
INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY  40:  509-518,  2012

Abstract. G����� ������ ����� ����� �� �������� ������������-G����� ������ ����� ����� �� �������� ������������-
���� ��� ���f� f��� ������������� �x������� ��������y������ 
�� ����b�� ��y���y��� f�� ����� ����b���� ����� ������������ �f 
�xy��� ������b����y. I� ��� ������� ��u�y, w� ���w ���� ��������� 
MMP-9 �� ���b������� w��� uPAR/��������� B �w���� ��� 
��y���y��� ����b����� �f ������ ����� �� �x������� ��������y-
������ (OXPHOS) ��� �������� �������� �xy��� ������� (ROS) 
�� ���������� ������ ����� �� ������������� �u��� ���b���� 
������b���z�����. ��RNA f�� MMP-9 ��� uPAR (�MU) �� 
w��� �� ��RNA f�� MMP-9 ��� ��������� B (�MC) ��������� 
������x�� �f ������������ �������� �� OXPHOS ��� ����b���� 
��y���y��� ��x�k����� �x��������. T�� ��������� ����������� �f 
��x�k����� 2 w��� ������������ �� ��� ������� ����� ��������� 
��� ����b����� �f ��y���y��� ����������. O����x�������� �f Ak� 
�������� ��� �MU- ��� �MC-�������� OXPHOS �� ��y���y��� 
�w����. T�� OXPHOS u�-��u���� ������y��� A ������� ��� 
�x�������� ������ �f ��� B��-2 f����y �f ��������; ��������� w��� 
�MU �� �MC �������� ���� �ff��� ��� ���u��� ������������� 
�u��� ���b���� ������b���z�����. I� ��������, �u� ���u��� ���w 
������� �� ������������� ���� ���������� �� ������� �y�������� � 
�u� �� ������� �� ��� VDAC-B��-XL ��� BAX-BAK ����������� 
w��� �MU ��� �MC ����������. T�k�� ��������, �u� ���u��� 
�u����� ���� �MU ��� �MC ���������� �w���� ������ ����� f��� 
��� ��y���y��� �� ��� OXPHOS ����w�y ����u�� �� ����b����y 
�ff��� �� Ak�, ROS ���u����� ��� �� �������� �f �y������� �y��-
������ � ���u�u������. T���� ���u��� ����������� ��� ��������� 
�f �MU ��� �MC �� �������u��� ���������� f�� ��� ��������� �f 
������.

Introduction

G���b������� �u���f���� (GBM) �� � ��������� �u��� �f ��� 
�u��� b����. P�����y ��������� �������� �f �u������ ��������� 
f����w�� by �����������y ��� �����������y. Du� �� �����-
���������� ��� ���u������, �������� w��� GBM �y������y ���� � 
������ �u������ �f 12-16 ������. I� w���-����b������ �u����, 
�u��� ����� �x��b�� ������� �y��x�� w��� �� ��������� ���� �f 
����b�� ��y���y��� ��� �������� fu����������y �f ������������� 
�x������� ��������y������ (OXPHOS) (1-4). Hy��x�� ��������� 
��� �������u��� ��������� �f ������������ �����������y ��� 
�����������y ��� ���u��� �� ���� �u�����. Tu��� ����� ���u-
���� ������������� ����������� u���� �y��x�� �� �u����� (5,6). 
P�����u� �������� �� �xy������ ��� �u��� ����������� �u���� 
������y ��� ��� y���� ���������y ���������� ���u��� (7,8). T��� 
�u������ ���� ��������� ��� �y��x�� �u��� ���������������� 
����� w��� �u��� ����b����� �� ������ ��u�� ������� ��� �����-
���� ����������.

Ak� ��������� �� ����b���� ���������� ��� b��� ��u���� 
�x��������y. T�� Ak� ��������� ����w�y ���u����� ����b���� 
remodeling with ensuing tumor microenvironment modification 
��� �y��x�� ���u���� f����� 1 ����� (HIF-1α) ���b���z����� (9,10). 
HIF-1α ���u����� ��� �x�������� �f ��x�k����� (HK) 2, w���� 
����� �� ���b���z����� �f ����b�� ��y���y��� �� GBM. P�����u� 
������� ���� ���w� ���� HK2 �� �����x������� �� GBM (11,12). 
M������������ ������z����� �f HK2 �� ���������� by ���w�� 
f�����-���u��� ��������� ��������� f��� EGFR ��� PI3K/Ak� 
����������, w���� ��� k��w� �� b� �����x������� �� GBM (13). 
HK2 b������ �� ������������ ����u�� �������-��������� ����� 
������� (VDAC), �����by ��������� ��y���y��� ��� ���u����� ��� 
�y�������� � �������� ��������� ��������� (14,15).

T�� ������������� ���y� � ��������� ���� �� �������������� 
b���u�� �f ��� ����� ���� �� ATP ���������� f�� ����u��� ���������, 
������� �f ���������, ��� ���������� �f �������� �xy��� ������� 
(ROS) ����u�� ���������� �f ����b���� ����w�y� (16,17). T�� 
��y���y��� ������y�� �f ����� �u���� �� ���������� w��� �������� 
������������� ���b���� ������z����� (�.�., �y���������z��) ��� 
���������� �� ������������� ���b���� ������b����y (18,19). T�� 
B��-2 f����y �f �������� ������z�� �� �u��� ������������ ��� 
f���� �������-������b�� ����� f�� ��� ������� �f �y�������� 
� ���� ��� �y����� �� �������� ����� �������, w���� ������� 
���-��������� B��-2-���������� X ������� (BAX) ������������� 
�� ��� ������������� ���b���� (20). P��-��������� BAX ��� 
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����-��������� B��-XL �����������y, f��������� ��� ����b�� ����-
��������� ������b����y ���������� ���� ������� ��� ��������� 
������������� ���b���� ��������� (21).

