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Abstract

Genetic change of full-length hepatitis B vÎrus in relapsed patients with chronic

hepatitis B after lamivudine-induced HBeAg seroconveraion

Xiu Ji Cui ，Yoo-Kyung Cho ，Byung-Cheol Song
Departmenl이 lnternalMedicineJeju NationalUnJversitySCh∞l이Medicine.Jeju Korea

Even iliou따，therapy-induced HBeAg seroconversion in patients with chronic hepatitis B virus (HBV)infection is durable in
Westem patients，frequent relapse of HBV has been reported in Korea. ln addition，HBV genotiYPeC，which is prevalent in
Korea，has been reported to be associated with relapse after lamivudine-induced HBeAg ser。∞nversion，suggesting some viral
facwr mi앙1t be associated with relapse after iamiuvdine-induced HBeAg seroconversion. Therefore. the goal of this study is to
analyze the genetic changes of full-Iength HBV in relapsed 6 patients with chronic hepatitis B after lamivuidine-induced
HBeAg seroconversion. Full-length HBVDNA sequences at baseline. at the time of HBeAg seroconversion and relapse were
analyzed. Amino acid substitutions and nuc1eotide changes occurred in specαic regions in core protein. X protein‘reverse
transcriptase. and basaJ core promoter (BCP). In the core protein. cPl3OT. cY88G. cE18α:;. were frequently detected. In X
protein 앙{j30M. xV131F were found in 외J sα patients at any time points. ln amino acids in reverse σ'llI1Scriptase.rtK267Q
was obseπ"ed in 4 patients. Mutations in the BCP occurred in 때 patients at baseline. At the time of HBeAg seroconversion.
BCP mutation observed in 3 patients. However. at relapse. BCP mutation observed in 4 patients. ln patients with relapse after
lamivuidine-induced HBeAg seroconversion. substitution in specific amino acid and preexisting BCP mutation mi엉lt contribute
w the hi앙1 relapse in Korean patient with chronic hepatitis B. (J Med비e Sci 2012:9:16-22)
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서 론

국내 간질환의 주요 원인은 바이러스성 강염이며 그 중 2/3
이상이 B형 간염 바이러스(hepaüüs B virus: HBV)감염에 의한
간질환이다 국내에서 .1983년 B형간영 예방접종이 상용화되고

1995년부터 영유아 대상으로 국가 예방 접종사업이 시행됨에 따

라 B형간염 유명융은 1980년대 성인에서 8.3-8.6%에서 최근에

는 3.7%까지 감소하였고 소아에서는 0.2%까지 감소하였다••> 하
지만 아직까지 우리냐라는 B형간염 유명윤이 높은 지역으로 만

성 간염‘간경연중 및 간세포 환자의 60- 70%가 뻐V 감염이
그 원인임을 고려할 때 HBV는 우리나라 국민 건강에 미지는 영

향이 매우 크다j 또한 최근 성인에서 발생하는 급성 바이러스

간영의 충요한 원인 중의 하나이다찌

HBV감염은 수직(verocal infection) 감염과 수명(horizontal
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infecüon)이 있는떼 국내의 1 경우 대부분 출생 시 뻐V에 감염된
산모에서 신생아에 감염되는 수직 감염 경로릎 거치게 되여 만성

B형 간염으로 진행하는 빈도가 높다찌수직 감염에 의한 만성 B
형 간염의 임상경과는 초기에는 연역관용기 (immune tolerant
phase)룹 거친 후 20-30세 이후 연역제거기(immune c1earance)
에 바이러스의 충식을 충분히 억제 하는 경우 HBeAg혈청전환을
몽해 (HBegAg음성，뻐V DNA 음성)비환똥성 보균자{HBsAg
inactive camer)로 진행하게 되고 간 기능은 갱상으로 회복하게

