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Expressionofimmunegenesinrockbream(Oplegnathusfasciatus)by

immunostimulantsandiridovirusinfection

Ju-HeonKim

DepartmentofAquaticlifemedicine,GraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

IridovirusisamajorfishpathogeninmarineaquacultureofAsiancountries

includingKorea.Despiteofmanyspeciesaffectedbythispathogenesis,littleis

knowninteractionbetweeniridovirusandthefishimmunesystem.ThetypeI

interferon(IFN)system isoneofthemostimportantmechanismsforantiviral

defense.InthetypeIIFNresponse,manyIFN-relatedproteinsareinducedfor

establishinganantiviralstate.Mxproteinshavebeenshowntoinhibitvirus

replication.Interleukin-1β(IL-1β)is a majormediatorofinflammation and

stimulates and enhances the expression of several genes that are

characteristically expressed during inflammation.Increased IL-1β has been

attributedtotheinduction ofnovelCyclooxygenase(Cox)isoform (Cox-2),

distinctfrom thewellcharacterizedconsititutiveactivity(Cox-1)andplaying

animportantroleinimmuneregulation.Cox-2geneisinducedby various

inflammatory signals, including cytokines, growth factors, and

lipopolysaccharide.Fish have a body temperature that is essentially the

temperatureofthesurroundingwatersothattheirentirephysiology,including

immune functions,is influenced by environmentaltemperature.We have

studied twoimportantinnateimmunegenes,MxgeneandCox-2gene,were
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cloned and sequencein rock bream.Expression ofthosetwo geneswere

analyzedinvivoconditionstimulatingwithLPSandpolyI:C .Theeffectof

iridovirusinfectionontheexpressionofimmunegenes,IL-1β,MxandCox-2

genes,inrockbream inlaboratorywereanalyzed.

Studiesinrockbream immuneresponseafteriridovirusandpolyI:Cinjection

at18℃ whencomparedtothoseresponsesat25℃.Whenrockbream was

injectedwithLPSandpolyI:C intraperitoneally,thepeaklevelofexpressed

immunegenesinheadkidneycellsandLivercellwasappearedat1daypost

injection.Moreoverthelevelsofimmunegenesinrockbream infectedwith

iridoviruswashigherthanthatofnon-infectedrockbream,negativecontrol.

Theiridovirusinfectedgrouphadonlysmallelevationintheexpressionof

immunegenesonday1andup-regulated3dayspostinfection,anddecreased

thereafter.Thesusceptibilityoffishtodiseaseispartlydependentontheir

environment,inparticularonwatertemperature.Thepathologicalsituationin

fishdependsbothontemperaturedependentimmunesystem regulationandon

pathogengrowth.Lowerwatertemperaturecausedalaterincreasedlevel

ofMxgenewhichpeakedon7dayspostinfectionofiridovirus.
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Ⅰ.서론

어류는 척추동물로,무척추동물과 고도로 발달된 척추동물 사이에 위치

한다.대식구(macrophage)와 과립 백혈구에 의한 탐식작용과 같은 주로 무

척추동물의 비특이적 면역 기전을 가지고 있으며, 또한 림포구

(lymphocyte)에 의한 세포성․체액성 면역 기전을 가지고 있다.어류는 포

유동물과는 대조적으로 비특이적 면역반응이 우선적으로 작용을 하게 되

며,면역반응에 일부분이 되게 되는 것이다.감염이 이루어지면,비특이적

면역기전이 병원체에 대한 1차적인 방어를 하게 된다 (B.Magnado"Lttir.,

2006;MiodragBelosevicetal.,2005).

인터페론은 세포 안에서 바이러스가 증식하는 것을 막고,이러한 생물에

대항해서 체내에서 빠르게 합성되는 매우 중요한 방어체계이다.모든 척추

동물은 인터페론을 생성하고 몇몇 무척추동물도 이것을 생성하는 것으로

보고되고 있다 (M.DeZoysaetal,.2007).인터페론은 세포가 바이러스나

그 밖 의 외부물질에 의해 자극을 받을 때만 생성되지만,바이러스의 증식

을 직접 막지 못한다.인터페론은 정상적으로 우리 체내에 존재하는

cytokine의 일종이며 단핵세포 및 B임파구에서 알파 인터페론이 섬유아세

포에서는 베타인터페론이,T 림파구에서는 감마인터페론이 만들어지고 이

들은 서로 다른 물리학적 성질 및 항원성을 가지고 있다.바이러스 감염에

대한 인터페론의 항바이러스 작용기전은 인터페론이 숙주세포에 있는 인터

페론 수용체에 결합되면 2,5-oligo(A)synthetase,protein kinase,Mx

protein등이 생성되어 세포내에서 바이러스의 증식과정 중 바이러스 RNA

를 분해하거나 단백질의 합성을 억제함으로써 항바이러스 작용을 낸다

(StephanieJohannaDeWitte-Orr,2006;BørreRobertsen,2006).또한 인
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터페론의 면역조절 작용으로 MHCclassI의 발현을 증강시킴으로서 세포

독성 T세포로 하여금 감염된 세포를 파괴시키는데 중요한 역할을 하고 있

다.어류에서 Mxgene은 포유류를 포함하여 어류에서 처음으로 perch

(Perca fluviatilis L.) 에서 확인되었고,수년간 많은 연구를 통해서

rainbow trout(Oncorhynchusmykiss),Atlanticsalmon (Salmosalar

L.),Atlantichalibut(HippoglossushippoglossusL.),Japaneseflounder

(Paralichthysolivaceus),fugu(Takifugurubripes),giltheadseabream

(Sparusaurata),channelcatfish (Ictaluruspunctatus),orange-spotted

grouper(Epinepheluscoioides).등 많은 어류에서 cloning되어 특징을 확

인 할 수 있었다 (Y.C.Wu,S.C.Chi.,2007).최근 넙치에서 Mxprotein은

hiramerhadovirus와 viralhemorrhagicsepticemia의 복제를 억제한다는

연구(LarsenR,RokensTPetal.,2004)와 Atlanticsalmon에서 Mxisoform

중 Mx1은 infectiouspancreaticnecrosisvirus(IPN)의 복제를 억제 할 수

있다는 연구 발표가 보고 되고 있다.

Coxenzyme에는 2가지 종류의 동종효소가 존재하는 것이 알려져 각각

Cox-1,Cox-2 또는 PGH synthase-1,PGH synthase-2 라고 불린다.

Cox-1gene은 위장관,신장,혈소판,혈관내피세포 등 모든 조직에 항상

내재적 구성성분으로(constitutive) 존재하는 Housekeeping gene이지만,

Cox-2 gene은 정상적인 상태에서는 발현되지 않고, 염증자극,

cytokine(IL-1),Growth factors등의 자극에 의하여(induced)염증조직,

Synoviocyte,Macrophage등에서 발현되는 immediateearlygene이다.실

제로 Cox-2는 monocytes와 fibroblasts같은 특정 세포유형에서 growth

factor,cytokines그리고 endotoxin등과 같은 inflammationmediator들에

의해서 합성이 유도되는 것으로 보고되고 있다 (F.Buonocore etal.,

2005).최근 rainbow trout와(Zouetal.,1999),brooktrout(Robertset
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al.,2000),zebrafish(Grosseretal.,2002)등 몇 몇 어류에서 Cox-1,

Cox-2 gene 이 밝혀졌다. 현재 여러나라 어류사이에서 빈번하게

iridovirus로 인한 유행성병이 출현 하였고,여러 국가에서 양식 해산어와

담수 관상어에 감염되어 많은 경제적 손실을 발생시키고 있다.특히

iridovirus는 한국의 양식어류인 rockbream (Oplegnathusfasciatus)에 심

각한 피해를 입히고 있는 실정이다.여러 어종에서 iridovirus에 대한 연구

가 지속적으로 이루어지고 있지만 효과적인 치료방법이 될 수 있는

vaccine개발이 현재 이루어지 않고 있다.효과적인 vaccine개발을 위해서

는 virus뿐만 아니라 virus에 대한 어체 반응까지 연구되어야한다.하지만

iridovirus에 가장 민감한 어류로 알려진 돌돔의 면역반응 정보는 아직 부

족한 실정이다.이에 본 연구에서는 돌돔에서 Mxgene을 cloning하고 ,사

이토카인의 한 종류인 염증 매개 물질 생산에 관여하는 효소인

cyclooxygenase-2(Cox-2)유전자의 cDNA 와 genomicDNA sequence를

밝혀서 그 분자적인 특성분석과 ,돌돔에 iridovirus를 challenge한 후 Mx

gene과 Cox-2gene이 감염의 초기 단계에 어떻게 변화하는지 분석하여

돌돔의 면역체계에 대한 충분한 기본 지식을 확보하고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험어

외관상 질병의 증세가 나타나지 않는 건강한 100～200g되는 양식산 돌

돔 (Oplegnathus fasciatus)개체들을 구입하여,실험실의 2ton수조에

수용하고,7일간 25℃ 수온에 순치 시킨 뒤 실험에 사용하였다.

2.단일 세포 현탁액의 준비

실험어에서 head kidney 조직을 적출하여 100㎍/ml의 penicillin,100

I.U./ml의 streptomycin이 첨가된 차가운 L-15medium (Sigma-Aldrich)에

담근 뒤 멸균된 nylonmesh를 이용하여 단일 세포로 현탁하였다.현탁액

은 5,000rpm에서 2분간 원심 분리하여 Hank'sbalancedsaltsolution

(HBSS,Sigma-Aldrich)으로 세척한 다음 최종적으로 L-15배지에 적정

농도로 현탁하였다.

3.면역유전자의 cloning

3.1.TotalRNA 분리

24시간 동안 자극시킨 돌돔의 두신으로부터 단일세포를 분리하고 현탁액

5,000rpm에서 2분간 원심 분리하고 상등 액을 제거한 후 cellpellet에
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TRIzol500㎕를 첨가하여 pipetting한 후 실온에서 5분간 반응시켰다.그

후 chloroform (Sigma-Aldrich)100㎕를 첨가하여 inverting해서 실온에서

10분간 반응시켰다.반응이 끝나면 4℃,12,000g에서 15분간 원심 분리하

고, 상등 액을 새 microtube로 옮겼다. 여기에 상등액과 동량의

Isopropanol(Sigma-Aldrich)을 첨가하여 inverting한 후 실온에서 10분간

반응시켰다.그 반응 후 4℃,12,000g에서 10분간 원심 분리하여 상등액을

제거하고 70% ethanol을 첨가하여 4℃,7500g에서 5분간 원심 분리하여

상등액을 제거하였다.그 침전물은 10분간 상온에서 자연 건조시켜

Nuclease-freewater(Hyclone)로 현탁한 뒤 사용 전까지 -70℃에서 보관

하였다.

3.2.RT-PCR

PCR tube에 reversetranscriptase0.5㎕ ,buffer2㎕ ,dNTP 2㎕

,Oligo(dt)primer1㎕ ,totalRNA 1㎍ 을 넣고 totalvolum 이 10㎕ 이

되게 Nuclease-freewater을 첨가한 후,42℃에서 60분 ,99℃에서 5분간 반

응 시켰다.여기서 만들어진 cDNA는 PCR반응에서 template로 사용하였

다. PCR amplication은 Perkin-Elmer2400thermalcycler를 사용하였고

아래와 같은 방법으로 실시하였다.10mM Tris-HCl,pH 8.3,50mM

KCl,1.5mM MgCl2,0.001% w/vgelatin,0.5% Tween-20,200μM of

eachdNTP,1μM 각 각 primer,1㎕ cDNA 첨가한 후 ,distilledwater

사용하여 총 volume이 20㎕ 가 되게 하였다.

이 혼합액은 95℃에서 3분간 pre-denaturation시키고,95℃ ,30초 ,55℃

30초 ,72℃ 30초,30cycle동안 반응 하였고,마지막으로72℃ for7분

(extensionperiod) 반응 하였다.PCR 생성물은 1% agarosegel상에서
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전기영동을 실시하여 확인하였다.

3.3.Gelelution

PCR 생성물은 GENEALL
TM
PlasmidDNA Preparation Kit(General

biosystems)를 사용하여 정제하였다.먼저 전기영동으로 확인된 band를

Cutting하여 새 microtube에 옮긴 후,GBbuffer300㎕를 첨가하여 50℃

에서 10분간 반응하여 gel을 녹였다.gel이 완전히 다 녹으면 그 mixture를

collectiontube에 들어 있는 spincolumn에 옮겼다.그 뒤,12,000rpm에서

1분간 원심 분리를 하고,column을 통과한 여과액은 제거하여 column만

collectiontube에 넣었다.다시 그 column에 NW buffer700㎕를 첨가한

후 12,000rpm에서 30초간 원심 분리를 하고 column을 통과한 여과액은

제거하여 column만 collectiontube에 넣었다.12,000rpm에서 2분간 원심

분리를 한 뒤 column만 새 microtube에 옮긴 후 EBbuffer30㎕를 넣어

1분간 반응시켰다.그 뒤 12,000rpm에서 1분간 원심 분리 하고 column은

제거하였다.그리고 cloning을 하기 위해 정제한 DNA는 사용 전까지 -2

0℃에서 보관하였다.

3.4.Cloning

정제한 DNA는 TOPO-TA Cloning
R
Kit(InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,

USA)를 사용하여 cloning하였다.우선 정제한 DNA 4㎕를 새 microtube

에 옮긴 후,saltsolution1㎕,distilledwater4㎕,TOPO
R
vector1㎕를

첨가하여 상온에서 30분간 반응시켰다.그 뒤에 competentcell(E.coli

DH5α-T1R OR)50㎕를 첨가하여 ice에서 30분간 반응시키고,42℃에서 40
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초간 heat-shock을 주었다.heat-shock이 끝나고 즉시 ice에서 2～3분간

옮겼다가 SOC배지 500㎕를 첨가하여 37℃에서 90분간 진탕 배양시켰다.

배양액은 IPTG ,X-Gal40㎍/㎖,ampicillin50㎍/㎖이 첨가된 LBplate에

도말하여 24시간 배양하였다.그리고 blue와 whitecolonies가 자라는 것을

관찰하였다.배양된 blue/white colonies 중에서 white colony를 취해,

ampicillin50㎍/㎖이 첨가된 LBbroth에 접종한 뒤 37℃에서 24시간 동안

배양하였다.plasmid는 GENEALL
TM

Plasmid DNA Preparation Kit

(Generalbiosystems)를 사용하여 다음과 같은 과정으로 분리하였다.배양

액을 새 microtube에 옮기고 4℃,12,000rpm에서 10분간 원심 분리 후

상등의 배지 성분을 제거하고 균 pellet에 S1buffer250㎕를 첨가하여 현

탁시켰다.그 후,S2buffer250㎕를 첨가하여 inverting하여 혼합한 뒤 그

즉시 S3 buffer 350㎕를 첨가하여 inverting하였다.이 혼합액을 4℃,

12,000rpm에서 10분간 원심 분리하고 그 상등액을 collectiontube에 들어

있는 spincolumn에 옮긴 후 30초간 12,000rpm에서 원심 분리하였다.

column을 통과한 여과액은 제거하고 column만 collectiontube에 넣어 PW

buffer700㎕를 첨가하였다.12,000rpm에서 30초간 원심 분리하여 column

을 통과한 여과액은 제거하고 column만 collectiontube에 넣은 후 다시

12,000rpm에서 2분간 원심 분리를 하여 남은 액을 완전히 제거하였다.그

뒤,column만 새 microtube에 옮기고 EB buffer30㎕를 첨가하여 1분간

반응시킨 후,12,000rpm에서 1분간 원심 분리하여 column을 제거하였다.

그리고 분리한 plasmidDNA는 염기서열을 분석하는 데 사용하였다.



