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            초록
          
        

        
          Among the various signal transduction processes in cells against cancer, the activated Wnt signal is activated through the initiation of an intracellular “disheveled” signal, and it is induced cancer through overexpression of intracellular TCF/LEF genes through GSK-3β and binding inhibition of β-catenin. GSK-3β and β-catenin were overexpressed which correspond to Wnt signaling pathway in PANC-1 cells as a pancreatic cancer cells. We prepared a mixed formulation called “honeypolis” that honey and propolis mixture. Through inhibition of PCNA expression and Akt phosphorylation, and increasing of ERK phosphorylation, honeypolis inhibited PANC-1 cell proliferation. However, honeypolis dose not exhibit apoptosis of PANC-1. This effect is caused by specific functional components in propolis and it was confirmed according to the mixing and filtering order of the honeypolis. Cytotoxicity evaluation showed that specific components had an effect on cell death, Western blotting confirmed that the reducing expression of GSK-3β, β-catenin and mTOR protein corresponding to activated Wnt signaling pathway in PANC-1. In addition, this effect has been shown to be enhanced by a mixture of honey and propolis more than honey and propolis only. This result means that honey and propolis mixture has synergistic effects and it can be regulates Wnt signal cascade on PANC-1. Therefore, we suggested that the honeybee products regulates cell functionality about molecular level and it can be used to possibility against cancer.
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      서 론
      암은 전 세계적으로 두 번째로 높은 사망률을 가진 난치성 질환이며, 인구의 노령화 및 생활 방식의 변화에 따라 암 발병률이 증가되어왔다 (Siegel et al., 2013). 암은 모든 인류 사회에서 심각한 질병이기 때문에 암에 대한 정확한 진단과 치료는 주요 과제로 남아 있다 (Fisher et al., 2013; Meacham and Morrison, 2013). 성별에 있어서도 남성의 경우에는 전립선, 폐 및 기관지에서 높은 비율로 암이 발병하고, 여성의 경우 유방암, 폐암, 기관지암, 자궁암, 갑상선암의 발병률이 높게 나타난다 (Siegel et al., 2016). 어린이는 혈액암이나 림프절 관련 암이 높은 비율을 차지한다 (Schottenfeld and Fraumeni, 2006). 암은 가족력과 같은 선천적 요인 또는 환경 및 유해 물질에 의한 후천적 요인으로 인한 유전자에 연속적인 돌연변이가 발생하여 세포 기능을 변화시킴으로써 발생된다. 특히 후천적 요인 중에서도 여러 가지 발암성 화학물질은 암 발생에 대한 직접적인 원인이 된다 (Aizawa et al., 2016). 이러한 발암성 화학물질은 세포질과 핵에 직접 또는 간접적으로 영향을 미치게 되고, 유전 질환과 유전자 돌연변이를 유발한다 (Poon et al., 2014; Trafialek and Kolanowski, 2014). 또한 바이러스, 박테리아 및 방사선과 같은 요인도 암 발생에 있어 주요 요인으로 작용하며 전체 암 중 7%를 차지한다 (Parkin, 2006). 일반적으로 암은 세포에 존재하는 세포 소기관, 세포 기능성 유지에 필수적인 유전자의 기능 장애를 초래하고, 세포와 세포 사이에서 발생하는 “Cell communication”에 교란을 일으킨다. 이는 결과적으로 세포 주기에 영향을 끼쳐, 세포의 비정상적인 증식을 초래한다 (Cigudosa et al., 1999; Seto et al., 2010). 본래 암 발병과 관련된 원발암유전자의 경우 세포 내에서 세포 분열과 성장에 관련된 핵심적인 기능을 수행하고 있는데, 유전적 돌연변이로 인해 세포 생존에 위험한 영향을 끼치게 되고 (Shtivelman et al., 1985), p53과 같은 종양 억제유전자의 돌연변이는 세포 분열을 통제하지 못하게 되어 무한정의 세포 분열을 초래한다 (Matlashewski et al., 1984). 또한 자외선에 의해 유발되는 유전자 돌연변이를 교정하는 유전자 복구 기능의 교란 역시 암 발생에 있어 주된 요인으로 작용한다 (Wood et al., 2001).