된다”하지만 대부분인 경우 연역체제의 적철한 반응이 진행되

지 않아 만생 B행 간염으로 진행하게 된다 연역 제거기 기간에

인간의 면역체계의 반옹에서 바이러스의 특정 부위에 톨연변이

가 발생하고 이러한 룹연변이체가 지속되연서 간질환의 진행과

연관이 된다고 알려져 있다F’HBV의 자연정과 중 연역제꺼기에

가장 혼한 변이는 precore，및 basaJ core promoter (BCP) 의
연이 및”’∞re 유전자 영역의 휠연변이다lQ.ll’
라며부딘은 만성 B형 간엽의 치료에 광범위하게 시용되는 약

제로 HBV의 복제에 관여하는 역전사 충합효소 (reverse
b외lSCriptase)의 환성융 억제하여 바이러스의 북제룹 억제하며
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」 환자및방법

Table 1. Primers for the amplification of the full-Iength
HBV DNA 잉ld sequencing

약 3，2Kb의 田V DNA는 두 개의 PCR 분획 A，B로 나누어서

1차 PCR 로 증폭하였다 PCT 분획 A는 sense primer PH5'-

CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCT TTT TCA CCT CTG

CCT AAT CA-3 ’，nt 1821-1846) 과 anti-sense P2(5'-CCG

GAA AGC TTG AGC TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG

CTG G-3' ，nt 1823-1806) 로 PCR 분획 B는 sense pnmer

Ei - TIT 'IDA ccr Cl'G Cσr MTCA-g
Ei - AM AGTTGC ATGGTG=G← 3

5 ← TIT 'IDA ccr =ccr MT CA-g
Ei - TGA 'IDG GGAMG MT CCC AG-g
5' - G'ID ACCATAπ ℃π'G GGAAC-g
Ei - GGCAcr AGTAM =AOOCA-g
Ei - CM GGTATGTIG CCC GTI TG-g
5-GGT GM OOGMG TGC ACAC운g
5’→TIG1γr ACG 'IDC CGT CGG CG-g
Ei -ooC ACC CM GGC ACAGCT TGG-g

5' - TIT 'IDA ccr =CCTMT CA-g
Ei - CAGACAAcr ATI G1'GGTI 'ID-g
s ← Cσr TGGAcr CATMG G1'Goo-g ’
Ei' - G'ID ACC ATATIC TIG GGAAC-g'
Ei - G1'GGAGCCC 'IDA GGC 'IDA oo-g
5’ 'IDG 1'GTTACAGGCGG GGTTI-g
Ei - CM GGTATGπ'G CCC GTI TG-g
5’ ccr ATGGGAG1'GGGC=AG강
5’ cσrNπ'GNπ'GGAMGTA1'G'IDA-g
5' - ccr CTG CCGA'ID CATAcr 00-3'
5' "π'G1γr ACG 'IDC CGT CGG CG-g

라미부딘 치료로 田eAg 혈청 전환 후 ALT수치가 정상이고 라

미부딘 치료를 중단한 후 재발한 만성B형간염 환자 6예를 대상

으로 하였다 재발의 정의는 라미부딘 투여 후 HBeAg 혈청전환

후 다시 田V DNA가 검출되며 혈청 ALT가 정상 상한 이상으로

증가한 경우로 하였다 환지들은 치료 및 추적 기간 중 기본적인

혈액 및 혈청 생화학적 검사를 시행하였으며 혈액 보뻔 동의한

환자들의 혈청은 분석 시까지 80'C 에서 보관하였다 혈청 HBV

DNA 추출은 200μQ 의 혈청에서 상품화된 High Pure Viral

Nucleic. Acid Kit(Roche diagnostics GmbH ，Penzherg ，

Germ 뻐 y)를 이용하였으며 nested PCR 에 시용될 주형 DNA 로

한다 Nested PCR 에 사용된 pnmer 는 Gunther et aL (1995) 와

Takahashi et aL (1998) 에 설명된 pnmer 를 사용하였다 (표
1)31.82)

8equencing PCR
Pl“lt 1821-1841)
HC11 (nt 2191-221 이
1'726: int 껑57-24761
멍8 (nt 2816 영351
1'732 (nt 3075- 30941
#81-1 int 192-2111
*없 1 (nt 455-4741
1'7rt1 (nt 637- 6561
뾰4F Int 970-9921
T711lnt 1255-12741
1'713 Int 1421-1μ01

