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국국국문문문요요요약약약

HHHIIIVVV 감감감염염염자자자에에에서서서 유유유전전전형형형 내내내성성성검검검사사사법법법을을을 이이이용용용한한한
항항항레레레트트트로로로바바바이이이러러러스스스제제제 내내내성성성 규규규명명명

<지도교수 김 준 명>

연세대학교 대학원 의과학과

김 리 연

1987년 humanimmunodeficiencyvirus(HIV)에 대한 zidovudine의 효
과가 보고되었고,그 후 1991년 zidovudine을 포함한 2제 병용요법이 시
도 되었으며,1995년에는 Gag,Gag-Polpolyprotein전구체의 처리를 억
제하는 단백분해효소억제제(proteaseinhibitor;PI)가 도입되었으며 이러
한 약제와 더불어 highlyactiveantiretroviraltherapy(HAART)가 시행
되었다.
HAART에 의해 바이러스 양이 현저히 감소하고 면역기능이 회복되면
서 기회감염 및 사망률이 크게 저하되었지만,장기간의 치료제 복용으로
바이러스의 불완전한 억제로 인하여 내성이 발현되고,또한 부작용 때문
에 치료가 지속적으로 이루어지지 않아 내성이 발현되었다.따라서 치료
실패에 따른 재치료의 경우 내성검사가 요구되며,최근에는 초치료 환자
에게도 내성검사가 권장되고 있다.
항레트로바이러스 치료제의 내성을 분석하는 방법으로는 유전형 내성분

석법(genotyping resistance test)과 표현형 내성분석법(phenotyping
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resistancetest)이 있다.유전형 내성분석법은 reversetranscriptase및
protease와 관련된 HIV 유전자의 염기서열을 분석하여 내성 돌연변이의
유무를 알아보는 방법이다.표현형 내성분석법은 항레트로바이러스 치료
제들의 서로 다른 농도 하에서의 바이러스 증식력을 분석하는 방법이다.
HIV 감염자의 수가 제 3세계에서 절대적 다수를 차지하는 현실에서 유

전형 내성분석법의 상품화된 kit의 비싼 수가는 임상에서 이용하는데 많
은 제한점이 있어왔다.본 연구는 유전형 내성분석법을 실험실 내에서 자
체 개발함으로써 환자의 치료에 경제적으로 유용하게 적용하는데 의의와
목적이 있다.
자체 개발된 유전형 내성분석법을 이용하여 연세대학교 의과대학 세브

란스 병원에 내원한 치료 경험이 없는 10명의 감염자(남자 9명,여자 1
명,평균 연령 32.4세)를 대상으로 내성 양상을 분석하였다.
10명의 감염자 중 nucleosidereversetranscriptaseinhibitor(NRTI)내
성과 관련된 돌연변이는 2예에서 V118I가 나왔으며,non-nucleosidereverse
transcriptaseinhibitor(NNRTI)의 경우 아무 예에서도 나오지 않았으며,
proteaseinhibitor(PI)의 경우는 7예에서 L10I,M36I,A71V/T,V77I
가 나왔다.상품화된 kit와 비교분석한 결과 100% 일치하였다.
유전형 내성 검사법을 자체 개발함으로써 임상에 적용시 상품화된 kit

보다 경제적이고 신속하게 내성검사가 가능하므로 치료 효과 증진에 큰
유익을 가져 오리라 생각한다.

핵심이 되는 말:인체면역결핍바이러스,인체면역결핍바이러스감염,후천성면역
결핍증,항레트로바이러스치료,유전형내성검사법,치료제 내성



- 3 -

HHHIIIVVV 감감감염염염자자자에에에서서서 유유유전전전형형형 내내내성성성검검검사사사법법법을을을 이이이용용용한한한
항항항레레레트트트로로로바바바이이이러러러스스스제제제 내내내성성성 규규규명명명

<지도교수 김김김 준준준 명명명>

연세대학교 대학원 의과학과

김김김 리리리 연연연

ⅠⅠⅠ...서서서론론론
1981년 acquiredimmunedeficiencysyndrome(AIDS)가 처음으로 밝

혀진 이후 humanimmunodeficiencyvirus(HIV)감염자가 급속히 증가
하여 현재는 전 세계적으로 4,000만명 이상의 감염자가 분포하고 있다.¹

