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ABSTRACT

Cancer-specific cytotoxicity of pyridinium-based ionic liquids by 
regulating hypoxia-inducible factor-1α-centric cancer metabolism

                                                                        Seo Beom Chan

                                                                         Advisor : Prof. Lee Jong Dae , Ph.D.

                                                                         Department of Chemistry,

                                                                         Graduate School of Chosun University

 Owing to their unique properties and biological activities, ionic liquids (ILs) have 

attracted research interest in pharmaceutics and medicine. Hypoxia-inducible factor (HIF)-1

α is an attractive cancer drug target involved in cancer malignancy in the hypoxic tumor 

micro-environment. Herein, we report the inhibitory activity of ILs on the HIF-1α 

pathway and their mechanism of action. Substitution of a dimethylamino group on 

pyridinium reduced hypoxia-induced HIF-1α activation. It selectively inhibited the viability 

of the human colon cancer cell line HCT116, compared to that of the normal fibroblast 

cell line WI-38. These activities were enhanced by increasing the alkyl chain length in 

the pyridinium. Under hypoxic conditions, dimethylaminopyridinium reduced the 

accumulation of HIF-1α and its target genes without affecting the HIF1A mRNA level in 

cancer cells. It suppressed the oxygen consumption rate and ATP production by directly 

inhibiting electron transfer chain complex I, which led to enhanced intracellular oxygen 

content and oxygen-dependent degradation of HIF-1α under hypoxia. These results 

indicate that dimethylaminopyridinium suppresses the mitochondria and HIF-1α-dependent 

glucose metabolic pathway in hypoxic cancer cells. This study provides insights into the 

anticancer activity of pyridinium-based ILs through the regulation of cancer metabolism, 

making them promising candidates for cancer treatment.
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1. 서 론

이온성 액체는(IL) 질소나 인 등을 포함하는 유기 양이온과 무기 또는 유기 음이온

을 포함하는 염이며, 기존의 휘발성이 있던 유기용매의 새로운 대안으로 떠오르는 물

질이다.1,2 이온성 액체는 비휘발성, 높은 열 및 화학적 안정성, 이온 전도성, 그리고 생

물학적 활성과 같은 고유한 특성을 보여 실험실 및 산업 규모의 여러 분야에서 관심을 

받고 있다.3,4 이런 가치 있는 특성에도 불구하고, 합성 과정과 독성 및 환경적인 안전

에 대한 우려가 있다. 이온성 액체는 수용성이지만 생분해성이 좋지 않기 때문에 해양 

생태계와 토양 생태계에 쉽게 축적될 수 있으며, 이는 환경과 생물에 잠재적인 위협을 

초래할 수 있다.5 이온성 액체가 생명체에 미치는 위험한 영향은 이온성 액체가 미세

조류, 식물, 미생물, 무척추동물과 척추동물에 대해 독성을 보인다는 것이다.6) 이온성 

액체의 독성은 화합물의 구조, 농도 및 노출 시간에 기인한다.6 이온성 액체가 생명체

에 독성을 보이는 정확한 메커니즘을 파악하기는 어렵지만, 세포의 핵막을 파괴하고, 

결과적으로 살아있는 세포의 죽음을 초래한다는 연구 결과가 발표되었다.6,7

음이온의 종류와 치환된 alkyl chain의 길이에 의해 결정되는 이온성 액체의 구조 

또한 이들의 생물학적 활성을 결정하는 주요 요인이다.6 예를 들어, [NTf2]- 음이온을 

갖는 이온성 액체는 피부 독성을 보이며, matrinium계 양이온을 포함한 이온성 액체는 

향상된 항암 활성을 보여 주었다.8 지난 20년 동안, 이온성 액체에 적용하기 위한 

pyridinium, imidazolium, ammonium, guanidinium, 그리고 phosphonium과 같은 다양한 유

기 양이온이 개발되었다.1 이러한 양이온과 유기 또는 무기 음이온의 조합은 세포 생

물학, 재료과학 및 의학 화학을 포함하는 분야에서 응용할 수 있는 다양한 유형의 이

온성 액체를 제공한다. 최근에는, 이들의 의약품 및 의학 분야에서 많은 응용이 되고 

있다.9 예를 들어, 이온성 액체는 세포막의 투과성을 높이고 수용성이 낮은 약물의 용

해도를 개선함으로써 약물 전달 분야에서 적용되고 있다.10,11 추가로, 다양한 병원성 세

균 종에 대한 이온성 액체의 항균 활성에 관한 연구가 보고되었다.5 

많은 연구에 따르면 이온성 액체는 대장12, 유방13, 간14, 폐15, 뇌16를 포함한 다양한 

종류의 암에 대해 항암 작용을 한다. Pyridinium, piperidinium, pyrrolidinium, 그리고 

imidazolium 양이온을 포함한 여러 이온성 액체는 세포주기 정지, 세포 사멸, 자가포식

을 유도함으로써 대장암 세포(HCT116), 유방암 세포(MFC7), 교모세포종 세포(U-251)의 

성장을 억제한다.17 여러 종류의 이온성 액체 중에서 pyridinium계 이온성 액체는 인간 
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자궁경부암 세포(HeLa), 녹색 원숭이 신장상피세포(BGM), 인간 탯줄-무한증식세포(EA. 

Hy926)의 성장을 억제한다.18 또한 monocationic 이온성 액체는 dicationic 이온성 액체보

다 암세포에 대해 더 강력한 세포독성 활성을 보인다.18 위 연구들은 이온성 액체가 암

세포 성장을 억제할 가능성을 보여주었지만, 항암 활성의 기초가 되는 정확한 분자 메

커니즘은 분명하게 나타내지 못했다. 따라서 이온성 액체가 항암 효과를 유발하는 방

법에 대한 이해는 제약적 응용에 대한 중요한 정보를 제공할 수 있다. 그리고 정상 세

포와 조직에는 독성이 덜 작용하고 암세포에만 선택적으로 작용하는 표적항암제로써의 

특성이 있는 이온성 액체를 개발하는 것이 중요하다.

저산소증은 암의 중요한 특성이며19,20 암이 발생한 조직에서의 국소적인 저산소증

은 암세포의 통제되지 않은 빠른 성장으로 인해 나타나는 독특한 특징이다.21 산소가 

부족한 환경에서 저산소증 유도인자(HIF)-1α는 혈관신생, 전이, 증식, 대사 및 약물 내

성을 조절한다.22 반대로, 산소 농도가 일반적인 환경에서는 Prolyl hydroxylase (PHD) 