Rrs1 PCR (메뉴lengt에
Lmg f，앵nent
P1 (fo:rwa벼 nt 1821-1841)
p2 (reverse: nt1823-1806)
Short fragm잉1t
1'711 (fmwffiÙ: nt 1255-12741 Ei - ccr = CCG A'ID CATAcr OO-g’
HC24 1;Bw;"，，， nt 2148-20721 5' -ccr GAGTGC TGT ATGGTGAGG-g

se∞nd PCR
Pl (fOlWard:nt 1821-1841)

1'731iJe，잉re: nt 2911- 293:))
PS8 (foI"i얘펴 nt 2816- 영351
#82-2 (，아erse: nt 668-687)
#82-1 (focwanl: nt455-4741
π16 I;B.‘erse: nt 1576-1595)
1'713(1αward: nt 1421-144이
1717 (reverse: nt 1872-1892)

치료 시작 1년 후 기저수치에 비해 3-5 !oglO copies/mJ 의 혈청

f핍V DNA 의 양을 감소시키며 간 기능을 회복해주고 간 섬유화

도 개선해 준다" … 또한 최근 연구에서 장기간 라미부딘을 시용

하는 경우 간경화의 진행，간세포앙 발생의 예방효과가 보고되었

다m
그러나 상기한 라미부딘의 장점에도 불구하고， 라미부딘 치료

의 가장 큰 한계점은 장기간 사용 시 라미부딘 약제에 대한 내성

이 발생하며 이는 필연적으로 간기능의 악화 및 간질환의 진행을

동반한다 라비부딘의 내성율은 첫 해에는 15-22% 이며 점차적

으로 증가하여 5년 후 내성 발생율은 70-80% 에 달한다”

두번째 라미부딘 치료의 제한점은 치료 종료 시 대부분 재발

하며，또한 일반적인 항바이러스의 치료 옥표인 HBeAg 혈청전

환이 된 후 라미부딘 총료 시 재발이 흔하다 서양의 보고에 의

하면 라미부딘 치료 후 田eAg 혈청전환이 된 후 라미부딘 중단

시 재발율이 10-15% 이내로 비교적 낮은 펀이나내18.17끼7

결괴는 약 50% 에서 재발한다고 보고되었다 j대때8에) 라미부딘의 치료

중단 후 재발히는데 관여하는 중요한 요인으로는 나이，라미부딘

치료 전 혈청 HBV DNA의 양，田eAg 혈청전환 후 라미부딘 치

료 추가 기간，및 HBV 유전자형 퉁이다뼈)_HBV 유전자형은 현

재 A-H까지 8가지의 유전자형이 보고되고 있고 지역에 따라 다

른 분포양상을 보인다 예로 유전자형 A는 주로 미국，유럽 등에

흔하고，유전자형 B는 주로 대만 홍콩을 포함한 동남아시아 C는
우리나라를 포함함 동북아시아에 흔한데까 국내에는 거의 대부

분의 환지에서 유전자형이 C임을 보고되었디껴) 따라서 국내에

유전형이 C가 대부분이기 때문에 국내에서 라미부딘 치료 후 투

약 종료 시 재발이 많을 것으로 추정되나 그 근본적 인 재발의 기

전은 아직 규명되고 있지 않다

라미부딘 등 항바이러스 치료 후 바이러스가 비증식하다 다시

재발하는 정우，두 가지 가능성이 제시된다 첫째는 田V가 특정

유전자의 부위에 변이가 생기고 이로 인해 田V의 증식능이 증가

하는 경우이다 현재까지 田V의 증식에 관여하는 것으로 알려진

부위는 BCP 영역에서 특히， 1762 번 염기서열이 A-)T 및 1764

번 염기서열이 G-)A로 치환되는 돌연변이 (AI762T/GI764A) 가

대표적이며 또한 precore 부위의 1896 번 염기 G-)A 로 바꾸는

변이로 이는 in vitr ，。실험에서야생헝에 비해 바이러스 증식능이

증가한다고 알려져 있다앙%

둘째는 투약 종료 후 면역체계의 부적절한 반응이다 면역체

계，특히 T 세포가 바이러스를 억제하는 기전은 모A특이 항원부

분을 T 세포가 이 부위를 인식하여 바이러스를 억제한다 그러나

이 부위에 변이가 발생하면 바이러스는 면역체계의 감시에서 벗
어나 바이러스의 지속전인 생존에 관여할 것으로 추정되나，.•뼈’

