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            Abstract
          
        

        
          Parkinson's disease is a representative neurodegenerative disease in recent century. In this study, we confirmed the effect of Korean propolis for the prevention of Parkinson's disease using the SH-SY5Y neuroblastoma cell line. The cytotoxicity concentration of MPP+ as a factor of Parkinson’s disease for the SH-SY5Y cell line was confirmed at 200 μM. In this concentration of MPP+ showed overexpression of α-synuclein protein as a Parkinson's marker and induced apoptosis. And propolis was inhibited apoptosis and α-synuclein expression by MPP+. The cytoprotective effect of propolis for MPP+ toxicity was appeared difference followed by treatment condition. Pre-treatment of propolis has most effectively for inhibition of apoptosis and overexpression of α-synuclein. In addition, pre-treatment with propolis increased the amount of CREB protein expression in which related cognitive function. And activation of apoptosis marker such as PARP and caspase-3 were also effectively inhibited by pre-treatment of propolis. These inactivation of various apoptosis molecules was influenced by SAPK-JNK phosphorylation. Especially, we found that Jak-Stat signaling cascade protein expression was related in MPP+ toxicity and propolis prevention for the first time. Through this study, we showed that propolis was very effectively in Parkinson’s disease prevention and clarified the molecular mechanism by propolis. Therefore, we suggested that propolis can be usefully to prevent neurodegenerative disease.
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      서 론
      파킨슨병 (Parkinson’s disease, PD)은 대표적인 신경퇴행성 질환으로서 루이소체 (Lewy body)라고 하는 호산구, 세포질 내 단백질성 구조물의 존재와 함께 뇌간흑질세포에서 도파민 분비 세포가 소실되는 것을 특징으로 한다 (Forno, 1996). 뇌간흑질세포의 소실은 중추신경계에 광범위한 신경퇴행을 유발하고 뇌흑질 치밀부에서의 도파민 신경세포가 퇴화되면서 질환의 특징이 나타난다 (Braak et al., 2003). PD의 임상적 특징에는 자율신경계 및 정신과적 문제와 같은 비운동적 증상과 함께, 떨림, 자세 불안정성, 경직을 포함하는 운동 장애가 나타난다 (Fearnley and Lees, 1991). PD에서 나타나는 병리학적 양상에 관여하는 분자 경로는 아직은 모호하지만 환경 요인, 유전적 요인 혹은 두 요인의 조합으로 발생되는 것으로 알려져 있다. 현재까지 PD에서의 도파민 신경세포의 소실에 대한 구체적 원인 및 기전은 밝혀져 있지 않으나 가장 많이 보고된 PD의 원인은 세포 내 활성 산소 증가로 인한 산화 스트레스와 세포 내 주요 소기관 중의 하나인 미토콘드리아의 기능 장애이다 (Pieczenik and Neustadt, 2007). 이 산화 스트레스와 미토콘드리아 장애는 PD에 직접 관여하는 유전자의 기능이 포함되어 있다. 이 중에서 PD의 대표적 마커인 α-synuclein의 A53T 돌연변이는 세포 내에서 비정상적인 α-synuclein의 축적을 유발하며 미토콘드리아의 손상을 유발하는 것으로 알려져 있다 (Martin et al., 2006). 또한 α-synuclein 과발현에 의한 축적은 PD 유발 물질인 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)에 민감하게 작용하는 것으로 알려졌다 (Klivenyi et al., 2006; Nieto et al., 2006). 이러한 PD 발병에 관여하는 유전자는 현재까지 PARK1 (α-synuclein) (Spillantini et al., 1998), PARK2 (Parkin) (Feany and Pallanck, 2003; Dawson, 2006), PARK6 (PINK1) (Valente et al., 2004), PARK7 (DJ-1) (Chen et al., 2005; Goldberg et al., 2005; Kim et al., 2005) 그리고 PARK8 (Leucine-rich repeat kinase 2, LRRK2) (Li and Beal, 2005; Sakaguchi-Nakashima et al., 2007)의 5가지가 정의되어 있다. 이 유전자 중 PARK1에 해당하는 α-synuclein이 PD에 있어 가장 잘 알려진 마커로서 현재까지 α-synuclein의 응집에 대한 연구가 집중되고 있다. 특히 3종의 α-synuclein의 유전자 돌연변이 (A53T, A30P 그리고 E46K) 발생 시 PD 발병에 더 민감한 것으로 알려져 있다 (Singleton et al., 2003).

