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Lista  delle  abbreviazioni

aa anni

Abs anticorpi

ADA Adenosina  Deaminasi

APC cellule  presentanti  l’antigene

Atg antigene

CMV Cytomegalovirus

FSC forward  scatter

ICAM molecola  di  adesione  intercellulare

LFA-1 Integrina  alfa-1

MAbs anticorpi  monoclonali

MCMV Cytomegalovirus  murino

µl microlitro

PBMc cellule  mononucleate  del  sangue  perifeirco

pz paziente/i

qtà quantità

SSC side  scatter

TCR recettore  linfociti  T

TN linfociti  T  naive

TEM linfociti  T  di  memoria  effettrici

TCM linfociti  T  di  memoria  centrali

TEMRA linfociti  T  di  memoria  terminalmente  differenziate

TNFR recettore  del  tumor  necrosis  factor

WB wash  buffer



1.  Introduzione

1.1.  Sistema  immunitario

Il sistema immunitario si è sviluppato con il compito di mantenere, preservare e ripristinare                                      

l’integrità dell’organismo in seguito all’attacco di agenti esterni. Nell’ambiente che ci circonda                                

sono presenti moltissimi patogeni che possono aggredire l’ospite attraverso la messa in opera di                                      

molti meccanismi patologici (Fig. 1.1). Non sorprende, quindi, che il sistema immune utilizzi un                                      

complesso assortimento di meccanismi protettivi per controllare ed eliminare tali organismi.                             

Tutti questi meccanismi si fondano sul riconoscimento di caratteristiche strutturali proprie dei                                

patogeni  che  li  contraddistinguono  dalle  cellule  dell’ospite  (Abbas  et  al.,  2000).

  

Fig. 1.1. Il sistema immunitario ci difende da agenti infettivi e sostanze dannose che                                      

aggrediscono  il  nostro  corpo.

La difesa nei confronti dei microbi si basa su risposte precoci mediate dall’immunità innata e su                                            

risposte più tardive mediate dall’immunità specifica. L’immunità innata consta di meccanismi                             

preesistenti alle infezioni, capaci di reagire con rapidità ai microbi, mentre l’immunità specifica o                                      

adattativa è attivata in maniera selettiva dai differenti agenti microbici, e le sue risposte vengono                                         

potenziate dalla ripetuta esposizione a uno stesso antigene (Fig. 1.2). Anche se le risposte                                      

immunitarie, innata e adattativa, sono fondamentalmente differenti nei loro meccanismi di                             

azione, la sinergia tra di loro è essenziale affinché si attui una risposta immune integra e                                            

pienamente  efficace  (Abbas  et  al.,  2000).
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Fig.  1.2.  Interazione  tra  sistema  immunitario  innato  e  adattativo  (Kaisho,  2007)

1.1.1.  Immunità  innata

L’immunità innata fornisce la prima linea difensiva contro i microbi. Fanno parte del sistema                                      

immunitario innato: a) barriere fisico/chimiche dell’organismo, come le barriere epiteliali e le                                

sostanze antimicrobiche da esse prodotte;; b) cellule ad attività fagocitica (neutrofili, macrofagi) e                                   

le cellule ad attività citotossica naturale (NK, natural killer);; c) proteine solubili e piccole                                      

molecole bioattive (complemento, defensine) che sono presenti nei fluidi biologici sia                             

costitutivamente che rilasciate dalle cellule una volta attivate;; d) numerose proteine denominate                                

citochine, che regolano e coordinano molte cellule dell’immunità innata. I meccanismi                             

dell’immunità innata sono attivati da strutture molecolari comuni a gruppi di microbi simili tra                                      

loro, e non possono discriminare le sottili differenze che esistono tra le diverse sostanze estranee                                         

(Abbas  et  al.,  2000).

