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            초록
          
        

        
          Zinc finger protein (ZNF) is widely expressed in eukaryotes and is involved in a number of important biological processes such as cell differentiation, proliferation and apoptosis. ZNF703 is one of the transcription factors that regulates the expression of multiple genes involved in transcription modulation, cell proliferation, cell cycle regulation, and signaling pathway regulation. However, studies on the immune response of ZNF703 after pathogen infection in fish are lacking. We analysed the coding sequence (CDS), genomic structure, and temporal variations in the mRNA transcription of ZNF703 after challenge with viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV) and Streptococcus parauberis PH0710 in starry flounder (Platichthys stellatus) (Ps). PsZNF703 was confirmed to have a NLZ1 domain and ZNF C2H2 domain. The strongest expression of PsZNF703 mRNA in healthy starry flounder was observed in the gills. The expression pattern of PsZNF703 mRNA after infection with pathogens was significantly up-regulated in the spleen, liver, and intestine 12 h post-VHSV injection (***p < 0.001). After infection with S. parauberis PH0710, the PsZNF703 mRNA expression pattern was up-regulated in almost all major tissues, whereas it was significantly down-regulated in the gills and heart. Our results indicate that PsZNF703 may be involved in the host immune response to starry flounders.
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      I. 서 론
      강도다리(Platichthys stellatus)는 가자미목(Pleuronectiformes) 가자미과(Pleuronectidae)에 속하는 냉수성 저서 어류로 주로 연안 저층의 수심 150 m 내외에 서식하며, 종종 하천에서 발견되기도 한다(Chyung, 1977). 강도다리는 우리나라 동해에서 오호츠크해를 거쳐 베링해와 미국 남부 캘리포니아에서 관찰되며, 동계 산란 종으로 주로 낮은 수온 지역에 서식한다(Lim et al., 2007). 국내에서는 2004년 강도다리의 대량 인공 종묘생산이 성공함으로써 양식이 가능해졌으며, 최근 높은 수요로 인해 양식 생산 규모가 증가하고 있는 추세이다(Kim et al., 2019). 그러나 강도다리 양식산업은 질병으로 인해 많은 경제적 피해를 입고 있다. 그 중 Streptococcus parauberis, Aeromonas salmonicida와 같은 세균성 질병이 강도다리에서 보고되고 있으며(Woo et al., 2023; Kim et al., 2022), megalocytivirus와 같은 바이러스성 질병도 보고되고 있는 추세이다(Won et al., 2013). 최근에는 점액포자 기생충인 Enteromyxum leei의 감염이 제주 소재 양식장에서 보고된 바 있다(Shin et al., 2023). 그럼에도 불구하고 강도다리의 질병과 면역 체계에 대한 기초적인 연구는 부족한 실정이다.