B��� OXPHOS �y�fu������ ��� ����b�� ��y���y��� ����-
b����� w��� ���w� �� �������� ��������� �u�� �� ����������, 
������������������ ��� u��k����� ����������� ��������� f������ 
by �����-������������� ��������, w���� �������� u���-
����� �����f������� ��� �������� ������ ������y�� (22-24). 
Fu���������, ������u� ��u���� ���� ���w� ���� ������������� 
��������-ROS ���������� �ff���� �������� ��������� (25) ��� ��� 
�x�������� ��� ���������� �f �����x ������������������ (26,27). 
I� �u� ������� ��u�y, w� ���� ������������ ���� ��������� �f 
�����x �����������������-9 (MMP-9) �� ���b������� w��� ������ 
u��k����� ����������� ��������� �������� (uPAR) �� ��������� B 
���u��� �� ����-�����f������� �ff��� ��� ����b���� ���-����b������ 
�u��� ���w�� in vivo �� �u�� ���� (28,29). I� ��� ������� ��u�y, 
w� ���w ��� �ff��� �f b���������� MMP-9-uPAR (�MU) ��� 
MMP-9-��������� B (�MC) ��RNA �� ����b���� ���������-
���� �� ������ ����� b��� in vitro ��� in vivo. M�������, w� 
����������� ���� �u� ���������� ���u��� ����b���� ���������� 
��� ��������� ������������� �u��� ���b���� ������b���z�����. 
T�� ������� ��u�y ���w� ��� ��������� u�� �f �u� ������u��� �� 
�������z� ������ ����� by �������� ���� ����b�����, ���������� 
���������u��� ROS ������, ��� ���������� ��������� ���� �����, ��� 
��u�� ������� ������� ������� �u�����.

Materials and methods

Cell culture and transfection conditions. I� ��� ������� ��u�y, 
w� u��� 4910 ��� 5310 �u��� ������ x������f� ����� ���� w��� 
k����y �������� by D� D���� J���� �� U��������y �f C���f�����, 
S�� F��������. T���� x������f�� w��� �����y �������� �� ��u�� 
b����� (30). G����� ����� w��� ���������� �� RPMI-1640 
buff�� �u���������� w��� 10% f���� b����� ���u�, 50 µ�/�� 
streptomycin and 50 U/ml penicillin in a humidified atmosphere 
���������� 5% CO2 at 37˚C. Glioma cells were transfected with 
��RNA� ������� MMP-9-uPAR (�MU), MMP-9-��������� B 
(�MC), �����b��� ������ (�SV), ��������-�������� Ak� (��Ak�) 
�� �������u�����y ��������� Ak� (�y�-Ak�). P������� ���������� 
��� �b��� ������u��� w��� �����f����� u���� FuGENE® HD 
������� (R���� D����������, I�����������, IN) ��������� �� ��� 
���uf���u���'� �����u������. �MU, �MC ��� �SV w��� u��� 
�� ������b�� ������u��y (29). B��� ��Ak� ��� �y�-Ak� w��� 
�b������ f��� A������ (C����b��, CA). Af��� �����f������, ����� 
w��� ���ub���� �� ���u� ���������� ����u� f�� � �����u� �f 
60 �.

W� u��� ����b����� f�� ��� �x������� ��������y������ 
���k���� (M���S�������, Eu����, OR), Ak�, �Ak�, HK1, HK2, 
VDAC1, B��-XL, BAX, BAK, �y�������� �, I�G ��� GAPDH 
(��� f��� S���� C�uz B�����������y, S���� C�uz, CA). α-�ubu��� 
��� COX-IV w��� �b������ f��� C��� S�������� (D������, 
MA).

Preparation of mitochondrial and cytoplasmic extracts. C���� 
w��� ������� w��� �SV, �MU, �MC, �y�-Ak� �� ��Ak� f�� 72 �, 
��������� ��� w����� �w��� w��� ���-���� PBS. T�� ��������-
����� ��� �y��������� �x������ w��� �������� u���� ��� T����� 
Fisher Scientific Mitochondria Isolation Kit (Hanover Park, IL) 
��������� �� ��� ���uf���u���'� �����u������ ��� u��� �� fu����� 
����y���.

Western blotting. W������ b������� w�� ���f����� by �y���� ��� 
����� w��� �����-���u��������������� ����y buff�� (1% IGEPAL, 
20 �M T���, 150 �M N�C�, 5 �M EDTA, 0.1 ��/�� ����-
tinin, and 1 mM phenylmethyl sulfonyl fluoride). Then, equal 
���u��� �f ������� f������� w��� �������� ���� SDS-PAGE w��� 
� 4.5% ����k��� ���. S������ w��� ��������������� ��� �������-
b������ ���� � ���������u���� ���b����. W������ b��� ����y��� 
w�� ���f����� w��� � 1:1000 ���u���� �f ������y ����b��y. 
Western blot analysis of the relative levels of the five OXPHOS 
������x�� �� ������������� ������������ ������� C�����x I 
�ubu��� NDUFB8, C�����x II �ubu��� 30 kD�, C�����x III 
�ubu��� C��� 2, C�����x IV �ubu��� II, ��� ATP �y������ 
�ubu��� α were performed with MitoProfile® T���� OXPHOS 
Hu��� WB A���b��y C��k���� ��������� �� ��� ���uf���u���'� 
�����u������ (M���S�������, Eu����, OR). I��u���������� 
b���� w��� ���u���z�� �f��� ���������� ��� b���� w��� ����������� 
����x����� (HRP)-���ju����� ��������y ����b��y. S������ 
w��� �������� u���� ��� ECL W������ b������� ��������� �y���� 
(P�����, R��kf���, IL).

