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Περίληψη 
 

ΥΠΑΡΧΟΝΤΑ ∆Ε∆ΟΜΕΝΑ: Περισσότερα από 20 χρόνια έχουν περάσει από 
την εµφάνιση της επιδηµίας του HIV-1. Στο διάστηµα αυτό οι γνώσεις για την 
παθογένεια της λοίµωξης έχουν αυξηθεί θεαµατικά και έχουν σηµειωθεί σηµαντικά 
βήµατα στην πρόληψη και θεραπευτική της αντιµετώπιση. Ορόσηµο αποτελεί η 
εισαγωγή της HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), που έχει παρατείνει 
σηµαντικά την επιβίωση των ασθενών. Ωστόσο η HAART δεν επιφέρει την ίαση και 
συνεπώς η αναζήτηση εναλλακτικών θεραπειών συνεχίζεται.  

Το σύστηµα των χηµειοκινών αποτελεί ένα ελπιδοφόρο πεδίο έρευνας. 
Αποτελείται από ανοσοδραστικά µόρια και υποδοχείς που εκφράζονται από λευκά 
αιµοσφαίρια και ιστούς, ιδιαίτερα σε καταστάσεις φλεγµονής. Παίζουν σηµαντικό 
ρόλο στη συγκρότηση ανοσολογικών απαντήσεων για την άµυνα του οργανισµού. 
Ωστόσο ο ιός του HIV-1 εκµεταλλεύεται το σύστηµα των χηµειοκινών και ιδιαίτερα 
τους υποδοχείς του, προκειµένου να προσκολληθεί στα λευκά αιµοσφαίρια και να τα 
µολύνει. Χαρακτηριστικά ο HIV-1 χρησιµοποιεί τους υποδοχείς CXCR4 και CCR5 
για να µολύνει λεµφοκύτταρα και µακροφάγα. Η µετάλλαξη CCR5∆32 οδηγεί στην 
παραγωγή ενός τεµαχισµένου υποδοχέα CCR5 που δεν εκφράζεται στην κυτταρική 
µεµβράνη. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την ανοσία στη µόλυνση σε οµόζυγα CCR5∆32 
άτοµα και την ανθεκτικότητα στην εξέλιξη της λοίµωξης στους ετερόζυγους 
CCR5∆32 ασθενείς. Η ανακάλυψη αυτή οδήγησε στη δηµιουργία συνθετικών 
ανταγωνιστών του CCR5 που χρησιµοποιούνται στη φαρµακευτική θεραπεία της 
λοίµωξης από HIV-1. Εκτός όµως από το CCR5, έχει βρεθεί πως η εξέλιξη της 
λοίµωξης επηρεάζεται και από άλλους πολυµορφισµούς του συστήµατος 
χηµειοκινών.  

ΣΤΟΧΟΣ ΜΕΛΕΤΗΣ: ∆ιερευνήθηκαν οι επιδράσεις εννέα πολυµορφισµών 
του συστήµατος χηµειοκινών στην ανοσολογική και ιολογική ανταπόκριση µετά την 
έναρξη θεραπείας µε HAART σε 149 ασθενείς που παρακολουθήθηκαν στο 
νοσοκοµείο “Α. Συγγρός” (Αθήνα). Οι πολυµορφισµοί ήταν οι ακόλουθοι: CCR5∆32, 
CXCL12-3A, CCR2-64I, CCR5-59029G/A, CXCR6-3E/K, In1.1T/C, απλότυπος H7, 
CX3CR1-V249I και CX3CR1-T280M. 

ΣΧΕ∆ΙΑΣΜΟΣ ΜΕΛΕΤΗΣ: Πραγµατοποιήθηκε γονοτυπική ανάλυση στους 
ασθενείς χρησιµοποιώντας PCR και ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης και 
ακρυλαµιδίου. Ακολούθησε στατιστική ανάλυση κατά Kaplan-Meier 
χρησιµοποιώντας τα ακόλουθα τελικά σηµεία: 1) Χρόνος από την έναρξη της 
HAART µέχρι τη µείωση του ιικού φορτίου (VL) κάτω από τα ανιχνεύσιµα επίπεδα 
(<50cps/ml), 2) διάρκεια καταστολής του VL κάτω από ανιχνεύσιµα επίπεδα, 3) 
χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την άνοδο των CD4≥200cells/mm3 και 
≥500cells/mm3 για ασθενείς που είχαν αρχική τιµή CD4<200cells/mm3 και 
<500cells/mm3 αντίστοιχα, 4) χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την πτώση 
των CD4 κάτω από την αρχική τιµή. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ: Από τη µελέτη αυτή προέκυψε ότι σε ασθενείς µε 
αρχική τιµή CD4 µεταξύ 200-499cells/mm3 και ετερόζυγους ή οµόζυγους για το 
αλληλόµορφο CCR2-64I υπήρξε ταχύτερη πτώση του VL (3.5±0.5µήνες) κάτω από 
τα ανιχνεύσιµα επίπεδα συγκριτικά µε τους οµόζυγους για το φυσικό αλληλόµορφο 
του CCR2 υποδοχέα (10.2±1.4 µήνες)(p=0.018, n=69). Επιπλέον ασθενείς µε το 
αλληλόµορφο CCR2-64I διατηρούσαν VL κάτω από 50cps/ml για µεγαλύτερο 
χρονικό διάστηµα συγκριτικά µε ασθενείς οµόζυγους για το φυσικό αλληλόµορφο 
του CCR2 (28±2 και 20±2 µήνες αντίστοιχα, p=0.048, n=69). Σε ασθενείς µε αρχική 
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τιµή CD4 µεταξύ 200-499cells/mm3 και ετερόζυγους ή οµόζυγους για το 
αλληλόµορφο CXCL12-3A, τα CD4 αυξήθηκαν ταχύτερα πάνω από 500cells/mm3 
(9±2 µήνες) συγκριτικά µε ασθενείς οµόζυγους για το φυσικό αλληλόµορφο του 
CXCL12 (14±2 µήνες) (p=0.023, n=69). Οι φορείς του CXCL12-3A αλληλοµόρφου 
εµφάνισαν και µια τάση για ταχύτερη πτώση του VL µετά την έναρξη της HAART 
συγκριτικά µε τους οµόζυγους φορείς του φυσικού αλληλοµόρφου (7.4±1.6 και 
10.5±1.7 µήνες αντίστοιχα, p=0.103, n=69). Σε ασθενείς µε το αλληλόµορφο 
CXCR6-3K σε οµόζυγη ή ετερόζυγη κατάσταση παρατηρήθηκε µικρότερη διάρκεια 
καταστολής του VL<50cps/ml συγκριτικά µε τους οµόζυγους CXCR6-3E (19±6 και 
48±3 µήνες αντίστοιχα, p=0.036, n=137). Απεναντίας η παρουσία του CX3CR1-249I 
και του του CX3CR1-280M σε οµόζυγη κατάσταση συσχετίστηκε µε ταχύτερη άνοδο 
των CD4 σε υψηλότερα επίπεδα συγκριτικά µε τον οµόζυγο CX3CR1-249V και 
CX3CR1-280T γονότυπο αντίστοιχα (3±1 µήνες σε οµόζυγους CX3CR1-249I/I, 16±2 
µήνες σε οµόζυγους CX3CR1-249V/V ασθενείς, p=0.001, n=115), (3±2 µήνες σε 
οµόζυγους CX3CR1-280M/M, 19±3 µήνες σε οµόζυγους CX3CR1-280T/T ασθενείς, 
p=0.024, n=115). 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ: Οι πολυµορφισµοί CCR2-64I, CXCL12-3A, CXCR6-3E/K, 
CX3CR1-V249I και CX3CR1-T280M επηρεάζουν την έκβαση της HAART µε βάση 
τους ιολογικούς και ανοσολογικούς δείκτες παρακολούθησης σε ασθενείς µε λοίµωξη 
από HIV-1. Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης υποδεικνύουν ότι οι παραπάνω 
χηµειοκίνες παίζουν σηµαντικό ρόλο στην παθογένεια της λοίµωξης από HIV-1 και 
µπορούν να προσφέρουν µελλοντικούς θεραπευτικούς στόχους µετά από καλύτερη 
κατανόηση των αλληλεπιδράσεών τους. 
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Abstract 
 

BACKGROUND: More than 25 years have passed since the emergence of the 
HIV-1 epidemic. During this time our knowledge about the pathogenesis of HIV-1 
infection has increased substantially achieving many accomplishments in its 
prevention and medical treatment. A critical step has been the introduction of HAART 
(Highly Active Antiretroviral Therapy) which has significantly prolonged the survival 
of infected patients. However HAART does not cure the infection and new targets for 
therapy are being pursued.  

The chemokine network is a promising field of research. It consists of 
receptors and molecules produced by tissue cells at sites of inflammation and 
leucocytes. Its role is to mediate the creation of immune responses. However HIV-1 
exploits the chemokine network and uses its receptors for cell adhesion and infection. 
The receptors CXCR4 and CCR5 are used by HIV-1 to enter lymphocytes and 
macrophages. The mutation CCR5∆32 leads to a truncated form of CCR5 which does 
not appear on the cell surface conferring infection immunity to homozygous 
individuals and resistance to infection progression in heterozygous patients. This has 
resulted in the creation of CCR5 antagonists for use in HIV-1 medical treatment. 
Other mutations in chemokine receptors or their ligands have also been shown to 
affect the progression of HIV-1 infection.  

OBJECTIVE: In this study we examined the effects of nine chemokine 
polymorphisms on immunologic and virologic response to HAART in a group of 149 
patients followed in “A. Syngros” Hospital (Athens). The polymorphisms were 
CCR5∆32, CXCL12-3A, CCR2-64I, CCR5-59029G/A, CXCR6-3E/K, In1.1T/C, H7 
haplotype, CX3CR1-V249I and CX3CR1-T280M.  

STUDY DESIGN: We genotyped our patients using PCR and agarose and 
acrylamid gel electrophoresis. We performed Kaplan-Meier analysis using the 
following end-point criteria: 1) time from HAART initiation to undetectable viral load 
(VL<50 copies/ml),(2) maximum duration of viral suppression, (3) time from 
HAART administration until CD4 elevation ≥200 cells/mm3 for patients with baseline 
CD4 below 200 cells/mm3 and ≥500 cells/mm3 for patients with baseline CD4 
between 200 and 499 cells/mm3, respectively, and (4) time from HAART initiation 
until CD4 reduction below baseline values. 

RESULTS: Our results revealed that patients with baseline CD4 between 200-
499 cells/mm3 and heterozygous or homozygous for the CCR2-64I allele achieved 
undetectable VL counts at 3.5±0.5 months as compared to 10.2±1.4 months in the 
group homozygous for the wild type receptor CCR2 (p =0.018, n=69). Additionally 
patients with CCR2-64I retained undetectable VL for 28±2 months in contrast to 20±2 
months in the homozygous wild type group (p =0.048, n=69). Patients with baseline 
CD4 between 200-499 cells/mm3 carrying CXCL12-3A restored the CD4 population 
faster than the homozygous wild type group (mean: 9±2 and 14±2 months, 
respectively, p =0.023, n=69) and demonstrated a trend for faster VL suppression than 
the wild type group (7.4±1.6 months and 10.5±1.7 months respectively, p=0.103, 
n=69). Patients with the CXCR6-3K in homozygous or eterozygous state exhibited a 
shorter duration of viral suppression (<50cps/ml) in comparison to homozygous 
CXCR6-3E patients (mean 19±6 and 48±3 months respectively, p=0.036, n=137). On 
the other hand the CX3CR1-249I and CX3CR1-280M alleles in homozygous states 
were correlated with a favourable response to HAART by faster restoration of CD4 
counts to higher levels compared to the homozygous CX3CR1-249V and CX3CR1-
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280T states respectively (mean: 3±1 months in CX3CR1-249I/I patients, 16±2 months 
in CX3CR1-249V/V patients, p =0.001, n =115 and mean 3±2 months in CX3CR1-
280M/M patients and 19±3 months in CX3CR1-280T/T patients, p =0.024, n =115). 

CONCLUSION: The polymorphisms CCR2-64I, CXCL12-3A, CXCR6-3E/K, 
CX3CR1-V249I and CX3CR1-T280M affect the immunological and virological 
response to the initiation of HAART in HIV-1 infected patients. The results from this 
study suggest that the above chemokines and receptors are important in the 
pathogenesis of HIV-1 infection and may provide new targets for therapy in the future 
after better understanding of their interactions.  
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AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome 

APC: Antigen Presenting Cell 

CDC: Center for Disease Control and Prevention 
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gp: glycoprotein 
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A. HIV ΛΟΙΜΩΞΗ 
 
 
 

A1. Εισαγωγή 
  

  Έχουν περάσει 25 χρόνια από την πρώτη αναφορά για οµοφυλόφιλους 

ασθενείς µε πνευµονία από Pneumocystis carinii σε έδαφος ανοσοανεπάρκειας. 

Ακολούθησαν σύντοµα νέες αναφορές περιστατικών, ώσπου ένα χρόνο µετά 

υιοθετήθηκε ο όρος σύνδροµο επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS: acquired immune 

deficiency syndrome), για να συµπεριλάβει ασθενείς µε ευκαιριακές λοιµώξεις και 

κακοήθη νεοπλάσµατα σε έδαφος επίκτητης ανοσολογικής ανεπάρκειας άγνωστης 

αιτιολογίας. Το 1983 αποµονώθηκε για πρώτη φορά ένας νέος ρετροϊός από το αίµα 

ασθενών µε AIDS, που αρχικά ονοµάστηκε HTLV-III (Human T cell Leukaemia 

Virus III) και στη συνέχεια HIV (Human Immunodeficiency Virus). O HIV έκτοτε 

έχει ενοχοποιηθεί για το θάνατο περισσοτέρων από 25 εκατοµµυρίων ανθρώπων, ενώ 

ιδιαίτερα βαρύ είναι το πλήγµα της επιδηµίας για τις χώρες της Αφρικανικής 

Ηπείρου, όπου βρίσκεται το 70% των µολυσµένων ατόµων παγκοσµίως. Για το λόγο 

αυτό ο Γ. Γραµµατέας του ΟΗΕ έχει χαρακτηρίσει τον HIV βασικό εµπόδιο για την 

ανάπτυξη των χωρών αυτών3.  

Από την εµφάνιση του HIV µέχρι σήµερα έχουν σηµειωθεί σηµαντικά βήµατα 

στην προσπάθεια ελέγχου της επιδηµίας και στη φαρµακευτική αντιµετώπιση της 

λοίµωξης. Ενδεικτικά σε µικρό σχετικά χρονικό διάστηµα δηµιουργήθηκαν 

ευαίσθητα διαγνωστικά τεστ, ελέγχθηκαν οι τράπεζες αίµατος, εισήχθη ο 

προληπτικός έλεγχος σε πολλούς τοµείς, δηµιουργήθηκαν ειδικά κέντρα 

παρακολούθησης ασθενών και συστήµατα καταγραφής και ελέγχου, δηµιουργήθηκαν 

µεγάλες βάσεις δεδοµένων για ενίσχυση της ερευνητικής προσπάθειας και για 

επαναξιολόγηση των θεραπευτικών κατευθυντήριων οδηγιών και βρέθηκαν 21 

αντιρετροϊκά φάρµακα, που περιόρισαν σηµαντικά τη νοσηρότητα και θνητότητα των 

ασθενών.  

Ωστόσο τα επιτεύγµατα αυτά αφορούν κυρίως τις χώρες του ανεπτυγµένου 

κόσµου, ενώ η προσπάθεια για εύρεση εµβολίου, που θα άλλαζε την τροπή της 

επιδηµίας, δεν έχει καρποφορήσει ακόµα. Επιπλέον τα φάρµακα που ανακαλύφθηκαν 
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χαρακτηρίζονται από πολύ υψηλό κόστος και δεν επιφέρουν την ίαση, αφού δεν 

µπορούν να εκριζώσουν τον ιό από το γενετικό υλικό λυσιγονικών κυττάρων, όπου 

βρίσκεται σε λανθάνουσα κατάσταση. Συνεπώς η επιδηµία του HIV αποτελεί ακόµα 

µια σοβαρή απειλή για τη δηµόσια υγεία µε σοβαρές κοινωνικές προεκτάσεις και για 

το λόγο αυτό αντλεί το ερευνητικό ενδιαφέρον ενός µεγάλου τµήµατος του 

επιστηµονικού κόσµου παγκοσµίως. 

 

Α2. Ιολογικά χαρακτηριστικά του HIV-1 
 

Ο ιός του HIV είναι ρετροϊός και ανήκει στην υποοικογένεια των Lentivirinae. 

Τα ώριµα σωµατίδια του ιού είναι σφαιρικά, διαµέτρου 100-120nm (Σχήµα 1). 

Εξωτερικά περιβάλλεται από µια διπλή 

φωσφολιπιδική µεµβράνη προερχόµενη από 

την κυτταρική µεµβράνη του κυττάρου 

ξενιστή. Στην επιφάνειά της φέρει  τη 

µεµβρανική πρωτεΐνη env που δοµείται από 

τις γλυκοπρωτεΐνες gp120 και gp 41. Η 

gp120 συνδέεται µε την gp41 και 

σχηµατίζει διµερή. Τρία τέτοια διµερή 

σχηµατίζουν ένα σύµπλοκο. Στο εξαµερές 

σύµπλοκο αυτό η gp120 διατάσσεται 

περιφερικά και η gp41 στο κέντρο. Εκτός 

από τη πρωτεΐνη env εξωτερικά, η 

µεµβράνη επενδύεται εσωτερικά από τη στρωµατική πρωτεΐνη p17 (MA=matrix 

protein). Στο κέντρο βρίσκεται το κυλινδρικό καψίδιο, που αποτελείται από εξαµερή 

της καψικής πρωτεΐνης p24 (CA=capsid protein). Το καψίδιο περιέχει την αντίστροφη 

µεταγραφάση (RT), την ιική ιντεγκράση και τα διµερή του ιικού RNA επενδυµένα µε 

την νουκλεοκαψική πρωτεΐνη p7 (NC: nucleocapsid protein)1.  

Σχήµα 1: Μορφολογία ιικού 
σωµατιδίου HIV1 

Στο σχήµα 2 φαίνεται η δοµή του γενετικού υλικού του ιού. Το γένωµα του 

HIV-1 αρχίζει και τελειώνει µε τα τµήµατα LTR (Long Terminal Repeats), που 

παίζουν ρυθµιστικό ρόλο στη µεταγραφή των γονιδίων και περιέχουν θέσεις 

πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων του κυττάρου και του ιού. Το γονίδιο gag 

κωδικοποιεί πρωτεΐνες του νουκλεοκαψιδίου. Το γονίδιο pol κωδικοποιεί δοµικές 
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πρωτεΐνες καθώς και την αντίστροφη µεταγραφάση (RT), την πρωτεάση (PR) και την 

ιντεγκράση του ιού. Το γονίδιο env κωδικοποιεί την πρωτεΐνη gp160, από την οποία 

προκύπτουν οι µεµβρανικές γλυκοπρωτεΐνες gp120 και gp41. Επίσης φαίνονται τα 

γονίδια tat, rev, nef, vif, vpr και vpu1. 

 

 

 
 

Σχήµα 2: Γονίδια του HIV-11. 

 

 

Α3. Προσβολή κυττάρου ξενιστή 
 

Η µόλυνση του κυττάρου ξενιστή ξεκινά µε την προσκόλληση της 

γλυκοπρωτεΐνης gp120 σε κατάλληλους υποδοχείς του κυττάρου (Σχήµα 3). Ο 

υποδοχέας CD4 είναι ο βασικός υποδοχέας που χρησιµοποιεί ο ιός και ο οποίος του 

επιτρέπει να προσκολληθεί στα T-helper λεµφοκύτταρα και στα µονοκύτταρα-

µακροφάγα. Για την είσοδό του όµως στα κύτταρα αυτά χρειάζεται και την παρουσία 

ενός δεύτερου υποδοχέα («συνυποδοχέα»). Ο υποδοχέας αυτός ανήκει στο σύστηµα 

των χηµειοκινών και οι πιο αντιπροσωπευτικοί στην παθογένεια του HIV-1 είναι ο 

CCR5 και ο CXCR4. Με τη σύνδεση της gp120 στον CD4 και τον υποδοχέα 

χηµειοκινών αλλάζει η στερεοδιάταξη του συµπλόκου gp120-gp41. Οι πρωτεΐνες 

gp41 προβάλλουν από το κέντρο του συµπλόκου και εισέρχονται στην κυτταρική 

µεµβράνη  οδηγώντας σε σύντηξη του µεµβρανικού περιβλήµατος του ιού µε την 

κυτταρική µεµβράνη.  
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Σχήµα 3: Πρόσδεση gp120-gp41 του ιού µε CD4 και συνυποδοχέα 
χηµειοκινών για την σύντηξη της µεµβράνης του ιικού σωµατιδίου µε την 
κυτταρική µεµβράνη του κυττάρου ξενιστή1.  

 

Ακολουθεί η είσοδος του καψιδίου στο κυτταρόπλασµα όπου η αντίστροφη 

µεταγραφάση (RT=reverse transcriptase) δηµιουργεί διπλές έλικες DNA µε µήτρα το 

ιικό RNA. Το ιικό DNA µεταφέρεται στον πυρήνα του κυττάρου, όπου µε τη βοήθεια 

της ιικής ιντεγκράσης ενσωµατώνεται στο κυτταρικό DNA. Η κυτταρική RNA 

πολυµεράση ΙΙ µεταγράφει το ενσωµατωµένο ιικό DNA. Η µετάφραση του DNA 

παράγει αρχικά τις πρωτεΐνες Tat, Nef, Rev. Η Tat και η Rev δίνουν τη δυνατότητα 

παραγωγής και των υπόλοιπων ιικών πρωτεϊνών µέσω εναλλακτικού τεµαχισµού του 

mRNA και µεταφοράς του στο κυτταρόπλασµα.. Οι πρωτεΐνες και το ιικό RNA 

συγκεντρώνονται στην κυτταρική µεµβράνη, όπου σχηµατίζονται νέα ιικά σωµατίδια 

και αποκολλώνται από την κυτταρική µεµβράνη (Σχήµα 4)1.  
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Σχήµα 4: Στάδια κυτταρικής µόλυνσης από τον HIV 
1. Πρόσδεση ιού και σύντηξη. 2.Αντίστροφη µεταγραφή-δηµιουργία ιικού DNA. 
3. Ενσωµάτωση στο κυτταρικό DNA. 4. Μεταγραφή ιικού DNA. 5. Μετάφραση 
mRNA. 6. Συναρµολόγηση ιικών σωµατιδίων και ωρίµανση1 

 

 

Α4. Παθογένεια της λοίµωξης από HIV-1 
 

Η λοίµωξη από HIV-1 που δεν υπόκειται σε αντιρετροϊκή θεραπεία 

ακολουθεί µια πορεία 10 χρόνων  περίπου. Η λοίµωξη µεταδίδεται είτε µε 

σεξουαλική επαφή είτε αιµατογενώς. Τα στάδια περιλαµβάνουν την µόλυνση, την 

πρωτογενή λοίµωξη, την οροµετατροπή, τη λανθάνουσα ασυµπτωµατική λοίµωξη, 

την πρώιµη συµπτωµατική, το σύνδροµο επίκτητης ανοσοανεπάρκειας (AIDS: 

Acquired Immunodeficiency Syndrome) και την προχωρηµένη λοίµωξη µε 

CD4<50/mm3.  

 

ΠΡΩΤΟΓΕΝΗΣ ΛΟΙΜΩΞΗ: Μετά τη µόλυνση αρχίζει ο 

πολλαπλασιασµός του ιού που τον καθιστά εργαστηριακά ανιχνεύσιµο σε 4-10 

εβδοµάδες. Ο ιός διασπείρεται στον εγκέφαλο, το σπλήνα, τους λεµφαδένες, τον 

εξωλεµφαδενικό λεµφικό ιστό. Η πρωτογενής λοίµωξη µπορεί να εκδηλωθεί µε 

σύνδροµο λοιµώδους µονοπυρήνωσης, µε πυρετό, φαρυγγαλγία, κηλιδοβλατιδώδες 
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εξάνθηµα, λεµφαδενοπάθεια, µυαλγίες, αρθραλγίες, διάρροια, ναυτία, εµετό, 

νευροπάθεια ή εγκεφαλοπάθεια. Τα πρώιµα αυτά συµπτώµατα συνήθως διαρκούν 

1-2 εβδοµάδες. Στο διάστηµα αυτό το ιικό φορτίο (VL=viral load) αυξάνει 

δραµατικά ενώ κατακρηµνίζεται ο αριθµός των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων. 

Παράλληλα αναπτύσσεται ειδική κυτταροτοξική Τ-λεµφοκυτταρική ανοσολογική 

απάντηση που προκαλεί σταδιακά πτώση των επιπέδων του ιού στο αίµα, ενώ τα 

CD4 T-λεµφοκύτταρα ανέρχονται πάλι σε αριθµό 4-7.  

 

ΛΑΝΘΑΝΟΥΣΑ ΑΣΥΜΠΤΩΜΑΤΙΚΗ ΛΟΙΜΩΞΗ: Ακολουθεί η λανθάνουσα 

περίοδος, στην αρχή της οποίας το VL έχει πέσει σε ένα βασικό επίπεδο λόγω της 

Τ-κυτταροτοξικής απάντησης. Το επίπεδο αυτό έχει προγνωστική αξία για την 

πορεία της λοίµωξης. Όσο χαµηλότερο το VL, τόσο καλύτερη η πρόγνωση. Επίσης 

κατά την υποχώρηση της πρωτολοίµωξης και την απαρχή της λανθάνουσας 

περιόδου τα επίπεδα CD4 Τ-λεµφοκύτταρων έχουν επανέλθει, ωστόσο παραµένουν 

σε επίπεδα χαµηλότερα συγκριτικά µε την περίοδο πριν την οροµετατροπή. Επίσης 

στο τέλος της πρωτολοίµωξης εµφανίζεται χυµική απάντηση µε παραγωγή 

αντισωµάτων έναντι της µεµβρανικής πρωτεΐνης του ιού Env. Η λανθάνουσα 

περίοδος χωρίς θεραπεία κυµαίνεται ανάλογα τον ασθενή. Υπάρχουν ασθενείς που 

διατηρούν υψηλές τιµές CD4 λεµφοκυττάρων για περισσότερο από 8 χρόνια και 

άλλοι που έχουν ταχείς ρυθµούς πτώσης των CD4 λεµφοκυττάρων. Ωστόσο οι 

περισσότεροι, µε αρχική τιµή CD4 λεµφοκυττάρων >1000cells/mm3 πριν την 

οροµετατροπή, εµφανίζουν νέα τιµή CD4 περίπου 670cells/mm3 στο τέλος του 1ου 

έτους και στη συνέχεια πτώση των CD4 κατά 30-90cells/mm3 ανά έτος. Στο 

διάστηµα αυτό οι ασθενείς είναι ασυµπτωµατικοί ή µπορεί να εµφανίζουν 

γενικευµένη λεµφαδενοπάθεια. Στα βλαστικά κέντρα των λεµφαδένων 

ανευρίσκονται πολυάριθµα ιικά σωµατίδια γύρω από δενδροκύτταρα, όπου 

έρχονται σε επαφή µε Τ-λεµφοκύτταρα, τα οποία µολύνουν. Η ευρεία διασπορά 

του ιού σε όλο το σώµα οδηγεί σε λυσιγονική ενσωµάτωση του ιικού γενετικού 

υλικού στο DNA κυττάρων ξενιστών, όπως είναι τα µακροφάγα, τα µνηµονικά 

CD4 λεµφοκύτταρα και τα CD4 λεµφοκύτταρα χωρίς αντιγονική εµπειρία (naïve). 

Το VL είναι σταθερό ή εµφανίζει σταδιακά µικρή αύξηση, ενώ τα CD4 T-

λεµφοκύτταρα του περιφερικού αίµατος εµφανίζουν σταδιακά µικρή πτώση. Ο 

πολλαπλασιασµός του ιού και η καταστροφή των µολυσµένων Τ-λεµφοκυττάρων 

συνεχίζεται στους λεµφικούς ιστούς σε όλη τη λανθάνουσα περίοδο σε υψηλούς 
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ρυθµούς. Τα λεµφοκύτταρα ενεργοποιούνται και πολλαπλασιάζονται επίσης 

ταχύτατα, ενώ συγχρόνως µολύνονται από τον ιό και καταστρέφονται είτε µε λύση 

και απελευθέρωση νέων ιικών σωµατιδίων, είτε µε επαγωγή της απόπτωσης από 

τον ιό. Υπολογίζεται ότι κατά την ασυµπτωµατική περίοδο καταστρέφονται 

καθηµερινά 109 CD4 λεµφοκύτταρα στο λεµφικό ιστό8-18. 

