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            초록
          
        

        
          We investigated the anti-tumor effects and molecular mechanism of Brazil, China and Korean regional propolis on HeLa ovarian cancer cell line. Each propolis extracts was prepared by ethanol extraction method. Cytotoxicity of propolis extracts was determinated by EZ-cytox cell viability assay. To necessity of anti-tumor effect and molecular mechanism of propolis, we must be adjusting propolis concentration. Due to 100 μg/mL of propolis extract were reduced cell viability to less than 50%, we adjusted all of propolis concentration to 100 μg/mL. By Western blotting analysis, we confirmed that anti-tumor mechanism of Brazil, China and Korea regional propolis has significantly difference. All of propolis was activated apoptosis related molecules such as PARP, caspase-3. However, cell proliferation signaling molecules including Akt1, ERK and Bcl-2 were reduced the protein expression level. Especially, the expression of tumor suppressor protein p53 was significantly increased in propolis-treated group such as Gyeonggi, Chungbuk, Chungnam, Jeonbuk, Gyeongnam and China. The phosphorylation of Bax which as apoptosis indicator was appeared in propolis-treated group such as Gyeonggi, Gangwon, Chungnam, Gyeongbuk, China. In this results showed that the regional propolis has completely different mechanism in anti-tumor. Thus, propolis extracts may be useful source of functional materials on anti-cancer and it will be able to choose the suitable propolis for cancer therapy by analyzing individual characteristics.
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      서 론
      프로폴리스는 꿀벌이 자신들의 서식지인 벌집을 보호하기 위해서 나무, 꽃, 잎과 같은 다양한 수목에서 채취한 물질에 타액을 혼합하여 만드는 암갈색을 띠는 수지성 물질이다. 프로폴리스는 꿀벌이 알을 낳을 방을 얇게 코팅하여 무균실로 만들고, 벌통 내부의 잔해를 부패하지 않게 하기 위해 사용되며, 벌통 내부의 미생물 생장도 억제하는 것으로 알려져 있다(Ghisalberti, 1979; Greenaway et al., 1990).이런 특성으로 인해 민간에서는 기원전 300년경부터 상처 치료 등에 이용되어 왔다. 프로폴리스는 꿀벌이 수집하는 식물 수지의 종류와 계절의 특성에 영향을 받기 때문에 매우 다양한 구성물질을 함유하고 있다(Marcucci, 1995; Bankova et al., 2000; Pietta et al., 2002; Silici and Kutluca, 2005). 이 구성물들은 생물학적 기능성을 가진 플라보노이드와 폴리페놀 성분으로 주로 구성되어 있어 이들로 인해 다양한 생리활성 효과를 가진다(Bors et al., 1990; Heim et al., 2002; Russo et al., 2002). 다수의 연구에 의하면 이들 화합물로 인해 프로폴리스는 항균(Park et al., 1998; Moreno et al., 1999; Koo et al., 2000), 항산화(Pascual et al., 1994; Basnet et al., 1997; Moreno et al., 2000), 항바이러스(Marcucci, 1995; Kujumgiev et al., 1999; Vynograd et al., 2000; Ito et al., 2001), 면역조절(Wang et al., 1993; Khayyal, 1993; Ledon et al., 1997; Sforcin, 2007; Kim et al., 2018) 그리고 항암(Scheller et al., 1989; Marcucci, 1995; Kimoto et al., 1998; Aso et al., 2004) 등 다양한 생리활성 효과를 나타내고 있다.

      프로폴리스를 이용하기 위해서는 꿀벌 서식지로부터 수집한 프로폴리스 원괴로부터 밀랍, 왁스와 같은 불필요한 성분을 제거하고 순수한 프로폴리스만을 얻어내야 한다. 이 과정에서 프로폴리스 유효성분의 활성이 유지된 상태로 추출해야 하는데, 이를 효과적으로 추출하기 위해서 에탄올, 에테르, 글리콜 등의 용매를 이용한 추출법이 이용되고 있다(Woo et al., 2015). 최근 용매로 추출하는 방식 외에 물로 추출하는 수용성 프로폴리스 추출법도 보고되고 있다(Nagai et al., 2003; Hu et al., 2005). 프로폴리스 성분의 활성이나 추출 수율에 대한 연구가 계속 진행되고 있으며, 아직까지는 에탄올 용매에 의한 추출법이 주를 이루고 있다.