      아연(Zinc, Zn)은 단백질과 핵산, 지질 등 다양한 생체 분자의 대사에 관여하는 여러 효소의 보조인자 역할을 하는 필수 영양소로 세포 및 체액 면역 모두에 관여하며 면역체계에서 핵심적인 역할을 수행한다(FAO, 2004; Rakhra and Rakhra, 2021). 또한, 300개 이상의 효소가 활성화되기 위해 아연을 필요로 하는 것으로 알려져 있으며, 신체 여러 대사 기능에 작용하고(Coleman, 1992), 유전자 발현을 조절하는 전사인자들의 구조를 유지하거나, 이들이 핵산에 결합하기 위해 아연을 필요로 한다(Prasad, 1995). Zinc finger protein (ZNF)은 1985년 African clawed frog (Xenopus laevis)의 transcription factor IIIA (TFIIIA)에서 처음 발견되었으며(Miller et al., 1985), 이는 시스테인(Cysteine, C)과 히스티딘(Histidine, H) 리간드(Ligand)를 포함하는 아연 결합 모티프로 금속단백질에서 킬레이트 화합물을 형성하고, 단백질 접힘 구조의 안정화에 아연 이온(Zn(II))의 배위결합이 필요하다고 보고된 바 있다(Chang et al., 2010). Zinc finger family는 C2H2, C2CH 및 C2C2와 같은 다양한 cysteine/histidine 조합을 가진 도메인 구조에 의해 C2H2 type, RING type 및 PHD type 등으로 분류되며(Cassandri et al., 2017), 현재 HUGO Gene Nomenclature Committee에서 보고된 ZNF는 42개의 type으로 알려져 있다(HGNC, 2023). 이러한 ZNF는 DNA 또는 RNA에 결합해 유전자 발현을 조절하고, 단백질 간 상호작용에 관여하여 세포 분화, 증식 및 세포 사멸과 같은 여러 가지 중요한 세포 과정을 조절하는 역할을 한다(Leon et al., 2000; Cassandri et al., 2017). C2H2 ZNF 중에는 DNA와의 직접적인 상호작용을 매개하는 C2H2 모티프를 가지는 다양한 전사인자가 존재하며(Cassandri et al., 2017), C2H2 도메인은 α-helix의 N-말단을 통해 특정 DNA 서열(T/A)(G/A)CAGAA(T/G/C)에 결합하여 표적 유전자의 발현을 억제함으로써 세포 내 전사 과정 조절에 관여한다(Krishna et al., 2003; Nunez et al., 2011). 또한, 1k2f, 1fv5, 1fu9 등의 단백질 간 상호 작용을 매개하여 사이토카인 신호전달 체계를 조절함으로써 면역 반응에 관여할 수 있다(Polekhina et al., 2002; Santelli et al., 2005; Fox, 1999).

      C2H2 type으로 알려진 ZNF703에 관한 연구는 주로 포유류에 국한되어있으며(Cheah et al., 1994; Pereira-Castro et al., 2013), 경골어류에서는 zebrafish (Danio rerio)에서 보고된 바 있으나(Runko and Sagerström,, 2003; Hoyle et al., 2004), 여전히 어류 면역 반응에서의 ZNF703에 대한 정보는 부족한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 PsZNF703이 병원체에 대한 면역 반응에서 중요한 인자로써 역할을 수행하는지 여부를 확인하고자 강도다리로부터 ZNF703 (PsZNF703) 유전자를 동정하여 분자적 특징을 확인하였으며, 병원체 인위감염 후 PsZNF703의 유전자 발현 패턴을 분석하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. PsZNF703의 염기서열 확보
        PsZNF703의 coding sequence (CDS)는 이전 연구에서 확보한 서열을 기반으로 subcloning 및 sanger sequencing을 통해 검증되었다(Sohn et al., 2023). 간략히 설명하면, PsZNF703의 CDS를 PCR로 증폭시킨 후 pGEM T-easy vector (Promega, USA)와 Escherichia coli JM109를 이용하여 cloning 하였다. Cloning 후 sanger sequencing을 통해 서열을 최종 확인 및 검증하였다.

        모든 실험은 경상국립대학교 동물실험윤리위원회의 규정을 준수하여 수행하였다(승인번호: GNU-150907-M0050).

      

      
        2. PsZNF703의 분자적 특성 분석
        확보한 PsZNF703의 염기서열과 아미노산 서열의 분자적 특성 및 계통발생학적 분석을 수행하였다. 단백질의 분자량(Molecular Weight, MW) 및 등전점(Isoelectric point, pI)은 ExPASy Proteomics Serve의 ProtParam tool (http://web.expasy.org/protparam/)로 예측하였다. 특정 도메인의 위치와 서열은 Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) (http://smart.embl-heidelberg.de/)을 이용하여 확인하였고, NCBI의 sequence database에 등록된 다른 종들의 ZNF703 아미노산 서열과의 multiple sequence alignment는 ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/)를 이용하여 분석하였다. 동정된 PsZNF703의 아미노산 서열과 다른 종에서 보고된 ZNF703 유전자의 아미노산 서열은 GENETYX ver 6.0 program (SDC Software Development, Japan)과 National Center for Biotechnology Information (NCBI)의 BLASTX program (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)을 이용하여 비교 분석하였으며, PsZNF703의 계통발생학적 분석은 molecular evolutionary genetics analysis (MEGA) version 4.0 program의 neighbor-joining (NJ) 법을 통해 bootstrap을 1,000 반복하여 수행되었다.