⁻

³
1987년 미국 식품의약국이 zidovudine을 HIV 감염의 치료제로 사용한 것
을 허가한 이래 현재 역전사효소억제제(reversetranscriptaseinhibitor;
RTI)15종-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI)12종과
non-nucleosidereversetranscriptaseinhibitor(NNRTI)3종-그리고 단
백분해효소억제제(protease inhibitor; PI) 11종, 융합 억제제(fusion
inhibitor;FI)1종 이 승인되어 사용되고 있다.⁴

⁻⁹

특히 단백분해효소억제
제의 도입으로 1995년부터 항레트로바이러스 치료제의 병용요법(highly
activeantiretroviraltherapy;HAART)을 시행해왔다.¹

⁰

HAART에 의해 바이러스 양이 현저히 감소하고 면역기능이 회복되면
서 기회감염이 크게 저하되었으며,HIV 감염자 및 AIDS환자의 생명 연
장 뿐만 아니라 건강한 상태를 유지 할 수 있게 되었다.¹¹

⁻

¹

⁵ 

하지만 이러
한 장점에도 불구하고 치료제 내성이 제한점이 되고 있는데, HAART를
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장기간 치료제로서 복용하면 바이러스의 불완전한 억제로 인하여 내성이
발현되고,또한 오심,피부 발진,복통,백혈구 감소,빈혈 ¹

⁶

등의 부작용으
로 치료가 지속적으로 이루어지지 않아 내성이 발현되기 때문에 치료 실
패에 따른 재치료의 경우 내성검사가 요구된다.또한 HIV reverse
transcriptase의 errorrate가 높고 HIV의 turnover가 매우 빨라 감염자
체내에 유전적으로 매우 다양한 바이러스가 존재하게 되므로 치료를 시작
하기 전에 약제 내성과 연관된 돌연변이를 가진 바이러스가 체내에 존재
할 수 있어 초치료 환자에서도 내성검사가 필요하다.
항레트로바이러스 치료제의 내성을 분석하는 방법으로는 유전형 내성분

석법(genotyping resistance test)과 표현형 내성분석법(phenotyping
resistancetest)이 있다.유전형 내성분석법은 reversetranscriptase및
protease와 관련된 HIV 유전자의 염기서열을 분석하여 내성 돌연변이의
유무를 알아보는 방법이며,표현형 내성분석법은 항레트로바이러스 치료
제들의 서로 다른 농도하에서의 바이러스 증식력을 분석하는 방법이다.
위의 분석법 중 어느 것이 더 나은 지에 대한 전향적인 연구결과는 아직
없기 때문에 한 가지 방법을 선택하여 항레트로바이러스 치료제의 내성을
분석할 수도 있으며,또한 복잡한 치료력을 가지는 경우에서는 두 가지
분석법들을 상호 보완적으로 사용할 수 있다.¹

⁷⁻

²⁴
그렇지만 이들 분석법들은 결과가 나오기까지 상당한 시간과 전문 인력

및 양질의 실험기자재가 요구되며,과거에 복용하였던 치료제의 경우 내
성을 분석하는 데에 한계가 있다는 단점이 있다.특히 내성의 원인이 되
는 치료제를 중단하게 되면 내성유발 HIV의 증식 및 성장 조건이 없어지
므로 내성유발 HIV는 곧 소수로 전락하게 되는데,내성분석법은 내성유
발 HIV가 체내 HIV 중 20% 미만시 분석이 어려워 항상 이를 고려해야
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한다.²
⁵⁻

²
⁷이러한 제한점들이 있지만,유전형 내성분석법 또는 표현형 내성분석법

에 의한 항레트로바이러스 치료제의 내성결과는 치료실패 원인과 밀접한
연관이 있으며 실제 HIV 감염자의 치료에 도움이 된다는 연구가 많다.
또한 치료를 시작하기 전에도 이러한 내성분석법으로 인해 환자 내 바이
러스가 갖고 있는 고유한 내성의 유형과 종류를 알 수 있다면 훨씬 더 치
료에 효과가 클 것이다.초기 감염시기에는 보다 급격한 바이러스 증식을
보이기 때문에 유전형 내성분석법이 선호되며,감염 후 수년이 지나도 항
레트로바이러스 치료제의 억제가 없어도 존재할 수 있는 내성 유발 돌연
변이가 있기 때문에 유전형 내성분석법이 도움이 된다.²

