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            Abstract
          
        

        
          Drone pupa has a high fat content including a variety of unsaturated fatty acids. Unsaturated fatty acids have the effect of preventing diseases by suppressing inflammatory reactions. To determine whether these drone pupa extracts have anti-inflammatory activity, changes in expression of IL-1, IL-6, and TNF-α were investigated with the LPS induced inflammatory model on a phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)-induced macrophage-like U937 cell. IL-1β was detected 83.47 pg/mL during LPS treatment alone, and in cells treated with drone pupa extract, it decreased to 1.74, 38.21 pg/mL depending on the concentration of drone pupa extract. At this time, the IL-1β gene expression level also changed. IL-6 was detected at 221 pg/mL in the LPS alone treatment group, and it was found that the amount decreased to 23.84, 71.37 pg/mL in cells treated with drone pupa together. TNF-α was detected 219.57 pg/mL in cells treated with LPS alone and 223.9 and 189.9 pg/mL in cells treated with drone pupa extract. Also, TNF-α gene expression level changed. Our results show that IL-1β, IL-6, and TNF-α influenced not only the protein level but also the gene expression level in the drone pupa extract. Therefore, it is showed that the drone pupa extract has an anti-inflammatory effect.
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      서 론
      수벌번데기는 벌목에 속한 꿀벌 종인 Apis mellifera L strain에서 생산한 식용곤충으로 2022년 식품원료로 허가되어 다양한 식품 제형에 적용 가능하게 되었다. 수벌번데기는 51.8%의 조단백, 15.9% 탄수화물과 26.2%의 조지방을 함유하는 것으로 분석되었으며 미량원소 및 비타민 등이 존재하는 우수한 식품원료로 평가되었다. 또한 수벌번데기는 갈색거저리, 흰점박이꽃무지 등과 같은 식용곤충처럼 지방함량이 높으며 다양한 불포화지방산을 함유하는 것으로 알려졌다 (Kim et al., 2018). 불포화지방산은 지방산 사슬 내에 한 개 이상의 이중결합을 갖는 지방산으로 염증반응 억제 및 혈중 콜레스테롤 수치를 낮춰 심혈관계 질환을 예방하는 효과가 보고된 바 있으며 (Pereira et al., 2014), 이 외 지방산의 항균 작용에 대한 연구도 진행되고 있다 (Desbois and Smith, 2010; Parsons et al., 2012; Casillas-Vargas et al., 2021).

      염증은 유해한 자극에 대한 생체반응 중 하나로 면역세포, 혈관, 염증 매개체들에 의해 시작된다. 또한 염증은 선천 면역에 의해 매개되는 비특이적 반응으로, 목적은 세포의 손상을 초기 단계에서 억제하고, 상처 부분의 파괴된 조직 및 괴사된 세포를 제거하며, 동시에 조직을 재생하는 과정이다. 염증반응을 일으키는 물질로는 병원체, 손상된 세포, lipopolysaccharide (LPS)나 palmitate 같은 자극 물질, 위험신호 등이 존재하며 이들은 monocyte-macrophage 계통의 세포들을 활성화하여 pro-inflammatory gene 발현을 유도하며 anti-inflammatory gene 발현을 억제하게 한다 (Tsutsumi-Ishii et al., 2003; Pereira et al., 2014; Yamadera et al., 2018; Zhao et al., 2018; Ubanako et al., 2019; Viola et al., 2019; Choi et al., 2021; Park et al., 2021). Macrophage는 거의 대부분 조직에 존재하며 일부 혈액 내에 monocyte 형태로 존재하며 바이러스나 세균에 의한 감염, 암세포 성장을 막아주는 역할과 세포성 및 체액성 면역을 조절하는 면역반응에 중요한 세포로 알려져 있다 (Ubanako et al., 2019). Cytokine은 감염, 면역반응, 염증 등과 같은 반응의 조절자로 분비되는 polypeptide이다 (Wang et al., 1995; Ubanako et al., 2019). 이러한 cytokine들은 여러 질병에 관여되어 있어 치료제 target으로 연구되어 왔으며 최근에는 코비드-19 치료제로서 연구개발이 진행되고 있다 (Bezold et al., 2019; Buckley et al., 2020; Kim et al., 2021a; Olbei et al., 2021).