- 8 -

4.면역유전자의 completeORF결정

4.1.DegeneratedPrimer제작

GenBank에 등록되어있는 Siniperca chuatsi (AY392097), Lates

calcarifer(AY821518) Sparusaurata(AF491302),Mxgene의 cDNA

sequence 를 서로 비교하여 conserved 한 region을 찾아 degenerated

primer(Mx F ,Mx R)을 제작하였고,Cox-2gene은 Oncorhynchus

mykiss (AJ238307), Salvelinus fontinalis (AF158373) 그리고

Micropogoniasundulatus(AB292357)의 Cox-2cDNA sequence를 비

교하여 3개의 어종에서 나타나는 conserved한 region을 찾아 degenerated

primer(CoxF,CoxR)을 제작하여,돌돔의 headkidneycell에서 분리

한 RNA를 template로 사용하여 RT-RCR 에 사용되었다.(Figure 1,

Table1).
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S iniper ca chuat si atgaa cactctg aaccagca gt atgaggag aaggtgcg tc cctgcatt gacctcat tg ac 60

L ates c alcarife r ..... ...c... .....a.. .. ........ ........ .. ........ ........ a. .. 60

Sparus aurata ........ ........ .. ........ ........ .. ........ ...c.... ....c... 60

S iniper ca chuat si tctct ccgctct ctgggtgt gg agaaggac ttggctct gc ctgctatc gccgtgat tg ga 120

L ates c alcarife r ..... t...... ..c..... .. ........ c....g.. .. ........ ........ a. .. 120

Sparus aurata ........ ........ .. ..a....g ........ .g .......c ........ ....c... 120

S iniper ca chuat si gacca aagctcg gggaagag ct ccgtgctg gaggcgct gt caggggtg gctctgcc aa ga 180

L ates c alcarife r ..... ....... ........ .. .t...... ........ .. ........ ........ .. .. 180

Sparus aurata ........ ......a. .. .....t.. ........ .. ........ ........ ....g... 180

L ates c alcarife r ..... ....... ........ .. ........ ........ .. ........ ........ .. .. 240

Sparus aurata ..g..c.. ......t. .. ........ ...a.... .. ........ ........ .g..g... 240

S iniper ca chuat si ggaag tggcatt gtgacaag at gtcctctc gaactgaa ga tgaagaga aagaaaga ag ga 240

L ates c alcarife r ..... ....... .....a.. .. ........ g....c.. .. ........ .....t.. .. .g 300

Sparus aurata ........ ...t.... .. ........ ....g... .c ........ .c.g..c. ....c... 300

S iniper ca chuat si gagga gtggtac ggaaagat aa gctaccag aaccatga gg aagagata gaagaccc tg ca 300

L ates c alcarife r c.... ....... .....tc. .. ........ ........ .. .......t ..t..... .. .. 360

Sparus aurata ........ ........ .t c....... ........ .. ........ .......a ........ 360

S iniper ca chuat si gatgt ggagaaa aagatcag ag aagctcag gatgaaat gg ccggggtc ggggtggg ga tc 360

MxF

S iniper ca chuat si atgaa cactctg aaccagca gt atgaggag aaggtgcg tc cctgcatt gacctcat tg ac 60

L ates c alcarife r ..... ...c... .....a.. .. ........ ........ .. ........ ........ a. .. 60

Sparus aurata ........ ........ .. ........ ........ .. ........ ...c.... ....c... 60

S iniper ca chuat si tctct ccgctct ctgggtgt gg agaaggac ttggctct gc ctgctatc gccgtgat tg ga 120

L ates c alcarife r ..... t...... ..c..... .. ........ c....g.. .. ........ ........ a. .. 120

Sparus aurata ........ ........ .. ..a....g ........ .g .......c ........ ....c... 120

S iniper ca chuat si gacca aagctcg gggaagag ct ccgtgctg gaggcgct gt caggggtg gctctgcc aa ga 180

L ates c alcarife r ..... ....... ........ .. .t...... ........ .. ........ ........ .. .. 180

Sparus aurata ........ ......a. .. .....t.. ........ .. ........ ........ ....g... 180

L ates c alcarife r ..... ....... ........ .. ........ ........ .. ........ ........ .. .. 240

Sparus aurata ..g..c.. ......t. .. ........ ...a.... .. ........ ........ .g..g... 240

S iniper ca chuat si ggaag tggcatt gtgacaag at gtcctctc gaactgaa ga tgaagaga aagaaaga ag ga 240

L ates c alcarife r ..... ....... .....a.. .. ........ g....c.. .. ........ .....t.. .. .g 300

Sparus aurata ........ ...t.... .. ........ ....g... .c ........ .c.g..c. ....c... 300

S iniper ca chuat si gagga gtggtac ggaaagat aa gctaccag aaccatga gg aagagata gaagaccc tg ca 300

L ates c alcarife r c.... ....... .....tc. .. ........ ........ .. .......t ..t..... .. .. 360

Sparus aurata ........ ........ .t c....... ........ .. ........ .......a ........ 360

S iniper ca chuat si gatgt ggagaaa aagatcag ag aagctcag gatgaaat gg ccggggtc ggggtggg ga tc 360

MxF

Figure.1.Continued
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S iniper ca chuat si agtgat gacctcat ca gtctggag atcggctc tc ctggtgtt ccagacct gacactcat t 420

L ates c alcarife r .....c ........ g. ........ ....c... .. ...a.... .....t.. ......... a 420

Spa rus au ra ta .. ........ .. ........ ........ c........ a......g ........ g. ..... 42 0

S iniper ca chuat si gacctg cccggcat cg ccagagtg gctgtaaa gg gacaacca gagaacat tggggatca g 480

L ates c alcarife r ...t.. ..t..... .. ....g... ........ a. ........ .....t.. ...a..a.. . 480

Spa rus au ra ta .. ........ .. ........ g....... ......... ........ .....c.. a. .a... 48 0

S iniper ca chuat si ataaag agactgat cc agacgttc atcacaaa ac aagaaacc atcagcct ggtggttgt t 540

L ates c alcarife r ...... ........ .. ...a.... ....a..g .. ........ ........ ......... . 540

Spa rus au ra ta .. ........ .. .......a ........ ......... ....a... ...t.... .. ..... 54 0

Late s calcarif er ... .. ........ ........ .. ........ .......g .....a... ga...... .... 600

Sparus au rata . ..a..... ........ ......... g......c ....g... .. a...ga a. ........  6 00

Sini pe rca chua tsi cca tg caacgtgg acatagca ac cacagagg ctttgaac atggcccag cgggtgga tcct 600

La tes ca lc arifer . ....a. .. ........ ........ .g....... ........ ........ .. ........  660

Sparus au ra ta ... ..a.... .. ........ ......g. .. ........ ........ .. ........ ..gg 660

Si niperc a chuatsi g atgggg ag aggacttt gggtatct taaccaagc ctgatctg gtggacaa ag gcacagaa 660

L ates c alcarife r ..g... .....t. .c.....t .. ........ ........ .. ........ ........ .. . 720

Spa rus au ra ta . .g..g... ..t..c.. c. ....c... ........ .. ........ ........ ....... 7 20

S iniper ca chuat si gacaca gtggtgg aaattgtc ca taatgagg tcatccac ct gaagaagg gctacatg at c 720

MxR

S iniper ca chuat si agtgat gacctcat ca gtctggag atcggctc tc ctggtgtt ccagacct gacactcat t 420

L ates c alcarife r .....c ........ g. ........ ....c... .. ...a.... .....t.. ......... a 420

Spa rus au ra ta .. ........ .. ........ ........ c........ a......g ........ g. ..... 42 0

S iniper ca chuat si gacctg cccggcat cg ccagagtg gctgtaaa gg gacaacca gagaacat tggggatca g 480

L ates c alcarife r ...t.. ..t..... .. ....g... ........ a. ........ .....t.. ...a..a.. . 480

Spa rus au ra ta .. ........ .. ........ g....... ......... ........ .....c.. a. .a... 48 0

S iniper ca chuat si ataaag agactgat cc agacgttc atcacaaa ac aagaaacc atcagcct ggtggttgt t 540

L ates c alcarife r ...... ........ .. ...a.... ....a..g .. ........ ........ ......... . 540

Spa rus au ra ta .. ........ .. .......a ........ ......... ....a... ...t.... .. ..... 54 0

Late s calcarif er ... .. ........ ........ .. ........ .......g .....a... ga...... .... 600

Sparus au rata . ..a..... ........ ......... g......c ....g... .. a...ga a. ........  6 00

Sini pe rca chua tsi cca tg caacgtgg acatagca ac cacagagg ctttgaac atggcccag cgggtgga tcct 600

La tes ca lc arifer . ....a. .. ........ ........ .g....... ........ ........ .. ........  660

Sparus au ra ta ... ..a.... .. ........ ......g. .. ........ ........ .. ........ ..gg 660

Si niperc a chuatsi g atgggg ag aggacttt gggtatct taaccaagc ctgatctg gtggacaa ag gcacagaa 660

L ates c alcarife r ..g... .....t. .c.....t .. ........ ........ .. ........ ........ .. . 720

Spa rus au ra ta . .g..g... ..t..c.. c. ....c... ........ .. ........ ........ ....... 7 20

S iniper ca chuat si gacaca gtggtgg aaattgtc ca taatgagg tcatccac ct gaagaagg gctacatg at c 720

MxR

Figure.1.Continued
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Salvelinus fontinalis c.g..gc.....a.ag.c.....t...........c.................c...aa. 1380

Salvelinus fontinalis ..cc.g..c..a.....c.......ca.....g..g.....c..ca.......ga..... 1260

Salvelinus fontinalis ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Salvelinus fontinalis .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Salvelinus fontinalis ..a...t.a.....a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Salvelinus fontinalis ..tg.......a....g......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Salvelinus fontinalis .....ca.c...agc........ccgt.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Oncorhynchus mykiss .....aa.c...agc........ccgc.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Cox-2 F

Micropogonias undulatus cagggcaccagcctgatgttcgcattcttcgcacaacatttcacccaccagttcttcaaa 600

Oncorhynchus mykiss .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Micropogonias undulatus tccgacatgaagaatggacctgcttttacgctatctaagggtcacggggtggatctcagc 660

Oncorhynchus mykiss ..a...t.c.t...a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Micropogonias undulatus cacatttatggtgacaatctggaaaggcaacacaagcttcgactcttcaaggatggcaag 720

Oncorhynchus mykiss ..tg...c...a....c......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Micropogonias undulatus cctgattctttccagattgaggagaaagattacagctataagcagtttgttttcaacacc 1200

Micropogonias undulatus tctgtagtgactgagcatggcatcagcaacctcgtcgagtcgttttccaagcaagttgct 1260

Oncorhynchus mykiss ..cc.g..c..a.....c.......a......g..g.....c..ca........a.c... 1260

Micropogonias undulatus ggacgggttgctggtggccgaaatgtcccgggacctatcttgcatgtggccattaagtcc 1320

Oncorhynchus mykiss ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Micropogonias undulatus attgaagacagccgcaaaatgcgctaccagtccctgaacgcctacaggaaacgattctcc 1380

Oncorhynchus mykiss c.g..gc.....a.ag.c.....t...........c.................c...aa. 1380

Cox-2 R

Salvelinus fontinalis c.g..gc.....a.ag.c.....t...........c.................c...aa. 1380

Salvelinus fontinalis ..cc.g..c..a.....c.......ca.....g..g.....c..ca.......ga..... 1260

Salvelinus fontinalis ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Salvelinus fontinalis .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Salvelinus fontinalis ..a...t.a.....a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Salvelinus fontinalis ..tg.......a....g......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Salvelinus fontinalis .....ca.c...agc........ccgt.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Oncorhynchus mykiss .....aa.c...agc........ccgc.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Cox-2 F

Micropogonias undulatus cagggcaccagcctgatgttcgcattcttcgcacaacatttcacccaccagttcttcaaa 600

Oncorhynchus mykiss .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Micropogonias undulatus tccgacatgaagaatggacctgcttttacgctatctaagggtcacggggtggatctcagc 660

Oncorhynchus mykiss ..a...t.c.t...a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Micropogonias undulatus cacatttatggtgacaatctggaaaggcaacacaagcttcgactcttcaaggatggcaag 720

Oncorhynchus mykiss ..tg...c...a....c......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Micropogonias undulatus cctgattctttccagattgaggagaaagattacagctataagcagtttgttttcaacacc 1200

Micropogonias undulatus tctgtagtgactgagcatggcatcagcaacctcgtcgagtcgttttccaagcaagttgct 1260

Oncorhynchus mykiss ..cc.g..c..a.....c.......a......g..g.....c..ca........a.c... 1260

Micropogonias undulatus ggacgggttgctggtggccgaaatgtcccgggacctatcttgcatgtggccattaagtcc 1320

Oncorhynchus mykiss ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Micropogonias undulatus attgaagacagccgcaaaatgcgctaccagtccctgaacgcctacaggaaacgattctcc 1380

Oncorhynchus mykiss c.g..gc.....a.ag.c.....t...........c.................c...aa. 1380

Cox-2 R

Salvelinus fontinalis ..cc.g..c..a.....c.......ca.....g..g.....c..ca.......ga..... 1260

Salvelinus fontinalis ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Salvelinus fontinalis .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Salvelinus fontinalis ..a...t.a.....a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Salvelinus fontinalis ..tg.......a....g......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Salvelinus fontinalis .....ca.c...agc........ccgt.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Oncorhynchus mykiss .....aa.c...agc........ccgc.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Cox-2 F

Micropogonias undulatus cagggcaccagcctgatgttcgcattcttcgcacaacatttcacccaccagttcttcaaa 600

Oncorhynchus mykiss .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Micropogonias undulatus tccgacatgaagaatggacctgcttttacgctatctaagggtcacggggtggatctcagc 660

Oncorhynchus mykiss ..a...t.c.t...a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Micropogonias undulatus cacatttatggtgacaatctggaaaggcaacacaagcttcgactcttcaaggatggcaag 720

Oncorhynchus mykiss ..tg...c...a....c......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Micropogonias undulatus cctgattctttccagattgaggagaaagattacagctataagcagtttgttttcaacacc 1200

Micropogonias undulatus tctgtagtgactgagcatggcatcagcaacctcgtcgagtcgttttccaagcaagttgct 1260

Oncorhynchus mykiss ..cc.g..c..a.....c.......a......g..g.....c..ca........a.c... 1260

Micropogonias undulatus ggacgggttgctggtggccgaaatgtcccgggacctatcttgcatgtggccattaagtcc 1320

Oncorhynchus mykiss ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Micropogonias undulatus attgaagacagccgcaaaatgcgctaccagtccctgaacgcctacaggaaacgattctcc 1380

Oncorhynchus mykiss c.g..gc.....a.ag.c.....t...........c.................c...aa. 1380

Cox-2 R

Salvelinus fontinalis .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Salvelinus fontinalis ..a...t.a.....a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Salvelinus fontinalis ..tg.......a....g......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Salvelinus fontinalis .....ca.c...agc........ccgt.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Oncorhynchus mykiss .....aa.c...agc........ccgc.cc....c...cccc........c.......a. 1200

Cox-2 F

Micropogonias undulatus cagggcaccagcctgatgttcgcattcttcgcacaacatttcacccaccagttcttcaaa 600

Oncorhynchus mykiss .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Micropogonias undulatus tccgacatgaagaatggacctgcttttacgctatctaagggtcacggggtggatctcagc 660

Oncorhynchus mykiss ..a...t.c.t...a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Micropogonias undulatus cacatttatggtgacaatctggaaaggcaacacaagcttcgactcttcaaggatggcaag 720

Oncorhynchus mykiss ..tg...c...a....c......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Micropogonias undulatus cctgattctttccagattgaggagaaagattacagctataagcagtttgttttcaacacc 1200

Micropogonias undulatus tctgtagtgactgagcatggcatcagcaacctcgtcgagtcgttttccaagcaagttgct 1260

Oncorhynchus mykiss ..cc.g..c..a.....c.......a......g..g.....c..ca........a.c... 1260

Micropogonias undulatus ggacgggttgctggtggccgaaatgtcccgggacctatcttgcatgtggccattaagtcc 1320

Oncorhynchus mykiss ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Micropogonias undulatus attgaagacagccgcaaaatgcgctaccagtccctgaacgcctacaggaaacgattctcc 1380

Oncorhynchus mykiss c.g..gc.....a.ag.c.....t...........c.................c...aa. 1380

Cox-2 R

Micropogonias undulatus cagggcaccagcctgatgttcgcattcttcgcacaacatttcacccaccagttcttcaaa 600

Oncorhynchus mykiss .....tt...at..c........c........c..g..c.....................  600

Micropogonias undulatus tccgacatgaagaatggacctgcttttacgctatctaagggtcacggggtggatctcagc 660

Oncorhynchus mykiss ..a...t.c.t...a.....a.....c..caa.g.ctt...c..t..c.....ct.a.a.  660

Micropogonias undulatus cacatttatggtgacaatctggaaaggcaacacaagcttcgactcttcaaggatggcaag 720

Oncorhynchus mykiss ..tg...c...a....c......g..a..g........ga.g..g..............a  720

Micropogonias undulatus cctgattctttccagattgaggagaaagattacagctataagcagtttgttttcaacacc 1200

Micropogonias undulatus tctgtagtgactgagcatggcatcagcaacctcgtcgagtcgttttccaagcaagttgct 1260

Oncorhynchus mykiss ..cc.g..c..a.....c.......a......g..g.....c..ca........a.c... 1260

Micropogonias undulatus ggacgggttgctggtggccgaaatgtcccgggacctatcttgcatgtggccattaagtcc 1320

Oncorhynchus mykiss ...a....g........a..g..cc.g..tcctg.ac.ag..gcc.....agc....g.. 1320

Micropogonias undulatus attgaagacagccgcaaaatgcgctaccagtccctgaacgcctacaggaaacgattctcc 1380

Oncorhynchus mykiss c.g..gc.....a.ag.c.....t...........c.................c...aa. 1380

Cox-2 R

Figure.1.Designofdegeneratedprimerfrom MxgeneandCox-2

genesequences.
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4.2.RACE-PCR

FirstChoiceRLM-RACEKit(Ambion)는 cDNA의 알고 있는 일부 염기

서열을 이용하여 cDNA의 full-length 5'-과 3‘- ends를 밝혀서 돌돔의

Mx,Cox-2gene의 완전한 cDNA 염기서열을 결정하기 위해 사용하였다.