1.1.2.  Immunità  specifica

L'immunità specifica, nota anche come immunità acquisita o immunità adattativa, è una risposta                                   

immunitaria caratterizzata dal suo adattamento a ciascuna infezione ed è generalmente più                                

efficace e più specifica dell’immunità innata, seppure impieghi più tempo di quest'ultima per                                   

agire. Le sue caratteristiche sono: a) la sua specificità per le diverse macromolecole, b) la                                         

capacità di avere una memoria immunitaria, ossia di rispondere sempre in maniera più potente in                                         

occasione  di  ripetute  esposizioni  a  uno  stesso  microbo  (Abbas  et  al.,  2000).
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Si divide a sua volta in immunità umorale ed immunità cellulomediata. L’immunità umorale è                                      

mediata dai linfociti B dal loro prodotto si secrezione, gli anticorpi, che riconoscono                                   

specificatamente gli antigeni microbici, neutralizzandone infettività e destinandoli                    

all’eliminazione da parte di meccanismi effettori;; essa serve per la difesa contro i microbi                                      

extracellulari  (Sprent,  1994).

L’immunità cellulare è mediata dai linfociti T e dai loro prodotti, quali le citochine, ed è                                            

importante nella difesa dei microbi intracellulari che proliferando e sopravvivendo all’interno dei                                

fagociti  sono  inaccessibili  agli  anticorpi  circolanti  (Abbas  et  al.,  2000).

1.2.  Linfociti  T

I linfociti sono le uniche cellule dell’organismo capaci di riconoscere specificatamente e di                                   

distinguere i diversi determinanti antigenici, quindi essi sono responsabili delle due                             

caratteristiche che definiscono le risposte immunitarie: la specificità e la memoria (Askonas et al.                                      

1982;;  Tough  et  al.,  1995;;  Abbas  et  al.,  2000).

La popolazione dei linfociti T è definita dall’espressione del recettore di superficie TCR αβ                                      

(Kruisbeek, 1993). I linfociti Thanno origine nel midollo osseo e derivano da progenitori                                   

ematopoietici, ma è nel timo che vanno incontro a un processo di selezione e maturazione nel                                            

timo  (Abbas  et  al.,  2000).

La differenziazione dei linfociti T antigene-indipendente si realizza nel timo a partire da                                   

precursori di origine midollare e porta alla produzione di sottopopolazioni funzionalmente                             

diverse di linfociti T maturi che migrano negli organi linfoidi periferici (Schwarz et al., 2006).                                         

Tale processo si articola in tre fasi: a) colonizzazione del timo da parte di precursori                                         

commissionati in senso T e indotti a proliferare e differenziare dalle influenze del microambiente                                      

timico;; b) formazione del repertorio immunologico T attraverso il riarrangiamento dei geni che                                   

codificano per le catene eterodimeriche del TCR (α/β o γ/δ), analogamente a quanto si verifica                                         

per le regioni variabili delle Ig nella linea B, assicurando in tal modo la specificità di                                            

riconoscimento;; c) selezione del repertorio immunologico T attraverso una serie di processi di                                   

reciproco riconoscimento di strutture di membrana tra il compartimento T (TCR) e le cellule                                      

accessorie  epiteliali  e  interdigitate  (MHC)  (Abbas  et  al.,  2000).

La selezione positiva seleziona le cellule T capaci di interagire con le MHC presentate dalle                                         

cellule stromali timiche (Kruisbeek, 1993). Solo i linfociti che interagiscono con un’affinità                                

adeguata con gli antigeni self e le MHC ricevono un segnale di sopravvivenza e sono                                         

selezionate positivamente, mentre quelle che hanno una scarsa affinità vanno incontro ad                                

apoptosi  (Starr  et  al.,  2003).
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Fig.  1.3.  Classificazione  dei  linfociti  T  (adattata  da  Zamoyska,  2003).

I linfociti T possono essere ulteriormente suddivisi in base alla presenza di molecole accessorie,                                      

CD4 o CD8, sulla loro superficie (Fig. 1.3). I CD4 riconoscono MHC di classe II che sono                                               

espresse sulle APC (cellule presentanti l’antigene) mentre i CD8 MHC di classe II, che sono                                         

espressi nella maggior parte delle cellule mononucleate. L’espressione del CD4 o del CD8 da                                      

parte del linfocita dipende da chi gli abbia presentato i peptidi self, se le MHC II o MHC I,                                                     

durante  la  selezione  positiva  (Starr  et  al.,  2003).