⁸⁻

³²
이러한 유전형 내성분석법을 이용한 상품화된 kit에는 Bayer사의

trugenⓇ 과 Abbott사의 ViroSeqⓇ 가 있지만,상품화된 kit는 가격이
너무 비싸서 임상적으로 이용하는데 한계가 있다.이에 본 연구는 유전
형 내성분석법을 자체 개발하여 실험실 내에서 경제적이고 신속하게
이용하여 치료에 유용하게 사용하고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ 재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...말말말초초초혈혈혈액액액단단단세세세포포포(((pppeeerrriiippphhheeerrraaalllbbbllloooooodddmmmooonnnooonnnuuucccllleeeaaarrrccceeellllllsss;;;PPPBBBMMMCCC)))준준준비비비와와와 보보보관관관
모든 환자의 피는 BD vacutainerCPT(BD biosciences,Sanjose,

CA)에 수집되어 원심분리기를 이용하여 말초혈액단세포(peripheral
bloodmononuclearcells;PBMC)를 분리하였다.이 CPT를 원심 분리
기에서 1700g,20분 4℃로 원심분리를 한 후,수집된 PBMC는 10%
FBS(GIBCO BRL,Greenland,N.Y,USA)의 RPMI 1640(GIBCO
BRL)배지로 2번 세척하고,10% DMSO(SIGMA-Aldrich,St.Louis,
MO)가 포함된 FBS에 넣고 액체질소탱크에 보관하였다.

222...GGGeeennnoootttyyyiiinnnggg
가.RNA extract
대상군 혈장 500㎕을 첨가한 후 잘 섞어주고 이후 실온에서 10분간 반

응시켰다.Ethanol(96-100%)560㎕을 첨가하고 이 때 2㎖ collectiontube
에 QIAampspincolumn을 준비하였다.Spincolumn에 검체 630㎕을 분
주하여 원심분리하고 이를 collectiontube에 넣었다.그리고 남아 있는 검
체를 다시 spincolumn에 분주하고 원심분리하여 collectiontube에 넣었
다.BufferAW 500㎕을 spincolumn에 첨가하고 원심분리 하였다.그리
고 다시 bufferAW 500㎕을 spincolumn에 첨가하고 4분간 원심분리 하
여 1.5㎖ microcentrifugetube에 넣은 다음 80℃로 가열된 RNAse-free
water50㎕을 첨가하고 원심분리하여 침전물을 제외한 상층액을 모두 제
거하고 건조시켰다.완전히 건조된 RNA에 멸군 증류수 100㎕을 첨가해
녹인 후에 분리된 RNA는 260nm에서 흡광도를 측정하여 정량하였다.
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나.Reverse-transcription
우선 조건은 45℃ 5분,45℃ 30분,94℃ 2분,4℃ 로 1cycle
reverse-transcription을 수행한다.Mgcl₂4㎕,10×RNAPCRbuffer2㎕
H₂O8.5㎕,dNTPmixture2㎕,RNaseinhibitor0.5㎕,reverse-transcriptase
1㎕,9mer1㎕,RNAextract한sample1㎕로total20㎕로reverse-transcription
을 수행한다.
표1.RT의 조건

다.Polymerasechainreaction(PCR)
반응조건은 94℃ 5분간 1cycle,그리고 94℃ 15초,55℃ 20초,72℃ 2분

간 40cycle,72℃10분간 1cycle을 수행하였다.2㎕의 정제된 DNA,1.5㎕
의 Mgcl₂,2.5㎕의 10×PCR buffer,2㎕의 dNTP mixture, 0.25㎕의
LD Taq,각각 10pmol/㎖의 1㎕ sequencingprimer,그리고 14.75㎕의 멸
균증류수를 첨가하여 DNA를 증폭시켰다.HIV HXB2 genome에서
primersequence로 이용하였다.

*Primer(s)MAW26 5'-ttggaaatgtggaaaggaaggac-3'2028-2051
(as)RT215'-ctgtatttctgctattaagtcttttgatggg-3'3539-3509

No 온도(℃) 시간(min.) 비고
1 45℃ 5min.

9mer이용,
RNA 1㎕와
9.5㎕(O.D때문)

2 45℃ 30min.
3 94℃ 2min.
4 4℃ ∞

Totalvol.20㎕
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표2.PCR의 조건

라.NestedPCR
반응조건은 94℃ 5분간 1cycle,그리고 94℃ 15초,63℃ 20초,72℃ 2

분간 35cycle,72℃ 10분간 1cycle을 수행하였다.2㎕의 정제된 DNA,5
㎕의 Mgcl₂,5㎕의 10×PCR buffer 4㎕의 dNTP mixture, 0.25㎕의
LD Taq,각각 10pmol/㎖의 2㎕ sequencingprimer,그리고 29.75㎕의 멸
균증류수를 첨가하여 DNA를 증폭시켰다.
*Primer(s)PR-01 5'-cagagccaacagccccacc-3'2147-2166