먼저 totalRNA의 5’의 phosphates를 calfintestinalphosphatase(CIP)로

처리해서 제거한 뒤,5‘cap structure를 제거하기 위해 tobacco acid

pyrophosphatase(TAP)를 처리해 주었다.T4RNA ligase로 5’end에

GeneRacer
TM
RNA Oligo로 ligase했다.ligatedRNA는 Random Decamer

로 역전사되었다.5‘end는 5̀ RACE outerprimer와 RACE 5̀ MxR ,

RACE 5̀ CoxR로 firstPCR을 한 뒤,5̀ RACEinnerprimer와 RACE

5̀ MxR(nested),RACE5̀ CoxR(nested)로 nestedPCR을 하였다.3’

end는 RACE 3̀ MxF,RACE 3̀ CoxF와 3̀ RACEouterprimer로

firstPCR을 한 뒤,RACE 3̀ MxF(nested,) RACE 3̀ CoxF(nested)

와 3̀ RACEinnerprimer로 nestedPCR을 수행하였다.RACE-PCR을

수행 하여 얻은 products는 Plasmid DNA Preparation Kit로 gel

elution 을 한 뒤,TOPO-TA Cloning
R
Kit로 cloning하여 얻은 white

colony를 ampicillin50㎍/㎖이 첨가된 LB broth에 배양한 후 이 배양액

에서 plasmid 를 분리하여 sequencing하였다.사용한 primer는 Table1.

에 나타내었다.

4.3.RealtimePCR

Realtime PCR을 하기 위해서 10Xbuffer2㎕ ,dNTP 2㎕,각각의

specificprime,HotstartTaq및 앞서 합성한 cDNA1㎕와 EvaGreen1
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㎕가 사용되었고,나머진 Nuclease-freewater를 이용하여 totalvolume

20㎕ 으로 RealtimePCR을 실시하였다.RCR혼합물은 95℃에서 10분간

pre-denaturation 시킨 후,95℃에서 10초 denaturation 55℃에서 15초

annealing,72℃에서 20초 extension의 반응을 40cycle 수행하였다.

40cycle이 끝난 후 DeltaDeltaCTRelativeQuantitation법을 이용하여

β-actin에 따른 immunegene의 상대적 발현량 을 보고자 하였다.

PCR이 끝난 후 각 유전자의 mRNA의 상대적 발현비는 deltadeltaCT

방법의 사용하여 계산하였다.예를 들면 대조군(PBS)에 대한 Virus

자극을 준 실험군의 Mxgene발현량을 계산하기 위해 다음과 같은 식을

이용하였다.2Mx
△CT

Mx
(PBS-Virus)

÷2β-actin
△CT

β-actin
(PBS-Virus

).여기서 △CT는

thresholdcycle의 차이를 의미한다.사용한 primer는 Table1.에

나타내었다.
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5.면역유전자의 Genomicorganization분석

5.1.TotalgenomicDNA 분리

돌돔의 genomic DNA는 Accuprep
R
Genomic DNA Extraction Kit

(Bioneer)를 사용하여 분리하였다.먼저 돌돔의 spleen을 분리하여 약 50㎎

정도로 잘게 자른 후 새 microtube에 넣고 200㎕의 Lbuffer를 넣은 다음

proteinaseK 20㎕를 넣고 섞어 준 후 56℃에서 1시간 반응시켰다.조직이

완전히 lysis되고 나면 Bbuffer200㎕를 첨가해서 잘 섞어 주고 60℃에서

10분간 반응시켰다.반응이 끝나면 microtube에 isopropanol100㎕를 넣고

vortex한 뒤 bindingcolumntube에 넣어 1분간 8,000rpm에서 원심 분리

해 여과액은 제거하고 W1buffer500㎕를 넣어 1분간 8,000rpm에서 원심

분리한 뒤 여과액은 제거했다.여기에 W2buffer를 500㎕ 첨가하고 위와

같이 원심 분리하여 여과액을 제거한 뒤 다시 2분간 원심 분리를 하였다.

bindingcolumntube를 새 microtube에 넣고 ELbuffer200㎕를 첨가하

여 1분간 상온에서 방치한 뒤 8,000rpm에서 1분간 원심 분리하여 elution

해서 사용 전까지 -20℃에서 보관하였다.

5.2.DNA walking

앞에서 분리한 돌돔의 genomicDNA를 template로 하고 돌돔의 Mx

,Cox-2cDNA sequence를 기초로 하여 제작한 primers(Table1)를 사용

하여 PCR을 실시하였다,

PCR혼합액은 PCRtube에 10mM Tris-HCl,pH 8.3,50mM KCl,1.5mM
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MgCl2,0.0001% w/vgelatin,0.5% Tween-20,200μM의 각각의 dNTP,1

μM의 각각의 forward와 reverseprimer,1.25U Taq DNA polymerase

(Genecraft)및 10ng의 genomicDNA를 template로 첨가한 후,sterile

distilledwater로 총 volume이 20㎕가 되게 하였다.

PCR 혼합액은 Perkin-Elmer 2400 thermal cycler (Perkin-Elmer,

Norwalk,CT,USA)를 사용하여,94℃에서 3분간 pre-denaturation시킨 후,

94℃에서 30초 denaturation,55℃에서 30초 annealing,72℃에서 30초

extension의 반응을 1cycle로 하여,30cycle을 반응시켰다.그리고 72℃에

서 7분간 post-extensiontime을 주었다.
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TTGGTGAACGACTCCACAAG RBCoxR

GTCCGAGTTCAACACCCTGTRBCoxF
Cox-2 

GATCAGGCTTGGTCAAGATACCRBMxR

GAGGCTGATCCAGAAGTTCATCRBMxF
Mx

GCTGATGTACCAGTCGCTGARBIL-1βR

ATCTGGAGACGGTGGACAACRBIL-1βF
IL-1β

ACCGGAGTCCATGACGATACRBβ-actin R

For real time PCR

CAGGGAGAAGATGACCCAGARBβ-actin F
β-actin

CAAGCCAATACACAGCCTCA 
GenomicCox 2R

GTCCGAGTTCAACACCCTGTRBCoxF

AGATCTCTGTGGTGCACTGG GenomicCox 1R

GTACTGGAAGCCCAGCACAT GenomicCox 1F

TTGGTGAACGACTCCACAAG RBCoxR

For genomic DNA PCR

ACCCACCAGTTCTTCAAATCCox F

Cox-2 

GAAGCGGTGAGAGTCAGGAACATGAGGAGG5` Cox-2 nested primer

GAAGTGATATCCGCTCAGGTGCTGCACGTAG5  ̀Cox-2 first primer

GTCCCAGGACCTATCATGTACGTGGCCATC3` Cox-2 nested primer

GGCTCTTCCAGACCTCACGGCTCATTCTG3  ̀Cox-2 first primer

Cox-2 

GTCACAATGCCACTTCCTCTTGGCAGAGCC 5` Mx nested primer

GGACAATTTCAACCACCGTCTCTTCTGTGCC5  ̀Mx first primer

CCATCAGCTTGGTGGTTGTTCCATGCAACG3` Mx nested primer

For RACE PCR

GTTCCAGACCTGACGCTCATTGACCTGTCCG3  ̀Mx first primer

Mx

CTGTAGGCGTTGAGGGACTGCox R

ACCCACCAGTTCTTCAAATCCox F
Cox-2 

CTTCAGGAGGTGGATGACCTCMxR
cDNA cloning

GCTGGAGGCGCTGTCAGGMxF
Mx

objectsOligonucleotide sequence (5' →3' )PrimerGene

TTGGTGAACGACTCCACAAG RBCoxR

GTCCGAGTTCAACACCCTGTRBCoxF
Cox-2 

GATCAGGCTTGGTCAAGATACCRBMxR

GAGGCTGATCCAGAAGTTCATCRBMxF
Mx

GCTGATGTACCAGTCGCTGARBIL-1βR

ATCTGGAGACGGTGGACAACRBIL-1βF
IL-1β

ACCGGAGTCCATGACGATACRBβ-actin R

For real time PCR

CAGGGAGAAGATGACCCAGARBβ-actin F
β-actin

CAAGCCAATACACAGCCTCA 
GenomicCox 2R

GTCCGAGTTCAACACCCTGTRBCoxF

AGATCTCTGTGGTGCACTGG GenomicCox 1R

GTACTGGAAGCCCAGCACAT GenomicCox 1F

TTGGTGAACGACTCCACAAG RBCoxR

For genomic DNA PCR

ACCCACCAGTTCTTCAAATCCox F

Cox-2 

GAAGCGGTGAGAGTCAGGAACATGAGGAGG5` Cox-2 nested primer

GAAGTGATATCCGCTCAGGTGCTGCACGTAG5  ̀Cox-2 first primer

GTCCCAGGACCTATCATGTACGTGGCCATC3` Cox-2 nested primer

GGCTCTTCCAGACCTCACGGCTCATTCTG3  ̀Cox-2 first primer

Cox-2 

GTCACAATGCCACTTCCTCTTGGCAGAGCC 5` Mx nested primer

GGACAATTTCAACCACCGTCTCTTCTGTGCC5  ̀Mx first primer

CCATCAGCTTGGTGGTTGTTCCATGCAACG3` Mx nested primer

For RACE PCR

GTTCCAGACCTGACGCTCATTGACCTGTCCG3  ̀Mx first primer

Mx

CTGTAGGCGTTGAGGGACTGCox R

ACCCACCAGTTCTTCAAATCCox F
Cox-2 

CTTCAGGAGGTGGATGACCTCMxR
cDNA cloning

GCTGGAGGCGCTGTCAGGMxF
Mx

objectsOligonucleotide sequence (5' →3' )PrimerGene

Table1.Primersusedfortheexpressionofimmunegenes
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6.Immunegenes의 발현 분석

6.1.조직별 발현량 분석

PBS(0.1ml)와 Polyinosinic-polycytidylicacidsodium salt,γ-irradiated

(Poly I:C,Sigma-Aldrich) 500㎍/fish ,E.coli,serotype 0127:B8의

lipopolysaccharide(LPS,Sigma-Aldric)100㎍/fish를 복강 주사하여 24h

후에 liver,spleen,headkidney조직을 분리하여 조직을 homogenation

하고 totalRNA를 분리하여,정량으로 맞춘 후 제작한 specificprimer로

RT-PCR을 시행하여 Cox-2gene,Mxgene의 발현을 분석하였다. 또한

housekeeping 유전자로써 β-actin gene에 대한 발현도 분석하였다.

RT-PCR로 만들어진 cDNA를 이용하여 realtimePCR을 적용해 control

group에 대해서 experimentgroup에 대한 발현량을 deltadeltaCt방법

을 이용해서 분석하였다.
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7.Virus감염에 따른 면역반응

7.1.Iridovirus의 감염에 대한 면역반응

돌돔에 sachuntypeiridovirus100㎍/fish를 복강 주사하여 1일,3일,7일

후에 liver를 분리하고,PBS를 주사한 정상 돌돔의 liver도 함께 분리 하

였다.조직을 homogenation한 후 totalRNA를 분리하고,정량으로 맞춘

후 제작한 specificprimer로 RT-PCR을 시행하여 IL-1β,Cox-2gene,

Mxgene의 발현을 분석하였다.그리고 KosukeZenkeetal.,2008나와

있는 Mx1,3primer를 제작하여 virus감염 에 의한 Mx1,2,3gene

의 발현량을 비교하였다.또한 housekeeping유전자로써 β-actingene에

대한 발현도 분석하였다.RT-PCR 로 만들어진 cDNA를 이용하여 real

timePCR을 적용해 controlgroup에 대해서 experimentgroup에 대한

발현량을 deltadeltaCt방법을 이용해서 분석하였다.

7.2.Nodavirus의 감염에 대한 면역 유전자 발현

Nodavirus에 감염 된 능성어의 뇌로부터 분리 된 VNN 을 어체중 10

g～15g되는 돌돔에 1㎎/fish 을 복강 주사하여 3일 후 Brain 과 Head

kidney를 분리하였다.TotalRNA를 분리하고,정량으로 맞춘 후 제작한

specificprimer로 RT-PCR을 시행하여 IL-1β,Cox-2gene,Mxgene의

발현을 분석하였다.또한 housekeeping유전자로써 β-actingene에 대한

발현도 분석하였다.RT-PCR 로 만들어진 cDNA를 이용하여 realtime

PCR을 적용해 controlgroup에 대해서 experimentgroup대한 발현량을
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deltadeltaCt방법을 이용해서 분석하였다.

8.온도가 돌돔의 면역반응에 미치는 영향 분석

8.1.18℃ 와 25℃ 에서의 면역반응

어체중 50～70g되는 돌돔을 주사하기 전에 18℃ 와 25℃ 되는 환경에서

2주간 순치시켰다.순치 된 돌돔을 PBS(0.1㎖),poly I:C(500㎍/fish),

iridovirus(100㎍/fish)group으로 나누어 공격 후 1,3,7일 지나면 각

group에서 2마리씩 liver를 분리하였다.분리된 liver로부터 Trizol법을

이용하여 TotalRNA를 분리하고,정량으로 맞춘 후 제작한 specific

primer로 RT-PCR을 시행하여 IL-1β,Cox-2gene,Mxgene의 발현을

분석하였다.또한 housekeeping유전자로써 β-actingene에 대한 발현도

분석하였다.RT-PCR로 만들어진 cDNA를 이용하여 realtimePCR을 적

용해 controlgroup에 대해서 experimentgroup에 대한 발현량을 delta

deltaCt방법을 이용해서 분석하였다.
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Ⅲ.결과

1.cDNA cloning과 염기서열 분석

돌돔 두신에서 total RNA 추출하여 reverse transcription 한 뒤

Siniperca chuatsi (AY392097),Lates calcarifer (AY821518) ,Sparus

aurata(AF491302) , Paralichthys olivaceus (AB110446)의 Mx gene

sequence를 비교해서 제작한 degeneratedprimer(MxF,MxR)를 사용하

여 PCR한 결과 559bp의 product를 얻을 수 있었다.이 product를 gel상

에서elution을 한 다음 TOPO-TA vector에 cloning한 후 염기서열을 결

정하였다.Cox gene 은 Oncorhynchus mykiss (AJ238307),Salvelinus

fontinalis (AF158373), Micropogonias undulatus (AB292357)

cyclooxygenasegene의 cDNA sequence를 서로 비교하여 degenerated

primer를 사용하여 PCR 실시 결과 891bp의 product를 확인할 수 있었다

(Fig.2).염기서열은 Mxgene과 같은 방법으로 확인하였다.cDNA의 5‘과

3’end를 밝혀 돌돔 Mxgene과 Cox-2gene의 완전한 cDNA 염기서열을

결정하기 위해 RACE-PCR을 실시하였다 (Fig.3).RACE-PCR을 수행하

여 얻은 product를 gel상에서 elution을 한 다음 TOPO-TA vector에

cloning 한 후 염기서열을 결정하였다.3̀RACE 한 결과 얻은 partial

sequence를 NCBI에 등록하였다.(AccessionnumberFJ155359:Mx

protein ,FJ155356:Cox-2gene) 그리고 degeneratedprimers와 그

RT-PCR로 생성된 prodcut,RACE-PCR에 사용된 primers와 RACE-PCR

에 의해 얻은 products를 Fig.4-5.에 도식화하였다.그 결과 확인 된 Mx

gene과 Cox-2gene의 전체 sequence를 Figure6-7에 나타내었다.
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M      1      2