Immunofluorescence imaging of glioma cells. W� u��� 
M���T���k�� R�� CMXR�� (M����u��� P��b��, C����b��, CA) 
������� �� ����� ������������ �f b��� �����f����� ��� ������� 
�����. T�� ����� w��� ���ub���� w��� 300 �M �f ����� f�� 40 ���. 
After washing twice with PBS for 20 min each, cells were fixed 
�� 10% buff���� f������� f�� 10 ���. Af��� w������ w��� PBS 
two more times, the fixed cells were permeabilized with 0.3% 
T�����-X100 f�� 10 ���. P�����b���z�� ����� w��� w����� �w��� 
w��� PBS ��� b���k�� w��� ���� ���u� f�� 30 ��� ��� ���� 
���ub���� w��� 1:100 ����� �f ����-HK2 �� ����-B��-XL ����b��y 
�� ���� ���u� f�� 1 �. Af��� w������ ��� ����� �w��� w��� PBS, 
����� w��� ���ub���� w��� 1:200 ���u���� �f A��x� F�u�� 488 
���� ����-��u�� �� ���� ����-��bb�� ���u�����bu��� (�����u��� 
���b��) �� ���� ���u� f�� 1 �. Nu���� w��� ������� w��� DAPI, 
w���� w�� ��x�� w��� ���u��-��u��. F�u�������� ������ 
were taken with a confocal fluorescent microscope (Olympus 
BX61 F�u����w, M����������, MN).

Determination of intracellular ROS. ROS ������ w��� ����yz�� 
u���� T���� ROS/Su����x��� D�������� k�� f��� E�z� L�f� 
Sciences, Inc. (Plymouth Meeting, PA). The non-fluorescent, 
����-������b�� ����� ROS ��������� �y� w�� ����� �� b��� 
�����f����� ��� ������� ����� f����w�� by ���ub����� f�� 45 ���. 
T�� �y� ������� �������y w��� � w��� ����� �f �������� �������, 
�u�� �� �y������ ����x���, ����xy������� ��� �y���xy� ����-
cals, yielding a green fluorescent product indicative of cellular 
����u����� �f ��ff����� ROS/RNS �y���. T�� ����� w��� w����� 
twice with PBS in a volume sufficient to cover the cell mono-
layer and analyzed using a fluorescent microscope and/or flow 
cytometry equipped with standard green filter (490/525 nm or 
488 �� �����). A���������� �������� ������� ������� ���u��� w��� 
Pyocyanin exhibit bright green fluorescence in the cytoplasm. 
C���� ���-������� w��� ��� ROS ����b���� �� ��� ����������� ��y 
green fluorescence signal upon induction.

Cell viability assay. T� ��������� ��� �ff��� �f ������y��� A 
�� ���� ���b����y, w� ������� �u� ��� ��y��� b�u� �x��u���� ����y. 
C���� w��� ������� w��� ������y��� 48 � �f��� �����f������ f�� 
24 h. Then, the cells were suspended in an equal volume of 
��y��� b�u� ����� (0.4% w/�) ��� ���ub���� f�� 5 ���. F�����y, 
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����� w��� ��u���� u���� ��� C�u����� Au������� C��� C�u���� 
(I���������, C����b��, CA).

Immunohistochemistry. P���ff��-��b����� b���� �������� 
(5 µ� ����k) f��� ������� ��� ��������� ���u�� w��� �����-
affinized following standard protocols. Antigen retrieval was 
performed by treating the sections with citrate buffer at 95˚C 
f�� 15-20 ��� f����w�� by �y������ ����x��� ��������� f�� 
30 ���. T�� �������� w��� ������ w��� PBS ��� b���k�� w��� 1% 
BSA in PBS to prevent non-specific staining and further incu-
bated overnight with primary antibodies (1:100 dilution) at 4˚C. 
T�� �������� w��� ���� ���ub���� w��� ������ HRP- �� A��x� 
F�u�� 488-���ju����� ��������y ����b����� f�� 1 � �� ���� 
��������u�� f����w�� by ���ub����� w��� ������ DAB/DAPI f�� 
15 ���. T�� �������� ������� w��� HRP-���ju����� ��������y 
����b��y w��� ��u����������� w��� ������xy��� �� ���u���z� ��� 
�u���u�, ��u���� ��� �b������ u���� � ����� ����������. T�� 
�������� ������� w��� A��x� F�u�� 488 ��������y ����b��y w��� 
��u���� ��� �b������ u���� � ���f���� ���������� (O�y��u� 
BX61 F�u����w).

Densitometry. I����J ��f�w��� (N������� I�����u��� �f H�����) 
was used to quantify band intensity. Data represent intensities 
�������� �� ��� ��������� ������� �������.

Statistical analysis. A�� ���� ��� ��������� �� ���� ± �������� 
��������� (SD) �f �� ����� ����� ����������� �x���������. 
S���������� ����������� w��� ���f����� u���� G���� P�� 
P���� ��f�w��� (������� 3.02). B��f������'� post hoc ���� 
(�u������ ���������� �����) w�� u��� �� ������� ��y ����������� 
significance between groups. Differences in the values were 
considered significant at p<0.05.