 

ΠΡΩΙΜΗ ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΙΚΗ ΠΕΡΙΟ∆ΟΣ: Η πρώιµη συµπτωµατική 

περίοδος ξεκινά µε την εµφάνιση νοσηµάτων µη ειδικών για την HIV-1 λοίµωξη, τα 

οποία όµως παρατηρούνται συχνά σε ασθενείς µε HIV λοίµωξη. Για το λόγο αυτό η 

διάγνωσή τους επιβάλλει τον έλεγχο του ασθενούς για πιθανή HIV-1 λοίµωξη. Οι 

καταστάσεις αυτές είναι οι ακόλουθες: 

1. Βακτηριακή αγγειωµάτωση 

2. Καντιντίαση στόµατος, φάρυγγα 

3. Καντιντίαση κόλπου ανθεκτική σε θεραπεία, συχνή, επίµονη 

4. ∆υσπλασία τραχήλου µήτρας, καρκίνωµα in situ 

5. Συστηµατικά συµπτώµατα όπως πυρετός (38,5oC) ή διάρροια 

διάρκειας µεγαλύτερης από ένα µήνα 

6. Τριχωτή λευκοπλακία στόµατος 

7. Έρπης ζωστήρας σε δύο τουλάχιστον διαφορετικά επεισόδια ή σε 

περισσότερα από ένα δερµοτόµια 

8. Ιδιοπαθή θροµβοπενική πορφύρα 

9. Λοίµωξη µε λιστέρια 

10.  Πυελική φλεγµονή, ιδιαίτερα όταν είναι επιπλεγµένη µε σαλπιγγικό 

ή ωοθηκικό απόστηµα 

11. Περιφερική νευροπάθεια 

 

ΣΥΝ∆ΡΟΜΟ ΕΠΙΚΤΗΤΗΣ ΑΝΟΣΟΑΝΕΠΑΡΚΕΙΑΣ (AIDS): Το 

στάδιο αυτό της λοίµωξης εκδηλώνεται µε νοσηρές καταστάσεις που δεν 

παρατηρούνται στο γενικό πληθυσµό, παρά µόνο σε ασθενείς µε ανοσοανεπάρκεια. 

Αυτές περιλαµβάνουν τις ακόλουθες κλινικές καταστάσεις: 

1 Καντιντίαση οισοφάγου, βρόγχων, τραχείας, πνευµόνων 

2 ∆ιηθητικό καρκίνωµα τραχήλου 

3 Κοκκιδιοειδοµυκητίαση γενικευµένη ή εξωπνευµονική 
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4 Εξωπνευµονική κρυπτοκοκκίωση 

5 Χρόνια εντερική κρυπτοσποριδίαση (>1µήνα) 

6 Λοίµωξη από κυτταροµεγαλοϊό (εκτός ήπατος, σπληνός ή λεµφαδένων) 

7 Αµφιβληστροειδίτιδα από κυτταροµεγαλοϊό 

8 HIV-1 σχετιζόµενη εγκεφαλοπάθεια 

9 HSV: έλκος που παραµένει περισσότερο από ένα µήνα, βρογχίτιδα, 

πνευµονίτιδα, οισοφαγίτιδα 

10 Γενικευµένη ή εξωπνευµονική ιστοπλάσµωση 

11 Χρόνια εντερική ισοσπορίαση (διάρκεια περισσότερο από 1µήνα) 

12 Σάρκωµα Kaposi 

13 Burkitt λέµφωµα 

14 Ανοσοβλαστικό λέµφωµα 

15 Πρωτοπαθές λέµφωµα εγκεφάλου 

16 Γενικευµένη ή εξωπνευµονική λοίµωξη από Mycobacterium avium ή M. 

kansasii 

17 Λοίµωξη από M. tuberculosis  

18 Πνευµονία από Pneumocystis carinii 

19 Υποτροπιάζουσες πνευµονίες 

20 Προοδευτική πολυεστιακή λευκοεγκεφαλοπάθεια 

21 Υποτροπιάζουσα σηψαιµία από Salmonella 

22 Τοξοπλάσµωση εγκεφάλου 

23 Σύνδροµο καχεξίας εξαιτίας του HIV-1 

Ανεξάρτητα από τις κλινικές εκδηλώσεις του AIDS, υπάρχουν και τρία στάδια 

κατάταξης µε κριτήριο τις τιµές CD4 Τ-λεµφοκυττάρων. Κατηγορία 1: όσοι 

ασθενείς έχουν CD4≥500/mm3, κατηγορία 2: οι ασθενείς µε CD4 µεταξύ 200-

499/mm3, κατηγορία 3: οι ασθενείς µε CD4<200mm3. Η τελευταία κατηγορία 

(CD4<200mm3) θεωρείται στάδιο AIDS αφού ο µέσος χρόνος εµφάνισης κλινικής 

εκδήλωσης AIDS µετά την πτώση των CD4 στα επίπεδα αυτά δεν ξεπερνά τους 12-

18 µήνες. 

 

ΠΡΟΧΩΡΗΜΕΝΗ ΛΟΙΜΩΞΗ ΜΕ CD4<50/mm3: Στο στάδιο αυτό 

η επιβίωση χωρίς θεραπεία συνήθως δεν ξεπερνά τους 12-18 µήνες19. 
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Α5. Αντιρετροϊκή αγωγή 
 

Με την ανακάλυψη των αντιρετροϊκών φαρµάκων έχει αλλάξει ριζικά η 

πορεία της λοίµωξης από HIV-1. Το πρώτο αντιρετροϊκό φάρµακο που εγκρίθηκε 

στις ΗΠΑ για τη θεραπεία της λοίµωξης από HIV-1 ήταν το AZT (zidovudine) το 

1987. Το ΑΖΤ ανήκει στην κατηγορία των νουκλεοσιδικών αναστολέων της 

ανάστροφης µεταγραφάσης (NRTI: Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors). 

∆υστυχώς όµως η εµφάνιση ανθεκτικών µεταλλαγµένων στελεχών του ιού σε 

σχήµατα µονοθεραπείας µε AZT περιόρισε την αποτελεσµατικότητά του. 

Ακολούθησε η σύνθεση νέων NRTI και η χορήγηση διπλών θεραπευτικών σχηµάτων 

µε δύο NRTI για µεγαλύτερη δραστικότητα. Όµως η ανθεκτικότητα σε ένα NRTI 

συχνά συνοδευόταν από διασταυρούµενη ανθεκτικότητα σε άλλα NRTI.  

H µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα στα θεραπευτικά σχήµατα επιτεύχθηκε 

µετά το 1996 µε την κυκλοφορία των αναστολέων της πρωτεάσης του HIV-1 (PI: 

Protease Inhibitors) και τη χρήση τριπλής αγωγής µε 2NRTI και ένα PI ή 2NRTI και 

ένα NNRTI (Non Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor). Οι συνδυασµοί αυτοί 

ονοµάστηκαν αντιρετροϊκή αγωγή υψηλής δραστικότητας (HAART: Highly Active 

Antiretroviral Therapy) και πολύ σύντοµα φάνηκε η υπεροχή της HAART έναντι 

προηγούµενων θεραπειών στην παράταση της επιβίωσης των ασθενών και τη µείωση 

της νοσηρότητάς τους20,21 22 23. Αυτό απεικονίζεται παραστατικά στα διαγράµµατα 1 

και 2. Ωστόσο η εξέλιξη δεν σταµάτησε εκεί. Από το 1996 έχει αποτυπωθεί στην 

βιβλιογραφία εκτεταµένη κλινική εµπειρία και οργανωµένες µελέτες που οδήγησαν 

σε βέλτιστους συνδυασµούς φαρµάκων, µείωση της συχνότητας των παρενεργειών 

και πιο απλοποιηµένα σχήµατα. Επιπλέον οι φαρµακευτικές επιλογές της HAART 

έχουν αυξηθεί πολύ λόγω ανακάλυψης καινούργιων δραστικών ουσιών. Αυτό 

φαίνεται στον πίνακα 1, όπου τα αντιρετροϊκά φάρµακα προς το παρόν 

κατατάσσονται σε τέσσερις κατηγορίες: NRTI, NNRTI, PI και FI (Fusion Inhibitors: 

αναστολείς πρόσδεσης του ιού στο κύτταρο).  
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NRTI NNRTI PI FI 

Abacavir Delavirdine Amprenavir Enfuvirtide 

Didanosine Efavirenz Atazanavir  

Emtricitabine Nevirapine Fosamprenavir  

Lamivudine  Indinavir  

Stavudine  Lopinavir/Ritonavir  

Tenofovir  Nelfinavir  

Zalcitabine  Ritonavir  

Zidovudine  Saquinavir  

  Tipranavir  

 

Πίνακας 1: Κατηγορίες αντιρετροϊκών φαρµάκων:  
NRTI: nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NNRTI: non nucleoside reverse 
transcriptase inhibitor, PI: protease inhibitor, FI: fusion inhibitor 

 

 

Η αποτελεσµατικότητα της HAART πλέον περιορίζεται από τις παρενέργειες 

των φαρµάκων, τις δυσκολίες συµµόρφωσης των ασθενών στην χρόνια και πολλαπλή 

αγωγή και την εµφάνιση ανθεκτικών στελεχών του ιού. Επίσης το υψηλό της κόστος 

δηµιουργεί σοβαρά προβλήµατα στην διάδοσή της στις αναπτυσσόµενες χώρες αλλά 

και σε κοινωνικές οµάδες των ανεπτυγµένων κρατών που δεν έχουν πλήρη 

υγειονοµική κάλυψη. Το πιο σηµαντικό όµως πρόβληµα της HAART βρίσκεται στο 

γεγονός ότι δεν επιφέρει την ίαση από τη λοίµωξη, αφού δεν µπορεί να εξαλείψει τα 

µολυσµένα κύτταρα που φέρουν το γενετικό υλικό του ιού ενσωµατωµένο στο DNA 

τους σε λανθάνουσα κατάσταση, όπως τα µνηµονικά T-λεµφοκύτταρα σε ηρεµία 

(resting), τα Τ-λεµφοκυττάρα χωρίς αντιγονική εµπειρία (naïve) και τα µακροφάγα. 

Χαρακτηριστικά εκτιµάται πως ο χρόνος ηµίσειας ζωής µολυσµένων T-

λεµφοκυττάρων σε ηρεµία (resting) είναι 44 µήνες. Συνεπώς για την εξάντληση 

αυτών των δεξαµενών (reservoir) του ιού χρειάζονται πολλές δεκαετίες πλήρους 

καταστολής του VL µε HAART24. 
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Η εποχή της HAART συνεπώς χαρακτηρίζεται από σηµαντική παράταση της 

επιβίωσης των ασθενών και µείωση των νοσηρών εκδηλώσεων της νόσου. Από την 

άλλη µεριά χαρακτηρίζεται από καινούργια θεραπευτικά διλήµµατα λόγω 

παρενεργειών των φαρµάκων, καινούργιων θεραπευτικών ουσιών, ανάπτυξης 

ανθεκτικών στελεχών του ιού, ερωτηµάτων σχετικά µε το βέλτιστο χρόνο έναρξης 

θεραπείας και τη διάρκεια χορήγησής της σε µακροχρόνια σταθεροποιηµένους 

ασθενείς. Για την επεξεργασία των παραπάνω ερωτηµάτων και την επαναξιολόγηση 

των θεραπευτικών στρατηγικών έχει δηµιουργηθεί από το υπουργείο Υγείας των 

ΗΠΑ ένα συµβουλευτικό σώµα από ειδικούς για την HIV-1 λοίµωξη που 

διαµορφώνουν και ανανεώνουν σε τακτά διαστήµατα τις κατευθυντήριες οδηγίες για 

τη θεραπεία της λοίµωξης (Panel on Clinical Practices for Treatment of HIV Infection 

convened by the Department of Health and Human Services DHHS, 

http://aidsinfo.nih.gov/guidelines). Στις οδηγίες αυτές περιγράφονται οι καλύτεροι 

συνδυασµοί HAART, εναλλακτικές θεραπείες σε µειωµένη απόκριση ή 

αναζωπύρωση της λοίµωξης, παρενέργειες και αλληλεπιδράσεις φαρµάκων, 

προφυλακτική θεραπεία ευκαιριακών λοιµώξεων, προσαρµοσµένη θεραπεία κατά τη 

διάρκεια της κύησης κ.α. Για την αξιολόγηση όµως της αποτελεσµατικότητας των 

οδηγιών αυτών ήταν επιτακτική η ανάγκη εύρεσης αξιόπιστων δεικτών 

παρακολούθησης της πορείας της λοίµωξης.  

 

Α6. ∆είκτες παρακολούθησης: CD4 και VL 
 

Καθοριστικοί δείκτες παρακολούθησης της πορείας της λοίµωξης είναι ο 

αριθµός των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων, το ιικό φορτίο (VL: viral load) του ιού και η 

εµφάνιση νοσηµάτων σχετιζοµένων µε στάδιο AIDS. Οι δείκτες αυτοί δίνουν την 

ένδειξη για έναρξη θεραπείας (βλ πίνακα) και χρησιµοποιούνται προγνωστικά (βλ 

∆ιάγραµµα 1 και 2) για την έκβαση της λοίµωξης. Εξίσου σηµαντικό είναι ότι τα 

CD4 και ιδιαίτερα το VL χρησιµοποιούνται για εκτίµηση της αποτελεσµατικότητας 

της HAART. Το VL πρέπει να µετράται πριν την έναρξη της θεραπείας και τη 2η και 

8η εβδοµάδα µετά την έναρξη ή τροποποίηση της HAART. Για να θεωρηθεί ότι ο 

ασθενής ανταποκρίθηκε στο σχήµα της HAART, οφείλει το VL να µειωθεί 

τουλάχιστον κατά 1.0 log10 µέχρι την 8η εβδοµάδα και να καταστεί µη ανιχνεύσιµο 

(<50 copies/mL) µέχρι τον 4ο-6ο µήνα από την έναρξη της αγωγής. Αντίστοιχα σε 
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επιτυχή καταστολή του ιού παρατηρείται αύξηση των CD4 κατά 100-150 cells/mm3 

ανά έτος. Στόχος της θεραπείας είναι η συνεχής και όσο το δυνατό πιο µακρόχρονη 

καταστολή του ιού σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα VL25. 
 
 

 
 

• Ισχυρή ένδειξη η έναρξη σε όλους τους ασθενείς που εµφανίζουν νόσηµα 

σχετιζόµενο µε AIDS ανεξαρτήτως CD4 ή VL. 

• Ισχυρή ένδειξη η έναρξη σε ασυµπτωµατικούς ασθενείς µε CD4 T-

λεµφοκύτταρα<200cells/mm3. 

• Έναρξη στους ασυµπτωµατικούς ασθενείς µε CD4 T-λεµφοκύτταρα 201-350 

cells/mm3 µετά από ενηµέρωσή τους για τα πλεονεκτήµατα και τα 

µειονεκτήµατα της µακροχρόνιας αγωγής και τη συγκατάθεσή τους. 

• Στους ασυµπτωµατικούς ασθενείς µε CD4 T-λεµφοκύτταρα >350cells/mm3 

και VL≥100.000cps/ml οι περισσότεροι κλινικοί δεν ξεκινούν θεραπεία.  

• Στους ασυµπτωµατικούς ασθενείς µε CD4 T-λεµφοκύτταρα >350cells/mm3 

και VL<100.000cps/ml δεν ενδείκνυται έναρξη θεραπείας µε HAART. 

 

Πίνακας 2: Ενδείξεις έναρξης θεραπείας µε HAART 25 
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∆ιάγραµµα 2: Πιθανότητα εξέλιξης της HIV-1 λοίµωξης σε AIDS εντός τριετίας 
ανάλογα µε το CD4 και το VL στην εποχή της HAART 2 

∆ιάγραµµα 1: Πιθανότητα εξέλιξης της HIV-1 λοίµωξης σε AIDS εντός τριετίας 
ανάλογα µε το CD4 και το VL την εποχή πριν την καθιέρωση της HAART 2 



Β. ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ 
 

 

 

Β1. Γενικά χαρακτηριστικά 
 

Οι χηµειοκίνες είναι χηµειοτακτικές κυτοκίνες που δρουν µέσω µιας µεγάλης 

οµάδας υποδοχέων, των λεγόµενων εφτά-διαµεµβρανικών G πρωτεΐνοσύνδετων 

υποδοχέων (seven transmembrane G protein receptors). Το πρώτο µέλος της 

οικογένειας των χηµειοκινών που ανακαλύφθηκε είναι ο αιµοπεταλιακός 

παράγοντας 4 (platelet factor 4) ή CXCL4. Ωστόσο οι χηµειοκίνες αναγνωρίστηκαν 

για πρώτη φορά ως χηµειοτακτικοί παράγοντες µε την ανακάλυψη της ιντερλευκίνης 

8 (IL-8 ή CXCL8) το 198726. Ακολούθησε η κλωνοποίηση του υποδοχέα της IL-8, 

του πρώτου υποδοχέα χηµειοκινών. Έκτοτε έχουν βρεθεί περισσότερες από 40 νέες 

χηµειοκίνες και 20 υποδοχείς και ο αριθµός τους αυξάνει διαρκώς. Οι χηµειοκίνες 

κατατάσσονται ανάλογα µε τα δοµικά τους χαρακτηριστικά (την παρουσία και τον 

αριθµό αµινοξέων [Χ] ανάµεσα στα δύο µόρια κυστεΐνης [CC] στο αµινοτελικό 

άκρο της πρωτεΐνης) σε 4 κατηγορίες, που συµβολίζονται CC (χωρίς παρεµβολή 

αµινοξέος), CXC (παρεµβάλλεται ένα αµινοξύ), C (µόνο ένα µόριο κυστεΐνης) και 

CX3C (παρεµβάλλονται τρία αµινοξέα)27. Οι βιολογικές δράσεις των χηµειοκινών 

αποτελούν αντικείµενο εντατικής έρευνας. Το µεγαλύτερο µέρος των επιδράσεών 

τους µένει ακόµα να ανακαλυφθεί (βλ. Πίνακα 3). Ακολουθεί µια αναφορά σε 

µερικές κεντρικές διεργασίες του ανοσοποιητικού συστήµατος, όπου οι χηµειοκίνες 

φαίνεται να παίζουν καθοριστικό ρόλο (κεφάλαιο Β2), σε µερικά νοσήµατα όπου 

φαίνεται οι χηµειοκίνες να εµπλέκονται παθογενετικά (κεφάλαιο Β3) και στην 

σχέση των χηµειοκινών µε την λοίµωξη από HIV-1 (κεφάλαιο Β4). 
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Όνοµα Κύριοι αγωνιστές Κύρια λειτουργία 
CXCR1 CXCL8 Μετανάστευση πολυµορφοπύρηνων, φυσική 

ανοσία, οξεία φλεγµονή  

CXCR2 CXCL1-3 CXCL5-8 Μετανάστευση πολυµορφοπύρηνων, φυσική 
ανοσία, οξεία φλεγµονή, αγγειογένεση 

CXCR3 CXCL9-11 Μετανάστευση Τ-λεµφοκυττάρων, επίκτητη 
ανοσία, Th1 φλεγµονή 

CXCR4 CXCL12 

Β-λεµφοκυτταρική λεµφοποίηση, 
µυελοποίηση, ανάπτυξη ΚΝΣ και 
κυκλοφορικού συστήµατος, λοίµωξη από 
HIV 

CXCR5 CXCL13 Κυκλοφορία Β-λεµφοκυττάρων, ανάπτυξη 
λεµφικού συστήµατος 

CXCR6 CXCL16 Μετανάστευση Τ-λεµφοκυττάρων 

CCR1 CCL3 CCL5 CCL7 CCL8 
CCL13-16 CCL23 

Μετανάστευση Τ-λεµφοκυττάρων και 
µονοκυττάρων, εγγενής και επίκτητη ανοσία, 
φλεγµονή 

CCR2 CCL2 CCL7 CCL8 
CCL13 

Μετανάστευση Τ-λεµφοκυττάρων και 
µονοκυττάρων, φυσική και επίκτητη ανοσία, 
Th1 φλεγµονή 

CCR3 
CCL5 CCL7 CCL8 
CCL11 CCL13 CCL15 
CCL24 CCL26 

Μετανάστευση ηωσινόφιλων, βασεόφιλων 
και Τ-λεµφοκυττάρων, αλλεργική φλεγµονή 

CCR4 CCL17 CCL22 Μετανάστευση Τ-λεµφοκυττάρων και 
µονοκυττάρων, αλλεργική φλεγµονή 

CCR5 CCL3 CCL4 CCL5 CCL8 
CCL14 

Μετανάστευση µονοκυττάρων, φυσική και 
επίκτητη ανοσία, HIV λοίµωξη 

CCR6 CCL20 Μετανάστευση δενδριτικών κυττάρων 

CCR7 CCL19 CCL21 

Μετανάστευση Τ-λεµφοκυττάρων και 
δενδριτικών κυττάρων, ανάπτυξη λεµφικού 
συστήµατος, πρωτογενής ανοσολογική 
απάντηση 

CCR8 CCL1 CCL4 CCL17 Μετανάστευση Τ-λεµφοκυττάρων 

CCR9 CCL25 Εντόπιση (homing) Τ-λεµφοκυττάρων στο 
έντερο 

CCR10 CCL26-28 Εντόπιση (homing) Τ-λεµφοκυττάρων στο 
δέρµα 

CX3CR1 CX3CL1 
Κυκλοφορία και προσκόλληση Τ-
λεµφοκυττάρων και ΝΚ λεµφοκυττάρων, 
φυσική και επίκτητη ανοσία, Th1 φλεγµονή 

XCR1 XCL1-2 Κυκλοφορία Τ-λεµφοκυττάρων 

 

Πίνακας 3: Χηµειοκίνες, συγγενείς υποδοχείς και γνωστές δράσεις28. 
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Β2. Χηµειοκίνες και ανοσολογικό σύστηµα 
 

ΟΙ ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΣΤΗΝ ΩΡΙΜΑΝΣΗ ΤΩΝ ΘΥΜΟΚΥΤΤΑΡΩΝ: 
Το σύστηµα των χηµειοκινών συντελεί στην ωρίµανση των Τ-

λεµφοκυττάρων και τη διακίνησή τους µέσα στο θύµο αδένα. Συγκεκριµένες 

χηµειοκίνες παράγονται στο θύµο αδένα µε µεγάλη ειδικότητα σε 

µικροπεριβάλλοντα του αδένα προκειµένου να προσελκύσουν τις κατάλληλες 

υποοµάδες θυµοκυττάρων29. Για το λόγο αυτό τα θυµοκύτταρα εκφράζουν σε 

διαφορετικά στάδια της ωρίµανσής τους διαφορετικούς υποδοχείς χηµειοκινών που 

καθοδηγούν τη σταδιακή µετανάστευσή τους από το φλοιό στη µυελώδη µοίρα του 

οργάνου. Ενδεικτικά τα µυελώδη θυµοκύτταρα εκφράζουν τον υποδοχέα CCR7 και 

αποκρίνονται στις χηµειοκίνες CCL19 και CCL21  που παράγονται στη µυελώδη 

µοίρα του οργάνου, ενώ τα περισσότερα ανώριµα θυµοκύτταρα µεταναστεύουν σε 

απάντηση του CCL25, ιδιότητα την οποία χάνουν στα τελικά στάδια της ωρίµανσής 

τους, όταν πρέπει να εξέλθουν του θύµου αδένα και να περάσουν στην περιφερική 

κυκλοφορία30.  

 

ΟΙ ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΣΤΟΥΣ ΛΕΜΦΑ∆ΕΝΕΣ:  

Στους λεµφαδένες η σωστή χωροδιάταξη και αλληλεπίδραση των Τ και Β 

λεµφοκυττάρων καθορίζεται από τις χηµειοκίνες. Αυτό έχει αποδειχθεί από 

πειράµατα σε ποντικούς µε εκλεκτικές ανεπάρκειες σε χηµειοκίνες και τους 

αντίστοιχους υποδοχείς µε αποτέλεσµα να είναι σοβαρά διαταραγµένη η 

αρχιτεκτονική των λεµφαδένων και οι πρώιµες ανοσολογικές απαντήσεις των 

λεµφοκυττάρων31,32. Ενδεικτικά, Τ-λεµφοκύτταρα που ενεργοποιούνται µε 

αντιγονική έκθεση εκφράζουν τον υποδοχέα CXCR5 και µεταναστεύουν στα 

λεµφοζίδια όπου παράγεται η συγγενής χηµειοκίνη CXCL13. Στη θέση αυτή 

µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε Β-λεµφοκύτταρα και να τα ενεργοποιήσουν για να  

παράγουν αντισώµατα33. Επίσης στα φλεβίδια µε υψηλό ενδοθήλιο (HEV: high 

endothelial venules) παράγονται χηµειοκίνες όπως οι CCL19, CCL21, που δρουν 

χηµειοτακτικά στα Β και Τ λεµφοκύτταρα του περιφερικού αίµατος µέσω του 

υποδοχέα CCR7. Με αυτό τον τρόπο τα λεµφοκύτταρα µεταφέρουν στους 

λεµφαδένες πληροφορίες για αντιγόνα της περιφέρειας και µετέχουν στην έναρξη 

κατάλληλων ανοσολογικών απαντήσεων34. 
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ΑΝΟΣΟΛΟΓΙΚΗ ΡΥΘΜΙΣΗ ΑΠΟ ΤΙΣ ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΣΤΟΥΣ 

ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΟΥΣ ΙΣΤΟΥΣ :  
Στην περιφέρεια η ενεργοποίηση Τ-λεµφοκυττάρων χωρίς αντιγονική 

εµπειρία (naïve), η διαφοροποίηση δραστικών (effector) Τ-λεµφοκυττάρων και η 

ωρίµανση µνηµονικών Τ-λεµφοκυττάρων συνοδεύεται από την έκφραση ειδικών 

υποδοχέων χηµειοκινών για κάθε περίσταση. Αυτό επιτρέπει στα Τ-λεµφοκύτταρα 

την πραγµατοποίηση των κατάλληλων αλληλεπιδράσεων µε άλλα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού, τη χηµειοτακτική κίνησή τους ανάµεσα στα όργανα του λεµφικού 

ιστού ή τη µετανάστευσή τους στους περιφερικούς ιστούς για διαφορετικές 

αποστολές. Ενδεικτικά τα Τ-λεµφοκύτταρα χωρίς αντιγονική εµπειρία εκφράζουν 

τους υποδοχείς CXCR4, CCR7, ενώ υποοµάδες των δραστικών και µνηµονικών Τ-

λεµφοκυττάρων  εκφράζουν του υποδοχείς CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, 

CCR8, CCR9 και CXCR5. Επιπλέον ο CCR7 υποδιαιρεί τα δραστικά και µνηµονικά 

T-λεµφοκύτταρα σε οµάδες µε συγκεκριµένη εντόπιση στον οργανισµό35.  

Κατά παρόµοιο τρόπο τα µονοκύτταρα και τα «ανώριµα» δενδριτικά 

κύτταρα εξέρχονται του αίµατος στους περιφερικούς ιστούς όπου ανιχνεύουν 

παθογόνα. Η µετακίνηση αυτή καθοδηγείται από την έκφραση «φλεγµονωδών» 

υποδοχέων χηµειοκινών όπως CCR1, CCR2, CCR5, CXCR2 και CCR6 και 

υποδοχέων για κλασσικούς χηµειοτακτικούς παράγοντες, όπως C5a και φορµυλ-

πεπτίδια που εκκρίνονται στους ιστούς µε φλεγµονή. Ωστόσο τα ανώριµα δενδριτικά 

κύτταρα κατά την επαφή µε τοπικούς φλεγµονώδεις παράγοντες όπως TNFa, IL-1, 

LPS και την επεξεργασία των υπεύθυνων αντιγόνων µετατρέπονται σε κύτταρα 

ικανά να ενεργοποιήσουν T-λεµφοκύτταρα. Έτσι µειώνουν την έκφραση των 

«φλεγµονωδών» υποδοχέων, που τους προσανατόλισαν στους περιφερικούς ιστούς, 

και αυξάνουν την έκφραση «λεµφικών» υποδοχέων όπως ο CCR7. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα τη µετανάστευσή τους στους λεµφαδένες, όπου εκκρίνονται οι 

αντίστοιχες χηµειοκίνες, και την αλληλεπίδραση µε T-λεµφοκύτταρα των 

λεµφαδένων για την εκκίνηση ανάλογων ανοσολογικών απαντήσεων για τα 

αντιγόνα που επεξεργάστηκαν τα µονοκύτταρα στην περιφέρεια36,37. 

Κατά τη µετανάστευση των λευκοκυττάρων από το αίµα στους τόπους 

φλεγµονής χρειάζεται να αναγνωρίσουν τη φλεγµονώδη εστία και να διέλθουν του 

τοιχώµατος των αγγείων για να φτάσουν στον προορισµό τους. Αυτό επιτυγχάνεται 
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µέσω ειδικών µορίων προσκόλλησης που εκφράζονται στην κυτταρική µεµβράνη 

των ενδοθηλιακών κυττάρων στα αγγεία που αρδεύουν τη φλεγµονώδη περιοχή. Τα 

µόρια αυτά ονοµάζονται σελεκτίνες και ιντεγκρίνες. Οι χηµειοκίνες ενεργοποιούν 

τις ιντεγκρίνες προκειµένου να αλλάξουν τη στερεοδιάταξή τους και να προσδέσουν 

σταθερά τα λευκοκύτταρα. Με τον τρόπο αυτό η έκφραση συγκεκριµένης 

χηµειοκίνης σε κάποιον ιστό µπορεί να προσελκύσει µε χηµειοταξία τα 

λευκοκύτταρα µε τον αντίστοιχο υποδοχέα χηµειοκινών  και να επιτρέψει την 

προσκόλληση και διαπίδυσή τους εκατέρωθεν του τοιχώµατος του αγγείου στον 

τόπο παραγωγής της χηµειοκίνης38-41. 

 

  
Β3. Χηµειοκίνες και νοσήµατα 
 

ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΚΑΙ ΠΟΛΛΑΠΛΗ ΣΚΛΗΡΥΝΣΗ:  

Πρόκειται για µια επίκτητη, χρόνια αποµυελινωτική νόσο του κεντρικού 

νευρικού συστήµατος µε εξάρσεις και υφέσεις. Στην εξέλιξη της βλάβης φαίνεται να 

εµπλέκεται τόσο η κυτταρική όσο και η χυµική ανοσία. Η αιτία είναι άγνωστη, 

ωστόσο η επικρατέστερη άποψη είναι ότι ένας εξωγενής παράγοντας προκαλεί σε 

γενετικά και ανοσολογικά προδιατεθειµένα άτοµα µια παθολογική ανοσολογική 

αντίδραση ενάντια σε αυτοαντιγόνα της µυελίνης. Ιστολογικά σε µια ενεργό βλάβη 

(αποµυελινωτική πλάκα) εµφανίζεται περιαγγειακή διήθηση από λεµφοκύτταρα και 

µακροφάγα. Όπως σε κάθε φλεγµονώδη διεργασία µε προσέλκυση και άθροιση 

κυττάρων του ανοσοποιητικού στο σηµείο της βλάβης, έτσι και  στη πολλαπλή 

σκλήρυνση οι χηµειοκίνες µετέχουν στη παθογένεια της νόσου. Στο εγκεφαλονωτιαίο 

υγρό ασθενών µε υποτροπές της πολλαπλής σκλήρυνσης έχουν βρεθεί αυξηµένα 

επίπεδα MIP-1a (CCL3), IP-10 (CXCL10), MIG (CXCL9), RANTES (CCL5) 42. 