현재까지 라미부딘 치료 후 재발 과정에서 이에 대한 연구는

없다

따라서 본 연구의 연구목표는 라미부딘 치료 중HBeAg 혈청

전환되어 비활동성으로 전환된 후 변하여 라미부딘 치료를 중단

한 환자 중 재발한 환자를 대상으로 각 환자에서 라미부딘 치료

전， I田eAg 혈청전환 시점 및 재발 시 혈청에서 田V 유전자의

염기 서열 분석을 통하여 간염의 재발 기전을 확인하고자 한다
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Core protein (Total 183 aa)
1---.-aa 1-90

연구 대상 환자들의 임상적인 특성은 표 2에 요약되어 있다

모든 환자에서 재발 시 田V DNA치가 재검출 되고 혈청 ALT치
가상승하였다

아미노산 변이는 다양한 부분에서 광범위하게 발생하였는데，특

히 core 단백 부위 및 X 단백 부위에서 특정 부위에 집중되었다

(그림 1-5)
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뻐eAgIAnti-HBe +1- -1+ 1+
:~~:nt 6 &~;'ÃiT (runJ) 208 39 121
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Core 단백 부위의 아미노산 중에서는 (Fig j) 특히 아미노산

서열 5，13，22，60，84，88，100，120，130，177，180번에 2명 이

상의 환자에서 아미노산 변이가 발생하였으며 특히 아미노산 서

열，88번，130번，180번에서 집중적으로 발생하였다
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Core protein (Total 183 aa)
2----aa 91-183
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Table 1. Clinical charact.eristics of the study patients
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Figure 1B. Aminoacid (AA 91-183) changes in HBcAg
before ，at time of HBeAg seroconverion 잉ld relapse
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T71l(5'-CCT CTG CCG ATC CAT ACT GC-3' ，nt 1255-

1274) 과 antisense primer HC24(5'-CCT GAG TGC TGT ATG
GTG AGG-3 ‘，nt 2048-2072) 를 이용하여 각각 50μQ의PCR 용

액에 혼합하여 PCR방법으로 증폭하였다 50，&의PCR흔합 용액

은 10μQ의 HBV DNA추출 용액， 2.5unit 의 Takara LA Taq
polymerase(Takara ，Shiga Japan) ，2.5mM의 각각의 dNTP，최
종 농도가 0.2uM인 각각의 Primer ，2 * GC B따fer(2mM MgCI2
가 포항 됨)릉으로 구성 되였다 PCR 진행조건은 먼저 950C 에

서 5분간 DNA를 변성시킨 다음 950C에서 1분，60'C 에서 1분，
720C 에서 3분 등 세 과정을 연속적으로 40회 반복하여 진행하고

마지막으로 720C에서 10분간 신장 반응하였다 1차PCR 산물은

각각 2차 PCR의 주헝으로 하여 4개의 작은 분획으로 증폭하였

으며 이들을 주형으로 11개의 pnmer 를 이용하여 염기서열 분석

을 하였다 염기서열분석에 사용된 11개의 pruner 조합은 4개의
2차 PCR 산물은 Gel Extraction Kit(Q!agen GmbH，Hilden ，

Germ뼈)를시용하여 추출하였으며 그 산물의 염기서열은 ABI
PRISM BigDye Terminator vl.l Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems ，Foster ，USA)를 이용한 직접염기서열분석

(ABI PRISM 3100 Genetic Ana!yzer(HITACHI，Tokyo，Japan))

