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            초록
          
        

        
          
            Background
            Snow lotus [Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip.] is used in Chinese herbal medicine because of its antioxidant and anti-inflammatory effects. The mechanism of its anti-inflammatory effect on allergic response is unknown.

          

          
            Methods and Results
            We evaluated the effect of the aqueous extract of S. involucrata flowers on the allergic inflammatory response in dinitrophenyl-immunoglobulin E (DNP-IgE)-activated RBL-2H3 cells. Cell viability and β-hexosaminidase release from the activated RBL-2H3 cells were evaluated. The levels of proinflammatory molecules including tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin (IL)-4, IL-10, IL-1β, and prostaglandin E2 in RBL-2H3 cells treated with 5% and 10% S. involucrata extract. Treatment with S. involucrata extract significantly suppressed the phosphorylation of protein kinase B (AKT), p38, c-Jun N-terminal kinase (JNK), extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2, and mitogen-activiated protein kinase (MEK) in a dose-dependent manner. S. involucrata extract also inhibited the Fc epsilon receptor 1 signaling pathway involving phosphorylation of Lyn, Syk, and phosphoinositide 3-kinase (PI3K), which is associated with the PI3K-AKT-ERK pathway and cytokine expression. A major mechanism of action of S. involucrata extract was to reduce the extent of the DNP-IgE-induced cytoskeletal change from globular to filamentous actin in RBL-2H3 cells.

          

          
            Conclusions
            S. involucrata extract mediates its antiallergic effect by suppressing inflammation. The findings will be valuable in the development of S. involucrata extract as a phytomedicine with minimal side effects for allergic diseases.
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      서 언
      알러지성 염증은 환경오염의 오염원, 자외선, 비만과 같은 성인병으로 인해 발생하며, 이 같은 원인으로 면역체계의 이상이 발생하게 된다 (Kim et al., 2018; Park et al., 2019). 이때 발생되는 히스타민은 외부자극에 의해 신체가 빠른 방어를 하기위해 분비하는 물질 중 하나로 상처가 난 부위를 붉게 변화시키거나, 피부를 부어오르게 하고, 통증을 유발시키는 염증반응물질이다 (Tabakawa et al., 2018). 히스타민은 호염구, 비만세포 등에 존재하며 면역물질과 면역세포의 반응을 통해 감염원을 제거하거나 불활성화 시키는 작용을 한다 (Larsen et al., 2018; Xu and An, 2017).

      아토피 질환은 환자에게 큰 고통을 동반하기 때문에 치료법으로 항히스타민제가 개발되었고, 항히스타민 제품에 대한 부작용 연구가 진행되었다 (Tannert et al., 2017). 히스타민 수용체는 인체에 독특하게 분포되어 있으며, 다양한 조직 기능이 다양한 기능을 갖는다. 알레르기성 비염, 천식, 아토피성 피부염, 결막염 및 두드러기에 동반되는 기타 피부질환 등 다양한 질환의 선택적 조절을 유도하여 상이한 신호전달 경로에 직접 활성화 기능뿐 아니라 T 세포를 조절하여 새로운 치료제 개발을 하고자 하였다 (Bui et al., 2017). 항히스타민제의 복용은 장내 약물수송의 생체이용률 영향을 받기 때문에 약물의 흡수를 방해할 가능성이 있다.

      항히스타민 제는 말초 및 중추 신경 부작용을 일으킬 가능성이 있기 때문에 식품 알레르기 및 아나필락시스 가이드 라인은 초기 약물 선택에 항히스타민제 사용을 권장하지 않는다 (Hirzallah and Choi, 2016; Štromberga et al., 2017). 아토피환자들에게 항히스타민제 복용 외의 새로운 약물에 대한 개발이 요구되고 있다.