      Wnt 신호 경로는 배아 발생에 있어 주요 조절자임이 확인되어졌고 (Nüsslein-Volhard and Wieschaus, 1980), 이후 연구를 통해 Wnt1 유전자 영역에 바이러스 삽입 또는 유전자 과발현이 발생할 경우 종양이 발생한다는 것이 알려졌다 (Nusse and Varmus, 1982; Tsukamoto et al., 1988). 1991년에 유전성 선종성 다형증 (familiar adenomatous polyposis)이라 불리는 원인이 adenomatous polyposis coli (APC) 유전자의 돌연변이임이 밝혀졌는데 (Nishisho et al., 1991), APC는 β-catenin과 상호작용하고 (Rubinfeld et al., 1993; Su et al., 1993) T-cell factor (TCF)4/β-catenin 신호의 과활성화로 인해 APC의 기능 상실을 일으키는 것으로 밝혀졌다 (Korinek et al., 1997). 이 결과로 인해 신호 전달과 인간 대장암 사이의 직접적인 연관성이 밝혀졌다. Wnt 신호는 frizzled 유전자에 의해 암호화된 막횡단 수용체에 결합하는 wnt 단백질에 의해 개시된다 (Bhanot et al., 1996; Yang-Snyder et al., 1996; He et al., 1997). Wnt 결합에 의해 활성화된 수용체는 세포 내부의 glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β)의 활성화를 유도하여 세포 내 신호 경로에 포함되어 있는 단백질의 인산화를 유도한다 (Itoh et al., 1998; Yost et al., 1998). GSK-3β 기질에는 axin과 APC 뿐만 아니라 β-catenin이 포함되는데 (Rubinfeld et al., 1996; Yamamoto et al., 1999), 인산화되지 않은 β-catenin은 β-transducin repeat-containing protein (TRCP)에 의해 인식되지 않고 핵으로 이동하여 T-cell factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) 등의 전사 인자와 결합하여 표적 유전자의 발현을 촉진하며, Wnt 신호 경로를 조절한다 (Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996). 그러나 Wnt 신호 조절과 관련된 인자와 관련된 단백질의 구명과 기능 연구는 현재까지 지속되고 있고, 최근 들어 Wnt 신호 경로를 조절할 수 있는 물질과 인산화 효소 (kinase) 사이의 기전 구명을 통해 암 발생 신호를 조절하는 연구가 시도되고 있다.

      꿀벌에 의해 생산되는 프로폴리스는 수많은 식물에서 유래되는 삼출물을 기반으로 밀랍과 꿀벌이 타액이 혼합되어 만들어진 다기능성 물질이다. 꿀벌은 프로폴리스를 외부의 곤충 또는 미생물과 같은 침입자로부터 벌집을 보호하고 손상된 부분을 수리하는 용도로 활용한다 (Burdock, 1998). 인류 역시 고대부터 상처 회복과 같은 용도로 프로폴리스를 활용했는데, 최근 프로폴리스 내의 성분에 대한 연구와 활용이 증가함에 따라 매우 다양한 분야에 프로폴리스를 활용하고 있다 (Fernandes Junior et al., 2005; Sforcin, 2007). 프로폴리스는 풍부하고도 다양한 플라보노이드 및 폴리페놀 성분을 함유하고 있는데, 이전에는 항균, 항산화와 같은 분야에 프로폴리스의 기능성을 보고하였다. 최근 들어 다양한 분야에 대한 프로폴리스의 기능성이 입증되었는데, 대표적으로 Yeh 등에 의해 플라보노이드 섭취에 따른 인지기능 개선 효과가 밝혀졌고 (Yeh et al., 2021), Kim 등은 프로폴리스에 의한 tau 과인산화 억제를 보고함으로써 알츠하이머 개선에 대한 프로폴리스 활용 가능성을 보고하였다 (Kim et al., 2021). 또한 2022년도에 프로폴리스가 파킨슨을 유발하는 MPTP의 독성을 저해하며, 파킨슨 유발 억제에 대한 가능성을 보고하였다 (Kim et al., 2022, 2023).

