콘드리아에서 세포질로의 cytochrome c 

유출을 Western blot으로 확인하였다. 3-BrPA 처리에 의한 세포내 

reactive oxygen species (ROS) 생성은 CM-H2DCFDA를 사용하여 

측정하였고, 항산화제인 N-acetyl-L-cysteine (NAC)을 전처리 한 후, 3-

BrPA를 가한 후 MTT 분석과 annexin V-PI 염색을 시행하여 

세포사멸을 측정하고, JC-1 염색으로 미토콘드리아 막전위 변화를 

조사하였다. 

3-BrPA는 HK II 과발현 Hep3B 세포와 HK II 발현이 적은 SNU-449 

세포 모두에서 농도와 시간에 의존적으로 세포사멸을 유도하였다. 3-

BrPA에 대한 감수성은 Hep3B 세포에서 높았으며, SNU-449 

세포에서는 상대적으로 낮았다. 3-BrPA 처리 후 활성화된 caspase-3와 

PARP의 절단 산물인 p89는 검출되지 않았으며, 두 세포주 모두에서 

z-VAD-fmk에 의해 3-BrPA에 의한 세포사멸이 억제되지 않아 caspase 

비의존적인 세포사멸임을 확인하였다. Hep3B 세포에서는 

미토콘드리아에서 세포질로 cytochrome c가 유출되었으나, SNU-

449에서는 유출되지 않았다. 3-BrPA에 의한 ROS의 생성은 두 세포주 

모두에서 관찰되었고, 미토콘드리아 막전위는 시간 의존적으로 
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감소하였다. NAC의 전처치는 두 세포주 모두에서 3-BrPA에 의한 

세포사멸을 억제하였고, 3-BrPA에 의해 유발된 ROS의 생성과 

미토콘드리아 막전위 감소를 억제하였다.  

3-BrPA에 의한 Hep3B와 SNU-449 세포의 세포사멸은 세포내 ROS 

생성을 통한 산화적 스트레스와 미토콘드리아의 기능 저하를 통해 

유발되며, 이러한 현상은 HK II가 발현되지 않는 SNU-449 

세포에서도 관찰되었다.  

결론적으로 3-BrPA가 사람 간암세포주에서 암세포를 사멸시키는 

기전에는 이전 연구에서 보고된 HK II 억제에 의한 에너지 생산의 

저해와 caspase 의존적인 세포고사를 통한 기전 외에 세포내 ROS 

형성을 통한 미토콘드리아의 기능 이상을 통해 caspase 비의존적인 

기전의 세포사멸이 있음을 추측할 수 있다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

핵심되는 말: Warburg effect, Hexokinase II, 3-BrPA, ROS, 

미토콘드리아 기능 이상 
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사람 간암세포주에서 포도당 대사 억제제  

3-bromopyruvate에 의한 세포사멸 기전 

 

<지도교수 이 종두> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

김 정 아 

 

 

Ⅰ. 서  론 

 

암세포가 정상세포와 구분되는 특징인, 무제한적인 복제 가능성, growth 

factor 비의존성, 세포고사로부터의 회피, 혈관생성 지속, 조직 침투와 

전이 등의 특징은 암세포를 규정하는 6가지 특성들로서 암 치료의 표적이 

되어왔다.1 또한 많은 암세포들은 일반적으로 정상세포들보다 많은 

포도당을 소비하는 비정상적인 에너지 대사를 보이며, adenosine 

triphosphate (ATP)의 합성을 위해 증가된 포도당 분해 (glycolysis)를 

보인다.2 Warburg는 암세포에서 증가된 포도당 분해를 암성 변이의 가장 

근원적인 대사 이상이라고 발표하였고 (Warburg effect), 미토콘드리아의 

기능 이상과 암세포의 저산소성 미세 환경을 Warburg effect를 유발하는 

두 가지 주요 요인으로 간주하였다.2 이러한 Warburg effect는 암세포의 

중요한 생물학적 현상으로 암세포를 규정하는 제 7의 특성이라는 주장이 

있으며,3 이러한 특성은 양전자 방출 단층 촬영 (PET)에 쓰이는 방사성 

추적자인 2-[18F]fluoro-2-deoxy-D glucose를 이용하여 암세포에서 증가된 

포도당분해 대사를 검출함으로써 암 진단에 이용되고 있다.4  
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세포사멸 기전의 결함, 특히 세포고사에 대한 암세포의 저항은 암세포의 

대표적인 특성의 하나로 종양의 형성과 항암치료의 개발에 있어 근간이 

되는 암세포의 특성이다.1 최근의 많은 연구들에서는 암세포에서 

세포고사를 유발함으로써 암세포의 치료에 대한 저항성을 극복하고자 하는 

연구들이 진행되어왔으며, 이러한 연구를 위해서는 암세포에서의 세포사멸 

기전을 밝혀내는 것이 중요한 주제가 되었다.5 

세포고사는 항암치료에 의한 암세포에서의 주요한 세포사멸 기전으로 

알려져 있으며, cysteine protease인 caspase에 의해 매개된다. Caspase는 

세포내에서 비활성화된 procaspase precursor로 존재하며, caspase-8과 

caspase-9과 같은 initiator caspase가 활성화되어, caspase-3, caspase-6, 

caspase-7과 같은 executioner caspase의 precursor form을 절단하여 

활성화시킨다. 활성화된 executioner caspase는 세포 기질들을 분해하며 

세포고사의 생화학 형태 변화를 유발시킨다.6, 7 Caspase의 활성화를 

시작하는 기전에는 두 가지가 있는데, 세포 표면의 death receptor에 

자극이 가해져 caspase-8을 활성화시키고 caspase-3와 같은 effector 

caspase를 활성화시켜 세포고사를 진행하는 외인성 세포고사와,  

미토콘드리아에 자극이 가해져 미토콘드리아 외막의 투과성 증가를 

유발하고, cytochrome c와 다른 proapoptotic molecule을 유출하여 

cytochrome c, caspase-9 apoptotoic protease activating factor 1 

(APAF1)을 포함하는 apoptosome을 형성하고 caspase 활성화를 유발하는 

내인성 세포고사가 있다.8, 9 다른 미토콘드리아 단백질인 endonuclease 

G와 apoptosis-inducing factor (AIF)는 caspase 활성화없이 세포고사를 

유발하는 것으로 알려져 있다.10, 11 이처럼 미토콘드리아는 세포의 에너지 

대사뿐만 아니라 세포의 사멸을 조절하는 핵심적인 구조이고, 다양한 세포 

사멸 자극에 의해 미토콘드리아 막을 통한 투과가 유발되어 intermembrane 
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space에 존재하는 proapoptotic molecule을 세포질로 유출하거나 