매개 hydroxylation 및 ubiquitin/proteasome 시스템이 산소 의존적인 방식으로 HIF-1α를 

분해한다.23 그러나 저산소증 하에서 HIF-1α는 산소 부족으로 인해 급격하게 안정화되

며, 이는 혈관 내피 성장인자(VEGF), erythropoietin (EPO), Heme 산소화 효소-1 (HO-1), 

포도당 전달체-1 (GLUT1)을 포함한 표적 유전자의 전사를 활성화한다.24 최근 연구에서 

HIF-1α 표적 유전자의 mRNA 발현을 저산소증에서 등급을 매겨 환자 종양을 분석했

다.25 이 연구는 저산소증이 다양한 암 유형에서 증가하고 있으며, 두경부암, 폐암, 자

궁경부암이 저산소증이 가장 심한 암이라고 보고했다.25 HIF-1α 경로는 다양한 암 유

형의 예방 및 치료를 위한 매력적인 표적으로 인식되고 있으며, HIF 억제제를 개발하

기 위해서 많은 연구가 진행되고 있다.26,27 

위 연구들에서 단서를 얻어, LW6, IDF-11774, LW1564와 같은 저산소증-암세포에 

대한 항암 활성을 보이는 신생 물질을 식별하는 것에 집중했다.28-30 최근 연구는 저산

소증에서 항암 활성을 갖는 물질을 식별하는 과정 중 alkylpyridinium이 암세포에서 저

산소증 매개 신호 경로를 억제한다는 것을 발견했다. 이번 연구에서는 저산소증에서 

HIF-1α 활성화 억제와 암세포 생존율을 포함한 alkylpyridinium 양이온의 새로운 항암 

활성을 다루고 다양한 암세포에서 작용하는 메커니즘을 명확히 하는 것을 목표로 했

다. 이 연구의 결과는 pyridinium 양이온이 저산소증 매개 HIF-1α 신호 전달에 미치는 

영향과 암세포에서 그들의 작용 메커니즘을 명확히 할 수 있을 것이다.
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2. 실 험 

General considerations

모든 조작은 표준 Schlenk line을 통해 질소 또는 아르곤 기체를 이용하여 진행하

였다. Acetonitrile과 dichloromethane은 Samchun Pure Chemical Company, Ltd. (Seoul, 

Korea)에서 구매하였고, sodium/benzophenone을 사용하여 건조한 후 사용하였다. 초자, 

주사기, 자석 젓개, 바늘 등은 오븐에서 밤새 건조 후 사용하였다. Pyridine, 

4-dimethylaminopyridine (DMAP), 1-bromobutane, 1-bromopentane, 1-bromohexane, 

1-bromoheptane 은 Sigma-Aldrich Chemicals (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)에서 구매

하였다. 원소 분석은 Carlo Erba Instruments CHNS-O EA 1108 analyzer를 이용하여 수행

하였다. 샘플의 IR 스펙트럼은 KBr disks를 사용하여 Agilent Cary 600 Series Fourier 

Transform (FT)-IR spectrometer (Victoria, Australia)를 통해 기록하였다. 1H 및 13C NMR 

스펙트럼은 각각 300.1 및 75.4 MHz에서 작동하는 JEOL-JNM-Al300 spectrometer를 통

해 기록하였다. 모든 1H 및 13C chemical shift는 lock solvent (99.5% CDCl3)의 고정 피크

를 기준으로 측정한 다음 Me4Si (TMS 0.00ppm)를 기준으로 정해졌다. 문헌의 절차에 

따라 1-butyl, 1-pentyl, 1-hexyl, 그리고 1-heptylpyridinium bromide와 

N,N-dimethylaminopyridinium bromide를 합성하였다.31-33  

Scheme 1. Pyridinium- 및 N,N-dimethylaminopyridinium계 이온성 액체의 합성
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Pyridinium- 및 N,N-dimethylaminopyridinium-계 이온성 액체의 합성

General procedure : Pyridine (0.81 mL, 10.0 mmol)을 50 mL의 acetonitrile에 녹이고 

acetonitrile에 1-bromobutane (1.3 mL, 12.0 mmol)을 녹인 용액을 상온에서 10분간 적가

한다. 혼합물을 24시간 동안 reflux 후, rotary evaporator를 이용하여 용매를 제거하면 

pale yellow 색의 투명한 액체가 얻어진다. 얻어진 화합물은 ([C4Py]Br) 30℃의 저압에서 

이틀간 건조한다. Yield: 76% (1.64g). 1H NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.83 (t, 3H, -CH3, 
3JH-H = 5.0 Hz), 1.21 (sextet, 2H, -CH2-CH2-CH3, 3JH-H = 5.0 Hz), 1.84 (quintet, 2H, 

-CH2-CH2-CH2-, 3JH-H = 5.0 Hz), 4.79 (t, 2H, -N+CH2- 3JH-H = 5.0 Hz), 8.21 (t, 2H, Py, 
3JH-H = 5.0 Hz), 8.68 (dd, 1H, Py, 3JH-H = 5.0 Hz), 9.44 (d, 2H, Py, 3JH-H = 5.0 Hz). 13C 

NMR (DMSO-d6, ppm) δ 11.83 (CH3), 20.08, 25.52, 28.75 (-CH2-), 58.35 (NPy-CH2-), 

128.54, 145.24, 146.12 (Py).

N-Pentylpyridinium bromide ([C5Py]Br): [C4Py]Br와 같은 방법으로 합성하였다. Pyridine 

0.81 mL (10.0 mmol)와 1.50 mL (12.0 mmol)의 1-bromopentane을 사용하여 pale yellow 

색의 투명한 액체를 얻었다. Yield: 83% (1.91 g). 1H NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.60 (t, 

3H, ‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.09 (sextet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.83 

(quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 2.09 (quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 

5.0 Hz), 4.80 (t, 2H, ‒N+CH2‒ 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.23 (t, 2H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.69 (dd, 

1H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz), 9.47 (d, 2H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz). 13C NMR (DMSO-d6, ppm) δ 

11.83 (CH3), 19.66, 25.52, 28.75 (‒CH2‒), 58.35 (NPy‒CH2‒), 125.98, 142.67, 143.86 (Py).

N-Hexylpyridinium bromide ([C6Py]Br): [C4Py]Br와 같은 방법으로 합성하였다. Pyridine 

0.81 mL (10.0 mmol)와 1.68 mL (12.0 mmol)의 1-bromohexane을 사용하여 pale yellow 

색의 투명한 액체를 얻었다. Yield: 74% (1.81 g). 1H NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.63 (t, 

3H, ‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.07 (m, 4H, ‒CH2‒CH2‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.83 (quintet, 

2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 2.09 (quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 

4.80 (t, 2H, ‒N+CH2‒ 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.23 (t, 2H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.69 (dd, 1H, Py, 
3JH‒H = 5.0 Hz), 9.47 (d, 2H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz). 13C NMR (DMSO-d6, ppm) δ 11.98 

(CH3), 19.89, 23.00, 28.60, 28.87 (‒CH2‒), 58.49 (NPy‒CH2‒), 126.38, 142.80, 143.68 (Py).
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N-Heptylpyridinium bromide ([C7Py]Br): [C4Py]Br와 같은 방법으로 합성하였다. Pyridine 

0.81 mL (10.0 mmol)와 1.89 mL (12.0 mmol)의 1-bromoheptane을 사용하여 pale yellow 

색의 투명한 액체를 얻었다. Yield: 65% (1.68 g). 1H NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.70 (t, 

3H, ‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.13 (m, 6H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.86 

(quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 2.08 (quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 

5.0 Hz), 4.78 (t, 2H, ‒N+CH2‒ 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.21 (t, 2H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.68 (dd, 

1H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz), 9.43 (d, 2H, Py, 3JH‒H = 5.0 Hz). 13C NMR (DMSO-d6, ppm) δ 

12.28 (CH3), 20.21, 23.72, 26.53, 27.07, 29.27 (‒CH2‒), 59.02 (NPy‒CH2‒), 126.27, 143.30, 

143.83 (Py).