Results

pMU and pMC modulate mitochondrial membrane transition by 
activating OXPHOS. I� �u� ������� ��u����, w� ���� ������������ 
the efficiency of our constructs and the role of pMU and pMC in 
��w����u������ ��� DNA ������ ������ ��������� �� ������ 
����� b��� in vitro ��� in vivo. B��� �MU ��� �MC ���u��� ���� 
����� �� ������ ����� w��� ���u�u����� DNA ������. B���� 
�� ���� �b���������, w� �y�������z�� ���� �MU ��� �MC ����� 
������bu�� �� DNA ������ ���u�u������ ����u�� ������������� 
ROS ���������� �������� by ����b���� ����������. M�������� 
������ ������������y ���f�� �� ����b�� ��y���y���, w���� ��u�� 
��w� OXPHOS ���� u���� � ���� �xy��� �����, ��u� ���������� 
ROS ����������. T� ����������� ��� �w���� f��� ��� ��y���y��� 
�� �x������� ��������y������ ���� �f ������ ����b�����, w� 
analyzed the expression of relative levels of the five OXPHOS 
������x�� �� ������������� ������������ ������� C�����x I 
�ubu��� NDUFB8, C�����x II �ubu��� 30 kD�, C�����x III 
�ubu��� C��� 2, C�����x IV �ubu��� II, ��� ATP �y������ 
�ubu��� α. There was a significant increase in the expression of 
the five OXPHOS complexes with pMU and pMC treatments as 
�������� �� ������� ��� �SV (F��. 1A). COX-IV ��������� �u���y 
�f ������������� f�������� (F��. 1A). T���� ���u��� ��������� 
����u������ �f ��� OXPHOS ����w�y �� ������� ������ �����. T� 
��������� w������ ������������� OXPHOS ����w�y ���������� 
w�� ���������� w��� ROS ����������, w� �x������ ���������u��� 
ROS ������ u���� ��� I��������� ROS ��������� k��. A� ���w� 

�� F��. 1B ��� C, ��� ������ �f ���������u��� ROS �� �MU- ��� 
pMC-transfected cells were significantly higher when compared 
w��� ������� ��� �SV-�����f����� ������ �����.

Silencing MMP-9 in combination with uPAR/cathepsin B regu-
lates key glycolytic enzymes. A ��������� ����b���� ���������� �f 
������ ����� �� ����b�� ��y���y��� �� �������� �� �x������� ����-
phorylation for its energy requirements is largely observed. This 
is supported by the frequent high levels of glycolysis-associated 
��������, � k�y ����u�u� �� ��x�k����� (HK) �x�������� �� ������ 
�����. W� ���������� ��� �ff��� �f �MU ��� �MC ���������� �� 
HK1 ��� HK2 �x�������� by W������ b�������. �MU ��� �MC 
���������� ��������� HK1 �x�������� �� �������� �� ������� 
��� �SV-�����f����� ����� (F��. 2A). Fu�����, HK2 �x�������� 
��������� ���k���y �� �MU- ��� �MC-�����f����� ������ 
����� �� �������� �� ������� ��� �SV (F��. 2A). I���������� �f 
HK w��� �������-��������� �����-��������� ������� ������� 1 
(VDAC1) �� ������������ �� ���������� w��� ���������� �f 
��y���y���. I� ���w �f ����, w� ��x� ���������� ��� �x�������� 
������ �f VDAC1 �� ������ ����� u���� W������ b�������. N� 
������ �� �x�������� �f VDAC1 w�� �b������ �� �MU- ��� 
�MC-������� ����� �� �������� �� ������� ��� �SV. T�� ������ 
of mitochondria-bound HK2 was assessed by immunofluores-
cence using mitochondria organelle specific MitoTracker red 
�����. D�������� ������������-b�u�� HK2 w�� �b������ 
(w���� �����) �� �MU- ��� �MC-�����f����� ����� �� �������� 
to control and pSV-treated glioma cells (Fig. 2B). These findings 
�u������� ���� w��� ������� w��� �MU ��� �MC, ������ ����� 
�w���� f��� ��� ��y���y��� ����w�y �� ��� OXPHOS ����w�y 
��� �������� ���� ���������u��� ROS.

pMU and pMC mediates glycolysis to OXPHOS switch via 
Akt signaling. Several studies have confirmed a link between 
Ak� ����w�y ���������� ��� ��������� ��y���y��� ���������� ��� 
HIF-1α �x�������� (31,32). I� �u� ������� ��u�y, w� �b������ 
�����f����� ���u����� �� ��� �x�������� ��� ���b���z����� 
�f HIF-1α �� ������ ����� �f��� �MU ��� �MC ����������. 
T����f���, w� ���������� ��� �ff��� �f �MU ��� �MC ����-
����������� �u��������� �� Ak�. A� ���w� �� F��. 3A, �MU 
��� �MC �����f������ ���k���y ����b���� ��� �x�������� ��� 
��������y������ �f Ak� (S��-473). T� ��������� ��� ������bu���� 
�f ��� Ak� ����w�y ��� ��� ��w������� �ff����� �� OXPHOS 
����������, 5310 ��� 4910 ������ ����� w��� ����������y 
�����f����� w��� ������ �������u�����y ������-Ak� (�y�-Ak�) 
�� ��������-�������� Ak� (��Ak�) b�f��� �MU, �MC �� �SV 
�����f������. A� ���w� �� F��. 3B, ������� �x�������� �f ������-
�u���� ������-Ak� �������� Ak� ��������y������ ��� �x�������� 
�f OXPHOS-������� ������x��. H�w����, ���� w�� �������� 
by ��Ak� �� �MU- ��� �MC-�����f����� ����� (F��. 3B). T���� 
results confirm Akt-mediated activation of OXPHOS pathway 
�� �MU- ��� �MC-������� ������ �����.