Επιπλέον οι χηµειοκίνες MCP-1 (CCL2), MCP-2 (CCL8), MCP-3 (CCL7), IP-10 

(CXCL10), MIG (CXCL9) έχουν βρεθεί σε αυξηµένη συγκέντρωση στο κέντρο 

ενεργών βλαβών και στο τοίχωµα αγγείων µε διήθηση από λεµφοκύτταρα και 

µακροφάγα43,44. Οι αντίστοιχοι συγγενείς υποδοχείς χηµειοκινών CCR2, CCR5, 

CXCR3 εκφράζονται σε µακροφάγα, ενεργοποιηµένα µικρογλοιακά κύτταρα και T-

λεµφοκύτταρα. Μάλιστα ο CXCR3 έχει βρεθεί να εκφράζεται από όλα τα 

περιαγγειακά T-λεµφοκύτταρα και αστροκύτταρα σε θέσεις ενεργών βλαβών43,45. Η 
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IFN-β, που χορηγείται θεραπευτικά στη πολλαπλή σκλήρυνση, οδηγεί σε πτώση των 

επιπέδων RANTES (CCL5) στο περιφερικό αίµα46. Έτσι φαίνεται ότι οι 

προαναφερόµενες χηµειοκίνες προκαλούν συγκέντρωση συγκεκριµένων οµάδων 

λεµφοκυττάρων και µακροφάγων στον τόπο της ιστικής βλάβης και πιθανότατα 

συµµετέχουν στην παθογένεια της νόσου.  

 

ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΚΑΙ ΜΕΤΑΜΟΣΧΕΥΣΗ ΟΡΓΑΝΩΝ:  

Έχουν αναπτυχθεί πειραµατικά µοντέλα για τη διερεύνηση του ρόλου των 

χηµειοκινών στις µεταµοσχεύσεις. Οι χηµειοκίνες εκτιµάται πως παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στις φλεγµονώδεις διεργασίες που λαµβάνουν χώρα στο µόσχευµα α) άµεσα 

µετά την επαναιµάτωση, β) κατά την εξέλιξη της οξείας και χρόνιας απόρριψης και γ) 

στις λοιµώξεις υπό ανοσοκατασταλτική αντιαπορριπτική αγωγή. Στα πειραµατόζωα 

έχει βρεθεί διαφορετική έκφραση χηµειοκινών στην κάθε διεργασία. Ενδεικτικά στη 

φάση της επαναιµάτωσης έχει παρατηρηθεί αύξηση του MIP-2 σε παρόµοιο βαθµό 

τόσο στα αλλογενή όσο στα συγγενή µοσχεύµατα, εξαιτίας της φλεγµονής του 

µοσχεύµατος µετά από την προεγχειρητική ισχαιµία. Ωστόσο στα αλλογενή 

µοσχεύµατα, µερικές µέρες µετά την µεταµόσχευση αυξάνει η έκφραση αφενός IP-10 

(CXCL10), MIG (CXCL9), I-TAC (CXCL11), αφετέρου RANTES (CCL5), MIP-1β 

(CCL4), που είναι όλες συγγενείς χηµειοκίνες για τους υποδοχείς CXCR3 και CCR5 

αντίστοιχα. Οι υποδοχείς αυτοί εκφράζονται σε CD4, CD8 T-λεµφοκύτταρα, 

µακροφάγα, κύτταρα φυσικούς φονείς (NK) και αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα 

(APC) που διακινούνται µεταξύ του µοσχεύµατος και επιχωρίων λεµφαδένων και 

καθορίζουν την πορεία της απόρριψης. Ανάλυση γενετικά τροποποιηµένων 

πειραµατόζωων µε γονιδιακή απαλοιφή των συγκεκριµένων χηµειοκινών και των 

υποδοχέων τους έχουν δείξει µεγαλύτερη επιβίωση µοσχεύµατος χωρίς κυκλοσπορίνη 

και µόνιµη επιβίωση µε µικρές δόσεις κυκλοσπορίνης σε πειραµατόζωα που δεν 

εκφράζουν τους υποδοχείς CCR2, CCR5, CCR1 και τη χηµειοκίνη IP-10 (CXCL10). 

Η µεγαλύτερη επιβίωση µοσχεύµατος παρατηρήθηκε σε ποντικούς µε απαλοιφή του 

CXCR347-54. 

 

ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΚΑΙ ΡΕΥΜΑΤΟΕΙ∆ΗΣ ΑΡΘΡΙΤΙ∆Α: 
Η ρευµατοειδής αρθρίτιδα είναι µια χρόνια συστηµατική φλεγµονώδης νόσος 

που προσβάλλει κυρίως τις αρθρώσεις οδηγώντας σε παραµόρφωσή τους από 
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καταστροφή των αρθρικών χόνδρων. Στην αρθρική κοιλότητα είναι έντονη η 

παρουσία T-λεµφοκυττάρων και σε λιγότερο βαθµό Β-λεµφοκυττάρων και 

πλασµατοκυττάρων. Η φλεγµονή χαρακτηρίζεται από Th1 (T-helper 1) 

δραστηριότητα (αυξηµένη έκφραση IL-2, IL-12, IFNγ και TNF-a). Κλινικά 

σηµαντικό ρόλο παίζει ο TNF-a, αφού η θεραπεία µε anti-TNF και ανταγωνιστές του 

υποδοχέα του TNF-a επιβραδύνουν την εξέλιξη της αρθρίτιδας. Το αρθρικό υγρό 

πασχόντων αρθρώσεων περιέχει χηµειοκίνες όπως MCP-1 (CCL2), MIP-1a (CCL3), 

IL-8 (CXCL8), RANTES (CCL5), IP-10 (CXCL10) που παράγονται τόσο από τον 

αρθρικό θύλακο όσο και από συρρέοντα λευκοκύτταρα. Επιπλέον λευκοκύτταρα του 

αρθρικού υγρού έχουν αυξηµένη έκφραση υποδοχέων όπως οι CCR2, CCR5, CXCR2 

και CXCR355-57. Μάλιστα η µειωµένη έκφραση CCR5 σε άτοµα µε τη µετάλλαξη 

CCR5∆32 έχει συσχετισθεί µε ηπιότερη εκδήλωση της ρευµατοειδούς αρθρίτιδας και 

συχνότερη απουσία του ρευµατοειδούς παράγοντα58. Αν και δεν είναι εξακριβωµένος 

ο ρόλος των χηµειοκινών στην πάθηση αυτή, υπάρχει η ελπίδα ότι η κατανόησή τους 

θα προσφέρει καλύτερες θεραπευτικές επιλογές για τον περιορισµό της 

φλεγµονώδους αντίδρασης. 

 

ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΚΑΙ ΝΕΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ΝΟΣΟΣ:  
Υπάρχουν ενδείξεις για ποικίλες επιδράσεις των χηµειοκινών στα 

νεοπλάσµατα. Αφενός έχει παρατηρηθεί αγγειογενετική δράση των χηµειοκινών σε 

ορισµένα νεοπλάσµατα, όπως του µαστού και των µη µικροκυτταρικών καρκίνων του 

πνεύµονα, αφετέρου συµµετέχουν στη κυτταροτοξική απάντηση του οργανισµού 

έναντι του καρκίνου59-61. Πιθανή συµµετοχή έχουν και στους µεταστατικούς 

µηχανισµούς, αφού σε ορισµένες µορφές νεοπλασιών παράγονται στην επιφάνεια των 

νεοπλασµατικών κυττάρων υποδοχείς χηµειοκινών, που πιθανά κατευθύνουν τη 

µετανάστευση των καρκινικών κυττάρων στους ιστούς προέλευσης των αντίστοιχων 

χηµειοκινών62,63. Χαρακτηριστικά σε ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα µαστού 

εκφράζεται ο υποδοχέας CXCR4, που δεν προϋπάρχει στα φυσιολογικά κύτταρα. Ο 

συνδέτης του CXCR4 είναι ο CXCL12 και προκαλεί πολυµερισµό της F-ακτίνης, 

δηµιουργία ψευδοποδίων και χηµειοτακτική κίνηση των καρκινικών κυττάρων in 

vitro. Μάλιστα η χορήγηση ανταγωνιστών του CXCR4 σε πειραµατόζωα στα οποία 

έχουν ενεθεί καρκινικά κύτταρα µαστού µειώνει σηµαντικά την εµφάνιση 

µεταστάσεων64. Ωστόσο τα περισσότερα δεδοµένα που αναφέρθηκαν προέρχονται 
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από πειραµατικά µοντέλα σε πειραµατόζωα και δεν είναι προς το παρόν επαρκή για 

να βγουν ασφαλή συµπεράσµατα για το ρόλο των χηµειοκινών στις νεοπλασµατικές 

νόσους στον άνθρωπο. 

 

ΧΗΜΕΙΟΚΙΝΕΣ ΚΑΙ ΑΘΗΡΩΜΑΤΙΚΗ ΝΟΣΟΣ ΤΩΝ ΑΓΓΕΙΩΝ:  
Σηµαντικά στοιχεία προκύπτουν από πειραµατικά µοντέλα σχετικά µε το ρόλο 

των χηµειοκινών στην αθηροσκλήρυνση και ιδιαίτερα της χηµειοκίνης MCP-1 και 

του υποδοχέα CCR2. Φαίνεται πως παράγονται χηµειοκίνες από ενδοθηλιακά και 

λεία µυικά κύτταρα σε θέσεις του αρτηριακού  τοιχώµατος που υφίστανται βλάβη 

λόγω εναπόθεσης χοληστερόλης ή αυξηµένης αρτηριακής πίεσης. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα την αυξηµένη έκφραση µορίων προσκόλλησης στο εγγύς ενδοθήλιο και 

την προσέλκυση µονοκυττάρων και άλλων ανοσολογικών κυττάρων. Τα 

µονοκύτταρα εισέρχονται στο τοίχωµα του αγγείου, όπου φαγοκυτταρώνουν την 

οξειδωµένη LDL χοληστερόλη και µετατρέπονται σε αφρώδη κύτταρα 

συµµετέχοντας στη φλεγµονώδη διεργασία που καταλήγει στο σχηµατισµό 

αθηρωµατικής πλάκας65. Σε πειραµατικά µοντέλα υπερχοληστεριναιµίας ποντικών µε 

γενετική απαλοιφή του MCP-1 αλλά µε υπερέκφραση της apoΒ λιποπρωτεΐνης ή µε 

απουσία του LDL υποδοχέα, φάνηκε µειωµένη εναπόθεση χοληστερόλης στο 

αρτηριακό τοίχωµα κατά 65-85% σε ποντικούς MCP-1-/- συγκριτικά µε ποντικούς 

MCP-1+/+ 66,67. Σε ένα ανάλογο πείραµα µε ποντικούς µε ανεπάρκεια της apoE 

λιποπρωτεΐνης και απουσία του CCR2 υποδοχέα βρέθηκε µειωµένη εναπόθεση 

χοληστερόλης στο τοίχωµα ποντικών µε CCR2-/- συγκριτικά µε CCR2+/+ ποντικούς68. 

Σε όλες τις παραπάνω περιπτώσεις η ηπιότερη εκδήλωση της αθηρωµατικής νόσου 

συσχετίζεται µε µικρότερη παρουσία µακροφάγων στο αρτηριακό τοίχωµα, 

αναδεικνύοντας τη σηµασία της αλληλεπίδρασης των τοπικά παραγόµενων 

χηµειοκινών µε τα ανοσολογικά κύτταρα που φέρουν τους συγγενείς υποδοχείς για τη 

δηµιουργία της αθηρωµατογόνου φλεγµονής.  

 

 

Β4. Οι χηµειοκίνες στη λοίµωξη από HIV-1 
 

Το σύστηµα των χηµειοκινών παίζει καθοριστικό ρόλο στην παθογένεια και 

πορεία της λοίµωξης από HIV-1. Η διασπορά του ιού ιδιαίτερα στο λεµφοκυτταρικό 
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πληθυσµό και τα µακροφάγα κατευθύνεται από τους υποδοχείς χηµειοκινών.  Κατά 

την πρόοδο της λοίµωξης εµφανίζονται στελέχη του HIV-1 µε διαφορετική 

εκλεκτικότητα πρόσδεσης σε υποδοχείς χηµοκινών. Αδρά, τα στελέχη αυτά 

χαρακτηρίζονται R5 όταν έχουν υψηλή συγγένεια πρόσδεσης στον υποδοχέα CCR5 

και X4 όταν έχουν υψηλή συγγένεια πρόσδεσης στον CXCR4. Η µεταβολή αυτή στην 

εκλεκτικότητα µπορεί να προκύψει µε την αλλαγή ενός µόνο αµινοξέως στη V3 

αγκύλη της µεµβρανικής πρωτεΐνης  gp120 του ιού69. Η σηµασία αυτού του 

φαινοµένου είναι µεγάλη στη παθοφυσιολογία της νόσου. Ο υποδοχέας CCR5 

εκφράζεται σε µακροφάγα στους βλεννογόνους και ενοχοποιείται για την αρχική 

µόλυνση από τον ιό µέσω σεξουαλικής επαφής. Παράλληλα τα στελέχη του ιού R5 

αποτελούν τον κυρίαρχο πληθυσµό του ιού στα αρχικά στάδια της λοίµωξης, όταν 

ακόµα ο φορέας είναι ασυµπτωµατικός ή µερικώς µόνο ανοσοκατασταλµένος, 

επιτρέποντας την ευκολότερη µετάδοση του ιού σε άλλους ξενιστές. Αντίθετα τα 

στελέχη X4 κυριαρχούν στα τελικά στάδια της λοίµωξης. Η εµφάνισή τους 

συνοδεύεται από ταχεία πτώση των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων, αφού ο µεγαλύτερος 

πληθυσµός των Τ-λεµφοκυττάρων στο αίµα και τους λεµφαδένες εκφράζουν τον 

υποδοχέα CXCR470,71.  

Μάλιστα φαίνεται να υπάρχουν µηχανισµοί µέσω των υποδοχέων 

χηµειοκινών που περιορίζουν την πρώιµη ανάπτυξη και διάδοση των στελεχών X4. 

Εκτιµάται πως η πρωτεΐνη tat του ιού, που εκκρίνεται από µολυσµένα κύτταρα, 

µιµείται ιδιότητες χηµειοκινών. Λειτουργεί ως χηµειοτακτικός παράγοντας των 

ουδετερόφιλων, βασεόφιλων και µαστοκυττάρων µέσω του υποδοχέα χηµειοκινών 

CCR3 και των µονοκυττάρων µέσω του CCR2. Επίσης εµφανίζει συγγένεια για τον 

υποδοχέα CXCR4, εµποδίζοντας την σύνδεσή του µε άλλους συνδέτες. Συµβατό µε 

αυτό είναι και το γεγονός ότι ο tat ευνοεί την ανάπτυξη R5 στελεχών από Χ4 

πληθυσµούς in vitro. Πιθανά ο tat να περιορίζει την ανάπτυξη των X4 στελεχών in 

vivo µέσω ανταγωνισµού µε τον υποδοχέα CXCR4 των Τ-λεµφοκυττάρων, ενώ 

αφήνει συγχρόνως ελεύθερους τους υποδοχείς CCR5 ευνοώντας την επικράτηση R5 

στελεχών. Με τον τρόπο αυτό ο HIV-1 φαίνεται να εκµεταλλεύεται τους υποδοχείς 

χηµειοκινών ώστε α) να διασφαλίσει µακροχρόνια φορεία και µετάδοση της 

λοίµωξης σε άλλους ανθρώπους µέσω των στελεχών R5 και β) να αυτοπεριορίσει την 

εµφάνιση των X4 στελεχών που θα οδηγούσαν σε ταχεία καταστροφή των Τ-

λεµφοκυττάρων, στην πρώιµη ανάπτυξη του συνδρόµου επίκτητης ανοσοανεπάρκειας 

και το θάνατο του ξενιστή72-75  
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Β5. Επίδραση γενετικών πολυµορφισµών των 

χηµειοκινών στη λοίµωξη από HIV-1 

 

Τα παραπάνω δεδοµένα αποτελούν ένα µικρό υποσύνολο των επιδράσεων των 

χηµειοκινών. Το σύστηµα των χηµειοκινών αποτελεί ένα πεδίο εντατικής έρευνας στο 

οποίο προστίθενται διαρκώς στοιχεία για τη συµβολή τους στην παθογένεια των 

νοσηµάτων. Λόγω της πολυπλοκότητας των κυτταρικών αλληλεπιδράσεων, συνήθως 

είναι δύσκολο να καθοριστεί αν µια συγκεκριµένη χηµειοκίνη δρα ωφέλιµα 

συνεισφέροντας στην ίαση ή συντελεί στην παθογένεια και επιδείνωση της νόσου. 

Στην περίπτωση της HIV-1 λοίµωξης, σε αυτή την προσπάθεια διάκρισης των ρόλων 

βοήθησε σηµαντικά η ανεύρεση πολυµορφισµών που επηρεάζουν την κλινική πορεία 

ασθενών. Πραγµατοποιήθηκε γενετική ανάλυση µεγάλων πληθυσµών ασθενών για 

πολλούς πολυµορφισµούς και ακολούθησε στατιστική συσχέτιση των γενετικών 

αλληλοµόρφων µε δείκτες επιβίωσης. Από τις στατιστικές συσχετίσεις εντοπίστηκαν 

οι χηµειοκίνες µε τη µεγαλύτερη επιρροή στην κλινική πορεία της λοίµωξης. Έτσι η 

βασική έρευνα µπόρεσε να εστιάσει στις «πρωταγωνιστικές» χηµειοκίνες 

προκειµένου να διευκρινιστεί ο ρόλος τους στην παθογένεια της λοίµωξης και να 

βρεθούν αποτελεσµατικότεροι φαρµακευτικοί στόχοι. Χαρακτηριστικό παράδειγµα 

αποτελεί η ανάπτυξη αναστολέων πρόσδεσης του ιού στον υποδοχέα CCR5, όπως ο 

Enfuvirtide, που χρησιµοποιείται σε συνδυασµό µε την HAART στη θεραπεία της 

λοίµωξης.  

Ακολουθεί µια σύντοµη περιγραφή των γενετικών πολυµορφισµών των 

χηµειοκινών που αποτέλεσαν το αντικείµενο µελέτης της παρούσας διατριβής: 

 

 

1. CCR5∆32:  

Ο πιο χαρακτηριστικός πολυµορφισµός που διευκόλυνε την κατανόηση του 

ρόλου των χηµειοκινών είναι ο CCR5∆32. Στη µετάλλαξη αυτή ο υποδοχέας 

χηµειοκινών CCR5 δεν εκφράζεται στην επιφάνεια της κυτταρικής µεµβράνης, 

εξαιτίας της απαλοιφής 32 βάσεων από το γονίδιό του. Ο CCR5 παίζει καθοριστικό 

ρόλο στην προσκόλληση και είσοδο του HIV-1 στο κύτταρο στόχο (ιδιαίτερα τα 

µακροφάγα) κατά την µόλυνση του ασθενούς από τη σεξουαλική επαφή και τα 
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αρχικά στάδια της λοίµωξης, που τα στελέχη του ιού εµφανίζουν εκλεκτική πρόσδεση 

στον CCR5 (R5 στελέχη). Το αλληλόµορφο γονίδιο CCR5∆32 συνεπώς προσδίδει 

ανοσία στη µόλυνση µέσω σεξουαλικής επαφής σε οµοζυγώτες και βραδεία εξέλιξη 

της νόσου σε µολυσµένους ετεροζυγώτες. Η συχνότητά του έχει αναφερθεί 0,09% σε 

ασθενείς µε λοίµωξη από HIV-1 Ευρωπαϊκής καταγωγής 76-81. 

 

2. CXCL12-3A: 

Η χηµειοκίνη CXCL12 (γνωστή και ως SDF1) είναι συνδέτης του υποδοχέα 

CXCR4. Ο CXCR4 χρησιµοποιείται από τον HIV-1 για πρόσδεση και µόλυνση των 

CD4 Τ-λεµφοκυττάρων, ιδιαίτερα στα όψιµα στάδια της λοίµωξης όταν εµφανίζονται 

τα Χ4 στελέχη του ιού, που εµφανίζουν εκλεκτικότητα για τον υποδοχέα αυτό. Ο 

συνδέτης CXCL12 επάγει την ενδοκυττάρωση του CXCR4 και ανταγωνίζεται την 

πρόσδεση του HIV-1 προστατεύοντας τα κύτταρα από µόλυνση µε τον ιό. Μια 

µετάλλαξη στην 3’αµετάφραστη περιοχή του γονιδίου του CXCL12 (αλλαγή από 

γουανίνη σε αδενίνη στη θέση 801 του UTR) ονοµάστηκε CXCL12-3A και βρέθηκε 

να σχετίζεται µε επιβράδυνση της επέλευσης του AIDS σε πληθυσµούς ασθενών 

χωρίς θεραπεία, ιδίως σε άτοµα µε µακροχρόνια λοίµωξη. Αυτό πιθανά να 

επιτυγχάνεται µέσω αύξησης της έκφρασης του CXCL12 και ισχυρότερη αναστολή 

της πρόσδεσης του ιού στους υποδοχείς CXCR4. Η συχνότητα του αλληλοµόρφου 

έχει βρεθεί να είναι 21% στους Καυκάσιους, 16% στους Λατίνους και 5,7% στους 

Αφροαµερικανούς82. 

 

3. CCR2-64I:  

Ο υποδοχέας CCR2 δεν εµπλέκεται στην κυτταρική είσοδο του ιού και δεν 

εµφανίζει συγγένεια µε ιικά σωµατίδια. Το υπεύθυνο γονίδιο παράγει δύο ισοµορφές 

του υποδοχέα από εναλλακτικό µάτισµα, τον CCR2A, που παραµένει στο 

κυτταρόπλασµα, και τον CCR2B, που µεταφέρεται στην κυτταρική µεµβράνη. Μια 

µετάλλαξη στο 64ο αµινοξύ της 1ης διαµεµβρανικής περιοχής του υποδοχέα (CCR2-

64I) έχει συσχετιστεί µε βραδύτερη πρόοδο σε AIDS κατά 2-4 χρόνια συγκριτικά µε 

το µη µεταλλαγµένο υποδοχέα CCR2 σε ασθενείς χωρίς θεραπεία. Η µετάλλαξη αυτή 

παρατηρείται στo πρωτεϊνικό µόριο και των δύο ισοµορφών CCR2A και CCR2B. 

Φαίνεται πως ο κυτταροπλασµατικός CCR2-64I σχηµατίζει σύµπλοκα µε πρόδροµα 

µόρια του CCR5 εµποδίζοντας την ολοκληρωµένη επεξεργασία του και µεταφορά 
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στην κυτταρική µεµβράνη. Αυτό οδηγεί σε µειωµένη διαθεσιµότητα του CCR5 για 

πρόσδεση ιικών σωµατιδίων στην αρχή της λοίµωξης. Επιπλέον έχει παρατηρηθεί ότι 

η προστατευτική επίδραση του CCR2-64I στην πρόοδο της λοίµωξης χάνεται όταν 

αναπτύσσονται Χ4 στελέχη του ιού, που δεν χρησιµοποιούν τον CCR5 για µόλυνση 

των κυττάρων, αλλά τον CXCR4. Η συχνότητα του CCR2-64I έχει βρεθεί 10-15% 

στους Καυκάσιους και Αφροαµερικανούς και βρίσκεται σε ανισορροπία σύνδεσης 

(linkage disequilibrium) µε το αλληλόµορφο CCR5∆3281,83,84. 

 

4. 59029G/A:  

Πρόκειται για ένα πολυµορφισµό του εκκινητή του γονιδίου του CCR5 που 

διαφέρει µόνο στη βάση 59029. Το αληλόµορφο 59029G περιέχει γουανίνη στη θέση 

59029 ενώ το αλληλόµορφο 59029Α περιέχει αδενίνη. Το 59029G ανευρίσκεται σε 

µια συχνότητα 43-68%, αναλόγως τον πληθυσµό. Το 59029Α αλληλόµορφο 

εµφανίζει 50% µεγαλύτερη έκφραση του γονιδίου CCR5 in vitro και συσχετίζεται µε 

ταχύτερη επιδείνωση της λοίµωξης από HIV-1 συγκριτικά µε το 59029G σε ασθενείς 

χωρίς θεραπεία. Ο πολυµορφισµός αυτός βρίσκεται σε ανισορροπία σύνδεσης µε τους 

πολυµορφισµούς CCR5∆32 και CCR264I85. 

 

5. CXCR6-3E/K: 

Ο υποδοχέας CXCR6 θεωρείται επίσης συνυποδοχέας πρόσδεσης του HIV-1 

και ιδίως των R5 και διπλά εκλεκτικών R5/X4 στελεχών του ιού. Ανευρίσκεται σε 

λεµφικούς ιστούς, στην κυτταρική µεµβράνη ενεργοποιηµένων Th1, Tc1 και NK 

λεµφοκυττάρων, καθιστώντας τα πιθανούς στόχους µόλυνσης. Ο συνδέτης του είναι ο 

CXCL16, ο οποίος αφενός εκκρίνεται από µακροφάγα σε καταστάσεις φλεγµονής, 

αφετέρου εκφράζεται στην επιφάνεια αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (Β 

λεµφοκύτταρα, µακροφάγα, δενδριτικά κύτταρα στις Τ ζώνες των λεµφαδένων) και 

κυττάρων του ερυθρού πολφού του σπλήνα. Το σύµπλεγµα CXCR6-CXCL16 

φαίνεται λοιπόν να παίζει ρόλο στην µετανάστευση ενεργοποιηµένων Th1, Tc1 και 

NK λεµφοκυττάρων υπό καθεστώς φλεγµονής, στην επαγωγή κυτταρικών 

αλληλεπιδράσεων και στην διακίνηση των Τ-λεµφοκυττάρων στον σπλήνα28. Ο 

πολυµορφισµός CXCR6-3E/K αφορά µια σηµειακή µετάλλαξη στο κωδικόνιο 3 του 

πρώτου εξωκυττάριου τµήµατος του αµινοτελικού άκρου του υποδοχέα. Το 

αλληλόµορφο CXCR6-3K έχει συσχετισθεί κλινικά µε αυξηµένη επιβίωση HIV-1 
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ασθενών σε πνευµονία από Pneumocystis carinii (PCP) συγκριτικά µε το φυσικό 

αλληλόµοροφο CXCR6-3E. Ο µηχανισµός είναι άγνωστος, ωστόσο εκτιµάται ότι 

επηρεάζει την ιστική ανοσολογική απάντηση στο µικροοργανισµό. Η συχνότητα του 

αλληλοµόρφου έχει βρεθεί <1% σε Ευρωπαίους-Αµερικανούς και 44% σε 

Αφροαµερικανούς86.  

 

6. In1.1-T/C: 

Πρόκειται για πολυµορφισµό µε αλλαγή ενός µόνο νουκλεοτιδίου στο 1ο 

ιντρόνιο του γονιδίου της χηµειοκίνης CCL5. Η CCL5 (γνωστή και ως RANTES) 

είναι συνδέτης του CCR5 και αναστέλλει την µόλυνση CCR5 κυττάρων από R5 

στελέχη του ιού καθώς και την HIV-1 επαγόµενη ενεργοποίηση και κυτταρικό 

θάνατο των λεµφοκυττάρων87-89. Το αλληλόµορφο In1.1C µειώνει την µεταγραφή του 

γονιδίου της CCL5 εξαιτίας ισχυρότερης πρόσδεσης του ιντρονίου µε πρωτεΐνες του 

πυρήνα (ιστόνες). Κλινικά αυτό έχει συσχετισθεί µε επιτάχυνση της προόδου της 

λοίµωξης σε AIDS. Η συχνότητα µε την οποία έχει ανευρεθεί είναι 14% σε 

Ευρωπαίους-Αµερικανούς, 20% σε Αφροαµερικανούς και 34% σε Ασιάτες90. 

 

7. Απλότυπος H7:  

Οι χηµειοκίνες MCP-1, MCP3 και eotaxin έχουν εµπλακεί στην παθογένεια 

της λοίµωξης από HIV-1 λόγω των χηµειοτακτικών τους ιδιοτήτων και των δράσεων 

κυτταρικής ενεργοποίησης. Ο MCP-1 έχει βρεθεί ότι αυξάνει τον πολλαπλασιασµό 

του ιού µέσα στα περιφερικά µονοκύτταρα και έχει συσχετισθεί µε βλάβες στο 

νευρικό σύστηµα91-94. Επιπλέον ο MCP-3 είναι φυσικός ανταγωνιστής του CCR5 και 

έχει βρεθεί ότι αναστέλλει τον πολλαπλασιασµό του HIV-195,96. Τα γονίδιά τους 

εντοπίζονται στο µακρύ σκέλος του χρωµοσώµατος 17, σε κοντινή απόσταση µεταξύ 

τους. Έτσι πολυµορφισµοί σε διαφορετικά γονίδια συγκληρονοµούνται και γίνεται 

δυσδιάκριτη η επίδραση καθενός αλληλοµόρφου ξεχωριστά σε επίπεδο κλινικών 

µελετών. Πράγµατι, η επίδραση των πολυµορφισµών των παραπάνω χηµειοκινών 

έχει µελετηθεί µε τη µορφή απλοτύπων, δηλαδή συγκεκριµένων συνδυασµών 

αλληλοµόρφων που κληρονοµούνται µαζί. Ένας τέτοιος απλότυπος είναι ο H7 που 

περιλαµβάνει το µοναδικό συνδυασµό τριών αλληλοµόρφων στα κωδικόνια 2136, 

767 και 1385 (2136Τ στον εκκινητή του MCP-1, 767G στο γονίδιο του MCP-1, 

1385Α στον εκκινητή του eotaxin). Η συχνότητα του απλοτύπου H7 έχει βρεθεί 
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σηµαντικά αυξηµένη σε άτοµα µε πολλαπλή έκθεση στον HIV-1 (19,2%), που δεν 

έχουν κάνει οροµετατροπή και θεωρούνται ανθεκτικά στη µόλυνση. Επειδή το 

αλληλόµορφο promEotaxin1385Α εµφανίζεται µόνο στον απλότυπο H7, 

αναζητήσαµε πειραµατικά την παρουσία του promEotaxin1385A για να 

διαπιστώσουµε την ύπαρξη του απλότυπου H7, χωρίς να χρειαστεί να ανιχεύσουµε 

και τους τρεις πολυµορφισµούς µαζί97. 