N'-Butyl-N,N-dimethylaminopyridinium bromide ([C4DMAP]Br): [C4Py]Br와 같은 방법으로 

합성하였다. 1.22 g (10.0 mmol)의 N,N-dimethylaminopyridine과 1.3 mL (12.0 mmol)의 

1-bromobutane을 사용하여 하얀색 고체를 얻었다. Yield: 88% (2.20 g). M.p.: 38 ℃. 1H 

NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.86 (t, 3H, ‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.21 (sextet, 2H, ‒CH2‒CH2

‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.71 (quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 3.18 (s, 3H, ‒
NCH3), 4.22 (t, 2H, ‒N+CH2‒ 3JH‒H = 5.0 Hz), 7.06 (d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.42 

(d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz). 13C NMR (DMSO-d6, ppm) δ 13.87 (CH3), 19.16, 32.87 

(‒CH2‒), 40.28 (N‒CH3), 56.68 (NPy‒CH2‒), 108.19, 142.54, 156.25 (DMAP).

N'-Pentyl-N,N-dimethylaminopyridinium bromide ([C5DMAP]Br): [C4Py]Br와 같은 방법으로 

합성하였다. 1.22 g (10.0 mmol)의 N,N-dimethylaminopyridine과 1.5 mL (12.0 mmol)의 

1-bromopentane을 사용하여 하얀색 고체를 얻었다. Yield: 88% (2.40 g). M.p.: 36 ℃. 1H 

NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.83 (t, 3H, ‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.19 (sextet, 2H, ‒CH2‒CH2

‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.29 (quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.72 (quintet, 

2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 3.18 (s, 3H, ‒NCH3), 4.20 (t, 2H, ‒N+CH2‒ 3JH‒H = 

5.0 Hz), 7.06 (d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.40 (d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz). 13C 

NMR (DMSO-d6, ppm) δ 14.29 (CH3), 22.08, 28.02, 30.54 (‒CH2‒), 40.28 (N‒CH3), 56.95 

(NPy‒CH2‒), 108.18, 142.52, 156.26 (DMAP).
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N'-Hexyl-N,N-dimethylaminopyridinium bromide ([C6DMAP]Br): [C4Py]Br와 같은 방법으로 

합성하였다. 1.22 g (10.0 mmol)의 N,N-dimethylaminopyridine과 1.68 mL (12.0 mmol)의 

1-bromohexane을 사용하여 하얀색 고체를 얻었다. Yield: 85% (2.44 g). M.p.: 35 ℃. 1H 

NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.81 (t, 3H, ‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.21 (m, 6H, ‒CH2‒CH2‒
CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.72 (quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 3.18 (s, 3H, ‒
NCH3), 4.22 (t, 2H, ‒N+CH2‒ 3JH‒H = 5.0 Hz), 7.06 (d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.42 

(d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz). 13C NMR (DMSO-d6, ppm) δ 14.31 (CH3), 22.40, 25.50, 

30.84, 31.10 (‒CH2‒), 40.31 (N‒CH3), 56.91 (NPy‒CH2‒), 108.18, 142.54, 156.25 (DMAP).

N'-Heptyl-N,N-dimethylaminopyridinium bromide ([C7DMAP]Br):　 [C4Py]Br와 같은 방법으

로 합성하였다. 1.22 g (10.0 mmol)의 N,N-dimethylaminopyridine과 1.89 mL (12.0 mmol)

의 1-bromoheptane을 사용하여 하얀색 고체를 얻었다. Yield: 81% (2.44 g). M.p.: 32 ℃. 
1H NMR (DMSO-d6, ppm) δ 0.83 (t, 3H, ‒CH3, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.23 (m, 8H, ‒CH2‒CH2

‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 1.74 (quintet, 2H, ‒CH2‒CH2‒CH2‒, 3JH‒H = 5.0 Hz), 3.20 (s, 3H, 

‒NCH3), 4.23 (t, 2H, ‒N+CH2‒ 3JH‒H = 5.0 Hz), 7.08 (d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz), 8.42 

(d, 2H, DMAP, 3JH‒H = 5.0 Hz). 13C NMR (DMSO-d6, ppm) δ 14.37 (CH3), 22.44, 22.79, 

25.82, 28.60, 30.89, 31.39, 31.57 (‒CH2‒), 40.30 (N‒CH3), 56.93 (NPy‒CH2‒), 108.18, 

142.53, 156.25 (DMAP).

Cell line and cell culture

Bioevaluation Center of the Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology, 

KRIBB에서 HCT116 세포를 얻었다. HCT116 세포는 Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM; Welgene, Gyeongsan-si, Gyeongsangbuk-do, KOREA)에서 배양되었고 5%의 fetal 

bovine serum (FBS; Welgene), 100 μm/mL streptomycin, 그리고 100 U/mL의 penicillin 

(Gibco, Carlsbad, CA, USA)을 함유하고 있다. Mia-paca-2 세포는 10% FBS, 100 μg/mL 

streptomycin 및 100 U/mL penicilin (Gibco)을 포함하는 DMEM에서 배양되었다. 세포는 

5% CO2가 포함된 37℃ 인큐베이터에서 배양되었다. 저산소 상태의 경우, 세포는 2% 

O2, 5% CO2, 그리고 93% N2로 구성된 hypoxia chamber에서 배양되었다 (Astec, 

Fukuoka, Japan).
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Cell viability assay

세포 생존율은 핵 염색을 위해 Methylene blue assay를 사용한 후 결정하였다.34 저

산소(5% O2) 조건에서 72시간 동안 이온성 액체와 같이(0.39-100 μM, two-fold serial 

dilutions) 세포를 배양한 후 10% formalin solution으로 고정하고 0.5% methylene blue 용

액으로 염색하였다. 착색된 methylene blue는 0.5% HCl을 사용하여 뽑아냈다. 600 nm에

서의 흡광도는 Synergy H1 multi-mode plate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, 

USA)를 사용하여 측정하였다. 각 IL은 배지에 첨가되기 전 증류수에 녹인 후 사용하였

다.

Reporter gene assay

제조자의 지침에 따라 pGL4.42 [luc2P/HRE/Hygro] vector (Promega, Madison, WI, 

USA)를 사용하여 HRE-luciferase reporter gene을 발현하는 세포를 준비하였다. 형질 주

입(transfection) 후, 세포는 저산소 환경에서 12시간 동안 각 ILs (0.39, 1.56, 6.25, 25, or 

100 μM)로 처리하였다. 발광효소의 활성은 dual-luciferase system (Promega)을 사용하여 

측정하였으며, Synergy H1 multi-mode plate reader를 사용하여 검출되었다.