      이에 본 연구에서는 프로폴리스를 활용한 세포 기능성 효과를 보다 더 구체적으로 밝히고자 프로폴리스를 꿀과 혼합하여 기능성 효과를 증진시키고 섭취가 용이하도록 제작한 제형 (허니폴리스)을 활용하여 췌장암세포에 적용함으로써 암세포의 사멸 증진 효과 및 세포 기전을 확인하였다. 특히, in vitro에서 허니폴리스의 필터링 순서에 따라 프로폴리스의 성분의 변화로 인한 암세포 사멸에 대한 성분을 특정하고자 하며, 허니폴리스에 의한 Wnt 신호 경로 단백질의 발현 변화를 통해 암세포에 대한 프로폴리스의 신호 조절 기전을 구명하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 허니폴리스 제작
        본 실험에 사용된 꿀과 프로폴리스는 국내 양봉농협에서 판매되는 아까시꿀과 프로폴리스 추출액을 사용하였으며, 제형은 두 가지 방법으로 구분하여 제작하였다. 먼저 꿀 2.5 g을 80% 에탄올과 1 : 1의 비율로 완전히 혼합하고, 동량의 3차 증류수를 첨가하였다. 이후 프로폴리스 250 μL를 첨가하여 혼합한 다음 0.45 μm의 syringe filter로 필터링하였다 (MF). 두 번째 제작 방법은 프로폴리스를 혼합하기 전 단계에서 꿀과 프로폴리스 추출액을 0.45 μm의 syringe Àlter로 각각 필터링한 다음, 꿀에 250 μL의 프로폴리스를 첨가하여 완전히 혼합하였다 (FM). 두 제형의 꿀과 프로폴리스 혼합비는 10 : 1이며, 제작된 시료는 세포에 처리하기 전 냉장 보관하였다.

      

      
        2. Media & Reagents
        세포 배양에 사용된 배지는 Gibco (U.S.A.)사의 Dulbecco’s modified eagles medium (DMEM) 배지를 사용하였으며, 세균 성장 억제를 위해 첨가된 penicillin-streptomycin 역시 Gibco사에서 구입하였다. 세포 배양에 필수적인 fetal bovine serum (FBS)은 GenDEPOT (Korea)사에서 구입하여 첨가하였는데, 첨가하기 전 FBS를 56°C에서 50분간 불활성화한 뒤 사용하였다. 세포 독성 평가에 사용한 WST 시약은 DoGenbio (Korea)의 EZ-Cytox plus solution을 사용하였고, Western blotting에 사용된 1차 항체 중 Phospho-Akt, Akt, Phospho-ERK, ERK, Bak, Bax, Bcl-2, Cytochrome C 그리고 mTOR 항체는 Cell Signaling Technology (U.S.A.)에서 구입하였고, PCNA, AIF, β-catenin, GSK-3β 그리고 GAPDH는 Santacruz Biotechnology (U.S.A.)에서 구입하였다. 허니폴리스 특이 성분 분석을 위한 acetonitrile은 Fisher Brand (PA, U.S.A.)와 trifluoroacetic acid (TFA)는 Sigma (U.S.A.)에서 각각 구입하였다.

      

      
        3. 세포주 배양
        실험에 사용된 암세포주는 pancreas duct 세포주인 PANC-1으로서 한국한의학연구원에서 분양받아 계대배양하며 실험에 사용하였다. 대표적인 신경세포주인 SH-SY5Y 신경아세포종 세포주로서 한국세포주은행에서 구입하여 계대배양하며 실험에 사용하였다. 세포 배양용 배지는 DMEM 기본 배지에 100 unit/mL의 penicillin-streptomycin, 10%의 FBS를 첨가하여 사용하였으며, 세포는 37°C로 유지되고 5%의 CO2가 공급되는 배양기에서 배양하였다.