미토콘드리아 막전위의 감소를 통하여 세포고사나 세포괴사와 같은 

세포사멸을 일으킨다.12 

그 밖에 비세포고사적인 세포사멸 기전으로 암세포는 괴사, mitotic 

catastrophe, 자가탐식 등에 의해서도 사멸될 수 있으며, 이의 기전은 

확실히 밝혀져 있지 않으나 non-caspase protease가 관련되었을 것으로 

추정된다.9   

Hexokinase (HK)는 암세포에서 증가된 포도당 분해를 유지하는 데 있어 

필수적인 효소로 glucose를 lactate로 분해하는 과정에서 첫 번째 단계에 

작용하는 효소이다. HK의 네 가지 아형 (subtype)중에서 미토콘드리아에 

결합하는 HK II는 종양세포에서 과다 발현되어 종양의 비억제적 성장에 

필요한 ATP 합성을 위해 포도당분해를 증가시킨다. 또한 HK II는 

미토콘드리아 외막에 존재하는 voltage dependent anion channel (VDAC)을 

통하여 미토콘드리아 외막에 결합하여 종양세포의 사멸을 억제하여 종양의 

악성 상태를 유지하는 데 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다13-15. 

따라서 암세포에서 증가된 포도당분해를 억제시킴으로써 항암치료를 

하고자 하는 연구가 이루어졌으며, Warburg effect의 가장 중요한 효소인 

HK II는 종양 세포의 성장과 생존에 중요한 역할을 하므로 항암치료의 

분자표적이 될 수 있다.16-18  

3-Bromopyruvate (3-BrPA)는 강한 alkylating agent로써 HK II를 

억제하여 포도당분해를 억제하며, 미토콘드리아에서의 산화적 인산화를 

감소시켜 ATP 생산의 저하를 유도하고, 결국에는 세포사멸에 의한 

항암효과를 나타내는 것으로 알려져 있다.19 이에 관한 연구로서 VX2 

tumor 이식 동물 실험 모델에서 3-BrPA를 국소적으로 주입하여 간암세포의 

사멸을 유발하였던 보고가 있었다.20 또한 Xu 등은 사람 백혈병 및 림프암 
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세포주에서 3-BrPA를 투여하여 ATP를 고갈시킴으로써 세포사멸이 유발됨을 

보고하였고, 이 연구에서 Bad가 탈인산화되었으며, Bax가 세포질에서 

미토콘드리아로 전이되어 caspase-3가 활성화됨을 관찰하였다18.  

이와 같이 3-BrPA는 항암효과를 갖는 것이 알려져 있으나, 3-BrPA에 

의한 세포사멸 기전은 확실히 정립되어 있지 않다. 또한, 3-BrPA는 

결핵균이 대식세포 내에서 감염을 지속하는 데 중요한 역할을 하는 

isocitrate lyase의 억제 효과도 있음이 알려져 있으므로 3-BrPA가 HK 

II의 특이 억제제인지의 여부도 불분명한 상태이다.21 

따라서 본 연구에서는 사람 간암세포주를 대상으로 첫째, 3-BrPA에 의한 

암세포의 세포사멸이 HK II의 발현과 관계가 있는지를 밝히고, 둘째, 3-

BrPA가 세포사멸을 유도하는 기전을 규명하고자 하였다.   
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 세포 배양 

사람 간암세포주 중 HK II 과발현주인 Hep3B 와 HK II 발현이 적은 SNU-

449 세포주를 대상으로 하였다. Hep3B (ATCC HB 8064)는 ATCC (Rockville, 

MD, USA)에서 얻었으며, SNU-449는 Korean Cell Line Bank (Seoul, 

Korea)에서 얻었다.22 세포들은 10% fetal bovine serum (GIBCO BRL, 

Grand Island, NY, USA), 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin과 100 

µg/ml streptomycin이 첨가된 modified Eagle's medium (MEM) (GIBCO 

BRL)에서 5% CO2를 포함하는 37OC 배양기에서 배양하였다. 

 

2. 시약  

3-BrPA는 Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, 

N-acetyl-L-cysteine (NAC)은 Calbiochem (La Jolla, CA, USA)에서, 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA)와 5,5',6,6'-

tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide 

(JC-1)는 Molecular Probes (Eugene, OR, USA)에서 구입하였다. Anti-

hexokinase II antibody는 Chemicon (Temecula, CA, USA), rabbit anti-

caspase-3, anti-poly-(ADP-ribose) polymerase (PARP)는 Cell Signaling 

Technology, Inc. (Beverly, MA, USA)에서 구입하였다. Mouse anti-

cytochrome c antibody는 Pharmingen (San Jose, CA, USA)에서, mouse 

anti-heat shock protein 60 (HSP 60)는 Santa Cruz Bio Technology 

(Santa Cruz, CA, USA)에서, mouse anti-α tubulin antibody는 Oncogene 

Research Products (Boston, MA, USA)에서 구입하였다.  
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3. Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

RNeasy kit (Qiagen, Santa Claris, CA, USA)을 이용하여 

간암세포주에서 총 세포 RNA를 추출하였다. 5 µg 총 세포 RNA, 2 µg 

random hexamer (Amersham Pharmacia Biotech Inc., Uppsala, Sweden) 

1.25 mM dNTP (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), 200 U Maloney 

murine leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV RT; GIBCO BRL)를 

상온에서 10분, 42OC에서 60분, 95OC에서 5분, 5OC에서 5분 반응시켜 

cDNA를 합성하였다. 3 µl cDNA, 0.25 mM dNTP, 0.25 U Taq polymerase 

(Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA), 0.5 µM primer set과 thermal cycler 

(Perkin Elmer)를 이용하여 PCR을 시행하였다. 실험에 사용한 primer의 

염기서열은 다음과 같다.  