      

      
        3. PsZNF703의 유전자 발현 분석
        
          가. 실험어 및 병원체
          실험에 사용된 강도다리는 경상북도 포항시 소재의 양식장에서 구입하였으며, 평균 전장 21.5 ± 1.3 cm와 평균 체중 128.7 ± 18.2 g의 100마리를 실험실의 수조에서 14일 동안 순치시켰다. 병원체 인위감염 실험을 위해, 17 ± 1℃와 25 ± 1℃의 두 그룹으로 나누어 추가 순치시켰다. 실험 전 각 그룹에서 3개체씩 무작위 선발해 임상학적 검사를 통하여 건강도를 확인한 후 실험에 사용하였다. 인위감염 실험에 사용된 S. parauberis PH0710와 viral haemorrhagic septicaemia virus (VHSV, genotype IVa)는 국립수산과학원에서 제공받았다.

        

        
          나. 정상 어체에서의 조직별 mRNA 발현 분석
          건강한 강도다리의 주요 조직 내 PsZNF703 mRNA 발현 수준을 확인하기 위해 5마리의 강도다리에서 아가미, 눈, 뇌, 두신, 체신, 심장, 간, 위, 비장, 장, 근육, 피부 총 12개 조직 적출과 적혈구 및 말초혈액 백혈구를 분리하였고, total RNA 추출 전까지 –80℃에서 보관하였다. 혈액은 heparin sodium (Sigma-Aldrich, USA)이 처리된 주사기를 이용하여 미부 정맥에서 채혈하였고, 53% percoll 용액을 첨가하여 원심분리 후 적혈구와 백혈구로 분리하였다.

        

        
          다. 병원체 인위감염 후 시간별 mRNA 발현분석
          병원체에 감염된 강도다리의 주요 조직 내 PsZNF703 mRNA의 발현 수준을 조사하기 위해, 100 μL의 VHSV (103 viral copies/fish)와 S. parauberis PH0710 (103 CFU/fish)를 강도다리에 복강주사 하였으며, 대조군에는 PBS를 동량 투여하였다. 사육 수온은 각각 17 ± 1℃와 25 ± 1℃로 유지하였으며, 실험 기간 동안 사료 급이는 중단하였다. 두 병원체의 감염 후 0, 1, 12시간과 1, 3, 5, 7일에 각 그룹에서 5마리씩 무작위로 선발해 뇌, 아가미, 심장, 체신, 간, 비장, 장을 분리하고, total RNA 추출 전까지 –80℃에 보관하였다.

        

        
          라. Total RNA 추출 및 cDNA 합성
          정상 및 감염한 강도다리에서 적출한 조직들로부터 total RNA 추출한 뒤 PrimeScriptTM 1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara, Japan)를 이용해 제조사의 프로토콜에 따라 cDNA로 합성하였다. Total RNA의 추출은 각 적출 조직에 RNAiso Plus (Takara)를 1 mL 첨가해 homogenizer로 마쇄하고, chloroform을 100 μL 첨가한 후 vortexing하여 4℃, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리하였다. 상층액을 새로운 e-tube에 옮겨 200 μL의 PCI 용액(Phenol:chloroform:isoamyl alcohol, 25:24:1; Biosesang, South Korea)을 첨가하고 vortexing 후 같은 조건으로 원심분리하였다. 상층액을 다시 새로운 e-tube에 옮겨 genomic DNA를 제거하기 위해 5 U/μL의 Recombinant DNase Ⅰ (Takara) 3 μL과 10×DNase Ⅰ Buffer 20 μL를 첨가하여 37℃에서 30분간 반응시켰다. 반응액과 동량의 PCI 용액을 첨가하여 4℃에서 14,000 rpm으로 10분간 원심분리하였고, 상층액은 새로운 tube에 옮긴 후 isopropanol 500 μL, 3M sodium acetate (Takara) 50 μL 및 Dr.Gen (Takara) 5 μL을 첨가하여 위와 같은 조건에서 원심분리하였다. 원심분리 후 상층액을 제거하고 75% ethanol 600 μL를 첨가하여 4℃에서 14,000 rpm, 5분간 원심분리하였다. 상층액을 완전히 제거한 후 pellet을 건조시켰고, DEPC water를 20 μL 첨가 후 pipetting 하여 풀어주었다. Total RNA의 purity와 concentration은 NanoVue (GE Healthcare, UK)를 이용하여 측정하여 확인하였다.