I CD4 possono ulteriormente essere differenziati in diverse sottopopolazioni, in relazione ai                                

markers di superficie e alla loro abilità di produrre chemochine e citochine. La maggior parte dei                                            

CD4 secerne citochine che attivano APC, macrofagi, linfociti B e CD8. Una piccola                                   

proporzione dei CD4, i linfociti T regolatori, ha lo scopo di inibire la risposta immunitaria                                         

(Abbas et al., 2000). I CD8, sono chiamati anche linfociti T citotossici (CTL) e manifestano                                         

questa loro attività nei confronti delle cellule infettate da microbi intracellulari e contro le cellule                                         

tumorali, ma esistono in questa popolazione anche cellule che regolano negativamente le                                

risposte  immuni  ovvero  le  cellule  soppressorie  (Abbas  et  al.,  2000).

1.2.1.  Attivazione  dei  linfociti  T

Le risposte funzionali dei linfociti T si avviano grazie al riconoscimento dei complessi                                   

MHC-peptide esposti sulla membrana delle APC. In seguito all’interazione del linfocita con                                

l’APC si innesca una cascata di eventi molecolari intracitoplasmatici il cui fine è l’attivazione, la                                         

proliferazione, la differenziazione delle cellule vergini in cellule effettrici e in cellule T di                                      

memoria  (Abbas  et  al.,  2000).

Una volta attivati i linfociti sono capaci di risposte biologiche e funzionali estremamente                                   

complesse.

La proliferazione e la differenziazione dei linfociti T, oltre al primo segnale prodotto dal                                      

riconoscimento dell’antigene, richiedono segnali forniti da molecole espresse sulle APC, dette                             

molecole costimolatorie. In assenza di segnali costimolatori, le cellule T che incontrano                                

l’antigene non riescono a rispondere e muoiono per fenomeni apoptotici o entrano in uno stato                                         

di  non  responsività  detta  anergia  (Abbas  et  al.,  2000).
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Un importante segnale costimolatorio è la molecola CD28, espressa sui linfociti T, che                                   

interagisce con le molecole costimolatorie B7 presenti sulla membrana delle APC attivate                                

(Linsley et al., 1993). Il CD28 trasmette un segnale che stimola la proliferazione dei linfociti T,                                            

la produzione di IL-2, e la differenziazione a cellulle effettrici. Il CD28 favorisce anche                                      

l’esposizione di altre molecole costimolatorie, come il ligando CD40 (CD40L) e il costimolatore                                   

inducibile, creando un feedback positivo e aumentando le interazioni con le APC (Noelle et al.,                                         

1992). Il costimolatore inducibile aumenta la secrezione di citochine e la generazione di cellule                                      

T della memoria. Un’altra molecola costimolatoria è rappresentata dal CD27 che si lega con il                                         

CD70 presente sulle cellule B, la cui espressione aumenta dopo la stimolazione, e questo                                      

segnale potenzia l’attivazione, la proliferazione e la stimolazione dei linfociti T (Martorell et al.,                                      

1990,  Lens  et  al.,  1998)  (Fig.  1.4).

Fig. 1.4.Molecole costimolatorie e recettori che mediano l’attivazione dei linfociti T (adattata da                                      

Haanen  et  al.,  2007).

1.2.2.  Sottopopolazioni  linfocitarie

Per aumentare le probabilità di incontrare l’antigene, i linfociti circolano continuamente                             

attraverso i vari tessuti. Le cellule che non hanno ancora incontrato l’antigene sono dette T                                         

naïve (TN). Le TN sono una sottopopolazione molto omogenea, che non presentano funzioni                                   

effettrici. In seguito all’incontro con l’antigene, che avviene tramite il riconoscimento dei                                

complessi MHC-peptide espressi sulla membrana delle APC professionali presenti nei linfonodi,                             

è stimolata la risposta primaria dei linfociti T (Abbas et al., 2000). Le principali conseguenze                                         

dell’attivazione delle TN sono la proliferazione delle cellule del clone antigene specifico e la sua                                         

differenziazione in cellule di memoria e cellule effettrici (Stemberger et al., 2007). Dopo la                                      

clearance dell’antigene, la maggior parte delle cellule effettrici muore per apoptosi (Fig. 1.5) e                                      

solo una parte sopravvive e si differenzia in cellule di memoria che proteggono, nel corso della                                            

vita,  l’organismo  dallo  stesso  patogeno  (Harari  et  al.,  2002).
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Fig.  1.5.  Fasi  della  risposta  immunitaria  (Abbas  et  al.,  2000).