      The high-affinity IgE receptor (FcεRI 또는 Fc epsilon RI)는 IgE 수용체로 외부의 자극 면역에 관여하는 항체와 고도의 친화력을 갖는 수용체이다. FcεRI 는 비만세포, 호염구 및 활성화된 호산구에서 발견되며, 이 수용체는 알레르기 반응을 제어하는 데 중요한 역할을 한다 (Kim et al., 2017; Draberova et al., 2019). FcεRI는 항원이 세포에 접촉하면 첫 번째 반응부위로 염증을 촉진하는 중요한 면역 조절 매개체 (싸이토카인, 인터류킨, 백류코트리엔 및 프로스타글란딘)의 생산을 제어한다. 특히, 히스타민을 조절하여 염증 증상을 유발 시키게 된다 (Seresirikachorn et al., 2019). FcεRI 발현은 염증성 싸이토카인을 생성시키고 호염구의 탈과립 및 알레르기 질환에 큰 상관관계를 갖는다. 비만세포 (RBL-2H3)에서 FcεRI은 Tyrosine-protein kinase의 종류인 Lyn 및 Syk을 조절하여 phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) 및 5' AMP-activated protein kinase (AMPK)에 영향을 준다. Lyn 및Syk의 인산화는 세포내 칼슘을 방출시키고, T helper 세포를 활성화시켜 호염구의 탈과립-염증을 유발한다 (Lin et al., 2016).

      눈연꽃의 학명은 Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. (S. involucrata)으로 국화과 에키네시아속의 다년생꽃으로 설연화로 불린다. 중국 해발 2,400 m - 4,100 m의 가파른 절벽에 자라며 예로부터 감기, 혈액순환 촉진, 자궁수축, 불규칙한 월경, 류마티스염, 항염증 및 진통의 기능을 가지고 있어 이용되었다 (Zhang et al., 2017). 눈연꽃에 포함된 단일물질은 플라보노이드, 페닐프로판올, 다당류, 알칼로이드 및 락톤이 포함되어 있으며, 이러한 물질들은 항산화, 항염증, 혈관 손상과 같은 약리적 효과가 검증되었다 (Liou et al., 2017; Wang et al., 2020). 눈연꽃 추출물은 세포를 보호하고, 염증을 완화시키는 물질로 알려져 있다. 이러한 효과를 이용해 오랜 기간동안 중국에서 전통의약으로 이용되었고 (Zhang et al., 2017), 고산지대 높은 절벽에서 자라고 있음에도 많이 채집되고 있다. 재배법 개발을 통해 좀 더 용이하게 이용될 수 있으면 제약으로의 가능성이 더 원활이 진행될 것으로 보인다.

      눈연꽃의 항염증작용은 싸이토카인류의 분석에만 그치며, 그 구체적인 메커니즘은 알려진 바가 없기 때문에 본 연구에서는 눈연꽃의 항염증 작용을 세포신호와 기전 및 염증성 싸이토카인 억제 효과를 확인하는 연구를 진행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        실험에 이용한 눈연꽃 [Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. (S. involucrata)]은 단정바이오에서 판매되는 건조된 꽃부분을 열수추출한 눈연꽃 추출물 (액상타입)을 구입하여 연구재료로 사용하였다. 추출에 이용된 눈연꽃 원재료는 중국에서 수출 시 통관 허가된 제품으로 통관 시 학명을 확인하였다.

      

      
        2. 세포배양
        RBL-2H3 세포는 한국세포주은행 (Seoul, Korea)으로부터 분양 받아 실험에 사용하였다. 배양액은 RPMI-1640 (Capricorn, Ebsdorfergrund, Germany) 배지에 10% fetal bovine serum (Hyclone Labs, Thermo Scientific Inc., Rockford, IL, USA)와 1% penicillin streptomycin (Capricorn, Ebsdorfergrund, Germany)이 포함되도록 제조하였다.

        48-well plate (SPL life science Inc., Pocheon, Korea)에 2 × 105 cells/well으로 세포를 처리하고 18 시간 배양한 후 Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS, Welgene Inc., Daegu, Korea)로 2회 세척한 뒤 anti-dinitrophenyl (DNP)-immunoglobulin E (IgE, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 1 ㎍/㎖의 농도로 처리 후 24 시간 배양하였다. DPBS로 2 회 세척하여 잔여 IgE를 제거 후 추출물을 312, 625 및 1,250 ㎍/㎖ 처리한 후 1 시간 뒤에 dinitrophenyl-bovine serum albumin conjugate (DNP-BSA, Sigma-Aldrich Co., ST. Louis, MO, USA)를 6 시간 동안 처리하였다. 반응을 정지시키기 위해 얼음위에 10 분간 방치 후 배양액을 회수하였고 4℃ 2,000 rpm으로 10 분간 원심분리한 후 상층액을 회수하였다. 양성대조군으로 dexametason (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), PP2 (Src family kinase inhibitor, Selleckchem, Houston, TX, USA)을 이용하였다.