      

      
        4. 허니폴리스 제형의 ultra-performance liquid chromatography (UPLC) 분석
        혼합 방법이 다른 두 제형에 대한 특이 성분의 분석은 photodiode array (PDA)가 장착된 UPLC로서 Waters (Minneapolis, MN, USA)사의 ACQUITY UPLC I-Class를 사용하였다. 분리는 Halo C18 (2.1×100 mm, 2 μm)을 이용하여 30°C에서 분석하였다. 기울기 농도는 용매 A (0.2% TFA in water)와 용매 B (0.2% TFA in acetonitrile)를 사용하여 조절하였으며, 0.4 mL/min의 용리 속도로 0~2 min (5% B), 2~30 min (50% B)의 조건으로 254 nm에서 분석하였다. 허니폴리스 시료에 대한 대조군으로 같은 필터링 조건으로 준비한 꿀 단독 시료와 프로폴리스 단독 시료를 비교하였다. 대조 시료 역시 용매의 최종 농도를 20% 에탄올로 설정하고 혼합 시에는 3차 증류수를 혼합하여 제작하였다.

      

      
        5. PANC-1 세포에 대한 허니폴리스 제형의 세포 독성 평가
        췌장암세포주인 PANC-1 세포에 대한 두 가지 제형의 허니폴리스의 lethal dose 50 (LD50)를 확인하기 위해 처리 농도에 따른 세포 독성 효과를 평가하였다. PANC-1 세포주를 96-well plate에 2×104 cells/well이 되도록 접종한 뒤, 24시간 동안 세포를 안정화시켰다. 배양된 세포에 두 가지 제형의 허니폴리스를 처리하였는데, 프로폴리스 농도를 기준으로 0.03%, 0.15%의 농도로 처리하였다. 대조구로서 꿀과 프로폴리스가 혼합되지 않은 프로폴리스 단독 시료와 꿀 단독 시료를 처리하여 비교하였으며, 용매 대조군으로는 20% 에탄올 처리군을 설정하였다. 필터링 순서에 따른 세포 독성 평가를 위해 위의 같은 조건하에서 서로 다른 제형을 비교하여 세포 독성을 평가하였다. 허니폴리스를 처리하고 24시간 후에 EZ-cytox 용액을 배지 부피의 1/10로 처리하여 2시간 동안 배양기에서 반응시키고 450 nm 파장의 SpectraMax M2 microplate reader (Molecular Devices, San Jose, U.S.A.)에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. Western blotting
        세포 독성 평가의 조건에 따라 처리된 세포에서 단백질을 추출하여 Western blotting을 실시하였다. 각 제형의 허니폴리스가 24시간 동안 처리된 세포를 1× phosphate buffered saline (PBS) (Invitrogen, U.S.A.)으로 1회 수세한 후, 200 μL의 nonidet P-40 (NP-40) lysis buffer (Invitrogen, U.S.A.)을 첨가하고 cell scraper로 세포를 파쇄하여 추출하였다. 추출된 단백질은 17,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액을 회수하고, bicinchronic acid (BCA) 단백질 정량법으로 정량하였다. 정량된 단백질에 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°C에서 10분간 끓여 단백질을 변성시켰다. 20 μg의 단백질 시료를 Bio-Rad (U.S.A.)사의 4~15% TGX gradient gel에 loading하고 100 voltage에서 1시간 동안 전개한 후, transblot (Bio-Rad, U.S.A.) 장치를 이용하여 12 voltage에서 7분간 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 transfer하였다. Western blotting 항체의 비특이적 반응을 차단하기 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 반응시켰으며, 이후 1차 항체를 실온에서 16시간 동안 반응시켰다. 1차 항체 중 phospho-ERK와 phospho-Akt 항체는 1 : 500의 비율로 희석하고, GAPDH는 1 : 5,000으로 희석하였으며, 나머지 항체는 모두 1 : 1,000 비율로 희석하여 반응에 사용하였다. 1차 항체 반응 후, 1× TBS-T로 membrane을 washing하고, 2차 항체 goat anti-mouse-HRP 또는 goat anti-rabbit-HRP를 sodium azide를 첨가하지 않은 5% non-fat dry milk에 1 : 2,000으로 희석하여 실온에서 1시간 동안 반응하였다. 이후, 1× TBS-T로 membrane을 wash하고 ECL pico detection system (GenDEPOT, Korea)으로 발색 후, ChemiDOC (Bio-Rad, U.S.A.)으로 검출하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 필터링에 의한 허니폴리스 제형의 성분 변화
        Fig. 1에는 제작된 허니폴리스 제형의 UPLC 결과를 나타내고 있다. 필터링 순서에 따라 나타나는 결과를 보면, 전체적인 peak는 두 가지 시료에서 비교적 동일하게 나타났으나 27분에서 나타나는 peak에서 차이가 발생했다. 꿀과 프로폴리스를 먼저 혼합하고 필터링한 시료는 27분대에서 peak가 크게 감소한 반면, 각 시료를 먼저 필터링하고 혼합한 시료는 동일 시간대의 peak가 감소하지 않았다. 대조군으로 분석한 꿀 단독 시료는 필터링을 하지 않은 시료와 필터링한 시료를 비교하였는데, 두 시료 모두 차이가 발생하지 않았다. 그러나 프로폴리스 단독 시료는 허니폴리스와 마찬가지로 MF 시료에서는 동일 시간대에서 peak가 나타나지 않았으나, FM 시료에서는 peak가 강하게 나타났다. 이는 LC 분석 상에서 나타난 peak가 프로폴리스에서 유래된 성분이며, 제형을 제작하는 과정에서 프로폴리스의 성분이 용매와 혼합되며 aggregation되어 필터를 통과하지 못한 것으로 보여진다. 또한 다른 성분의 양적 차이도 미세하게 혼합 후 필터링한 시료가 감소한 것으로 나타났다. 추가적으로 본 성분에 대한 동정을 수행하여 어떤 성분인지 밝혀야 할 것이다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            UPLC analysis of honey and propolis mixture sample MF: Each sample mixing before filtering. FM: Each sample filtering before mixing. Honey and propolis mixture is 10 : 1 ratio, respectively.
          