Western blot analysis

[C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, or 10 μM)를 사용하여 HCT116 세포를 6시간 동안 처

리한 후, protease inhibitor cocktail (GenDEPOT, Katy, TX, USA)과 phosphatase inhibitor 

cocktail (GenDEPOT)을 포함하는 radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer로 용해하

였다. 단백질 정량화는 PierceTM BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, USA)를 사용하여 수행하였다. 같은 양의 단백질을 

sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (8%)를 사용하여 분리하고, 

poly-vinylidene difluoride 막으로 전달한 후, 5% skim milk로 차단하였다. 사용한 주요 

항체는 HIF-1α (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)와 β-actin (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)이다. 2차 항체는 mouse IgG HRP 연결 항체 (Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, USA)이다. 단백질은 LuminataTM Crescendo Western 

HRP Substrate (Merck)와 iBright CL1500 imaging system (ThermoFisher Scientific)을 사용
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하여 시각화하였다. 

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)

세포를 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5. or 10 μM)로 4시간(HIF1A) 또는 12시간(pyruvate 

dehydrogenase kinase 1 (PDK1)과 GLUT1)동안 처리한 후, 전체 RNA는 TRI Reagent® 

(Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA)를 사용하여 추출하였다. AccuPower® 

CycleScript RT PreMix (dT20) (Bioneer, Seoul, Korea)를 사용하여 상보적인 DNA를 합성

하기 위해 전체 RNA의 1 μg을 사용하였다. Quantitative real-time polymerase chain 

reaction (qRT-PCR)은 QuantStudio 1 Real-time PCR system (ThermoFisher Scientific)에서 

SensiFASTTM SYBR® LO-ROX Kit (Biolinem Memphis, TN, USA)를 사용하여 수행하였

다. PDK1, GLUT1, HIF1A, 그리고 ribosomal protein L13a (RPL13A)에 대한 primer 

sequences는 Table 1에 표기하였다. RPL13A를 internal control로 사용하였다.

Hypoxia detection

Image-iT hypoxia reagent (ThermoFisher Scientific)를 사용하여 세포 내 산소분압을 

측정하여 저산소증 상태를 확인하였다. HCT116 세포는 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, or 

10 μM)로 저산소 환경에서 12시간 동안 배양되었다. 세포는 저산소증을 감지하기 위

한 hypoxia probe (1 μg/mL)와 세포핵을 찾기 위한 Hoechst 33342 (1 μg/mL)로 염색하

였다. 각 이미지는 Leica DMi8 microscope (Leica Microsystem, Wetzlar, Germany)를 사용

하여 분석하였으며, Synergy H1 multi-mode plate reader를 사용하여 상대적인 형광을 측

정하였다.

Real-time ATP XF-analysis

산소 소비율 (OCR)과 ATP 생산은 Seahorse XFe24 analyzer (Agilent Techmologies, 

CA, USA)를 사용하여 측정하였다. 세포는 2 mM glutamine, 10 mM glucose, 그리고 1 

mM pyruvate를 포함한 XF medium (Agilent Technologies)으로 2회 세척 후, non-CO2 

incubator에서 1시간 동안 미리 [C7DMAP]Br (2.5, 5, or 10 μM)로 처리하였다. 기초 

OCR을 측정한 후, oligomycin (1.5 μM), 그리고 rotenone/anyimycin A (0.5 μM)을 순차
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적으로 주입하였다. 이후 검사는 [C7DMAP]Br를 전처리 없이 [C7DMAP]Br (2.5, 5, or 

10 μM)의 직접 주입으로 시행하였다. 이후, oligomycin (1.5 μM)과 rotenone/antimycin 

A (0.5 μM)을 순차적으로 주입하였다. 각 복합체 억제제의 기능에 대한 정보를 Table 

2에 요약하였다.

Mitochondrial respiratory analysis

미토콘드리아 기능은 XFe24 analyzer와 XF Cell Mito Stress Test Kit (Agilent 

Technologies)를 사용하여 측정하였다. 세포는 10 mM glucose, 1 mM pyruvate, 그리고 2 

mM glutamine을 포함한 XF medium (pH 7.4)를 사용하여 세척 후, non-CO2 incubator에

서 1시간 전에 [C7DMAP]Br (2.5, 5, or 10μM)로 처리하였다. 기저 산소 소비율을 측정

한 후, oligomycin (1.5 μM), 2,4-dinitrophenol (DNP) (200 μM), rotenone (0.5 μM), 그

리고 antimycin A (0.5 μM)을 순차적으로 주입하였다. 각 복합체 억제제의 기능에 대

한 정보를 Table 2에 요약하였다. 

Mitochondria electron transport chain (ETC) complex activity assay

HCT116 세포를 실험 전에 mitochondrial assay solution (MAS) buffer [220 mM 

mannitol, 70 mM sucrose, 10 mM KH2PO4, 5 mM MgCl2, 2 mM 4-(2-hydroxyethyl)− 

1-piperazineethanesulfonic acid, 1 mM ethylene glycol tetraacetic acid, and 0.2% (w/v) 

bovine serum albumin]로 2회 세척하고 MAS buffer containing 10 μM digitonin와 4 mM 

ADP로 permeabilize 하였다. 복합체의 활성은 XFe24 analyzer를 사용하여 측정하였다. 

사전에 세포를 rotenone (2 μM)이나 rotenone (2 μM) / antimycin A (2 μM)로 처리하여 

복합체 II/III or IV의 활성을 측정하였다. 기본 활성을 측정하고 특정 복합체 기질과 

[C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, or 10 μM), 그리고 특정 복합체 억제제를 순차적으로 주입하

였다. 각 복합체의 기질과 억제제는 다음과 같다: 복합체 I 기질: malate (1 mM)와 

pyruvate (10 mM), 억제제 rotenone (2 μM); 복합체 II/III 기질: succinate (10 mM), 억제

제 antimycin A (2 μM); 복합체 IV 기질: ascorbate (10 mM)와 N,N,N′,N′

-tetramethyl-1,4-phenylenediamine (TMPD, 100 μM), 억제제 azide (10 mM). 각 복합체의 

억제제와 기질의 정보를 Table 2에 요약하였다.
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Glucose uptake assay

HCT116 세포를 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, or 10 μM)와 GLUT1 억제제인 

BAY-876 (10 μM) (Selleckcehm, Houston, TX, USA)로 저산소 환경에서 12시간 동안 

처리하였다. 포도당 흡수 활성은 제조업체의 지침에 따라 Synergy H1 multi-mode plate 

reader를 사용하여 Glucose Uptake-GloTM Assay (Promega)를 수행 후 측정하였다.

Glycolysis assay

세포의 해당과정은 XFe24 analyzer와 XF Glycolysis Stress Test Kit (Agilent 

Technologies)를 사용하여 측정하였다. HCT116 세포를 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, or 10

μM)로 저산소 환경에서 12시간 동안 처리하였다. 세포를 2 mM glutamine이 보충된 

XF medium로 2회 세척하고, non-CO2 incubator에서 1시간 동안 배양하였다. 초기 

ECAR 수치를 측정 후, glucose (10 mM), oligomycin (1.5 μM), 그리고 

2-deoxy-D-glucose (2-DG, 50 mM)를 순차적으로 주입하였다.