을 진행하며 pnmer-는 sequencing PCR에서 사용된 pnmer 를 사

용하였다

3，2 kb염기서열은 DNASTAR의 MegAlign CWìndow Version
3.12: Madison ，Wl，USA) 프로그랩을 이용하여 분석하였다

I 결‘관-

’*←，.-←-
← ~ ‘ ‘ →→→→ ← →

l 서 」‘ .，.•← ••••••••••• -“-‘。~ ，，_，T → → .._ “‘ _.-• ← ，.".，-….._.，..，----_.
”‘-“‘ →…- ← E

Fi밍Jre lA. Aminoacid (AA 1-90) changes in HBcAg before ，
at time of HBeAg seroconverion and relapse

X 단백 부위에서는 염기서열 5번，36번，41번에서 2명 이상의

환자에서 아미노산 변이가 관찰되었다(그림 2) 특히，간세포암의
발생과 연관이 있다고 얄려진 transactivation domain 인 경우 아

미노산 52，94，118，124，127，130，131 번 아미노산 부위에 2명
이상의 환자에서 아미노산 변이가 있었으며 특히 130，131번 아

미노산 부위인 경우 모든 환자에서 변이가 발생하였다
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NegativeRegulaloryDomain(aa 1-49)

" 20 •• ..， ••
••.•.••VCCOlO’''''''''-'''"P‘••-…… ••’‘”…

i ‘“ ‘” ’’，-ι ‘ → ••"".’-‘ ~

""~~..' ‘ ~“‘∞- ← ••••• ".‘*ι ’‘’ ( →)

..“‘→ ~ ← ” ‘ ..".-….' → “
R“
-→」→)’-.'.“~~-，_.，，.__."..，_. →

- ‘ ← →

... ~
，.δ-

- ←

Figure 2A. Amino acid (AA 1-49) changes in HBxAg
before ，at time of HBeAg seroconverion and relapse
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Figure 3B. Amino acid (AA 61-119) changes in preS1
before ，at time of HBeAg seroconverion 뻐 d relapse
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Figure 2B. An빼o acid (AA 50-154) changes in HBxAg
before ，at time of HBeAg seroconverion and relapse

PreS1 단백 부위인 경우 아미노산의 변이는 흔하게 발생하지

않았으며 10번 아미노산 서열 이외의 부위에 2명 이상의 환자에

서 아미노산 변이가 발생한 경우는 없었다 PreS2 단백부위인

경우 아미노산 서열 120번에 3명의 환자에서 변이가 발견되었다

(그림3)

Pre51protein(aa1-6미
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Figure 3C. Amino acid C뻐 120-174) changes in preS2
before ，at time of HBeAg seroconverion 없 d relapse

S 단백 부위인 경우 2명 이상의 환자에서 아미노산 서열의 치

환이 발생한 경우는 3，6，11，40 ，67 ，126 ，177 ，186번에서 확인

할수 있었다 (그림4)
""αolein (Tr이에400aa)
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Fi밍ue 4A. Amino acid (AA 1-99) changes in S before ，at
time of HBeAg seroconverion and relapse
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Figure 4B. Amino acid (AA 100-160) changes in S before ，
at time of HBeAg seroconverion and relapse
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Figure 4C. Amino acid (AA 164-226) changes in S before;
at time of HBeAg seroconverion 뻐 d reiapse

역전사 중함효소 부위에서는 6번에서 4명，13번 3명，55번 2
명，109 번 2명，194 번 4명，225 번에 4명에서 변이가 발견되었고
라미부딘 내성과 연관이 있는 rt204 부위에는 2명의 환자에서 내

성 변이가 있었다 267 번에 4명의 환자에서 변이가 있었으며

318번에 2명에서 아미노산의 지환이 있었다{그림5)

ReverseTran~이ptasedomalr미'0181344aa)
1.(aa1.94)

Figure 5C. Amino acid (AA 175-265) changes in reverse
transcriptase before ，at time of HBeAg seroconverion and
relapse
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BCP영역에서 (A176ZfIG17없A)변이는 치료 전에 모든 환자에
서 연이가 발견되었고 HBeAg현청전환시 3영의 환자에서 연이가