      위와 같이 추출된 프로폴리스는 현재 다양한 산업 및 의학 분야에 적용되고 있는데, 박테리아 및 곰팡이 생장 저해를 이용한 화장품 개발이 주를 이루고 있고(Lejeune et al., 1988), 항산화 특성을 적용한 식품 보존과 부패 방지에도 이용되고 있다(Donadieu, 1979; Mizuno, 1989). 의학 분야에서는 내외과 분야에 가릴 것 없이 광범위하게 적용되고 있으며(Krell, 1996), 특히 최근에는 면역조절에 대한 프로폴리스의 특성이 연구되면서 항염증에 대한 프로폴리스의 기능적 효과가 분자 수준에서 조절되어짐이 밝혀졌다(Kim et al., 2018).

      암은 세계적으로 매년 약 7백만 명이 사망하는 대표적인 난치성 질병이다. 암은 발병할 시 전이에 의한 암세포의 체내 이동으로 인해 완치되기 어려운 질병이다. 현재 암을 치료하는 방식은 대표적으로 외과적 수술로 암 조직을 제거하는 방법이 있으며, 그 외에도 화학, 면역 그리고 방사선 치료 등을 병행하여 치료를 시도하고 있다(Birt et al., 2001). 타 조직에 대한 전이 및 침윤성으로 대표되는 암은 치료뿐만 아니라 항암제와 같은 신약 개발에 있어서 주된 표적이 된다. 그러나 새로이 개발된 약물의 경우 부작용이 강하고 환자에 따라 동일한 조직에서 암이 발병된다 하더라도 환자의 신체 상태 및 경과도에 따라 약물의 작용이 다르게 나타날 수 있다. 또한 암 종에 따라서도 동일한 항암제를 적용할 수 없기 때문에 그 사용은 매우 제한적일 수 밖에 없다. 따라서 오늘날에는 치료에 의해 암에 의한 사망률을 줄이는 것 뿐 만이 아니라, 암 발병 자체를 막는 예방적 차원에서의 치료를 중시하고 있다(Waladkhani and Clemens, 1998; Orsolic and Basic, 2003; Pan et al., 2005; Pan and Ho; 2008). “Chemoprevention”은 현대 의학에서 물질에 따른 암 예방의 중요성을 나타내는 것이며 이는 치료가 아닌 약리적 도입을 통해 암의 발병을 차단하기 위한 것으로서 자연에서 존재하는 천연물이나 화학적으로 합성된 약물을 통해 예방을 이루게 된다(Tsao et al., 2004; Orsolic et al., 2005; Kwon et al., 2007). 최근 인공적으로 합성된 약물에 의해서는 그 부작용이 보고되면서 천연물을 사용한 암 예방이 특별한 관심을 끌고 있다.

      프로폴리스는 꿀벌에 의해 제조된 천연물로서 식이가 가능하고 성분들에 의한 기능성이 알려져 있기 때문에 주된 관심을 받고 있다(Burdock, 1998). 그러나 항암과 관련된 프로폴리스의 기능은 다른 연구들에서도 언급되어지고 있으나, 아직까지 항암과 관련된 구체적인 분자생물학적 메커니즘은 제대로 연구되어 있지 않은 실정이다. 특히 우리 나라는 지역별로 구성된 수목 생태계의 차이가 크기 때문에 각 지역에서 생산되는 프로폴리스의 기능에서도 차이가 발생한다. 따라서 본 연구에서는 국내에서 생산되는 프로폴리스를 지역별로 구분하고 이를 HeLa 암세포주에 적용하여 암세포주에 대한 독성효과를 확인하고 항암에 대한 단백질 발현 변화를 제시하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 프로폴리스 수집
        프로폴리스 시료는 국내 양봉 농가로부터 수집한 원괴를 이용하였으며, 수집 지역은 경기, 강원, 충남, 충북, 전북, 전남, 경북, 경남, 제주의 국내 9개 지역과 브라질과 중국 2개국의 프로폴리스를 포함한 총 11개 지역의 프로폴리스를 실험에 이용하였다.