1kbp

500bp

M      1      2

1kbp

500bp

Fig.2.Agarosegelelectrophoresisof productsobtainedbyset of

degeneratedprimer(Mxgene:MxF,MxR,Cox-2 gene:Cox-2F,

Cox-2R)designedagainstconservedregion.Lane1.Cox-2gene;

lane2.Mxgene.
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M    1    2     3     4      5     6     7     8    M

Mx gene RACE-PCR      Cox-2  gene RACE-PCR

1kbp

500bp

M    1    2     3     4      5     6     7     8    M

Mx gene RACE-PCR      Cox-2  gene RACE-PCR

1kbp

500bp

Fig.3.RACE-PCR with variousspecificdesignedfrom thepartially

determinedcDNA sequencesofMxandCox-2gene.Lane1,3̀endMx

genefirstPCR product(3̀RACE OuterPrimer,RACE 3̀MxF);lane2,

3̀end Mx gene nested PCR product(3̀RACE Inner Primer,RACE

3̀MxF(nested));lane 3,5̀end Mx gene firstPCR product(5̀RACE

OuterPrimer,RACE 5̀MxR);lane 4,5̀end Mx gene nested PCR

product(5̀RACE InnerPrimer,RACE 5̀MxR(nested));lane 5,3̀end

Cox-2genefirstPCR product(3̀RACE OuterPrimer,RACE 3̀CoxF);

lane6,3̀endCox-2genenestedPCR product(3̀RACE InnerPrimer,

RACE 3̀CoxF(nested)); lane 7, 5̀end Cox-2 gene first PCR

product(5̀RACE OuterPrimer,RACE 5̀CoxR);lane8,5̀end Cox-2

gene nested PCR product(5̀RACE Inner Primer, RACE 5̀Cox-2

R(nested)).
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Open reading frame (1881bp) 3`- untranslated region(379bp)5`- untranslated region(102bp)

Mx F

MxR

559bp5` RACE  inner primer

5`Race MxR(nested) 1762bp
525bp

3`Race MxF(nested)

3  ̀RACE  inner primer

Mx gene cDNA, 2362bp

5` 3`
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ATG TAG

Open reading frame (1881bp) 3`- untranslated region(379bp)5`- untranslated region(102bp)

Mx F

MxR

559bp5` RACE  inner primer

5`Race MxR(nested) 1762bp
525bp

3`Race MxF(nested)

3  ̀RACE  inner primer

Mx gene cDNA, 2362bp

5` 3`

Fig.4.A schematicillustrationoftheMxcDNA cloninginrockbream

with position oftheprimersused in PCR and RACE- PCR (gray

regions:UTR)
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0   100    200    300    400  500    600   700    800    900  1000  1100  1200 1300 1400  1500  1600 1700 1800 1900 2000  2100 2200 2300 2400 2500 2600

ATG TAG

Open reading frame (1827bp) 3 -̀ untranslated region(729bp)5 -̀ untranslated region(136bp)

Cox-2  F

Cox-2 R

5` RACE  inner primer

5`Race Cox-2R(nested) 1272bp
630bp

3`Race Cox-2 F(nested)

3  ̀RACE  inner primer

Cox-2 gene cDNA, 2556bp

5` 3`

891bp

Fig.5.A schematicillustrationoftheCox-2cDNA cloninginrock

bream with position oftheprimersused in PCR and RACE- PCR

(grayregions:UTR)
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AAACAAAACGCTGAAGTACCCGCAGTTTGGATCTGTGCTACTGCAGACAGAGCTCATTTCACTATTCCTTTTTTTCTTTA  80

AAACAGACAAGAAGTCTTCATCATGAACACTCTGAATCAACAGTATGAGGAGAAAGTGCGTCCCTGCATTGACCTCATTG 160

                       M  N  T  L  N  Q  Q  Y  E  E  K  V  R  P  C  I  D  L  I  

ACTCTCTTCGCTCTCTGGGTGTAGAGAAGGACTTGGCTCTGCCTGCTATCGCCGTGATTGGAGACCAAAGCTCGGGGAAG 240

D  S  L  R  S   L  G  V  E  K  D  L  A  L  P  A  I  A  V  I  G  D  Q  S  S  G K  

AGCTCCGTGTTGGAGGCGCTGTCAGGGGTGGCTCTGCCAAGAGGAAGTGGCATTGTGACAAGATGTCCTCTCGAACTGAA 320

S  S  V  L  E   A  L  S   G  V  A  L  P  R   G  S  G  I  V  T  R  C  P  L  E  L  

GATGAAGAGAAAGAAAGAAGGAGAGGAGTGGTACGGAAAGATAAGCTACCAGAACTTTGAGGAAGAGATAGAAGACCCTG 400

K  M  K  R  K  K  E  G  E  E   W  Y  G  K  I  S  Y  Q  N  F  E  E  E  I  E  D  P 

CAGATGTGGAGAAAAAGATTAGAGAAGCTCAGGATGAAATGGCCGGGGTCGGGGTGGGGATCAGTGATGACCTCATCAGT 480

A  D  V  E  K  K  I  R  E  A  Q  D  E  M  A  G  V  G  V  G  I  S  D  D   L  I  S 

CTGGAGATCGCCTCTCCTGATGTTCCAGACCTGACGCTCATTGACCTGTCCGGCATCGCCAGGGTGGCTGTAAAGGGACA 560

L  E  I  A  S  P  D  V  P  D  L  T  L  I  D  L  S  G  I  A   R  V  A  V  K  G  Q

ACCAGAGAACATTGGAGATCAGATAAAGAGGCTGATCCAGAAGTTCATCACAAAACAAGAAACCATCAGCTTGGTGGTTG 640

 P  E  N  I  G  D  Q  I  K  R  L   I  Q   K  F  I  T  K  Q  E  T  I  S  L  V  V

TTCCATGCAACGTGGACATAGCAACCACAGAGGCTTTGAACATGGCCCAGCAGGTGGATCCTGATGGAGAGAGGACTTTG 720

V  P  C  N  V   D  I A  T  T  E  A  L  N  M A  Q  Q  V  D  P  D  G  E  R   T  L 

GGTATCTTGACCAAGCCTGATCTGGTGGACAAAGGCACAGAAGAGACGGTGGTTGAAATTGTCCATAATGAGGTCATCCA 800

 G  I  L  T  K  P  D  L  V  D  K  G  T  E  E  T  V  V   E  I   V  H  N  E  V  I  

CCTGAAGAAGGGCTACATGATCGTCAGGTGCAGGGGTCAGAAGGAGATCACAGAGAAGGTGTCTCTTACTGAAGCAATAG 880

H  L  K  K  G  Y  M  I  V  R  C  R   G  Q   K  E  I  T  E  K  V  S  L  T  E  A  

AAAGAGAGAAAGCCTTCTTCAACGATCATGTGTATTTCCACGCTCTCTACAACGACGGTCATGCTACTGTTCCTAGACTG 960

I  E  R  E  K  A   F  F  N  D  H  V  Y  F  H  A  L  Y  N  D  G  H  A  T  V  P  R

GCTGAGAAACTCACCCTTGAGCTGGTGCATCATATTGAGAAATCTCTGCCTCGACTGGAAGAGCAGATAGAGGAGAAACT 1040

 L  A  E  K  L  T  L  E  L  V  H  H  I  E  K  S  L  P  R   L  E  E  Q  I  E  E 

AGCACAGACTCAGGCAGAGCTGGAGAGATATGGCACTGGACCCCCATCTGACACAGCTGAGAGACTCGTCTTCCTCATTG 1120

K  L  A  Q  T  Q  A  E  L  E  R  Y  G   T  G  P  P  S  D  T  A  E  R  L  V  F  L

ATAAAGTGACGGCATTCACTCAGGATGCCATCAGTCTGCCTGCAGGAGAGGAACTCAAGTGTGGAGACAGGCTCAACATC 1200

I  D  K  V  T  A   F  T   Q  D  A  I  S  L  P  A  G  E  E L  K  C  G  D  R  L  N

TTTTCTACGCTCAGAAGAGAGTTTGGGAAGTGGAACGCCCACCTGGACCGCTCAGGAGAAAACTTTAACAAGAGGATTGA 1280

 I  F  S  T  L  R  R  E  F  G  K  W  N  A  H  L  D  R  S  G  E  N  F  N  K  R I 

GAGAGGGGTGGAGGAATATGAAGAGATGTACCGTGGAAGAGAACTGCCGGGCTTCATCAACTACAAGACGTTTGAGGGCA 1360

E  R  G  V  E  E  Y  E  E  M  Y  R   G  R  E  L  P  G  F  I  N  Y  K  T  F  E  G

TGGCCAAGGACCAGATCAAACAGCTGGAAGAACCAGCTGTCAAGAGTCTTAAGGACGTAGGAGATGCTGTTAGGAAGATG 1440

M  A  K  D  Q  I  K  Q  L  E  E  P  A  V  K  S  L  K  D  V  G  D  A  V  R   K  M

TTCATACAGCTGGCCCACGGTAGCTTCTCTGGATATCCCAACCTCATGAAAACCGCCAAGGCAAAGATCGAAGCCATTAA 1520

 F  I  Q  L  A  H  G  S  F  S  G  Y  P  N  L  M  K  T   A  K   A  K  I  E  A  I 

GCAAGAAAAAGAGTCCACTGCTGAATCCCTGCTGAGAACCCAGTTCAAGATGGAGTTGCTTGTGTACTCCCAGGACAGGA 1600

K  Q  E  K  E  S  T  A  E  S  L  L  R  T  Q  F  K  M  E  L  L  V  Y  S  Q  D  R

CCTACAGCAGCAGTTTGAGTGACAGTAAGAGAGAGGAGGATGAGAAGGATGACAAGCAGAAAAGCTTAATATTTCATGAA 1680

 T  Y  S  S  S   L  S  D  S  K  R  E  E  D  E  K  D  D  K  Q  K  S  L  I  F   H 

GAAAGGAGTATTGTGTACAGCATGGATAATCATGCAACACTTCAGGAGCTGATGTTGCACCTTAAATCATATTACAGGAT 1760

E  E  R  S  I  V  Y  S  M  D  N  H  A  T  L Q  E  L  M  L  H   L  K  S  Y  Y  R 
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TGCCAGCCAGCGTCTAGCTGACCAGATCCCGCTGGTGATCCGCTACCAGATGTTGCAGGAGTCTGCCATCCATCTGCAGA 1840

I  A  S  Q  R  L  A  D  Q  I  P  L   V  I  R  Y  Q  M  L  Q  E  S  A  I  H  L  Q

GGGAGATGCTGCAGGTGCTTCAGGACAAGGAGAATTTGGAGTTCTTGCTGAAGGAGGACTTTGACTTTGGCAGCAAGAGG 1920

R  E  M  L  Q   V  L   Q  D  K  E  N  L  E  F  L  L  K  E  D  F  D  F  G  S   K 

GCTGCTTTGCAGAGTCGCCTCAAACGCCTCAGGCAGGCCCGCGCATACCTGGTGGAGTTCTAGAAGAGTTCAAGGCCTGA 2000

R  A  A  L  Q  S  R  L  K  R  L  R  Q  A  R  A  Y  L  V E  F  *

CAGCATGATCTTGTTTTTTAAGCTGTCACATACATTCATGGTTGTGGAGTGAGTATACTATTTGTCACATTGGGTATTGA 2080

ATGTAGAATCGATATGTAAAAGTTATCTATTTGATGTGACAGCTAAATCAGAACATGTCATCAGCATAAGTCTACTATAC 2160

CTCTTTCATTTGTCAAGTACAGTTCAACTGTGGTTGTAGGATTGTTATACTATTTTTTTTTTAATATGTCCAGAGTAGAA 2240

TGGACAGATCTGCTTTAGATGTAACAGCTTAGTCAGAACAGGTCAACAGGTCAAAGGTCAGTAGTTTCAAATGTACTGTA 2320

ATATCTACTCCTATTATCATTAAAAAAATGTCTAAGGCACTC 2362

Fig.6.Nucleotidesequenceandtranslatedaminoacidsequenceofrock

bream Mxgene.Rockbream Mxproteinshowedthesignatureofthe

dynamin family ataminoacid positionsLPRGSGIVTR,thetripartite

GTP-bindingdomainataminoacidpositionsEA,DLSG,TKPD,

Shadowedleucineacidsshow theleucinezipperdomain.

Donotcontainanyofthecommonpolyadenylationsignals(AATAAA),

potentialglycosylationsites.
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AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGATTCAAACTTTGAACAGCGAAGCGACACAACTGCGGAGGAGAGGAGAAA   80