 

8. CX3CR1-V249I, CX3CR1-T280M: 
 Το σύµπλεγµα CX3CR1-CX3CL1 έχει προκαλέσει αυξηµένο ενδιαφέρον στην 

HIV-1 λοίµωξη. Η χηµειοκίνη CX3CL1 (γνωστή παλαιότερα ως fraktalkine) 

παράγεται και εκκρίνεται ως ελεύθερο µόριο ή παραµένει δεσµευµένη στην επιφάνεια 

κυττάρων που την εκφράζουν. Το ελεύθερο κλάσµα της CX3CL1 δρα χηµειοτακτικά 

για µονοκύτταρα και Τ-λεµφοκύτταρα, ενώ το δεσµευµένο κλάσµα δηµιουργεί 

ισχυρές κυτταρικές συνδέσεις µε µονοκύτταρα ή λεµφοκύτταρα που φέρουν τον 

υποδοχέα CX3CR1. Οι συνδέσεις αυτές δεν επηρεάζονται από την τοξίνη της 

αλλαντίασης και δεν χρειάζονται σελεκτίνες ή ιντεγκρίνες. Σε υγιή άτοµα η CX3CL1 

παράγεται από νευρικά κύτταρα, ενδοθηλιακά κύτταρα και HEV (High Endothelial 

Venules) και λίγους µη λεµφικούς ιστούς. Επίσης σε υγιή άτοµα ο CX3CR1 

εκφράζεται σε µονοκύταρα, µικρογλοιακά, ΝΚ λεµφοκύτταρα και υποπληθυσµούς Τ-

λεµφοκυττάρων. Φαίνεται λοιπόν ότι ο υποδοχέας CX3CR1 εκφράζεται από 

σηµαντικούς εκπροσώπους του ανοσοποιητικού συστήµατος και τους καθιστά 

ευαίσθητους σε σήµατα από το συνδέτη CX3CL1. Συνεπώς, αν µεταβληθεί ο τόπος 

παραγωγής του CX3CL1, µπορεί να αλλάξει η χωριοθέτηση των κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήµατος που φέρουν τον υποδοχέα CX3CR1. Παροµοίως 

ανοσολογικά κύτταρα που δεν εκφράζουν φυσιολογικά τον υποδοχέα CX3CR1 

µπορεί να αλλάξουν την εντόπιση και τη λειτουργία τους, αν αναγκαστούν να 

εκφράσουν τον υποδοχέα µετά από επαγωγή. Στην HIV-1 λοίµωξη παρατηρούνται 

σηµαντικές αλλαγές στην έκφραση του CX3CR1 και του CX3CL1, συγκριτικά µε υγιή 

άτοµα. Είναι πιθανόν οι αλλαγές αυτές να επάγονται από τον ίδιο τον ιό µε σκοπό την 

αποδιοργάνωση της ανοσολογικής απάντησης. Επιπλέον ο CX3CR1 µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ως συνυποδοχέας για κυτταρική πρόσδεση και µόλυνση από τον ιό.  

Ενδεικτικά, στη λοίµωξη από HIV-1 ορισµένοι πληθυσµοί CD4 

λεµφοκυττάρων χωρίς αντιγονική εµπειρία και µνηµονικών CD4 λεµφοκυττάρων 
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εκφράζουν τον υποδοχέα CX3CR1, γεγονός που δεν συµβαίνει υπό φυσιολογικές 

συνθήκες. Μάλιστα η έκφραση αυτή είναι ανάλογη του ρυθµού ιικού 

πολλαπλασιασµού. Παράλληλα παρατηρείται αύξηση της παραγωγής του CX3CL1 

στο ενδοθήλιο λεµφικών και εξωλεµφικών ιστών. Πιθανολογείται ότι µε αυτό τον 

τρόπο αναγκάζονται οι πληθυσµοί αυτών των λεµφοκυττάρων να κινηθούν 

χηµειοτακτικά σε περιβάλλοντα όπου δεν ευνοείται η επιβίωσή τους, αφού σήµατα 

επιβίωσης λαµβάνουν κυρίως στα λεµφικά όργανα.  

Επιπλέον, στους ασθενείς µε HIV-1 παρατηρείται µετακίνηση 

πλασµατοκυττάρων και πλασµατοειδών δενδροκυττάρων CD123+ από το αίµα στη 

φλοιώδη µοίρα των λεµφαδένων και υπερέκφραση του CX3CL1. Αύξηση της 

έκφρασης CX3CL1 παρατηρείται και από ώριµα δενδριτικά κύτταρα (CD83+) στις 

ίδιες θέσεις. Θεωρείται ότι αυτό συνεπάγεται την στενή αλληλεπίδραση naïve 

CX3CR1+ λεµφοκυττάρων µε CX3CL1+ δενδροκύτταρα. Το αποτέλεσµα δεν έχει 

ακόµα διασαφηνιστεί. Σε πειραµατόζωα η επιβίωση και ο πολλαπλασιασµός των Th 

naïve λεµφοκυττάρων εξαρτάται από την επαφή τους µε µόρια του µείζονος 

συµπλέγµατος ιστοσυµβατότητας ΙΙ, όπως στα δενδριτικά κύτταρα. Επίσης τα 

πλασµατοειδή δενδροκύτταρα παράγουν αυξηµένες ποσότητες IFNa, που έχει πολλές 

αντιικές ιδιότητες. Από την αντίθετη πλευρά έχει βρεθεί ότι τα δενδροκύτταρα 

διευκολύνουν την µόλυνση των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων µε ιικά σωµατίδια που 

φέρουν προσκολληµένα στην επιφάνειά τους. Επιπρόσθετα έχει διαπιστωθεί ότι τα 

πλασµατοειδή δενδροκύτταρα ευνοούν την ανάπτυξη Th2 αντί Th1 ανοσολογικών 

απαντήσεων και σε ορισµένα πειράµατα ενεργοποιούν CD8 Τ-λεµφοκύτταρα µε 

τρόπο που εµφανίζουν µικρή κυτταροτοξική ισχύ. 

Συµπληρωµατικά, µετά από την έναρξη αντιρετροϊκής θεραπείας έχει βρεθεί 

πως µειώνεται η έκφραση CX3CR1 στα Τh-λεµφοκύτταρα. Εκτιµάται πως αυτό 

ευθύνεται για την ταχεία επανεµφάνιση CD4 Τ-λεµφοκυττάρων στο περιφερικό αίµα 

µετά την έναρξη της HAART αφού µε την αποµάκρυνση του CX3CR1 από την 

κυτταρική τους µεµβράνη απελευθερώνονται από τους περιφερικούς ιστούς, όπου 

εκφράζεται ο CX3CL1, και βγαίνουν στην αιµατική κυκλοφορία.  

Στα πλαίσια της διερεύνησης του ρόλου των CX3CL1-CX3CR1 έχει µελετηθεί 

και η επίδραση των πολυµορφισµών CX3CR1-V249I και CX3CR1-T28OM στην 

κλινική πορεία της λοίµωξης από HIV-1. Οι πολυµορφισµοί αυτοί είναι σηµειακές 

µεταλλάξεις του υποδοχέα. Στην πρώτη µετάλλαξη η βαλίνη (V) έχει αντικατασταθεί 

από ισολευκίνη (I) στη θέση 249 και στη δεύτερη η θρεονίνη (T) από µεθειονίνη (M) 
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στη θέση 280. Έχει βρεθεί πως τα αλληλόµορφα 249Ι και 280Μ µειώνουν τη 

συγγένεια του υποδοχέα για τη χηµειοκίνη CX3CL1 και συσχετίζονται µε ταχύτερη 

πρόοδο σε AIDS και θάνατο από HIV-1, ενώ άλλοι ερευνητές δεν βρίσκουν 

συσχέτιση ή διαπιστώνουν προστατευτική δράση των αλληλοµόρφων αυτών. Οι δύο 

πολυµορφισµοί βρίσκονται σε πλήρη ανισορροπία σύνδεσης. To αλληλόµορφο 249Ι 

µπορεί να εµφανιστεί µε 280Τ ή 280Μ στο ίδιο χρωµόσωµα, το αλληλόµορφο 280Μ 

όµως ανευρίσκεται µόνο µε 249Ι και όχι µε 249V98-105. 
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ΙΙ. Ειδικό Μέρος 
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Γ. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 

Σκοπός της διατριβής αυτής είναι η µελέτη της επίδρασης γονιδιακών 

πολυµορφισµών του συστήµατος των χηµειοκινών στην απόκριση των HIV-1 

ασθενών στην θεραπεία µε HAART. Οι πολυµορφισµοί που επιλέχθηκαν ήταν oι 

CCR5∆32, 59029G/A, CCR2-64I, CXCL12-3A, In1.1-T/C, CXCR6-3E/K, 
απλότυπος H7, CX3CR1-V249I, CX3CR1-T28OM. Η επίδρασή τους στην κλινική 

πορεία της λοίµωξης έχει διερευνηθεί κυρίως σε πληθυσµούς ασθενών πριν την 

καθιέρωση της HAART, στους οποίους µελετήθηκαν συσχετίσεις των γονιδίων µε 

βραδύτερη ή ταχύτερη εξέλιξη σε AIDS και θάνατο. Μετά την καθιέρωση της 

HAART δεν έχει αποσαφηνιστεί αν οι πολυµορφισµοί επηρεάζουν την εξέλιξη της 

λοίµωξης σε ασθενείς υπό αγωγή, ενώ στην αντίστοιχη βιβλιογραφία υπάρχουν 

µελέτες µε αντικρουόµενα συµπεράσµατα. Η HAART από µόνη της τροποποιεί τη 

φυσική πορεία της λοίµωξης δραµατικά, επηρεάζοντας τόσο την ανοσολογική 

απόκριση του ξενιστή όσο και την κινητική πολλαπλασιασµού του ιού. Το 

σπουδαιότερο είναι η αύξηση της επιβίωσης των ασθενών χάρη στη HAART και η 

µείωση των νοσηρών εκδηλώσεων από τη βαριά ανοσοκαταστολή. Ο ρόλος των 

πολυµορφισµών σε αυτές τις καινούργιες συνθήκες δεν είναι εύκολο να 

προσδιορισθεί µε στατιστικές συσχετίσεις βασιζόµενες στην επιβίωση και στο χρόνο 

µέχρι την ανάπτυξη του AIDS, αφού αυτά τα τελικά σηµεία (end-points) αργούν πολύ 

να προκύψουν. Για το λόγο αυτό στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιούνται οι 

µεταβολές στο ιικό φορτίο του ιού και ο αριθµός των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων ως 

δείκτες απόκρισης στη HAART, σύµφωνα µε τις καθιερωµένες κατευθυντήριες 

οδηγίες, προκειµένου να διερευνηθεί η επίδραση των πολυµορφισµών στην απόκριση 

των ασθενών στη HAART25.  
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∆. ΑΣΘΕΝΕΙΣ, ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

 
 
∆1. ∆είγµα Ασθενών 
 

 Στο Νοσοκοµείο Ανδρέας Συγγρός βρίσκεται µία από τις µεγαλύτερες 

θεραπευτικές µονάδες για ασθενείς του HIV της χώρας µας. Η παρούσα εργασία 

περιέλαβε 166 ασθενείς σε διάφορα στάδια της νόσου που παρακολουθήθηκαν µέχρι 

τον Οκτώβριο του 2005 µε µέση διάρκεια παρακολούθησης (follow-up) τους 68.8 

µήνες (εύρος 11-109 µήνες). Ανάµεσά τους οι 141 ήταν άνδρες και οι 25 γυναίκες. Η 

µέση ηλικία κατά τη διάγνωση ήταν 35,5 (19-71) χρόνια. Στο διάστηµα της 

παρακολούθησης 149 ασθενείς έλαβαν θεραπεία µε HAART (Highly Active 

Antiretroviral Therapy) ενώ οι 17 δεν χρειάστηκαν να ξεκινήσουν HAART µε βάση 

τις κατευθυντήριες οδηγίες (Πίνακας 2). Ανάµεσα στους ασθενείς υπό θεραπεία, 97 

δεν είχαν λάβει άλλη θεραπεία προ της έναρξης της HAART. Αντίθετα 52 ασθενείς 

είχαν λάβει προ της HAART αντιρετροϊκά σχήµατα µε ένα ή δύο NRTI (nucleoside 

reverse transcriptase inhibitors) µε µέση διάρκεια θεραπείας 25,96 µήνες (εύρος 1-68 

µήνες). Οι ασθενείς αυτοί µε προηγούµενη χρήση NRTI εντάχθηκαν σε σχήµατα 

HAART που περιείχαν τουλάχιστον ένα επιπλέον καινούργιο NRTI σε συνδυασµό µε 

PI (protein inhibitor) ή NNRTI (non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor). 

Συνολικά 113 ασθενείς έλαβαν σχήµα 2NRTI+PI, 33 ασθενείς έλαβαν σχήµα 

2NRTI+NNRTI και 3 έλαβαν 2NRTI+2PI. Για την αξιολόγηση της απόκρισης στην 

HAART χρησιµοποιήθηκαν ως δείκτες ο αριθµός των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων (CD4) 

και το ιικό φορτίο (VL). Οι ασθενείς ταξινοµήθηκαν σύµφωνα µε οδηγίες του 

κέντρου ελέγχου λοιµώξεων των ΗΠΑ (CDC) σε τρεις κατηγορίες µε βάση τα CD4 

πριν την έναρξη της HAART (baseline CD4): 

Κατηγορία 1: ασθενείς µε CD4≥500cells/mm3

Κατηγορία 2: ασθενείς µε CD4=200-499cells/mm3 

Κατηγορία 3: ασθενείς µε CD4<200cells/mm3 (κριτήριο AIDS) 

 Η µέση τιµή του ιικού φορτίου ήταν 157.313cps/ml. Στην κατηγορία 1, 2 και 

3 των ασθενών οι µέσες τιµές του ιικού φορτίου ήταν αντίστοιχα 221.037cps/ml, 

77.426cps/ml και 342.243 cps/ml. Στο χρονικό διάστηµα της µελέτης απεβίωσαν 6 

ασθενείς, από τους οποίους οι 5 από νοσήµατα AIDS (4 µε λέµφωµα, 1 µε λοίµωξη 
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από Mycobacterium avium). Για τους πολυµορφισµούς CCR5∆32, CXCRL12-3A, 

CCR5-59029G/A, CCR2-64I έγινε γονοτυπική ανάλυση σε 149 ασθενείς υπό 

HAART, ενώ για τους πολυµορφισµούς CXCR6-E3K, promCCL5-In1.1, απλότυπος 

H7, CX3CR1-V249I, CX3CR1-T280M  έγινε γονοτυπική ανάλυση σε 143 ασθενείς 

υπό HAART (είχαν ήδη αποβιώσει οι 6 ασθενείς).  

 Όλοι οι ασθενείς υπέγραψαν έγγραφη συγκατάθεση για τη συµµετοχή στους 

στη µελέτη. 

 

 

∆2. Μέτρηση των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων και του ιικού 

φορτίου HIV-1 (VL) 
 

 Ο αριθµός των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων και το VL του HIV-1 µετρήθηκαν σε 

περιφερικό αίµα ασθενών που συλλέχθηκε σε σωληνάρια µε αντιπηκτικό αιθυλενο-

διαµινο-τετραοξεικό οξύ (EDTA). Για τη µέτρηση των CD4 χρησιµοποιήθηκε 

κυτταροµετρία ροής µε µονοκλωνικά αντισώµατα (Becton Dickinson, San Jose, CA, 

USA). Για τον προσδιορισµό του VL χρησιµοποιήθηκαν τεχνικές πολλαπλασιασµού 

του ιικού RNA (Nuclisens-NASBA Diagnostics) σε ορό από φυγοκεντρηµένο δείγµα 

αίµατος. 
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∆3. Αποµόνωση DNA ασθενών, χρήση PCR για 

ανίχνευση γονιδιακών πολυµορφισµών του συστήµατος 

χηµειοκινών 
   

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA ΑΣΘΕΝΩΝ:  
 Από κάθε ασθενή λαµβάνονται περίπου 5ml περιφερικού αίµατος σε φιαλίδιο 

µε αντιπηκτικό (EDTA) και φυλάσσονται σε θερµοκρασία 4οC µέχρι τη µεταφορά 

στο εργαστήριο. Αρχικά για την αποµόνωση του DNA χρειάζεται να προκληθεί λύση 

των ερυθρών αιµοσφαιρίων αναµειγνύοντας το δείγµα του αίµατος µε διάλυµα που 

περιέχει 10 mM Tris HCl pH 8.0, 320 mM σουκρόζη, 5 mM MgCl2 και 1% Triton-X-

100. Μετά από φυγοκέντρηση του µείγµατος στις 2500rpm για 10min απορρίπτεται 

το υπερκείµενο και συλλέγεται το κυτταρικό ίζηµα που περιέχει τα λευκά 

αιµοσφαίρια του αίµατος. Για να λυθούν τα λευκά αιµοσφαίρια, το κυτταρικό ίζηµα 

διαλύεται σε 500µl διαλύµατος που περιέχει 400mM Tris pH 8.0, 60mM EDTA, 

150mM NaCl και 1% SDS και επωάζεται στους 37οC για 30min. Ακολουθεί 

προσθήκη 1/20 όγκου 5µΜ NaOCl, ανάδευση και επώαση στους 65οC για 25min. Στη 

συνέχεια προστίθενται 500µl χλωροφορµίου, αναδεύεται το µείγµα και 

φυγοκεντρείται στις 13000rpm. Αυτή τη φορά λαµβάνεται το υπερκείµενο, το οποίο 

αναµειγνύεται µε αιθανόλη (100%). Το δείγµα πλέον περιέχει το αποµονωµένο DNA 

και φυλάσσεται στους -20οC για ένα 24ωρο. Ακολουθεί φυγοκέντρηση, απόρριψη του 

υπερκείµενου και διαλυτοποίηση της λεπτής πλέον πελέτας του DNA σε αιθανόλη 

(70%). Στη συνέχεια φυγοκεντρείται ξανά, απορρίπτεται το υπερκείµενο και 

διαλύεται το DNA σε αποσταγµένο H2O. Η ποσότητα του DNA που αποµονώθηκε 

και η καθαρότητά του µπορεί να εκτιµηθεί µε φωτοµέτρηση στα 260nm και στα 

280nm. 

 

ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΜΕ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗ (PCR): 
 Η PCR (polymerase chain reaction) επινοήθηκε το 1987 από τον Mullis και 

τους συνεργάτες του (Mullis & Faloona 1987). Η µέθοδος επιτυγχάνει σε 2-3 ώρες 

τον ειδικό πολλαπλασιασµό συγκεκριµένων αλληλουχιών DNA µε εκθετικό τρόπο, 

ώστε να είναι δυνατή η περαιτέρω µελέτη τους. Η µεγάλη απόδοση της αντίδρασης 
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έχει ως αποτέλεσµα την λήψη µεγάλου αριθµού αντιγράφων της επιθυµητής 

αλληλουχίας DNA, έστω και αν αυτή αρχικά βρίσκεται στο δείγµα σε ελάχιστη 

ποσότητα. Το δείγµα DNA επωάζεται σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιέχει α) µια 

θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση προερχόµενη από θερµόφιλα βακτηρίδια (Taq: 

Thermus aquaticus), β) µίγµα δεσοξυριβονουκλεοτιδίων, γ) το ζευγάρι των εκκινητών 

(primers). Οι εκκινητές είναι ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες που παρουσιάζουν 

οµολογία ως προς δύο θέσεις εκατέρωθεν της DNA αλληλουχίας που πρόκειται να 

πολλαπλασιασθεί, οπότε προσδένονται σε αυτές καθορίζοντας τη θέση δράσης της 

πολυµεράσης. Αρχικά γίνεται θερµική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 95οC 

για 1min, ώστε να διαχωριστεί η διπλή έλικα. Αυτό θα επιτρέψει τον υβριδισµό των 

ελίκων µε οµόλογα δεσοξυριβονουκλεοτίδια του διαλύµατος και τη δηµιουργία των 

θυγατρικών αλύσων υπό τη δράση της DNA πολυµεράσης. Ακολουθούν 30-35 

κύκλοι, καθένας από τους οποίους περιλαµβάνει τρία βήµατα, την αποδιάταξη του 

DNA, την πρόσδεση των εκκινητών και τον πολυµερισµό του DNA. Τελικό 

αποτέλεσµα είναι η εκθετική αύξηση του αριθµού των αντιγράφων του DNA 

σύµφωνα µε την εξίσωση Ν=n(1+e)c, όπου N= τελική ποσότητα του προϊόντος, n= 

αρχική ποσότητα υποστρώµατος, e= απόδοση της αντίδρασης και c= αριθµός των 

κύκλων της PCR106.  

 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΠΟΥ ΕΠΗΡΕΑΖΟΥΝ ΤΗΝ PCR: 
 Για τη βελτιστοποίηση της απόδοσης της PCR πρέπει να δίνεται προσοχή σε 

ορισµένες παραµέτρους της αντίδρασης. Μεγάλη σηµασία έχει η επιλογή των 

κατάλληλων εκκινητών. Αυτοί καθορίζουν την ειδικότητα της αντίδρασης και 

περιορίζουν τη δράση της πολυµεράσης στην επιθυµητή αλληλουχία. Για το λόγο 

αυτό οι εκκινητές περιέχουν συνήθως 20 νουκλεοτίδια, ώστε να είναι πολύ µικρή η 

πιθανότητα να εµφανίσουν σηµαντική οµολογία µε µη επιθυµητές αλληλουχίες του 

DNA, που θα κατέληγε στη δηµιουργία πολλών παραπροϊόντων. Ωστόσο προσοχή 

χρειάζεται και στην επιλογή της θερµοκρασίας των διαφόρων βηµάτων της PCR, 

ιδιαίτερα της θερµοκρασίας υβριδισµού. Υψηλές θερµοκρασίες συνεπάγονται 

µικρότερη παραγωγή DNA προϊόντος αλλά και λιγότερα παραπροϊόντα, γιατί οι 

εκκινητές προσδένονται µεν σε λιγότερες θέσεις του DNA, αλλά προτιµούν θέσεις 

πρόσδεσης µε ισχυρή συγγένεια, όπως η επιθυµητή αλληλουχία για την οποία 

επελέγησαν. Αντίθετα χαµηλότερες θερµοκρασίες συνεπάγονται την πρόσδεση 
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περισσότερων εκκινητών στο DNA υπόστρωµα, αυξάνοντας την απόδοση της 

αντίδρασης, αλλά η πρόσδεση αυτή αφορά και ανεπιθύµητες αλληλουχίες του 

µητρικών ελίκων, οδηγώντας σε περισσότερα παραπροϊόντα. Κατά παρόµοιο τρόπο 

επηρεάζεται η αντίδραση από τη συγκέντρωση των ιόντων µαγνησίου (Mg) στο 

διάλυµα. Υψηλές συγκεντρώσεις Mg συνεπάγονται υψηλή δραστικότητα της 

πολυµεράσης, αλλά περισσότερα παραπροϊόντα, ενώ χαµηλές συγκεντρώσεις 

συνεπάγονται καθαρότερο PCR προϊόν, σε µικρότερη όµως ποσότητα.  

 

ΤΕΛΙΚΕΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ PCR: 
Για τη βελτιστοποίηση της απόδοσης της PCR έγινε αρχικά σειρά πειραµάτων 

για την εύρεση της ιδανικής θερµοκρασίας και συγκέντρωσης ιόντων Mg για τις 

αντιδράσεις. Έτσι, στην παρούσα διατριβή, µετά από τροποποιήσεις των 

πειραµατικών συνθηκών, επελέγησαν οι ακόλουθες συνθήκες ως βέλτιστες: 

1) Συγκεντρώσεις συστατικών του PCR διαλύµατος: 1,5mM MgCl2, 0,2mM 

από κάθε dNTP (δεσοξυριβονουκλεοτίδια: αδενίνη, γουανίνη, κυτοσίνη και θυµίνη), 

0,5mM από κάθε εκκινητή και 1,2 µονάδες Taq DNA πολυµεράση / αντίδραση 

(Invitrogen). 

2) Θερµοκρασίες και χρόνοι επώασης: βλ Πίνακα 4. 

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν φαίνονται στον Πίνακα 5. Για τις 

αντιδράσεις χρησιµοποιήθηκε προγραµµατιζόµενος θερµικός κυκλοποιητής PTC-200 

(MJ Research Inc. USA). 
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Αποδιάταξη 

DNA 

Υβριδισµός  Πολυµερισµός  Αρχική 

αποδιάταξη 

DNA 35 κύκλοι 

Τελικός 

Πολυµερισµός 

CCR5-∆32 94oC, 3min  92oC, 30sec 55oC, 30sec 72oC, 30sec 72oC, 10min 

CXCL12-3A 94oC, 3min  92oC, 30sec 58oC, 30sec 72oC, 30sec 72oC, 10min 

CCR2-64I 94oC, 3min  92oC, 30sec 52oC, 30sec 72oC, 30sec 72oC, 10min 

CCR5-59029G/A 94oC, 3min  92oC, 30sec 60oC, 30sec 72oC, 30sec 72oC, 10min 

CXCR6-E3K 94oC, 3min  92oC, 30sec 51oC, 30sec 72oC, 30sec 72oC, 10min 

CCL5-In1.1T/C 94oC, 3min  92oC, 30sec 54oC, 30sec 72oC, 30sec 72oC, 10min 

promEotaxin-1385A (H7) 94oC, 3min  92oC, 30sec 51oC, 30sec 72oC, 30sec 72oC, 10min 

CX3CR1-V249I/T280M 94oC, 3min  94oC, 30sec 50oC, 40sec 72oC, 55sec 72oC, 10min 

 

Πίνακας 4: Συνθήκες PCR για τους πολυµορφισµούς που µελετήθηκαν. 

 
 

CCR5-∆32 F 5’-GTGGTGACAAGTGTGATCAC-3’ 

CCR5-∆32 R 5’-TTGTAGGGAGCCCAGAAGAG-3’ 

CXCL12-3A F 5’-CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3’ 

CXCL12-3A R 5’-AGCTTTGGTCCTGAGAGTCC-3’ 

CCR2-64I F 5’-TTGTGGGCAACATGATGG-3’ 

CCR2-64I R 5’-CTGTGAATAATTTGCACATTGC-3’ 

CCR5-59029G/A F 5’-CCCGTGAGCCCATAGTTAAAACTC-3’ 

CCR5-59029G/A R 5’-TCACAGGGCTTTTCAACAGTAAGG-3’ 

CXCR6-E3KF 5’-CTATTTGCCCCCTAAATGT-3’ 

CXCR6-E3KR 5’-CATAGTCTTCATGGTAATCAAGC-3’ 

CCL5-In1.1T/C F 5’-CCTGGTCTTGACCACCACA-3’ 

CCL5-In1.1T/C R 5’-GCTGACAGGCATGAGTCAGA-3’ 

promEotaxin-1385F (H7) 5’-TATCCTGCTCTTACCCTAGC-3’ 

promEotaxin-1385R (H7) 5’-GGCACAGGATTAGAGACAGC-3’ 

CX3CR1-V249I/T280M F 5’-CCGAGGTCCTTCAGGAAATCT-3’ 

CX3CR1-V249I/T280M R 5’-TCAGCATCAGGTTCAGGAACTC-3’ 

 

Πίνακας 5: Εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν στους υπό µελέτη 

πολυµορφισµούς (Invitrogen Custom Primers). 
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 PCR προϊόν Περιοριστικό 

ένζυµο 

Συνθήκες 

πέψης 
Προϊόντα πέψης 

CXCL12-3A 302bp  MspI  37oC, 4 h CXCL12-3A: 

302bp 

CXCL12: 

201+101bp 

CCR2-64I 183bp  BsaBI 60oC, 4 h CCR2-64V: 

183bp 

CCR2-64I: 

165+18bp 

CCR5-

59029G/A 

268bp  Bsp1286I 37oC, 5 h 59029A 

268bp 

59029G 

137+130bp 

CXCR6-E3K 145bp HindIII 37oC, 3h CXCR6-3E 

145bp 

CXCR6-3K 

121+24bp 

CX3CR1-V249I 588bp ACLI 37oC, 3h CX3CR1-249V 

588bp 

CX3CR1-249I 

205+383bp 

CX3CR1- 

T280M 

588bp BsmBI 55oC, 3h CX3CR1-280T 

75+216+297b

p 

CX3CR1-280M 

216+372bp 

CCL5-In1.1T/C 342bp MboII 37oC, 1 h In1.1T 

342bp 

 In1.1C 

219+123bp 

promEotaxin-

1385A 

279bp MspI 37oC, 4h promEot-

1385A 

279bp 

promEot-1385G 

153+126bp 

CCR5-∆32 CCR5: 189bp  

CCR5-∆32: 157bp 
CCR5-∆32: Χωρίς αντίδραση RFLP 

 

Πίνακας 6: PCR προϊόντα των υπό µελέτη πολυµορφισµών, περιοριστικά ένζυµα 

που χρησιµοποιήθηκαν στις πέψεις (RFLP) και τα αντίστοιχα προϊόντα πέψης. 