      

      
        2. 프로폴리스 추출
        각 지역별 프로폴리스의 원괴 3 g을 정량하여 각각 30 mL의 80% 에탄올을 첨가하여 48시간 동안 실온에서 추출하였다. 추출물은 부직포로 1차 여과한 다음, Whatman No. 2 필터로 2차 여과하여 잔여물을 제거하였다. 각 지역별 추출물은 질소 농축 장치에서 1차 농축한 이후 감압 농축 장치에서 용매를 완전히 제거하였다. 농축된 지역별 프로폴리스의 수율을 측정한 이후, 에탄올을 100 mg/mL의 농도가 되도록 첨가하여 실험에 사용하였는데, 세포에 프로폴리스 추출물을 처리할 때는 0.2 μm의 syringe filter에 여과하여 무균 상태에서 사용하였다.

      

      
        3. Media and Reagents
        세포주 배양을 위한 Dulbecco’s modified eagle’s medium(DMEM)은 Gibco (U.S.A.)사의 배지를 구입하여 사용하였으며, fetal bovine serum (FBS, GenDEPOT, Korea)는 56°C에서 50분간 불활성화한 뒤 배지에 첨가하였다. 계대 배양 시에 부착된 세포를 떼어내기 위해 사용한 trypsin은 Gibco사에서 구입하여 사용하였다. 세포 독성 평가를 위한 MTT solution은 EZ Cytox solution (두젠바이오, Korea)를 사용하였으며, Western blotting에 사용된 항체는 총 10종으로 다음의 Tables 1과 2에 표시하였다(Santacruz, USA).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of Western blotting antibodies was related to cell proliferation and apoptosis
          
          

        

        
          
            
              	Protein
              	Abbreviation
              	MW(kDa)
              	Functions
            

          
          
            	Phospholipase C-γl
            	PLC-γl
            	155
            	Signal cascade initiation protein
          

          
            	Poly(ADP-ribose) polymerase
            	PARP
            	116, 89
            	DNA repair, programmed cell death
          

          
            	Protein kinase B
            	Akt1
            	60
            	Multicellular functions
          

          
            	Extracellular-signaling-regulated kinase
            	ERK
            	44/42
            	Protein kinase signaling molecule (Cell proliferation)
          

          
            	B-cell lymphoma 2
            	Bcl-2
            	26
            	Apoptotic/Anti-apoptotic
          

          
            	Caspase-3
            	Caspase-3
            	35, 19, 17
            	Apoptosis
          

          
            	Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
            	GAPDH
            	37
            	Internal control
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            List of Western blotting antibodies was related to functional activity of regional propolis
          
          

        

        
          
            
              	Protein
              	Abbreviation
              	MW(kDa)
              	Functions
            

          
          
            	p53
            	p53
            	53
            	Tumor suppressor protein
          

          
            	Bcl2-associated X protein
            	Bax
            	26
            	Apoptosis(Caspase activation)
          

          
            	Cytochrome C
            	Cyt C
            	15
            	Apoptosis mediator
          

        

        

      

      
        4. HeLa 암세포주 배양
        실험에 사용된 사람 자궁경부암 HeLa 세포주는 한국세포주은행에서 보관 중인 세포를 분양 받아 계대 배양하여 사용하였다. 세포 배양은 DMEM 배지에 100 unit/mL의 penicillin-streptomycin 항생제 용액(Gibco, U.S.A.)과 10%의 FBS를 첨가하여 사용하였으며, 세포는 37°C의 온도를 유지하고 5%의 CO2가 공급되는 배양기(Sanyo, JAPAN)에서 배양하였다.

      