      In vitro 또는 in vivo 연구에서 실험적으로 PD 질병 모델에 가장 널리 사용되는 약제는 MPTP이다 (Cui et al., 2013; Jantas et al., 2014). MPTP는 신경독성 물질로서 인간과 원숭이에서 PD를 유발하며, MPTP에 중독된 인간과 비인간 영장류에서 레보도파에 대한 반응과 약물 치료로 인한 합병증 발생이 PD 환자들에게서 나타나는 것과 동일한 반응을 보였으며, 원숭이와 생쥐에서 고령화가 진행될수록 MPTP에 대한 감수성이 높아지는 것이 확인되었다 (Irwin et al., 1993; Rose et al., 1993). MPTP는 세포의 인지질 이중층막을 쉽게 투과할 수 있는 분자이며, MPTP가 전신투여될 경우 몇 초만에 혈액-뇌 장벽을 통과한다 (Riachi et al., 1989). MPTP는 뇌에 들어가면 실제 신경독으로 작용하는 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)로 빠르게 전환된다 (Heikkila et al., 1984). MPTP에서 MPP+로의 전환은 2단계의 과정을 거치는데, 첫 번째로 MPTP는 monoamine oxidase-B (MAO-B)에 의해 촉매되는 산화 과정을 거쳐 중간체인 1-methyl-4-phenyl-2,3-dihydropyridinium (MPDP+)를 생성한다 (Chiba et al., 1984). 뇌에서 MAO-B의 분포를 고려하면 MPTP에서 MPDP+로의 전환은 도파민 분비 뉴런이 아니라 세로토닌 분비 세포에서 발생되는 것으로 보인다 (Kitahama et al., 1991). MPDP+는 불안정한 분자로서 (Chiba et al., 1985; Peterson et al., 1985) 아직 밝혀지지 않은 메커니즘에 의해 활성 독성 분자인 MPP+로 전환되고, 일단 형성된 MPP+는 도파민 분비 뉴런으로 들어가기 전에 세로토닌 분비 세포에서 방출된다. 그러나 MPTP와 달리 MPP+는 낮은 인지질 이중층막 친화성으로 인해 쉽게 확산되지 않고, 대신 MPP+가 세포 내 형성 부위에서 방출되고 인접한 뉴런으로 이동하는 것은 특별한 기능을 담당하는 운반체에 의존하며, Bezard 등과 Javitch 등에 의해 MPP+의 이동은 원형질막의 도파민 수송체에 의존한다는 사실이 밝혀졌다 (Javitch et al., 1985; Bezard et al., 1999). 일단 뉴런 내부로 진입한 MPP+는 미토콘드리아 기질에 빠르게 축적되며, 미토콘드리아 내에서 산화적 인산화를 억제한다 (Nicklas et al., 1985; Singer et al., 1987). 또한 미토콘드리아 내의 MPP+는 tricarboxylic acid cycle 효소인 α-ketoglutarate dehydrogenase를 억제한다 (Mizuno et al., 1987). 또한 MPP+는 미토콘드리아의 ubiquinone oxidoreductase (Complex I)과 결합하여 효소 활성을 억제하는데 (Nicklas et al., 1985; Vyas et al., 1986), 이로 인해 ATP 합성 장애가 발생한다고 현재 추측되고 있다. 실제 MPP+ 축적이 일어난 세포 및 마우스에서 ATP의 수준이 고갈된 것으로 나타났다 (Di Monte et al., 1986; Scotcher et al., 1990). 위와 같은 일련의 과정을 통해 세포 내 ROS 증가와 ATP 레벨의 감소 등으로 세포 사멸이 발생하게 된다.