HK II; sense 5`-AGTGGAGTGGAAGGCAGAGA-3` 

 antisense 5`-CGCATCTCTTCCATGTAGCA-3`  

GAPDH; sense 5`-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3`  

antisense 5`-TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT-3`  

PCR 반응은 95OC에서 5분간 열변성시킨 후, denaturation은 95OC에서 30초, 

annealing은 58OC에서 30초, extension은 72OC에서 1분간, HK II는 28 

cycle, GAPDH는 22 cycle을 시행하였고, 마지막 extension은 72OC에서 

10분간 시행하였다.    

 

4. MTT 분석 

3-BrPA 가 사람 간암세포주 SNU-449 와 Hep3B 의 세포 생존율에 미치는 

영향을 조사하기 위해, 3-BrPA 를 시간과 농도를 다르게 처리하여 3-(4-

,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 

분석을 수행하였다. 한 well 당 1 x 104개의 세포를 96 well plate 에 넣고 
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세포가 바닥에 붙도록 하였다. 다음날, 다양한 농도로 3-BrPA 를 처리하고 

시간 별로 배양하였다. 각 well 당 2 mg/ml MTT 용액 50 μl 를 가하고 

37℃에서 4 시간 동안 놓아두고, plate 를 200 g 에서 10 분간 원심분리한 

후 상층액을 버리고, 각 well 의 남은 침전물에 dimethylsulfoxide (DMSO) 

50 μl 를 넣어 침전물을 녹이고, 환원된 MTT 를 beam microtiter plate 

reader 를 이용하여 570 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 

  

5. Annexin V-propidium iodide (PI) 염색 

3-BrPA 에 의해 유도되는 세포사멸을 확인하기 위해, annexin V-PI 

염색을 Annexin V-FITC Apoptosis Kit (International Inc., Camarillo, 

CA, USA)을 이용하여 시행하였다. 다양한 농도로 3-BrPA 를 간암세포주에 

처리한 후, 세포를 phosphorous buffered saline (PBS)로 세척한 다음, 

100 μl 의 1 x annexin V-PI binding buffer 로 부유시킨 후, 5 μl 

annexin V-FITC conjugate 와 10 μl PI buffer 를 첨가한 후, 상온에서 

빛을 차단하여 15 분 방치하였다. 400 µl 1 x annexin V-FITC binding 

buffer 를 추가한 후, fluorescence activated cell sorter (FACS) scan 

flow cytometer (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA)를 이용하여 형광 

강도를 측정하였다. 측정 결과는 WinMDI program 을 이용하여 분석하였다.  

 

6. Caspase 활성화 조사 

세포사멸이 caspase 의존성 세포사멸인지 caspase 비의존성 세포사멸인지 

알아보기 위해, 세포를 pan-caspase inhibitor인 z-VAD-fmk를 200 μM 

농도로 1시간 전처리 한 후 100 μM 3-BrPA를 첨가하여 6 시간 동안 

배양하여 MTT 분석으로 세포생존율을 조사하였다. 또한, 세포사멸 유도시 

활성화되는 caspase-3의 절단 (활성화된 form)을 Western blot으로 
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관찰하였다. 위의 실험에서 확인된 농도와 시간으로 3-BrPA를 처리한 후 

세포를 수확하여 냉장시킨 PBS로 두 번 씻은 다음, RIPA buffer (1% 

Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1 mM DTT, 10 

μg/ml leupeptin, 2 μg/ml aprotinin, 1 mM PMSF)로 용해시켜 15,000 

rpm에서 15분간 원심분리 후 상층액만 취하여 단백을 Bradford assay로 

정량하였다. Western blot을 수행하기 위하여 100 μg의 단백질을 10-12% 

SDS-PAGE로 분리하고 nitrocellulose membrane에 transblot하였다. 5% 

탈지우유로 하룻밤 고정한 후, 일차 항체로는 rabbit anti-caspase-3 Ab를 

사용하고, 이차 항체로 HRP-conjugated anti-rabbit IgG (PharMingen, San 

Jose, CA, USA)를 사용하였다. 검출은 Western blotting Luminal 

(Amersham Pharmacia Biotech)을 사용하였다. 또한, PARP의 절단을 

확인하기 위해 anti-PARP Ab로 Western blot을 하였다. 

 

7. 미토콘드리아 막전위 (∆ϕm) 측정 

3-BrPA 에 의한 세포사멸이 미토콘드리아 막전위 감소에 의한 것인지를 

알아보기 위해, JC-1 염색으로 미토콘드리아 막전위 변화를 조사하였다. 

3-BrPA 를 처리한 세포를 트립신 처리 후 원심분리하고 PBS 에 부유시킨 후, 

미토콘드리아 특이 염색제인 JC-1 10 µg/ml 을 넣고 상온에서 빛을 

차단하여 10 분간 방치한 후, PBS 로 세척한 후 400 µl PBS 에 부유시켜 

FACScan flow cytometer 를 이용하여 분석하였다.  

 

8. 세포질내 단백질 및 미토콘드리아 단백질 분리 

세포질내 단백질과 미토콘드리아 단백질을 분획하기 위해, 3-BrPA 로 

처리된 세포를 수확하여 mitochondria isolation buffer (20 mM Hepes-KOH, 

pH 7.5, 210 mM sucrose, 70 mM mannitol, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1.5 mM 
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MgCl2, 10 mM KCl)에 10 mM digitonin (Sigma-Aldrich Co.)을 

함유하는 protease inhibitor cocktail (Boehringer Mannheim)을 첨가하여 

부유시켰다. 세포 부유액을 37℃에서 10 분간 방치한 후, 12000 g 에서 

15 분간 원심분리하여 상층액을 세포질 분획으로 사용하고, pellet 을 RIPA 

buffer 에 부유하여 미토콘드리아 단백질을 얻었다. 분리된 단백질은 

anti-cytochrome c Ab 를 사용하여 Western blotting 하였다.  