          cDNA 합성을 위해 8 μL의 total RNA 추출물에 dNTP mixture 1 μL 및 random primer 1 μL을 첨가하였고, 65℃에서 5분간 반응 후 얼음 상에서 5분간 반응시켰다. 반응물에 RNase free dH2O 4.5 μL와 5×Primer script buffer 4 μL, RNase inhibitor 0.5 μL, Primer script RTase 1 μL 을 추가로 첨가하여 30℃에서 10분 반응시켰고, 42℃에서 1시간 동안 반응시킨 뒤 마지막으로 95℃에서 5분간 반응시켰다.

        

        
          마. Quantitative real-time PCR (RT-qPCR)
          강도다리의 다양한 조직에서 PsZNF703의 mRNA 발현 분포를 확인하기 위해 PsZNF703 cDNA의 CDS를 기반으로 Primer3 (ver. 0.4.0.) (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)를 이용하여 specific primer를 제작하였다(<Table 1>). Real-Time System TP950 Thermal Cycler Dice (Takara)와 TB Green premix Ex TaqTM (Takara)를 이용하여 RT-qPCR을 수행하였다. RT-qPCR를 수행하기 위한 조성과 반응은 cDNA template 1 μL와 forward, reverse primers 각 1 μL (10 pM), TB Green premix Ex TaqTM (Takara) 12.5 μL, DW 9.5 μL를 총 25 μL이 되도록 분주하였다. 증폭 조건은 50℃에서 4분, 95℃에서 10분간 initial denaturation 후, 95℃에서 20초, 60℃에서 1분을 1 cycle로 하여 총 45회 반응시켰고, final dissociation으로 95℃에서 15초, 60℃에서 30초, 95℃에서 15초 반응시켰다. PsZNF703의 상대적인 발현 수준의 비교는 PsZNF703의 housekeeping gene으로 알려진 elongation factor 1 alpha (EF-1α)를 사용하였고<Table 1>, 모든 PsZNF703 mRNA의 threshold cycle (Ct)값은 EF-1α mRNA의 Ct값과 비교하여 2-ΔΔCt 방법[ΔΔCt=2^-(ΔCtsample-ΔCtinternal control)]를 이용하여 정량화하였다(Livak and Schmittgen, 2001).

          
            <Table 1> 
				
            

            
              Primers used for RT-qPCR
            
            

          

          
            
              
                	Primer
                	DNA sequence (5'－3')
              

            
            
              	PsZNF703 forward
              	 ACACTGGACACTTGCTGCAC
            

            
              	PsZNF703 reverse
              	 TCTTCTTGGCATCCAGCTCT
            

            
              	EF-1α forward
              	 GTGGCAAGTCCACCACCA
            

            
              	EF-1α reverse
              	 GCTTGTCCAGCACCCAGG
            

          

          

          모든 실험은 3회 반복하였으며, 모든 mRNA 상대 발현량은 평균(mean) ± 표준편차(standard deviation)로 나타내어 PsZNF703의 mRNA 상대 발현 수준을 확인하였다. 실험의 유의성을 확인하기 위해, SPSS software version 19 (IBM, USA)의 one-way analysis of variance (ANOVA) test와 Tukey’s honestly significant difference (HSD) test를 실시하였다(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. PsZNF703의 분자적 특성
        
          가. PsZNF703의 분자적 특성
          PsZNF703 유전자의 CDS는 1,770 bp로 589개의 amino acid (aa)로 구성된 폴리펩타이드를 암호화하며, NocA-like zinc finger 1 (NLZ1) 도메인(326-375 aa)과 C2H2 도메인(463-491 aa)을 포함하는 것으로 확인되었다([Fig. 1]). MW는 61.9 kDa, pI는 9.36으로 예측되었다. 해당 유전자의 서열 정보는 NCBI에 등록되었으며, PP266589 등록번호를 부여받았다.