Queste cellule di memoria sono responsabili della risposta immune secondaria, ossia della                                

risposta più rapida e più potente che si verifica in occasione di una nuova esposizione                                         

all’antigene  (Berard  et  al.,  2002).

Vi sono due popolazioni di cellule T destinate alla memoria: le cellule T effettrici (TEM) e                                            

quelle della memoria centrale (TCM). Le cellule TEM migrano in periferia e danno un adeguato                                         

supporto nei confronti di patogeni, mostrando immediatamente funzioni effettrici producendo                          

citochine. Le TCM esprimono “lymphnode-homing receptors”, e se stimolate dalle APC non                                

mostrano immediate funzioni effettrici ma proliferano e differenziano in TEM possono migrare                                

nei tessuti periferici (Sallusto et al., 1999). In tal modo, esse costituiscono gli elementi cellulari                                         

di riserva per la popolazione di cellule effettrici. Vi è un’ulteriore popolazione di cellule T detta                                            

cellule T di memoria terminalmente differenziate (TEMRA), che hanno una scarsa capacità                                

replicativa e elevata attività citotossica (Akbar & Fletcher, 2005;; Tomiyama et al., 2002) (Fig.                                      

1.6). I diversi markers di superficie permettono di classificare le diverse sottopopolazioni                                

linfocitarie.
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Fig.  1.6.  Sottopopolazione  dei  linfociti  T  e  le  loro  funzioni  (adattata  da  Tomiyama  et  al.,  2002).

1.2.2.1.  CD45R

Il CD45R, è stato il primo recettore simile alle proteine tirosin-kinasi a essere identificato. Il                                         

CD45R è espresso su tutte le cellule ematopoietiche e ricopre fino al 10% della superficie,                                         

rappresentando una delle glicoproteine di superficie maggiormente presente (Thomas, 1989). Il                             

suo ligando non è stato ancora identificato, ma il target intracellulare sono le famiglie delle                                         

Src-kinasi,  coinvolte  nell’attivazione  del  TCR  (McNeill  et  al.,  2007).

Del CD45R ve ne sono due isoforme: CD45RA la più grande, e la CD45RO la più piccola                                               

(Hermiston et al., 2003). Alcuni esperimenti hanno mostrato una maggior espressione del                                

CD45RA (Fig. 1.7) sui linfociti T naïve e uno shift verso l’isoforma CD45RO nelle cellule T                                            

experienced  (Dutton  et  al.,  1998).

Fig. 1.7. Espressione del CD45RA del CD45RO sulle T naïve e T di memoria (Dutton et al.,                                               

1998).

1.2.2.2.  Molecole  costimolatorie:  CD27,  CD28,  CD26,  CD95

Il CD27 e il CD28 sono dei recettori espressi sui linfociti T, in grado di interagire                                            

rispettivamente con le molecole costimolatorie CD70 e con il B7 presenti sulla membrana delle                                      

APC professionali (Abbas et al., 2000;; Haanen et al., 2007) e sono importanti molecole                                      

costimolatorie. Queste molecole sono presenti sui CD8 ed i CD4 naive, ma in risposta allo                                         
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stimolo la loro espressione diminuisce sulla superficie (Appay et al., 2002;; Azuma et al., 1993).                                         

I CD4 differenziati perdono dapprima l’espressione del CD27 ed in seguito dei CD28, mentre i                                         

CD8  prima  il  CD28  e  poi  il  CD27  (Appay  et  al.,  2002;;  Khan  et  al.,  2002).