      염증이 일어났을 때, monocyte가 말초 혈액을 통해 염증반응이 일어난 곳으로 이동하여 활성화되면 macrophage가 된다 (Zhao et al., 2018). 이렇게 활성화된 macrophage는 TNF-α, IL-6 같은 pro-inflammatoy cytokine을 생산하게 된다.

      이에 우리는 사람 유래 monocytic cell line인 U937에 phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)를 처리하여 macrophage-like cell로 활성화하였다. 이 활성화된 세포에 염증반응을 유도하기 위하여 그람 음성균의 내독소인 LPS를 처리하여 인위적 염증반응을 유도하였다. 이 때 수벌번데기 추출물이 급성 염증반응에 관여하는 cytokine인 IL-1β, IL-6, TNF-α에 대한 억제 효과를 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 수벌번데기
        수벌번데기는 2019년 양봉농가에서 구입하여 사용하였다. 이는 채취 후 즉시 -20℃ 냉동 보관한 것으로 동결건조하여 분말로 제조하였다 (Kim et al., 2019).

        
          1) 수벌번데기 추출물
          수벌번데기 분획추출물은 먼저 수벌번데기 동결건조 분말 시료에 70% 에탄올을 넣고 3시간 동안 Sonicator를 이용해 분말 시료를 녹인 후 rotary vacuum evaporator를 사용하여 40℃에서 감압농축하여 에탄올 추출물을 얻었다. 헥산, 에틸아세테이트, 부탄올 순서로 분획추출물과 물층을 상기와 동일한 방법으로 감압 농축하였다. 이들 중 물층을 PBS (Phosphate Buffered Saline)에 녹여 사용하였다 (Kim et al., 2021b).

        

      

      
        2. Cell viability assay
        U937 cell은 사람유래 monocytic cell line으로 10% fetal bovine serum (GIBCO)과 1× penicillin-streptomycin (GIBCO)을 첨가한 RPMI1640 (GIBCO)을 사용하여 37℃, 5% CO2의 조건에서 배양하였다. U937 세포에 대한 수벌번데기 분획물의 세포독성을 확인하기 위하여 1×104 cells/well로 96 well plate에 분주하여 18시간 동안 세포를 배양시킨 후 수벌번데기 분획추출물 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05 mg/mL 농도로 처리하여 24, 48, 72, 96시간 동안 배양하였다. 각 well 당 U937 세포배양액 100 μL에 10%가 되도록 Ez-Cyto solution을 10 μL씩 첨가하고 3시간 동안 37℃, 5% CO2 조건에서 반응시킨 후 microplate reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        3. Enzyme-linked immunesorbent assay (IL-1β, IL-6, TNF-α)
        1×106 cells/mL의 U937 세포에 PMA를 최종 농도100 nM로 처리하여 24시간 동안 37℃, 5% CO2 조건에서 배양시켰다. PMA를 처리한 U937 세포를 1×105/mL로 6 well plate에 분주한 후 1.25 μg/mL 농도의 lipopolysaccharide (LPS)와 수벌번데기 분획추출물 각각의 단독 처리군, lipopolysaccharide (LPS)와 수벌번데기 분획추출물 동시 처리군, 수벌번데기 분획추출물 24시간 처리 후 LPS 처리 군으로 나누어 24시간 동안 37℃, 5% CO2 조건에서 반응 시켰다. 이후 세포배양액을 모아 enzyme-linked immunosorbent assay (ELSIA) kit (R&D systems)를 사용하여 각 처리군의 cytokine의 변화를 측정하였다.