 

9. Reactive oxygen species (ROS) 생성의 측정  

세포내 ROS 생성은 cell permeable fluorescent dye인 chloromethyl-

2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H2DCFDA)를 사용하여 

computer-assisted fluorescence densitometric analysis로 분석했다. 3-

BrPA가 처리된 세포에 2 µmol/L CM-H2DCFDA를 첨가하여 37℃에서 30분간 

방치하였다. 세포를 세척하고 트립신처리하여 원심분리한 후 FACScan flow 

cytometer를 이용하여 ROS의 생성을 분석했다. 

 

10. 항산화제가 3-BrPA에 의한 세포사멸에 미치는 영향 조사  

3-BrPA에 의한 산화적 스트레스를 확인하기 위해서, 항산화제인 NAC을 

1시간 전처리 한 후, MTT 분석과 annexin V-PI 염색을 시행하였다.  

또한, 항산화제가 3-BrPA에 의한 미토콘드리아 막전위의 감소에 미치는 

영향을 알아보기 위해 NAC을 전처리 한 후, 3-BrPA를 가한 후 JC-1 

염색하여 미토콘드리아 막전위를 FACScan flow cytometry로 분석하였다. 
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III. 결  과 
 

1. 간암세포주에서 3-BrPA에 의한 세포사멸 유도 

일련의 간암세포주, HepG2, Hep3B, SNU-449, SNU-475에서 HK II의 발현 

정도를 알아보기 위해 RT-PCR (그림 1A)과 Western blot (그림 1B)을 

시행한 결과, HepG2, Hep3B 세포에서는 RNA와 단백질 모두에서 HK II가 

강하게, SNU-475 세포에서는 약하게 발현되었으나, SNU-449 세포에서는 

HKII 발현이 관찰되지 않음을 확인하였으며 (그림 1), 이후의 실험은 

Hep3B 세포(HK II 과발현주)와 SNU-449 세포(HK II 발현이 적은 세포)를 

선정하여 시행하였다.  

 

A. B. 

GAPDH
58 ℃ 22cycle

350bp

58 ℃ 28cycle

200bpHK II

HepG2  Hep3B   SNU-449  SNU-475  negative

GAPDH
58 ℃ 22cycle

350bp

58 ℃ 28cycle

200bpHK II

HepG2  Hep3B   SNU-449  SNU-475  negative

102kd 

55kdα-tubulin

SNU398    SNU449     HepG2      Hep3B

HK II
102kd 

55kdα-tubulin

SNU398    SNU449     HepG2      Hep3B

HK II

 
 

그림1. 간암세포주에서 hexokinase (HK) II의 발현 양상. 일련의 간암세포주, HepG2, 

Hep3B, SNU-449, SNU-475에서 RNA와 단백질을 분리하여 (A) HK II RT-PCR과 (B) Western 

blot을 시행하였다. 각각의 실험에서 GAPDH와 α-tubulin을 internal control로 사용하였다.  

 

3-BrPA가 HK II가 발현되는 Hep3B 세포와 HK II가 발현되지 않는 SNU-

449 세포에서도 세포사멸을 유도할 수 있는지를 조사하고자 3-BrPA를 

다양한 농도와 시간 동안 투여하고 MTT assay와 annexinV-PI 염색을 

시행한 결과 3-BrPA는 HK II가 발현되는 Hep3B 세포에서뿐만 아니라 HK 

II가 발현되지 않는 SNU-449 세포에서도 세포사멸을 유도하였다 (그림 2). 

또한 3-BrPA에 의한 세포사멸은 농도와 시간에 의존적이었으며, 

간암세포에서 HK II 발현 여부에 따른 3-BrPA에 대한 감수성은 HK II가 
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과발현되는 Hep3B 세포에서 높았으며, HK II가 발현되지 않는 SNU-449 

세포에서는 상대적으로 낮았다. 즉, Hep3B와 SNU-449 세포는 모두 고농도 

(200-300 µM)의 3-BrPA에서 높은 세포사멸을 보였으나, SNU-449 세포에 

50-100 µM 3-BrPA를 6시간 처리한 경우 Hep3B 세포보다 세포사멸의 

감수성이 낮았다 (그림 2A, 2B). 특히 100 µM의 3-BrPA 처리군에서 HK II 

발현 정도에 따른 3-BrPA에 대한 감수성에 뚜렷한 차이를 보여 이후의 

실험에서는 100 µM 3-BrPA를 6시간 처리하였다. 비록 감수성의 차이는 

있지만, 3-BrPA가 HK II를 발현하지 않는 SNU-449와 HK II를 과발현하는 

Hep3B 세포 모두에서 세포사멸을 유도한다는 결과는 HK II 억제 외에 다른 

기전에 의해 3-BrPA가 세포 사멸을 유도할 수도 있다는 것을 시사한다.  
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그림 2. 3-BrPA에 의한 SNU-449와 Hep3B 세포에서의 세포사멸. SNU-449와 Hep3B 세포를 

각각의 농도와 시간별로 3-BrPA를 처리하고 MTT 분석 (A)과 annexinV-PI 염색 (B)의 

결과를 plot하였다. (C) SNU-449와 Hep3B 세포를 100 µM 3-BrPA를 6시간 처리한 후 

annexinV-PI 염색하였다. (UT; untreated, PBS; phosphorous buffered saline). 

 

2. 3-BrPA에 의한 caspase-3 비의존적 세포사멸 

Caspase의 활성화가 세포사멸을 실행하는 데 중요한 역할을 하고, 

caspase 활성화를 통해 또 하나의 세포사멸 표지자인 poly (ADP-ribose) 

polymerase (PARP)의 절단이 일어난다.23 3-BrPA 처리에 의한 세포 

사멸에서 caspase 활성화가 일어나는가를 알아보기 위해 세포사멸의 

executioner caspase인 caspase-3의 활성과 PARP의 절단을 Western 

blotting으로 확인하였다. 3-BrPA 처리 후 활성화된 caspase-3 와 PARP의 
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절단 산물인 p89는 검출되지 않았다 (그림 3).  
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그림 3. 3-BrPA 처리시 SNU-449와 Hep3B 세포에서의 caspase-3의 활성화 결과.  