Table 1. Quantitative real-time polymerase chain reactiona에 사용한 유전자의 primer 

sequence

Genes
Primer sequence

(5’ to 3’)b

Amplicon 
size (bp)

Accession 
number

Primer 
efficiency c

R2

PDK1
F: CAGGACAGCCAATACAAGTGG
R: CATTACCCAGCGTGACATGAA

150 NM_002610.5 112.6% 0.98

GLUT1
F: TTGCAGGCTTCTCCAACTGGAC
R: CAGAACCAGGAGCACAGTGAAG

113 NM_006516.4 106.4% 0.98

HIF1A
F: CGTTCCTTCGATCAGTTGTC
R: TCAGTGGTGGCAGTGGTAGT

143
NM_0012430

84.2
96.8% 0.99

RPL13A
F: CATAGGAAGCTGGGAGCAAG
R: GCCCTCCAATCAGTCTTCTG

159 NM_012423.4 95.7% 0.99

a
 mRNA 발현은 Comparative Ct(ΔΔCt) method 방법을 이용하여 정량화하였으며, internal control

로 RPL13A을 사용했다.

b
 모든 primers는 custom-design으로 합성되었다.

c
 Primer 효율과 R

2
는 QuantStudio

TM
 Design & Analysis Software (ThermoFisher Scientific)에 의해 

결정되었다.
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Table 2. Real-time ATP XF-분석, 미토콘드리아 호흡 분석 및 미토콘드리아 ETC 복합

체 활성 분석에 사용한 약물의 기능과 처리 농도35,36

Compound Function
Final

Concentration
Oligomycin ATP synthase (Complex V) inhibitor 1.5 μM
Rotenone Mitochondrial respiratory Complex I inhibitor 0.5 μM

Antimycin A Mitochondrial respiratory Complex III inhibitor 0.5 μM

DNP Uncouplers (cause maximal mitochondrial respiration) 200 μM

Pyruvate NADH-linked (Complex I) substrate 10 mM
Malate Increase oxaloacetate, equilibrate fumarate 1 mM

Succinate Q-linked (Complex II or Complex III) substrate 10 mM
TMPD Artificial substrate measure Complex IV 100 μM

Ascorbate Maintain reduced form of TMPD 10 mM
Azide Cytochrome oxidase-linked (Complex IV) inhibitor 20 mM

3. 결과 

3.1 암세포에서의 세포 생존율과 HIF 활성을 억제하는 pyridinium계 이온성 액체

저산소 조건에서 배양한 HCT116 대장암 세포의 HIF-1 활성화 및 세포 생존율을 

결정함으로써 이온성 액체(이하 "IL"라 함)의 항암 능력을 결정하였다. 세포는 72시간 

동안 각 IL로 처리하였다. 합성한 IL 중, [C4Py]Br, [C5Py]Br, [C6Py]Br 및 [C7Py]Br을 포

함한 pyridinium계 IL은 60 µM 농도까지 세포의 생존에 영향을 미치지 않았다(Table 

3). Pyridine에 dimethylamino기의 치환은 세포 생존 억제 활성을 유도하였고, 

[C4DMAP]Br, [C5DMAP]Br, [C6DMAP]Br, 및 [C7DMAP]Br의 IC50는 각 51.63, 24.38, 

0.68, 그리고 3.65다. 결과에서 세포 생존에 대한 억제 효과를 유도하기 위해 

dimethylamino 작용기가 필요함을 예상할 수 있다. 또한 dimethylaminopyridinium의 치환

된 alkyl chain의 길이가 길어질수록 억제 활성이 높아지는 것을 확인하였다. 이와는 대

조적으로, 합성한 모든 IL은 정상 섬유아세포 WI-38의 생존에 영향을 미치지 않았고, 

순수한 DMAP는 암이나 정상 세포에서 어떠한 활성도 나타내지 않았다(Table 3).
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다음으로, HCT116 세포에서 HRE-luciferase reporter gene을 발현하는 HIF 전사 활성

을 측정하여 HIF-1α의 활성화에 대한 pyridinium계 IL의 효과를 조사하였다. 저산소 

상태에서 HCT116 대장암 세포를 배양하면 HIF의 전사 활성화가 유의미하게 유도된다. 

이런 조건에서 dimethylamino 작용기가 없는 pyridinium계 IL로의 처리는 HIF 전사 활

성에 영향을 미치지 않았다(Table 3). 세포 생존율 결과와 일치하게 

dimethylaminopyridinium계 IL은 저산소증에 의해 유발된 HIF의 활성화를 상당히 억제

했다. 이들의 억제 효과는 alkyl chain의 길이가 길어질수록 강화되었다. [C4DMAP]Br, 

[C5DMAP]Br, [C6DMAP]Br, 및 [C7DMAP]Br의 IC50는 각 8.90, 1.19, 0.58, 그리고 0.56 

이다(Table 3). 순수한 DMAP는 HIF의 전사 활성에 어떤 영향도 미치지 않았다.

이어, 저산소 상태에서 HIF-1α의 축적에 대한 IL의 영향을 확인하였다. 저산소 상

태에서 HCT116 세포를 배양했고, 그 결과 HIF-1α의 축적이 눈에 띄게 증가하였다

(Fig. 1a). 같은 조건에서 HCT116 세포를 10 μM 농도의 IL로 처리했을 때, 저산소증에 

의한 HIF-1α의 축적은 pyridinium계 IL에 의해서는 변화되지 않았다(Fig. 1a). 반대로 

dimethylaminopyridinium계 IL는 HIF-1α의 축적을 억제했고 억제 활성은 alkyl chain 길

이가 늘어날수록 향상됐다(Fig. 1a). 이들 IL 중 [C7DMAP]Br가 1.25-10 μM에서 HIF-1

α의 축적에 대해 가장 강력한 억제 활성을 보였다(Fig. 1b).

Figure 1. Pyridinium계 이온성 액체가 HCT116 세포에서 저산소증-유도 HIF-1α 축적에 

미치는 영향. (a) Pyridinium계 이온성 액체 (10 μM)로 처리한 세포의 HIF-1α 축적, 

(b) 저산소증에서 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, or 10 μM)로 처리한 세포의 HIF-1α 축적  



- 13 -

Table 3. 암세포 및 정상 세포에 pyridinium계 이온성 액체가 세포 생존율 및 HIF-1α 

활성화에 미치는 영향

3.2. 산소 의존성 HIF-1α 분해를 통해 HIF-1α 표적 유전자의 발현을 억제하는 

[C7DMAP]Br

계속해서 PDK1과 GLUT1을 포함한 HIF 표적 유전자 발현에 대한 [C7DMAP]Br의 

영향을 확인하였다. 저산소 환경에서 12시간 동안 HCT116 세포를 배양하면 PDK1과 

GLUT1 mRNA 발현이 모두 증가한다(Fig. 2a). [C7DMAP]Br를 이용한 처리는 PDK1과 

GLUT1 모두의 저산소증-유도 mRNA 발현을 감소시켰다(Fig. 2a). 반대로, 저산소 환경

에서 4시간 동안 HCT116 세포를 배양했을 때, HIF1A의 mRNA 발현은 변화가 없었고, 

[C7DMAP]Br를 이용해도 아무 영향이 없는 것으로 확인되었다(Fig. 2b). 결과를 통해 

[C7DMAP]Br가 세포 내의 유전 정보에 영향을 주지 않고, 전사 후의 조절을 통해 저산

소 유도 HIF-1α의 축적을 억제한다는 것을 예상할 수 있다. HIF-1α의 축적에 대한 

[C7DMAP]Br의 억제 메커니즘을 확인하기 위해 [C7DMAP]Br가 HIF-1α의 PHD 

inhibitor-CoCl2에 의해 유도된 축적에 미치는 영향을 조사했다. HCT116 세포를 200 μ
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M CoCl2 환경에서 6시간 동안 배양하면 HIF-1α의 축적이 증가한다(Fig. 2c). 저산소증