(as)RY-01 5'-ggccatccattcctggctt-3'

(s)RY-02 5'-ctgttgactcagattggttgcac-3'
(as)RY-03 5'-tgctggtgatcctttccatc-3'

(s)RY-04 5'-ctggatgtgggtgatgcata-3'
(as)RT-20 5'-ctgccagttctagctctgcttc-3'3462-3441

No 온도(℃) 시간(min.) 비고
1 94℃ 5min.

cDNA 2㎕ 이용
15sec.,20sec.,2min.
40cycle로 수행

2
94℃ 15sec.
55℃ 20sec.
72℃ 2min.

3 72℃ 10min.

4 4℃ ∞

Totalvol.25㎕
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표3.nPCR의 조건

증폭된 DNA fragment를 확인하기 위하여 1% agarosegel에서 TAE
buffer로 80V에 40분간 전기영동한 후,ethidiumbromide용액(0.5㎕/㎖)으
로 염색하여 UVtransilluminator을 이용하여 band를 확인하였다.

마.Elution
DNA PCRproduct를 정제하기 위하여 QIAquickPCRpurificationKit

(QIAGEN,GmbH In,Germany)를 사용하였다.PCRproduct에 5배의 PB
buffer를 넣고 섞은 후 2㎖ wastetube에 column을 놓고 mixture를 넣었
다.1분간 방치한 후에 원심분리 시킨 다음 용액을 버리고 column에 750
㎕ ethanol이 첨가된 PEbuffer를 넣고 2-5분간 방치한 후에 원심분리 하
였다.다시 용액을 버리고 빈 column을 원심분리 시켜 완전히 용액을 제
거하였다.Column을 microcetrifugetube에 옮겨 30-50㎕ 멸균증류수를
넣어 원심분리 한 다음 용액을 -20℃에 보관하였다.

No 온도(℃) 시간(min.) 비고
1 94℃ 5min.

PCRproduct는 2㎕ 이용
15sec.,20sec.,2min.
35cycle로 수행

2
94℃ 15sec.
63℃ 20sec.
72℃ 2min.

3 72℃ 10min.

4 4℃ ∞
Totalvol.50㎕
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바.Sequencing
염기서열 결정은 정제된 PCRproduct를 주형으로 3종의 forwardprimer
5'-TCAGAAGCAGGAGCCGATAG;2208-2227,
5'-GTTAAACAATGGCCATTGA;2588-2607,
5'-GGATTAGATATAGTACAATGTGCTT;2971-2996와
3종의 reverseprimer5'-ATGCCTTTATTTTTTCTTCTGTC;2649-2627,
5'-GGTGAATCCTTTCCATCC;3019-3003,
5'-TCAGTCCAGCTGTCTTTTTCTGGC;3309-3287
를 사용하여 DyeTerminatorCycleSequencingReadyReactionKit(PE
AppliedBiosystems,Warrington,UK)를 이용하여 sequencingPCR을 수
행하였다.반응조건은 1.5㎕의 정제된 DNA,1.5㎕의 premixture,10pmol/
㎖의 0.5㎕ sequencingprimer,그리고 6.5㎕의 멸균증류수를 첨가하여 9
6℃ 1분간 1cycle,그리고 96℃ 10초,50℃ 5초,60℃ 4분간 25cycle을
수행하여 DNA를 증폭시켰다.증폭된 DNA 산물에 12㎕의 멸균증류수와
12㎕의 3M sodium acetate및 absoluteethanol2volume(50㎕)을 첨가하
고 원심분리하여 침천시켰고 이후 300㎕의 70% ethanol2volume(50㎕)
을 첨가하고 원심분리하여 침전시켰고 이후 300㎕의 70% ethanol을 첨가
하여 세척한 후 원심분리하여 건조시켰다. 완전히 건조시킨 후
sequencing dye 2㎕을 첨가하여 잘 혼합한 후 90℃에서 2분 동안
denaturation 시킨 다음 automated 3100GeneticAnalyzer(AB applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)로 fluorescent-labelled dye
terminator방법에 의해 염기서열을 결정하였다.
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사.결과 분석
InternationalAIDSSociety-USA panel에서 추천하는 reverse

transcriptase와 protease에 대한 내성 유전자 부위를 참고로 하여 결
정된 염기서열을 분석하고 돌연변이가 관찰되면 항레트로바이러스제의
내성이 발현한 것으로 본다.내성부위는 nucleosidereversetranscriptase
inhibitor(NRTI),non-nucleosidereversetranscriptaseinhibitor
(NNRTI),proteaseinhibitor(PI)로 나누어 비교 하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