(A) SNU-449와 Hep3B 세포를 100 µM 3-BrPA를 5분 또는 15분, (B) 30분 또는 60분 

처리한 후 단백질을 분리하여 항 PARP 항체와 항 caspase-3 항체로 Western 

blotting하였다. Hep3B 세포를 15 µg/ml cisplatin으로 24시간 처리한 군 (3B-24 CP)을 

양성 대조군으로 하였다.24 (UT; untreated).  

 

Caspase-3 비의존적 세포사멸을 확인하기 위해 pan-caspase inhibitor인 

z-VAD-fmk를 전처리 한 후 3-BrPA를 첨가하여 MTT 측정으로 세포사멸 

정도를 관찰한 결과, SNU-449와 Hep3B 세포 모두에서 z-VAD-fmk에 의해 3-

BrPA에 의한 세포사멸이 억제되지 않았다 (그림 4). 이러한 결과는 SNU-

449와 Hep3B 세포에서 3-BrPA에 의한 세포사멸은 caspase-3 비의존적일 수 

있다는 것을 시사한다. 
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그림 4. SNU-449와 Hep3B 세포에서 pan-caspase inhibitor, z-VAD-fmk가 3-BrPA에 의한 

세포사멸에 미치는 효과. SNU-449와 Hep3B 세포를 200 µM z-VAD-fmk로 1시간 전처치하고, 

100 µM 3-BrPA로 6시간 처리한 후 MTT 측정을 시행하였다. (z-VAD; z-VAD-fmk).  

 

3. 3-BrPA에 의한 세포내 ROS 생성과 미토콘드리아의 기능 이상 유발 

ROS의 세포내 축적은 mitochondria matrix swelling, 미토콘드리아 

막전위와 ATP의 감소, 거대 DNA 분절화를 유발하여 세포사멸을 유발하는 

것으로 알려져 있다25. SNU-449와 Hep3B 세포에서 3-BrPA에 의한 세포사멸이 

ROS 생성과 관련이 있는가를 알아보기 위해 세포를 3-BrPA 처리 후 생성된 

ROS를 DCF로 확인한 결과 3-BrPA에 의한 ROS의 생성은 SNU-449와 Hep3B 세포 

모두에서 투여 후 15분에서 관찰되기 시작하여, 1시간까지 지속되었다 (그림 

5A). ROS와 연관된 세포사멸이 미토콘드리아의 기능 이상과 연관되어 있고25, 

3-BrPA는 미토콘드리아의 기능 이상을 유발하여 세포사멸을 유발한다고 

알려져 있으므로18, 19 미토콘드리아 막전위 감소를 JC-1으로 측정하였다. 

미토콘드리아 막전위는 SNU-449와 Hep3B 세포 모두에서 시간 의존적으로 

감소하였다 (그림 5B). 3-BrPA에 의해 유발된 미토콘드리아의 기능 이상을 
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확인하기 위해 미토콘드리아로부터 세포질로의 cytochrome c 유출을 Western 

blotting으로 분석하였다. Hep3B 세포에서는 미토콘드리아에서 세포질로 

cytochrome c가 유출되었으나, SNU-449 에서는 유출되지 않았다 (그림 5C). 

이상의 결과는 3-BrPA가 본 실험에 사용한 간암세포주내에서 ROS의 생성을 

유발하고 이에 의한 미토콘드리아의 기능 이상을 유발하여 세포사멸을 

유도함을 암시한다.  
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그림 5. 3-BrPA에 의한 세포내 ROS 생성과 미토콘드리아의 기능 이상. 

SNU-449와 Hep3B 세포를 100 µM 3-BrPA로 시간별로 처리하고 (A) CM-H2DCFDA로 처리한 

후의 ROS 생성, (B) 미토콘드리아 막전위 감소를 보기 위한 JC-1 염색, (C) cytochrome 

c의 세포질로의 유출을 보기 위한 Western blotting을 시행하였다. Western blotting에서 

Hsp60를 internal control로, Hep3B 세포를 15 µg/ml cisplatin으로 24시간 처리한 군 

(3B-24 CP)을 양성 대조군으로 사용하였다. (UT; untreated, HSP 60; heat shock protein 

60). 
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4. 3-BrPA에 의해 유발된 세포사멸에 항산화제가 미치는 영향 

SNU-449와 Hep3B 세포에서 3-BrPA에 의해 유발된 ROS생성에 따른 산화적 

스트레스가 미토콘드리아 막전위의 감소와 세포사멸에 필수적인 요소임을 

확인하기 위해 항산화제인 NAC이 3-BrPA에 의한 세포사멸에 미치는 영향을 

MTT 측정과 AnnexinV-PI 염색으로 조사하였다. SNU-449와 Hep3B 세포에서 

NAC 단독 처리는 세포 생존능에 영향을 주지 않았으며, 2 mM 농도에서부터 

SNU-449와 Hep3B 세포 모두에서 3-BrPA에 의한 세포사멸이 억제되었다 

(그림 6A, 6B).  
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그림 6. SNU-449와 Hep3B 세포에서 항산화제 NAC이 3-BrPA에 의한 세포사멸에 

미치는 효과. (A) SNU-449와 Hep3B 세포를 NAC을 농도별로 1시간 전처치하고, 100 µM 

3-BrPA로 6시간 처리한 후의 MTT 측정. (B) SNU-449와 Hep3B 세포를 2 mM NAC으로 

1시간 전처치하고, 100 µM 3-BrPA로 6시간 처리한 후의 annexinV-PI 염색.  

 

또한, NAC은 SNU-449와 Hep3B 세포 모두에서 3-BrPA에 의해 유발된 

ROS의 생성과 미토콘드리아 막전위 감소를 억제하였다 (그림 7A, 7B). 

이상의 결과 즉, SNU-449와 Hep3B 세포에서 항산화제가 3-BrPA에 의한 ROS 

생성, 미토콘드리아의 기능 이상 및 세포사멸을 억제하였다는 것은 ROS 

생성이 미토콘드리아의 기능 이상 및 이에 따른 세포사멸을 유발하는 데 

중요한 요소임을 암시한다.  

 

 

 

 

 

 



 22

A. 