CAGAGAGAGAGAGAGAGAAGGAGGACAAAAAGAACTTCTGACAAAGTCTTTGGAGTATGAACAAACTCACATTTGCAGTT  160

                                                         M  N  K  L  T  F  A  V

TTCCTCTTGGCACTGGGTTTTCTTGTCTGCGAAGCTGGTAACCCATGTTGCGCCGAACCATGTCAGAACAAGGGCGTTTG  240

 F  L  L  A  L  G  F  L  V  C  E  A  G  N  P  C  C  A  E  P  C  Q  N  K  G  V C

CACATCGCTCGGGGCAGAGAACTACGAGTGTGACTGCACACGCACAGGGTATTTTGGACAAAACTGCACAACGCCTGAGT  320

 T  S  L  G  A  E  N  Y  E  C  D  C  T  R  T  G  Y  F  G  Q  N  C  T  T  P E  F 

TCCTCACCTGGCTCAAAATTACCCTGAAGCCGTCCCCCAACACAGTCCACTACCTCCTCACCCACTTCAAGGGCTTCTGG  400

 L  T  W  L  K  I  T  L  K  P  S  P  N  T  V  H  Y  L  L  T  H  F  K  G  F  W 

AACATCGTCAACAACATCTCATTTCTCAGGGATGGTATCATGACATATGTGCTGACATCTCGATCCCACATGATTGATAG  480

 N  I  V  N  N  I  S  F  L  R  D  G  I  M  T  Y  V  L  T  S  R  S  H  M  I D  S

TCCGCCCACTTTCAATGCGGATTATAGTTACAAATGCTGGGAGGCCTATTCCAACCTTTCCTACTATACACGCACCCTCC  560

 P  P  T  F  N  A  D  Y  S  Y  K  C  W  E  A  Y  S  N  L  S  Y  Y  T R  T  L  P 

CCCCTGTGCCTAAAGATTGTCCAACCCCCATGGGAGTAGTAGGTAAAAAGGAGCTGCCTGATGCTAAGGTACTGGCTGAG  640

 P  V  P  K  D  C  P  T  P  M  G  V  V  G  K  K  E  L  P  D  A  K  V  L  A  E

AAGCTTCTGGTGAGAAGACAGTTTATCCCGGACCCACAGGGCACCAGCCTGATGTTCGCATTCTTCGCACAACATTTCAC  720

 K  L  L  V  R  R  Q  F  I  P  D  P  Q  G  T  S  L  M  F  A  F  F  A  Q  H  F T 

CCACCAGTTCTTCAAATCTGATATGAAGAAAGGACCTGCTTTTACCGTTGCTAAAGGTCACGGGGTGGACCTCAACCACA  800

 H  Q  F  F  K  S  D   M  K  K  G  P  A  F  T  V  A  K  G  H  G  V  D  L  N   H

TTTATGGAGACAGCCTGGAGAGGCAGCACAAGCTCAGACTCTTAAAGGACGGCAAGCTTAAATATCAGATCCTGGATGGA  880

 I  Y  G  D  S  L  E  R  Q  H  K  L  R  L  L  K  D  G  K  L  K  Y  Q  I  L  D G

GAGGTGTACCCCCCAACAGTAAAGGAAGTGGGCGTTGACATGCACTACCCTCCTCATGTTCCTGACTCTCACCGCTTCGC  960

 E  V  Y  P  P  T  V  K  E  V  G V  D   M  H  Y  P  P  H  V  P  D  S  H  R  F  A 

TGTGGGCCACGAGGCCTTCGGCCTGGTCCCCGGCCTGATGATGTACGCCACCATCTGGCTACGGGAACACAACCGGGCGT 1040

 V  G  H  E  A  F  G  L  V  P  G   L  M  M  Y  A  T  I  W  L  R  E  H  N  R  A

GTGACGTGCTGAAGGAGGTCCACCCTGACTGGGACGACGAAAGGCTCTTCCAGACCTCACGGCTCATTCTGATTGGAGAG 1120

 C  D  V  L  K  E  V  H  P  D  W  D   D  E  R  L  F  Q  T S  R  L  I  L  I  G  E 

ACCATCAAGATCGTGATCGAGGACTACGTGCAGCACCTGAGCGGATATCACTTCAAGCTCAAGTTTGACCCCGAGCTGCT 1200

 T  I  K  I  V  I  E   D  Y  V  Q  H  L  S  G  Y  H  F  K  L  K  F  D  P  E   L

CTTCAACCAGCGCTTCCAGTACCAGAACCGCATTGCGTCCGAGTTCAACACCCTGTACCACTGGCACCCGCTGATGCCTG 1280

L  F  N  Q  R  F Q  Y Q  N  R  I  A  S  E  F  F  N  T  L  Y*  H  W  H*  P  L  M 

ATTCTTTCCACGTTGAGGAGCAGGATTACAGCTATAAACAGTTTGTCTTCAACACCTCTGTGGTGACCGAGCACGGCATC 1360

P D  S  F  H  V E  E  Q  D  Y  S  Y  K  Q  F  V  F  N
*
  T  S  V V  T  E  H  G  I 

AGCAACCTTGTGGAGTCGTTCACCAACCAGATCGCTGGACGGGTTGCAGGTGGCCGAAATGTCCCAGGACCTATCATGTA 1440

S  N  L  V  E  S  F   T  N  Q  I  A  G  R   V  A  G  G  R  N  V  P  G  P  I  M 

CGTGGCCATCAAGTCTATTGAAAACAGCCGACAGATGCGCTACCAGTCTCTGAACGCCTACAGGAAGCGATTCTCCATGA 1520

 Y  V  A  I  K  S  I  E  N  S  R  Q  M  R  Y Q  S  L  N  A  Y  R  K  R  F  S  M

AGCCCTACAGTTCTTTTGAAGACATGACAGGAGAGAAAGAAATGGCCGCAGTACTCGAGGAGATGTACGGACACATCGAC 1600

 K  P  Y  S  S  F  E  D  M  T  G  E  K  E  M  A  A  V  L  E  E  M Y  G  H  I  D  

GCTGTGGAGCTCTACCCGGGTCTGCTGGTGGAGAAACCCAGGCCTAACGCCATCTTTGGGGAGACCATGGTGGAGATGGG 1680

 A  V  E  L  Y  P  G  L  L  V  E  K  K  P  R  P  N  A  I  F  G E  T M  V  E  M 

GGCCCCTTTCTCCCTCAAGGGCTTAATGGGAAACCCCATCTGCTCCCCGGAGTACTGGAAGCCCAGCACATTCGGAGGCA 1760

G  A  P  F  S*  L  K  G  L  M  G  N  P  I  C  S  P  E  Y  W  K  P  S  T  F  G  G



- 28 -

GCGTGGGCTTCGACATCGTCAACACCGCCTCCCTGCAGAGGCTCGTCTGCAATAACGTCCGCGGCCCCTGTCCCGTGGCA 1840

 S  V  G  F  D  I  V  N  T  A  S  L  Q  R  L  V  C  N  N   V  R  G  P  C  P  V 

TCCTTTCATGTGCCCGACGTTAAAGACACGGGCTCCATGATCATCAACTCAAGCACGTCCCACTCGCGCAGCAGTGATAT 1920

 A  S  F  H  V  P  D  V  K  D  T  G  S  M  I  I  N  S  S  T  S  H  S  R  S  S  D

CAACCCCACAGTCATTTTGAAAGAAAGGACTACTGAGCTTTAATTTTGTTTTATTTCCTTAGGTTCTTTTTTAATATATG 2000

 I  N  P  T  V  I  L  K  E R  T  T  E  L *

TATTTATTTATTTATTTATTTTTGTATTTATTGTCCCATATTTATGACATAACATGAGAAAGTGCAACACAGAGTTTTTT 2080

TTATATGTAATTTTGTATGTTTTTGTCTGATTATCGAACAAAAGTCTGTGGTTGTGTTTATTTATTGAAAGATTGTTATT 2160

ATAAGTTATTGTTCCAGTAATGACCTCAGTCACTGCAACTTGATACTTGAAGGTTGGTTTATAGTTTCAACTGCATAGTA 2240

GCGTACATTACACTTCTAATGTAAAATTATGTTCATTCAATTGTGCGGCTGCCCCAGTGCACCACAGAGATCTGTTTTGC 2320

AGACAGCGATTCAGTAGCACATCAGTAGTAATGTTCGCAGTGAACTTAACGACTGATCTCTTGATCTAATGTAACACACA 2400

GTAAAGTGCATTCCTGTTTCAGTATTGTTCTACTGATGTTTTTTCTTCTTGAGGCTGTGTATTGGCTTGGGTAATTTGAA 2480

ATGACATGAATAACCCTGAGTTTAAGCTGC4ACTGTTGTTTAAAACTGTACTGTTGTTCTGTAGAAATTGTATCATTCAG 2560

TTATATAGGCTTAACAAAGCCATGCAGTTTCTTAGTTTTGTTCTCAATGCCTATTGACTTGCAAGGTTGACACTAATAAA 2640

TGCTACCAGAAAATGGAACGCGTTTCT 2666

Fig.7.Nucleotidesequenceandtranslatedaminoacidsequenceofrock

bream Cox-2.Thetwodomainsthatdefinethehaem-bindingsitesare

identifiedbytheemptyboxes.Functionallyimportantaminoacidsare

indicated by asterisks;these include the cyclooxygenase active site

(Tyr,His,Ser),theN-glycosylationsite(Asn).The3̀UTR contained

multiple copies ofa typicalinflammatory molecule instability motif

(ATTTA)andapolyadenylation signal(AATAAA)27bpupstream of

thepoly(A)tail.
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2.GenomicDNA cloning과 염기서열 분석

돌돔의 Mxgene과 Cox-2genecDNA 염기서열을 바탕으로 돌돔의 비

장에서 분리한 DNA를 template로 해서 genomicDNA에 대한 PCR을 실

시하였다. Cox-2 gene 의 경우 Cox 1F-RBCoxR , Genomic

CoxF-GenomicCoxR,RBCoxF-GenomicCox2Rprimer를 이용하여 PCR

을 실시한 결과 GenomicCoxF-GenomicCoxRprimer를 이용하여 PCR

한 결과 band를 얻을 수 없었으며,Cox1F-RBCoxR,RBCoxF-Genomic

Cox2Rprimer이용하여 1448bp,2220bp로 2개의 products를 얻을 수 있

었다 (Fig.8).그 prodcuts를 elution하여 cloning한 후 plasmid를 분리하

여 sequencing하였다.그 결과 돌돔의 Cox-2genegenomicDNA의 전체

염기서열을 결정할 수 있었다.exon과 intron을 구분하기 위해 cDNA의 염

기서열과 genomicDNA의 염기서열을 비교한 결과 돌돔의 Cox-2gene

genomicDNA organization은 전체 4196bp로 6개의 exon과 5개의 intron

으로 구성되어 있는 것을 확인하였다 (Fig.9).같은 방법으로 돌돔의 Mx

gene의 cDNA의 염기서열과 genomicDNA의 염기서열을 비교한 결과 돌

돔의 MxgenegenomicDNA organization은 전체 3155bp로 8개의 exon

과 7개의 intron으로 구성되어 있는 것을 확인하였다 (Fig.10).
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M       1       2   M       1       2   

1kbp
500bp

Figure.8.Agarosegelelectrophoresisoftheampliconsproducted

inPCRwithspecificprimersandthegenomicDNAastemplate.

Lane1.Cox1F-RBCoxR;lane2.RBCoxF-GenomicCox2R

M,100-bpDNAladder.
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AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGATTCAAACTTTGAACAGCGAAGCGACACAACTGCGGAGGAGAGGAGAAA 80 