pMU and pMC regulate mitochondrial outer membrane permea-
bilization by altering the Bcl-2 family of proteins. W� ��x� 
sought to determine the sequential signaling events connecting 
������������� ���b���� ������b���z�����-OXPHOS ������x 
�����x�������� ��� ������������� ���b���� ������b���z�����-
��������� ����������. I���b����� �f OXPHOS by ����b���� 
���������� �f �u��� ����� �� ����b�� ��y���y��� ���u��� ���������� 
�� ��������� by �u��������� ��� ���������� �f ��� ���-��������� 
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B��-2 f����y ���b���, BAX ��� BAK (33). T����f���, w� 
�x������ ��� �ff���� �f �MU ��� �MC �����f������ �� ��� �x����-
���� �f ��� B��-2 f����y �f ��������. �MU- ��� �MC-�����f����� 
������ ����� ����b���� ����-��������� B��-XL �x�������� ��� 
��������� ���-��������� BAX �x�������� (F��. 4A). T� fu����� 
�������� ��� �ff��� �f ������������� ����b���� ���������� �� ��� 
�x�������� �f ��� B��-2 f����y �f ��������, w� ���ub���� ����� 
w��� ������y��� A (5-10 µM), � k��w� ATP �y������ ����b���� 
f�� 12 �. T�� ����b����� �f ATP �y������ by ������y��� A �������� 
B��-XL �x�������� ��� �������� BAX �x�������� �� ������ 
����� (F��. 4B). Fu�����, �����f������ �f ������ ����� w��� �MU 
��� �MC f�� 48 � f����w�� by ���ub����� w��� ������y��� A 
�������� �MU/�MC ���u��� ���-��������� �ff����; ��������� 

F��u�� 2. �MU ��� �MC ���������� ����b�� ��y���y��� �� ������. (A) C��� 
�y����� w��� �������� f�� HK1, HK2 ��� VDAC ������ by W������ b�������. 
GAPDH served as a loading control. (B) Immunofluorescence analysis show 
HK2 b������ �� ������������ (M���T���k�� ��� �����). I���������� �� ���w� �� 
b����� w���� �����. R��u��� ��� �������������� �f ����� ����������� �x���������.

F��u�� 1. �MU ��� �MC ����u���� OXPHOS ��� ROS ����u����� �� �u��� ������ x������f� �����. (A) M������������ f�������� w��� �������� f�� OXPHOS-���������� 
������� ������x ������ by W������ b�������. COX-IV ���w�� �u���y �f ������������� f��������. D����������y ����y��� ���w �������� ������� �x��������. (B) Af��� 72 � �f 
�������, �SV, �MU ��� �MC ���������� ��� ����� w��� w����� w��� PBS ��� ������� w��� ROS ��������� ������� f�� 45 ���. T�� ������ �f ROS ��������� w�� �b������ 
in live cells after adding ROS detection reagent using fluorescence microscope. (C) Glioma cells were plated in 96-well plates, transfected with control, pSV, pMU and 
pMC for 72 h, and assessed for the changes in ROS levels using ROS detection reagent. The fluorometric reading was obtained using Flex station and a representative 
����� �� ���w�. R��u��� ���  �������������� �f ����� ����������� �x��������� (���u���: ���� �f ����� �x���������; b���, ± SD). *p<0.05, difference between control/
�SV ��� �MU/�MC.
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B��-XL �x�������� ��� ��������� BAX �x�������� (F��. 4D). C��� 
viability assay showed pMU and pMC significantly reduced the 
���� ���u������ �� ������y���-������� ������ ����� (F��. 4C).

Mitochondrial cytochrome c release is regulated by pMU and 
pMC in glioma xenograft cells. T�� ����b�� ��y���y��� ������y�� 
��� b��� ���w� �� ������� ������������� ���b���� ������z�-
���� (�.�., �y���������z�����) ��� �� ������ ������������� 
���b���� ������b����y (18,19). Fu�����, OXPHOS ����b����� 
is required for the activation of pro-apoptotic Bcl-2 families, 
BAX ��� BAK �x�������� (33). T�� ������������ b��w��� BAK, 
BAX, B��-XL ��� VDAC ��� k��w� �� ���u���� ������������� 
���b���� ������b���z�����. S�, w� �x������ ��� �ff���� �f 
�MU ��� �MC �����f������ �� ��� ����������� �f ����� �������� 
by ���u���y����������y ��� ���u��������������� ����y���. 
�MU- ��� �MC-������� ������ ����� ���w�� ���u��� �����-
������ �f B��-XL w��� ������������ �� �������� �� u�������� 
����� (F��. 5A). I��u��������������� ��u���� ���w�� ���u��� 
����������� b��w��� VDAC ��� B��-XL ��� ��������� �������-
���� �f BAX w��� BAK (F��. 5B). Ou� ���u��� ���w ��� �����b�� 
���� �f ��������� BAX ��� BAK ����������� �� f��� ���������� 
����� ���� ����w �y�������� � ������� f��� ������������, 
w���� �������� ���������� �f �������� ���� �������� ��� ��������� 
�������. T����f������ �f ������ ����� w��� �MU- ��� �MC-
���w�� ��������� ������ �f �y������� �y�������� � (F��. 5C). 
T�k�� ��������, ����� ���u��� �u����� ���� ��� ���-������������� 
���b���� ������b���z����� �ff��� �f ����b���� ���������� 
f����w� ����-������������� ���b���� ������b���z����� by 
������������� ���������� ���� �������, �y�������� � ������� 
��� ���������� �f ����� ���������.