 

Ακολούθησε πέψη των προϊόντων της PCR µε ειδικά περιοριστικά ένζυµα για 

κάθε πολυµορφισµό (RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism). Το 

µέγεθος κάθε PCR προϊόντος και  το αντίστοιχο περιοριστικό ένζυµο µε τις συνθήκες 

και τα προϊόντα πέψης φαίνονται στον πίνακα 6. Ο πολυµορφισµός CCR5∆32 είναι ο 

µόνος που δεν χρειάστηκε πέψη µε περιοριστικό ένζυµο, αφού δεν αφορά σηµειακή 

µετάλλαξη σε θέση δράσης κάποιου περιοριστικού ενζύµου, αλλά απαλοιφή 32 

νουκλεοτιδίων από το γονίδιο του CCR5. Η απαλοιφή αυτή είναι αρκετά µεγάλη για 

να φανεί απευθείας στην ηλεκτροφόρηση του PCR προϊόντος. Στις αντιδράσεις πέψης 
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που δεν υπήρξαν κοµµένα προϊόντα επαναλήφθηκε η διαδικασία πέψης µε διπλάσια 

ποσότητα περιοριστικού ενζύµου, για αποκλεισµό σφάλµατος από µειωµένη 

δραστικότητα του περιοριστικού ενζύµου. Τα προϊόντα της PCR και της πέψης 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα αγαρόζης 2% (για τον πολυµορφισµό CXCR6-E3K 

πήκτωµα αγαρόζης 3%). Το πήκτωµα περιείχε βρωµιούχο αιθύδιο που συνδέεται µε 

τις έλικες του DNA και τις καθιστά ορατές σε θάλαµο υπεριώδους ακτινοβολίας. Ο 

πολυµορφισµός CCR2-64I  ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα ακρυλαµιδίου µε 

ακόλουθη χρώση αργύρου που καθιστά ορατά τα προϊόντα της πέψης (βλ. Εικόνα 1).  
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Εικόνα 1: Ηλεκτροφορήσεις πολυµορφισµών 
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∆4. Στατιστική Ανάλυση 

 

 Στην εργασία αυτή µελετήσαµε την επίδραση των αναφερόµενων 

πολυµορφισµών στη απόκριση των ασθενών στην έναρξη θεραπείας µε HAART. 

Αυτό έγινε µε τη στατιστική ανάλυση επιβίωσης Kaplan-Meier χρησιµοποιώντας ως 

παραµέτρους τις τιµές των CD4 και VL, που θεωρούνται ισχυροί προγνωστικοί 

παράγοντες για την πορεία της νόσου και της θεραπείας2. Για το λόγο αυτό ορίστηκαν 

ως τιµές βάσης τα επίπεδα CD και VL πριν την έναρξη της θεραπείας (χρονικό εύρος 

αιµοληψίας: 0-4 µήνες πριν την έναρξη της HAART) και χρόνος=0 η ηµεροµηνία 

έναρξης της HAART. Ως τελικά σηµεία (end-points) στην ανάλυση 

χρησιµοποιήθηκαν: 

1. Ο χρόνος που χρειάστηκε ώστε οι τιµές του CD4 να ανέλθουν και να 

ξεπεράσουν την επόµενη κατηγορία µε βάση τη σταδιοποίηση κατά CDC 

(Centers for Disease Control). Εποµένως για τους ασθενείς µε βάση 

CD4<200cells/mm3, ο χρόνος αυτός είναι οι µήνες από την έναρξη της 

HAART µέχρι την πρώτη µέτρηση CD4 που ισούται ή ξεπερνά τα 

200cells/mm3. Για τους ασθενείς µε βάση CD4 µεταξύ 200cells/mm3 και 

499cells/mm3 είναι οι µήνες µέχρι την πρώτη µέτρηση CD4 που ισούται ή 

υπερβαίνει τα 500cells/mm3. Κατά συνέπεια στις στατιστικές αναλύσεις µε 

αυτό το τελικό σηµείο δεν µετείχαν όσοι ασθενείς είχαν ως βάση 

CD4≥500cells/mm3 (κυρίως ασθενείς που είχαν λάβει πριν την καθιέρωση της 

HAART µονή ή διπλή αντιρετροϊκή αγωγή µε αποτέλεσµα να έχουν καλές 

τιµές CD4 κατά την µετάβαση στη HAART). Το τελικό αυτό σηµείο 

χρησιµοποιήθηκε ως κριτήριο επιτυχούς ανοσολογικής απόκρισης, διότι κάθε 

κατηγορία CD4 συσχετίζεται µε διαφορετική πρόγνωση εξέλιξης της νόσου 

σε AIDS. 

2. Ο χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την πρώτη από δύο διαδοχικές 

µετρήσεις CD4 (µε µεσοδιάστηµα 3µήνου) κάτω από τη βασική τιµή CD4 που 

είχε ο ασθενής όταν ξεκινούσε τη HAART. Το σηµείο αυτό χρησιµοποιήθηκε 

ως κριτήριο αποτυχίας της θεραπείας, αφού η πτώση των CD4 κάτω από τα 

βασικά επίπεδα παρά τη θεραπεία µε HAART σηµατοδοτεί την αδυναµία 

ελέγχου του ιικού πολλαπλασιασµού και την σύντοµη επέλευση του AIDS. 
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3. Ο χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την πρώτη µέτρηση 

VL<50cps/ml, εφόσον αυτή ακολουθείται και από δεύτερη µέτρηση<50cps/ml 

σε διάστηµα 3µηνών. Το σηµείο αυτό χρησιµοποιήθηκε ως θετικός 

προγνωστικός δείκτης και ως κριτήριο επιτυχούς ανταπόκρισης στη θεραπεία.  

4. Ο χρόνος από την πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml µέχρι την πρώτη από δύο 

διαδοχικές µετρήσεις VL>50cps/ml. Το σηµείο αυτό χρησιµοποιήθηκε ως 

αρνητικός προγνωστικός δείκτης, αφού η υποτροπή της ιιαµίας αποτελεί 

κριτήριο θεραπευτικής αποτυχίας και ένδειξη επαναξιολόγησης του 

θεραπευτικού σχήµατος και ελέγχου συµµόρφωσης του ασθενούς στην 

αγωγή.  

 

Επίσης στη µελέτη αυτή υπολογίστηκαν οι συχνότητες κάθε αλληλοµόρφου, και 

εξετάστηκε αν ο αριθµός των ετερόζυγων και οµόζυγων ατόµων για κάθε 

αλληλόµορφο κατανέµονταν σύµφωνα µε το ισοζύγιο κατά Hardy-Weinberg. Για την 

επεξεργασία των δεδοµένων χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα SPSS (v.11.0) 
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E. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

E1. Επίδραση των πολυµορφισµών CCR5∆32, CCR4-

59029G/A, CCR2-64I, CXCL12-3A στην ανταπόκριση 

ασθενών στην έναρξη της HAART 
 

Πραγµατοποιήθηκε γονοτυπική ανάλυση σε 166 άτοµα για τους 

πολυµορφισµούς CCR5∆32, CCR5-59029G/A, CCR2-64I και CXCL12-3A. 

Ανάµεσά τους 17 άτοµα δεν χρειάστηκε να ξεκινήσουν HAART µε βάση τα κριτήρια 

των κατευθυντήριων οδηγιών (Πίνακας 7) ενώ 149 άτοµα έλαβαν θεραπεία µε 

HAART (Πίνακας 8).  

Η διασπορά της συχνότητας των γονοτύπων βρέθηκε σε συµφωνία µε την 

ισορροπία (equilibrium) κατά Hardy–Weinberg σε όλους τους πολυµορφισµούς που 

αναλύθηκαν. Στη συνέχεια έγινε µελέτη επιβίωσης κατά Kaplan–Meier για κάθε µια 

από τις ακόλουθες τρεις κατηγορίες ασθενών βάσει του CD4 τη χρονική στιγµή 

έναρξης της HAART: (1) ≥500 cells/mm3, (2) 200–499 cells/mm3 και (3) 

<200cells/mm3.  Στόχος της οµαδοποίησης αυτής ήταν να κατατάσσονται µαζί οι 

ασθενείς µε όµοια ανοσολογική επάρκεια κατά την έναρξη της HAART.  

 

Γονοτυπική ανάλυση ασθενών που δεν έλαβαν HAART 

CCR5∆32 n(%) CXCL12-3A n(%) CCR2-64I n(%) CCR5-59029A/G n(%)
+/+ 11(65) +/+ 10(59) +/+ 13(76) AA 5(29)
+/∆32  6(35) +/3A 4(23) +/64I 4(24) A/G 9(53)
∆32/∆32  0 3A/3A 3(18) 64I/64I 0 G/G 3(18)
Σύνολο: 17 ασθενείς 

 

Πίνακας 7: Αποτελέσµατα γονοτυπικής ανάλυσης ασθενών µε HIV-1 που δεν 

έλαβαν θεραπεία µε HAART για τους πολυµορφισµούς CCR5∆32, CXCL12-3A, 

CCR2-64I, CCR5-59029A/G 
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Κατηγορίες ασθενών βάση του CD4 (cells/mm3) 

κατά την έναρξη της HAART 

Cat1: ≥500 
n/(%) 

Cat2: 200-499 
n/(%) 

Cat3: 0-199 
n/(%) 

Σύνολο 
n/(%) 

CCR5∆32 
+/+ 29 (93) 65 (91) 42 (89) 136 (91) 
+/∆32 2 (7) 6 (9) 5 (11) 13 (9) 
∆32/∆32 0 0 0 0 
Σύνολο 31 71 47 149 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(-∆32)=0,043    
     
CXCL12-3A     
+/+ 16 (51) 38 (54) 25 (53) 79 (53) 
+/3A 13 (42) 29 (41) 20 (43) 62 (41) 
3A/3A 2 (7) 4 (5) 2 (4) 8 (6) 
Σύνολο 31 71 47 149 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(-3A)=0,261    
 
CCR2-64I 
+/+ 22 (71) 58 (81) 35 (74) 115 (78) 
+/64I 8 (26) 12 (17) 12 (26) 32 (21) 
64I/64I 1 (3) 1 (2) 0 2 (1) 
Σύνολο 31 71 47 149 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(-64I)=0,12    
 
CCR5-59029A/G 
AA 8 (26) 17 (24) 11 (24) 36 (24) 
A/G 13 (42) 36 (51) 18 (38) 67 (45) 
G/G 10 (32) 18 (25) 18 (38) 46 (31) 
Σύνολο 31 71 47 149 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(-59029G)=0,533 

 
Πίνακας 8: Αποτελέσµατα γονοτυπικής ανάλυσης ασθενών µε HIV-1 για τους 

πολυµορφισµούς CCR5∆32, CXCL12-3A, CCR2-64I, CCR5-59029A/G 
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1ο τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

άνοδο των CD4 πάνω από 500cells/mm3, για τους ασθενείς µε αρχική τιµή CD4: 200-

499cells/mm3, και πάνω από 200 για τους ασθενείς µε αρχική τιµή 

CD4<200cells/mm3: ∆εν βρέθηκαν στατιστικά σηµαντικές συσχετίσεις µεταξύ των 

πολυµορφισµών CCR5-59029G και CCR2-64I και του ρυθµού αύξησης των CD4 

µετά την έναρξη της HAART (στοιχεία δεν παρουσιάζονται). Αντίθετα σε ασθενείς 

µε βασική τιµή CD4:200–499 cells/mm3 ο χρόνος για να αυξηθούν τα 

CD4≥500cells/mm3 ήταν µικρότερος σε άτοµα µε το αλληλόµορφο CXCL12-3A, 

συγκριτικά µε το φυσικό αλληλόµορφο (wild-type) (Μ.Ο. 9±2 και 14±2 µήνες 

αντίστοιχα, p = 0.0238, n = 69). Επίσης στους ασθενείς µε το αλληλόµορφο 

CCR5∆32 παρατηρήθηκε µια τάση να αυξήσουν βραδύτερα τα CD4 συγκριτικά µε το 

φυσικό αλληλόµορφο (Μ.Ο. 18±5 και 11±1 µήνες αντίστοιχα), αλλά όχι σε 

στατιστικά σηµαντικό βαθµό (p = 0.1324, n = 69) (∆ιάγραµµα 3). 

 

2ο τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

πτώση των CD4 κάτω από την αρχική τους τιµή, εφόσον η πτώση επαναλαµβάνεται σε 

δύο διαδοχικές µετρήσεις µε µεσοδιάστηµα 3 µηνών: Αυτό το τελικό σηµείο, που 

χρησιµοποιήθηκε ως κριτήριο αποτυχίας της θεραπείας δεν εµφάνισε στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ των αλληλοµόρφων σε καµία κατηγορία ασθενών 

ανεξαρτήτως αρχικής τιµής CD4 (στοιχεία δεν παρουσιάζονται). 

 

3o τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml, εφόσον αυτή ακολουθείται και από δεύτερη 

µέτρηση<50cps/ml σε διάστηµα 3µηνών: ∆εν βρέθηκε καµία στατιστικά σηµαντική 

συσχέτιση των πολυµορφισµών CCR5∆32 και CCR5-59029G/A και του τελικού 

αυτού σηµείου. Αντίθετα, σε ασθενείς µε αρχική τιµή CD4:200-499cells/mm3 η 

παρουσία του CCR2-64I σχετίστηκε µε ταχύτερη πτώση του ιικού φορτίου 

συγκριτικά µε το φυσικό αλληλόµορφο (Μ.Ο. 3.5±0.4 και 10.2±1.4 µήνες αντίστοιχα, 

p=0.0183, n=69). Η παρουσία του αλληλοµόρφου CXCL12-3A επίσης συσχετίστηκε 

µε ταχύτερη µείωση του ιϊκού φορτίου συγκριτικά µε το φυσικό αλληλόµορφο 

(7.4±1.6 και 10.5±1.7 µήνες αντίστοιχα), αλλά όχι σε στατιστικά σηµαντικό βαθµό 

(p=0.1035, n=69)(∆ιάγραµµα 4). 
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4o τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml 

µέχρι την πρώτη από δύο διαδοχικές µετρήσεις VL>50cps/ml µε µεσοδιάστηµα 3 µηνών 

µεταξύ τους: ∆εν διαπιστώθηκε στατιστικά σηµαντική επίδραση των πολυµορφισµών 

CCR5∆32, CCR5-59029G/Α, CXCL12-3A στη διάρκεια καταστολής του ιϊκού 

φορτίου, ενώ άτοµα µε αρχική τιµή CD4:200-499cells/mm3 που έφεραν το 

αλληλόµορφο CCR2-64I παρουσίασαν σηµαντική καθυστέρηση στην υποτροπή της 

ιαιµίας συγκριτικά µε το φυσικό αλληλόµορφο (Μ.Ο. 28±2 και 20±2 µήνες 

αντίστοιχα, p=0.0482, n=63)(∆ιάγραµµα 5). Έξι ασθενείς δεν συµπεριλήφθηκαν στην 

ανάλυση αυτή διότι δεν κατάφεραν ποτέ να καταστείλουν τον ιό κάτω από τα 

ανιχνεύσιµα επίπεδα µετά την έναρξη της HAART. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

∆ιάγραµµα 3: Αντίστροφες καµπύλες επιβίωσης (one minus survival plots) της 

Kaplan-Meier ανάλυσης σε ασθενείς µε αρχική τιµή CD4:200-499cells/mm3, που 

αναδεικνύουν την επίδραση του γονοτύπου στο χρόνο που χρειάστηκε από την 

έναρξη της HAART µέχρι να ανεβούν τα CD4 πάνω από 500cells/mm3 (1ο τελικό 

σηµείο). (A) CCR2-64I; (B) CXCL12-3A; (C) CCR5-∆32 και (D) CCR5-59029G/A. 

(p: στατιστική σηµαντικότητα του Log Rank test, N: αριθµός ασθενών και ΝS: 

p>0.05). 
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∆ιάγραµµα 4: Αντίστροφες καµπύλες επιβίωσης (one minus survival plots) της 

Kaplan-Meier ανάλυσης σε ασθενείς µε αρχική τιµή CD4 200-499cells/mm3, που 

αναδεικνύουν την επίδραση του γονοτύπου στο χρόνο που χρειάστηκε από την 

έναρξη της HAART µέχρι να πέσει το VL κάτω από το όριο ανίχνευσης 

(<50cps/ml)(3ο τελικό σηµείο). (A) CCR2-64I, (B) CXCL12-3A, (C) CCR5-∆32 και 

(D) CCR5-59029G/A. (p: στατιστική σηµαντικότητα του Log Rank test, N: αριθµός 

ασθενών και ΝS: p>0.05).  
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∆ιάγραµµα 5: Kαµπύλες επιβίωσης της Kaplan-Meier ανάλυσης σε ασθενείς µε 

αρχική τιµή CD4 200-499cells/mm3, που αναδεικνύουν την επίδραση του γονoτύπου 

στο χρόνο από την καταστολή του ιού κάτω από ανιχνεύσιµα επίπεδα (<50cps/ml) 

µέχρι την επανεµφάνισή του στο αίµα (>50cps/ml) (4ο τελικό σηµείο). Έξι ασθενείς 

από την προηγούµενη ανάλυση εξαιρέθηκαν από την ανάλυση αυτή διότι το ιϊκό 

φορτίο ποτέ δεν κατέστη µη ανιχεύσιµο. (A) CCR2-64I, (B) CXCL12-3A, (C) 

CCR5∆32 και (D) CCR5-59029G/A. (p: στατιστική σηµαντικότητα του Log Rank 

test, N: αριθµός ασθενών και ΝS: p>0,05).  
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E2. Επίδραση των πολυµορφισµών CXCR6-E3K, 

In1.1T/C, promEotaxin-1385G/A, CX3CR1-V249I, 

CX3CR1-T280M στην ανταπόκριση ασθενών στην 

έναρξη της HAART  

 
 

Πραγµατοποιήθηκε  γονοτυπική ανάλυση για τους πολυµορφισµούς In1.1T/C, 

CXCR6-E3K, promEotaxin-1385G/A, CX3CR-V249I, και T280M. Τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 9. Όλοι οι πολυµορφισµοί ήταν σε συµφωνία µε το 

ισοζύγιο κατά Hardy-Weinberg µε εξαίρεση το CXCR6-E3K (βρέθηκαν CXCR6-

3E/3E= 136 ασθενείς, CXCR6-3E/3K= 4ασθενείς CXCR6-3K/3K= 2ασθενείς, µε 

αναµενόµενη κατανοµή περίπου 3E/3K=8 και 3K/3K=1 για τήρηση ισοζυγίου) (p= 

0.001). Ακολούθησε στατιστική ανάλυση κατά Kaplan-Meier µε τα 4 τελικά σηµεία 

που προαναφέρθηκαν. Ωστόσο θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στον πολυµορφισµό 

CXCR6-3K µελετήθηκε η παρουσία του αλληλοµόρφου CXCR6-3K (σε ασθενείς 

οµόζυγους ή ετερόζυγους µαζί) συγκριτικά µε οµόζυγους CXCR6-3E, εξαιτίας της 

µικρής συχνότητας του αλληλοµόρφου. Επίσης οι πολυµορφισµοί CX3CR1-V249I 

και CX3CR1-T280M βρίσκονται σε ανισορροπία σύνδεσης αφού αφορούν 

πολυµορφισµούς του ίδιου γονιδίου σε εγγύτητα µεταξύ τους. Το αλληλόµορφο 

CX3CR1-280M δεν βρέθηκε ποτέ στον ίδιο απλότυπο µε το αλληλόµορφο CX3CR1-

249V, ενώ το αλληλόµορφο CX3CR1-249I εµφανίστηκε τόσο µε το CX3CR1-280T 

όσο µε το CX3CR1-280Μ. 

 50



  

 

Κατηγορίες ασθενών βάση του CD4  

κατά την έναρξη της HAART 

Cat1: ≥500 
n/(%) 

Cat2: 200-499 
n/(%) 

Cat3: 0-199 
n/(%) 

Σύνολο 
n/(%) 

CXCR6-E3K 
E/E 28 (100) 69 (97) 39 (90) 136 (96) 
E/K  2 (3) 2 (5) 4 (3) 
K/K   2 (5) 2 (1) 
Σύνολο 28 71 43 142 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(3K)=0,028  
  
In1.1  
TT 22 (82) 56 (78) 33 (77) 111 (78) 
TC 3 (11) 14 (19) 9 (21) 26 (18) 
CC 2 (7) 2 (3) 1 (2) 5 (4) 
Σύνολο 27 72 43 142 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(In1.1C)=0,127  
 
promEotaxin-1385G/A (H7 Haplotype) 
GG 19 (68) 47 (65) 29 (67) 95 (66) 
AG 7 (25) 21 (29) 12 (28) 40 (28) 
AA 2 (7) 4 (6) 2 (5) 8 (6) 
Σύνολο 28 72 43 143 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(-1385A)=0,196  
 
CX3CR1-V249I 
VV 17 (61) 37 (51) 22 (51) 76 (53) 
VI 9 (32) 33 (46) 18 (42) 60 (42) 
II 2 (7) 2 (3) 3 (7) 7 (5) 
Σύνολο 28 72 43 143 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(-249I)=0,258  
 
CX3CR1-T280M 
TT 21 (75) 49 (68) 31 (72) 101 (71) 
TM 7 (25) 21 (29) 11 (27) 39 (27) 
MM  2 (3) 1 (1) 3 (2) 
Σύνολο 28 (%) 72 (%) 43 (%) 143 (%) 
Συχνότητα 
αλληλοµόρφου f(-280M)=0,157  

 

Πίνακας 9: Αποτελέσµατα γονοτυπικής ανάλυσης ασθενών µε HIV-1 για τους 

πολυµορφισµούς CXCR6-E3K, In1.1T/C, PromEotaxin-1385G/A (απλότυπος H7), 

CX3CR1-V249I, CX3CR1-T280M 
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1ο τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

άνοδο των CD4 πάνω από 500cells/mm3, για τους ασθενείς µε αρχική τιµή CD4: 200-

499cells/mm3, και πάνω από 200 για τους ασθενείς µε αρχική τιµή 

CD4<200cells/mm3: ∆εν βρέθηκε στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των 

πολυµορφισµών CXCR6-E3K, In1.1T/C, PromEotaxin-1385G/A και του ρυθµού 

αύξησης των CD4 µετά από έναρξη της HAART. Αντίθετα ασθενείς που έφεραν το 

αλληλόµορφο CX3CR1-249I εµφάνισαν ταχύτερη αποκατάσταση των CD4 στις 

υψηλότερες κλίµακες. Αυτή η επίδραση ήταν ιδιαίτερα εµφανής συγκρίνοντας 

οµόζυγους CX3CR1-249I µε οµόζυγους CX3CR1-249V (Μ.Ο. 3±1 και 16±2 µήνες 

αντίστοιχα, p=0.001, n=115) (∆ιάγραµµα 6). Παροµοίως, το αλληλόµορφο CX3CR1-

280M σε οµόζυγη κατάσταση συσχετίστηκε µε ταχύτερη άνοδο των CD4 

λεµφοκυττάρων συγκριτικά µε το CX3CR1-280T (Μ.Ο. 3±2 και 19±3 µήνες 

αντίστοιχα, p =0.024, n =115) (∆ιάγραµµα 6). 
 

2ο τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

πτώση των CD4 κάτω από την αρχική τους τιµή, εφόσον η πτώση επαναλαµβάνεται σε 

δύο διαδοχικές µετρήσεις µε µεσοδιάστηµα 3 µηνών: ∆εν βρέθηκε καµία σηµαντική 

στατιστική συσχέτιση µεταξύ των πολυµορφισµών και του τελικού αυτού σηµείου 

(στοιχεία δεν παρουσιάζονται). 
 

3o τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml, εφόσον αυτή ακολουθείται και από δεύτερη 

µέτρηση<50cps/ml σε διάστηµα 3µηνών: ∆εν βρέθηκε καµία σηµαντική στατιστική 

συσχέτιση µεταξύ των πολυµορφισµών και του ρυθµού πτώσης του VL (στοιχεία δεν 

παρουσιάζονται). 
 

4o τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml 

µέχρι την πρώτη από δύο διαδοχικές µετρήσεις VL>50cps/ml µε µεσοδιάστηµα 3 µηνών 

µεταξύ τους: ∆εν βρέθηκε σηµαντική στατιστική συσχέτιση µεταξύ των 

πολυµορφισµών In1.1T/C, PromEotaxin-1385G/A (απλότυπος H7), CX3CR1-V249I, 

CX3CR1-T280M και της διάρκειας καταστολής του VL κάτω από 50cps/ml. 

Αντίθετα, σε ασθενείς οµόζυγους ή ετερόζυγους για το CXCR6-3K η επανεµφάνιση 

του ιού έγινε ταχύτερα συγκριτικά µε τους οµόζυγους για το κοινό αλληλόµορφο 

CXCR6-3E (Μ.Ο. 19±6 και 48±3 µήνες αντίστοιχα, p=0,036, n=137)(∆ιάγραµµα 7). 
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∆ιάγραµµα 6: Αντίστροφες καµπύλες επιβίωσης (one minus survival plots) της 

Kaplan-Meier ανάλυσης που αναδεικνύουν την επίδραση του γονoτύπου στο χρόνο 

(σε µήνες) από την έναρξη της HAART µέχρι την άνοδο των CD4 στην επόµενη 

κλίµακα (άνοδος πάνω από 500cells/mm3, για τους ασθενείς µε αρχική τιµή CD4: 

200-499cells/mm3, και πάνω από 200 για τους ασθενείς µε αρχική τιµή 

CD4<200cells/mm3) (p: στατιστική σηµαντικότητα του Log Rank test, n: αριθµός 

ασθενών και ΝS: p>0,05). 
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∆ιάγραµµα 7: Kαµπύλες επιβίωσης της Kaplan-Meier ανάλυσης σε ασθενείς υπό 

αγωγή µε HAART, που αναδεικνύουν την επίδραση του γονoτύπου στο χρόνο από 

την καταστολή του ιού κάτω από ανιχνεύσιµα επίπεδα (<50cps/ml) µέχρι την 

επανεµφάνισή του στο αίµα (4ο τελικό σηµείο).  
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E3. Επίδραση κοινών µεταβλητών στην ανταπόκριση 

των ασθενών στην έναρξη της HAART 

 

 

Εκτός από την επίδραση των πολυµορφισµών του συστήµατος των 

χηµειοκινών, αναζητήθηκαν και συσχετίσεις µεταξύ κοινών µεταβλητών και της 

αποτελεσµατικότητας της HAART. Συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκε η ανάλυση κατά 

Kaplan Meier µε τα ίδια τελικά σηµεία για να διερευνηθεί αν η αποτελεσµατικότητα 

της HAART διέφερε µεταξύ ασθενών που δέχτηκαν τη θεραπεία αυτή για πρώτη 

φορά (therapy-naïve) και αυτών που είχαν λάβει στο παρελθόν αντιρετροϊκά 

φάρµακα (NRTI) σε µονά ή διπλά σχήµατα (therapy-experienced) πριν ξεκινήσουν τη 

HAART: 

1ο τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

άνοδο των CD4 πάνω από 500cells/mm3, για τους ασθενείς µε αρχική τιµή CD4: 200-

499cells/mm3, και πάνω από 200 για τους ασθενείς µε αρχική τιµή 

CD4<200cells/mm3:  Από την ανάλυση φαίνεται ότι η ηλικία και η λήψη 

αντιρετροϊκής αγωγής πριν την έναρξη της HAART επηρεάζουν το ρυθµό αύξησης 

των CD4. Συγκεκριµένα ασθενείς µε ηλικία >59ετών, µεταξύ 40-59 ετών και <40 

ετών αυξάνουν τα CD4 στην επόµενη κλίµακα σε 32±10, 15±3 και 11±2 µήνες 

αντίστοιχα (p=0,015, n=115). Η νεότερη ηλικία δηλαδή συσχετίζεται µε ταχύτερη 

αποκατάσταση των CD4 µετά την έναρξη της HAART. Επιπλέον οι ασθενείς που 

έλαβαν ως πρώτη θεραπεία τη HAART εµφάνισαν ταχύτερη άνοδο των CD4 

συγκριτικά µε αυτούς που είχαν λάβει πριν την HAART άλλα αντιρετροϊκά σχήµατα 

µε ένα ή δύο NRTI (Μ.Ο: 13±2 και 23±4 µήνες αντίστοιχα, p=0.033, n=115). 