111...검검검사사사대대대상상상자자자
2002년에서 2005년까지 항레트로바이러스제 치료 경험이 없는 10명

의 HIV 감염자(남자 9명,여자 1명,평균 연령 32.4세)의 혈장으로
자체 개발된 유전형 내성검사법을 시행하였다.HXB2reference
sequence(GeneBankaccesssionnumberK03455)에 비교해보면 10
명의 검체는 모두 HIV-1subtypeB 와 유사한 sequence를 보였다.
10명의 감염자 중 6예는 동성간의 성접촉에 의해 감염되었으며,4
예는 이성간의 성접촉으로 감염되었다.감염이 이루어진 장소는 국내
가 8예이며,국외가 2예이었다.대상자는 치료 경험이 없는 감염자로
서 내원시 CD4T 세포수가 50～400cells/ml이었으며,HIV RNA는
대부분 5000copies/ml이상이었다.
표4.검사대상자의 주요 특성

감염자 CD4
(cell/ml) 성별 연령 HIVRNA

(copies/ml)
1 264 남 22 13000
2 421 남 29 26000
3 259 남 30 24000
4 221 남 34 7300
5 236 남 34 3600000
6 55 남 41 1600000
7 407 남 30 2700
8 65 여 41 3600
9 376 남 33 310
10 305 남 30 26000
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222...유유유전전전형형형 내내내성성성검검검사사사법법법 결결결과과과
가.RT-PCR결과
RT-PCR후에 1% agarosegel에서 TAEbuffer로 80V에 40분간 전

기영동한 후,ethidiumbromide용액(0.5㎕/㎖)으로 염색하여 UV
transilluminator을 이용하여 band를 확인하였다.1.3kb의 size를 가진
band가 나타났다.이 band로 PR-01,RY-01의 primerRY-02,RY-03의
primerRY-04,RT-20의 primer로 nestedPCR을 수행하였다.

나.NestedPCR 결과
nestedPCR후에 1% agarosegel에서 TAEbuffer로 80V에 40분간

전기영동한 후,ethidiumbromide용액(0.5㎕/㎖)으로 염색하여 UV
transilluminator을 이용하여 band를 확인하였다.3set의 primer로 수행
하였고 size는 각각 500bp,600bp,700bp이다.(1.3kb에 해당하는
PCRproduct를 일부분을 겹치게 하여 primer를 짜서 totalbasepair
가 1.3kb이상이다.)

                     

           3000

           2000

           1500
1.3kb

           1200

그림1.PCR결과
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333...내내내성성성양양양상상상
읿반적으로 NRTI에 대한 내성과 관련이 있는 돌연변이에는

M41L,K70R,T69S,L74V,V118I,Q151M,M184V,L210W,T215Y
등이 있으며,NNRTI내성 돌연변이는 역전사효소 유전자의 codons
100-108과 codons179-190의 두 부분에서 일어난다.가장 흔한 돌연변이
는 efavirenz(EFV),delavirdine(DLV)과 nevirapine(NVP)에 의해 유도
되는 K103N돌연변이와 DLV와 NVP에 의한 Y181C돌연변이다.PI에
대한 내성과 관련이 있는 돌연변이에는 L10I,M36I,G48V,I54V,A71V,
V77I,V82A,I84V,L90M 등이 있다.Minorresistancegene은 단독으
로 내성을 유발하지 못하고 다른 내성 유전자와 같이 발현되었을 경
우에만 내성에 영향을 끼칠 수 있고,majorresistancegene은 하나로
도 내성에 영향을 끼칠 수 있다.
10명의 감염자 중 1,3,4번의 3예는 내성이 없었으며,그 외 7예에

서 내성이 존재하였는데,NRTI에 V118I와 PIminor에 L10I,M36I,
A71V,V77I가 나왔다.2번 감염자는 NRTI와 PIminor부분에서 모두
내성을 나타냈으며,geneposition은 V118I,V77I,A71V이다.5번과 7번

                     n1   n2  n3

            500그림2.nPCR결과
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감염자는 M36I에서만 내성을 나타내었고,6번 감염자는 L10I,M36I에
내성을 나타냈으며,8번 감염자는 V118I,L10I,M36I에 내성을 보였다.9
번 감염자는 V77I에 10번 감염자는 L10I에 내성을 나타냈다.
이들 검사결과와 기존의 상품화된 Abbott사의 ViroSeqⓇ kit에 의한 검