In vivo expression of pAkt, OXPHOS complexes, Bcl-XL, BAX 
and cytochrome c. I� �u� ������u� ��u�y, w� ����u���� ��� �ff��� 
�f �MU ��� �MC �� �u��� f�������� in vivo �f��� ������������ 
������������ �f ������ ����� �� �u�� ����. T�� �u���� ���� 
����� w��� ������� w��� ������u����� ��j������ �f ������ �MU 
�� �MC. Tu��� ���w�� w�� ��������� �� ���� u���� �� in vivo 
������� �y���� (X������, IVIS, H��k�����, MA). T���� w�� 
a significant decrease in the tumor volume of mice treated with 
������ �MU �� �MC w��� �������� w��� u�������� ������� 
���� (28,29). R��u����� �f ��� �u��� ���u�� �b������ w�� 
>85% (28,29).

T� ��������� w������ ������ �MU �� �MC ��u��� Ak�- 
�������� ��y���y��� �� OXPHOS ���f� ����������� ������ 
����� �� ��������� �� �������� by ��� B��-2 f����y �f �������� 
in vivo, �u��� �������� w��� ���u������y�� f�� �Ak�, BAX, 
B��-XL OXPHOS ������x �f ������� ���k����, ��� �y��-
������ �. F��. 6A ��� B ���w ���u��� ���������� w��� �u� 
in vitro ���u���; �u��� �������� f��� �MU- ��� �MC-������� 
���� ��� ��������� �������� f�� �Ak� ��� B��-XL ��� ��������� 
�y�������� �, BAX ��� OXPHOS ������x �x��������.

Discussion

I� GBM �������� u����u����� ����b�� ��y���y��� w�� ���w� 
u���� ������������ ���������y���, w������ ����� ����� ���� 
�������:�y�u���� ����� w�� ����u��� �� ��� �u��� ���� �� 
�������� �� ������ b���� (34,35). S������ ��u���� ���w 
���� ��y���y��� �������� �f �u��� ���������������� �������� 
�x�������u��� �����x, u��k����� ����������� �x��������, 
�u��� �����f������� ��� �������� �������y; ��w����, �� ��u���� 

F��u�� 3. �MU ��� �MC ������� Ak�-��������� OXPHOS ���������� �� ������. (A) C��� �y����� w��� �������� f�� �Ak� ��� Ak� ������ by W������ b�������. 
(B) G����� ����� w��� �����f����� w��� �SV, �MU �� �MC f�� 48 � f����w�� by �����f������ w��� �y�-Ak� �� ��Ak� ��� �u��u��� f�� ������� 24 �. C���� w��� 
��������� ��� �y���, ��� f�������� �f ������������� ��� ����� ���� �y����� w��� ��������� ���������y. T���� f�������� w��� u��� f�� W������ b��� ����y��� �f OXPHOS 
������x�� ��� �Ak�. COX-IV ��������� �u���y �f ������������� f��������. GAPDH ������ �� � ������� ������� f�� ����� ���� �y�����. R��u��� ��� �������������� �f 
����� ����������� �x���������.
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���� ���w� ��� fu�������� ��������� by w���� �x�������u��� 
�����x ���y� � ���� �� ����b���� ���������� �� �u��� �����. 
I� ��� ������� ��u�y, w� ���w ���� MMP-9-uPAR (�MU) ��� 
MMP-9-��������� B (�MC) b���������� ��RNA� ���u��� ��� 
�w���� f��� ����b�� ��y���y��� ����b����� �� �x������� ����-
����y������ ��� ��������� ROS �� ������ �u��� �����. A���, 
w� ���w ��� ��������� ���������� ���� ������ �MU- ��� 
�MC-���u��� ����b���� ������������� ��� ROS-�������� 
������������� �y�������� � ������� ���� �y����� �� ����b������� 
�u��� �����.

MMP-9 �� ���b������� w��� uPAR �� ��������� B ���u��� 
��� �����x�������� �f OXPHOS ������� ������x�� in vitro �� 
���w� by ���u��b��� ����y���. Fu���������, ROS ���������� 
������ �w���� �� OXPHOS ����w�y �� �MU- ��� �MC-�����-
f����� ����b������� �����. W� ���� ���w ���� ����b���� ���������� 
�f ��� ������������� OXPHOS ����w�y �f �MU- ��� �MC-
�����f����� ����b������� ����� ������� �� Ak� ���u������. Ou� 

���u��b��� ���u��� ���w� �MU- ��� �MC-�����f����� ������ 
����� ��� ��������� �x�������� �f Ak�. Ex�������u��� ��������� 
��� ��������� ���������� �f ���w�� f�����/PI3K/Ak� ����u����� 
��y���y��� by ��u���� u���k� ��� ���b���z�� HIF-1α ���������� 
(9,10,36,37). Ou� ������� ��u�y ���w� ���� �MU/�MC ����b��� 
HIF-1α �x�������� ��� �������y �� ������ �����. W� fu����� 
������ ��� �ff��� �f �MU ��� �MC ��������� �� Ak�-�������� 
���u������ �f OXPHOS ������� �x��������. C������u���� ������-
���� �f Ak� (�y�-Ak�) ����b���� ��� �MU- ��� �MC-���u��� 
OXPHOS ������� ������x��. C��������y, �������� �������� 
�x�������� �f Ak� �������� �MU- ��� �MC-�������� ����-
��������� �x�������. Ou� ��u�y ������y ���w� ���� Ak� �������� 
������������� OXPHOS ���u������ �� MMP-9-, uPAR- ��� 
��������� B-�������� �����.