      
        5. HeLa 암세포주에 대한 프로폴리스의 세포 독성 평가
        HeLa 암세포주에 대한 프로폴리스 추출물의 세포 독성은 EZ-cytox MTT 평가법을 이용하였다. 프로폴리스 추출물은 기존 세포 면역성 평가에서 사용한 충북 지역의 프로폴리스를 선정하여 사용하였다(Kim et al., 2018). HeLa 세포를 96-well plate에 1×104 cells/well로 접종한 뒤, 24 시간 동안 배양시켰다. 배양된 세포에 프로폴리스 추출물을 농도 의존적(1, 5, 10, 25, 50, 100 그리고 250 μg/mL)으로 처리하여 24시간 동안 배양시켰다. 프로폴리스 추출물에 대한 대조군으로서 세포에 DMEM (10% FBS) 배지만을 처리한 것과 용매에 대한 대조군으로 에탄올을 추출물과 똑같은 부피로 처리하였다. 24시간 배양 후 EZ-cytox 용액을 배지의 최종 부피 1/10로 처리하고 배양기에서 2시간 동안 반응시킨 후 microplate reader(SpectraMax M2, USA)를 이용하여 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. Western blotting
        각 지역별 프로폴리스 추출물에 의한 항암 기전을 확인하기 위해 Western blotting을 실시하였다. 100 mm cell culture plate에 5 ×105으로 세포를 접종하고 24시간 동안 배양기에서 세포를 배양한 후, 각 지역별 프로폴리스를 100 μg/mL의 농도로 처리하였다. 24시간 후 phosphate buffered saline (PBS) 용액으로 세포를 세척한 후, 200 μL의 nonidet P-40 (NP-40, GenDEPOT) lysis buffer를 첨가하여 세포 내 단백질을 추출하였다. 추출된 lysates은 bath sonicator에서 30초간 sonication하고, 13,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액만을 회수하였다. 회수된 lysates는 bicinchronic acid (BCA, GenDEPOT) 단백질 정량법으로 농도를 측정하고 20 μg의 단백질을 Western blot에 사용하였다. 5× SDS sample buffer (312.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 50% glycerol, 5% SDS, 5% β-mercaptoethanol, 0.05% bromophenol blue)와 cell lysates를 혼합한 뒤, 100°C에서 5분간 단백질을 denaturation시켰으며 이를 목적하는 단백질의 분자량에 따라 10% 또는 15% polyacrylamide gel에 loading하여 단백질을 전기영동하였다. 전개된 단백질은 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Whatman, USA)에 transfer한 다음, 2% non-fat dry milk (Bio-Rad, USA)로 실온에서 1시간 동안 반응시켜 항체의 비특이적 반응을 차단하였다. 1차 항체로는 PLC-γ1, PARP, Akt1, p53, ERK, Bcl-2, Caspase-3, Bax 그리고 cytochrome C를 각각 1 : 1,000의 희석 배율로 2% non-fat dry milk에 희석하여 overnight 반응시켰으며, GAPDH는 1 : 5,000으로 희석하여 마찬가지로 overnight 반응시켰다. 1차 항체 반응 후 1 tris-buffered saline Tween-20 (TBS-T) 용액으로 10분간 3회 membrane을 washing하고, 1차 항체의 항원에 따라 secondary antibody로 goat anti-mouse-HRP와 goat anti-rabbit-HRP를 5% non-fat dry milk에 1 : 2,000으로 희석하여 실온에서 2시간 반응시켰다. 이후, TBS-T buffer로 membrane을 10분간 3회 washing한 다음, ECL pico detection system (GenDEPOT)을 반응시켜 GelDoc으로 단백질 발현을 확인하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 프로폴리스 추출물의 수율
        국내 9개 지역(경기, 강원, 충북, 충남, 전북, 전남, 경북, 경남, 제주)과 브라질, 중국 프로폴리스 원괴를 각 3 g씩 정량하여 추출한 결과는 다음 Table 3과 같다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Yield of each regional propolis from Korea, Brazil and China
          
          

        

        
          
            
              	Region
              	GG
              	GW
              	CB
              	CN
              	JB
              	JN
              	GB
              	GN
              	JJ
              	BZ
              	CHI
            

          
          
            	Yeild (%)
            	23.3
            	23.3
            	36.7
            	23.3
            	33.3
            	46.7
            	36.7
            	30.0
            	23.3
            	40.0
            	40.0
          

        

        
          
            *GG: Gyeonggi, GW: Gangwon, CB: Chungbuk, CN: Chungnam, JB: Jeonbuk, JN: Jeonnam, GB: Gyeongbuk, GN: Gyeongnam, JJ: Jeju, BZ: Brazil, CHI: China
          

        

        

      