      프로폴리스는 꿀벌이 생산하는 수지성 물질로서 다양한 식물에서부터 유래된 삼출물과 꿀벌의 타액이 혼합되어 만들어진 물질이다. 본래 프로폴리스는 꿀벌이 자신의 벌집을 방어하기 위한 수단으로 생산하는 물질로서 곤충 혹은 미생물 등의 침입자로부터 벌집을 보호하고 손상된 벌집을 수리하는 시멘트 용도로 이용된다 (Burdock, 1998). 고대부터 인류 역시 프로폴리스를 활용했는데, 이집트에서는 미라를 보존하기 위한 재료로 이용했고, 1899년도에 발발한 보어전쟁에서는 상처입은 군인을 치료하는데 프로폴리스를 활용했다는 보고가 있다 (Ramos and Miranda, 2007; Cavalaro et al., 2019; Duca et al., 2019). 프로폴리스는 다양하고도 풍부한 플라보노이드와 폴리페놀 성분을 함유하고 있는데 (de Groot, 2013), 지속적인 연구를 통해 항균, 항산화 그리고 항종양 등과 관련된 생물학적 기능성이 밝혀졌다 (Fernandes Junior et al., 2005; Sforcin, 2007; Zhang et al., 2013). 최근 플라보노이드에 의한 인지기능 개선 연구가 이루어졌다. Yeh 등은 꾸준한 플라보노이드 성분의 섭취가 인지 기능 장애와 관련된 질병의 발병을 저해할 수 있다는 연구 결과를 보고하였고 (Yeh et al., 2021), Kim 등은 프로폴리스가 tau 단백질의 과인산화를 저해하여 알츠하이머의 개선 효과에 대한 가능성을 제시했다 (Kim et al., 2021). 또한 Kim 등은 in vitro에서 프로폴리스가 MPTP 독성에 의한 세포 사멸을 억제할 수 있다는 결과를 보고하였다 (Kim et al., 2022).

      이에 본 연구에서는 이전에 보고된 PD에 대한 프로폴리스의 기능성과 관련하여 보다 구체적인 세포 방어 기전을 확인하고자 PD 발병의 실질적인 독성 인자인 MPP+와 프로폴리스를 전·후처리 및 동시처리 조건을 이용하여 프로폴리스의 세포 독성 감소 조건과 그와 연관된 세포 내 단백질 분자의 변화를 검증하였다. 이로 인해 프로폴리스의 PD 발병 억제 효과 및 신경퇴행성 질병 개선에 대한 건강기능식품으로서의 프로폴리스의 기능성을 구체화하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 프로폴리스 추출
        본 실험에 사용된 프로폴리스는 국내 충주 지역의 양봉농가에서 수집된 프로폴리스 원괴 200 g에 2 l의 80% 에탄올 용액을 첨가하여 실온에서 교반하면서 48시간 동안 추출하였다. 이 후 miracloth로 1차 여과한 다음, Whatman No. 2 필터로 여과하여 불순물을 제거하였으며, 감압농축 장치에서 완전히 농축하였다. 농축된 시료에 에탄올 용액을 100 mg/ml의 농도가 되도록 첨가한 후 실험에 사용할 때까지 냉장 보관하였다.

      

      
        2. Media & Reagents
        세포 배양에 사용된 배지는 Gibco (U.S.A.)사의 minimal essential medium (MEM) 배지를 사용하였으며, 세포 외 세균의 성장을 억제하기 위한 penicillin-streptomycin 역시 Gibco사에서 구입하였다. 세포 배양에 필수적인 fetal bovine serum (FBS)은 GenDEPOT (Korea)사에서 구입한 것을 56℃에서 50분간 불활성화한 뒤 배지에 첨가하여 사용하였다. 세포의 PD 유도를 위한 MPP+ iodide는 Sigma (U.S.A.)사에서 구입하였고, MPP+에 대한 세포 독성 평가를 위한 EZ-Cytox plus solution은 DoGenbio (Korea)에서 제품을 구입하였다. Western blotting 실험을 위한 1차 항체 중 phospho-AKT, AKT, PARP, Caspase-3, α-synuclein, Jak2, STAT3, SAPK/JNK, phospho-SAPK/JNK 항체는 Cell Signaling Technology (U.S.A.)에서 구입하였고, CREB와 GAPDH는 Santacruz Biotechnology (U.S.A.)에서 구입하였다.