Αντίθετα δεν φάνηκε να επηρεάζεται ο ρυθµός αύξησης των CD4 από το φύλο, το 

σχήµα της HAART (2NRTI+PI έναντι 2NRTI+NNRTI) ή τη βάση των CD4 (την 

τιµή CD4 κατά την έναρξη της HAART) (∆ιάγραµµα 8). 
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∆ιάγραµµα 8: Αντίστροφες καµπύλες επιβίωσης της Kaplan-Meier ανάλυσης που 

αναδεικνύουν την επίδραση (Α) της ηλικίας, (Β) της βάσης CD4 (baseline CD4) κατά 

την έναρξη της HAART, (Γ) του φύλου, (∆) της χρήσης προηγούµενης αντιρετροϊκής 

αγωγής πριν τη HAART, (E) του σχήµατος HAART στο χρόνο (σε µήνες) από την 

έναρξη της HAART µέχρι την άνοδο των CD4 στην επόµενη κλίµακα (άνοδος πάνω 

από 500cells/mm3, για τους ασθενείς µε αρχική τιµή CD4: 200-499cells/mm3, και 

πάνω από 200 για τους ασθενείς µε αρχική τιµή CD4<200cells/mm3) (p: στατιστική 

σηµαντικότητα του Log Rank test, n: αριθµός ασθενών και ΝS: p>0,05) 
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2ο τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

πτώση των CD4 κάτω από την αρχική τους τιµή, εφόσον η πτώση επαναλαµβάνεται σε 

δύο διαδοχικές µετρήσεις µε µεσοδιάστηµα 3 µηνών: ∆εν βρέθηκε καµία σηµαντική 

στατιστική συσχέτιση µεταξύ της ηλικίας, του φύλου, της λήψης αντιρετροϊκών 

φαρµάκων πριν τη HAART και του σχήµατος HAART στο ρυθµό πτώσης των CD4 

κάτω από την βασική τους τιµή. Αντίθετα όσοι ξεκίνησαν τη HAART έχοντας υψηλά 

CD4 φαίνεται πως έριξαν πιο γρήγορα τα CD4 κάτω από τη βασική τιµή συγκριτικά 

µε όσους τα είχαν ήδη χαµηλά (MO: 85±4, 71±5, 50±7 µήνες για όσους είχαν βάση 

CD4 <200cells/mm3, 200-499 cells/mm3 και ≥500cells/mm3 αντίστοιχα, p=0,012, 

n=143) (∆ιάγραµµα 9). 

 

3o τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την 

πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml, εφόσον αυτή ακολουθείται και από δεύτερη 

µέτρηση<50cps/ml σε διάστηµα 3µηνών: ∆εν βρέθηκε καµία σηµαντική στατιστική 

συσχέτιση µεταξύ της ηλικίας και του σχήµατος HAART µε το χρόνο που 

απαιτήθηκε για την καταστολή του ιού σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα. Αντίθετα οι 

ασθενείς µε αρχική CD4≥500cells/mm3 εµφάνισαν ταχύτερη απόκριση στη HAART 

µε πτώση του VL συγκριτικά µε όσους ασθενείς είχαν αρχικό CD4<200cells/mm3 

(M.O: 13±4 και19±3 µήνες αντίστοιχα, p=0,026, n=142). Παροµοίως όσοι έλαβαν ως 

πρώτη θεραπεία τη HAART αποµάκρυναν τον ιό ταχύτερα από την κυκλοφορία τους 

συγκριτικά µε όσους είχαν λάβει αντιρετροϊκή αγωγή πριν την HAART (M.O: 11±2 

και 18±3 µήνες αντίστοιχα, p=0,023, n=142). Μια τάση βραδύτερης καταστολής του 

ιού εµφάνισαν οι γυναίκες συγκριτικά µε τους άνδρες (Μ.Ο: 21±6 και 12±1 µήνες 

αντίστοιχα, p=0,093, n=142) (∆ιάγραµµα 10). 
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∆ιάγραµµα 9: Καµπύλες επιβίωσης της Kaplan-Meier ανάλυσης που αναδεικνύουν 

την επίδραση (Α) της ηλικίας, (Β) της βάσης CD4 (baseline CD4), (Γ) του φύλου, (∆) 

της χρήσης αντιρετροϊκής αγωγής πριν τη HAART και (E) του σχήµατος HAART 

στο χρόνο (σε µήνες) από την έναρξη της HAART µέχρι την πτώση των CD4 κάτω 

από την αρχική τιµή στην έναρξη της θεραπείας (p: στατιστική σηµαντικότητα του 

Log Rank test, n: αριθµός ασθενών και ΝS: p>0,05) 
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∆ιάγραµµα 10: Αντίστροφες καµπύλες επιβίωσης της Kaplan-Meier ανάλυσης που 

αναδεικνύουν την επίδραση (Α) της ηλικίας, (Β) της βάσης CD4 (baseline CD4), (Γ) 

του φύλου, (∆) της χρήσης αντιρετροϊκής αγωγής πριν τη HAART και (E) του 

σχήµατος HAART στο χρόνο (σε µήνες) από την έναρξη της HAART έως ότου τo 

VL καταστεί µη ανιχνεύσιµο (p: στατιστική σηµαντικότητα του Log Rank test, n: 

αριθµός ασθενών και ΝS: p>0,05) 
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4o τελικό σηµείο (end-point): χρόνος από την πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml µέχρι την 

πρώτη από δύο διαδοχικές µετρήσεις VL>50cps/ml µε µεσοδιάστηµα 3 µηνών µεταξύ 

τους: ∆εν βρέθηκε καµία σηµαντική στατιστική συσχέτιση µεταξύ της βάσης CD4 

κατά την έναρξη της HAART, του φύλου και του σχήµατος HAART µε το χρόνο 

µέχρι την υποτροπή της ιαιµίας. Ωστόσο οι νεότεροι ασθενείς είχαν µια τάση 

καθυστερηµένης επανεµφάνισης του ιού στην κυκλοφορία συγκριτικά µε τους 

µεγαλύτερους σε ηλικία ασθενείς (Μ.Ο. 54±5, 37±4 και 40±9 µήνες για τις ηλικίες 

<40, 40-59 και ≥60 ετών αντίστοιχα, p= 0,063, n= 138). Επίσης στους ασθενείς που 

είχαν λάβει αντιρετροϊκή αγωγή πριν την έναρξη της HAART εµφανιζόταν ταχύτερη 

υποτροπή της ιαιµίας συγκριτικά µε όσους ασθενείς έλαβαν τη HAART ως πρώτη 

αγωγή (Μ.Ο: 33±4 και 53±4 µήνες αντίστοιχα, p=0,003, n=138) (∆ιάγραµµα 11). 
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∆ιάγραµµα 11: Καµπύλες επιβίωσης της Kaplan-Meier ανάλυσης που αναδεικνύουν 

την επίδραση (Α) της ηλικίας, (Β) της βάσης CD4 (baseline CD4), (Γ) του φύλου, (∆) 

της χρήσης αντιρετροϊκής αγωγής πριν τη HAART και (E) του σχήµατος HAART 

στο χρόνο (σε µήνες) από την πρώτη µέτρηση VL<50cps/ml µετά την έναρξη της 

HAART µέχρι την πρώτη από δύο διαδοχικές µετρήσεις VL>50cps/ml, δηλαδή το 

χρόνο µέχρι την υποτροπή της ιαιµίας (p: στατιστική σηµαντικότητα του Log Rank 

test, n: αριθµός ασθενών και ΝS: p>0,05). 
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ΣΤ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

ΣΤ1. Η επίδραση κοινών µεταβλητών στην έκβαση της HAART 
 

 Από την ανάλυση αυτή προέκυψαν αποτελέσµατα συµβατά µε τη 

βιβλιογραφία25. Η µικρότερη ηλικία φάνηκε να έχει ευνοϊκή επίδραση στην έκβαση 

της HAART, όπως εκφράστηκε από την ταχύτερη άνοδο των CD4 µετά την έναρξη 

της HAART και τη διατήρηση του VL κάτω από ανιχνεύσιµα επίπεδα για µεγαλύτερο 

διάστηµα, παρόλο που ο ρυθµός πτώσης του VL δεν επηρεάστηκε. Επίσης 

ευνοϊκότερη έκβαση είχαν όσοι ασθενείς ξεκίνησαν µε πρώτο θεραπευτικό σχήµα τη 

HAART και δεν είχαν λάβει απλή αντιρετροϊκή αγωγή στο παρελθόν. Οι ασθενείς 

αυτοί εµφάνισαν ταχύτερη άνοδο των CD4, ταχύτερη πτώση του VL και 

παρατεταµένη ιική καταστολή συγκριτικά µε ασθενείς που είχαν λάβει στο παρελθόν 

απλή αντιρετροϊκή αγωγή. Αντίθετα το φύλο, η χρήση NNRTI ή PI στο σχήµα της 

HAART δεν εµφάνισαν διαφοροποιήσεις σχετικά µε την έκβαση της HAART, µε την 

εξαίρεση ότι στις γυναίκες η καταστολή του ιού επιτυγχάνεται σχετικά βραδύτερα 

συγκριτικά µε τους άνδρες. Οι ασθενείς µε αρχική τιµή CD4 <200cells/mm3 δεν 

διέφεραν από τους ασθενείς µε αρχική CD4 200-499cells/mm3 στο ρυθµό αύξησης 

των CD4. Αντίθετα το VL εµφάνισε ταχύτερη καταστολή κάτω από ανιχνεύσιµα 

επίπεδα στους ασθενείς µε υψηλότερο CD4. 

 

ΣΤ2. Η επίδραση του αλληλοµόρφου CCR2-64I 
 

Τα κυριότερα αποτελέσµατα προήλθαν από την υποοµάδα ασθενών µε αρχική 

τιµή CD4 µεταξύ 200–499cells/mm3, στους οποίους παρατηρήθηκε σηµαντική 

προστατευτική επίδραση του αλληλοµόρφου CCR2-64I µε τη µείωση του χρόνου που 

απαιτείται για το ιϊκό φορτίο να πέσει σε µη ανιχνεύσιµο επίπεδο (VL<50 cps/ml) (p 

<0,018, n =69) και την αύξηση του χρονικού διαστήµατος µέχρι την επαναφορά της 

ιαιµίας (p<0,0482, n=63).  

Παρόµοια συµπεράσµατα ανακοινώθηκαν σε µια άλλη µελέτη 25 ασθενών 

που έλαβαν HAART. Καλή ανταπόκριση στην HAART παρατηρήθηκε µόνο στην 

οµάδα ατόµων µε το αλληλόµορφο CCR2-64I 107. Παρόµοια προστατευτική επίδραση 

του CCR2-64I σε συνδυασµό µε τα αλληλόµορφα CCR5∆32 και CCR5-59029G 

 62



περιέγραψαν οι O’Brien et al108. Αντίθετα οι Wit et al δεν βρήκαν καµία σηµαντική 

συσχέτιση µεταξύ του αλληλοµόρφου CCR2-64I και του ρυθµού πτώσης του ιϊκού 

φορτίου σε µη ανιχνεύσιµο επίπεδο, της διάρκειας καταστολής του ιού και το ρυθµό 

αύξησης των CD4 κυττάρων 96 εβδοµάδες µετά την HAART109. 

Έχει βρεθεί πως ο CCR2 εµφανίζεται µε δύο ισοµορφές, τον CCR2A, που 

παραµένει στο κυτταρόπλασµα, και τον CCR2B, που µεταφέρεται στην κυτταρική 

µεµβράνη. Η µεταλλαγµένη πρωτεΐνη CCR2-64I φαίνεται να δηµιουργεί σύµπλοκο 

µε τον υποδοχέα CCR5 στο κυτταρόπλασµα εµποδίζοντάς τον να µεταφερθεί στην 

κυτταρική µεµβράνη. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα να µειώνονται οι διαθέσιµες µονάδες 

του CCR5 για προσκόλληση του HIV και πιθανόν τα αντίστοιχα λεµφοκύτταρα να 

εµφανίζουν ανθεκτικότητα στη µόλυνση, περιορίζοντας το διαµέρισµα των 

µολυσµένων κυττάρων για ενεργό αναπαραγωγή του ιού81,83,84. Μια τέτοια περίπτωση 

θα µπορούσε να δικαιολογήσει την ταχύτερη πτώση του VL µετά από έναρξη της 

HAART στους ασθενείς µε CCR2-64I συγκριτικά µε τους ασθενείς µε το φυσικό 

αλληλόµορφο CCR2. Ωστόσο θα περιµέναµε στους φορείς του CCR2-64I να 

παρατηρείται ηπιότερη ιιαµία συγκριτικά µε τους οµόζυγους για το φυσικό 

αλληλόµορφο. Στην οµάδα µελέτης µας ο µέσος όρος VL πριν την έναρξη της 

HAART (baseline VL) στους ασθενείς CCR2-/- ήταν 185.648cps/ml (n=96), στους 

CCR2-64I/-ήταν 203.851cps/ml (n=24) και στους CCR2 64I/64I ήταν 81.500cps/ml 

(n=2). Φαίνεται ότι το µέσο VL των οµόζυγων CCR2-64I ήταν πολύ χαµηλότερο 

συγκριτικά µε το µέσο VL των ετερόζυγων ή οµόζυγων για το φυσικό αλληλόµορφο 

CCR2. Εξαιτίας όµως του πολύ µικρού αριθµού των οµόζυγων ατόµων για CCR2-64I 

δεν µπορεί αυτή η παρατήρηση να χαρακτηριστεί στατιστικά ισχυρή.  

 

 

ΣΤ3. Η επίδραση του αλληλοµόρφου CXCL12-3A 
 

Η προστατευτική επίδραση του CXCL12-3A αναδείχθηκε στην υποοµάδα των 

ασθενών µε αρχική CD4 µεταξύ 200 και 499cells/mm3, στους οποίους υπήρξε 

ταχύτερη άνοδος των CD4 µετά την έναρξη της θεραπείας. Η επίδραση αυτή ήταν 

στατιστικά σηµαντική (p < 0.024, n = 69) και ήταν η πρώτη φορά που ανακοινώθηκε 

σε ασθενείς υπό θεραπεία µε HAART. 

Αν και ήταν γνωστό ότι το CXCL12-3A συσχετιζόταν µε επιβράδυνση της 

προόδου σε AIDS σε µεγάλους πληθυσµούς ασθενών που δεν είχαν λάβει θεραπεία82, 
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δεν ήταν ξεκάθαρο αν παίζει κάποιο ρόλο στην κλινική πορεία των ασθενών όταν 

λαµβάνουν HAART. Οι Lathey et al ανέφεραν ταχύτερη επέλευση του AIDS σε 

ασθενείς οµόζυγους για CXCL12-3A, που λάµβαναν αντιρετροϊκή αγωγή (όχι 

HAART) µε ένα µόνο NRTI110. Επιπρόσθετα σε µια οµάδα 272 ασθενών η παρουσία 

του CXCL12-3A συσχετίστηκε µε µια τάση ταχύτερης υποτροπής της ιαιµίας µετά τη 

θεραπεία µε HAART 108. 

Έχει προαναφερθεί ότι το CXCL12 συναγωνίζεται την πρόσδεση του 

υποδοχέα των Τ-λεµφοκυττάρων CXCR4 µε στελέχη Χ4 του HIV. Τα στελέχη Χ4 

όµως εµφανίζονται σε όψιµα στάδια της λοίµωξης του HIV. Συνεπώς πολυµορφισµοί 

του CXCL12 αναµένεται να επηρεάσουν την κλινική πορεία σε όψιµα στάδια της 

λοίµωξης σε ασθενείς µε µεγάλο χρόνο παρακολούθησης. Αυτό πιθανά ευθύνεται για 

τα συµπεράσµατα του O’Brien et al, όπου ο χρόνος παρακολούθησης ήταν µικρός. 

Στη µελέτη µας ο χρόνος παρακολούθησης ήταν µεγαλύτερος (µέσος χρόνος 

παρακολούθησης 68,8 µήνες µέχρι την ολοκλήρωση της γονοτύπισης των 

πολυµορφισµών CCR5∆32, CCR2-64I, CXCL12-3A, CCR5-59029G/A). Οι ασθενείς 

που ανήκουν στην κατηγορία CD4 µεταξύ 200-499cells/mm3 πιθανότατα συµπίπτουν 

χρονικά µε την εµφάνιση των Χ4 στελεχών. Στο στάδιο αυτό οι φορείς του 

προστατευτικού αλληλόµορφου CXCL12-3A θα µπορούσαν να εµφανίζουν 

συγκριτικό πλεονέκτηµα έναντι άλλων ασθενών που δεν το φέρουν, παρεµποδίζοντας 

την ταχεία διάδοση του ιού στα T-λεµφοκύτταρα που φέρουν το CXCR4 και 

µειώνοντας το συνολικό φορτίο µολυσµένων T-λεµφοκυττάρων και το συνολικό 

ρυθµό ιικού πολλαπλασιασµού.  

 

ΣΤ4. Η επίδραση του αλληλοµόρφου CCR5∆32 
 

Το αλληλόµορφο CCR5∆32 είναι το πιο καλά τεκµηριωµένο βιβλιογραφικά 

παράδειγµα προστατευτικής επίδρασης γενετικού πολυµορφισµού στην HIV 

λοίµωξη. Η παρατήρηση αυτή έχει αποδειχθεί σε παλαιότερες, µεγάλες σειρές 

ασθενών που δεν λάµβαναν θεραπεία, γιατί δεν είχαν ακόµα κυκλοφορήσει τα 

αντιρετροϊκά φάρµακα. Με την εισαγωγή της HAART άλλαξε ριζικά η φυσική 

πορεία της λοίµωξης. Ο ρόλος του CCR5∆32 στις νέες συνθήκες της HAART δεν 

είναι εξίσου ξεκάθαρος. Στην αρχή της παρούσας µελέτης αναµενόταν η εµφάνιση 

µιας ευεργετικής επίδρασης του CCR5∆32 στην αποτελεσµατικότητα της HAART, 

γεγονός που δεν επαληθεύτηκε. Παρότι δεν βρέθηκε οµόζυγος ασθενής για 
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CCR5∆32, (όπως αναφέρεται και από άλλες µελέτες), δεν βρέθηκε καµία ευεργετική 

συσχέτιση των ετερόζυγων CCR5∆32 µε την ταχύτητα και τη διάρκεια καταστολής 

του ιού σε µη ανιχνεύσιµα επίπεδα. Αντίθετα στους ετερόζυγους ασθενείς 

παρατηρήθηκε µια στατιστικά µη σηµαντική τάση καθυστερηµένης αύξησης των 

CD4 λεµφοκυττάρων µετά την έναρξη της HAART, συγκριτικά µε ασθενείς που δεν 

έφεραν το αλληλόµορφο CCR5∆32. (p = 0.132, n = 69) και είχαν µια βασική τιµή του 

CD4 µεταξύ 200–499cells/mm3.  

∆ιφορούµενα αποτελέσµατα υπάρχουν και στη βιβλιογραφία. Σε ορισµένες 

µελέτες παρατηρήθηκε καλύτερη ανοσολογική και ιολογική ανταπόκριση στη 

HAART σε ασθενείς ετερόζυγους για CCR5∆32 111-114. Από την άλλη πλευρά οι Bratt 

et al. δεν βρήκαν συσχέτιση µεταξύ του αλληλοµόρφου CCR5∆32 και του ιϊκού 

φορτίου κατά τη διάρκεια 12 µηνών από την έναρξη της HAART, ενώ οι Brumme et 

al δεν βρήκαν διαφοροποιήσεις στη διάρκεια καταστολής του VL σε µη ανιχνεύσιµα 

επίπεδα µετά από HAART και οι Wit et al δεν βρήκαν συσχέτιση µεταξύ του 

αλληλοµόρφου CCR5∆32 και την ανοσολογική και ιολογική ανταπόκριση στη 

HAART109, 115, 116. 

Αν και στην παρούσα µελέτη δεν βρέθηκε συσχέτιση του CCR5∆32 µε 

καλύτερη έκβαση της HAART, στους ασθενείς που δεν έλαβαν θεραπεία 

παρατηρήθηκε µια ευεργετική επίδραση του CCR5∆32 στην πορεία τους µέχρι την 

έναρξη της HAART. Όπως προαναφέρθηκε, από τα 166 άτοµα που εισήλθαν στη 

µελέτη, οι 17 δεν χρειάστηκε να ξεκινήσουν HAART µε βάση τις ενδείξεις των 

κατευθυντήριων οδηγιών. Ανάµεσά τους οι 6 ήταν ετερόζυγοι για τον CCR5∆32 και 

οι 11 αρνητικοί για τον CCR5∆32. Φαίνεται λοιπόν ότι από το σύνολο των 19 

ετερόζυγων της µελέτης δεν χρειάστηκε να λάβουν θεραπεία οι 6, ενώ από το σύνολο 

των 147 αρνητικών για CCR5∆32, µόνο οι 11 µπόρεσαν να µείνουν χωρίς θεραπεία 

για το διάστηµα της παρακολούθησης (p = 0.005, X2 Fisher exact test, µέση διάρκεια 

παρακολούθησης για τους ετερόζυγους και αρνητικούς CCR5∆32 ασθενείς χωρίς 

θεραπεία: 59 και 34 µήνες αντίστοιχα). Η διαφορά αυτή είναι στατιστικά σηµαντική 

και επιβεβαιώνει την προστατευτική επίδραση του CCR5∆32 στην πορεία της 

λοίµωξης πριν την έναρξη της HAART στον πληθυσµό της παρούσας µελέτης. 

Συνεπώς µπορεί να υποτεθεί ότι η τεκµηριωµένη από τη βιβλιογραφία ικανότητα των 

CCR5∆32 ετερόζυγων ασθενών να διατηρούν υψηλότερο αριθµό CD4 κυττάρων και 

χαµηλότερο ιϊκό φορτίο για µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα συγκριτικά µε τους 

αρνητικούς για CCR5∆32, τους καθιστά ικανούς να διατηρούνται χωρίς HAART για 
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µεγαλύτερη διάρκεια, αφού δεν εκπληρώνουν τις ενδείξεις έναρξης θεραπείας. Αυτό 

πιθανά να έχει αποτέλεσµα πιο µακροχρόνια έκθεση στον ιό χωρίς θεραπεία, ώστε 

όταν τελικά πέσουν τα CD4, αυξηθεί το VL και ξεκινήσει η HAART, να έχουν 

προκύψει πια Χ4 στελέχη του ιού, που δεν εξαρτώνται από τον υποδοχέα CCR5. Στη 

φάση αυτή δεν θα µπορούσε να αναδειχθεί η προστατευτική επίδραση του CCR5∆32 

στην αποτελεσµατικότητα της HAART, αφού ο κυρίαρχος συνυποδοχέας µετάδοσης 

του ιού σε αυτό το στάδιο είναι ο CXCR4. Τέλος θα µπορούσε να µελετηθεί στους 

ασθενείς αυτούς το ενδεχόµενο έναρξης HAART νωρίτερα από την εκπλήρωση των 

κλασσικών κριτηρίων ένταξης, προκειµένου να κατασταλεί στο ελάχιστο το ιικό 

φορτίο, µειώνοντας την πιθανότητα ανάδειξης των µεταλλαγµένων Χ4 στελεχών. 

Αυτό θα είχε ως αποτέλεσµα να παραταθεί η χρονική περίοδος επικράτησης των R5 

στελεχών του ιού, στην οποία οι ετερόζυγοι CCR5∆32 ασθενείς πιθανά να 

επωφελούνται από την ευεργετική επίδραση του αλληλοµόρφου. 

 
ΣΤ5. Η επίδραση του πολυµορφισµού CCR5-59029G/A 
 

Το αλληλόµορφο CCR5-59029Α σχετίζεται µε υπερέκφραση του CCR5 και 

θα αναµενόταν η συσχέτισή του µε χειρότερη κλινική πορεία των ασθενών. Στη 

µελέτη των O’Brien et al. (2000) οι ασθενείς µε γονότυπο CCR5+/+, CCR2+/+ και 

CCR5-59029A/A που ξεκίνησαν HAART µείωσαν το VL κάτω από ανιχνεύσιµα 

επίπεδα στις 24 εβδοµάδες θεραπείας και το διατήρησαν µη ανιχνεύσιµο για 6 µήνες 

σε µικρότερο ποσοστό συγκριτικά µε ασθενείς που έφεραν κάποιο «προστατευτικό» 

αλληλόµορφο CCR5∆32, CCR2-64I ή CCR5-59029G108. Οι Brumme et al. (2001) 

δεν βρήκαν προστατευτική επίδραση του αλληλοµόρφου CCR5-59029G, ενώ στην 

παρούσα µελέτη η παρουσία του αλληλοµόρφου CCR5-59029G δεν σχετίστηκε µε 

διαφορετική έκβαση της HAART. 

 

ΣΤ6. Η επίδραση του πολυµορφισµού CXCR6-E3K 
 

Η παρουσία του αλληλoµόρφου CXCR6-3K σχετίστηκε µε µειωµένη 

διάρκειας καταστολής του ιού µετά από έναρξη της HAART. Ο µέσος χρόνος 

παραµονής του VL<50cps/ml ήταν 48±3 µήνες σε ασθενείς οµόζυγους για το 

CXCR6-3E (n= 131) έναντι 19±6 µηνών σε ασθενείς ετερόζυγους ή οµόζυγους για το 

αλληλόµορφο CXCR6-3K (n= 6). Σύµφωνα µε µια ανασκόπηση της βιβλιογραφίας η 

δυσµενής αυτή επίδραση του CXCR6-3K, που ήταν στατιστικά σηµαντική (p= 
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0.036), διατυπώθηκε για πρώτη φορά στην παρούσα µελέτη. Σε αντίθεση οι Duggal et 

al. (2003) ανακοίνωσαν µια προστατευτική επίδραση του αλληλοµόρφου CXCR6-3K 

επιµηκύνοντας το χρονικό διάστηµα από την εκδήλωση PCP µέχρι το θάνατο σε µια 

οµάδα 60 ασθενών HIV-1 χωρίς θεραπεία µε HAART86.  

Πιθανολογείται ότι η σηµειακή αλλαγή στο εξωκυττάριο τµήµα του υποδοχέα 

από γλυκίνη σε λυσίνη επηρεάζει τη συγγένεια του CXCR6 για τον HIV-1 

επιτρέποντας τη µόλυνση των κυττάρων που εκφράζουν τον υποδοχέα αυτό. Επειδή ο 

CXCR6 εκφράζεται από σηµαντικούς εκπροσώπους της επίκτητης ανοσίας, τα Th1, 

Tc1 και NK λεµφοκύτταρα, πιθανόν η µετάλλαξη CXCR6-3K του υποδοχέα να 

τροποποιεί τα µηνύµατα που µεταβιβάζονται σε αυτά από την πρόσδεση του φυσικού 

συνδέτη CXCL16 µεταβάλλοντας την απόκριση του ανοσοποιητικού συστήµατος στη 

HIV-1 λοίµωξη ή άλλες λοιµώξεις όπως η PCP.  

Στη δική µας οµάδα ασθενών η συχνότητα του αλληλοµόρφου CXCR6-3K 

ήταν 2.8% και παρουσίασε µια απόκλιση από το ισοζύγιο κατά Hardy–Weinberg 

equilibrium (p= 0.001, λιγότεροι ετερόζυγοι από το αναµενόµενο). Οι Duggal et al. 

(2003) βρήκαν 44% τη συχνότητα του αλληλοµόρφου CXCR6-3K σε µια µεγάλη 

οµάδα 805 Αφροαµερικανών ασθενών και ήταν σε ισοζύγιο µε την κατανοµή κατά 

Hardy-Weinberg. Βρήκαν ωστόσο τη συχνότητα του CXCR6-3K<1% σε 

Ευρωαµερικανούς ασθενείς, χωρίς να αναφέρουν δοκιµές κατά Hardy-Weinberg 86. 

Παρά τη συµφωνία της συχνότητας αλληλοµόρφου του πληθυσµού µελέτης µας µε 

αυτή των Ευρωαµερικανών στη µελέτη των Duggal et al, η απόκλιση από το ισοζύγιο 

κατά Hardy-Weinberg µπορεί να οφείλεται στο µικρό αριθµό των ασθενών που 

βρέθηκαν µε το µεταλλαγµένο αλληλόµορφο. Σε αντίθετη περίπτωση ο µικρός 

αριθµός των ετεροζυγωτών, σε συνδυασµό µε τα αποτελέσµατα της Kaplan-Meier 

ανάλυσης, πιθανά να αντανακλά την αρνητική επίδραση του αλληλοµόρφου CXCR6-

3K στην επιβίωση των ασθενών. 

 

ΣΤ7. Η επίδραση των πολυµορφισµών CX3CR1-249I και CX3CR1-
T280M 

 

 Τα αλληλόµορφα CX3CR1-249I και CX3CR1-280M συσχετίστηκαν µε 

καλύτερη έκβαση της HAART, ιδίως σε οµόζυγη κατάσταση. Συγκεκριµένα, ο µέσος 

χρόνος από την έναρξη της HAART µέχρι την άνοδο των CD4 πάνω από την επόµενη 

κατηγορία ήταν 3±1 µήνες και 16±2 µήνες για τους οµόζυγους CX3CR1-249I/I και 
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CX3CR1-249V/V αντίστοιχα (p=0.001, n=115). Παροµοίως στους γονότυπους 

CX3CR1-280M/M και CX3CR1-280T/T ο χρόνος ήταν 3±2 µήνες και 19±3 µήνες 

αντίστοιχα (p=0,024, n=115). 

Ωστόσο ο ρόλος των πολυµορφισµών αυτών αµφισβητείται. Οι Faure et al. 