1.2.2.3.  Molecole  di  adesione  e  di  homing:  CCR7,  CD62L  e  CD11a

I linfociti migrano in continuazione tra il torrente ematico, i vasi linfatici, i tessuti linfoidi                                         

secondari e i tessuti non linfoidi periferici. Questo ricircolo linfocitario permette al piccolo                                   

numero di linfociti naïve di cercare il loro specifico antigene attraverso il corpo. Differenti                                      

sottopopolazioni T migrano in modo diverso verso vari tessuti. Le TN, ad esempio, non sono                                         

capaci di produrre una risposta immunitaria fino a quando non vengono attivati, pertanto non                                      

devono arrivare ai tessuti infiammati, mentre hanno bisogno di interagire con le cellule                                   

dendritiche degli organi linfoidi secondari. Alcuni linfociti, invece attivati migreranno poi verso                                

particolari tessuti, come ad esempio la cute o l’intestino: questo processo di migrazione selettiva                                      

è  detto  homing.

I meccanismi di migrazione linfocitaria sono simili a quelli di migrazione degli altri leucociti ai                                         

siti infiammatori. Il traffico tra periferia ed organi linfoidi è determinato dai recettori presenti                                      

sulla superficie cellulare. Le molecole di adesione espresse sui linfociti sono spesso dette                                   

recettori homing e i loro ligandi espressi dalle cellule endoteliali sono detti adressine. Le                                      

chemochine coinvolte nel traffico linfocitario sono prodotte in maniera costituiva dagli organi                                

linfatici  secondari  e  in  maniera  inducibile  ai  siti  di  infezione.

Le più comuni molecole di adesione sono L-selectina (CD62L), CC chemorecettore 7 e                                   

l’integrina  alfa-1.

La molecola CD62L interagisce con un adressina (PNAd) espressa sulle venule ad endotelio                                   

alto delle venule, che media l’adesione e il “rolling” (Kaech et al., 2002), mentre il CCR7 lega                                               

le chemochine CCL19 e CCL21, che sono presenti sulla superficie luminale delle cellule                                   

endoteliali dei linfonodi, e la loro interazione causa l’arresto dei linfociti e l’inizio                                   

dell’extravasazione (Kaech et al., 2002). Diversi studi hanno dimostrato che le cellule T                                   

CD62LhiCCR7+ migrano efficientemente verso i linfonodi periferici (Butcher et al., 1996),                             

mentre le cellule che perdono queste due molecole no, e possono essere trovate in altri siti come                                               

il  fegato  ed  i  polmoni.  Le  TN  esprimono  sia  il  CD62L  che  il  CCR7.

LFA-1 è una glicoproteina transmembrana, facente parte della famiglia delle integrine β2,                                

costituita da una subunità αL (CD11a) ed una subunità β2 (CD18), non legate covalentemente,                                      

che legano i ligandi extracellulari al citoscheletro (Hynes, 1992). I ligandi del LFA-1 sono                                      

ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3 (Diamond, 1994). L’interazione tra LFA-1 ed ICAM-1 è                                

importante in una serie di eventi cellulari, come la regolazione della migrazione dei leucociti dal                                         

sangue ai tessuti (Shaw et al., 1997;; Hogg et al., 1993) e la cooperazione intercellulare durante                                            

la  risposta  immunitaria  specifica  (Jenks  et  al.,  2000;;  Wulfing  et  al.,  1998).
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In vivo bloccando l’adesione tramite mAbs nel topo ed in altri animali, hanno dimostrato che                                         

LFA-1 ed ICAM-1 sono coinvolte nell’infiammazione acuta (Guerette et al., 1997), nel danno                                   

da ischemia/riperfusione (Tajra et al., 1999), nel rigetto d’organo (Arai et al., 1999;; Suzuki et                                         

al.,  1999)  e  nell’immunità  antitumore  (Béchard  et  al.,  2001).