      
        2. HeLa 세포주에 대한 프로폴리스의 세포 독성 평가
        국내 지역별로 추출한 프로폴리스와 브라질, 중국 프로폴리스가 HeLa 암세포주에 나타내는 LD50 값을 확인하기 위해 세포 독성 평가를 실시하였다. 프로폴리스를 처리하고 암세포 내에서의 단백질 변화를 확인하기 위해서는 LD50 이하를 나타내는 농도 값을 설정해야 하며, 지역별로 수집한 프로폴리스들의 세포에 대한 효과를 확인할 수 있기 때문이다. 세포 독성 평가는 MTT assay를 응용한 EZ-cytox detection system으로 확인하였다. 세포 독성 평가는 전체 지역의 프로폴리스를 동일한 농도로 설정하여 시험하였다. 세포를 96-well plate에 1×104/well로 접종한 후 24시간 후에 프로폴리스 추출물을 농도 의존적으로 처리하였다. 세포에 처리한 농도는 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 그리고 250 μg/mL로 처리하였으며, 처리 시간은 24시간 동안 이루어졌다. 각 지역별 프로폴리스는 25 μg/mL의 농도까지는 HeLa 세포주에 대해 프로폴리스가 독성을 나타내지 않았으나, 50 μg/mL의 농도에서는 프로폴리스의 세포 독성이 확인되었다. 그러나 약 70%의 세포가 아직도 생존해 있기 때문에 세포 독성을 나타내는 농도 기준에는 미치지 않았다. 그러나 100 μg/mL의 농도에서는 약 20%의 세포만이 생존하였고, 세포 사멸에 대한 단백질 변화를 확인하기에 적절한 것으로 확인되었다. 경기, 강원, 충북, 충남, 전북, 전남, 경북, 경남의 프로폴리스가 모두 동일한 농도에서 세포 독성을 나타냈고, 대표적으로 충북 지역의 프로폴리스 결과를 Fig. 1A에 나타냈다. 제주, 브라질 그리고 중국 프로폴리스의 경우에는 앞서 언급된 다른 지역에 비해 50 μg/mL의 농도에서 약 80%의 세포 생존을 보였으나, 100 μg/mL의 농도에서는 다른 지역과 마찬가지로 세포 독성을 나타냈다(Data not shown). Fig. 1B에서는 프로폴리스 독성 효과에 대한 세포 형태를 확인한 것으로서, MTT 평가법과 동일한 결과를 나타냈다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Cytotoxicity effect of propolis extracts on HeLa cells. (A) HeLa cells (1×104 cells/well) were incubated with complete medium containing propolis extracts. Propolis extracts were treated with dose-dependent on HeLa cells for 24 hr. Optical density value was measured by EZ-cytox detection system. (B) Morphology of HeLa cells treated with dose-dependent propolis extracts (×100).
          
          

          

        

        이를 바탕으로 국내 지역별 프로폴리스와 브라질, 중국 프로폴리스 추출물을 모두 100 μg/mL의 농도로 세포에 처리한 뒤, 세포 내에서 일어나는 단백질 변화를 관찰하고자 하였다.

      

      
        3. ‌국산 지역별 프로폴리스 추출물 처리에 따른 단백질 발현 변화 확인
        국산 지역별 프로폴리스 추출물과 브라질산, 중국산 프로폴리스 추출물의 처리가 세포 내 단백질 발현에 끼치는 영향을 Western blotting을 통해 확인하였다. 항암 기전과 관련된 세포 내 단백질 군은 크게 세포 분열에 관여하는 단백질 군과 세포 사멸에 관여하는 단백질 군으로 나눌 수 있는데, 각 군에 속한 단백질의 종류는 매우 다양하다. 명확한 분자 기전을 확인하여 프로폴리스가 항암에 연관된 세포 신호 전달을 알아내기 위해서는 각 군에 속하는 단백질 발현을 모두 확인해야 하지만 세포 내 모든 단백질을 확인할 수 없기 때문에 각각에 대표되는 단백질을 선정하여 확인하였다.