사를 실시하여 비교한 결과 100% 일치하였다.
표5.검사대상자의 내성 양상

감염자 NRTI NNRTI PI
1 - - -
2 V118I - A71V,V77I
3 - - -
4 - - -
5 - - M36I
6 - - L10I,M36I
7 - - M36I
8 V118I - L10I,M36I
9 - - V77I
10 - - L10I
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ⅣⅣⅣ고고고찰찰찰

미국 DepartmentofHealthandHumanServices(DHHS)의 HIV감
염 치료 지침을 참고하면 항레트로바이러스제 내성 분석을 임상에 사용하
기를 권장하고 있다.³³
항HIV약제 내성은 유전형 내성분석법과 표현형 내성분석법을 조사하

여 내성의 정도 및 특성을 분석한다.HIV-1의 유전자를 결정하는 특이
염기 서열이 바이러스의 유전형을 구성하므로 약제 내성의 유전형 내성분
석은 단백질 분해효소와 역전사효소 유전자의 염기서열을 조사하는 것이
다.혈청내에 존재하는 바이러스 RNA 혹은 DNA로부터 RT-PCR혹은
PCR에 의해 HIV-1의 단백질 분해효소와 역전사효소 유전자를 증폭하여
단백질 분해효소-역전사효소 유전자의 염기서열을 자동 분석하거나 line
probeassay(LiPA)와 같은 hybridizationbasedassay에 의한 probing
등에 의하여 검사한다.보통 염기서열 자동 분석 결과는 전체 단백질 분
해효소와 역전사효소 유전자에 대한 전반적인 자료를 알 수 있는데 임상
에서 유용한 자료로 활용 가능하다.LiPA 등은 약제 내성과 관련이 있는
일부 특정한 codon에 관한 자료만을 제공한다.
바이러스 분리주의 특징과 성장 특성을 표현형이라고 하며 약제 내성과

연관된 표현형은 저해하는 특정 약제에 대한 HIV-1의 감수성을 말한다.
약제 감수성은 시험관 내에서 바이러스 생성을 50%,90%,혹은 95% 저
해하는데 필요한 약제의 농도로 정의된다.(IC50,IC90,혹은 IC95).
HIV-1의 약제 감수성 분석을 위해서는 바이러스 분리주의 고농도 원액을
만들어야 한다.이 작업은 일이 많고 많은 시간이 소요되어 결과를 얻기
까지 6내지 8주가 걸린다.처음 (primary)분리주는 PBMC에서 잘 자
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라므로 lectin으로 활성화시킨 HIV 항체 음성 공혈자의 PBMC를 이용한
다.근래 약제 내성의 표현형 내성분석법으로 recombinantvirusassay가
개발되어 널리 사용되고 있다.Recombinantvirus assay에서 혈청내
HIV-1RNA에서 단백질 분해효소와 역전사효소 유전자를 증폭하여,해당
유전자가 결실된 HIV-1molecularclone에 삽입하여 만들어진 recombinant
virus는 환자의 바이러스에 있는 단백질 분해효소와 역전사효소 유전자
를 가지게 된다.이러한 접근은 바이러스 분리주를 확보해야 하는 수고를
덜어주므로 시간을 단축할 수 있다.그리고 recombinantvirus가 삽입한
유전자를 제외한 부분에 있어서는 동일한 구조를 가지므로 실험간의 차이
를 최소화 할 수 있다.일반적으로 control보다 IC50이 4배 이상 높은 분
리주는 그 약제에 대한 내성이 있음을 시사한다.
이러한 유전형 내성분석법과 표현형 내성분석법은 서로 상호 보완적인

정보를 제공한다.특히 내성 변이주가 존재하는 바이러스의 다양한 변종
들이 20% 미만을 구성할 때는 대부분의 유전형 내성분석법과 표현형 내
성분석법에 의해 검출되지 않을 수도 있다.단백질 분해효소와 역전사효
소 유전자를 증폭하는 RT-PCR에서는 혈청내 HIV RNA가 1000copies/ml
이하일 경우 믿을 만한 결과를 얻기 어렵다.
유전형 내성분석법은 표현형 내성분석법보다 비교적 더 빠르고 용이하