      

      
        4. Real time-reverse transcriptase-PCR
        U937 세포는 ELISA assay와 동일한 반응 조건으로 1×106 cells/mL에 100 nM로 PMA를 24시간 동안 처리하고 1.25 μg/mL 농도의 LPS와 수벌번데기 분획추출물의 단독 처리군, LPS와 수벌번데기 분획추출물 동시 처리군, 수벌번데기 분획추출물 처리 후 LPS 처리군으로 나누어 2, 4, 8, 16시간 동안 37℃, 5% CO2 조건에서 반응시켰다. 이후 세포를 모아 RNA purification kit (QIAGEN)를 사용하여 RNA를 분리하였다. 분리한 RNA는 2× Rapi-detect mix를 사용하여 Bio-Rad 사의 CFX96TM Real-time system 기기를 사용하여 60℃에서 5분 동안 cDNA를 합성한 후 95℃ 10초, 60℃ 20초, 72℃ 20초 반응 조건으로 40 cycle 동안 PCR을 수행하였다. 목적 유전자 IL-1β, IL-6, TNF-α 발현의 변화를 각 목적유전자 Ct 값과 대조군으로 β-actin 유전자의 Ct 값의 상대적 비율로 분석하였다. Real-time reverse transcriptase-PCR에 사용한 프라이머 염기서열은 Table 1에 나타내었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Sequence of primers used for real-time reverse transcriptase PCR
          
          

        

        
          
            
              	Name
              	Sequence
              	Reference
            

          
          
            	IL-1B_F
            	CCACAGACCTTCCAGGAGAATG
            	
              
                Erndt-MarinoandHahn, 2016
              
            
          

          
            	IL-1B_R
            	GTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG
          

          
            	IL-6_F
            	AGACAGCCACTCACCTCTTCAG
          

          
            	IL-6_R
            	TTCTGCCAGTGCCTCTTGCTG
          

          
            	TNFa_F
            	CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG
          

          
            	TNFa_R
            	ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC
          

          
            	bActin_F
            	CACCATTGGCAATGAGCGGTTC
          

          
            	bActin_R
            	AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT
          

        

        

      

      
        5. 통계처리
        모든 실험의 결과는 3반복하여 평균 및 표준편차로 표기하였고 통계분석은 각 시료 간의 유의적 변화를 t-test로 분석, 판정하였다 (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. U937 세포에서 수벌번데기 분획추출물의 cell viability
        수벌번데기 추출물을 U937 세포주에 처리하였을 때 세포독성을 알아보기 위하여 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05 mg/mL의 농도를 1×104 cell/well에 처리하여 96시간까지 반응시킨 결과 수벌번데기 추출물을 처리하지 않은 실험군과 비교하였을 때 10 mg/mL 농도로 수벌번데기 추출물을 처리하였을 시 수벌번데기 추출물 처리 시간에 의존적으로 생존력이 증가하는 것으로 나타났다. 5 mg/mL 농도로 처리한 실험군에서는 10 mg/mL 처리군보다 생존력은 떨어지게 나타났다. 그 외 1, 0.5, 0.01, 0.05 mg/mL 농도의 수벌번데기 추출물 처리군은 수벌번데기 추출물을 처리하지 않은 대조군과 비슷한 수준으로 나타났다 (Fig. 1). 수벌번데기 추출물은 농도와 시간에 의존적으로 U937 세포 생존력에 영향을 주는 결과를 얻었으며 처리한 농도에서 세포독성은 나타나지 않았다. 이에 따라 U937 세포에서 세포독성 없이 항염증 효과를 알아볼 수 있는 수벌번데기 추출물의 농도는 5 mg/mL 이상, 10 mg/mL의 수준으로 72시간까지 처리 가능한 것으로 판단하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Viability of U937 cells in water fraction of drone pupa extract. U937 cells were seeded on 96 well plates at a density of 1×104/well. After sixteen hours, the water fraction of drone pupa extract was treated for 24, 48, 72, 96 hrs. And then the Ez-cyto reagent was added, incubated for 3 hrs, and the OD value was measured at 450 nm. The values are expressed as the mean±STD (n=3). t-test was used to calculated statistical significance. *P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.0001
          