      

      
        3. 세포주 배양
        실험에 사용된 세포주는 대표적인 신경세포주인 SH-SY5Y 신경아세포종 세포주로서 한국세포주은행에서 구입하여 계대배양하며 실험에 사용하였다. 세포 배양용 배지는 MEM 기본 배지에 100 unit/ml의 penicillin-streptomycin, 10%의 FBS를 첨가하여 사용하였다. 세포는 37℃로 유지되고 5%의 CO2가 공급되는 배양기에서 배양하였다.

      

      
        4. SH-SY5Y 세포주에 대한 MPP+의 세포 독성 측정
        세포에 처리하기 위한 MPP+의 적정 농도를 결정하기 위해 농도에 따른 세포 독성 효과를 검증하였다. 먼저 SH-SY5Y 세포를 96-well plate에 1×104 cells/well이 되도록 접종한 뒤, 24시간 동안 배양시켰다. 배양된 세포에 MPP+는 50, 100, 200, 300, 400 그리고 500 μM의 농도의존적으로 처리하였다. 대조군으로서는 MPP+를 첨가하지 않고 배지만 처리한 그룹으로 설정하였으며, MPP+를 증류수에 용해하였기 때문에 용매 대조군은 설정하지 않았다. MPP+를 처리하고 24시간 후에 EZ-cytox 용액을 배지 부피의 1/10로 처리하여 2시간 동안 배양기에서 반응시켰고, microplate reader에서 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 또한 MPP+의 독성에 대한 세포 형태 변화를 확인하기 위해 EVOS XL Core (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) microscope로 촬영하였다.

      

      
        5. 프로폴리스 전 · 후 및 동시처리에 따른 MPP+에 대한 세포 독성 비교
        SH-SY5Y 세포주에 프로폴리스와 MPP+를 전·후 및 동시처리 함으로써 세포 보호에 대한 프로폴리스의 효과를 확인하고자 하였다. 이후 Western blotting으로 세포 내 단백질 추출을 위해 100 mm dish를 사용하였다. 100 mm dish에 세포주를 각각 1×107 cells/well로 접종한 후 24시간 동안 배양하고 200 μM의 MPP+와 10 μg/ml의 프로폴리스를 다음의 조건에 따라 세포에 처리하였다. 특히, 다음의 실험 조건에서 ⑤의 경우에는 12시간 동안 MPP+를 먼저 처리하고 이후 프로폴리스를 12시간 동안 처리하였으며, ⑥의 경우에는 프로폴리스를 12시간 동안 전처리하고 MPP+를 이후 12시간 동안 처리하였다. ⑦의 경우에는 MPP+와 프로폴리스를 동시에 처리하고 24시간 동안 반응시켰다. 각각의 실험구 설정을 Fig. 1에 도식화하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Design of experimental group.
          
          

          

        

        처리 후, EZ-Cytox solution을 세포 배지의 1/10 부피로 처리하고 2시간 후 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도 측정 후, 세포의 형태를 EVOS XL Core 현미경으로 촬영하였다.

      

      
        6. Western blotting
        세포 독성 평가에 이용된 세포에서 단백질을 추출하였다. 세포 단백질 추출은 1× PBS 용액으로 1회 수세한 후, 200 μl의 RIPA buffer (Invitrogen)를 첨가하고 cell scraper로 세포를 파쇄하여 추출하였다. 이후 17,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 깨끗한 상층액을 회수하였고, bicinchronic acid (BCA) 단백질 정량법으로 정량한 뒤, 20 μg의 단백질을 Western blotting에 사용하였다. 5× SDS sample buffer (250 mM Tris-HCl (pH 6.8), 5% 2-Mercaptoethanol, 10% SDS, 0.5% Bromophenol blue, 50% Glycerol)를 1×의 농도가 되도록 첨가하고 100℃에서 10분간 끓여 단백질을 변성시켰다. 각 단백질 시료는 Bio-Rad (U.S.A.)의 4~15% TGX premade gel에 전기영동하였고, transblot (Bio-Rad, U.S.A.) 장치를 이용하여 12 voltage에서 7분간 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 transfer하였다. 항체의 비특이적 반응 차단을 위해 1× tris-buffered saline-tween 20 (TBS-T)에 2% non-fat dry milk (with 0.02% sodium azide)를 첨가한 용액으로 실온에서 1시간 반응시켰고, 1차 항체를 실온에서 16시간 동안 반응시켰다. 사용된 1차 항체 중 α-synuclein, Caspase-3, CREB, Jak2, SAPK/JNK, STAT3는 1 : 1,000으로 희석하였고, AKT, PARP는 1 : 2,000으로 희석하였다. Phospho-AKT, phospho-SAPK/JNK는 1 : 500으로 희석하였으며, GAPDH는 1 : 5,000으로 2% non-fat dry milk (with 0.02% sodium azide, in 1× TBS-T)에 희석하여 사용하였다. 항체 반응 후 1× TBS-T 용액으로 membrane을 4회 washing한 다음, 1차 항체 생산 host에 따라 2차 항체인 goat anti-mouse-HRP 또는 goat anti-rabbit-HRP를 5% non-fat dry milk (without sodium azide, in 1× TBS-T)에 1 : 2,000으로 희석하여 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 2차 항체 반응 후, 1× TBS-T 용액으로 membrane을 4회 washing하고 ECL pico detection system (GenDEPOT, Korea)으로 발색 후, ChemiDOC (Bio-Rad, U.S.A.)으로 단백질 변화를 검출하였다