LFA-1 partecipa alla formazione di sinapsi immunologiche, che regolano l’attivazione dei                             

linfociti T sinergisticamente all’impegno del TCR (Li et al., 2009). La sinapsi immunologica è                                      

una struttura specializzata che si forma tra la cellula T e l’APC dove l’attivazione delle cellule T                                               

ha luogo (Grakoui et al., 1999). La funzione della sinapsi immunologica è quella di facilitare                                         

l’attivazione  dei  linfociti  T  e  del  segnale  di  trasduzione  (Li  et  al.,  2009).

Studi precedenti hanno dimostrato che il legame di LFA-1 può costimolare i linfociti T per la                                            

produzione di IL2, per la proliferazione cellulare e per polarizzare la risposta verso Th1 (Perez                                         

et  al.,  2003).

La bassa espressione del CD11a (CD11adim) associata all’espressione del CD45RA                          

(CD45RAbrightCD11adim) sembra caratterizzare le cellule naive, mentre le cellule                       

CD45RA-CD11abright (elevata espressione del CD11a) quelle di memoria (Höflich et al., 1998).                                

Nel compartimento CD8 le cellule CD45RAbrightCD11abrigh sono molto più simili                          

CD45RA-CD11abright quindi al fenotipo di memoria che al fenotipo naïve                          

(CD45RAbrightCD11adim).

L’espressione del CD11a sembrerebbe discriminare meglio le cellule naïve da quelle memory                                

(Höflich C et al., 1998). Inoltre le cellule CD45RAbrightCD11abright rispetto alle                             

CD45RA-CD11abrigh differiscono poiché le prime sono più grandi e più ricche di granuli, la                                      

maggior parte non esprime il CD28, sono CD57+, ed esprimono più perforina (Höflich et al.,                                         

1998). Probabilmente queste cellule derivano dalle CD45RAbrightCD11adim in seguito                       

all’attivazione linfocitaria. L’espressione di alti livelli di CD11a consente ai linfociti T circolanti                                   

di infiltrare i tessuti per via endoteliale tramite l’interazione con le ICAMs, e di interagire con le                                               

ICAMs  con  le  cellule  bersaglio  (Itoh  et  al.,  1991).

1.2.2.4.  CD26

La molecola CD26 è una glicoproteina di superficie che riveste un ruolo importante                                   

nell’attivazione dei linfociti T (Tomori et al., 2001). È costitutivamente espressa, nell’intestino e                                   

nel  rene,  e  la  sua  espressione  aumenta  dopo  l’attivazione  delle  cellule  T  (Fleischer,  1987).

La popolazione CD26brightCD4+, che è anche CD45RO+CD29+, risponde ad antigeni di                             

richiamo “recall”, induce la sintesi di immunoglobuline (Ig) ed attiva i linfociti T citotossici                                      

(Morimoto, 1989;; Vanham et al., 1993). L’aumento dell’espressione del CD26 sulle cellule T è                                      

associato a un aumento della sensibilità agli antigeni, consentendo il mantenimento del pool                                   

delle cellule T di memoria nonostante la diminuzione della concentrazione dell’antigene                             

(Falcioni et al., 1996). Inoltre le cellule CD26brightCD4+ sono capaci di migrazione                                
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transendoteliale (Brezinschek et al., 1995) e giocano un ruolo nella differenziazione delle cellule                                   

epiteliali e dei monociti, nella neurotrasmissione e mantenimento della gravidanza (Moriwaki et                                

al.,  1999).

L’adenosina deaminasi (ADA), un enzima che metabolizza l’adenosina extracellulare è il                             

ligando del CD26 presente sulle cellule e del CD26 solubile (De Meester et al., 1994;; Morrison                                            

et  al.,  1993).

Il legame ADA-CD26 ha un ruolo enzimatico nella protezione dei linfociti T dall’inibizione                                   

della proliferazione mediata dall’ADA (Fleischer, 1987), questo legame quindi stimola la                             

proliferazione dei linfociti T e la produzione di citochine (De Meester et al., 1994).                                      

L’espressione del TCR è obbligatoria per i segnali mediati dal CD26. Infatti il segnale del                                         

CD26 si sovrappone a quello del TCR/CD3. Entrambi i segnali TCR/CD3 e CD26 mediano                                      

segnali che portano all’attivazione e alla traslocazione del fattore di trascrizione (Blazquez et al.,                                      

1997). Questa osservazione supporta il ruolo costimolatorio per il CD26 nella trasduzione del                                   

segnale  indotta  dal  CD3.