          

          

        

      

      
        2. 수벌번데기 분획추출물이 U937 세포에서 LPS로 유도된 염증성 cytokine 생성에 미치는 영향
        급성 염증반응에 관여하는 cytokine의 단백질 발현 수준에서 수벌번데기 추출물의 영향을 알아보기 위하여 phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)를 처리하여 U937 세포를 macrophage로 활성화 시킨 후 LPS를 처리하여 급성염증반응을 인위적으로 유도한 후 IL-1β, IL-6, TNF-α의 분비량의 변화를 알아보았다. 그 결과 IL-1β는 LPS 단독처리 시 83.47±0.03 pg/mL이 검출되었고 수벌번데기 추출물 단독처리군에서는 IL-1β가 검출되지 않았다. 반면 LPS와 수벌번데기 추출물을 함께 처리한 세포에서는 수벌번데기 추출물의 농도에 따라 1.74±0.01, 38.21±0.01 pg/mL로 감소하였다. 또한 수벌번데기 추출물을 세포에 먼저 24시간 동안 처리한 후 LPS로 염증반응을 유도하였을 때도 40.77±0.01, 37.65±0.04 pg/mL로 감소함을 확인하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of DP treatment on lipopolysaccharide (LPS)-induced IL-1β production. Human U937 monocytes at densities of 1×105 cell/mL were treated with 1.25 μg/mL LPS that pretreated with DP extract or combination with DP extract. IL-1β levels in the supernatants were determined via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) after 24 h of treatment. The values are expressed as the mean±STD (n=3). t-test was used to calculated statistical significance. *P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.0001
          
          

          

        

        IL-6는 LPS 단독 처리하였을 때 221.34±0.05 pg/mL로 검출되었다. 수벌번데기 추출물을 단독으로 세포에 처리하였을 때는 1.09, 0.73 pg/mL로 적은 양이 검출되었고 LPS와 수벌번데기 추출물을 동시에 처리한 세포에서는 처리한 추출물의 농도에 따라 23.84±0.001, 71.37±0.001 pg/mL로 LPS 단독 처리했을 때보다 그 양이 감소하는 것을 볼 수 있었다. IL-6는 수벌번데기 추출물을 먼저 처리한 후 염증반응을 유도하였을 때 10.73±0.002, 37.28±0.003 pg/mL로 동시 처리하였을 때보다 더 감소되었음을 확인할 수 있었다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of DP treatment on lipopolysaccharide (LPS)-induced IL-6 production. Human U937 monocytes at densities of 1×105 cell/mL were treated with 1.25 μg/mL LPS that pretreated with DP extract or combination with DP extract. IL-6 levels in the supernatants were determined via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) after 24 h of treatment. The values are expressed as the mean±STD (n=3). t-test was used to calculated statistical significance. *P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.0001
          
          

          

        

        TNF-α는 LPS를 단독으로 처리한 세포에서 219.57±0.02 pg/mL이 검출되었으며 수벌번데기 추출물을 단독 처리한 세포에서는 처리한 농도에 따라 24.84±0.004, 0.68±0.001 pg/mL 검출되었고 수벌번데기 추출물과 동시에 처리된 세포에서는 223.92±0.01, 189.94±0.01 pg/mL 검출되었다. 또한 수벌번데기 추출물을 24시간 먼저 처리한 후 LPS을 처리하였을 때 320.93±0.11, 501.71±0.01 pg/mL 검출되는 것을 알 수 있었다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of DP treatment on lipopolysaccharide (LPS)-induced TNF-α production. Human U937 monocytes at densities of 1×105 cell/mL were treated with 1.25 μg/mL LPS that pretreated with DP extract or combination with DP extract. TNF-α levels in the supernatants were determined via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) after 24 h of treatment. The values are expressed as the mean±STD (n=3). t-test was used to calculated statistical significance. *P≤0.05; **P≤0.01; ***P≤0.0001
          
          

          

        

        세 가지 cytokine에 대한 ELISA를 이용한 양적 분석은 각 표준물질을 이용하여 회귀식을 구하였으며 사용한 제품의 방법에 따라 4-paralogistic curve를 작성하여 얻은 회귀식 y={A-D/1+ (x/C)B}+D을 통해 계산하였으며 이때 R 값은 1이었다.