(2000) και Combadiere et al. (2003) ανακοίνωσαν σε οµάδες ασθενών χωρίς 

θεραπεία µια δυσµενέστερη πρόγνωση των οµοζυγωτών CX3CR1-280M/Μ, οι οποίοι 

κατέληγαν νωρίτερα σε AIDS 99, 103. Σε µια µελέτη 461 ασθενών που ξεκίνησαν 

HAART, οι Brumme et al (2003) βρήκαν υψηλότερο βαθµό ανοσολογικής αποτυχίας 

σε οµόζυγους CX3CR1-249I/Ι συγκριτικά µε τους ετερόζυγους ή οµόζυγους 

CX3CR1-249V, όπως αυτή εκφράστηκε από τη πτώση των CD4 κάτω από τη βασική 

τους τιµή 102. Σε άλλη µελέτη οι Singh et al. (2005) βρήκαν πιο ραγδαία εξέλιξη σε 

AIDS σε µια οµάδα παιδιών που έφεραν το αλληλόµορφο CX3CR1-249I και 

υποβλήθηκαν σε αντιρετροϊκή αγωγή (όχι HAART) 104. Αντίθετα, οι McDermott et 

al. (2000) ανέφεραν επιβράδυνση της εξέλιξης σε AIDS και επερχόµενο θάνατο σε 

ασθενείς που έφεραν το αλληλόµορφο CX3CR1-280M και δεν είχαν λάβει 

θεραπευτική αγωγή. Σύµφωνα µε την οµάδα του McDermott το αποτέλεσµα αυτό 

σχετιζόταν µε µειωµένη δραστηριότητα του µεταλλαγµένου υποδοχέα CX3CR1-

280M συγκριτικά µε τον CX3CR1-280Τ, όπως αυτό διαπιστώθηκε από δοκιµές 

σύντηξης σωµατιδίων HIV µε τους υποδοχείς αυτούς 117. Ενώ οι Kwa et al. (2003) 

δεν βρήκαν συσχέτιση µεταξύ της παρουσίας του απλότυπου CX3CR1-249I280M και 

της εξέλιξης σε AIDS ή θάνατο, οι Vidal et al.(2005) ανέφεραν αυξηµένη συχνότητα 

εµφάνισης του αλληλοµόρφου CX3CR1-249I σε άτοµα µε βραδεία πορεία νόσου 

(long term non progressors), υποδηλώνοντας έτσι µια προστατευτική επίδραση του 

αλληλοµόρφου CX3CR1-249I 105,118.  

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι στην οµάδα ασθενών της παρούσας διατριβής η 

ταχύτητα επαναφοράς των CD4 σε άτοµα που έφεραν το αλληλόµορφο CX3CR1-249I 

είχε µεγαλύτερο βαθµό στατιστικής σηµαντικότητας (p= 0.0014) συγκριτικά µε 

άτοµα που έφεραν το αλληλόµορφο CX3CR1-280Μ (p=0,0241). Ταχεία αύξηση των 

CD4 παρατηρήθηκε ακόµη σε ασθενείς που έφεραν το αλληλόµορφο CX3CR1-249I 

χωρίς να είναι παρόν το CX3CR1-280M. Ωστόσο δεν ήταν δυνατόν να µελετηθεί η 

επίδραση του αλληλοµόρφου CX3CR1-280M χωριστά από το CX3CR1-249I, αφού το 

CX3CR1-280M συγκληρονοµείται πάντα µε το CX3CR1-249I, σε αντίθεση µε το 

CX3CR1-280Τ, που συγκληρονοµείται και µε τα δύο αλληλόµορφα CX3CR1-249I 

και CX3CR1-249V. Το αποτέλεσµα αυτό υποδηλώνει ότι η προστατευτική επίδραση 
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του στενά συνδεδεµένου απλότυπου CX3CR1-249I280M πιθανά να οφείλεται κυρίως 

στην επίδραση του αλληλοµόρφου CX3CR1-249I και λιγότερο του CX3CR1-280M. 

 

ΣΤ8. Η επίδραση του αλληλοµόρφου promEotaxin-1385A ή απλοτύπου 
H7 

 

 Ο απλότυπος H7 περιλαµβάνει το µοναδικό συνδυασµό τριών αλληλοµόρφων 

στα κωδικόνια 2136, 767 και 1385 στο µακρύ σκέλος του χρωµοσώµατος 17 (2136Τ 

στον εκκινητή του MCP-1, 767G στο γονίδιο του MCP-1, 1385Α στον εκκινητή του 

eotaxin). Το αλληλόµορφο promEotaxin-1385A αποτελεί ένα µόνο από τα τρία 

αλληλόµορφα (1385A, 2136T και 767G) του απλοτύπου, ωστόσο η παρουσία του 

είναι χαρακτηριστική για τον απλότυπο, αφού δεν εµφανίζεται σε άλλο συνδυασµό 

των τριών αλληλοµόρφων. Έτσι η συχνότητα του έχει βρεθεί να ταυτίζεται µε τη 

συχνότητα του απλοτύπου Η7 (f=0.193 για τον promEotaxin-1385A και f=0.192 για 

τον H7)97. Στη στατιστική ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε για τη διερεύνηση τυχόν 

επιδράσεων του promEotaxin-1385A στην έκβαση της HAART, δεν βρέθηκε καµία 

σηµαντική συσχέτιση µεταξύ του πολυµορφισµού promEotaxin-1385G/A και των 

τελικών σηµείων που είχαν επιλεχθεί. Κατά επέκταση δεν φαίνεται ο απλότυπος H7 

να έχει επίδραση στους ανοσολογικούς και ιολογικούς δείχτες επιτυχίας της HAART 

στον πληθυσµό της µελέτης µας. Στην βιβλιογραφία µέχρι στιγµής δεν αναφέρεται 

επίδραση του απλοτύπου στην κλινική πορεία της λοίµωξης µετά από έναρξη της 

HAART. Οι Modi et al. (2003) ανέφεραν µια αυξηµένη εµφάνιση του H7 σε άτοµα 

µε πολλαπλή έκθεση στον HIV που παρέµεναν µη µολυσµένα, υποδηλώνοντας έτσι 

κάποια επίδραση του απλοτύπου στην ανθεκτικότητα έναντι της µόλυνσης97.  

 

ΣΤ9. Η επίδραση του πολυµορφισµού In1.1T/C 
 

 Στην παρούσα µελέτη ο πολυµορφισµός In1.1T/C δεν εκδήλωσε σηµαντική 

συσχέτιση µε την έκβαση της HAART, όσον αφορά τα τέσσερα τελικά σηµεία που 

χρησιµοποιήθηκαν στη στατιστική ανάλυση. Σύµφωνα µε τους An et al. (2002), το 

αλληλόµορφο In1.1C εντοπίζεται σε ιντρόνιο του γονιδίου CCL5 σε µια θέση που 

επηρεάζει τη µεταγραφή του γονιδίου µέσω µεταβολής της συγγένειας σύνδεσης των 

πρωτεϊνών του πυρήνα µε το DNA. Έτσι το In1.1C καταλήγει σε µειωµένη 

µεταγραφή του CCL5, που είναι ο φυσικός συνδέτης του CCR5, ανταγωνίζοντας την 
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πρόσδεση του HIV στον υποδοχέα αυτό. Με αυτό το µηχανισµό προσπάθησαν οι 

Modi et al (2002) να ερµηνεύσουν την παρατήρηση ότι σε οµάδες ασθενών, που δεν 

υποβλήθηκαν σε θεραπευτική αγωγή, η παρουσία του In1.1C συσχετίσθηκε µε 

ταχύτερη πρόοδο της λοίµωξης σε AIDS97. Στην παρούσα µελέτη όµως δεν βρέθηκαν 

όµοιες επιδράσεις του In1.1C στην ανταπόκριση ασθενών στην έναρξη της HAART. 

Σηµειώνεται όµως ότι η µελέτη αυτή είναι η πρώτη που διερευνά την επίδραση του 

In1.1C/T πολυµορφισµού στην αποτελεσµατικότητα της αγωγής για HIV-1 και τα 

αποτελέσµατα περιµένουν επιβεβαίωση από µελλοντικές µελέτες µε µεγαλύτερες 

οµάδες ασθενών. 

 

ΣΤ10. Συµπεράσµατα 
 

 Συµπερασµατικά, το σύστηµα των χηµειοκινών φαίνεται να αποτελεί ένα 

εκτεταµένο σύστηµα ανοσορυθµιστικών ουσιών και υποδοχέων µε κεντρικό ρόλο 

στην διατήρηση της οργάνωσης και λειτουργίας του ανοσοποιητικού, την παθογένεια 

των λοιµώξεων, των αυτοάνοσων παθήσεων και γενικότερα των διεργασιών που 

εµπλέκουν φλεγµονή. Οι γνώσεις µας για το σύστηµα αυτό είναι σχετικά πρόσφατες 

και περιορισµένες. Με την πάροδο του χρόνου ανακαλύπτονται καινούργιες 

χηµειοκίνες και αντίστοιχοι υποδοχείς. Τα µονοπάτια που ενεργοποιούνται µε τις 

µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις έχουν µελετηθεί σε µικρό βαθµό, ενώ προσπάθεια 

καταβάλλεται να διακριθούν συγκεκριµένα πρότυπα παραγωγής χηµειοκινών και 

συνεργασίας κυττάρων µέσω των αντίστοιχων υποδοχέων που να συσχετίζονται µε 

συγκεκριµένες φυσιολογικές ή παθολογικές διεργασίες. Ειδικότερα στην HIV-1 

λοίµωξη το σύστηµα των χηµειοκινών προσέλκυσε έντονα το ερευνητικό ενδιαφέρον, 

ιδιαίτερα µετά την ανακάλυψη της προστατευτικής επίδρασης του µεταλλαγµένου 

υποδοχέα CCR5∆32 στη µόλυνση και την πορεία της λοίµωξης. Το αποτέλεσµα είναι 

ήδη να χρησιµοποιείται θεραπευτικά το Enfuvirtide, που είναι αναστολέας της 

πρόσδεσης του ιού στον υποδοχέα CCR5. 

Στη διατριβή αυτή διερευνήθηκε η επίδραση εννέα πολυµορφισµών του 

συστήµατος των χηµειοκινών στην θεραπευτική απόκριση ασθενών µε HIV λοίµωξη 

µετά από έναρξη θεραπείας µε HAART. Η θεραπευτική απόκριση αξιολογήθηκε µε 

τη χρήση της τιµής των CD4 Τ-λεµφοκυττάρων και του ιικού φορτίου VL ως δεικτών 

παρακολούθησης, όπως περιγράφεται από καθιερωµένες οδηγίες25. Από τα 
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αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης προκύπτει ότι η παρουσία των 

αλληλοµόρφων CXCL12-3A, CCR2-64I, CX3CR1-249I και CX3CR1-280M 

σχετίζεται µε καλύτερη έκβαση της θεραπείας µε HAART. Τα παραπάνω 

αλληλόµορφα σχετίζονται µε ταχύτερο ρυθµό αποκατάστασης των CD4 

λεµφοκυττάρων ή ισχυρότερη καταστολή του ιού κάτω από ανιχνεύσιµα επίπεδα. 

Αντίθετα η παρουσία του αλληλοµόρφου CXCR6-3K συνοδεύεται από ταχύτερη 

υποτροπή της ιαιµίας και θεραπευτική αποτυχία, ενώ οι πολυµορφισµοί CCR5∆32, 

CCR5-59029G/Α, In1.1T/C και promEotaxin-1385G/A (απλότυπος H7) δεν 

ανέδειξαν κάποια στατιστικά σηµαντική συσχέτιση µε καλύτερη ή χειρότερη έκβαση 

της θεραπείας. Προσδοκούµε ώστε τα αποτελέσµατα της µελέτης να συνεισφέρουν 

στη διευκρίνιση του ρόλου των πολυµορφισµών των χηµειοκινών στην πορεία της 

λοίµωξης των ασθενών που λαµβάνουν HAART. 
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Abstract

Background: The chemokine receptor polymorphisms CCR5�32, CXCL12 3′A, CCR2-64I and CCR5-59029 G/A have been demonstrated
to affect HIV-1 infection and progression.
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Objective: We studied the impact of the above polymorphisms on the effectiveness of a 30-month treatment with highly active ant
therapy (HAART) in 149 HIV-1 patients.
Study design: We stratified the patients according to CD4 CDC criteria and applied Kaplan–Meier analysis using the following e
criteria: (a) the time from HAART initiation to undetectable viral load (VL) counts (VL < 50 copies/ml), (b) the duration of undetecta
status and (c) the time required for CD4+ T-cell counts to pass over the 500 cells/ml threshold.
Results: Our results in the second group (CD4 201–500) revealed that patients with the CCR2-64I allele achieved undetectable V
3.5± 0.48 months as compared to 10.26± 1.42 months in the control group (p = 0.018). The VL remained undetectable for 28± 2 months, in
contrast to 20± 2 months in the control group (p = 0.048). Patients carrying CXCL12 3′A restored the CD4 population faster than the con
group (9± 2 and 14± 2 months, respectively,p = 0.023). The CCR5�32 and CCR5-59029 G/A alleles did not appear to affect the param
studied.
Conclusions: Our results suggest that patients carrying either CCR2-64I or CXCL12 3′A have a more favorable prognosis during HAA
treatment.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Antiretroviral therapy; Chemokines; HIV-1; CCR5; CXCL12; CCR2

1. Introduction

HIV-1 gains entry into macrophages and T-lymphocytes
via the CD4 receptor and specific coreceptors. The main
coreceptors identified to date are CCR5 on macrophages
and CD4+ T-lymphocytes, and CXCR4 on naı̈ve and resting
memory CD4+ T-lymphocytes (Moser and Loetscher, 2001).

Several recent reports provide evidence that mutations in
chemokine receptor genes affect the progress of HIV infec-
tion in untreated patients. A 32-bp deletion in the CCR5 gene

∗ Corresponding author. Tel.: +30 810 394633; fax: +30 810 394633.
E-mail address: spandidos@spandidos.gr (D.A. Spandidos).

(CCR5�32) confers resistance to infection in homozyg
individuals and delayed disease progression in infected
erozygous patients (Dean et al., 1996; Huang et al., 19
Liu et al., 1996; Samson et al., 1996; Stewart et al., 1
Ioannidis et al., 2001). 59029G/A is an A versus G sing
nucleotide variant at base pair 59029G in the promote
gion of the CCR5 gene. Both alleles are common, wi
frequency range of 43%–68% for the G allele, dependin
the population. The A allele exhibits a 50% higher exp
sion of CCR5 in vitro, and confers faster disease prog
sion than the G allele (3.8 years faster progression com
ing both homozygous conditions). The G allele is in c
plete linkage disequilibrium with CCR5�32 and CCR2-64

1386-6532/$ – see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jcv.2004.05.021
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(McDermott et al., 1998). CCR2 is a minor coreceptor for
HIV infection. Although the virus does not use directly CCR2
for cell entry, it has been shown that disease progression is
delayed in patients with the CCR2-64I single amino acid
mutant (Mulherin et al., 2003). CCR2-64I is in linkage dise-
quilibrium with CCR5�32 (Smith et al., 1997). CXCL12 is
a ligand for CXCR4. CXCL12 3′A is a single base variant in
the 3′ untranslated region of the CXCL12 gene, which was
initially reported to delay progression to death in late stages
of infection (Winkler et al., 1998), but recent reports provide
evidence that it may accelerate the actual disease progression
(Mummidi et al., 1998; van Rij et al., 1998; Brambilla et al.,
2000; Ioannidis et al., 2001).

The effect of the above polymorphisms (CCR5�32,
CCR2-64I, CXCL12-3A and CCR5-59029G/A) on clinical
progression has been demonstrated more clearly in untreated
patients. In patients receiving highly active antiretroviral ther-
apy (HAART) there have been studies which reveal improved
immunological and virological responses in association with
the referred genes (Valdez et al., 1999; Guerin et al., 2000;
Kasten et al., 2000; O’Brien et al., 2000; Yamashita et al.,
2001; Van Vaerenbergh et al., 2002), in contrast to others
which find no such correlation (Bratt et al., 1998; Brumme
et al., 2001; Wit et al., 2002). In the present study, we in-
vestigated the potential influence of these polymorphisms on
the immunological and virological response to HAART in
a re-
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to asymptomatic status and satisfactory CD4 and VL counts
according to guidelines (Anon, 2002). Among the 149 treated
patients, 97 were treatment naı̈ve when initiating HAART and
52 had been given antiretroviral medication prior to HAART
administration. The patients given therapy had all received a
dual nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI) regi-
men for a mean time of 25.96 months (range 1–68 months)
before HAART. They switched their therapy to HAART by
changing at least one NRTI and adding a PI or an NNRTI. On
starting HAART, 113 patients were taking 2NRTIs plus 1PI,
33 were taking 2NRTIs and 1NNRTI and 3 patients were tak-
ing 2NRTIs plus 2PIs. Monitoring of CD4 and VL counts of
patients was performed according to standard guidelines for
HAART (Anon, 2002). During the study period six patients
died, of which five due to AIDS related illness (four with
lymphomas and one with mycobacterium avium infection).
Ethical approval was obtained from the local ethics board of
Syngros Hospital and all participants gave written informed
consent. The medical records and the genotyping results had
anonymous codes.

2.2. Blood collection and processing

Peripheral blood was collected in EDTA anticoagulated
tubes. Cell-free plasma was obtained by centrifugation
( 3 ◦ e
r mic
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t .
group of our patients at “A. Syngros” Hospital. We
ort here that in a subgroup of patients with baseline
01–500 cells/ml, CCR2-64I affected viral load suppres
nd CXCL12 3′A accelerated CD4+ T-lymphocyte resto

ion significantly, whereas the CCR5�32 and CCR5-5902
/A alleles had no statistically significant effect on the
ponse to HAART initiation.

. Material and methods

.1. Patients

“A. Syngros” Hospital is one of the major AIDS tre
ng hospitals in Greece. The study included 166 pat
ollowed-up in the HIV clinic of this hospital during a 3
onth period (October 2000–April 2003). The patient gr

onsisted of 141 males and 25 females; the mean age a
f diagnosis was 35.5 (19–71) years. The patients wer
ided in three groups according to CDC criteria (Anon, 1993)
ased on CD4 cell count. The mean baseline viral load
f the total group at HAART initiation was 157,313 cps
range <50–2,100,000 cps/ml). In the first CD4 group (C
–200 cells/ml) the median baseline VL at HAART initiat
as 342,243.7 cps/ml (range 2100–2,100,000 cps/ml); i
econd CD4 group (CD4: 201–500 cells/ml) the median b
ine VL was 77,426.38 cps/ml (range <50–600,000 cps
nd in the third group (CD4: >500 cells/ml) the med
L was 221,037.6 cps/ml (range 50–2,300,000 cps/ml).

il October 2002, 17 patients remained without therapy
1000 g for 20 min) and stored at−70 C until tested. Th
emaining blood cells were used for extraction of geno
NA.

.3. CD4 T-cell count and viral load estimation

HIV-1 RNA levels were measured in blood plasma us
NA amplification assays (Nuclisens-NASBA Diagnosti
D4+ T-cell count was determined by four-color flow

ometry using monoclonal antibodies from Becton Dickin
San Jose, CA, USA).

.4. DNA extraction and genotyping

DNA extraction was carried out according to previou
ublished methods (Saridaki et al., 2003). All specimens wer
xamined for the presence of amplifiable DNA. In each P
eaction two negative controls were employed to make
hat no contaminants were introduced in the initial PCR

The primers used in the study were

CCR5-�32F: 5′-GTGGTGACAAGTGTGATCAC-3′
CCR5-�32R: 5′-TTGTAGGGAGCCCAGAAGAG-3′
CXCL12F: 5′-CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3′
CXCL12R: 5′-AGCTTTGGTCCTGAGAGTCC-3′
CCR2F: 5′-TTGTGGGCAACATGATGG-3′
CCR2R: 5′-CTGTGAATAATTTGCACATTGC-3′
CCR5-59029F: 5′-CCCGTGAGCCCATAGTTAA
AACTC-3′
CCR5-59029R: 5′-TCACAGGGCTTTTCAACAGT
AAGG-3′.
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The reaction mix consisted of PCR buffer, 1.5 mM
MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 mM of each primer and
1.2 units/reaction Taq DNA polymerase (Invitrogen). The re-
action conditions were (a) for CCR5�32 an initial denatura-
tion at 94◦C for 3 min, and then 35 cycles at 92◦C for 30 s,
55◦C for 30 s, 72◦C for 30 s and finally extension 72◦C for
10 min (Huang et al., 1996), (b) for CXCL12-3A PCR con-
ditions as above with annealing temperature at 58◦C. PCR
products were digested by 10 units MspI/reaction (NEBS)
at 37◦C for 4 h (Winkler et al., 1998), (c) for CCR2-64I
3A PCR conditions as above with annealing temperature
at 52◦C. The products were digested with 10 units/reaction
BSaBI (NEBS) at 60◦C for 4 h (Shieh et al., 2000) and
(d) for CCR5-59029G/A PCR conditions as above with an-
nealing temperature at 60◦C. The reaction product was di-
gested with 10 units/reaction BSp1286I (NEBS) at 37◦C
for 5 h (McDermott et al., 1998). All PCR samples with
an undigested result were submitted to redigestion with
20 units/reaction of enzyme and overnight incubation. The
products of the digestion (CCR5-�32, CCR5-59029G/A and
CXCL12-3A) were visualized by agarose gel electrophoresis
(2%) and ethidium bromide staining. The CCR2-64I digest
was visualized in acrylamide gel electrophoresis and silver
staining.

2.5. Statistical analysis
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homozygotes, we examined the effect that the presence of
the allele conferred on patients versus the effect of the ho-
mozygous wild-type state.

3. Results

We performed genotyping for CCR5�32, CCR5-
59029G/A, CCR2-64I and CXCL12-3A in 166 individuals. A
summary of the genotyping results is shown inTable 1. The
distribution of genotype frequency was in agreement with
Hardy–Weinberg equilibrium in all the polymorphisms that
were analyzed.

We performed a separate Kaplan–Meier analysis for each
of the three patient categories of baseline CD4 at the time
of HAART initiation (first group ≤200 cells/ml, second
group = 201–500 cells/ml and third group >500 cells/ml), in
order to examine the effect of the polymorphisms on HAART
response in patients with similar start points.

Regarding the end-point defined by the time for the base-
line CD4 to increase to the next CD4 category (Fig. 1), we
found that patients with a baseline CD4≤200 and those
with a baseline CD4 >500 showed no statistically signifi-
cant difference in the presence or absence of the CCR5�32,
CCR2-64I, CXCL12-3A or CCR5-59029G variants. In pa-
t no
d s/ml
i CR2-
6 , we
o f
C f the
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S iving
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We defined baseline CD4 (time = 0) and baseline
time = 0) from the most recent measurement prior to HAA
nitiation (range: 1–4 months prior to therapy). Kaplan–M
nalysis was performed using three different end-point

ime from baseline CD4 to the first CD4 count that excee
he next CD4 category according to the CD4 categoriza
dopted in the CDC revised classification system 199
aseline CD4≤200 the time to first CD4 count >200,
00 < baseline CD4 <500 the time to first CD4 count≥500)
e defined this end-point as a criteria of therapy suc

ecause a patient who changes CD4 category has a
rognosis according to the CDC classification system. I
atient never reached this end-point, he was censored
ate of the last CD4 measurement, (ii) time to the first
etectable VL count (VL <50 cps/mm3). If the patient neve
eached this end-point, he was censored at the date of th
L measurement and (iii) time from first undetectable VL

he first following VL count >50. Patients that never reac
L <50 in the previous analysis were excluded from
nd-point (six patients). If a patient reached the cut-off p
ithout elevating the VL, he was censored at the date o

ast VL count. For all three end-points we defined the cu
oint as 30 months after HAART initiation. Additionally,
ll three end-points patients who died were censored a

ime of the last CD4 or VL count. For the VL end-poin
e stratified the analysis according to baseline CD4 co

category 1 = baseline CD4≤200, category 2 = baseline CD
200 and≤500 and category 3 = baseline CD4 >500).
ause of the small number of CCR2-64I and CXCL12
r

t

ients with a baseline CD4 of 201–500 cells/ml, we found
ifference in the time for CD4 to increase to over 500 cell

n the presence or absence of the CCR5-59029G and C
4I variants. However, in the same category of patients
bserved a significant (p = 0.0238,n = 69) acceleration o
D4 escalation above 500 cells/ml, in the presence o
XCL12-3A allele compared to the wild-type (mean 9± 2
nd 14± 2, respectively). In addition, we observed a tren

able 1
ummary of the genotyping results in the HIV patient groups rece
AART

CD4 count stratification according to CDC

>500 201–500 0–200 Total
31 (%) 71 (%) 47 (%) 149 (%)

CR5-�32
+/+ 29 (93) 65 (91) 42 (89) 136 (91)
+/D32 2 (7) 6 (9) 5 (11) 13 (9)
D32/D32 0 0 0 0

XCL12
+/+ 16 (51) 38 (54) 25 (53) 79 (53)
+/3A 13 (42) 29 (41) 20 (43) 62 (41)
3A/3A 2 (7) 4 (5) 2 (4) 8 (6)

CR2
+/+ 22 (71) 58 (81) 35 (74) 115 (78)
+/64I 8 (26) 12 (17) 12 (26) 32 (21)
64I/64I 1 (3) 1 (2) 0 2 (1)

CR5 59029
A/A 8 (26) 17 (24) 11 (24) 36 (24)
A/G 13 (42) 36 (51) 18 (38) 67 (45)
G/G 10 (32) 18 (25) 18 (38) 46 (31)
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Fig. 1. One minus survival plots of Kaplan–Meier analysis from patients with CD4 count 201–500, demonstrating the genotype effect on the end-point which
was defined as the time from baseline CD4 to the first CD4 count that exceeded the 500 cell/ml mark (according to the CD4 categorization adopted in the
CDC revised classification system 1993). (A) CCR2-64I; (B) CXCL12-3A; (C) CCR5-5�32 and (D) CCR5-59029G/A.p: Probability of the LogRank test,N:
number of patients and NS:p < 0.05.

the CCR5�32 allele to delay CD4 elevation compared to the
wild-type (mean 18± 5 and 11± 1, respectively), which nev-
ertheless was not statistically significant (p = 0.1324,n = 69).

Regarding the end-point defined by the time from HAART
initiation until the first VL count below the detection limit
(<50 cps/ml) (Fig. 2), we found no significant differences
between the chemokine variants and the wild-type in pa-
tients with a baseline CD4 of <200 cells/ml or >500 cells/ml.
In patients with a baseline CD4 of 201–500 cells/ml, we
found no effect of the CCR5�32 and CCR5-59029G vari-
ants on viral suppression. However, in the same category
of patients we demonstrated that the presence of a CCR2-
64I allele conferred a significantly more rapid VL reduction
than the homozygous wild-type condition (mean 3.5± 0.4
and 10.2± 1.4 months, respectively,p = 0.0183,n = 69). The
presence of the CXCL12-3A allele also tended to acceler-
ate VL reduction compared to the wild-type (7.4± 1.6 and
10.5± 1.7, respectively), but the result was not statistically
significant (p = 0.1035,n = 69).

Regarding the end-point defined by the time from the first
VL count under detectable limit until viraemia recurrence
(Fig. 3), we found no significant effect of the CCR5�32,

CCR5-59029G, CXCL12-3A and CCR2-64I variants in pa-
tients with a baseline CD4 <200 cps/ml or >500 cps/ml. In pa-
tients with a baseline CD4 of 201–500 cells/ml, we found no
effect of the CCR5�32, CCR5-59029G or CXCL12-3A alle-
les on the duration of viral suppression. On the other hand, in
the same category of patients, CCR2-64I carriers manifested
a significant delay in viraemia recurrence compared to the
wild-type (mean 28± 2 and 20± 2, respectively,p = 0.0482,
n = 63). Six patients were not included in this analysis because
they never achieved undetectable VL during their follow-up.

4. Discussion

We investigated four polymorphisms previously reported
to affect clinical progression in HIV-1 patients. We report
here that in a subgroup of patients CXCL12-3A and CCR2-
64I alleles continue to have a positive influence on clinical
progression after HAART initiation through more rapid CD4
restoration and stronger viral suppression, respectively. By
contrast, no significant protective effect was demonstrated
by the CCR5�32 or CCR5-59029G polymorphisms.
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Fig. 2. One minus survival plots of Kaplan–Meier analysis from patients with CD4 count 201–500, demonstrating the genotype effect on the end-point which
was defined as the time to the first undetectable VL count (VL <50 cps/mm3). (A) CCR2-64I; (B) CXCL12-3A; (C) CCR5-5�32 and (D) CCR5-59029G/A.
p: Probability of the LogRank test,N: number of patients and NS:p < 0.05.

To rule out the potential influence of medication prior to
HAART on our results, we performed separate Kaplan–Meier
analysis for therapy-naı̈ve patients and therapy-experienced
patients. There was no significant difference observed be-
tween the two groups (hence the data are not presented), al-
though stratification of the data according to the CD4 baseline
resulted in groups of patients too small for an accurate anal-
ysis. The fact that patients were analyzed in different groups
depending on the baseline CD4 levels also reduces possible
bias, as all members of each group had a similar immuno-
logical starting point. Moreover, all therapy-experienced pa-
tients started HAART regimens containing at least two new
antiretroviral agents. However, in our results, we must take
under consideration possible complications from linkage dis-
equilibrium, cohort effects, different viral strains, regimen
alterations due to side effects and subsequent compliance
problems.

4.1. Effect of CCR2-64I

The most profound observations were obtained in the
group of patients with a baseline CD4 of 201–500 cells/ml.
A significant protective effect of CCR2-64I was noted, man-
ifested by faster VL reduction to undetectable levels (VL

<50 cps/ml) (p < 0.0183,n = 69) and a prolonged period of
time until viraemia recurrence (p < 0.0482,n = 63). The sig-
nificance of this effect on sustaining undetectable VL levels
increased by increasing the cut-off point, because the remain-
ing patients were carriers of a CCR2-64I (p < 0.0286 with
no cut-off point). However, due to different follow-up dura-
tions and subsequent increased censorship after the 30-month
limit, we elected to retain the cut-off point at 30 months. This
effect has also been reported in a study of 25 HAART treated
patients in which it was found that CCR2-64I was present
only in the group of patients with a good response to HAART,
but not in the group with virological failure (Van Vaerenbergh
et al., 2002). Also, O’Brien et al. (2000)has reported a sim-
ilar effect of CCR2-64I in combination with the CCR5�32
and 59029G variants. On the contrary,Wit et al. (2002)found
no protective effect by the 64I allele in achieving faster VL
clearance, in preventing viraemia recurrence or in the extent
of CD4 escalation after 96 weeks of HAART.