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. MPP+의 세포 독성 평가
        Fig. 2에서는 SH-SY5Y 세포주에 대한 MPP+의 세포 독성 결과를 나타내었다. Fig. 2A에서는 MPP+의 lethal dose (LD)는 약 100 μM에서 나타났다. 그러나 Fig. 2B의 세포 형태를 확인하면 100 μM의 농도에서 생존해있는 세포가 다수 존재하고 있기 때문에 본 실험을 진행함에 있어 확실한 세포 독성에 의한 사멸을 나타내야 하기 때문에 MPP+의 농도는 200 μM로 결정하였다. 프로폴리스 처리 농도는 이전 연구에서 이미 결정하였기 때문에 본 연구에서는 따로 실험을 통한 결과를 확인하지 않았다 (Kim et al., 2022).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Cytotoxicity of MPP+ for SH-SY5Y. MPP+ were treated on dose-dependent manner. (A) SH-SY5Y cell seeded on to 96-well plate at 1×104 cells/well. MPP+ were incbated for 24 hrs, and then measurement of the optical density by EZ-cytox. Each experiment group repeats for 3-times. (B) SH-SY5Y cell morphology ovserved by EVOS XL core microscope.
          
          

          

        

      

      
        2. 프로폴리스 추출물과 MPP+의 전 · 후 및 동시 처리에 따른 세포 형태 및 생존 평가
        실험에 적용할 MPP+ 농도를 결정한 후, 프로폴리스 추출물과 MPP+를 세포에 전처리, 후처리 그리고 동시처리의 조건으로 진행하였다. 이 조건을 구분한 것은 PD를 유발하는 세포에 대한 프로폴리스의 세포 보호 효과를 확인하고자 한 것이다. 재료 및 방법에서 서술한 전·후 및 동시처리의 조건으로 진행한 후, 세포 생존률을 평가하였다. Fig. 3A의 결과에서 프로폴리스를 전처리함으로써 세포의 생존률을 2배 이상 증가시킬 수 있음이 나타났다. 프로폴리스 추출물과 MPP+를 동시처리한 경우에도 세포의 생존률을 증가시켰으나 프로폴리스 추출물을 전처리한 결과보다는 생존률이 낮았다. 반면, MPP+가 전처리된 경우에는 MPP+를 단독처리한 것과 유사한 세포 생존률을 보임으로써 프로폴리스 추출물에 의한 효과가 없는 것으로 나타났다. Fig. 3B에서 나타난 세포 형태를 확인하면 200 μM의 MPP+를 처리한 실험군과 MPP+를 전처리한 실험군에서는 대부분의 세포가 사멸되었으나 프로폴리스를 전처리한 실험군에서는 MPP+에 의한 독성이 감소된 것으로 나타났으며, MPP+와 프로폴리스 추출물을 동시에 처리한 실험군에서도 MPP+의 독성이 감소된 것으로 나타났다. 이는 프로폴리스의 전처리가 PD의 발병 저해와 예방에 효과가 있는 것을 나타내며, PD 발병이 시작되어도 프로폴리스 추출물에 의해 진행을 낮출 수 있다는 것을 의미한다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Protection effect of propolis extracts protect the SH-SY5Y cells from MPP+ toxicity. Pre-treatment, post-treatment and simultaneously treatment 200 μM of MPP+ and 10 μL/mL of propolis extracts. Pre-treatment and post-treatment incubation time is 12 hrs, respectively. Total incubation time is 24 hrs. (A) Cell viability measured by EZ-Cytox, (B) Cell morphology observed by EVOX XL core microscopy.
          