          
            
            

            [Fig. 1] 
				
            

            
              PsZNF703 nucleotide and amino acid sequences. NLZ1 and C2H2 domain are boxed.
            
            

            

          

        

        
          나. Multiple sequence alignment 분석
          PsZNF703 유전자와 보고되어 있는 다른 종의 ZNF703 유전자 서열을 비교하기 위해 multiple alignment를 수행한 결과, 어류에서 European plaice (Pleuronectes platessa)의 ZNF703과 99.15%의 높은 상동성을 보였고, turbot (Scophthalmus maximus)과는 86.36%로 비교적 낮은 상동성이 확인되었다. 포유류에서는 sheep (Ovis aries)과 44.63%의 가장 낮은 상동성을 보였다([Fig. 2]).

          
            
            

            [Fig. 2] 
				
            

            
              Multiple alignments of PsZNF703 with other species ZNF703 amino acid sequences. NCBI accession numbers of dicentracin are as follows: Pleuronectes platessa XP 053267013.1; Hippoglossus hippoglossus XP_034457315.1; Paralichthys olivaceus XP_019937059.1; Scophthalmus maximus XP_035464613.1; Xiphias gladius XP_040012548.1; Lates calcarifer XP_018549808.1; Seriola lalandi dorsalis XP_023277001.1; Mus musculus NP_001094972.1; Ovis aries XP_027818381.2; Oryctolagus cuniculus XP_008268146.2; Homo sapiens BAF83000.1; Sus scrofa XP_020928807.1.
            
            

            

          

        

        
          다. 계통발생학적 분석
          계통발생학적 분석 결과, 어류의 ZNF703은 포유류의 ZNF703과 별개의 군집으로 clustering 되었으며, PsZNF703은 어류의 ZNF703 군집에 포함되었다. 또한 PsZNF703은 European plaice (P. platessa)의 ZNF703과 가장 가까운 근연관계를 가지는 것으로 확인되었다([Fig. 3]).
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              Phylogenetic analysis of deduced PsZNF703 amino acid sequences with ZNF703 in other species. The phylogenetic tree was constructed using the neighbour-joining method within MEGA 4 software. Bootstrap sampling was performed with 1,000 replicates. The scale bar is equal to 0.05 change per amino acid position.
            
            

            

          

        

      

      
        2. PsZNF703의 mRNA 발현 분석
        
          가. 정상 어체의 조직별 mRNA 분석
          건강한 강도다리의 조직특이적 발현분석 결과, PsZNF703 mRNA는 아가미와 피부에서 가장 높게 발현되었다. 그 뒤를 이어 심장, 위, 체신, 비장, 두신, 심장, 장 순으로 높은 발현이 확인되었으며, 눈, 적혈구, 간, 말초혈액 백혈구에서는 발현 수준이 비교적 낮았다([Fig. 4]).
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              Expression analysis of PsZNF703 genes in different tissues of healthy Platichthys stellatus by real-time PCR. EF-1α was used for normalizing the real-time PCR results. The data are presented as the mean ± SD from three independent cDNA samples with three replicates from each sample.
            
            

            

          

        

        
          나. 원체 인위감염 후 시간별 발현 분석
          VHSV 감염 12시간 후 심장과 간, 비장, 장에서 PsZNF703 mRNA 발현이 유의하게 상향 조절된 것으로 나타났으며, 뇌에서는 PsZNF703 mRNA 발현 수준이 유의적으로 하향 조절되었다(***p < 0.001). 감염 후 1일째에 간, 비장, 장을 포함한 대부분의 조직에서 유의적으로 하향 조절됨을 확인하였다([Fig. 5]).
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              Gene expression of PsZNF703 in the kidney, spleen, gill, liver, brain, intestine, and heart after infection with viral haemorrhagic septicaemia virus (VHSV) (A), Streptococcus parauberis PH0710 (S. parauberis PH0710) (B). The levels of PsZNF703 transcipts were quantified relative to that of EF-1α levels. The data are presented as the mean ± SD from three independent cDNA samples with three replicates for each sample. The asterisks represent significant differences compared to the control (PBS) group by ANOVA (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). 
            