SNU-449

Hep3B

unstained

untreated
H2-DCFDA stained

3-BrPA 100 µM 1hr 2 mM NAC 1hr
2 mM NAC 1hr

+3-BrPA 100 µM 1hr

Fluorescence Intensity

C
e
ll 

n
u
m

b
e
r

SNU-449

Hep3B

unstained

untreated
H2-DCFDA stained

3-BrPA 100 µM 1hr 2 mM NAC 1hr
2 mM NAC 1hr

+3-BrPA 100 µM 1hr

SNU-449

Hep3B

unstained

untreated
H2-DCFDA stained

3-BrPA 100 µM 1hr 2 mM NAC 1hr

Hep3B

unstained

untreated
H2-DCFDA stained

3-BrPA 100 µM 1hr 2 mM NAC 1hr

Hep3B

unstainedunstained

untreated
H2-DCFDA stained

untreated
H2-DCFDA stained

3-BrPA 100 µM 1hr 2 mM NAC 1hr
2 mM NAC 1hr

+3-BrPA 100 µM 1hr

Fluorescence Intensity

C
e
ll 

n
u
m

b
e
r

 
 

B.  

3-BrPA 100 µM 1hr 2 mM NAC 1hr
2 mM NAC 1hr

+3-BrPA 100 µM 1hrUntreated

Hep3B

SNU-449

JC-1 monomer (green fluorescence)

J-
a
g
g
re

g
a
te

s
 (

re
d
 f

lu
o
re

s
c
e
n
c
e
) 

3-BrPA 100 µM 1hr 2 mM NAC 1hr
2 mM NAC 1hr

+3-BrPA 100 µM 1hrUntreated

Hep3B

SNU-449

JC-1 monomer (green fluorescence)

J-
a
g
g
re

g
a
te

s
 (

re
d
 f

lu
o
re

s
c
e
n
c
e
) 

 
그림 7. SNU-449와 Hep3B 세포에서 항산화제 NAC이 3-BrPA에 의해 유발된 ROS 생성 

및 미토콘드리아 막전위 감소에 미치는 효과. (A) SNU-449와 Hep3B 세포를 2 mM 

NAC으로 1시간 전처치하고, 100 µM 3-BrPA로 6시간 처리한 후의 세포내 ROS 생성 

(DCF 염색). (B) SNU-449와 Hep3B 세포를 2 mM NAC으로 1시간 전처치하고, 100 µM 

3-BrPA로 6시간 처리한 후의 미토콘드리아 막전위의 변화 (JC-1 염색). 
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IV. 고  찰 

 

암세포에서 증가된 포도당분해 현상은 암세포의 특징적인 대사 이상이며 

분화가 덜 되고 빠르게 성장하는 종양일수록 포도당분해가 더욱 증가되는 

경향을 가진다. 이 대사에 관련된 주요 효소가 HK II로서, HK II는 많은 

경우 종양세포의 비억제성 성장을 위해 과다 발현되어 있다.14, 15 HK II는 

미토콘드리아의 외막에 존재하는 porin protein인 VDAC과 상호작용하여 

미토콘드리아의 외막에 결합하는 것으로 알려져 있다.26 VDAC은 

mitochondrial pathway에 의한 세포사멸에서 결정적인 역할을 하며, Bcl-2 

계열 단백질과의 상호작용을 통해 cytochrome c와 AIF를 포함하는 

intermembrane space protein의 출입을 조절하는 역할을 하는 것으로 

알려져 있다.27 VDAC에 결합한 HK II는 intermembrane space protein의 

유출을 억제하며 이에 따른 세포사멸을 억제한다. 따라서 HK II는 

glycolytic energy metabolism과 mitochondrial level에서의 세포사멸을 

억제하는 기능을 결합시켜 암세포의 생존을 유지시킨다.26 이와 같이 

증가된 포도당분해는 암세포의 근원적인 대사 이상으로 이를 

억제시킴으로써 암세포의 사멸을 유발할 수 있다는 연구들이 있었고, HK 

II가 항암 치료의 분자 표적이 되어 왔다.17-20 

이를 위하여 3-BrPA는 HK II의 억제제로 개발되어, HK II의 과다 발현을 

보이는 VX2 tumor와 사람 간암세포주인 HepG2와 SNU-475에서 세포사멸을 

유발함이 알려져 있다.15, 20 이는 3-BrPA가 ATP 고갈, cytochrome c, 

Smac/DIABLO, AIF의 세포질내로의 유출을 통해 caspase 3의 활성화를 

유발하여 mitochondrial apoptosis를 유발하기 때문으로 알려져왔다.15, 20  

본 연구에서는 3-BrPA에 의한 세포사멸에서 HK II에 대한 특이성을 더 
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정확히 평가하기 위해 HK II 발현을 보이는 Hep3B와 보이지 않는 SNU-449 

세포주를 사용하였으며, 3-BrPA가 SNU-449와 Hep3B 세포 모두에서 

세포사멸 효과를 나타내어, 3-BrPA가 HK II를 억제하는 효과 외에도 다른 

기전에 의해 세포사멸을 유도할 수 있음을 시사하였다. 이는 이전 

연구에서 보고된 3-BrPA가 isocitrate lyase를 억제하여 결핵균이 감염을 

지속하도록 한다는 결과에서 보인 바와 같이, 3-BrPA가 HK II에만 

작용하는 특이 억제제가 아닐 수 있다는 추론을 가능하게 한다.21 그러나 

세포사멸의 감수성은 Hep3B 세포에서 SNU-449 세포에서 보다 높게 나타나 

3-BrPA는 HK II의 발현 양상에 따라 감수성이 다르게 세포사멸 효과를 

나타냄을 알 수 있었다. HK II 발현 양상에 따른 3-BrPA에 대한 감수성 

차이는 Hep3B 세포에서는 HK II 억제에 의한 세포사멸과 더불어 다른 기전 

(본 연구에서는 ROS 생성에 따른 산화적 스트레스)에 의한 세포사멸이 

동시에 작동되어 많은 세포사멸을 보이고, SNU-449세포에서는 HK II 

억제는 작동되지 않고 ROS 생성에 따른 산화적 스트레스가 작동되어 

상대적으로 낮은 세포사멸을 보였다는 가능성을 추론할 수 있겠다.     