4.2. Effect of CXCL12-3A′

We also observed that CXCL12-3A exerted a protective
role in HAART-treated patients with a baseline CD4 between
201 and 500 cells/ml by accelerating the restoration of CD4
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Fig. 3. Survival plots of Kaplan–Meier analysis from patients with CD4 count 201–500, demonstrating the genotype effect on the end-point which was defined
as the time from first undetectable VL to the first following VL count >50 cps/mm3. Six patients from the previous analysis were excluded from this end-point
because their VL never became undetectable. (A) CCR2-64I; (B) CXCL12-3A; (C) CCR5-5�32 and (D) CCR5-59029G/A.p: Probability of the LogRank test,
N: number of patients and NS:p < 0.05.

counts above the level of 500 cells/ml. This effect was sig-
nificant (p < 0.0238,n = 69), and it is the first time, to our
knowledge, that it has been reported in relation to HAART.
Lathey et al. (2001)reported a significant increase in the rate
of AIDS progression in homozygous patients receiving one
NRTI (non-HAART regimen). Also in a group of 272 patients
CXCL12-3A did not improve the rate of VL clearance. In-
stead it correlated with a slightly higher suppression failure
(O’Brien et al., 2000). In our study, CXCL12-3′A also re-
vealed a trend for more rapid VL decline (p < 0.1035,n = 69).
In view of the fact that this polymorphism involves CXCR4
receptors and affects X4 rather than R5 HIV-1 strains, the
precise role of the allele in relation to treatment and CD4
counts is of great interest and merits further investiga-
tion.

4.3. Effect of CCR5∆32

Although CCR5�32 had been expected to reveal a protec-
tive effect on the CD4-VL response, as in untreated patients,
our results indicated a trend (p = 0.1324,n = 69) of delayed

CD4 elevation in CCR5�32 carriers with a baseline CD4 of
201–500 cells/ml. Indeed, the role of CCR5�32 is not as pro-
found in HAART treated patients as it is in untreated individ-
uals. In other studies with heterozygous CCR5�32 patients
a higher immunological and virological response to HAART
has been reported (Valdez et al., 1999; Guerin et al., 2000;
Kasten et al., 2000; Yamashita et al., 2001). On the contrary,
Bratt et al. (1998)found no correlation between CCR5�32
and VL during the first 12 months of HAART. Similarly,
Brumme et al. (2001)found that CCR5�32 and CCR5 pro-
moter polymorphisms had no effect on viral suppression and
retention after HAART, whereasWit et al. (2002)found no
correlation between CCR5�32 and virological or immuno-
logical response to HAART. Although in our study the small
number of treated patients with the CCR5+/�32 genotype
(13 patients) does not allow us to conclude that CCR5�32
has no effect on the CD4-VL response, it is interesting that
in this group of 166 patients, 6 out of 19 CCR5�32 het-
erozygotes did not need HAART according to the Amer-
ican Department of Health and Human Services therapy
guidelines (Anon, 2002) (median follow-up duration = 59
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months), whereas only 11 out of 147 CCR5�32 negative pa-
tients could remain without therapy (median follow-up dura-
tion = 34 months) (p = 0.005,X2 Fisher exact test). It is pos-
sible that the ability of CCR5�32 heterozygotes to retain
satisfactory CD4 and VL counts, compared with wild-type
patients, keeps them therapy-naı̈ve, but virus-prevalent for
longer periods of time, thus affecting their primary response
to HAART when it is finally initiated. Studies with a larger
number of patients will be needed to provide further data on
the putative role of CCR5�32 during treatment.

4.4. Effect of CCR5-59029G/A

Similarly, the effect of CCR5 promoter polymorphism
59029G/A on the clinical progression of HAART treated pa-
tients is not clear.O’Brien et al. (2000)found that HAART
treated patients with CCR5+/+, CCR2+/+ and 59029A/A
genotype achieved smaller VL reductions in 24 weeks and
were less likely to sustain undetectable VL levels for more
than 6 months in comparison to patients with a CCR5�32,
CCR2-64I or 59029G allele, whereasBrumme et al. (2001)
found no protective effect as referred previously. In our study,
the 59029G variant did not correlate with improved HAART
response in either category of patients.

In the present study, all significant genotype associations
with improved HAART effectiveness were observed in the
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ABSTRACT

The chemokine polymorphisms CXCR6-3E/K, In1.1T/C, H7 haplotype, CX3CR1-V249I, and CX3CR1-T280M
have been shown to affect the course of HIV infection. We studied their influence on immunologic and viro-
logic response to HAART in a group of 143 HIV-1 patients. We performed Kaplan–Meier analysis using the
following end-point criteria: (1) time from HAART initiation to undetectable viral load (VL � 50 copies/ml),
(2) maximum duration of viral suppression, (3) time from HAART administration until CD4 elevation above
200 cells/�l for patients with baseline CD4 below 200 cells/�l and above 500 cells/�l for patients with base-
line CD4 between 200 and 500 cells/�l, respectively, and (4) time from HAART initiation until CD4 reduc-
tion below baseline values. Our results revealed an improved immunologic response to HAART in patients
with the CX3CR1-249I or CX3CR1-280M allele. On the contrary, patients with initial VL suppression due to
HAART showed a faster virologic failure in the presence of the CXCR6-3K allele. The In1.1T/C polymor-
phism and H7 haplotype did not reveal any specific effect on HAART response.

INTRODUCTION

MANY ADVANCES HAVE BEEN MADE in the understanding of
HIV infection and treatment. Highly active antiretroviral

treatment (HAART) has prolonged survival considerably and
reduced the overall HIV-related illnesses. The increasing
knowledge of HIV pathogenesis at the molecular level has pro-
vided new options for effective treatment.1 The chemokine net-
work is one of the major investigation areas because of its im-
plication in virus-cell entry and immune response mechanisms.
The best example to date is the chemokine receptor CCR5,
which is the main coreceptor in CD4-mediated cell invasion,
particularly in the primary and asymptomatic stage of the in-
fection.2 The chemokine receptor mutant allele CCR5�32 gen-
erates nonfunctional coreceptor conferring resistance to HIV-1
infection in homozygous individuals and delayed disease pro-
gression in heterozygous HIV-1-infected patients.3–8 Genetic
variants in the chemokine network that may influence HIV in-

fection are being actively pursued. CXCR6-E3K, In 1.1 T/C
(RANTES promoter), haplotype H7 (MCP-1, MCP-3, and 
eotaxin genes), CX3CR1-V249I, and CX3CR1-T280M are
chemokine-associated polymorphisms that have been reported
to affect aspects of HIV infection.

RANTES, a ligand for CCR5, competes with HIV-1 in core-
ceptor usage and may inhibit both cell entry of R5 virus strains9

and viral-mediated activation-induced cell death.10,11 In1.1-T/C
is a single nucleotide polymorphism (SNP) in the first intron
of the RANTES gene and affects gene transcription through dif-
ferential binding of nuclear proteins. The In1.1C allele has been
associated with rapid progression to AIDS by down-regulating
RANTES expression.12

CXCR6 is considered a secondary coreceptor used by all
HIV strains. It is expressed in lymphoid tissues, by Th1 and
Tc1 lymphocytes and subsets of NK cells, thus making those
subpopulations potential targets for HIV-1 infection.13–16

CXCL16, its natural ligand, is produced at various sites, 
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particularly during inflammation, rendering the complex
CXCR6-CXCL16 important for Th1-Tc1 and NK homing in
extralymphoid tissues and sites of inflammation.17–19 An SNP
designated CXCR6-E3K results in a nonconservative change
in codon 3 of the N-terminus of the coreceptor (CXCR6-3K).
The CXCR6-3K allele has been related to increased survival
from Pneumocystis carinii pneumonia (PCP) to death,
thereby suggesting reduced susceptibility to Pneumocystis
carinii.20

The chemokines MCP-1, MCP-3, and eotaxin have been
implicated in HIV-1 pathogenesis through chemotaxis and
cell activation. MCP-1 has been shown to enhance viral repli-
cation in peripheral mononuclear cells21 and has been asso-
ciated with neuronal impairment.22–24 On the other hand,
MCP-3 is a physical antagonist of CCR525 and has been
shown to inhibit HIV-1 replication.26 Their genes are adja-
cent and located on the long arm of chromosome 17, includ-
ing nine known SNPs, which present specific haplotypes.
Among these haplotypes, H7 is defined by the combination
of three alleles, at codons 2136, 767, and 1385 (MCP-1 pro-
moter-2136T, MCP-1 767G, and eotaxin promoter 1385A),
and occurs at a significantly higher frequency in multiply ex-
posed, noninfected individuals in comparison with serocon-
verters, suggesting a protective role of this haplotype on HIV-
1 infection.27

CX3CR1 is a receptor for the chemokine fractalkine and is
expressed on monocytes, lymphocytes, and neutrophils and
abundantly on glial cells and astrocytes. Fractalkine and
CX3CR1seem to play an important role in HIV-1-associated de-
mentia, immune cell recruitment, and possibly in infection ex-
pansion by acting as coreceptors in viral entry.28–30 CX3CR1-
V249I and CX3CR1-T280M are SNPs of the receptor. Their
role in HIV infection is not clear. It has been argued that they
exhibit a deleterious effect on the progression to AIDS,28,31–33

although protective or insignificant effects on HIV progression
have also been reported.31,34

All the above polymorphism effects have been studied
principally in established cohorts of untreated patients. Fur-
thermore, their influence has been evaluated mostly by us-
ing survival analysis in relation to clinical progression or
death end-points. After the introduction of HAART, the clin-
ical course of HIV-1 patients has changed dramatically by
increasing survival and reducing HIV-1-related illnesses,
making death and illness-defined staging less suitable for
polymorphism evaluation. Additionally, HAART alters viral
activity and affects immune processes. The contribution of
chemokine polymorphisms in response to HAART probably
differs from that in untreated patients. We have previously
applied immunologic and virologic markers [CD4� T cells,
viral load (VL)] to assess the impact of four chemokine-as-
sociated polymorphisms on the effectiveness of HAART.35

We established a significantly protective effect of CXCL12-
3A� and CCR2-64I on immunologic and virologic responses,
respectively, whereas the CCR5�32 and promoter CCR5-
59029G/A polymorphisms had no effect. In the present study,
we investigated the contribution of five chemokine poly-
morphisms, CXCR6-E3K, In 1.1 T/C, promEotaxin-
1385G/A (haplotype H7), CX3CR1-V249I, and CX3CR1-
T280M, in relation to immunologic and virologic responses
to HAART.

MATERIALS AND METHODS

Patients

“A. Syngros” Hospital is one the major HIV treatment cen-
ters in Greece. We studied retrospectively a group of 143 pa-
tients (123 males and 20 females) treated with HAART and fol-
lowed up by the HIV department of this hospital. The mean age
at the time of diagnosis was 41.2 (range 23–77) years. Fifty pa-
tients were therapy experienced, with regimens consisted of one
or two nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI). On
HAART initiation, 44 experienced patients were switched to a
2 NRTI � PI regimen (PI: protease inhibitor) and 6 patients
were switched to a 2 NRTI � NNRTI regimen (NNRTI: non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor). All new drug com-
binations included at least one NRTI agent the patient had not
been previously exposed to in combination with a PI or an
NNRTI. Among the therapy-naive patients, 71 started HAART
with a 2 NRTI � PI regimen and 22 with a 2 NRTI � NNRTI
regimen. The mean follow-up duration after HAART initiation
was 68.8 (11–109) months. Monitoring of patients’ CD4 and
HIV VL was performed according to standard guidelines.36 Eth-
ical approval was obtained from the local ethics board of the
“Syngros” Hospital. The medical records and the genotyping
results had anonymous codes.

CD4 T cell count and viral load estimation

HIV-1 RNA levels were measured in blood plasma using
RNA amplification assays (Nuclisens-NASBA Diagnostics).
CD4 T cell counts were performed by four-color flow cytom-
etry using monoclonal antibodies from Becton Dickinson (San
Jose, CA).

Blood collection, DNA extraction, and genotyping

Peripheral blood was collected from patients, stored, and
processed for DNA extraction as previously described.35 The
presence of amplifiable DNA was confirmed in all specimens.
Genotyping was performed by polymerase chain reaction (PCR)
and restriction fragment length polymorphism (RFLP) analy-
sis. Two negative controls were used for each PCR reaction to
exclude contamination. The primers used for the genetic anal-
ysis are presented in Table 1.

The PCR and RFLP conditions for each SNP were the fol-
lowing: (1) For RANTES-In1.1T/C: denaturation at 94°C for 3
min, 35 cycles of denaturation at 92°C, annealing at 54°C, ex-
tension at 72°C for 30 sec each, and final extension at 72°C for
10 min. The PCR product (342 bp) was incubated for 1 h at
37°C by MboII and in the presence of In1.1C cut into two frag-
ments (219 bp � 123 bp). (2) For CXCR6-E3K the same con-
ditions were used apart from the annealing temperature (51°C).
The PCR product (145 bp) was incubated at 37°C for 3 h by
HindIII and produced two fragments (121 bp � 24 bp) when
the 3K variant was present. (3) For haplotype H7 we detected
the variant 1385A in the promoter of eotaxin. According to
Modi et al.,27 haplotype H7 is defined by the unique combina-
tion of three variants, 2136T (MCP-1 promoter), 767T (MCP-
1 coding region), and 1385A (eotaxin promoter). In this com-
bination, the frequency of promEotaxin-1385A (0.193)
corresponds closely to the frequency of the H7 haplotype
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(0.192) in European Americans (EA). Therefore by genotyping
the patients for promEotaxin-1385A, we obtained an accurate
estimate of haplotype H7 presence. The PCR conditions for
promEotaxin-1385A were the same as for CXCR6-E3K, and
the PCR product was 279 bp. The 1385G variant creates an
MspI restriction site, and two fragments (153 bp � 126 bp) are
produced after incubation at 37°C for 4 h. (4) For CX3CR1-
V249I and CX3CR1-T280M, the PCR conditions were denat-
uration 3 min at 94°C and 35 cycles of 30 sec denaturation at
94°C, 40 sec annealing at 50°C and 55 sec extension at 72°C,
followed by 10 min final extension at 72°C. After digestion by
ACLI (37°C, 3 h) the 249V variant splits into two fragments
(205 bp � 383 bp), whereas the 249I variant remains undi-
gested (588 bp). Additionally, after digestion by BsmBI (55°C,

3 h), the 280T and 280M alleles are cut into three fragments
(75, 216, and 297 bp), and two fragments (216 and 372 bp), re-
spectively. All products were visualized on 2% agarose gel elec-
trophoresis (with the exception of CXCR6-E3K polymorphism
products, for which a 3% agarose gel was used) after ethidium
bromide staining. To confirm the digestive efficiency of each
restrictive enzyme, we used plasmid DNA containing the equiv-
alent restriction site as a positive control in each digestion.

Statistical analysis

We defined baseline CD4 and baseline VL (time � 0) from
the most recent measurements prior to HAART initiation
(range: 1–4 months prior to therapy). Using baseline CD4 we
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TABLE 1. GENOTYPING RESULTS IN HIV-1 PATIENTS RECEIVING HAART

CD4 categories according to CDC

Cat1: �500 Cat2: 200–499 Cat3: 0–199 Total
n/(%) n/(%) n/(%) n/(%)

CXCR6-E3K
E/E 28 (100) 69 (97) 39 (90) 136 (96)
E/K 2 (3) 2 (5) 4 (3)
K/K 2 (5) 2 (1)
Total 28 71 43 142 
Allele f(�1385A) � 0.028

frequency

In1.1
TT 22 (82) 56 (78) 33 (77) 111 (78)
TC 3 (11) 14 (19) 9 (21) 26 (18)
CC 2 (7) 2 (3) 1 (2) 5 (4)
Total 27 72 43 142 
Allele f(�1385A) � 0.127

frequency

promEotaxin-1385G/A (H7 haplotype)
GG 19 (68) 47 (65) 29 (67) 95 (66)
AG 7 (25) 21 (29) 12 (28) 40 (28)
AA 2 (7) 4 (6) 2 (5) 8 (6)
Total 28 72 43 143 
Allele f(�1385A) � 0.196

frequency

CX3CR1-V249I
VV 17 (61) 37 (51) 22 (51) 76 (53)
VI 9 (32) 33 (46) 18 (42) 60 (42)
II 2 (7) 2 (3) 3 (7) 7 (5)
Total 28 72 43 143
Allele f(�1385A) � 0.258

frequency

CX3CR1-T280M
TT 21 (75) 49 (68) 31 (72) 101 (71)
TM 7 (25) 21 (29) 11 (27) 39 (27)
MM 2 (3) 1 (1) 3 (2)
Total 28 (%) 72 (%) 43 (%) 143 (%)
Allele f(�1385A) � 0.157

frequency



defined three groups according to CDC criteria for CD4 stag-
ing. The first, second, and third category included patients with
baseline CD4 �500, 200–499, and �200 cells/mm3, respec-
tively. We performed Kaplan–Meier analysis using four end-
points: (1) Virologic success, defined as the time from HAART
initiation to the first VL count below the detectable threshold
(50 cps/mm3). (2) Virologic failure, defined as the time from
the first undetectable VL to the second consecutive VL count
above 50 cps/mm3. We used two consecutive VL counts above
50 cps/mm3 in a 1–3 month interval as a definition for viro-
logic failure in order to avoid bias from viral blibs. (3) Immu-
nologic success, defined as the time from HAART to the first
CD4 measurement that exceeds the next CD4 category (if base-
line CD4 �200, time until first CD4 	200; if baseline CD4 is
200–499, time until first CD4 �500). (4) Immunologic failure,
defined as time from HAART initiation until the second con-
tinuous CD4 measurement, which fell below baseline level.

Patients who did not manage to reach the end-point were
censored on the date of last CD or VL measurement. Five pa-
tients who did not suppress VL to undetectable levels were ex-
cluded from the virologic failure analysis (second end-point).
One therapy experienced patient had baseline VL �50 and was
excluded from analysis of VL success (first end-point). The pa-
tients who had baseline CD4 �500 (see Table 1) were excluded
from the analysis of immunologic success (third end-point). Sta-
tistical significance was estimated by the log rank test. Analy-
sis was performed using SPSS software (edition 11.0 for Win-
dows).

RESULTS

Genotyping analysis was performed on 143 patients for the
variants RANTES-In1.1T/C, CXCR6-E3K, promEotaxin-
1385G/A, CX3CR-V249I, and T280M. The results are pre-
sented in Table 1. The allele frequency for each polymorphism
was 0.028 for CXCR6-3K, 0.127 for In1.1C, 0.196 for promEo-
taxin-1385A, 0.258 for CX3CR1-249I, and 0.157 for CX3CR1-
280M. The CX3CR1-V249I and CX3CR1-T280M polymor-
phisms were in linkage disequilibrium and CX3CR1-280M was
never found on the same haplotype with CX3CR1-249V, al-
though CX3CR1-249I was found with CX3CR1-280T. Because
of the small allele frequency of CXCR6-3K, we examined the
effect on HAART response associated with the presence of the
-3K allele versus the homozygous wild type.

Regarding the end-point, defined as the time from HAART
initiation until CD4 exceeds the next category (if CD4 �200,
the time until CD4 �200 but �500, if CD4 200–499 the time
until CD4 �500), we found that the presence of the 249I and
280M allele was associated with a rapid CD4 elevation, pre-
dominantly in homozygous states (mean 3 
 1, 3 
 2 for 249I/I
and 280M/M versus 16 
 2, 19 
 3 in homozygous wild types,
respectively). This association was statistically significant (p �
0.0014 for V249I and p � 0.0241 for T280M) (Fig. 1A and B,
respectively). The remaining polymorphisms showed no such
effect on immunologic response to HAART initiation.

Regarding the end-point, defined as the time from the first
VL �50 cps/mm3 until the second VL 	50 cps/mm3, we found
a significant association between the CXCR6-3K and faster VL
recurrence. Patients bearing the CXCR6-3K allele showed

faster detectable viremia than those homozygous for the com-
mon CXCR6-3E allele (mean 19 
 6 and 48 
 3 months, re-
spectively, p � 0.0359, n � 137) (Fig. 1C). On the contrary,
In1.1T/C, promEotaxin-1385G/A, CX3CR1-V249I, and
CX3CR1–T280M polymorphisms showed no such correlation.

Regarding the two end-points, defined as the time from
HAART initiation until the first VL below 50 cps/mm3, and the
time from HAART initiation until CD4 fell under baseline, we
found no significant correlation between the polymorphism
genotypes and virologic success or immunologic failure, re-
spectively.

Additionally we used the same end-points to compare
HAART response between therapy-naive and therapy-experi-
enced patients. We found that therapy-naive patients reached
undetectable VL levels faster (p � 0.023, mean time for naive
and experienced patients was 11 
 2 and 18 
 3 months re-
spectively), sustained undetectable VL longer (p � 0.003, mean
time for naive and experienced patients 53 
 4 and 33 
 4
months, respectively), and increased CD4 counts faster (p �
0.033, mean time for naive 13 
 2 and for experienced patients
23 
 4 months) than therapy-experienced patients. On the con-
trary, we compared patients receiving 2 NRTI � PI with pa-
tients receiving 2 NRTI � NNRTI regimens using the same
end-points and found no significant difference in HAART re-
sponse (data not shown). Unfortunately, performing Kaplan–
Meier analysis for the chemokine polymorphisms using the pa-
tient subgroups as strata (therapy naive vs. experienced or 
2 NRTI � PI vs. 2 NRTI � NNRTI) resulted in small sub-
groups with small statistical power due to the small initial sam-
ple size. 

DISCUSSION

In the present study, we retrospectively investigated the im-
pact of five chemokine polymorphisms on the immunologic and
virologic response to HAART of a group of 143 patients. We
observed that patients bearing the CXCR6-3K variant could not
sustain undetectable VL as long as the common variant, whereas
CX3CR1-249I and CX3CR1-280M correlated with faster CD4
escalation. Additionally, the In1.1 and promoter eotaxin
1385G/A polymorphisms were not found to affect CD4 or VL
response to HAART.

The presence of the CXCR6-3K allele was associated with
impaired viral suppression after HAART in our study. The mean
duration of undetectable VL was 48 
 3 in CXCR6-3E ho-
mozygous patients (n � 131) and only 19 
 6 in patients het-
erozygous or homozygous for the CXCR6-3K allele (n � 6).
This effect was significant (p � 0.0359), and it is the first time,
to our knowledge, that it has been reported in relation to
HAART. The remaining three end-points were not affected by
the CXCR6-3K allele. Duggal et al.,20 on the contrary, reported
a protective effect of the CXCR6-3K allele on the time from
PCP to death in a group of 60 African-American (AA) HIV-1
patients who died from PCP and did not receive HAART. The
nonconservative Glu-to-Lys change in the extracellular domain
of the receptor may well affect CXCR6 function as coreceptor
for HIV-1 (permitting expansion of HIV-1-infected cells) or af-
fect the CXCR6-related response of Th1, Tc1, and NK cells to
signaling pathways induced by CXCL16, thus altering immune
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reactions to HIV-1 infection. In our group of patients, the fre-
quency of CXCR6-3K was found to be 2.8% and demonstrated
a deviation from the Hardy–Weinberg equilibrium (p � 0.001,
expected E/K � 8, expected KK � 1). In contrast with our
study, Duggal et al.20 found the allelic frequency of CXCR6-
3K to be 44% in a cohort of 805 AA, with no HW disequilib-
rium deviation, and less than 1% in EA, without mentioning
HW tests in EA. The deviation observed could be attributed to
the small allele frequency and random selection. Alternatively,
the small number of heterozygotes may reflect the negative im-
pact of the -3K allele on the course of infection.

The CX3CR1-249I and CX3CR1-280M variants, in our study
were associated with a favorable effect on HAART response in
comparison to the CX3CR1-249V and CX3CR1-280T alleles,
respectively. The effect was more profound in the homozygous
states. The mean time from HAART initiation to CD4 escala-
tion above the next CDC category was 3 
 1 months for

CX3CR1-249I/I and 3 
 2 months for CX3CR1-280M/M (or
homozygous 280M haplotype) versus 16 
 2 for CX3CR1-
249V/V and 19 
 3 for CX3CR1-280T/T (p � 0.0014, p �
0.0241, respectively). In contrast, no correlation was observed
between the allele genotypes and virologic success or virologic
and immunologic failure. Additionally, our findings on allele
frequencies (f(249I) � 0.258, f(280M) � 0.157) and linkage dis-
equilibrium between the CX3CR1-249I and CX3CR1-280M
variants are in agreement with previous reports.31,37 The role
of these polymorphisms is still under debate. Faure et al.28,31

repeatedly reported a deleterious effect of the homozygous
CX3CR1-280M state on disease progression to AIDS in cohorts
of untreated patients. Brumme et al.33 studied the immunologic
and virologic response to HAART in a group of 461 treatment-
naive patients showing a higher rate of immunologic failure
(defined as CD4 reduction below baseline levels) in the ho-
mozygous CX3CR1-249I patients. A faster progression to AIDS
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FIG. 1. (A,B) One minus survival plots of Kaplan–Meier analysis demonstrating the effect of CX3CR1-V249I (A) and CX3CR1-
T280M (B) on the end-point defined as the time from HAART initiation until the CD4 count exceeded 200 cells/�l, if baseline
CD4 had been 0–199 cells/�l, or until CD4 exceeded 500 cells/�l, if baseline CD4 had been between 200 and 499 cells/�l. (C)
Survival plot of Kaplan–Meier analysis demonstrating the effect of CXCR6-E3K on the end-point defined as the time from the
first undetectable VL count (�50 cps/mm3) after HAART initiation until the second continuous VL count exceeding 50 cps/mm3.
(D) Agarose gel electrophoresis and staining with ethidium bromide for the CX3CR1-V249I and CX3CR1-T280M polymor-
phisms.



in association with the CX3CR1-249I allele was also reported
by Singh et al.32 in a cohort of HIV-1-infected children re-
ceiving non-HAART regimens. On the contrary, McDermott et
al.38 reported a slightly delayed progression to AIDS and all
cause death in untreated patients bearing the CX3CR1-280M
haplotype. This was considered to be consistent with reduced
activity of the mutant receptor in comparison with the wild-type
receptor, as demonstrated in HIV fusion assays. Although Kwa
et al.39 found no correlation between the CX3CR1-249I280M
haplotype and progression to AIDS or death, Vidal et al.34

found an increased frequency of CX3CR1 249I in long-term
nonprogressors, suggesting a protective effect by the -249I vari-
ant. Interestingly, in our group of patients, the correlation be-
tween 249I and improved CD4 restoration exhibited a higher
significance (p � 0.0014) than 280M (p � 0.0241). Indeed,
rapid CD4 escalation was observed even in patients with 249I
and without 280M. On the contrary, the effect of 280M alone
could not be demonstrated because all 280M haplotypes con-
tain 249I. This suggests that the protective effect of the tightly
linked CX3CR1-249I280M haplotype is mainly attributed to the
249I variant.

We genotyped our patients for the 1385G/A polymorphism
in the eotaxin promoter region and found a frequency of 19.6%
for the 1385A allele, which is in agreement with a previously
reported frequency.27 Although 1385A is one of three variants
characteristic of H7 (the other two being 2136T and 767G), we
considered it alone to represent the frequency of H7 accurately,
because among the eight haplotypes (H1–H8) described, 1385A
is found only on H7 with an almost identical allele and haplo-
type frequency (0.193 for 1385A and 0.192 for H7).27 In the
statistical analysis that followed, no significant correlation was
established between the promEotaxin-1385G/A polymorphism
and any of the selected end-points, and therefore haplotype H7
was not shown to have any profound effect on the immuno-
logic and virologic markers of HAART success. In contrast,
Modi et al.27 reported the increased presence of H7 in highly
exposed uninfected individuals, implicating it in resistance to
infection. Similarly, we found In1.1C at a frequency of 12.7%,
in agreement with the frequency reported previously.12 Addi-
tionally, the In1.1T/C polymorphism did not exhibit any sig-
nificant correlation with HAART response with respect to the
four end-points employed. According to An et al.12 the In1.1C
variant is located in an expression-regulating element (intron 1)
of the RANTES gene and results in down-regulation of
RANTES transcription through differential binding of nuclear
proteins. This resulted in accelerated progress to AIDS in co-
horts of untreated patients. We did not find similar effects in
relation to HAART. However, our study is only the first report
on the impact of H7 haplotype and In1.1C/T on the treatment
of HIV-1 infection and our findings await confirmation from
larger cohorts.

The present study was performed exclusively in white pa-
tients and our observations may be restricted to equivalent pop-
ulations. It must be noted, also, that certain limitations apply to
our results. All treatments applied were in accordance with rec-
ommended guidelines for maximal viral suppression.36 We ex-
amined the possibility of bias due to different antiviral treat-
ment and compared patients treated with 2 NRTI � PI versus
patients with 2 NRTI � NNRTI using the same end-points ap-
plied above but found no significant difference between the two

groups. Still, bias due to different regimen components and sub-
optimal patient compliance with therapy cannot be excluded.
Additionally, therapy-naive patients revealed improved out-
comes in comparison to therapy-experienced patients. Unfor-
tunately, separate Kaplan–Meier analysis of the two patient
groups (therapy naive–experienced) for the chemokine poly-
morphisms resulted in small subgroups with small statistical
power due to the smallADDIN initial sample size. Studies with
larger patient samples are needed to confirm our findings.

In conclusion, we studied the effect of five chemokine poly-
morphisms previously reported to affect HIV-1 disease pro-
gression on the response to HAART initiation in a group of 143
patients with prolonged follow-up. Using Kaplan–Meier anal-
ysis, we found that the CXCR6-3K allele correlated with a
shorter duration of viral suppression. The CX3CR1-280M and
CX3CR1-249I variants were shown to confer improved immu-
nologic response, in terms of faster initial CD4 elevation. No
correlations were observed between HAART response and the
In1.1T/C or the eotaxin promoter 1385G/A (haplotype H7)
polymorphisms. Our results may provide useful information on
the role of polymorphisms in the chemokine network and their
implications in HIV pathogenesis, particularly during HAART
treatment. 
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