      

      
        3. β-Hexosamididase 측정
        면역염증 시험에서 회수한 배양액 25 ㎕를 p-nitrophenyl N-acetyl-β-D-glucosamide (p-NAG, 10 mM, Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 포함하는 0.1M sodium citrate buffer (pH 4.5)를 50 ㎕ 첨가하여 96-well plate (SPL life science Inc., Pocheon, Korea)에 처리하고 37℃에서 1시간 반응시켰다. 반응 종료 후 β-hexosaminidase activity를 micorplate reader (Molecular Devices LLC, Sunnyvale, CA, USA)로 405 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. Cytokine 및 PGE2 측정
        면역염증 시험에서 회수한 배양액 50 ㎕를 이용하여 tumor necrosis factor-α (TNF-α, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), interleukin (IL)-6 (MyBioSource, San Diego, CA, USA), IL-1β (MyBioSource, San Diego, CA, USA), prostaglandin E2 (PGE2, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) ELISA kit를 이용하여 microplate reader로 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. 세포독성 측정
        RBL-2H3 세포주를 1 × 104 세포수로 처리 후 12 시간 배양한 뒤 눈연꽃 추출물을 312, 625 및 1250 ㎍/㎖로 처리 후 24 시간 추가배양하였다. 각 well에 20 ㎕의 MTS (Promega Inc., Madison, WI, USA) 처리 후 호일로 감싸고 20 분간 배양한 뒤 micorplate reader로 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. 총 단백질 발현분석
        RBL-2H3 세포주를 60㎜ 세포배양 접시 (SPL life science Inc., Pocheon, Korea)에 4.5 × 105 세포수로 12 시간 배양한 뒤 눈연꽃 추출물 312, 625 및 1250 ㎍/㎖를 처리한 후 24 시간동안 추가배양한 후 세포를 수집하였다. Phosphatase inhibitor cocktail (ATTO, Tokyo, Japan)과 protease inhibitor cocktail (ATTO, Tokyo, Japan)가 포함된 radioimmunoprecipitation (RIPA) lysis buffer (ATTO, Tokyo, Japan)를 이용하여 얼음에 1 시간 동안 분해한 뒤 13,000 rpm에서 15 분간 원심분리기 (Hanil, Daejeon, Korea)로 원심분리를 실시하였다. 상층액을 Pierce™ BCA Protein Assay Reagent (Thermo Fisher Inc., San Jose, CA, USA)를 이용하여 정량한 뒤 20 ㎍의 단백질을 SDS-PAGE gel method를 이용하여 전기영동하고 membrane에 transfer 하였다.

        1 × PBS-T (LPS solution, Daejeon, Korea)로 5% skim milk (KisanBio Co., Seoul, Korea)를 제조하여 1 시간 동안 blocking한 뒤 1 차 항체를 각각 1 : 1,000의 농도로 16 시간 4℃의 냉장실에 반응시켰다. 3 회 PBS-T로 세척한 뒤 2차 항체를 각각 1 : 5,000의 농도로 실온에서 처리 후 다시 3 회 PBS-T로 세척 후 Amersham ECL western blotting detection reagent (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)를 이용하여 발색 후 Amersham imager 680 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)으로 측정하였다. 발색은 ImageQuantTL software (GE Healthcare, Piscataway, NJ)를 이용하여 분석하였다.

        항체는 anti-protein kinase B (AKT), anti-p-AKT, anti-p-p38, anti-p-c-Jun N-terminal kinases (JNK), anti-p-Mitogen-activated protein kinase 3(Erk)1/2, anti-p-mitogen-activated protein kinase (MEK) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA), anti-p-tyrosine-protein kinase Lyn (Lyn), anti- p- Src family tyrosine kinase (Fyn), anti-p- spleen tyrosine kinase (Syk, Cell Signaling, Beverly, MA, USA)을 이용하였다.