          

          

        

      

      
        3. 프로폴리스의 세포 독성 저해와 관련된 세포 내 단백질 변화
        MPP+는 PD의 발병을 유발하는 신경 독성 물질로서 가장 큰 세포 내의 마커 단백질로 α-synuclein이 알려져 있다. PD 발병 후 세포 내 비정상적으로 형성된 루이소체의 핵심 단백질이며, 병이 진행되면서 운동성 감퇴 뿐만 아니라 인지 기능 저하에도 영향을 끼친다. Fig. 4A의 결과를 보면 MPP+로 인한 α-synuclein의 과발현이 확인되었고, 프로폴리스의 전처리로 인해 α-synuclein의 과발현이 해소되고 있음을 알 수 있다. 프로폴리스 추출물의 전처리에서 α-synuclein 과발현이 가장 많이 해소되었고, MPP+와 동시처리한 부분에서는 MPP+ 단독 처리에 비해 α-synuclein의 발현이 감소된 것을 알 수 있다. 그러나 MPP+를 전처리한 경우에는 α-synuclein의 발현이 감소되지 않았다. 이와 함께 인지 기능에 대한 마커로 알려진 CREB의 경우 MPP+ 처리의 경우 단백질 발현이 크게 감소하는데, 프로폴리스 추출물 처리 시 CREB의 발현이 회복되었고, 프로폴리스 추출물의 전처리가 가장 많은 단백질 발현 회복을 나타냈다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Western blot analysis of PD and cognitive-related proteins, apoptosis and signaling molecules. (A~C) 20 μg of protein lysates were used in this experiments. Primary antibody incubation time is 16 hrs at R.T. All primary antibodies were diluted in 2% non-fat dry milk.
          
          

          

        

        Fig. 4B에서는 세포 사멸에 대한 단백질의 발현을 확인하였다. AKT의 경우 세포 분열과 사멸에 있어 핵심적인 단백질인데, MPP+를 처리하였을 경우 AKT의 발현과 인산화가 모두 감소되는 것이 확인되었다. 그러나 프로폴리스 추출물 처리로 인한 AKT의 발현 및 인산화 회복은 나타나지 않았다. 이는 프로폴리스의 추출물이 AKT 단백질의 양적 조절 및 인산화에는 영향을 끼치지 않는 다른 단백질의 발현과 신호 경로를 통해 세포 방어에 대한 효과를 보이고 있는 것이다. 세포 사멸에 있어 핵심적인 단백질 중의 하나인 PARP의 경우 세포 사멸 신호가 활성화되어 apoptosis가 발생하면 85 kDa의 단편을 생성하는데, MPP+ 처리로 인해 PARP의 단편화가 증가하였고, 이는 MPP+를 전처리한 실험군과 MPP+와 프로폴리스 추출물을 동시에 처리한 부분에서도 같은 결과를 보였다. 그러나 프로폴리스 추출물을 전처리한 경우, PARP의 단편화가 나타나지 않았는데, 이는 프로폴리스 추출물이 세포를 보호하여 apoptosis를 차단한 결과이다. 따라서 PD로 인한 세포 사멸에 대해 프로폴리스 추출물은 전처리에서 가장 효과가 뚜렷하며, 이는 질병의 발병을 예방하는 데 가장 효과적인 것이다. Caspase-3의 경우에도 세포 사멸이 발생하면 pro-caspase-3에서 17, 19 kDa의 단편화가 발생하는데, MPP+ 단독처리군과 전처리군에서는 두 단편이 동시에 활성화되어 나타나는 것이 확인되었다. 반면 이 두 그룹을 제외한 다른 그룹에서는 한 가지의 단편만이 관찰되었는데, 세포 사멸로 인한 두 개의 단편 생성을 억제함으로써 세포 사멸을 차단하는 것으로 보여진다. 그러나 PARP의 경우 동시처리구에서도 활성화되었고, caspase-3의 경우 동시처리구에서는 활성화가 되지 않았다. 이 경우에는 유전자 발현에 직접적으로 영향을 끼치는 PARP에 또 다른 경로의 독성 신호가 영향을 끼치고 있음을 의미한다. 따라서 이 부분은 관련 단백질 신호의 기전을 명확히 살펴봐야 한다.