CAGAGAGAGAGAGAGAGAAGGAGGACAAAAAGAACTTCTGACAAAGTCTTTGGAGTATGAACAAACTCACATTTGCAGTT 160

                                                         M  N  K  L  T  F  A  V

TTCCTCTTGGCACTGGGTTTTCTTGTCTGCGAAGCTGGTAACCCATGTTGCGCCGAACCATGTCAGAACAAGGGCGTTTG 240

 F  L  L  A  L  G  F  L  V  C  E  A  G  N  P  C  C  A  E  P  C  Q  N  K  G  V C

CACATCGCTCGGGGCAGAGAACTACGAGTGTGACTGCACACGCACAGGGTATTTTGGACAAAACTGCACAACGCCTGAGT 320

 T  S  L  G  A  E  N  Y  E  C  D  C  T  R  T  G  Y  F  G  Q  N  C  T  T  P E  F

TCCTCACCTGGCTCAAAATTACCCTGAAGCCGTCCCCCAACACAGTCCACTACCTCCTCACCCACTTCAAGGGCTTCTGG 400

 L  T  W  L  K  I  T  L  K  P  S  P  N  T  V  H  Y  L  L  T  H  F  K  G  F  W 

AACATCGTCAACAACATCTCATTTCTCAGGGATGGTATCATGACATATGTGCTGACATCTCGATCCCACATGATTGATAG 480

 N  I  V  N  N  I  S  F  L  R  D  G  I  M  T  Y  V  L  T  S  R  S  H  M  I D  S

TCCGCCCACTTTCAATGCGGATTATAGTTACAAATGCTGGGAGGCCTATTCCAACCTTTCCTACTATACACGCACCCTCC 560

 P  P  T  F  N  A  D  Y  S  Y  K  C  W  E  A  Y  S  N  L  S  Y  Y  T R  T  L  P 

CCCCTGTGCCTAAAGATTGTCCAACCCCCATGGGAGTAGTAGGTAAAAAGGAGCTGCCTGATGCTAAGGTACTGGCTGAG 640

   P  V  P  K  D  C  P  T  P  M  G  V  V  G  K  K  E  L  P  D  A  K  V  L  A  E

AAGCTTCTGGTGAGAAGACAGTTTATCCCGGACCCACAGGGCACCAGCCTGATGTTCGCATTCTTCGCACAACATTTCAC 720

 K  L  L  V  R  R  Q  F  I  P  D  P  Q  G  T  S  L  M  F  A  F  F  A  Q  H  F T 

CCACCAGTTCTTCAAATCTGATATGAAGAAAGGACCTGCTTTTACCGTTGCTAAAGGTCACGGGGTAAGCACAGCAGATT 800

 H  Q  F  F  K  S  D   M  K  K  G  P  A  F  T  V  A  K  G  H  G  

TCAAGCCCCATCAGATTTTGGTCAGGAAAGAGAGACAAAGAATCGTTTGTTAAAAATACAGCATGTGCTCATGGTGTTGT 880

TTTTGCTTCCAGGTGGACCTCAACCACATTTATGGAGACAGCCTGGAGAGGCAGCACAAGCTCAGACTCTTAAAGGACGG 960

             V  D  L  N  H  I  Y  G  D  S  L  E  R  Q  H  K  L  R  L  L  K  D  

CAAGCTTAAATATCAGGTATGAGAAGAGACAGATGTTCAGCAGTTTAAACAGCCAAATGCTTCAGACCACACAAGTGTCT 1040

G  K L  K  Y  Q  

AACGGTTGCTTTCCTCTCTTGCATAACTCTGCAGATCCTGGATGGAGAGGTGTACCCCCCAACAGTAAAGGAAGTGGGCG 1120

                                   I  L  D  G  E  V  Y  P  P  T  V  K  E  V  G  

TTGACATGCACTACCCTCCTCATGTTCCTGACTCTCACCGCTTCGCTGTGGGCCACGAGGCCTTCGGCCTGGTCCCCGGC 1200

 V  D  M  H  Y  P  P  H  V  P  D  S  H  R  F  A  V  G  H  E  A  F  G  L  V  P  G 

CTGATGATGTACGCCACCATCTGGCTACGGGAACACAACCGGGTGTGTGACGTGCTGAAGGAGGTCCACCCTGACTGGGA 1280

 L  M  M  Y  A  T  I  W  L  R  E  H  N  R  A  C  D  V  L  K  E  V  H  P  D  W  D 

CGACGAAAGGCTCTTCCAGACCTCACGGCTCATTCTGATTGGTGAGTTTACAAGATTCTGACAGCTGCACAAAACTTTTG 1360

 D  E  R  L  F  Q  T S  R  L  I  L  I  G 

AAAACATTTGCTCTATTGTATTTGCTGGGAAAATAAAGTAAAATAATGACAAGAGAGCCAAATAGTTACCATGGGAGTTA 1440

TGAAAAGAGGAAGTTGTACTTTTTATTTCTGTAATCAGCTACTAGCAACCGTATTGCACACTGCAGATCATTTGAGCTCT 1520

ACTGTGAGAAACAGGATTTACTGACTGATGTGAGAAAGAGGAAATGTTTGACTTCACTGCCTGACGTCAAACTACTACAG 1600

CCAAAACAATCTAAAGATCCCCTCCACACATGTTTTAAGACATATGAAATACACTGCTTGAATAATAATTTGCGTCTGAT 1680

ATTGATTTTCCACAAAAAAGCAAACTACTTAAAAATTTTTAAAACTACATGTACTTCTTCTCACTCGTTGAAAAATACAG 1760

AATCTTTATTCAAAAGTTTAATTGCTGGACACAAGAGGTCTCCTAATTCACTGAACAGTTTATTCTCAATGTATGTGAAC 1840

TTTAAACATCTATAATATCTGCATTACATAAAATATTTGATCATTTGTCCTGCAGGAGAGACCATCAAGATCGTGATCGA 1920

                                                         E  T  I  K  I  V  I  E

GGACTACGTGCAGCACCTGAGCGGATATCACTTCAAGCTCAAGTTTGACCCCGAGCTGCTCTTCAACCAGCGCTTCCAGT 2000

 D  Y  V  Q  H  L  S  G  Y  H  F  K  L  K  F  D  P  E  L  L  F  N  Q  R  F Q  Y



- 32 -

ACCAGAACCGCATTGCGTCCGAGTTCAACACCCTGTACCACTGGCACCCCCTGATGCCTGATTCTTTCCACGTTGAGGAG 2080

 Q  N  R  I  A  S  E  F  F  N  T  L  Y  H  W  H  P  L  M  P  D  S  F  H  V E  E

CAGGATTACAGCTATAAACAGTTTGTCTTCAACACCTCTGTGGTGACCGAGCACGGCATCAGCAACCTTGTGGAGTCGTT 2160

 Q  D  Y  S  Y  K  Q  F  V  F  N  T  S  V  V  T  E  H  G  I  S  N  L  V  E  S  F

CACCAACCAGATCGCTGGACGGGTAAGAGCTGTTTGAGCTGTCGTAGCAGCACTTAGATTCAGATTGTGACACCAGTGTT 2240

 T  N  Q  I  A  G  R  

GCTTTAAGGCTGATTTACTGACTTCCCATTCATTTCTTTTTAGGTTGCAGGTGGCCGAAATGTCCCAGGACCTATCATGT 2300

                                             V  A  G  G  R  N  V  P  G  P  I  M

ACGTGGCCATCAAGTCTATTGAAAACAGCCGACAGATGCGCTACCAGTCTCTGAACGCCTACAGGAAGCGATTCTCCATG 2360

 Y  V  A  I  K  S  I  E  N  S  R  Q  M  R  Y Q  S  L  N  A  Y  R  K  R  F  S  M

AAGCCCTACAGTTCTTTTGAAGACATGACAGGTGAGACGAAGTCAAGATCATTCACAAAGCCTAATACTTGCAGGTGGAA 2440

 K  P  Y  S  S  F  E  D  M  T 

AGGATGACGGCAGGAGATTAGTGAAGATGTTATTATCAACATGAAATGAAAGGAAATGTTGCCTCAGGCCAAATTATAGT 2520

TGCATTATTAATAGCATTGTTATGAGCTGATTGCAGGAATTAAAAAACACACCCAGCTGCCACAGATCAAAGCTTGTGTC 2600

ATAGATTACTTATTACTAAGGAAATGGTTTGGACTCAGCTCTAGTCCCCCAGCAGCTTTGGAGGTTAGGAATTTATTTCC 2680

GTGACTCTTAAAGACCAGATGTTCACTTCGTCTTGAGACAGTGTAAGCAGATTGTCATCACAGAGAGCAAGACATAAACA 2760

GACAAGAGAGGCCTCCTGCTTCAGAGGAGAAGATTTAAATTTCGCAAGATAAGAGGATTTAATATCAAAAACTAACTGTG 2840

ATGTATGTATGAGGAGAGGGAAATATCAGTGTGTGTGTGTGTATGCTTGTAAGAGAGACATGAATGAGAAGGAAGTGAAG 2920

ACAGAAAGAGATCATTTTTTATCTACCATTTGCTGGATTTGAATCAGTCAAAACACAGAGCTCATATTTAGACTAGCAGC 3000

AAGCTTTGCAGCTGCTGAGCCAGCAAGAGAAGCCAGATTGAGGCGCTAACCAAAACTATTTCCTCCTCTGTGTTACTCAG 3080

GAGAGAAAGAAATGGCCGCAGTGCTCGAGGAGATGTACGGACACATCGACGCTGTGGAGCTCTACCCGGGTCTGCTGGTG 3160

 G  E  K  E  M  A  A  V  L  E  E  M  Y  G  H  I  D  A  V  E  L  Y  P  G  L  L  V

GAGAAACCCAGGCCTAACGCCATCTTTGGGGAGACCATGGTGGAGATGGGGGCCCCTTTCTCCCTCAAGGGCTTAATGGG 3240

E  K  K  P  R  P  N  A  I  F  G  E  T M  V  E  M  G  A  P  F  S  L  K  G  L  M 

AAACCCCATCTGCTCCCCGGAGTACTGGAAGCCCAGCACATTCGGAGGCAGCGTGGGCTTCGACATCGTCAACACCGCCT 3320

G  N  P  I  C  S  P  E  Y  W  K  P  S  T  F  G  G  S  V  G  F  D  I  V  N  T  A

CCCTGCAGAGGCTCGTCTGCAATAACGTCCGCGGCCCCTGTCCCGTGGCATCCTTTCATGTGCCCGACGTTAAAGACACA 3400

  S  L  Q  R  L  V  C  N  N   V  R  G  P  C  P  V  A  S  F  H  V  P  D  V  K  D

GGCTCCATGATCATCAACTCAAGCACGTCCCACTCGCGCAGCAGTGATATCAACCCCACAGTCATTTTGAAAGAAAGGAC 3480

  T  G  S  M  I  I  N  S  S  T  S  H  S  R  S  S  D  I  N  P  T  V  I  L  K  E R

TACTGAGCTTTAATTTTGTTTTATTTCCTTAGGTTCTTTTTTAATATATGTATTTATTTATTTATTTATTTTTGTATTTA 3560

 T T  E  L *

TTGTCCCATATTTATGACATAACATGAGAAAGTGCAACACAGAGTTTTTTTTATATGTAATTTTGTATGTTTTTGTCTGA 3640

TTATCGAACAAAAGTCTGTGGTTGTGTTTATTTATTGAAAGATTGTTATTATAAGTTATTGTTCCAGTAATGACCTCAGT 3720

CACTGCAACTTGATACTTGAAGGTTGGTTTATAGTTTCAACTGCATAGTAGCGTACATTACACTTCTAATGTAAAATTAT 3800

GTTCATTCAATTGTGCGGCTGCCCCAGTGCACCACAGAGATCTGTTTTGCAGACAGCGATTCAGTAGCACATCAGTAGTA 3880

ATGTTCGCAGTGAACTTAACGACTGATCTCTTGATCTAATGTAACACACAGTAAAGTGCATTCCTGTTTCAGTATTGTTC 3960

TACTGATGTTTTTTCTTCTTGAGGCTGTGTATTGGCTTGGGTAATTTGAAATGACATGAATAACCCTGAGTTTAAGCTGC 4040

ACTGTTGTTTAAAACTGTACTGTTGTTCTGTAGAAATTGTATCATTCAGTTATATAGGCTTAACAAAGCCATGCAGTTTC 4120

TTAGTTTTGTTCTCAATGCCTATTGACTTGCAAGGTTGACACTAATAAATGCTACCAGAAAATGGAACGCGTTTCT 4196 

Figure.9.Compiledfull-lengthrockbream Cox-2genesequence.

Exonregionsunderlinedarederivedfrom thecDNA sequence.



- 33 -

AAACAAAACGCTGAAGTACCCGCAGTTTGGATCTGTGCTACTGCAGACAGAGCTCATTTCACTATTCCTTTTTTTCTTTA   80

AAACAGACAAGAAGTCTTCATCATGAACACTCTGAATCAACAGTATGAGGAGAAAGTGCGTCCCTGCATTGACCTCATTG  160

                       M  N  T  L  N  Q  Q  Y  E  E  K  V  R  P  C  I  D  L  I  

ACTCTCTTCGCTCTCTGGGTGTAGAGAAGGACTTGGCTCTGCCTGCTATCGCCGTGATTGGAGACCAAAGCTCGGGGAAG  240

D  S  L  R  S   L  G  V  E  K  D  L  A  L  P  A  I  A  V  I  G  D  Q  S  S  G K 

AGCTCCGTGTTGGAGGCGCTGTCAGGGGTGGCTCTGCCAAGAGGAAGTGGCATTGTGACAAGATGTCCTCTCGAACTGAA  320

S  S  V  L  E   A  L  S   G  V  A  L  P  R   G  S  G  I  V  T  R  C  P  L  E  L  

GATGAAGAGAAAGAAAGAAGGAGAGGAGTGGTACGGAAAGATAAGCTACCAGAACTTTGTGGAAGAGATAGAAGACCCTG  400

K  M  K  R  K  K  E  G  E  E   W  Y  G  K  I  S  Y  Q  N  F  E  E  E  I  E  D  P 

CAGATGTGGAGAAAAAGATTAGAGAAGGTACAGTATACAGCTTTCTCAAATGTCACTATCAAAAGCCAAGTATTGAAGGA  480

A  D  V  E  K  K  I  R  E 

GCTACTGAAGTGTTTTAGGTTTCAGTGATCAGCACTTCCATCCTTTGTAATCAGCATACATCATGCTCTCTCTCTCCAGC  560

TCAGGATGAAATGGCCGGGGTCGGGGTGGGGATCAGTGATGACCTCATCAGTCTGGAGATCGCCTCTCCTGATGTTCCAG  640

A  Q  D  E  M  A  G  V  G  V  G  I  S  D  D   L  I  S L  E  I  A  S  P  D  V  P  

ACCTGACGCTCATTGACCTGTCCGGCATCGCCAGGGTGGCTGTAAAGGGACAACCAGAGAACATTGGAGATCAGGTATGA  720

D L  T  L  I  D  L  S  G  I  A   R  V  A  V  K  G  Q P  E  N  I  G  D  Q 

TTGTTCAGTGTCCCCAAAACACGCTGTCAGCAGCCTCACAGCAAGGCTACAAACATTCAGTCCTGTAATATTCACTCATC  800

ATGTCAATAGAACAAACTACTACTATTGATAGTTGTACAACTTATAACTTGATGTACAATATGAATTCATGCTTTCAGAT  880

AAAGAGGCTGATCCAGAAGTTCATCACAAAACAAGAAACCATCAGCTTGGTGGTTGTTCCATGCAACGTGGACATAGCAA  960

I  K  R  L   I  Q  K  F  I  T  K  Q  E  T  I  S  L  V  V  V  P  C  N  V   D  I A 

CCACAGAGGCTTTGAACATGGCCCAGCAGGTGGATCCTGATGGAGAGAGGACTTTGGGTAAATAGAGCTGCTTTTAGAAA 1040

 T  T  E  A  L  N  M A  Q  Q  V  D  P  D  G  E  R   T  L 

GGGGCCACATGGCCAAGTTGCTTGACTTTTAGATAGTTCACTGTCTGCTTGTCCTTCTTTCTCAGGTATCTTGACCAAGC 1120

                                                                  G  I  L  T  K  

CTGATCTGGTGGACAAAGGCACAGAAGAGACGGTGGTTGAAATTGTCCATAATGAGGTCATCCACCTGAAGAAGGGCTAC 1200

 P D  L  V  D  K  G  T  E  E  T  V  V   E  I   V  H  N  E  V  I H  L  K  K  G  Y 

ATGATCGTCAGGTGCAGGGGTCAGAAGGAGATCACAGAGAAGGTGTCTCTTACTGAAGCAATAGAAAGAGAGAAAGCCTT 1280

 M I  V  R  C  R   G  Q   K  E  I  T  E  K  V  S  L  T  E  A  I  E  R  E  K  A  

CTTCAACGATCATGTGTATTTCCAGTAAGTTAATTCTTTTTGGGGAATTGTGTAATAATTGTAACATAATATTTATGTGG 1360

 F  F  N  D  H  V  Y  F

TAAAGTGTTTGTCAGGTTGTGCAGCATGTACTCAGTAACTTTTTATTCTTGCTGTAGCGCTCTCTACAACGACGGTCATG 1440

                                                          H  A  L  Y  N  D  G  H 

CTACTGTTCCTAGACTGGCTGAGAAACTCACCCTTGAGCTGGTGCATCATATTGAGTATTGAGGTGAATGTATCTTATTT 1520

 A  T  V  P  R   L  A  E  K  L  T  L  E  L  V  H  H  I

CTTTACCTTAACAATTCACTGTATAAATTATGATTAGTCACCTTCGCTGTAAGGTTTTGACCTCTGTGTGATTTGCAGAA 1600

ATCTCTGCCTCGACTGGAAGAGCAGATAGAGGAGAAACTAGCACAGACTCAGGCAGAGCTGGAGAGATATGGCACTGGAC 1680

 E  K  S  L  P  R   L  E  E  Q  I  E  E  K  L  A  Q  T  Q  A  E  L  E  R  Y  G  

CCCCATCTGACACAGCTGAGAGACTCGTCTTCCTCATTGATAAAGTGACGGCATTCACTCAGGATGCCATCAGTCTGCCT 1760

 T  G  P  P  S  D  T  A  E  R  L  V  F  L  I  D  K  V  T  A   F  T   Q  D  A  I  

GCAGGAGAGGAACTCAAGTGTGGAGACAGGCTCAACATCTTTTCTACGCTCAGAAGAGAGTTTGGGAAGTGGAACGCCCA 1840

S  L  P  A  G  E  E L  K  C  G  D  R  L  N I  F  S  T  L  R  R  E  F  G  K  W  N  

CCTGGACCGCTCAGGAGAAAACTGTGAGTGTATCATTTTGCTCAGGTCTACAGCCGTCCATCAGCAGGACTCTGAAATAA 1920

A  H  L  D  R  S  G  E 
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TATGTTTGTGTGTTGCAGTTAACAAGAGGATTGAGAGAGGGGTGGAGGAATATGAAGAGATGTACCGTGGAAGAGAACTG 2000

                  N  F  N  K  R I E  R  G  V  E  E  Y  E  E  M  Y  R   G  R  E L  

CCGGGCTTCATCAACTACAAGACGTTTGAGGGCATGGCCAAGGACCAGATCAAACAGCTGGAAGAACCAGCTGTCAAGAG 2080

P  G  F  I  N  Y  K  T  F  E  G  M  A  K  D  Q  I  K  Q  L  E  E  P  A  V  K  S

TCTTAAGGACGTAGGAGATGCTGTTAGGAAGATGTTCATACAGCTGGCCCACGGTAGCTTCTCTGGATATCCCAACCTCA 2160

 L  K  D  V  G  D  A  V  R   K  M F  I  Q  L  A  H  G  S  F  S  G  Y  P  N  L  M  

TGAAAACCGCCAAGGCAAAGATCGAAGCCATTAAGCAAGAAAAAGAGTCCACTGCTGAATCCCTGCTGAGAACCCAGTTC 2240

 K  T   A  K   A  K  I  E  A  I K  Q  E  K  E  S  T  A  E  S  L  L  R  T  Q  F 

AAGATGGAGTTGCTTGTGTACTCCCAGGACAGGACCTACAGCAGCAGTTTGAGTGACAGTAAGAGAGAGGAGGATGAGAA 2320

 K  M  E  L  L  V  Y  S  Q  D  R T  Y  S  S  S   L  S  D  S  K  R  E  E  D  E  K  

GGATGACAAGCAGAAAAGCTTAATATTTCATGAAGAAAGGAGTATTGTGTACAGCATGGATAATCATGCAACACTTCAGG 2400

 D  D  K  Q  K  S  L  I  F   H E  E  R  S  I  V  Y  S  M  D  N  H  A  T  L Q  E  

AGCTGATGTTGCACCTTAAATCATATTACAGGGTAAGTTTTAATTTAGGAGGATGATTCATGAACACAACATGACAGGTT 2480

 L  M  L  H   L  K  S  Y  Y  R 

TAGACAGAGGGTGTGTTTTTCAATAATTCGCCTTGTCTGTCAAACTTTTTTTTCCTTTTGTCCTCCTCCAGATTGCCAGC 2560

                                                                        I  A  S  

CAGCGTCTAGCTGACCAGATCCCGCTGGTGATCCGCTACCAGATGTTGCAGGAGTCTGCCATCCATCTGCAGAGGGAGAT 2640

Q  R  L  A  D  Q  I  P  L   V  I  R  Y  Q  M  L  Q  E  S  A  I  H  L  Q  R  E M 

GCTGCAGGTGCTTCAGGACAAGGAGAATTTGGAGTTCTTGCTGAAGGAGGACTTTGACTTTGGCAGCAAGAGGGCTGCTT 2720

 L  Q   V  L   Q  D  K  E  N  L  E  F  L  L  K  E  D  F  D  F  G  S   K  R  A A

TGCAGAGTCGCCTCAAACGCCTCAGGCAGGCCCGCGCATACCTGGTGGAGTTCTAGAAGAGTTCAAGGCCTGACAGCATG 2800

 L  Q  S  R  L  K  R  L  R  Q  A  R  A  Y  L  V E  F  *

ATCTTGTTTTTTAAGCTGTCACATACATTCATGGTTGTGGAGTGAGTATACTATTTGTCACATTGGGTATTGAATGTAGA 2880

ATCGATATGTAAAAGTTATCTATTTGATGTGACAGCTAAATCAGAACATGTCATCAGCATAAGTCTACTATACCTCTTTC 2960

ATTTGTCAAGTACAGTTCAACTGTGGTTGTAGGATTGTTATACTATTTTTTTTTTAATATGTCCAGAGTAGAATGGACAG 3040

ATCTGCTTTAGATGTAACAGCTTAGTCAGAACAGGTCAACAGGTCAAAGGTCAGTAGTTTCAAATGTACTGTAATATCTA 3120

CTCCTATTATCATTAAAAAAATGTCTAAGGCACTC 3155

Figure.10.Compiledfull-lengthrockbream Mxgenesequence.

Exonregionsunderlinedarederivedfrom thecDNA sequence
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3.염기서열의 비교 분석

돌돔의 Mxgene과 Cox-2genecDNA 와 GenBank에 등록되어 있는

seabass,rainbow trout,flounder,rat,human의 Mxgene,Cox-2

genecDNA 아미노산을 MEGA 4program을 사용하여 비교해 보았을 때

Mxgene의 경우 seabass와의 aminoacididentity가 91% 가장 높았으

며 Cox-2의 경우 seabass와의 aminoacididentity가 73% 를 나타내었

다 그리고 rockbream 과 서로 다른 어종간의 aminoacididentity는

50%～ 70% 의 분포를 나타내었다.일반적으로 rockbream을 포함한 다른

어류들의 Mxgene과 Cox-2genecDNA sequence에서 포유류와는 낮은

aminoacididentity를 나타내는 경향이 있었다 (Table2-3,Fig.11-12).
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Table2.Aminoacid sequencehomologyofrockbream Mxgenewith

otherknownMxgenesequences.