La via del segnale del CD26 stimola cellule preattivate, suggerendo che il CD26 non è                                         

essenziale per l’iniziale attivazione, piuttosto potrebbe fornire un segnale di attivazione                             

aggiuntivo, che aumenta la risposta delle cellule CD3+ che già partecipano alla reazione                                   

immunitaria  (Gorrel  et  al.,  2001).

1.2.2.5.  CD95

Il CD95 (FAS) è una proteina transmembrana membro della famiglia dei TNFR (tumor necrosi                                      

factor receptors), che nel sistema immunitario funge da recettore di morte cellulare (Paulsen et                                      

al., 2011). È espressa su cellule linfoidi e non linfoidi ed è capace di innescare il processo                                               

apoptotico in seguito all’interazione con il suo ligando CD95L (FasL) (Abbas et al., 2000).                                      

FasL è un trimero composto da subunità identiche, principalmente espresso sulla membrana dei                                   

linfociti T una volta attivati dall’atg e dall’IL-2. Quando i linfociti sono stimolati ripetutamente                                      

dall’antigene, essi coesprimono Fas e FasL, che interagiscono sulla membrana della stessa                                

cellula o tra cellule vicine. In seguito il dominio di morte intracitoplasmatico di Fas si aggrega a                                               

una proteina citosolica detta FADD (Fas-associated Death Domain) contenente anch’essa un                             

dominio di morte (Kischkel FC et al., 1995), questo dominio a sua volta si aggrega a un                                               

pro-domino di una caspasi, detta caspasi-8 che in seguito ad attivazione auto-catalitica,                                

diventando capace di attivare altre caspasi effettrici a valle e la cascata apoptotica (Krammer,                                      

2000). Questo tipo di apoptosi è denominata morte cellulare indotta da attivazione, in quanto                                      

provocata dall’attivazione linfocitaria, e non dalla deprivazione di stimoli che favoriscono la                                

sopravvivenza  della  cellula.

Oltre alla funzione pro-apoptotica il CD95 media altre funzioni, inclusa l’amplificazione della                                

proliferazione delle cellule T dopo la costimolazione con dosi subottimali di anticorpi anti-CD3                                   

(Alderson et al., 1993). Funzioni non apoptotiche sono state identificate per cellule del sistema                                      
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nervoso, e riguardano la promozione dello sviluppo, della crescita, della differenziazione e della                                   

rigenerazione neuronale (Tamm et al., 2004). Nei linfociti T in cui è inibita l’attivazione                                      

caspasica (Kennedy et al., 1999), o privi di FADD (Zhang et al., 1998), caspasi-8 (Su et al.,                                               

2005) esprimono un’attivazione ed una proliferazione alterata, ciò suggerisce un ruolo per le                                   

molecole attivate dal CD95 nell’attivazione dei linfociti T. L’espressione del CD95 sui linfociti                                   

così come il numero delle cellule CD95 aumenta con l’aumentare dell’età e raggiunge i livelli                                         

più alti nella sesta settima decade di vita, quindi l’aumento del CD95 è correlato con                                         

l’espansione dei linfociti T di memoria (Potestio et al., 1999), infatti l’espressione del CD95 è                                         

maggiore  sui  linfociti  CD45RO+,  quindi  su  quelli  di  memoria  (Pawelec  et  al.,  1996).