        Fig. 4C에서는 MPP+와 프로폴리스 추출물 처리에 대한 세포 내 신호전달 단백질에 대한 결과이다. 세포 내에서 Jak-Stat 경로는 다른 신호 경로와 별개로 두 단백질 사이에서 주로 이루어지는 신호 경로로서 Jak의 신호를 거쳐 Stat이 바로 핵으로 이동하여 유전자 발현을 조절한다. 본 연구에서 MPP+의 처리로 Jak2의 발현이 크게 감소됨을 확인하였으며, 그에 따라 이루어지는 Stat3의 단백질 발현도 크게 감소됨을 확인하였다. 그러나 프로폴리스 추출물의 처리를 통해 Jak2의 발현에는 큰 영향을 주지 않았지만 Stat3의 경우 프로폴리스 추출물의 전처리에서 단백질 발현이 회복되는 것이 확인되었다. 이는 프로폴리스 추출물이 Jak-Stat 신호 경로에 영향을 주는 것을 의미하며, 특히 핵 안으로 이동하여 유전자 발현을 조절하는 Stat3의 회복은 세포 사멸을 억제할 수 있음을 보여주는 것이다. 세포 내 mitogen activated-proliferation kinase (MAPK) 중에서 stress-activated protein kinase (SAPK/JNK)는 MPP+에 의해 인산화가 크게 증가하는데, 프로폴리스 추출물에 의해 인산화가 감소되는 것이 나타났다. 즉 세포 외부 독성 요소로 인해 활성화된 SAPK/JNK의 인산화를 프로폴리스 추출물이 감소시킴으로써 세포 사멸을 저해하는 것이다. GAPDH는 본 Western blotting 실험의 housekeeping 대조구이다.

        PD는 AD와 함께 가장 널리 알려진 신경퇴행성 질환으로서 완치가 어렵고 특히 현대 사회가 고령화에 접어들면서 발병률이 높아지고 있다. 그러나 수많은 연구자들이 PD의 질환에 대한 연구를 지속하고 있지만 아직까지 PD의 치료를 위한 약제는 보편화되지 않았다. 본 연구에서는 생물학적 기능성이 뛰어난 양봉산물인 프로폴리스를 활용하여 PD 질환의 발병을 억제할 수 있음을 확인하였다. 2022년도의 연구에서 이미 프로폴리스의 PD 저해에 대한 세포 기전을 확인하였는데, 이번 연구에서는 그보다 더 구체적으로 프로폴리스 추출물을 활용함으로써 PD 질환을 억제할 수 있는 효과와 세포 기전을 구명하였다. 이는 프로폴리스 활용의 측면에서 이미 수많은 기능성이 알려졌지만 보다 새로운 측면으로 프로폴리스를 활용할 수 있음을 제시한 것이며, 이를 위해 분자생물학적 기전을 추적하였다. 또한 현재 약제가 아닌 건강기능식품으로 활용되고 있는 프로폴리스를 보다 널리 활용될 수 있게 하는 근거를 마련하였다. 본 연구 결과를 바탕으로 PD 예방에 대한 프로폴리스 추출물 내 지표 성분을 확립하고, 프로폴리스 추출물의 새로운 건강기능성 측면을 제시하는 것이 필요할 것이다. 또한 PD 발병 및 질병 완화를 위한 동물 실험을 통해 in vivo에서의 연구 결과를 바탕으로 프로폴리스의 인지 기능 및 신경퇴행성 개선에 대한 직접적인 연구 결과를 마련해야 할 것이다.
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