      

      
        7. F-actin 분석
        RBL-2H3 세포주를 60 ㎜ 세포배양 접시 (SPL life science Inc., Pocheon, Korea)에 4.5 × 105 세포수로 12 시간 배양한 뒤 눈연꽃 추출물 312, 625 및 1250 ㎍/㎖로 24 시간동안 처리한 후 세포를 수집하였다. 1 × 105개의 세포를 회수하여 pH 7.4 DPBS로 세척 후 100 ㎕ fluorescence-activated cell sorting (FACS) buffer, DPBS + 0.5% BSA (Sigma-Aldrich Co., ST. Louis, MO, USA) + 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, USA)에 현탁시키고, 0.1% Triton을 10 분간 얼음위에서 처리하여 permeabilization 과정을 진행하였다.

        세포를 200 ㎕의 DPBS로 3 회 세척 후 100 ㎕의 FACS buffer에 5 ㎕의 f-actin antibody (Abcam, Cambridge, MA, USA)를 세포에 첨가하여 1 시간 동안 냉장 처리하였다. 200 ㎕의 DPBS로 3 회 세척 후 allophycocyanin (APC) 결합된 2 차 항체 (Thermo Fisher Inc., Waltham, MA, USA)를 1 : 1,000으로 처리하여 반응시켰다. 염색한 세포를 200 ㎕의 DPBS로 3 회 세척 후 300 ㎕의 FACS 버퍼를 첨가하여 flow cytometry (FACS, Attune NxT, Invitrogen, Camarillo, CA, USA)를 사용하여 분석하였다.

      

      
        8. 통계분석
        모든 생리활성 실험은 3 회 반복 실험을 통해 수치화 하였으며, 통계분석은 One-way ANOVA로 신뢰구간 p < 0.05으로 Bonferroni 사후검정을 실시하였다. 통계프로그램은 Graph Pad Prism 5 software (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, USA)를 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 눈연꽃 추출물의 세포독성
        본 연구에서는 눈연꽃 [Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. (S. involucrata)] 추출물의 항염증 작용을 관찰하기 위해 RBL-2H3에서 추출물이 갖는 세포독성을 확인하였다 (Fig. 1A). 눈연꽃 추출물이 실험농도 312, 625 및 1250 ㎍/㎖에서 세포독성이 확인되지 않았다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. extract on cell viability, β-hexosaminidase and histamine marker (PGE2) release degranulation in IgE-stimulated rat basophilic leukemia (RBL-2H3) cells.
            (A); Cell viability assay. RBL-2H3 cells (1 × 104 cells/well)were seeded in a 96-well plate overnight at 37℃ and incubated with S. involucrata E (312, 625 and 1,250 ㎍/㎖) for 24 hr. The MTS in vitro cytotoxicity assay was used for assessing cell viability. All values are the mean ± S.D. of three independent experiments. Values of ***p < 0.001 were considered significantly different to the anti-DNP IgE plus DNP-BSA, One-way ANOVA. (B); β-hexosaminidase release. RBL-2H3 cells (2 × 105 cells/well)were seeded in a 48-well plate overnight at 37℃ and incubated with anti-dinitrophenyl (DNP)-IgE (1 ㎍/㎖) for 18 h. The IgE-sensitized cells were preincubated with S. involucrata E (1, 5, and 10%, v/v) or dexamethasone (10 μM) for 1 h, and subsequently stimulated with the dinitrophenyl-bovine serum albumin conjugate (DNP-BSA) (10 μg/ml) for 4 h. Value (%) Was calculated based on the O.D measurement of the blank of the untreated cell group. (C); prostaglandin E2 (PGE2) release. IgE-sensitized RBL-2H3 cells were preincubated with S. involucrata E, dexamethasone (10 μM), or PP2 (10 μM) for 1 h before antigen treatment for 6 h. All values are the means ± S.D. of three independent experiments. Values of *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 were considered significantly different to the anti-DNP IgE plus DNP-BSA, One-way ANOVA.

          
          

          

        

        독성시험이 이용된 MTS 기법은 미토콘드리아에서 배출되는 mitochondrial dehydrogenase와 반응하는 MTS 계열의 시약을 이용하여 세포의 증식률 또는 세포독성을 측정한다 (Wang et al., 2010). 이러한 시약은 MTT에서 용해도가 낮은 문제를 개선하여 쉽게 세포를 이용한 측정이 가능하도록 하였다. 세포에 처리되는 눈연꽃 추출물은 세포의 모양을 변화시키지 않았고, 증식을 유도하지도 않았다. 즉 염증치료 시 독성이 없기 때문에 안전한 약물로 개발 가능하다고 판단하였다.