에 의해 유도된 HIF-1α의 축적에 대한 효과와는 달리 [C7DMAP]Br은 CoCl2에 의해 유

도된 HIF-1α의 축적을 억제하지 않는다(Fig. 2c). 결과를 통해 산소 의존적인 조절이 

[C7DMAP]Br에 의한 HIF-1α 축적 억제에 관여함을 알 수 있다.

Figure 2. HCT116 세포에서 HIF-1α 표적 유전자의 저산소-유도발현과 CoCl2 유도 

HIF-1α 축적에 [C7DMAP]Br가 미치는 영향. (a) PDK1과 GLUT1 mRNA의 발현, (b) 

HIF1A의 mRNA 발현, (c) CoCl2에 유도-축적된 HIF-1α

다음으로, green fluorescence hypoxia detection probe를 사용하여 세포 내 산소 농도

를 결정하였다. HCT116 세포를 8시간 동안 저산소 환경에서 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, 

or 10 μM), Hoechst 33342 (1 μg/mL), hypoxia probe (0.5 μM)로 처리 및 배양하면, 

세포질에서 녹색 형광의 강도가 증가하고, 이 형광은 산소에 의해 소실되었다. HCT116 

세포에 [C7DMAP]Br를 사용한 처리는 저산소증 유도 형광을 유의미하게 감소시켰다

(Fig. 3). 이는 [C7DMAP]Br를 이용한 치료가 세포 내 산소 농도를 증가시켰음을 나타

내며, [C7DMAP]Br가 세포 내 산소 수준을 높임으로써 HIF-1α의 축적을 억제한다는 

것을 보여준다.
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Figure 3. HCT116 세포 내 산소 농도에 [C7DMAP]Br가 미치는 영향. (a) HCT116 세포

에서의 형광 발현, (b) 두 형광물질의 양적 비율, scale bar가 높을수록 저산소증이다.

3.3 [C7DMAP]Br에 의한 미토콘드리아 호흡 억제를 통해 세포 내 산소 함량 증가

세포 내 산소 함량 조절의 기초가 되는 메커니즘을 결정하기 위해 HCT116 세포에

서 미토콘드리아의 호흡과 ATP 생성에 미치는 영향을 조사하였다. 1시간 동안 표기된 

농도의 [C7DMAP]Br로 미리 처리한 결과, HCT116 세포에서 염기성 산소 소비율(OCR) 

및 미토콘드리아 ATP 생성이 현저하게 감소하였다(Fig. 4a). 이후, [C7DMAP]Br을 배양

한 HCT116 세포에 직접 첨가하였을 때 OCR 및 ATP 생산이 즉시 감소하였다(Fig. 4b). 

그러나 dimethylamino 작용기가 없는 [C7Py]Br를 사용한 처리는 사전 처리와 직접 주입 

모두 미토콘드리아 OCR 및 ATP 생성 억제에 영향을 주지 않았다(Fig. 5). 결과적으로 

미토콘드리아 호흡의 억제 활성을 유도하기 위해서는 pyridinium계 양이온에 

dimethylamino기 치환이 필요함을 알 수 있다.
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Figure 4. HCT116 세포 내 산소 소비율과 미토콘드리아의 ATP 생성에 [C7DMAP]Br가 

미치는 영향. (a) 사전에 [C7DMAP]Br를 처리하여 배양 후 기초 OCR 측정 및 ATP 생

산 측정, (b) 배양한 HCT116 세포에 직접 [C7DMAP]Br 주입 후 OCR 측정 및 ATP 생

산 측정. 

Figure 5. HCT116 세포 내 산소 소비율과 미토콘드리아의 ATP 생성에 [C7Py]Br가 미치

는 영향. (a) 사전에 10 μM [C7Py]Br를 처리하여 배양 후 기초 OCR 측정 및 ATP 생
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산 측정, (b) 배양한 HCT116 세포에 직접 [C7Py]Br를 주입 후 OCR 측정 및 ATP 생산 

측정. 

이후, cell mitochondria stress test를 수행하여 미토콘드리아 호흡의 다양한 매개변

수를 확인하였다. OCR을 측정하기 위해 HCT116 세포를 oligomycin, uncoupler 

2,4-dinitrophenol (DNP) 및 rotenone/antimycin A로 순차적으로 처리하였다(Fig. 6a). 

[C7DMAP]Br (2.5, 5, or 10 μM)를 사용하여 1시간 동안 HCT116 세포를 처리하면 기

본 호흡과 DNP에 의해 유도된 최대 미토콘드리아 호흡이 감소하고 미토콘드리아의 

ATP 생성 역시 감소한다(Fig. 6b). 위 내용을 통해 [C7DMAP]Br가 미토콘드리아 호흡을 

직접적으로 억제하여 세포 내 산소 수준을 상승시킨다는 것을 알 수 있다.

Figure 6. HCT116 세포의 미토콘드리아 기능에 [C7DMAP]Br가 미치는 영향. (a) 미리 

[C7DMAP]Br로 처리한 HCT116 세포 내 산소 소비율, (b) 약물 처리한 HCT116 세포의 

기본 호흡, 최대 호흡, 그리고 ATP 생산 측정.
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3.4. [C7DMAP]Br에 의한 미토콘드리아 전자전달계 복합체 I의 활성 억제

미토콘드리아 호흡 억제 효과의 기초 메커니즘을 명확히 하기 위해 [C7DMAP]Br가 

HCT116 세포의 미토콘드리아 전자전달계 복합체 활성에 미치는 영향을 조사했다. 복

합체 I의 활성은 기질인 malate 및 pyruvate의 주입 이후 즉시 증가하고 복합체 I 억제

제인 rotenone 주입은 활성화를 완전히 억제하였다. 동일 조건에서 [C7DMAP]Br (1.25, 

2.5, 5, or 10 μM)로 처리하면 복합체 I 활성이 억제된다(Fig. 6). 그러나 복합체 I 활성

을 억제한 [C7DMAP]Br의 농도(5 µM)는 특정 기질인 succinate와 ascorbate/TMPD에 의

해 유도된 복합체 II/III 및 복합체 IV에는 억제 효과를 나타내지 않는다(Fig. 8a 및 b). 

결과적으로 [C7DMAP]Br에 의한 미토콘드리아 OCR의 감소는 복합체 II/III 또는 복합

체 IV의 활성과는 관계없이 복합체 I의 직접적인 억제에 매개됨을 알 수 있다. 종합하

면, [C7DMAP]Br는 암세포의 생존 능력을 억제하고, 미토콘드리아 전자전달계의 복합

체 I 활성화를 직접적으로 억제함으로써 HIF-1α의 활성화를 억제하여 항암 효과가 있

음을 유추할 수 있다.