Fig.11.Phylogenetictreeshowingtherelationshipbetweentherock

bream MxgeneaminoacidsequencewithotherknownMxgeneamino

acidsequences.
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Oplegnathus fasciatus

Fundulus heteroclitus

Oncorhynchus mykiss

Dicentrarchus labrax

Rattus norvegicus (rat)

C.porcellus (pig)

Oryctolagus cuniculus (rabbit)

20

Oplegnathus fasciatus

Fundulus heteroclitus

Oncorhynchus mykiss

Dicentrarchus labrax

Rattus norvegicus (rat)

C.porcellus (pig)

Oryctolagus cuniculus (rabbit)

20

Rattus
norvegicus (rat)
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Oryctolagus
cuniculus
(rabbit)
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(pig)
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Oncorhynchus

mykiss
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Dicentrarchus

labrax
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Fundulus
heteroclitus
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Rattus norvegicus
(rat)

Oryctolagus
cuniculus

(rabbit)
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Table3.Aminoacid sequencehomologyofrockbream Cox-2gene

withotherknownCox-2genesequences.

Fig.12.Phylogenetictreeshowingtherelationshipbetweentherock

bream Cox-2geneaminoacidsequencewithotherknownCox-2gene

aminoacidsequences.
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592-626M30817Hman MxA

527-626X52711Rat Mx1

528-626M21117Mouse Mx1

821-626U47946Rainbow trout

861-626AY574372Grouper

791-626AF491302Seabream

801-626AB110446Flounder

871-626AY821518Lates calcarifer

891-626AY392097Chinese perch

911-626AY42496Sea bass

% identityProtein region comparedNCBI accession no.Species

592-626M30817Hman MxA

527-626X52711Rat Mx1

528-626M21117Mouse Mx1

821-626U47946Rainbow trout

861-626AY574372Grouper

791-626AF491302Seabream

801-626AB110446Flounder

871-626AY821518Lates calcarifer

891-626AY392097Chinese perch

911-626AY42496Sea bass

% identityProtein region comparedNCBI accession no.Species

715-608U03389Rat

721-608U97696Rabbit

711-608Y07896Pig

741-608U47946Rainbow trout

731-608AY42496Sea bass

871-608AY532939Mummichog

% identityProtein region comparedNCBI accession no.Species

715-608U03389Rat

721-608U97696Rabbit

711-608Y07896Pig

741-608U47946Rainbow trout

731-608AY42496Sea bass

871-608AY532939Mummichog

% identityProtein region comparedNCBI accession no.Species

Table4.Comparisonofsequenceidentitybetweenrockbream Mxgene

andtheMxgeneofotherspecies.

Table5.Comparisonofsequenceidentitybetweenrockbream Cox-2

geneandtheCox-2geneofotherspecies.
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4.Immunostimulants 에 의한 Mx gene 과 Cox-2

gene의 발현 분석

4.1.조직별 발현량 분석

100g～150g의 돌돔에 LPS(100㎍/fish)와 PolyI:C(500㎍/fish)을 복강

주사하여 여러 조직을 이용하여 면역 유전자 발현을 비교 분석해 본 결과

PolyI:C에 의해서 유도되는 Mxgene의 경우 아무런 자극을 받지 않은

controlgroup에 비해 LPS로 자극시킨 경우보다 PolyI:C로 자극시킨

경우 4.6배와 16.6배로 4배 정도 높은 발현을 나타내었으며.Cox-2

gene의 경우 controlgroup보다 2배 정도로 발현하였으며,Cox-2gene

역시 두 group에서 뚜렷한 차이를 관찰 할 수 없었다 (Fig.13,15).Poly

I:C에 의해 유도된 Mx1,2,3gene을 conventioalPCR 을 통해 비교

한 결과 Mx2유전자는 PolyI:C로 자극한 후 control에 비해 1일 째

가장 많이 유도되었으며,시간이 지날수록 감소되었다.Mx3유전자는 자

극 후 1일 째 발현되긴 하였지만,Mx1,2,3유전자 중에 가장 작게 발현

되었다. Mx1유전자의 경우 시간에 따른 유전자 발현 차이를 알 수 없

었다 (Fig.14).
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1    2     3    4    5    6    7    8

Β-actin

Mx 1

Mx 2

Mx 3

124bp

150bp

190bp

Liver      Head kidney     Spleen

1    2    3      4      5    6     7      8     9

Β-actin

Mx gene

Cox-2 gene

Fig.13.Expressionofimminegenesinrockbream differentorgans

injectedimmunostimulantsintraperitoneally.Lanes1,4,7, PBS ;

lanes2, 5,8,stimulatedwithpolyI:C(500㎍/0.1ml);lanes3,6,9,

stimulatedwithLPS(100㎍/0.1ml).

Fig.14.Mx1,Mx2 and Mx3 isoforms expression in liver cells

stimulatedfordifferentperiodsoftimewithPolyI:C Lanes1-2,PBS

;lanes3-4,1day;lane5-6,3days;lane7-8,7days.
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Fig.15..Expressionlevelsof MxandCox-2genesusingQ-PCR in

differentorgansofrockbream followingimmunostimulants.Ctvalueof

eachgenebyreal-timePCR wascomparedwiththecorrespondingCt

valueincellsoffishinjectedPBS.
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5.Virus의 감염에 대한 면역반응 분석

5.1.온도에 따른 면역반응 분석

Iridovirus의 특성상 적온인 25～26℃보다 낮은 수온에서는 낮은 병원성

을 지니는 점과,적온이외의 수온이 면역반응에 미치는 관계를 알아보고자

하였다.Iridovirus의 적온인 25℃ 에서는 감염 후 평균 7일이 지나면 폐사

는 일어나지만 iridovirus의 감염력이 낮아지는 18℃에서 감염 후 15일 이

상이 지난 후 처음 폐사가 일어났다.이런 결론을 바탕으로 25℃와 18℃

환경에서 돌돔에 iridovirus를 인위감염 시킨 후 1일,3일,7일 째 virus

copy number를 realtimePCR 을 이용하여 확인한 결과 25℃ 에서는

iridovirus를 감염 후 spleen조직에서 1일째 1.47E+02viralcopies/mgof

infectedtissue로 시작하여 감염 후 7일째 2.55E+07viralcopies/mgof

infectedtissue로 viruscopynumber는 빠르게 증가하였지만,18℃ 에서

는 감염 후 1일째 6.12E+01viralcopies/mgofinfectedtissue로 시작하

여 감염 후 7일째 1.79E+02viralcopies/mgofinfectedtissue로 25℃에

비해 바이러스가 천천히 증식하는 것을 확인하였다.25℃에서는 감염 후 3

일째 IL-1β gene,Mxgene,Cox-2gene은 controlgroup에 비해 15배 ,

20배,10배 로 가장 높은 발현을 보였다.18℃에서는 감염 후 7일째 가장

높은 값을 보였으며,IL-1β gene,Mxgene,Cox-2gene순으로 control

에 비해 9배,13배,2배의 fold값을 확인하였다 (Fig.16～17,Table6～7).

Virus감염에 의한 Mx1,2,3gene의 발현량 비교 결과 감염 후 3일

째 가장 높은 발현을 보였으며 ,Mx2가 Mx1,2,3gene중에 virus감

염에 의해서 가장 많은 양이 유도 되었다 (Fig.18).
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Fig.16.ExpressionofIL-1β,Cox-2andMxgenesinthelivercellsof

rockbream infectediridovirusat25℃ (A)Agarosegelelectrophoresis

ofproductsobtainedbyconventionalPCR.Lane1.PBSinjection;lanes

2.1 day afteriridovirusinjection ;lane3.3 daysafteriridovirus

injection;lane4.7daysafteriridovirusinjection.M,100-bpDNA ladder

(B)RealtimePCR resultsforimmunegenesexpressionlevelinthe

liverofinfectedrockbream.Ctvalueofeachgenebyreal-timePCR

wascomparedwiththecorrespondingCtvalueincellsoffishinjected

PBS.
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Fig.17.ExpressionofIL-1β,Cox-2andMxgenesinthelivercellsof

rockbream infectediridovirusat18℃ (A)Agarosegelelectrophoresis

ofproductsobtainedbyconventionalPCR. Lane1.PBSinjection;lane

2.1 day afteriridovirus injection.;lane 3.3 days afteriridovirus

injection;lane4.7daysafteriridovirusinjection.M,100-bpDNA ladder

(B)RealtimePCR resultsforimmunegenesexpressionlevelinthe

liverofinfectedrockbream.Ctvalueofeachgenebyreal-timePCR

wascomparedwiththecorrespondingCtvalueincellsoffishinjected

PBS.
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Fig.18.ExpressionofMx1,Mx2andMx3isoformsinlivercellsfrom

toindiviualfishinfectedwithiridovirus Lanes1-2, PBS injection;

lanes3-4,1day afteriridovirusinjection ;lane5-6,3daysafter

iridovirusinjection;lane7-8,7daysafteriridovirusinjection.
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3.96
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Table6.Viralcopynumberinvariousinfectedtissue(1㎎)ofinfected

rockbream byiridovirus.

Table7.Innateimmuneresponsein livercellsofrock bream after

iridovirusinjection at 25℃ and18℃ (referencedbyfigure16-17).
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5.2.Nodavirus의 감염에 따른 면역유전자 발현 분석

돌돔에 Nodavirus(VNN)와 iridovirus를 감염 시킨 결과 iridovirus에

감염 된 돌돔은 감염 후 10일 이후부터 폐사가 일어나기 시작하다 감염 후

15일 째 되는 날 100%의 폐사를 보였지만 ,VNNvirus를 감염 시킨 돌돔

의 경우 감염 후 15일째 까지 10%의 폐사를 보였다.VNN virus를 감염

후 20일째 까지 살아남은 돌돔의 brain을 통해 VNNvirus를 분리 한 결과

50% 이상 PCRpositive결과를 나타내었다(Fig.19～20).예비실험을 통해

병원성 차이를 확인하였고,면역반응분석을 위해 돌돔에 iridovirus와 VNN

을 인위감염 시킨 후 3일째 돌돔의 뇌 조직을 이용해 virus감염 여부를

확인한 결과 2마리중 1마리는 PCR positive,나머지 한 마리는 PCR

negative결과를 보였다(Fig.21). 면역반응 분석은 2마리 조직을 합하여

이루어졌다.그 결과 특히 Mxgene의 경우 VNN virus의 targetorgan

인 brain조직을 이용했을 경우 controlgroup에 비해 100배 정도 높은 발

현량을 보였으며,이것은 iridovirus감염 후 3일째의 나타나는 20배 보다

5배 정도 높은 fold값으로 확인되었다.RealtimePCR 과 conventional

PCR을 이용한 발현량 결과를 Fig.22.에 나타내었다.
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Ⅳ.고찰

Iridovirus는 우리나라 양식어종인 돌돔과 참돔에 감염되어 큰 경제적

손실을 야기 시키고 있다.하지만 많은 연구는 진행 되고 있지만 확실한

vaccine개발이 되지 않는 실정이다. Iridovirusvaccine개발을 위해서는

viruses자체에 대한 연구 뿐 아니라 iridovirus감염에 의한 어체의 반응

까지 연구되어져야 한다.이리도 바이러스의 최대 감염 대상어종인 돌돔에

서는 아직까지 바이러스에 대한 어류의 면역반응에서 매우 중요한 역할을

하는 유전자들에 대한 연구가 이 ,2004등 돌돔의 IL-1β gene과 최근 발

표된 KosukeZenkeetal.,2008등이 있다.따라서 본 연구에서는 또다른

돌돔의 면역유전자인 Mxgene과 Cyclooxygenase-2유전자들을 cloning

하고 이들 면역 관련 유전자들이 어떻게 변화하는지를 분석하여

iridovirus감염에 의해 돌돔에서 일어나는 초기 면역반응을 알아보고자 하

였다.Mxgene과 Cox-2gene의 염기서열을 밝히기 위해 Genbank에

등록되어 있는 다른 어류들의 Mx gene과 Cox-2 gene을 비교하여

conserve되어 있는 부위를 증폭하는 degernatedprimer를 제작하여 돌돔

의 headkidneycells에서 분리한 totalRNA를 template로 RT-PCR을 한

결과,559bp와 891bp의 product를 얻을 수 있었고,이것을 sequencing하

여 이미 알려져 밝혀진 다른 종의 Mxgene과 Cox-2gene과 비교 하였

을 때 높은 homology를 가지는 것을 확인하여 이 product는 Mxgene과

Cox-2이라는 것을 증명할 수 있었다.Mxgene과 Cox-2gene의 전체

sequence는 RACE PCR을 통해 두 개 유전자의 전체 cDNA 염기서열을

확인할 수 있었다.돌돔의 전체 MxcDNA는 2362bp로 102bp의 5·UTR

과 1881bp의 ORF,379bp의 3 UTR로 구성되어 있었다.돌돔 Mxgene
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의 aminoacid를 보면 tripartiteGTP-binding motif,dynaminfamily

signature와 leucinezippermotif가 포함되어 있었다(Fig ).Cox-2

cDNA는 2556bp로 136bp의 5 UTR과 1827bp의 ORF,729bp의 3 UTR

로 구성되어 있었다. 3 UTR에는 6개의 RNA instabilitymotifs(ATTA)

와 polyadenylationsignal(AATAAA)이 poly(A)tail의 27bp위에 위

치하고 있었다.Tomo-oIshikawaetal.,에서 설명하고 있는 것을 바탕으

로 돌돔의 Cox-2gene의 aminoacid를 살펴 본 결과 haem-binding

sites(T I W L R E H N R A),cyclooxygenaseactivesite

(Tyr,His,Ser),N-glycosylationsite(Asn)가 확인 되었다.Coxenzyme

에는 2가지 종류의 동종효소가 존재하는 것이 알려져있다.Cox-1gene은

constitutive존재하는 Housekeepinggene이지만,Cox-2gene은 정상적인

상태에서는 발현되지 않고,염증자극,cytokine(IL-1),Growthfactors등의

자극에 의하여 발현되는 immediateearlygene이다.본 연구에서 밝힌 Cox

gene의 경우 Micropogonias undulatus , Fundulus heteroclitus,

Oncorhynchusmykiss Cox-2gene와 비교하였을 때 90% ,87% ,

77% 로 homology를 나타내는 것을 알 수 있었으며.그에 반해 Cox-1

gene과 비교하였을 때 63%,64%,64% 로 Cox-2gene과 높은 homoloy를

나타내는 것을 알 수 있었다.그리고 constitutiveCox-1과 달리 돌돔의

Coxgene의 경우 LPS,PolyI:C나 virus자극 후 유전자가 발현이 되었

으며,PBS자극 시 유전자가 발현이 되지 않았다.이러한 점을 미루어 본

연구에서 밝힌 돌돔의 Coxgene은 Cox-2gene이라고 예상 할 수 있었

다.연구가 진행되는 도중에 돌돔의 Mxgene을 1,2,3으로 구별하는 연

구가 발표되었다(KosukeZenkeetal.,2008).본 연구에서 밝힌 Mxgene

은 Mx1,2,3유전자의 nucleotide비교 결과 Mx2와 일치하는 것을 알

수 있었다.cloning을 통해 밝혀진 두 개의 유전자의 염기서열을 바탕으로
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돌돔의 Mxgene과 Cox-2gene특이적인 primer를 제작하여 면역유전자

발현 분석에 사용되었다.

면역자극물질인 .PolyI:C 와 LPS로 24h동안 자극 시켜 돌돔의 liver,

headkidney,spleencells에서의 발현을 분석한 결과 Mxgene의 경우

모든 조직에서 LPS 자극에 의해 유전자의 발현이 유도되긴 하였지만,

PolyI:C로 자극했을 경우 LPS와 비교했을 때 PolyI:C에 의해 유도된

Mxgene은 controlgroup에 비해 16배 ,LPS에 의해 유도된 Mxgene

은 4배로 LPSgroup에 비해 PolyI:C의 자극에 의해 유도 된 Mxgene

이 4배 정도 높은 발현을 보였다.이러한 결과는 T.Matsuyamaetal.

2007;Y.-M.Chenetal.2006에 나와 있는 LPS가 세포구성성분인 세균

을 감염시켰을 때 Mxgene의 유도를 확인할 수 없었으며,오히려 세균에

의해서 Mxgene의 발현이 억제된다고 발표한 것과 차이를 보이고 있었다.

M.K.Purcelleta.,2006;Heejaeleeetal.,2007에 따르며 PolyI:C

LPS의 경우 결합하는 TLR에 따라서 신호 전달경로에 차이를 보이기 때

문에 IL-1β와 Cox-2gene의 경우 dsRNA와 LPS를 처리하였을 때 서로

다른 발현량을 보인다는 결과를 나타내고 있었지만 본 연구 결과 두 가지

의 자극 물질에 대해서 IL-1β gene과 Cox-2gene이 발현되긴 하였지만

두 group간의 차이를 확실히 볼 수 없었다.