      

      
        3. 수벌번데기 분획추출물이 U937 세포에서 LPS로 유도된 염증성 cytokine 유전자 발현의 영향
        수벌번데기 추출물을 U937 세포에 처리하였을 때 인위적 염증반응 유도 시 관여하는 cytokine 유전자 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 U937 세포의 RNA를 주형으로 PCR를 수행하였다. U937 세포에서 IL-1β, IL-6, TNF-α 유전자의 발현은 β-actin의 발현량과 비교한 비율로 정량화하였다. 그 결과 IL-1β 유전자는 수벌번데기 추출물과 LPS를 동시에 2시간 동안 처리한 세포와 LPS 단독 처리한 세포와 비교하였을 때 IL-1β 유전자 발현 감소를 볼 수 있었으며 24시간 동안 수벌번데기 추출물 처리 후 LPS를 처리한 세포에서는 4시간 반응시간 후 IL-1β 유전자가 감소함을 알 수 있었다. 또한 IL-6의 경우 IL-1β 유전자와 비슷한 양상을 보였으며 TNF-α 유전자는 4시간 반응까지 수벌번데기 단독 처리한 세포와 LPS를 함께 처리한 세포에서의 유전자 발현이 LPS 단독 처리한 세포에서 보다 감소하였다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of DP treatment on lipopolysaccharide (LPS)-induced IL-1β, IL-6, and TNF-α mRNA expression after 2, 4, 8, and 16 h. Human U937 cells at densities of 1×105 cell/mL were treated with 1.25 μg/mL LPS that pretreated with DP extract or combination with DP extract. IL-1β, IL-6, TNF-α gene expression levels were determined via real-time reverse transcriptase PCR after 2, 4, 8, 16 h of treatment. Each cytokine gene mRNA expression level (A) at 12.5 mg/mL, (B) 6.25 mg/mL DP extract. 1, Control; 2, LPS1.25_2; 3, LPS1.25_4; 4, LPS1.25_8; 5, LPS1.25_16; 6, DP_2; 7, DP_4; 8, DP_8; 9, DP_16; 10, DP+LPS1.25_2; 11, DP+LPS1.25_4; 12, DP5+LPS1.25_8; 13, DP+LPS1.25_16; 14, 24_DP_2; 15, 24_DP_4; 16, 24_DP_8. The values are expressed as the mean±STD (n=3).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      수벌번데기는 우수한 영양성분을 갖는 미래 식량의 대체인 식용 곤충의 하나로 우리나라에서는 2022년 식품원료로 허가되어 다양한 식품에 응용될 수 있는 길이 열렸다. 식품원료로서 뿐 아니라 수벌번데기 추출물에서 항당뇨, 항산화 효과 및 ADH 활성에 대한 연구와 지속적으로 수벌번데기의 약리 작용에 대한 과학적 근거를 마련하고자 노력하고 있다 (Kim et al., 2020; Kim et al., 2021b). 최근 식품원료로 허가되어 있는 식용 곤충들에 대한 다양한 약리적 효능에 대한 연구가 꾸준히 진행되고 있으며 이들 중 항염증 효과를 갖는 펩타이드를 스크린하고 그 효능에 대한 보고가 있었다 (Tsutsumi-Ishii et al., 2003; Stull et al., 2018; Yamadera et al., 2018; Choi et al., 2021; Park et al., 2021).