3-BrPA에 의한 SNU-449와 Hep3B 세포에서의 세포사멸 유도의 기전을 

알아보기 위해 시행한 caspase 활성화 여부 실험에서 두 세포주 모두에서 

caspase-3의 활성화와 PARP 절단을 보이지 않았고, pancaspase 

inhibitor에 의해서도 세포사멸이 억제되지 않았는데, 이는 3-BrPA가 

기존에 보고된 기전 외에도 다른 기전, 즉 caspase-3 비의존적 기전에 

의해서도 세포사멸을 유도할 수 있다는 것을 의미한다.  

Caspase-3 비의존적 세포사멸의 기전으로서 ROS의 세포내 축적과 같은 

산화적 스트레스는 mitochondrial membrane 투과를 유발하여 cytochrome 

c를 유출시키고, 이에 따른 caspase 활성화를 통하여 세포사멸을 일으킬 

수 있으며, 직접적으로 미토콘드리아의 기능 이상을 초래하여 
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미토콘드리아 막전위의 감소, mitochondrial matrix swelling, ATP의 고갈 

및 거대 DNA 분절화를 유발하여 세포사멸을 유발하는 것으로 알려져 

있다.12, 13, 25 따라서 암세포에서 증가된 ROS 스트레스는 이를 이용한 항암 

치료를 개발하는 데 있어 또 하나의 표적으로 연구되고 있다.28  

본 연구에서 caspase-3 비의존적 세포사멸의 기전으로 세포내 ROS의 

생성이 유발되었는지를 조사한 결과, 두 세포주 모두에서 3-BrPA에 의한 

세포내 ROS의 형성 및 미토콘드리아 막전위의 감소가 유발됨을 관찰할 수 

있었다. 또한 항산화제인 NAC의 전처치에 의해 세포내 ROS 생성 및 

미토콘드리아 막전위의 감소가 억제되고 세포사멸이 억제되어 3-BrPA에 

의한 SNU-449와 Hep3B 세포에서의 세포사멸 유도에서 ROS의 생성이 

미토콘드리아의 기능 이상 및 이에 따른 세포사멸을 유발하는 데 중요한 

요소임을 알 수 있었다. 본 연구에서 3-BrPA 투여 후 cytochrome c의 

세포질로의 유출은 Hep3B 세포에서만 관찰되었다. Hep3B 세포에서 

cytochrome c 유출 이후에 caspase 활성화는 관찰되지 않았으며 이는 

세포내의 redox 상태에 따라 caspase의 활성도가 조절되는 때문으로 

추측된다. Ueda 등은 Jurkat cell에서 저용량의 diamide는 caspase-3 

활성화와 세포고사를 유발하고 고용량의 diamide는 caspase-3의 활성화 

없이 세포괴사를 유발하는 것을 보고하였고, 세포내의 redox 상태에 따라 

caspase 활성도가 조절되며 이에 따라 세포고사와 괴사와 같은 세포사멸 

기전이 조절된다고 하였다.29  

Kang 등은 arsenic trioxide (As2O3)가 사람 자궁 경부암 세포주에서 ROS 

축적에 의해 caspase 비의존적 세포사멸을 유발한다고 보고하였다.30 이 

연구에서 As2O3가 redox 효소에 의해 세포내 ROS 생성을 초래하고, 이에 

따라 PARP-1이 활성화되어 AIF가 mitochondria로부터 세포핵으로 이동하여 
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caspase 비의존적으로 세포사멸을 유발한다고 보고하였다. 즉 PARP-1은 

ROS와 같은 산화적 스트레스에 의해 DNA가 손상되면 DNA 복구를 위해 

활성화되는 핵효소로, 세포괴사뿐 아니라 세포고사를 유발하는 것으로 

보고되었다.31, 32 또한 AIF는 cytochrome c와 유사하게 death stimuli에 

의해 mitochondria membranous space로부터 세포질로 유출되고 세포핵으로 

이동하여 large-scale DNA를 분절시키고 chromatin condensation을 

유발하여 caspase 비의존적으로 세포고사를 유발한다.12, 33  

본 연구에서 SNU-449와 Hep3B 세포 모두에서 3-BrPA에 의해 세포내 ROS 

생성과 미토콘드리아 막전위의 감소가 유발되었고, 항산화제인 NAC에 의해 

세포사멸이 억제되었으므로 두 세포주에서의 세포 사멸 기전은 ROS형성에 

의한 미토콘드리아의 기능 이상으로 생각된다. 또한 두 세포주 모두에서 

caspase-3 비의존적 세포사멸이 유발되었으므로 Kang 등의 연구 보고와 

같이30 3-BrPA에 의해 유도되는 SNU-449와 Hep3B 세포에서의 세포사멸은 

ROS에 의한 AIF 유출에 따라 caspase 비의존적인 기전으로 유발되었을 

가능성을 추정할 수 있겠다. 본 연구에서는 ROS 생성 이후의 세포사멸에 

대한 정확한 기전은 밝히지 않았으나, 이는 향후의 실험에서 AIF의 

유출이나 PARP-1의 활성화 여부 등을 연구하여 확인할 수 있길 기대한다.  

본 연구에서는 3-BrPA가 HK II 발현을 보이는 Hep3B 세포에서뿐만 

아니라 HK II 발현을 보이지 않는 SNU-449에서도 세포사멸을 유도할 수 

있음을 관찰하여 3-BrPA가 HK II 억제와 더불어 다른 기전에 의해서도 

세포사멸을 유도할 수 있으며, 이의 가능한 기전으로 세포내 ROS의 형성에 

의한 산화적 스트레스를 제시하였다. 또한, HK II 발현을 보였던 Hep3B 

세포에서 SNU-449 세포에서 보다 3-BrPA에 의한 세포사멸의 감수성이 

높아서 3-BrPA에 대한 간암세포의 감수성은 ROS의 생성 외에 HK II의 

발현에 따라 다름을 확인하였다.  
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이상의 결과로, 3-BrPA가 암세포를 사멸시키는 기전은 이전 연구에서 

보고된 HK II 억제에 의한 에너지 생산의 저해와 caspase 의존적인 

세포고사를 통한 기전 외에 세포내 ROS 형성을 통한 미토콘드리아의 기능 

이상을 통해 caspase 비의존적인 세포사멸이 존재할 수 있을 것으로 

추측된다. 