돌돔에 직접적인 피해를 주고 있는 이리도 바이러스 감염에 대한 어체반

응은 A.SIWICKIetal.,1999,2001에서 설명하고 있는 iridovirus에 대한

cell-mediatedimmunity연구 외에 많이 알려져 있지 않다.그래서 본 연

구에서는 이리도 바이러스 감염에 의한 돌돔의 면역유전자 반응의 알아보

고자 하였다.Virus의 경우 어체 안에서 복제 할 수 있는 온도를 가지고

있는데 그 이외의 온도가 되면 virus의 복제가 늦어지거나 일어나지 않아

서 어체에 대한 병원성을 가지지 않는다 (M.Sanoetal..,2009).18℃와
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25℃ 환경에서 돌돔에 iridovirus 를 감염 시킨 후 1일,3일,7일째

sampling하여 온도에 따른 viruscopynumber를 분석한 결과 이리도 바

이러스 적온인 25℃에서는 시간이 경과 할수록 7일 째 spleen조직에서

2.55E+07viralcopies./mg infected tissue로 감염 후 1일째 1.47E+02

viralcopies./mginfectedtissue와 비교했을 때 보다 빠른 속도로 증가

한 반면 18℃에서는 시간이 경과 할수록 7일 째 spleen 조직에서

1.79E+02viralcopies./mginfectedtissue로 1일째와 비교했을 때 많은

차이를 보이지 않았다 이 결과로 18℃에서 이리도 바이러스 복제 속도가

늦어진다는 것이 확인되었고,이리도바이러스 복제속도가 늦어지는 저온과

이리도 바이러스 적온에 있어서 이리도 바이러스 감염에 의한 돌돔의 특이

적 면역유전자 발현을 분석해보고자 하였다.Y.-M.Chenetal.2006에서

nordavirus감염에 있어서 감염 후 24h째 Mxgene이 증가하다가 3일째

가장 높은 발현을 보인다고 나타내었으며 대부분 연구 결과 이와 같은 현

상을 보이고 있으며,7일 이후가 되면 virus에 의해 어체의 폐사가 일어나

면서 earlystageimmunegene의 경우 감소하는 현상을 보인다고 하지만

virus가 어체에 남아있으면서 계속하여 인터페론 생산을 유도하면서 Mx

gene이 증가한다는 연구가 발표되기도 하였다 (K.Lockhartetal.,2004).

본 연구 결과는 25℃ 에서는 감염 후 7일째 되는 날부터 계속해서 폐사가

일어났으며,3일째 가장 높은 발현을 보이다가 시간이 지나면서 면역유전

자는 감소하는 현상을 보였다.이것은 PolyI：Cgroup의 경우 자극 후 1

일 째 가장 높은 반응을 보인다는 결과와 다르게 나타났다.M.K.Purcell

etal,.2004에서 이러한 현상은 poly I:C group의 경우 자극 후 1일째

anti-viralactivity나 inflammatoryresponse가 유도 되지만 virus의 경우

host안에서 virusreplication의 속도가 차이가 나기 때문에 두 group에서

면역유전자의 발현이 자극 시간에 따라 차이가 나타나는 것이라고 설명하
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고 있다..이러한 결과는 Mxgene과 Cox-2gene의 경우 earlystage

immunegene 이라는 특징을 가지고 있으며,어체가 바이러스에 의해 폐

사가 일어나기 시작하는 시기에는 이러한 면역유전자가 관여하지 않거나

innateimmuneresponse보다는 acquiredimmuneresponse가 보다 중요

하게 작용하는 것으로 사료되어진다(M.K.Purcelletal.,2004).18℃에서는

감염 후 7일 까지는 폐사가 일어나지 않았으며 면역유전자의 경우 7일째

가장 많은 양이 발현되었다.저온의 경우 viralcopynumber가 증가하기

시작하는 7일째 면역유전자의 발현이 가장 높은 결과가 나왔으며 이것은

virus의 복제 속도가 늦어짐으로 어체가 바이러스에 의해 자극을 받아서

여러 가지 cytokine 생산 시기가 늦어진 것이 아닌 가 사료되어진다.

KosukeZenkeetal.,2008에 나와있는 Mx1,3을 detection할 수있는

specificprimer를 제작하여 본 연구에서 제작한 Mx2primer와 함께 사

용하여 PolyI:C자극 과 virus감염에 의한 돌돔의 Mx1,2,3유전자

간의 발현량 차이를 알아보고자 하였다.KosukeZenkeetal.,2008 에

따르면 Mx1유전자의 경우 constitutive하게 발현 하는 것 같다고 예상

하고 있었다.본 연구 결과 PolyI:C에 의해 유도된 Mx1,2,3의 발현

량은 Mx3의 경우 polyI:C자극 후 1일째 만 발현되었으며,Mx2유전

자는 시간이 지남에 따란 계속적으로 발현하는 경우도 있었지만 1일째 가

장 많이 발현되다가 시간이 지날 수록 감소하는 현상을 보였으며,Mx1유

전자의 경우 시간에 따른 발현량의 차이를 나타내지 않았다. Fig.18.에

나타나 있는 연구결과에 따르면 virus감염 후 3일 째 되는 날 만 Mx1

유전자가 유도되는 것을 확인 할 수 있었다. 굳이 Mx1,2,3의 유전자

발현량을 비교하자면 본 연구 결과에 따르면 Mx2유전자가 가장 많이 발

현되는 것을 알 수 가 있는데 이러한 문제는 돌돔의 Mx1,2,3과의 기

능적 분석과 함‘께 추후 연구가 되어야 한다고 생각되어 진다.SeungJu
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Chaetal.,2007돌돔에서 VNN virus가 분리되어 진다고 기술 되어있다.

Iridovirus는 DNA virus이지만 VNN virus는 RNA virus로 DNA

virus와 RNA virus간의 면역유전자 발현차이와 돌돔에 있어서 병원성의

차이를 보이는 iridovirus와 VNN virus을 이용하여 두 virus간의 어체

반응에 대해서 분석해보고자 하였다.VNN 을 인위감염시킨 돌돔의 경우

15일째 까지 10% 폐사를 보였으며,감염 후 20일째 나머지 살아있는 돌돔

brain을 통해서 VNNvirus분리한 결과 50% 이상 VNNvirus가 살아있

는 돌돔에서 확인되었다.PCR 을 통한 VNN virus분리 결과 50% 이상

positive를 나타냈기 때문에 VNN을 인위감염시킨 돌돔을 20일 이상 살펴

보았으며 폐사가 일어날 것이라고 예상되지만,iridovirus와의 병원성 차

이를 확인하였기 때문에 감염 후 20일째 살아있는 돌돔 brain통해 VNN

virus를 확인하였다.이러한 예비실험을 통해 병원성의 차이를 알 수 있었

으며,돌돔에 iridovirus와 VNN 을 감염 시킨 후 3일째 되는 날 brain과

headkidney을 이용하여 면역유전자를 분석하였다.virus감염 후 3일째

2마리씩 분석하였는데 virus감염 여부의 PCR결과 VNN 을 감염시킨 돌

돔 2마리중 1마리는 PCR positive결과를 보였으며 나머지 한 마리는

negative결과를 나타내었다.면역반응 분석은 2마리 조직을 모두 합하여

이루어졌다.면역유전자의 발현 분석결과 IL-1β gene과 Cox-2gene의

경우 iridovirus와 발현량에 있어서 차이를 관찰 할 수 없었지만 VNN

virus를 감염시킨 돌돔의 brain을 통해 Mxgene의 발현을 확인한 결과

iridovirus보다 5배 이상의 높은 발현을 보였다.다른 연구에서는 이런 현

상을 asymptomaticcarrier상태라고 설명하면서 이런 현상이 나타나는

이유가 Mxgene과 같은 인터페론 유전자의 많은 발현에 의한 것이라고

설명하고 있다 (L.Poisa-Beiroetal.,2008).K.Lockhartetal.,에 따르

면 IPN virus에 대해 carrierstage에 있는 무지개송어의 경우 IPN virus
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가 host에 대해서 아무런 역할을 하지 않기 때문에 Mxgene의 발현이

전혀 되지 않는다고 설명하고 있다.

모든 실험에서 면역유전자 발현량을 conventionalPCR RealtimePCR

을 통해서 분석하였다.정확한 발현량을 알아보기 위해 realtimePCR을

이용해서 자극을 받지 않는 PBSgroup또는 normalgroup을 발현량을

‘1’로 보았을 때 자극을 받은 experimentgroup의 면역유전자 발현량 CT

값의 비교에 의해 알아보는 방법인 deltadeltaCT method방법을 이용해

서 발현량의 차이를 정확한 숫자로 알 수 있었다.이러한 방법은 각

sample마다 β-actingene의 값을 보정해주기 때문에 굳이 mRNA 의

양을 맞춰 줄 필요가 없고,standardcurves가 필요하기 않아서 편리한

점도 있었지만,면역유전자의 fold값의 변화가 calibration하는 control

group에 의해서 결정되는 문제점을 가지고 있었다(KennethJ.Livaket

al.,2001).본 연구에서 사용하는 계산법에 있어서 controlgroup이 가장

중요한 요소로 작용하기 때문에 controlgroup이 어체 자체의 상태,환

경,실험하는 도중의 자극 에 의해 영향을 받아서 발현된다는 문제가 있었

기 때문에 실험에 들어가기 전에 아무런 자극을 주지 않은 5마리의 돌돔의

livercells을 분리하여 5마리의 평균을 구하여 controlgroup으로 사용하

였다.ConventionalPCR의 경우 30cycles로 수행했을 때 control과 자

극을 준 sample에서 같은 양의 product가 얻어졌다.그래서 Scapigliatiet

al.,2001에서 설명하는 방법을 통해 cycle수를 30cycles에서 27cycles로

조절해서 확인한 결과 자극을 시키지 않는 group과의 차이를 확인 할 수

있었다.

본 연구는 돌돔을 이용하여 여러 가지 면역 자극물질과 virus감염실험

을 통해 돌돔에서 일어나는 면역반응을 확인하였다.RealtimePCR을 사

용하여 group간의 CT value차이에 의해서 정확한 수치로 발현량을 알
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수 있었다.이러한 돌돔의 면역자극물질과 virus감염에 의한 염증 유전자

및 interferonresponse의 분석은 어류의 면역학적 연구나 돌돔의 또 다른

유전자 분석연구에 있어서 기초적인 연구 자료로 사용될 것으로 사료된다.
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Ⅴ.요 약

본 연구에서는 돌돔의 면역유전자인 Mxgene과 Cyclooxygenase-2유

전자들을 cloning하고 이들 면역 관련 유전자들이 어떻게 변화하는지를

분석하여 면역자극물질과 iridovirus감염에 의해 돌돔에서 일어나는 초

기 면역반응을 알아보고자 하였다.면역자극제로 알려져 있는 PolyI:C와

LPS를 돌돔에 자극시켜 여러 조직을 통해 면역 유전자의 발현을 관찰 하

였다.Mx2의 경우 LPS보다 PolyI:C에 의해서 더 많이 유도 된다는 것을

알 수 있었다.SachuntypeIVS-1과 능성어 폐사체의 brain으로부터 분

리된 VNN virus를 사용하여 realtime PCR과 conventionalPCR을 통

해서 면역반응을 분석한 결과 iridovirus의 경우 돌돔의 폐사가 일어나기

시작하는 7일 이후 부터는 면역유전자의 발현이 감소되었으며,VNN 을

돌돔에 공격했을 때는 폐사가 거의 일어나지 않았으며,인터페론 관련유전

자인 Mx2의 경우 iridovirus를 감염시킨 group에 비해 높은 발현량을 보

였다.같은 실험일 경우라도 아무런 자극을 주지 않는 group의 발현정도에

의해서 발현량의 값이(value)차이를 보이긴 했지만 증가와 감소하는 경향

은 같은 것을 확인하였다.Virus의 replication속도와 Mxgene유전자와

염증관련 유전자(IL-1β,Cox-2)의 발현관계를 알아보기 위해서 먼저 1

8℃,25℃ 환경에서 virus공격실험을 실시하였다.그 결과 25℃에서 감염

후 7일째부터 폐사가 일어나기 시작하였고,spleen조직을 이용한 copy

number분석 결과 2.55E+07viralcopies/mgofinfectedtissue를 나타

냈으며,18℃에서는 감염 후 7일째 까지 폐사는 일어나지 않았으며,

spleen조직을 이용한 copynumber분석 결과 1.79E+02viralcopies/mg

ofinfectedtissue로 virus의 복제가 천천히 일어나는 것을 확인하였다.
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25℃의 경우 면역유전자 분석결과 7일째 감소하는 현상을 보여지만 18℃

에서는 오히려 7일째 증가하는 결과를 보였다.Viruscopynumber는 1

8℃에서는 크게 차이나지 않았지만,25℃에서는 시간이 지날수록 증가하는

경향을 확인하여,온도별 virusreplication속도를 확인할 수 있었으며,늦

은 속도로 복제되는 온도에서는 면역유전자가 느리게 발현을 하는 것을 알

수 있었다.이러한 돌돔의 면역자극물질과 virus감염에 의한 염증 유전자

및 interferonresponse의 분석은 어류의 면역학적 연구나 돌돔의 또 다른

유전자 분석연구에 있어서 기초적인 연구 자료로 사용될 것으로 사료된다.
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를 웃겨준 지웅이 오빠, 실험 도와주신거 너무 고마워요 진단방 막둥이 곧 들어

올 기택이 환영한다.어디서든 진단방 잊지 않는 착한 효선이 ,아직 군대에 있을

우섭이 다들 모두 감사 드립니다.사회초년생의 무지함을 깨닫게 해주신 명석선

배,저를 믿고 실험을 맡겨 주신 우열선배 실험실 분위기를 한번 씩 전환시켜 주

시는 신후선배 ,순범선배 ,후배의 장난에도 웃으면서 넘어 가주셨던 호열 선배 ,

갑작스런 즉석만남 제안으로 한번 씩 놀라게 했던 재훈선배 실험실 오실 때 마다

아이스크림 사준신거 잘 먹었습니다.저를 처음으로 예쁘다고 해주신 영화선배

(저 기억하고 있어요 !!)인형 같은 예쁜 현지 어머니 대심선배,엉뚱한 매력녀 현

정선배,고등학교 선배님 윤경선배 (사는 동네가 가까워서 너무 좋았어요),항상

진지한 지효선배 에게도 감사드립니다. 2년 동안 고생하신 석사 동기 미영선배,

주은이 언니 ,기준선배 다들 수고 많으셨습니다. 벌써 아들의 어머니가 된 나의

친구 수지,힘들 때 도움이 되고 싶었지만 옆에 있어주는 거 밖에 할 수가 없어서

항상 미안하고 예쁜 예준이 건강하게 키워줘서 고마워.그리고 힘들 때 마다 불쑥

전화해서 고민 털어 놓으면 잘 받아주는 대학교 친구 민정이 ,선주 각자 하는 일

다 잘되길 바랄게.석사생활 하면서 바쁠 때 잘 만날 수 없었지만 항상 나의 자리

를 남겨뒀던 친구들,뭐든지 열심히 하는 주년이,멋쟁이 혜영이,내가 삐뚤어 질

때마다 바로 잡아 줬던 미정이,이제 벌써 두 아이의 엄마가 되어 버린 현정이,내

가 배울 점이 많은 같은 동네 친구 선미,생각보다 효자인 국진이 드라이브로 친

구의 답답한 마음을 풀어주는 영훈이 고맙다는 말을 전하고 싶습니다.

가장 큰 힘이 되었던 우리 가족들 막내딸이라고 힘든 거 한 번 내색안하시고

억지부리고 짜증내는 거 받아주시는 우리 아빠,공부도 물론 잘하면 좋고 중요하

지만 사람이 먼저 되라고 말씀해주시는 우리 엄마,나의 정신적 지주 우리 언니

그리고 주헌이 대학가는 거까지 보신다고 항상 말씀하시던 이제는 먼 곳에 계신

어린 시절 나를 키워주신 할머니 무뚝뚝한 면이 많아서 표현하지 못했지만 진심

으로 사랑합니다.

이것이 끝이 아닌 것 을 알기에 모든 분들의 진심어린 가르침 깊이 새겨서 성장

하겠습니다.
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