발견되었고 재발 시는 4명의 환자에서 올연연이가 발생하였다‘

1753번 영기서열은 치료 전에서 3명의 환자에서 발견되었으나

재발 시에는 4영의 환자에서 연이가 발견되었다 Precore 영역에
서는 1명의 환자에서 (환자4) 치료 전 및 재발 시 변이를 확인

하였다

고 찰

본 연구에서 라미부딘 지료 후 HBeAg현챙전환 후 채발 한 환
자뜰에서 치료 선 혹은 혈청전환 시 혹은 재발시 광범위한 영역

에 아미노산 치환이 있었다 그 중에서도 아미노산의 치환은 특

히.core 단백 X 단액‘역전사 중합효소의 특정 부위에 집중되

는 것을 확인할 수 있었다 특히 core 단백 부위의 4，21，50，
120，130번 부위 빛 HBs 단백 부위의 177번 188번，X 단액 부
위의 124，127번 아미노산 부위는 이전 연구에서 HLA와 연관된

항원 결정기의 일부로 얄려져 있다"따라서 이러한 부위의 아이

노산 치환이 연역세포의 감시에 회피툴 일으키는 중요한 현인으

호 작용하었을 가능성을 시사한다 또한 이전의 연구에서core 단
백 부위의 아미노산 서염 97번의 이소류이신이 류이신으로 대

체되는 경우 바이러스의 중식놓아 중가험이 보고된바P 특정 부

위의 아미노산 치환이 연역회피의 수단과 함께 바이러스의 중식

농에 영향을 미치는 것으로 생각된다 그러냐 득갱 부위에서 혼

히 발견되었던 (cP13OT，cY88G，cE18OG，xK130M，xV131F，
rtK267Ql 아미노산 치환이 재발에서 어떤 역할을 하였는지는 본
연구의 한계툴 념는 것으로 추후 이러한 아미노산 치환이 어떤

역할을 하는 지에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다

HBV의 증식 조정과 연관된 BCP 부위의 A176Zf/Gl764A 연

이는 바이러스의 충식올 중가시키는데，(24-28) 본 연구에서 치료

전 모든 환자에서 BCP변이가 관찰되었고 HBeAg혈청전환이 펠

때 3영에서만 변이가 관창되었으나 채발 시에는 4영에서 BCP변
이가 관찰되었다 BCP 영역에서 1753번 영기서열은 치료 전에

서 3명의 환자에서 발견되었으나 재발시에는 4명의 환자에서 변
이가 발견되었다 이전의 연구에서 1753번 변이가 바이러스의

중식력을 항진시키고 또한 간질환의 심한 갱도틀 반영한다고 보

고 원"1-"'，이러한 현상은 라미부딘 치료 후 재발하는 환자듬의

바이러스의 집단이 BCP변이틀 동반하여 기본적으로 바이러스의

충식력이 항진되어있는 것으로 보이며，HBeAg 혈청전환과 합계

비중식기에 BCP연이가 없는 바이러스가 일부 선택이 되나 채발

시에는 다시 중식력이 강해지는 BCP연이 바이러스로 대치됩을

의미한다

결론적으로 라미부딘 치료로 HBeAg혈챙전환된 환자에서 라이
부딘을 종료한 후 채발하는 환자틀은 치료 전，HBeAg 혈청전환
시 혹은 재발 시 광벙위한 부위에 아미노산 치환이 관창되고 특

히 특정 부위에 집중되는 것올 확인할 수 있었다 그러나 재엘과

관련된 일관왼 양상올 설명할 수 없었다 치료 전에 BCP변이가
대부분 동반되어 있었고，뼈eAg 현챙전환으로 비환동성으로 된

이후 BCP변이가 소설된 이후 재발하는 경우에서 다시 BCP 연
이가 나타났다 따라서 재알하는 환자에서 광볍위한 아미노산 변

이로 인한 면역체계의 감시에서 바이러스의 회피 및 BCP 연이등
흉한 바이러스 중식능의 향상이 재발에 일정부분 기여할 것으로

생각된다
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