            

            

          

          S. parauberis PH0710 감염 후에는 거의 모든 주요 조직에서 PsZNF703 mRNA 발현 패턴이 상향 조절된 반면, 아가미와 심장에서는 유의하게 하향 조절되었다. 감염 1시간 후에는 신장과 비장에서, 12시간 후에는 비장과 장에서, 1일 후에는 간과 장, 5일 후에는 장, 7일 후에는 뇌와 장에서 가장 높은 발현을 확인하였다([Fig. 5]).

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      ZNF 유전자는 진핵생물 게놈에서 가장 풍부하게 발현되는 단백질 중 하나이며, DNA 인식, RNA 보호, 전사 활성화, 세포 사멸 조절, 단백질 접힘 및 조립, 지질 결합 등의 다양한 기능을 담당한다(Laity, 2001). 그 중 ZNF703 유전자는 척추동물에서 전사 조절, 세포 증식, 세포 주기 조절, 신호 전달 경로 조절 등에 관여하는 인자로 알려져 있다(Slorach et al., 2011; Wang et al., 2017; Yang et al., 2020). 이번 연구에서는 강도다리로부터 ZNF703의 분자 유전학적 특징을 분석하고, 병원체 인위감염 후 각 조직에서 PsZNF703 mRNA 발현 경향을 확인하였다.

      ZNF는 다양한 cysteine/histidine 조합의 도메인 구조에 의해 여러 type으로 분류된다(Cassandri et al., 2017). 그 중 두 개의 cysteine과 두 개의 histidine 리간드를 가지는 C2H2 도메인은 아연 이온 주위로 hairpin 구조를 형성하는 두 개 또는 세 개의 β-sheet과 한 개의 α-helix로 구성되는 단순한 모티프(ββα 구조)를 가지며, 이러한 모티프로 인해 단백질의 구조를 안정화시킨다(Pabo et al., 2001). C2H2 도메인을 가지는 ZNF 단백질은 α-helix의 N-말단 영역의 특정 위치에 결합되어있는 4개의 아미노산 잔기가 DNA의 주요 홈을 따라 3-4 염기쌍에 노출된 수소이온 및 수용체와 상호작용하여 DNA 결합에 관여한다(Pabo et al., 2001; Razin et al., 2012). 다수의 세린(Serine, S), 트레오닌(Threonine, T) 영역을 가지는 NLZ1 도메인은 핵의 위치를 파악하고 C-말단을 통해 자가 결합되며, C2H2 도메인의 DNA 결합능을 통해 보조억제인자와 상호작용하여 전사를 억제하는 기능을 수행한다(Runko and Sagerström, 2004; Nakamura et al., 2008). C2H2 ZNF 계열의 하위 그룹인 NET (Noc, Nlz, Elbow and Tlp-1) family에 속하는 ZNF703은 NLZ1, ZPO1, ZEPPO1로도 알려져있으며(Nakamura et al., 2004; Nakamura et al., 2008; Slorach et al., 2011), zinc finger protein 503 (ZNF503)을 paralog로 갖는다(Pereira et al., 2016). ZNF의 분자적 특징과 NLZ1 도메인, C2H2 도메인의 기능과 역할로 보아 두 도메인을 잘 유지하고 있는 PsZNF703이 어류 면역의 신호전달 체계에서 조절자 역할을 하며 면역 유전자의 발현에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.

      PsZNF703 아미노산 서열과 다른 종에서 보고된 ZNF703 아미노산 서열의 상동성을 확인하기 위해 multiple alignment를 수행하였을 때, 어류 중 유사한 어종인 European plaice (P. platessa)와 99.15%, Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus)와 96.26%, olive flounder (Paralichthys olivaceus)와 94.4%의 상당히 높은 상동성을 보였으며, 또한 계통발생학적 분석 결과 PsZNF703이 다른 어류의 ZNF703과 함께 clustering되며 European plaice (P. platessa)와 가장 가까운 유연관계를 보인 것은 PsZNF703가 어류의 진화과정에서 잘 보존되어진 것이라 생각된다.