      

      
        2. 눈연꽃 추출물의 β-hexosaminidase 및 염증성 싸이토카인 발생억제
        염증은 외부 자극에 의해 반응하여 상처를 유발하는데 복잡한 기전으로 발적, 발열, 종창, 동통 등의 증상이 나타난다 (Bundgaard et al., 2018). 염증상태에서의 과도한 싸이토카인이 생성되고, 혈관투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐만 아니라, 염증 매개체의 생합성을 촉진하여 급성과 만성염증을 유발하여 조직의 손상 및 유전자 변이 등을 일으킬 수 있다 (Kawanishi et al., 2017; Bundgaard et al., 2018).

        눈연꽃 추출물을 RBL-2H3의 IgE 자극과 함께 반응시켰을 때 β-hexosaminidase의 분비가 625 ㎍/㎖ 눈연꽃 추출물이 함께 처리된 군에서 8.6 ± 2.5% 감소하였고 (p < 0.001), 덱사메타손 10 μM 처리군과 유사한 억제효과를 보였다 (Fig. 1B). 염증의 초기 단계에서 국소적인 혈관 확장 및 호중구, 대식세포, 비만세포의 활성화를 촉진하는 염증의 활성을 일으키는 매개체인 PGE2를 확인한 결과 PGE2에서는 1250 ㎍/㎖의 눈연꽃 추출물부터 억제효과를 확인하였다 (p < 0.05, Fig. 1C). 싸이토카인 3 종류 (TNF-α, IL-6, 및 IL-1β)중 IL-6를 제외한 TNF-α 및 IL-1β에서 625 ㎍/㎖의 눈연꽃 추출물이 함께 처리된 군에서 감소되는 효과를 확인하였고 (p < 0.05, Fig. 2B and 2C), IL-6는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다. 면역 자극인 DNP-BSA에 의해 유도된 항알러지 타겟인자인 β-hexosaminidase 및 PGE2를 감소시켰고, 염증성 싸이토카인인 TNF-α 및 IL-1β를 억제시켜 염증을 완화시킨 것으로 확인된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. extract on degranulation in IgE-stimulated inflammatory cytokine production in IgE-stimulated RBL-2H3 cells.
            (A); TNF-α release. RBL-2H3 cells (2 × 105 cells/well)were seeded in a 48-well plate overnight at 37℃ and incubated with anti-dinitrophenyl (DNP)-IgE (1 ㎍/㎖) for 18 h. The IgE-sensitized cells were preincubated with S. involucrata E (1, 5, and 10%, v/v) or dexamethasone (10 μM) for 1 h, and subsequently stimulated with the dinitrophenyl-bovine serum albumin conjugate (DNP-BSA) (10 ㎍/㎖) for 4 h. (B); IL-6 release, (C); IL-1β release. Values of *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 were considered significantly different to the anti-DNP IgE plus DNP-BSA with One-way ANOVA and Bonferroni post-test.

          
          

          

        

        면역자극을 통해 활성화되는 염증성 싸이토카인 중 TNF-α는 대식세포를 자극하기도 하며 염증반응을 촉진하는 등 내재면역반응 (innate immune response)에 폭넓게 관여하는 신호분자이다. 또한, IL-1β는 열을 발생시키는 특징으로 내인성적인 역할로 보고된 바 있다 (Hagman et al., 2019). IL-1β는 만성 염증성 질환과 자가면역 증세에 관련이 깊어 이를 차단하는 다양한 방법들이 임상적으로 관심의 대상이 되었다. TNF-α 및 IL-1β는 마크로파지와 같은 세포의 Fc 수용체를 자극하는 면역글로불린 E (IgE)를 자극하여 FcεRI 신호전달경로를 조절하며, 아나필락시스 반응 (과민증 항원항체반응)을 일으켜 알러지성 염증을 유발한다 (Kong et al., 2020).

        본 연구진은 눈연꽃 추출물을 이용하여 FcεRI 신호전달경로 조절을 보고한 논문이 없었기 때문에 위 실험을 통해 항염을 구체적으로 분석하고, β-hexosaminidase, PGE2, TNF-α 및 IL-1β의 조절이 FcεRI의 신호경로와 관련이 있는지 단백질 수준의 확인이 필요하였다.