향후의 연구에서 3-BrPA에 의한 암세포 사멸의 보다 자세한 분자 기전을 

규명하는 것은 HK II의 발현 유무에 따라 암세포를 효과적으로 치료할 수 

있는 분자 표적을 제시하는 데 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다. 
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IV. 결  론 

 

본 연구에서는 암세포에서 빈번히 관찰되는 비정상적인 포도당 대사에 

관련된 주요 효소인 hexokinase II (HK II)의 억제제로 알려진 3-

bromopyruvate (3-BrPA)에 의한 세포사멸의 기전을 규명하기 위해, HK 

II가 발현되는 Hep3B와 발현되지 않는 SNU-449 사람 간암세포주를 

대상으로 3-BrPA 처리 이후의 세포사멸과 관련된 분자들의 변화를 

조사하였다.  

본 연구의 결과는 다음과 같다. 

1. 3-BrPA는 HK II가 발현되는 Hep3B 세포에서뿐만 아니라 HK II가 

발현되지 않는 SNU-449 세포에서도 세포사멸을 유도하였고 세포사멸의 

정도는 농도와 시간에 의존적이었다. 또 세포사멸의 감수성은 Hep3B 

세포에서 SNU-449 세포보다 높게 관찰되었다.  

2. SNU-449와 Hep3B 세포에 3-BrPA를 처리한 후 caspase-3와 PARP의 

절단은 일어나지 않았으며, pan-caspase inhibitor인 z-VAD-fmk의 투여로 

3-BrPA에 의해 유발된 세포사멸이 억제되지 않아 3-BrPA에 의해 유발된 

세포사멸은 caspase 비의존적으로 유발된다고 추정된다.  

3. 3-BrPA는 간암세포주내에서 ROS의 생성을 유발하였고 미토콘드리아의 

막전위 감소를 유발하였으며 이에 따른 세포사멸을 유도하였다.  

4. 항산화제 NAC은 두 세포주 모두에서 3-BrPA에 의한 ROS 생성, 

미토콘드리아의 기능 이상 및 세포사멸을 억제하였다.  

이상의 결과로, 3-BrPA에 의해 유발된 간암세포주에서의 세포사멸은 

세포내 ROS 생성을 통한 산화적 스트레스를 유발하여 미토콘드리아의 기능 

이상을 통해 유발되었음을 추측할 수 있다.  

결론적으로, 3-BrPA에 의한 암세포의 사멸에는 이전 연구에서 보고된 HK 
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II 억제에 의한 에너지 생산의 저해와 caspase 의존적인 세포고사를 통한 

기전 외에 세포내 ROS 형성을 통한 미토콘드리아의 기능 이상을 통해 

유발된 caspase 비의존적 세포 사멸이 존재할 수 있을 것으로 추측된다. 
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glycolytic inhibitor, in the human hepatoma cell lines 
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Many cancer cells exhibit aberrant energy metabolism consuming more 
glucose than normal cells (the Warburg effect). Increased glycolysis in cancer 
cells is mainly attributed to mitochondirial respiration injury and hypoxic 
microenvironment. Hexokinase isoenzyme type II (HK II) is the key enzyme 
that maintains the increased glycolysis in cancer cells, and is overexpressed in 
many cancer cells. HK II plays a pivotal role in survival of malignant cells and 
has been an ideal target for anticancer chemotherapy in many studies. It has 
been reported that 3-bromopyruvate (3-BrPA) induced cell death in cancer 
cells by inhibition of HK II and glycolysis in vivo and in vitro studies. 
However, 3-BrPA also has an inhibitory effect on isocitrate lyase in 
Mycobacterium tuberculosis infection. Moreover, it is not clear whether 3-
BrPA is a specific inhibitor of HK II. Therefore, the mechanism of cell death 
induced by 3-BrPA has not been well clarified.  

The purpose of this study was to elucidate the possible molecular 
mechanisms of 3-BrPA-induced cell death using the two human hepatoma cell 
lines which show over and low expression of HK II respectively 

MTT assay and annexin V-propidium iodide (PI) staining were performed 
in human hepatoma cells, Hep3B (HK II, positive) and SNU-449 (HK II, 



 35

negative) after treatment of 3-BrPA with various concentration and time. Pan-
caspase inhibitor, z-VAD-fmk was pretreated and MTT assay was performed 
after the treatment of 100 µM 3-BrPA, and followed by Western blotting to 
analyze the cleavage of caspse-3. After treatment of 3-BrPA, mitochondrial 
membrane potential was assessed with JC-1 staining. Western blotting was 
performed with anti-cytochrome c antibody after fractionation of the cytosolic 
and mitochondrial proteins. Production of cellular reactive oxygen species 
(ROS) was assessed with cell permeable fluorescent dye, CM-H2DCFDA and 
fluorescence densitometric analysis. 3-BrPA induced cell death was assessed 
with MTT assay and annexin V-PI staining after pretreatment of anti-oxidant, 
N-acetyl-L-cysteine (NAC), and mitochondrial membrane potential was assessed 
with JC-1 staining. 

3-BrPA induced cell death was seen in both Hep3B and SNU-449 cells with 
dose and time dependency. Hep3B cells were more susceptible to 3-BrPA than 
SNU-449 cells. Caspase activation and PARP cleavage were not detected and 
Z-VAD-fmk did not block 3-BrPA-mediated cell death. Therefore, 3-BrPA 
induced cell death mechanisms could be caspase-independent. The release of 
cytochrome c was noted only in Hep3B cells. 3-BrPA increased intracellular 
ROS level leading to mitochondrial membrane potential loss in both cell lines. 
NAC, an antioxidant, inhibited 3-BrPA-induced ROS production, loss of 
mitochondrial membrane potential and cell death in both cell lines.  

In conclusion, cell death induced by 3-BrPA in Hep3B and SNU-449 cells 
would be mediated, in part, by the oxidative stress of ROS production and 
mitochondrial dysfunction, in addition to the known mechanism of inhibition 
of HK II, energy depletion and caspase-dependent cell death. 

 
Key words: Warburg effect, Hexokinase II, 3-BrPA, ROS, Mitochondrial 

dysfunction 
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