        항체를 이용한 Western blotting 결과가 Fig. 2에 나와있다. Media의 경우 아무 것도 처리하지 않은 배양액 상태의 세포에서 얻어진 결과이며, EtOH는 프로폴리스 추출 용매 대조군의 결과이다. 그림 2A에서는 세포 분열과 세포 사멸에 관련된 단백질들의 Western blotting 결과를 나타내었는데, PLC-γ1의 경우 대조군과 프로폴리스 처리군에서 큰 차이는 발견되지 않았다. 이는 프로폴리스 처리가 암세포 내에서 발생되는 신호전달 초기 과정에는 큰 영향을 끼치지 않는 것을 의미한다. 그러나 중국산 프로폴리스를 처리했을 경우 PLC-γ1의 발현이 약해진 것을 볼 수가 있는데, 이는 다른 지역과 달리 중국산 프로폴리스는 세포의 신호 전달 초기 과정부터 관여하고 있는 것으로 볼 수 있다. 이는 PLC-γ1의 downstream 신호 과정에 속해 있는 ERK의 발현에서도 확인할 수 있다. 대조군에 비해 프로폴리스를 처리한 군에서 ERK의 발현이 국내산과 브라질산에서 감소함을 나타내고 있는데 이에 비해 중국산 프로폴리스는 단백질의 발현 감소가 상대적으로 더 높게 나타났다. 즉, 세포 분열에 관련된 ERK의 양이 감소하는데 그 중에서도 중국산 프로폴리스는 세포 신호 전달 초기에서 역할을 하는 PLC-γ1 경로를 매개하고 있는 것을 의미한다. 또 다른 세포 분열 단백질에 속하는 Akt1과 Bcl-2의 경우에도 프로폴리스를 처리한 군에서 발현이 감소됨을 볼 수 있다. 그러나 제주와 브라질산의 경우 발현 감소를 나타내지는 않았으며, 다른 지역 프로폴리스에서는 발현 감소가 비슷한 수준에서 나타났다. 이는 제주, 중국 그리고 브라질을 제외한 국내 지역의 프로폴리스가 다른 세포 신호 경로를 통해 암세포의 성장을 저해하는 것이며, 대부분의 프로폴리스가 암세포의 생장 저해에서 직접적으로 세포 발현에 관련된 단백질에 작용한다는 것을 의미하는 것이다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Cell proliferation and apoptosis related protein expression effect of propolis extracts of Korean regions, Brazil and China. HeLa cells were treated with 100 μg/mL of various regional propolis. All of antibodies were diluted in 2% skim milk at 1 : 1,000 except GAPDH(1 : 5,000). GAPDH was housekeeping control for Western blotting.
          
          

          

        

        또 다른 단백질 군에 해당하는 세포 사멸 단백질의 발현에서도 프로폴리스가 영향을 끼치고 있음을 알 수 있다. PARP의 경우 세포 사멸 현상이 발생하게 되면 116kDa의 전구체 단백질이 분해되면서 89 kDa의 fragment를 생성하게 된다. Western blotting의 결과에서 볼 수 있듯이 대조군에서는 116 kDa의 전구체 단백질이 그대로 남아있는 반면 프로폴리스를 처리한 군에서는 116 kDa의 단백질의 양이 줄어들었고, 그에 따라 89 kDa의 fragment 단백질이 나타난 것을 볼 수 있다. 즉, 프로폴리스를 암세포에 처리하면서 세포 내 PARP 단백질의 cleavage를 발생시키고 이를 통해 세포 사멸을 일으키는 것으로 볼 수 있다. 이는 세포 apoptosis에 최종적이면서 직접적으로 관여하는 caspase-3 단백질의 경우에서도 함께 확인할 수 있다. Caspase-3 역시 normal 상태에서는 35 kDa의 분자량을 가진 전구체 형태로 세포 내에서 존재하지만 세포 사멸 신호 발생시 19 또는 17 kDa의 분자량을 가진 fragment를 생성하면서 apoptosis를 발생시키는 것이다. Western blotting 결과에서는 fragment 단백질은 보이지 않지만 프로폴리스가 처리된 실험군에서는 35 kDa의 단백질 양이 줄어든 것을 확인할 수 있다. 이는 caspase-3 전구체 단백질이 cleavage되면서 세포 내에서 apoptosis가 발생한다는 것을 의미한다. 하지만 제주산과 브라질산 프로폴리스의 경우 cleavage되는 정도가 다른 지역의 프로폴리스에 비해 약하게 나타난 것을 알 수 있는데, 이는 두 지역의 프로폴리스 추출물이 세포 사멸에 대한 효과가 다른 지역의 프로폴리스보다 미약함을 알 수 있다.