      근래 현대인에게 가장 위협이 되는 질벙으로 많이 알려진 암, 당뇨, 동맥경화, 고혈압, 뇌졸증과 크론병, 아토피성 피부염 등과 같은 만성 질환과 치매와 같은 퇴행성 질환에서의 antigen-presenting cell (APC)로 알려져 있는 macrophage의 과도한 활성화는 염증 매개 물질들을 다량 분비하게 유도함으로써 임상적 증상의 영향을 주게 된다고 보고된 바 있다 (Bennett et al., 2018; Lee et al., 2020). 이러한 염증 매개 물질로서 IL-1β, IL-6, TNF-α IL-4, IL-8, IL-10, IL-21 등과 같은 cytokine이 있으며 급성 염증반응 관련 cytokine은 TNF-α, IL-1β, IL-6가 있다. TNF-α는 그람 음성 세균을 포함한 병원체에 의한 급성 염증반응의 매개자이며 나아가 중증 감염의 전신적 합병증의 원인이 되며 이외에도 항종양 활성, 분화, 증식을 조절하는 기능도 있다. IL-1β는 감염이나 자극에 대한 염증반응 매개자로서 monocyte, macrophage, 비만세포, 백혈구, 신경세포 등 다양한 세포에서 분비되는 것으로 알려져 있고 그 역할도 다양하여 T, B, NK 세포 등과 염증반응을 통한 면역 반응과 관련성을 보고하고 있다. IL-6는 선천 면역 및 후천 면역 모두에 기능을 하는 cytokine으로 T cell, B cell, monocyte가 분비하는 것으로 보고된 바 있으며 급성기 염증반응에 관여한다고 알려져 있다 (Chung et al., 2010). 사람 monocytic cell인 U937 세포는 RAW264.7과 함께 많은 염증반응 및 면역반응 관찰에 사용되고 있으며 PMA라는 약제로 macrophage-like cell로 활성화하여 연구하였다 (Haidet et al., 2012; Yamadera et al., 2018; Prasad et al., 2020). 이처럼 LPS로 인위적 염증반응을 유도하였을 때 수벌번데기 추출물은 염증 매개 cytokine의 분비를 억제하는 효과를 보였다. IL-1β, IL-6, TNF-α 각각은 LPS 단독 처리 시 양적 차이를 나타내며 모두 분비었고 LPS와 수벌번데기 추출물을 동시에 처리하였을 때, 수벌번데기 추출물을 먼저 처리한 후 염증반응을 유도하였을 때 모두 IL-1β와 IL-6는 단백질 발현 수준에서 감소함을 알 수 있었다. 또한 유전자 발현은 β-actin 유전자를 대조군으로 하여 상대적 분석을 하였을 때 유전자 수준에서 감소하는 경향을 보였다. 그러나 TNF-α는 수벌번데기 추출물을 처리하였을 시 분비량이 억제되는 양상을 보이지 않았고 또한 수벌번데기 추출물을 단독 처리하였을 때도 일정 수준 TNF-α의 분비가 유도되는 것으로 나타났다. 이것으로 보아 수벌번데기 추출물은 IL-1β와 IL-6를 줄이는 효과가 보였으나 TNF-α를 줄이는 효과는 볼 수 없었다. 그러나 TNF-α는 pro-inflammatory 역할 뿐 아니라 항종양활성을 갖고 있다 (Webster and Vucic, 2020). 다양한 암세포에서 apoptosis를 유도하는 역할이 다수 보고된 바 있어 추후 수벌번데기 추출물이 암세포에 apoptosis를 유도하는 기전에 대한 연구에서 TNF-α의 관여 여부를 확인해야 할 것으로 판단된다. 이처럼 수벌번데기 추출물 처리는 세포에서 급성 염증반응에 관여하는 cytokine을 단백질 수준과 유전자 수준에서 모두 영향을 줄 수 있다는 결과를 얻었다. 이는 수벌번데기 추출물이 염증 치료 및 예방에 대한 활성이 있음을 추정하게 하였다. 그러나 앞으로 좀 더 다양한 조건에서 수벌번데기 추출물의 항염증 활성에 대한 연구가 수반되어야 할 것이며 또한 항염증 활성을 갖는 물질을 찾는 연구를 통해 식품 원료로서 뿐 아니라 의약소재로서 활용할 수 있기를 기대해 본다.
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