          

          

        

      

      
        2. 허니폴리스의 세포 독성 평가
        췌장암세포주인 PANC-1 세포에 대한 허니폴리스 시료의 세포 독성을 확인하였다. 허니폴리스 MF와 FM 시료를 세포에 처리하고 24시간 후에 WST법을 응용한 EZ-cytox solution으로 세포의 생존을 평가했다. 각 시료의 처리 농도는 프로폴리스의 플라보노이드 농도를 기준으로 0.03%와 0.15%로 처리하였으며, 실험에 사용된 대조군은 아무것도 처리하지 않은 세포와 용매에 대한 대조군으로 20%의 에탄올을 처리한 세포로 비교하였다. 또한 허니폴리스는 꿀과 프로폴리스를 혼합하여 제작한 제형이기 때문에 두 가지를 혼합하지 않은 프로폴리스와 꿀을 각각 세포에 처리하여 비교하였다. Fig. 2의 결과를 보면, MF를 처리한 세포는 처리 농도 및 시료에 상관없이 세포에 대한 독성을 나타내지 않았다. 그러나 FM 시료에서는 0.15% 농도 조건에서 꿀을 제외한 시료에서 세포 독성이 나타났는데, 프로폴리스 단독 시료보다 꿀을 혼합한 시료에서 더 강한 세포 독성을 나타냈다. 이는 앞선 LC 분석 데이터에서 나타난 MF와 FM 시료 간 성분 변화에 의한 것과 꿀과 프로폴리스의 혼합에 의한 암세포 사멸 기능의 상승을 의미한다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Comparison of cytotoxic effect of MF honeypolis and FM honeypolis 2×104 cells/well of PANC-1 seeded to 96-well plate. After 24 hrs, honey, propolis or honeypolis were treated and incubated for 24 hrs. Cell viability were measured by microplate reader at 450 nm. MF: honey and propolis mixing before filtering. FM: honey and propolis filtering before mixing.
          