      

      
        3. 눈연꽃 추출물의 단백질 수준 변화
        염증성 매개물질 (히스타민, 비만세포 키마제, 트립타제, 세린에스테라제)은 matrix metalloprotease (MMP)를 활성화시켜 조직 세포간질을 파괴시킨다 (Patruno et al., 2018). 일부 세포들에서 세포부착분자 (adherent molecule)의 가교성을 억제시키고, 염증성 백혈구 및 림프구의 유입을 조장하게 된다. 이러한 과정에서 다양한 세포신호가 조절하는데 FcεRI 신호전달 경로가 중요한 역할을 한다 (Kong et al., 2020). IgE 결합부위인 FcεRIα 외부막 결합부위를 인지하여 Lyn과 Syk 신호뿐 아니라 PLCγ와 같은 신호를 자극하여 면역활성을 유도하는 신호를 조절한다.

        눈연꽃 추출물을 이용하여 세포내 단백질 수준의 FcεRI 신호전달경로를 확인할 결과 IgE 자극에 의해 증가된 Lyn과 Syk 인산화를 눈연꽃 추출물 5% 처리군부터 10% 처리군까지 감소시켰다. 눈연꽃 추출물 처리 시 PI3K의 레벨도 농도의존적으로 감소하는 것을 확인하였다 (Fig. 3A). PI3K와 함께 MAPK 신호전달경로의 변화를 확인하였고, 눈연꽃 추출물 처리시 농도 의존적으로 MAPK 신호전달경로 (AKT, P38, JNK, Erk1/2 및 MEK)의 인산화를 모두 감소시키는 것을 확인하였다 (Fig. 3B). 특히, TNF-α 및 IL-1β의 조절이 12.5 ㎕/㎖ 눈연꽃 추출물 처리시 감소된 것과 Lyn과 Syk 인산화를 억제하는 농도가 같았기 때문에 두 인산화 억제를 통해 TNF-α 및 IL-1β의 조절이 관련이 있는 것으로 보인다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. extract on protein phosphorylation in IgE-stimulated RBL-2H3 cells. The level of phosphorylation of Lyn, Syk, AKT, p38, JNK, MEK, Erk1/2, and PI3K was determined by western blot.
            (A); FcεRI pathway and PI3K signal control was determined by western blot analysis. (B); MAPK pathway was determined by western blot analysis. IgE-sensitized RBL-2H3 cells were preincubated with S. involucrata E, dexamethasone (10 μM) for 1 h before antigen treatment for 16 h. All values are the means ± S.D. of three independent experiments. β-actin was used as the loading control. All values were from three independent experiments. Values of *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 were considered significantly different to the anti-DNP IgE plus DNP-BSA, One-way ANOVA and Bonferroni post-test.

          
          

          

        

        PI3K에 관여하는 하위 시그널 중 Akt로 알려진 serine/threonine kinase의 종류인 PKD를 외부의 자극 및 세포내부의 신호를 조절하여 이를 통제하고 세포 증식과 생존을 조절하는 매개로 이용한다. 정상적인 Akt 신호는 세포를 증식하고, 인슐린과 DNA 손상 등에 의하여 활성화되어 세포막에서부터 네트워크 조절을 통해 생존에 관여한다 (Méndez-Pertuz et al., 2017). 반면, PKB에 의한 세포증식 조절은 세포사멸 (apoptosis)을 유도하거나 암세포를 활성화시키고, 염증자극을 유발시킨다. Mast 세포의 Akt 자극은 염증매개체를 통해 활성화되며, 이는 염증성 싸이토카인을 증가시키는 매개가 된다 (Ye et al., 2017). 이상의 결과를 통하여 눈연꽃 추출물의 처리가 rat 유래 mast 세포에서 자극된 Akt-MAPK를 감소시키고, 이를 통해 염증성 싸이토카인의 분비를 억제시킨다는 것을 확인하였다.

      

      
        4. 눈연꽃 추출물의 F-actin 단백질 조절
        세포는 이동 및 구조체를 유지하는 세포내 액틴-사이토스캘레톤 (actin-cytoskeleton)을 갖고 있는데, 이것은 세포의 모양을 유지하고, 극성을 유지시키며, 조직 재생과 밀접한 관련을 갖는다 (Baird and Holowka 2020). 포유류의 액틴은 단량체의 G-actin (globular actin, monomeric acitn)과 중합형인 F-actin (filamentous actin)의 형태로 존재하며, G-actin 형태는 생리학적 이온 농도의 변화에 따라 급속히 helical 형태로 중합되어 F-actin을 형성한다 (Kim et al., 2019). 이러한 구조적 변화는 구조의 안정성에 영향을 주고, 병원균이 숙주세포에 감염 시 이 같은 변화를 일으킨다.