여 신속한 결과를 얻을 수 있고 경비가 적게 든다.그리고 약제에 대한
감수성의 변화가 확실히 나타나기 전에 가능성 있는 보초 돌연변이
(sentinelmutaion)를 검출할 수도 있다.특정 약제에 대한 내성과 관련이
있는 새로운 돌연변이를 검출하는 데 전체적인 염기서열 분석이 매우 중
요하지만 그것은 관련 정보가 알려진 후에야 임상학적으로 유용하다.유
전형 내성분석법의 중요한 제한점은 돌연변이간의 상호작용이 표현형 내
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성분석법에 미치는 결과를 예측하지 못한다는 것이다.또한 단백질 분해
효소 억제제와 같은 특정 군에 속하는 약제간의 교차내성의 정도를 유전
형 내성분석법에 의해서만 분석할 경우 결과를 예측하기 어려울 수도 있
다.표현형 내성분석법은 특정 약제에 대한 내성의 유전적 근거가 밝혀지
지 않았더라도 감수성 자료를 제공할 수 있다.그러나 분리주를 감수성
혹은 내성으로 분류하는 분기점은 대부분의 항레트로바이러스제에 있어
확립되거나 임상적으로 확인되지 않았다.표현형 내성분석법은 약제 감수
성과 교차 내성에 대한 다른 돌연변이들의 영향을 결정할 수 있다.그러
나 중요한 단점은 유전형 내성분석법에 비해 시행 가능한 실험실의 수가
많지 않으며,경비가 더 들고,결과를 얻기까지 걸리는 시간이 길다는 것
인데,recombinantvirusassay의 도입에도 불구하고 수주일이 소요된다.
현재 유전형 내성분석법을 이용한 상품화된 kit에는 Bayer사의 trugen

Ⓡ 과 Abbott사의 ViroSeqⓇ 가 있지만,상품화된 kit의 가격은 trugen
Ⓡ의 경우 한 검사당 40만원 정도이며,ViroSeqⓇ의 경우 한 검사당 30만
원 정도로 너무 비싸서 임상적으로 이용하는데 제한이 된다.그러므로 내
성검사의 시행이 상용화되기 위해서는 자체 개발이 필요하다.따라서 본
연구를 통해서 이러한 비싼 상품화된 kit에 비해 경제적이며 신속하
게 이용할 수 있는 유전형 내성분석법을 자체 고안 하였다.
자체 개발한 유전형 내성검사법을 시행한 10예에서는 Abbott사의

ViroSeqⓇ로 시행한 결과 100% 일치했다.이는 실험실에서 고안한 유전
형 내성분석법을 이용해서 임상에 적용해도 무리가 없음을 시사해 준다.
실험실에서 고안한 유전형 내성분석법을 이용했을 경우,RNA extract

한 후 RT-PCR하고 nestedPCR하는데까지 걸린 시간은 7시간 밖에 걸
리지 않는다.하지만 상품화된 kit를 이용하면 1단계마다 걸리는 시간이
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길어서 24시간 안에 실험을 끝내기 힘들며,자체 개발된 유전형 내성분석
법에 비해 많은 실험단계로 인해 번거롭다.그리고 elution단계에서 1.3kb
를 nestedPCR한 후 3부분으로 나누어 3개만 elution해서 sequencing하
면 되므로 간편하지만 상품화된 kit는 이 단계에서 7부분으로 나누어서
sequencing을 하므로 더 많은 시간이 소요된다.그러나 상품화된 kit는
PCR단계에서 필요한 모든 시약들이 mixture되어 있으므로 손쉽게 할 수
있지만,실험실에서 고안한 유전형 내성분석법은 Taq에 영향을 많이 받는
관계로 dNTP,Mgcl₂등의 시약을 직접 넣어서 mixer해야 했으므로 번거
로움이 있었다.
상품화된 kit와 자체 개발한 유전형 내성분석법을 비교해 보았을 때 각

기 장단점이 있지만,자체 개발한 유전형 내성분석법의 경우는 경제적인
비용 절감과 시간을 단축함으로써 환자의 부담감을 줄여서 내성검사를 시
행하는 것이 가능해 질것으로 생각된다.
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ⅤⅤⅤ결결결론론론

현재 HIV 치료에 통용되고 있는 방법으로는 3가지 혹은 4가지의 항레
트로바이러스제를 혼합해서 사용하는 highlyactiveantiretroviraltherapy
(HAART)이다.HAART에 의해 바이러스 양이 현저히 감소하고,면역기
능이 회복되면서 기회감염 및 사망률이 크게 저하되었지만,장기간의 치
료제 복용으로 바이러스의 불완전한 억제로 인하여 내성이 발현되고,또
한 여러 부작용들로 인해 치료가 지속적으로 이루어지지 않아 내성이 발
현되기 때문에 치료 실패시 재치료의 경우 내성검사가 요구된다.그리고
초기 환자의 경우는 환자가 갖고 있는 고유한 내성과 관련된 유전자를 알
고 치료에 임하면 내성의 유발로 인한 치료 실패를 예방 할 수 있다.
내성을 분석하는 방법으로는 유전형 내성분석법(genotypingresistance

test)과 표현형 내성분석법(phenotypingresistancetest)이 있다.
유전형 내성분석법을 이용한 상품화된 kit에는 Bayer사의 trugenⓇ 과