          

          

        

      

      
        3. 허니폴리스 시료 처리에 따른 PANC-1 내 세포 내 단백질 변화
        세포 독성 평가 결과를 바탕으로 세포에 0.15%의 허니폴리스와 프로폴리스 및 동량의 꿀, 20% 에탄올을 처리한 후 단백질을 추출하고 Western blotting으로 세포 분열 매개 단백질 및 세포 사멸 단백질의 변화를 확인했다. Fig. 3A의 결과를 보면 대조군에 비해 프로폴리스와 허니폴리스를 처리했을 때, Akt의 인산화를 감소시켰다. FM과 MF의 프로폴리스 시료는 Akt의 인산화를 감소시켰으나 시료 간에서는 프로폴리스 단독 처리가 Akt의 인산화 감소에 더 효과적이었다. 그러나 Akt의 발현에 있어서는 허니폴리스가 더 효과적이었다. ERK의 인산화는 FM 허니폴리스 시료를 처리했을 때 강하게 증가되었는데, 프로폴리스 단독으로 처리한 그룹에서 더욱 강한 인산화가 나타났고, 전체 ERK의 양 변화에 있어서도 FM 허니폴리스 시료가 더 효과적이었으며, 더 많은 ERK 발현양 감소를 나타냈다. 특히, 세포 분열에 대한 마커 중의 하나로 알려진 PCNA의 경우 FM 허니폴리스가 뚜렷한 발현 감소를 나타냈다. GAPDH는 시료 간의 loading 양에 대한 대조군이며, Western 결과 중에서 phospho-Akt, phospho-ERK 그리고 PCNA 단백질의 발현양을 Fig. 3B에 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Honeypolis decreases the expression of cell proliferation-related protein, but it was does not influence apoptosis-related protein. 20 μg of proteins were seperated 4~15 gradient gel. (A) All of phospho-antibodies were diluted at 1:500. Dilution factor of total Akt, ERK and PCNA were 1 : 1,000. (B) Relative intensity of essential protein level. (C) All of antibodies were diluted at 1 : 1,000 except GAPDH (1 : 5,000). Primary antibody incubation for 16 hrs at R.T. This result repeat 3-times.
          
          

          

        

        Fig. 3C에서는 세포 내에서 세포 사멸을 유도하는 단백질에 대한 발현을 확인한 것이다. Apoptosis 발생에 대한 주된 마커로 알려진 AIF, cytochrome C, Bak, Bax 그리고 Bcl-2를 검증했는데, 필터링 방법에 상관없이 프로폴리스 및 허니폴리스를 처리한 세포에서 AIF, Bak, Bax Cytochrome C의 발현 증가는 나타나지 않았다. 그러나 Bcl-2의 경우에는 단백질 발현이 증가되는 것으로 나타났으며, 이는 또 다른 apoptosis에 대한 세포 내 신호를 확인해야 할 것이다.

      