 

Figure 7. 미토콘드리아 전자전달계 복합체 I의 활성에 [C7DMAP]Br가 미치는 영향. 미

토콘드리아 복합체 I의 활성 억제는 복합체 I 기질 처리 후, [C7DMAP]Br를 주입하여 

측정하였다. 
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Figure 8. 미토콘드리아 전자전달계 복합체 II/III 및 IV 활성에 [C7DMAP]Br가 미치는 

영향. 미토콘드리아 복합체의 활성 억제는 각 복합체의 기질 처리 후, [C7DMAP]Br를 

주입하여 측정하였다.

3.5. [C7DMAP]Br에 의한 저산소증-유도 해당과정의 억제  

 저산소증-유도 해당 대사에서의 포도당 흡수율을 측정해서 미토콘드리아의 기능 조절

에 [C7DMAP]Br가 미치는 영향을 조사했다. 저산소 환경에서 12시간 동안 HCT116 세

포를 배양하면 포도당 소비가 증가한다(Fig. 9a). 동일 조건에서 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 

5, or 10 μM)로 처리하면 저산소증에 의해 유도된 포도당 흡수가 감소한다. 그리고 

일반적인 산소 수준에서와 유사한 포도당 흡수를 10 µM에서 보인다. GLUT1 억제제인 

BAY-876은 저산소 상태에서 포도당 섭취를 강력하게 억제한다. 이를 통해 

[C7DMAP]Br 처리에 의한 포도당 섭취 억제가 GLUT1 억제제 BAY-876과는 달리 저산

소증에 특이적이라는 것을 알 수 있다. 해당 작용에 관련된 암 대사에 대한 저산소증 

특이 억제 효과를 확인하기 위해 Glycolysis stress test를 수행하여 세포 외 산성화도 

(ECAR)을 측정하였다. ECAR을 측정하기 위해 HCT116 세포를 glucose, oligomycin 및 

2-DG로 순차적으로 처리하였다(Fig. 9b). 상기 조건에서 HCT116 세포를 저산소 상태에

서 12시간 동안 [C7DMAP]Br로 처리하면 해당 분해 수준과 해당 용량이 감소하며(Fig. 



- 20 -

9b 및 9c), 이 결과는 [C7DMAP]Br가 저산소 상태에서 포도당 대사를 억제함을 나타낸

다. 결과적으로 [C7DMAP]Br가 저산소 상태에서 해당 대사 및 미토콘드리아 호흡을 억

제하여 암세포 생존에 대한 효과적인 억제 활성을 보이는 것을 확인하였다. 

Figure 9. 저산소증-유도 해당과정에 [C7DMAP]Br가 미치는 영향. (a) 저산소 환경에서 

HCT116 세포를 [C7DMAP]Br (1.25, 2.5, 5, or 10 μM)와 BAY-876 (BAY, 10 μM)로 

처리하여 12시간 동안 배양 후 포도당 흡수 측정, (b) [C7DMAP]Br로 처리한 HCT116 

세포에 약물 주입 후 ECAR 측정, (c) [C7DMAP]Br로 처리한 HCT116 세포의 해당 분

해 수준과 해당 용량의 측정. 
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4. 고 찰

  이온성 액체(이하 'IL'라 함)를 항암제로 적용하기 위해서는 항암 활성과 IL에 의해 

유발되는 독성 사이의 상세한 메커니즘을 이해하는 것이 중요하다. 이온성 액체의 독

성 연구는 혈장 막의 붕괴가 IL 매개 독성의 주요 원인이며, 대부분 mM 범위에서 양

이온에 치환된 alkyl chain 길이와 관련이 있음을 보여준다.7,37,38 이번 연구에서 합성한 

4~7개의 탄소 원자로 구성된 alkyl chain을 가진 60 µM의 pyridinium계 IL 중 어느 것

도 정상 WI-38 세포의 생존 능력에 영향을 미치지 않았고, dimethylamino기가 없는 

alkylpyridinium은 암세포의 생존력과 HIF-1α 활성화에 억제 활성을 보이지 않았다. 연

구를 통해 알게 된 정보에서 IL의 독성은 양이온에 치환된 alkyl chain 길이를 적절하

게 조절함으로써 제어할 수 있음을 추론할 수 있었다. 또한 nM에서 µM 범위의 농도

에서 IL의 항암 활성은 mM 범위의 농도에서 발생하는 독성과는 별도로 고려되어야 

한다. 

  많은 연구에서 양이온에 치환된 alkyl chain 길이가 IL의 항암 활성과 긍정적인 상관

관계가 있다는 것을 보고하였다.39,40 이번 연구에서도 암세포의 생존에 대한 

N,N-dimethylaminopyridinium의 억제 활성이 치환된 alkyl chain 길이가 늘어남에 비례하

여 강화됨을 입증하였다. 또한, 저산소증-유도 HIF-1α 축적에 대한 alkyl chain 길이의 

영향은 암세포의 생존 가능성에 대한 영향과 유사했다. 이런 결과는 alkylpyridinium의 

친유성-의존 수동 막 투과성을 통해서 설명할 수 있다.41 추가로 복합체 I의 직접적인 

억제에 의한 HIF-1α 축적 억제를 위해 pyridinium에 dimethylamino기가 필요하다는 것

을 발견했다. 특히 detergent digitonin에 의한 막 투과 조건에서 짧은 alkyl chain으로 치

환된 dimethylaminopyridinium계 IL은 복합체 I에 대한 억제 활성을 유도하지 않았으며, 

이는 dimethylamino기와 긴 alkyl chain 모두 복합체 I의 억제에 필요하다는 결과를 뒷

받침하였다. 

  암세포는 정상적인 세포에 비해 혈장과 미토콘드리아의 막 통과 잠재력이 현저하게 

향상된 것으로 알려졌다.42 이러한 암세포의 특성 때문에 친유성-양이온성 화합물은 암

세포 내부의 음성적인 전하에 축적되는 경향이 있다.43 전형적인 혈장 막 전위(30–40 

mV)와 비교했을 때 미토콘드리아의 막 전위(120–180 mV)가 더 높으며, 이는 세포질에 

친유성-양이온 화합물이 10–100배 더 축적되도록 한다.43 이런 암세포의 독특한 특성을 

바탕으로 triphenylphosphonium (TPP), dequalinium, MKT-077, F16, Rhodamine 123 등 다
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양한 미토콘드리아 표적 화합물이 개발되었다.44 그중에서도 TPP는 미토콘드리아에 대