        그림 3에서는 국내 지역별 프로폴리스들이 암세포에 작용할 때 항암과 apoptosis에 연관된 기능적 단백질에 어떤 영향을 끼치는지에 대한 결과가 나와있다. p53의 경우 대표적인 tumor suppressor protein으로서 세포의 종양화에 중요한 역할을 하는 단백질로 알려져 있다. 기본적으로 암에서는 p53 단백질에서 돌연변이가 발생함으로 인해 세포가 종양화가 되며 암세포로 발전하는 것이다. 그러나 정상적인 p53은 종양 억제의 역할을 가지고 있기 때문에 암에서는 매우 중요한 인자가 된다. 대조군에서는 p53의 단백질 발현이 낮게 나타나고 있는 반면 제주와 브라질산을 제외한 프로폴리스에서는 p53 단백질의 발현이 증가된 것이 나타났다. 이는 프로폴리스가 암세포에 대해서 p53 단백질 발현을 증가시켜 암세포의 정상화에 기여한다는 것을 의미한다. 그러나 국내 지역별 프로폴리스를 비교한 결과 지역에 따라 채취한 프로폴리스 간에 차이가 발생했는데, 경기, 충북, 충남, 전남, 경남 지역의 경우 p53 단백질의 발현양이 크게 증가함을 확인할 수 있다. 강원, 전북, 경북, 중국의 경우 대조군에 비해 p53 단백질의 발현이 증가는 되었지만 다른 지역에 비해 발현이 크지 않음을 알 수 있다.

        Bax 단백질은 Bcl-2 family에 속하는 단백질로서 apoptosis의 주된 인자 중의 하나이다. Bax 단백질의 활성화를 통해 caspase-3의 활성화가 나타나며, 세포의 apoptosis를 이끌어낸다. 이전까지 연구된 결과에서는 Bax 단백질의 발현양에 따라 세포의 apoptosis가 결정된다는 보고가 많았지만 최근 연구에서는 Bax 단백질의 phosphorylation이 신호 전달 과정에서 매우 중요한 요소가 된다는 것이 밝혀졌다. Fig. 3의 결과에서 보면 대조구와 충북, 제주 그리고 브라질에서는 Bax의 발현양에서도 큰 차가 없었고, 전북, 전남, 경남, 중국의 경우 오히려 Bax 발현이 줄어든 것을 볼 수 있다. 그러나 경기, 강원, 충남, 경북 지역의 프로폴리스를 처리한 결과는 Bax 단백질이 일부 shift되어 있음을 확인할 수 있다. 즉, 단백질의 phosphorylation이 일어나면서 분자량이 커지게 되어 Bax 단백질의 일부가 shift된 것이다. 이는 경기, 강원, 충남, 경북 지역의 프로폴리스가 apoptosis의 활성화를 가장 활발하게 일으킨다는 것으로 볼 수 있다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Various regional propolis was regulated functional protein level were that related cancer. Western blotting analysis with cellular functional antibodies was that related cancer. Cell proliferation and apoptosis related protein expression effect of propolis extracts of Korean regions, Brazil and China. HeLa cells were treated with 100 μg/mL of various regional propolis. All of antibodies were diluted in 2% skim milk at 1 : 1,000 except GAPDH (1 : 5,000). GAPDH was housekeeping control for Western blotting.
          
          

          

        

        대표적 전자 전달계 단백질인 cytochrome C는 미토콘드리아에서 superoxide와 hydrogen peroxide를 제거함으로써 항산화에서 중요한 역할을 담당한다. 또한 항산화 외에 감염이나 DNA 손상에 반응하여 apoptosis에서 중간 매개자 역할을 담당하고 있다. 그림 3에서 cytochrome C 항체로 blotting한 결과를 보면 경기, 제주, 브라질 그리고 중국산 프로폴리스를 처리했을 경우에는 cytochrome C의 발현양이 증가되어 있음을 확인할 수 있고, 그 중에서도 제주와 브라질산에서의 cytochrome C의 발현이 월등하게 증가됨을 볼 수 있다. 즉, 제주와 브라질산의 경우에는 프로폴리스가 암세포에 대해서 apoptosis를 일으킬 때 다른 지역의 프로폴리스와는 전혀 다른 경로를 통해 세포 사멸을 유도한다고 할 수 있다. 반면 경기 지역의 경우에는 cytochrome C가 증가되어 있지만 발현양이 대조군에 비해 크지 않은 것으로 보면 국내 타 지역의 프로폴리스와 유사한 경로를 통해 세포 사멸을 일으키는 것으로 볼 수 있다. Fig. 2와 Fig. 3에서의 GAPDH는 Western blotting 실험에서 단백질 정량에 대한 internal control이다.