      
        4. 허니폴리스에 의한 Wnt 신호 경로 단백질 조절
        췌장암세포주인 PANC-1 세포주에서 허니폴리스에 의한 암 신호 조절에 대해 확인하였다. 암에 대한 다양한 세포 신호 전달 과정 중에 Wnt/β-catenin 신호 경로에 연관되어 있는 단백질의 발현을 확인한 결과를 Fig. 4A에서 확인할 수 있다. 허니폴리스 시료 중에서 FM 시료는 Wnt의 신호 개시로 이루어지는 β-catenin 단백질의 발현 감소를 유도했는데, 이 신호와 관련된 mTOR 및 GSK-3β의 발현 감소를 함께 유발하고 있었다. 그러나 MF 시료의 경우 이 경로에 있는 단백질의 발현 감소에 영향을 미치지 못했다. 또한 FM 시료 중에서도 프로폴리스 단독 시료보다 허니폴리스 시료가 더 많은 단백질 발현 감소를 나타내고 있었다. 이는 허니폴리스 제형이 Wnt에 연관된 암 조절 신호에 효과적으로 작용할 수 있음을 나타내며, 꿀과 프로폴리스를 혼합함으로써 암 조절에 대한 기능적 상승 효과를 나타낼 수 있음을 의미하는 것이다. Fig. 4B는 각 단백질의 발현양을 그래프로 나타낸 것이다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Honeypolis (FM) decreases the expression level of β-catenin, mTOR and GSK-3β according to Wnt singaling pathway. (A) 20 μg of protein lysates were used in this experiments. Primary antibody were diluted at 1 : 1,000 except GAPDH (1 : 5,000) and incubated for 16 hrs at R.T. All primary antibodies were diluted in 2% non-fat dry milk. This result repeat 3-times. (B) Relative intensity of essential protein expression level.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      암은 유전자의 돌연변이로 인해 세포의 증식이 통제되지 못해 발병되며, 치료가 어려운 난치성 질병이다. 암세포는 여러 세포 내의 신호 전달 기전이 활성화되어 세포의 분열이 지속되며, apoptosis가 억제되기 때문에 현재 사용되는 항암제는 세포 내 특정 신호 기전의 지속을 억제함으로써 암의 진행 억제 및 세포 사멸을 유도하게 된다. 여러 가지 세포 신호 전달 기전 중에서 Wnt 신호 전달 역시 암 발생 및 진행과 연관되어 있으며, 본 연구에서는 꿀벌의 주된 생산물인 아까시꿀과 프로폴리스를 혼합하여 손쉽게 섭취할 수 있는 제형을 개발하고, 췌장암세포주인 PANC-1 세포주를 이용하여 Wnt 신호 기전을 억제할 수 있는 세포 기전을 확인했다. 특히 허니폴리스 제형 제조에 있어 필터링의 순서에 따라 암세포의 사멸에 영향을 미치는 프로폴리스의 주된 성분을 확인했고, 세포 내의 단백질 분자의 발현을 확인하여 암세포 성장 억제에 효과가 있음을 구명했다. 허니폴리스는 apoptosis와 관련된 세포 사멸 단백질의 발현에는 영향을 끼치지 않았지만, 세포 증식에 주된 영향을 미치는 Akt의 인산화 및 발현, mitogen-activating protein kinases (MAPK)에 속하는 단백질 중 ERK의 인산화와 발현 조절에 영향을 끼친다. 또한 필터링 순서에 따른 특이 성분의 존재 유무에 따라 Wnt 신호 기전의 활성화 억제에 영향을 끼친다. 허니폴리스 제형을 제작함에 있어 적절히 희석된 꿀과 프로폴리스 원액을 먼저 필터링하고 혼합하는 것이 암세포 생장 억제에 대한 프로폴리스의 기능성을 그대로 유지할 수 있게 되고, 이 성분에 의해 암세포의 활성화 신호 경로 중 Wnt 신호 경로에 해당하는 단백질의 발현을 억제할 수 있다. 본래 활성화된 Wnt 신호는 세포 내의 GSK-3β, mTOR 그리고 β-catenin의 발현 증가를 유도하여, 세포에서 지속적인 세포 분열 촉진 신호를 활성화시킨다. 그러나 허니폴리스에 의해 GSK-3β, mTOR 그리고 β-catenin의 발현 억제를 유도하여 세포 내로 전달되는 세포 분열 신호를 차단하게 된다. 그러나 각 시료를 먼저 혼합하고 필터링을 한 경우에는 프로폴리스에 존재하는 성분의 소실을 일으키고, Wnt 신호를 억제할 수 없게 된다. 위의 결과를 종합해 볼 때, UPLC 분석 그래프 상의 27분에서 나타나는 peak가 암세포 억제에서 핵심적인 역할을 수행하며, 그 중에서도 Wnt 신호 억제에 효과적임을 나타내고 있다. 본 연구를 바탕으로 해당 peak에 해당하는 프로폴리스의 성분을 동정하고 순수분리된 성분의 암 억제 기능에 대해 연구해야 할 것이다. 또한 본 연구 결과에서 나타난 결과에서 프로폴리스 단독으로 나타난 기능보다 꿀과 혼합하여 프로폴리스를 활용하는 것이 기능성 상승에 있어 더 효과적임을 알 수 있다. 본 연구 결과를 바탕으로 앞으로 프로폴리스의 약리적 효과와 산물 혼합에 대한 기능성 상승 효과에 대한 추가 연구를 통해 국산 양봉산물의 소비 증진을 꾀할 수 있을 것이다.
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