        F-actin 항체를 이용하여 FACS분석한 결과 IgE 반응 시 F-actin이 증가 3.94% 증가했고 (p < 0.001), 눈연꽃 추출물 처리시 312 ㎍/㎖ 처리군부터 농도의존적으로 F-actin이 감소되는 것을 확인했다 (p < 0.001, Fig. 4). 이 같은 결과는 세포 내 방어기전을 회복하는 변화로 볼 수 있으며, 눈연꽃 추출물이 IgE에 의해 발생된 염증을 완화시키고 세포를 정상으로 복구시키는 작용을 의미한다고 할 수 있다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. extract on F-actin expression in IgE-stimulated RBL-2H3 cells.
            The signal from the F-actin antibody conjugated to allophycocyanin (APC) was determined by flow cytometry analysis. All values were from three independent experiments. Values of ***p < 0.001 was considered significantly different to the anti-DNP IgE plus DNP-BSA, One-way ANOVA and Bonferroni post-test.

          
          

          

        

        일부 추출물 중 용매별 극성도를 조절하여 화합물의 친화력을 조절한다. 식물추출 방법에는 일반적으로 물, 메탄올, 주정, 이소프로판올, 이산화탄소 및 에틸아세테이트를 가장 많이 사용하며 이는 식품의약품안정청 기능성 원료 표준화 지침서에 명기되어 있다.

        폴리페놀은 수소 결합에 의하여 단백질과 복합체를 형성하기도 하는데, 폴리페놀은 효소 산화 반응에 민감하며 모든 식물에 존재하는 분리 과정 중에 소실되는 경우가 많으므로 폴리페놀을 추출할 때 효소 산화 반응을 억제하기 위해 끓는 메탄올 추출하는 방법을 채택하기도 한다.

        또한, 플라보노이드의 경우 메탄올, 에탄올, 물 또는 이들을 조합하여 사용하여 추출 회수율을 높이거나 함량을 조절한다. 에탄올보다 메탄올이 더 극성이 강하며 메탄올이 더 친수성에 가깝고, 추출하는 물질의 극성도 범위도 메탄올이 에탄올 보다 넓기 때문에 극성물질은 100% 에탄올과 비교시 비슷한 물질로 추출되지만 비극성물질은 훨씬 다양하고 많이 추출될 수 있다. 다만, 메탄올이 신경독이기 때문에 상업적으로는 사용이 잘 되지는 않는다 (Zhang et al., 2000).

        눈연꽃 추출물을 이용한 추출조건에 대한 연구는 없으나, 일부 논문을 토대로 추출시 추출조건에 대한 연구는 눈연꽃 추출물의 항염효과를 극대화 시킬 수 있을 것으로 보인다 (Lee et al., 2019). 특히, 케르세틴, 아피기닌, 헤스페리딘 및 루테올린과 같은 플라보노이드 함유는 항염증을 유도하는 효과가 있는 것으로 알려져 있어 눈연꽃 추출물의 추출조건에 따른 연구는 추출효율 및 원료 제조공정 표준화에 필요할 것으로 판단된다 (Pang et al., 2019; Guo et al., 2019; Lodhi et al., 2020; Tiboc-Schnell et al., 2020).

        눈연꽃 추출물의 처리가 IgE 매개 RBL-2H3 세포의 염증자극을 완화하고, 염증성 싸이토카인을 억제시켜 FcεRI 신호를 조절하는 것을 확인하였다. 또한, F-actin을 안정화시켜 IgE 매개 면역자극을 정상화시켰다 (Fig. 5). 눈연꽃 추출물의 이 같은 매커니즘을 통해 염증억제제로 개발될 수 있는 기초를 제시하고자 한다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of Saussurea involucrata (Kar. & Kir.) Sch. Bip. extract on FcεRI and PI3K-AKT-MAPK signaling pathway in IgE-stimulated RBL-2H3 cells.
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