한 친화력이 높은 물질이다. TPP가 치환된 친유성-양이온 화합물은 영상, 약물 전달 

및 미토콘드리아 기능의 조절을 위해 미토콘드리아를 표적으로 하도록 설계 및 합성되

었다.43

  산소 농도가 정상적인 경우에도 포도당의 흡수와 이용이 강화되는 것이 특징인 

Warburg 효과는 암세포의 일반적인 대사 특성으로 광범위하게 연구되었다.45 최근 연구

들에서 새로운 항암치료 전락으로 암 자체의 대사 경로 조절이 떠올랐다.46 암 대사를 

대상으로 하는 약물은 세포독성 약물의 독성, 표적 치료제에 대한 내성, 면역 치료제에 

대한 낮은 반응 등을 극복할 수 있을 것으로 기대된다.47 저산소증은 대부분의 암 미세 

환경에서 일반적인 특징이며 암세포 대사와 밀접한 관련이 있다는 것이 널리 알려져 

있다.48 저산소증 암 미세 환경에서 암세포와 스트로마 세포의 HIF-1α 중심 전사 반응

은 해당과정 관련, 유전자의 발현을 증가시킴으로써 암세포의 대사 재프로그래밍을 유

도하는 주요 반응기이다.20 여기에 alkylpyridinium이 저산소증 유도 HIF-1α 축적과 표

적 GLUT1의 mRNA 발현을 감소시켜 저산소증 유도 포도당 흡수를 감소시키는 것을 

보여주었다. 이 발견은 alkylpyridinium이 저산소 상태에서 HIF-1α와 관련된 암 대사를 

조절함으로써 항암 활성을 보이는 것을 시사한다. 이번 연구 결과는 미토콘드리아 호

흡의 억제가 alkylpyridinium이 HIF-1α 축적을 억제하는 근본적인 메커니즘이라는 것을 

뒷받침한다.

  암 환경에서는 산소 부족으로 인해 미토콘드리아 기능이 비활성화되는 것으로 알려

졌으나 최근의 연구에 따르면 인간과 생쥐의 종양 성장을 위해서 미토콘드리아의 대사

가 필요한 것으로 나타났다.49 종양 세포의 통제되지 않은 증식은 해당과정을 통한 빠

른 ATP 생성 외에도 아미노산, 뉴클레오타이드, 지질을 포함한 고분자의 생성의 증가

를 요구한다.50 고분자를 합성하는 동안 미토콘드리아의 TCA 회로는 ETC의 기질로서 

NADH와 FADH2를 제공한다.51 미토콘드리아를 표적으로 하는 몇 가지 약물이 보고되

었는데, TCA 회로에서 α-ketoglutarate dehydrogenase (α-KGDH)의 저해제인 CPI-613은 

췌장암과 급성 골수성 백혈병을 치료하기 위한 임상 3상에서의 항암 활성에 대해 평가

를 받았다.52 또한, Metformin과 BAY87-2243은 미토콘드리아에서 ETC의 억제를 통해 

항암 활성을 나타낸다.53,54 이러한 결과는 alkylpyridinium에 관한 이번 연구의 결과와 

일치하며 ETC에서 이러한 복합체 I의 억제는 HIF-1α 안정화의 감소로 이어진다. 그리

고 복합체 I를 억제함으로써 유도된 세포 내 산소 함량의 증가 정도가 저산소 상태에

서 HIF-1α를 분해하기에 충분하다는 연구의 결과를 뒷받침한다.
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  미토콘드리아 조절제는 약물 내성을 극복하여 약물 민감도를 증가시키는 이점을 나

타냈다. BCL-2 억제제 venetoclax는 만성 림프구성 백혈병(CLL)에서 약물 내성을 유도

하는 미토콘드리아 OXPHOS를 강화시킨다.55 Venetoclax와 복합체 III 억제제 Antimycin 

A 및 복합체 V 억제제 oligomycin의 조합은 CLL에서 venetoclax 감수성을 향상시켰

다.53 그리고 BTK 억제제 ibrutinib에 대한 약물 내성은 OXPHOS로의 대사 재프로그래

밍 및 mantle cell lymphoma (MCL)의 glutamine 분해 경로와 관련이 있으며, 여기서 복

합 I 억제제는 ibrutinib 내성 MCL 세포의 증식을 약화시킨다.56

  종양 환경의 저산소증은 방사선 치료와 화학 요법에 대한 내성과도 밀접한 관련이 

있다. 저산소증 하에서 glutathione peroxidase와 superoxide dismutase 같은 해독 효소는 

활성 산소종의 제한된 가용성과 다양한 암세포의 방사선 치료 저항성에 관련된 DNA

의 손상을 초래한다57. 저산소증에 의한 자가포식과 해당과정의 대사는 방사선 치료에 

대한 내성에 영향을 미친다58,59. 화학 요법의 경우 HIF-1α는 다재내성(MDR1) 및 유방

암 저항 단백질을 포함하는 ABC 수송체(ATP-binding cassette transporter)의 발현 유도자

로 확인되었다.60,61 저산소증 하에서 상기 유전자의 발현이 증가하면 암세포에서 항암

제의 활발한 유출이 증가한다. 이러한 결과를 통해 HIF-1α 경로의 조절은 저산소 암 

미세 환경에서 방사선 치료 및 화학 요법에 대한 내성을 극복할 수 있다고 강력하게 

제안한다. 지속적인 sorafenib 치료는 hepG2 cell xenograft 쥐 모델에서 HIF-1α 축적의 

향상을 통해 종양 내에서 저산소증을 유도하여 간세포 암에서 sorafenib 내성을 유도하

였다.62 HIF-1α의 발현을 억제하는 curcumin analog EF24와 sorafenib의 조합은 HCC에

서 sorafenib 내성을 극복했다. HCC의 저산소 상태는 sorafenib 내성 외에도 좋지 않은 

예후 및 재발 위험 증가와 밀접한 관련이 있다.63,64 따라서, HIF-1α의 활성화를 조절하

는 미토콘드리아 표적화제는 저산소성 암 미세 환경에서 약물 내성 및 암 악성도를 조

절하는 항암제를 개발하기 위한 전략으로 이용될 수 있다.
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5. 결 론

  암세포의 저산소증 영역에서 HIF-1α-중심 암 대사 조절에 의한 항암제로써 

pyridinium계 이온성 액체를 활용하는 방법을 제안했다. 합성한 pyridinium계 이온성 액

체 중, [C7DMAP]Br가 HIF-1α 활성화에 가장 강력한 억제 활성을 보였다. [C7DMAP]Br

가 HIF-1α 축적을 억제하는 근본적인 분자 메커니즘은 미토콘드리아에서 ETC 복합체 

I의 직접적인 억제와 세포 내 산소 함량 매개 분해이다. 또한, 미토콘드리아에 작용하

는 [C7DMAP]Br는 포도당 흡수와 미토콘드리아 생채 에너지 생산을 억제하여 저산소

증 암 특이 대사를 조절하는 잠재적 항암제로써의 가능성을 보여주었다. 그리고 이번 

연구 결과는 암 치료제로써 pyridinium계 이온성 액체의 적용에 대한 중요한 정보를 제

공한다. Pyridinium계 이온성 액체가 ETC 복합체 I를 억제하는 것에 대한 세부적인 분

자 메커니즘을 명확하게 하기 위해서는 추가 연구가 필요하다. 그리고 pyridinium계 이

온성 액체의 생체 내 효능과 안정성에 관한 향후 연구는 암 치료에서 그들의 치료 잠

재력을 위해 평가될 것이다.
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