W� ��x� ������������ ��w MMP-9 �� ���b������� w��� 
uPAR �� ��������� B ��������� ���u����� ��y���y��� ����b�-
���� �� ������ �����. C����� ����� ��k� u� ���� ��u����, w���� 

F��u�� 4. �MU ��� �MC ���u���� ���- ��� ����-��������� B��-2-������� ��������. (A) C��� �y����� w��� �������� f�� BAX ��� B��-XL by W������ b�������. GAPDH 
������ �� � ������� �������. (B) C���� w��� ������� w��� OXPHOS u���u����, ������y��� A f�� 12 �. T�� ���� �y����� w��� �������� f�� W������ b��� ����y��� 
�f BAX ��� B��-XL ������. GAPDH ������ �� � ������� �������. (C) G���� ���w� ��� ������� �f ���b�� ����� �� �������� by ��y��� b�u� ���� ���b����y ����y. 
*p<0.05, difference between control/pSV and pMU/pMC. (D) Glioma cells were transfected with pSV, pMU or pMC for 48 h and the cells were then treated with 
������y��� A f�� 12 �. T� ������ BAX, B��-XL ��� �Ak� ������, ����� ���� �y����� w��� ��������. GAPDH ������ �� � ������� �������. R��u��� ��� �������������� 
�f ����� ����������� �x���������.RETRACTED
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�� ��������y����� �� ��u����-6-��������� by k�y ��y���y��� 
��zy���, ��x�k����� 1 (HK1) ��� 2 (HK2). C������� �� HK1, 
HK2 ���y� �� ��������� ���� �� ����b������� ��� ����b�� ��y��-
�y��� ������y�� �� GBM (12,38). HK2 �x�������� �� ���u����� 
by HIF-1α ���������� ��� ���y� �� ��������� ���� �� ��u���� 
���������� �� �y��x��. S��b�� ��������� �f HK2 �w������ GBM 
�u��� ���� ����b����� f��� ����b�� ��y���y��� �� ������������� 
����������� by ���������� OXPHOS ������� �x�������� ��� 
���� ���w� ����-�u�����������y �� �ub�u�����u� ��� �����-
������� x������f� ������ (39). E������� ���� �u������ ���� Ak� 

����w�y ���������� ��� ����������� ��y���y��� ��zy�� HK2 �� 
��� �u��� ������������� ���b���� ����u�� ��� ����������� w��� 
��� ������� ��������� ����� ������� (VDAC) ��� ���u���� 
��� ��������� ��������� ����w�y (14,40). Ou� ��u�y ���w� ���� 
�MU- ��� �MC-�������� ����� ��������� HK2 �x��������. 
A�����������y, HK1 �� �����x������� �� �MU- ��� �MC-������� 
����� �������� �� ��� ��w ������ �� GBM (41-43). Fu���������, 
w� ���w ���� �������������-b�u�� HK2 ��������� �� �������� 
by ���u��b������� ��� ���u���y���������� ����y���. T���� 
findings suggest that pMU and pMC regulate glycolytic enzymes 

Figure 5. pMU and pMC induce mitochondrial cytochrome c release. (A) Immunofluorescence analysis shows Bcl-XL b������ �� ������������ (M���T���k�� ��� 
�����). I���������� �� ���w� �� b����� w���� �����. (B) C��� �y����� w��� �������� f�� ����������� b��w��� VDAC1 ��� B��-XL ��� BAX ��� BAK u���� ���u��-
�������������. D������������ ����y��� ���w ����������� �f BAX-BAK ��� VDAC- B��-XL. IgG showed equal loading. Results are representative of three independent 
�x��������� (���u���, ���� �f ����� �x���������; b���, ± SD). *p<0.05, difference between control/pSV and pMU/pMC. (C) Cells were harvested and lysed, and 
f�������� �f ������������� ��� �y������� w��� ��������� ���������y. T���� f�������� w��� �������� by W������ b��� ����y��� u���� ����-�y�������� � ����b��y. COX-IV 
��� α-�ubu��� ���w�� �u���y �f ������������� ��� �y������� f��������, �����������y.
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������� �� ��� ����b����� �f �������������-b�u�� HK2 ��������� 
�� ��y���y��� ��� ����-���������.

Ou� ���u��� ���� ������ ���� ��� �MU- ��� �MC-���u��� 
����b���� �w���� f��� ����b�� ��y���y��� �� OXPHOS �������� 
�������� �y��������� �y�������� � ������. M������������ 
�x������� ����������� by����u�� ROS �� ��� ���y ���������� �� 
������ �f ����u��� ���������� bu� ���� ���y� �� ��������� 
���� �� ������������� ���b���� ������b���z�����, w���� �����-
���� ���������u��� ��������� �� ���-�u������ ��������� (44-46). 
M���b���� ���������� �� ��y���y��� �� �u��� ����� ��������� ROS 
��� �������, �����by ���������� �u��� ����� f��� �x������� ������ 
��� ����b����� ����u��� ����� (47-50). M������������ ���b���� 
potential transition to release cytochrome c, a prerequisite to 
��������� ����������, ������� �� ��� ����� �f ��� �x�������� ������ 
�f ���- ��� ����-��������� B��-2 f����y �f �������� (51). Ou� ��u�y 
���w� ���� �MU- ��� �MC-�������� ������ ����� ��� ��������� 
����-��������� B��-XL ��� ��������� ���-��������� BAX �x����-
����. S�u���� ���� ���w� ���� ��� OXPHOS ����w�y ����u����� 
BAX ��� BAK �x�������� ��� ��������� ��������� ���� ����� 
by disparate death stimuli (33). In addition, specific inhibition 
�f ATP-�y������ �� �u��� ��������� ����� �u�������� �u��� 
�������� f�����-���u��� ��������� (52). I� ��� b��� ���w� ���� 
BAX-���u��� ���� ����� �� y���� ������� �� ATP �y������ ��� 
�� �������� by ������y��� ��������� (53). O���� ���������� �f 
����-��������� ������ �f ������y��� ����u�� b���k��� �f �����-
�z����� �f BAX �� ���������� C-���u��� ���������, ����b����� 
�f �y�������� � �� ���� BAX-����������� ���������, ��� 
����b����� �f ��������� ���u��� by ����-������ ��u�� ��������� 
��� ��x���������� (53-57). Ou� ��u�y ���w� ���� ATP �y������ 
����b����� by ������y��� A ��������� ����-��������� B��-XL 