      

    

    

  
    
      적 요
      꿀벌에 의해 생산되는 프로폴리스는 이미 항균, 항산화, 항염증, 항바이러스 그리고 항종양 등의 기능성으로 중요성이 증가하고 있으며, 인공적으로 생성된 화합물이 아닌 자연에서 얻어진 천연물이라는 점에서 특히 가치가 증가하고 있다. 그 중에서도 인류에게 대표적 난치병 질병 중의 하나인 암에 대한 항종양 특징은 화학적 예방 요법이라는 측면에서 중요성과 활용도가 주목받고 있다. 그러나 프로폴리스가 가지는 항종양 같은 현상적인 효과라던가 프로폴리스 구성 성분의 특징에 대해서만 연구가 이루어지고 있고, 암세포에서 나타나는 구체적인 분자 기전에 대해서는 아직까지도 연구가 미비한 상황이다. 본 연구에서는 암세포에 대해서 프로폴리스가 나타내는 구체적인 분자 기전을 제시함으로써 어떤 메커니즘으로 의해 프로폴리스가 항암에 대해 효과를 나타내는지 확인하고자 하였다. 암세포에 대해서 확실한 항암 효과를 보이기 위해서는 프로폴리스의 세포 사멸 농도를 확인하고 그 안에서 이루어지는 단백질 분자의 발현 양상 또는 분자 기능의 활성화 등을 기본적으로 확인해야 한다. 수많은 단백질들이 암세포의 성장 및 분화에 관여하고 있지만 현실적으로 세포 내부의 모든 단백질의 기능을 확인하기엔 불가능하기 때문에 세포의 분열과 사멸에 관련된 기본적인 단백질과 더불어 암에 관련된 단백질의 활성화 등은 반드시 확인해야 한다.따라서 본 연구에서 제시된 결과를 보면 프로폴리스가 암세포에 대해서 항암 효과를 보이기 위해서는 100 μg/mL의 농도에서 비로소 세포 사멸 현상을 나타낼 수가 있으며, 그에 따라 암세포 내부의 수많은 단백질의 변화가 나타남을 알 수 있다. 특히 주목할 점은 국내의 지역에 따라 수집된 프로폴리스의 항암 효과가 암세포 내부에서 작용할 때는 큰 차이를 보인다는 것이다. 이것은 매우 중요한 결과로서 각 지역에 식재된 밀원수에 따라 프로폴리스의 구성 성분이 달라지는 것이며 그에 따라 프로폴리스의 기능성에 큰 차이를 나타낸다는 의미이다. 이는 프로폴리스가 가지는 기능에서 항암뿐만이 아니라 항염증, 항산화 그리고 항균 작용에서도 지역별로 구성된 식물상에 따라 기능성의 차이가 결정된다는 것이다. 역으로 추적해서 각 지역에서 나타난 프로폴리스의 기능성 차이를 확인하고 해당 지역의 식물상을 분석한다면 질병 또는 특정 기능성을 가진 프로폴리스를 생산할 수 있다는 의미가 될 것이다.

      자궁경부암 세포에 대한 프로폴리스의 성장저해 효과는 확인했지만 아직도 확인해야 할 기전은 매우 다양하다. 세포는 내부의 신호 체계가 매우 복잡하고 단일 신호 체계가 아닌 다중 신호 체계를 가지고 있기 때문에, 프로폴리스에서 항암 효과가 나타난다고 하더라도 암세포는 다른 방향으로 anti-apoptitic signal을 생성할 수 있다. 따라서 다양한 신호 체계에 대한 암세포 내 단백질 발현에 대한 변화를 확인해야 하며, 추가로 단백질의 phosphorylation, acetylation, protein folding 그리고 mutation과 같은 기능성을 검증해야 한다. 이런 분석을 통해 프로폴리스의 구체적인 세포 신호 경로를 확인해야만 항암과 관련하여 약물을 제조할 때 손쉽게 표적 특이적인 신약 제조가 이루어질 수 있을 것이다. 특히 암은 조직 별로 그 특성을 다르게 가질 수 있기 때문에 조직 특이적인 맞춤형 약제의 생산이 가능할 것이다. 따라서 본 연구에서 제시된 지역별 프로폴리스의 항암 분자 기전 분석에 더하여 해당 지역의 밀원수 분석 및 세포 내 단백질 변화 추적을 기반으로 앞으로 더 많은 종류의 암세포 저해 기전을 밝힌다면 대표적 양봉 산물인 프로폴리스를 이용한 특정 암에 대한 효과적인 항암제의 개발이 가능할 것으로 보여진다.
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