      이번 연구에서 강도다리의 조직 특이적 ZNF703 mRNA 발현을 분석한 결과 아가미와 피부에서 다른 조직보다 상당히 높은 PsZNF703 mRNA의 발현이 확인되었다. 선행 연구에 따르면 아가미는 어류에서 호흡을 담당하며 외부 환경과 밀접하게 연결되는 선천면역 기관에 해당한다(Gomez et al., 2013; Koppang et al., 2015). 어류에서 선천면역은 병원체에 대해 매우 짧은 시간 내에 반응을 보이는 1차 방어선으로(Turvey and Broide, 2010; Mokhtar et al., 2023), 면역 신호전달 과정에서 다양한 ZNF가 상향조절되고, 발현된 ZNF 단백질은 MITA, IRF3 및 interferon-stimulated gene (ISG) 등의 여러 cytokines와 상호작용하여 어류의 선천면역에 관여한다(Liao et al., 2014; Yang et al., 2019; Blasi et al., 2022; Chen et al., 2023). 따라서 이번 연구에서 강도다리의 아가미와 피부에서 PsZNF703 mRNA의 높은 발현이 관찰된 것은 PsZNF703이 1차 방어벽인 선천면역 반응에서 중요한 인자로 작용함을 의미하며, 이는 경골어류의 선천 면역에 대한 선행 연구 결과와 일치한다(Lazado and Caipang, 2014; Salinas, 2015; Wang et al., 2020; Sallam et al., 2020).

      국내 넙치와 강도다리 양식에 많은 피해를 주는 병원체 중 VHSV와 S. parauberis는 주요 종에 속한다(Isshiki et al., 2001; Cho et al., 2008; Mork et al., 2004). 따라서 강도다리에 감수성이 높은 두 병원체를 선정하여 감염 후 신장, 비장, 아가미, 간, 뇌, 장, 심장에서의 PsZNF703 mRNA 발현을 확인하였다.

      VHSV는 국내 다양한 해산어류에 상존하여 높은 폐사율을 보이는 랍도바이러스로 알려져있으며(Kim et al., 2003; Kim et al., 2009; Kim et al., 2016; Hwang et al., 2020; He et al., 2021; Mork et al., 2004), 모든 장기를 표적으로 하지만 특히 간, 신장, 심장, 비장에서 풍부하게 증식하는 것으로 보고된다(Smail and Snow, 2011, WOAH, 2021). 이번 연구에서 VHSV 인위감염 12시간 후 간과 비장, 장을 포함한 거의 모든 조직에서 PsZNF703 mRNA 발현이 유의하게 상향 조절되었다가 감염 1일 이후 대조군보다 낮은 수준으로 하향 조절된 것이 확인되었다([Fig. 5]). IRF3 및 NF-κB는 RIG-I/MDA5 신호 전달 경로의 두 가지 주요 전사 인자이며 이들의 활성화는 면역 인자 I형 IFN의 RIG-I/MDA5 신호 전달 경로 매개 발현에 필요한 것으로 알려져 있다(Nakhaei et al., 2009). Chinese sturgeon (Acipenser sinensis)의 실험에서는 polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C)로 자극한 후 ZNF 유전자 mRNA 발현의 유의적인 상향 조절을 확인하였고, ZNF에 의한 IRF3, NF-κB 및 I형 IFN의 발현 촉진을 입증함으로써 RIG-I/MDA5 매개 면역 신호 전달 경로에서의 역할을 규명하였다(Liao et al., 2014). D. rerio의 연구에서는 ZNF703이 전사 억제자로 기능함이 보고되었으며(Nakamura et al., 2008), 뿐만 아니라 NF-κB 및 MAPK 신호 전달을 조절함으로써 cytokine의 생성에 관여하고, 선천면역 반응의 조절자로 기능할 수 있다고 보고되었다(Wang et al., 2020; Li et al., 2022). 또한 human의 zinc-finger antiviral protein (ZAP)에서 NLZ1 모티프를 함유하는 N-말단이 B형 간염 바이러스(Hepatitis B Virus, HBV)의 RNA와 상호작용해 간세포에서 항바이러스 기능을 수행함이 확인되었고(Mao et al., 2013), chicken의 ZAP연구에서는 ZAP가 항바이러스 반응에서 중요한 인자로 작용해 선천면역 반응에서의 중요성을 입증하였다(Zhu et al., 2019). RNA 바이러스 뿐 아니라 silverleaf whitefly (Bemisia tabaci)의 연구에서는 C2H2 계열의 ZNF 전사인자가 DNA 바이러스인 Begomovirus의 capsid 단백질과 상호작용해 바이러스의 복제를 억제하는 것이 yeast two hybrid (Y2H) screening을 통해 검증되었다(Ghosh et al., 2023). C2H2 ZNF는 DNA를 인식하여 유전자 발현 조절을 통해 세포 주기 및 신호전달 경로를 조절하고, 단백질 간의 상호작용에 관여해 여러 세포 과정에 중요한 역할을 한다(Wolfe et al., 2000; Laity et al., 2001; Gamsjaeger et al., 2007; Cassandri et al., 2017). T세포에 의한 항원인식 후 interleukin-2 (IL-2) 유전자의 일시적 발현은 후속 T세포 증식 및 분화에 중요한 요소이다. 그러나 발현 후 신속한 음성 조절 또한 면역 반응의 신호전달에 중요한 부분이며, ZNF의 C2H2 모티프가 음성조절자로써 IL-2의 발현을 억제해 후천 면역의 다중 면역 반응을 조절함이 확인되었다(Williams et al., 1991). 본 연구에서 감염 후 12시간에 일시적으로 PsZNF703 mRNA의 유의적인 상향 조절이 일어난 것은 선행 연구와 유사하게 PsZNF703가 어류 체내에서 VHSV의 확산 제어를 위한 항바이러스 반응에 중요한 역할을 수행하였다고 생각된다.