�x�������� ��� ��������� ���-��������� BAX �x�������� �� 
������. M�������, ���� ���b����y ����y ���w�� �MU ��� �MC 
�������� ��� ������y��� A �ff��� ��� ��������� ������ ���� 
���b����y. Fu���������, w� ���w�� ���� �MU ��� �MC �����-
����� �� ������ �������� ��� �ff��� �f ������y��� A ��� ���u��� 
Ak� ����b�����. T���� f������� �u����� ���� �MU ��� �MC 
���u���� ��� OXPHOS ����w�y �� ROS ���������� ��� ������� 
������������� ���b���� ������b���z����� by B��-2 �x��������.

T�� B��-2 f����y �f �������� ���� b��� ���w� �� �������� 
w��� VDAC �� f��������� ����� ����-��������� �ff��� by ���u������ 
��� ������������� ������b����y ���������� ���� (MPTP) ������� 
�� ������� �y�������� � (58). O����x�������� B��-2 ��� b��� 
���������� w��� ���������� �� ����-������ ��u�� (59,60). O�� �f 
��� ��j�� ����u�� f�� ������������ ���b���� ������b���z����� 
and efflux of cytochrome c release is BAX and BAK oligo-
����z����� (61-63). I� �u� ��u�y ���u��������������� ����y��� 
���w�� ���u��� ����������� �f VDAC w��� B��-XL ��� ��������� 
����������� �f BAK ��� BAX �� ��RNA-�����f����� ������ 
�����. W� �b������ � �������� �� B��-XL ������z����� w��� ����-
�������� �� �MU- ��� �MC-�����f����� ������ �����. Ou� ���� 
�������� ���� ��������� BAX ��� BAK ������� ���-��������� 
������������� �y�������� � ���� �y����� �� �MU- ��� �MC-
�������� ������ �����. O��� �� ��� �y�����, �y�������� � ������� 
��������� �������-��������� ��� -����������� ���������� ���� 
����� (19,28).

Ou� in vivo ��u�y ���w�� ���� ��������� MMP-9 �� ���b�-
������ w��� ������ uPAR �� ��������� B ���u���� �� ��������� 
���u�����������y �f �Ak� ��� ��������� ���u�����������y 
�f OXPHOS ������x�� ��� �y������� �y�������� �. Fu�����, 
��-������z����� ��u�y �f BAX ��� B��-XL ���w�� ���� ��� 

F��u�� 6. S�������� MMP-9 �� ���b������� w��� uPAR/��������� B ������ �x�������� �f �Ak�, OXPHOS ������x, �y�������� �, BAX ��� B��-XL �� ���-����b������ 
������������ �u����. A ����� �f ��x ������� w��� ��u���� �� ���� ���u�. (A) I��u��������������� ����y��� �f �Ak�, OXPHOS ������x ��� �y�������� � �x��������. 
(B) Ex�������� �f B��-XL ��� BAX �� b���� �������� �� ������b�� �� M�������� ��� �������. BAX (�����) ��� B��-XL (���) ��� ��ub��-��b���� f�� ��� ���� �������.
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��������� BAX ��� B��-XL ����������� �� �u��� �������� f��� 
���� ���� �������� �MU �� �MC ���������� �������� �� �u��� 
sections from mice that received pSV treatments. Our findings 
��� �� ��� �u����� �������u��� ������ ��������� ������ ���� ����� 
by ���������� �x���� ROS (64) ��� ���� ���� ���������� ���� 
�u����� ������ ��������� HK2 (�.�., 3-b�����y�u����, 2-���xy-
��u����) w���� ���w ������� �������� ��������� �� GBM �u� �� 
non-specificity.

I� �����u����, w� ���w ���� ��������� ���������u��� ROS 
������ ��������� by OXPHOS ���������� by �MU/�MC 
��������� ��� ��� Ak� ����w�y ����������� �� � ��u���� f����� 
f�� ��� ���������� �f ��������� �� ������ �����. ROS ��y ���� 
�� ��������� �f ����-�x������ �� ������������ ��� �x���� ����-
�������� �� �x������� ������, fu����� ������bu���� �� ��� ����� 
�������� �� ������������� ���b���� ��������� by �������� ��� 
�x�������� ������ �f ��� B��-2 f����y �������� ��� ��� ������� 
�f �y�������� � ���� ��� �y�����, w���� �� f����w�� by ������� 
���������� (28,65). T�u�, ����� ���u��� �������� � �����b�� 
������������-ROS �������� �MU/�MC-���u��� ��������� �f 
�u��� ������ x������f� �����.
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