Abbott사의 ViroSeqⓇ 가 있지만,상품화된 kit는 가격이 너무 비싸서
임상적으로 이용하는데 한계가 있다.본 연구는 실험실 내에서 유전형 내
성분석법을 자체 개발함으로써,환자의 치료에 도움이 되는 내성검사를
경제적으로 이용하는데 의의와 목적이 있다.
연세대학교 의과대학 세브란스 병원에 내원한 항레트로바이러스제의 치

료 경험이 없는 10명의 감염자(남자 9명,여자 1명,평균 연령32.4세)의 혈
장으로 자체 개발한 유전형 내성검사법을 시행하였다.그 결과 NRTI에
대한 내성과 관련이 있는 돌연변이에는 V118I가 나왔으며,NNRTI는
아무것도 나오지 않았으며,PIminor에 L10I,M36I,A71V,V77I가 나왔
다.상품화된 kit를 이용해 같은 검체로 유전형 내성검사법을 실시해 본
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결과 100% 일치했다.
자체 개발한 유전형 내성분석법의 경우는 경제적인 비용 절감으로 환

자의 부담감을 줄임으로써 내성검사를 시행하는 것이 가능해 질것으로 생
각되며,치료에 도움을 줄 수 있다고 본다.
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Researchoftheantiretroviralagentsresistance
bygenotypinginHIV-infectedpatients.

RiYounKim

DepartmentofMedicalScience
TheGrduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorJuneMyungKim)

Since1987,ithasbeen reportedthatthezidovudinehaspositive
effecttotreathumanimmunodeficiencyvirus(HIV),thetreatmentthat
usesanotherdrugwiththezidovudinewascarriedoutin1991.Andin
1995,theproteaseinhibitor(PI)thatcontrolstotreatGagandGag-Pol
poly proteinprecursorwasintroducedandhighlyactiveantiretroviral
therapy(HAART)wasconductedwiththosedrugs.
A virusquantityisremarkablyreduced and immunityabilityis

recoveredbyHAART,whichopportunisticinfectionandthedeath-rate
werefallengreatly.However,thedrug-resistanceisrevealeddueto
incompletesuppressionoftheviruscausedbytakingmedicineduring
alongterm andduetodiscontinuedtreatmentcausedbysideeffects.
Therefore,theresistancetestisrecentlyrequirednotolnythecaseof
atreatmentfailure,butalsothecaseoftheearlyHIVpatient.
Thereisthemethodtoanalyzethedrug-resistanceofaantiretroviral

agentssuchasgenotypingresistancetest,phenotypingresistancetest.
Genotypingisthemethodthatfindouttheexistenceofanresistance
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mutation analyze the sequence of HIV gene related the reverse
transcriptaseandprotease.Phenotyping isthemethod thatanalyzes
proliferousabilityofthevirus.
At the moment,fee of the kit produced genotyping is many

promblemsinusingtopatientsbecausethereisthenumberofHIV
patients in the developing country gets an absolute majority.
Therefore,thisstudy wasdesignedtodevelopgenotyping madeby
myselfinlaboratorytohelpeconomicaltreatmentofpatients.
Thisstudyanalyzedanresistanceaspectbyusingthegenotypingto

theAIDSpatientsof10persons(male9,female1,averageage32.4)
whohadnotexperiencedantiretroviraltherapy.In10persons,V118Iof
NRTIappeared thepositivereaction of2persons,NNRTIdid not
appearanyresultandL10I,M36I,A71V/T,V77IofPIminorappeared
thepositivereactionof7persons.
Andthecommercialkitwascomparedwiththegenotypingresult,

which corresponds completely.Therefore,the developed genotyping
appliestothepatients,which can havemorebenefitbecauseitis
possibletotestmoreeconomicalandrapid thanthecommercailkit.

Key Words: human immunodeficiency virus(HIV), HIV infection,
antiretroviraltherapy(ART),acquiredimmunedeficiency
syndrome (AIDS), genotyping resistance test, drug
resistance
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