      선행 연구에 따르면 S. parauberis는 강도다리의 비장, 신장, 간을 표적으로 하여 비장과 신장 조직에 균체 침윤과 식세포 및 백혈구계 세포를 괴사시키며, 간의 충혈 및 울혈을 일으키는 것으로 보고되었다(Cho et al., 2008). 해당 연구에서 S. parauberis PH0710 감염 결과 거의 모든 주요 조직에서 PsZNF703 mRNA 발현 패턴이 상향 조절되었으며 감염 1시간 후에는 신장과 비장에서, 12시간 후에는 비장과 장에서, 1일 후에는 간과 장, 7일 후에는 뇌와 장에서 가장 높은 발현이 확인되었다([Fig. 5]). 이전 연구에 따르면 ZNF 단백질 유래 펩타이드인 MF18이 Staphylococcus aureus 및 E. coli의 biofilm 형성을 억제하며 항균 활성을 보이는 것이 확인되었고(Nagaram et al., 2020), whiteleg shrimp (Litopenaeus vannamei)의 연구에서는 ZNF 도메인을 포함하는 단백질이 Vibrio parahaemolyticus 감염의 항균 반응에 관여하여 ZNF의 발현이 갑각류 면역 반응에 중요한 요인임을 보고하였다(Zuo et al., 2018). 이번 연구에서 PsZNF703 mRNA의 발현이 S. parauberis PH0710 감염 후 각 표적 조직에서 유의미하게 상향 조절된 것은 PsZNF703가 항균 면역 반응에서 중요한 인자로 작용한 것으로 생각된다. 최근 박테리아 RNA 중합효소에서 ZNF 결합 도메인이 박테리아의 다양한 전사인자의 결합을 위한 anchor 도메인으로 작용함이 밝혀져 경골어류의 ZNF와 상호작용에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다(Hu and Liu, 2022).

      이번 연구에서 강도다리로부터 PsZNF703를 동정하여 분자적 특성을 분석하고, 정상어체 및 병원체 자극에 따른 mRNA 발현 양상을 확인하였다. 이를 통해 PsZNF703이 어류의 병원체 감염에 의한 면역 조절 인자로 작용할 수 있음을 예측하였고, 도출된 연구 결과는 추후 경골어류 및 강도다리의 면역기능 연구의 기초 자료로 사용될 수 있을 것이다.
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