1.2.2.6.  CD127

Il recettore IL-7R , detto anche CD127, ha un ruolo essenziale nello sviluppo e nella                                      

regolazione delle cellule T naïve e nell’omeostasi delle cellule T di memoria (Hare et al., 2000).                                            

Il CD127 si unisce a CD132, noto anche come la catena gamma comune ( c), per formare il                                               

recettore IL-7 multi-funzionale (IL-7R). Mentre il CD132 è espresso sulla maggior parte delle                                   

cellule ematopoietiche, il CD127 è espresso quasi esclusivamente sui linfociti T (Ziegler et al.,                                      

1995). Durante la risposta immunitaria nei confronti di virus, i CD8+ effettori hanno ridotta                                      

espressione di CD127 (Mazzucchelli et al., 2007). Comunque il 5-15% di cellule T virus                                      

specifiche ha un’elevata espressione di CD127, e da questo pool derivano le cellule di memoria                                         

che mantengono livelli elevati di IL-7R (Kaech et al., 2003). Il CD127 è stato utilizzato anche                                            

per classificare le cellule T di memoria (Sallusto et al., 1999). Sia le TCM che le TEM                                               

esprimono alti livelli di CD127 (Huster et al., 2004). Le infezioni virali persistenti, come                                      

l’infezione da Cytomegalovirus (CMV) e da EBV (Epstein–Barr virus), inducono la produzione                                

di CD8 exhausted (Mazzucchelli et al., 2007), che è caratterizzata da un bassa espressione di                                         

CD127. Il motivo di ciò non è ancora bene chiaro, la riduzione dell’espressione potrebbe essere                                         

dovuto alla continua stimolazione del TCR, dovuta alla persistenza dell’antigene o alla                                

stimolazione  da  parte  di  citochine  come  IL-2  e  IL-4  (Mazzucchelli  et  al.,  2007).

1.2.1.4.  Linfociti  T  di  memoria

I  linfociti  T  di  memoria  sono  caratterizzati  dalla  presenza  sulla  superficie  del  CD45RO.

Le TEM migrano verso i tessuti infiammati, sono caratterizzati dalla perdita di CCR7 e CD62L                                         

(Sallusto et al., 1999), e rapidamente rispondono all’antigene producendo citochine quali IFN,                                

IL-4, IL-5 e perforina per migrare nei tessuti periferici tramite CCR1, CCR3, CCR5. Le TCM                                         

esprimono ancora il CCR7, ma hanno perso le loro funzioni effettrici ed hanno una bassa soglia                                            

di  attivazione,  ma  possono  ancora  andare  nei  linfonodi  (Lanzavecchia  &  Sallusto,  2005).

1.2.1.5.  Linfociti  TEMRA

La molecola CD45RA presente sulle TN, viene reversibilmente persa, quindi esiste una                                
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popolazione di cellule di memoria CD45RA+. Inoltre sono caratterizzate dalla perdita del                                

CCR7  e  del  CD27  (Sallusto  et  al.,  2004).

Rispetto alle naïve le TEMRA mostrano i segni di ripetute attivazioni, come la bassa                                      

espressione del CD27 e del CD28, indicanti numerose divisioni cellulari ed esprimono diversi                                   

markers di attivazione (Hadrup et al., 2006)). Nonostante la perdita del CD27 e del CD28, le                                            

TEMRA CMV specifiche possono aumentare l’espressione del CD137, CD278 (via                          

costimolatoria  non  classica)  e  gli  homing  receptor  come  CCR5  e  CXCR3  (Waller  et  al.,  2007).

1.2.1.6.  Sottopopolazioni  linfocitarie:  problematiche

Non esiste ancora un consenso sulla classificazione delle sottopopolazioni linfocitarie (Appay et                                

al., 2008). In questa tesi le sotto popolazioni saranno definite in base all’espressione di                                      

CD45RA, CD45RO, CD27, CD28, CD62L, CCR7, CD95 (Fig. 1.8) (Sallusto et al., 2004;;                                   

Sallusto  et  al.,  1999).

Fig.  1.8.  Markers  fenotipici  delle  diverse  sottopopolazioni  linfocitarie.

1.2.1.7.  Linfociti  T  g/d

Il recettore dei linfociti T (o TCR, da T cell receptor) è un recettore transmembrana che si trova                                                  

sulla superficie dei linfociti T, responsabile del riconoscimento degli antigeni presentati dal                                

complesso maggiore di istocompatibilità (MHC) (Abbas et al., 2000). Il legame tra TCR e il                                         

complesso MHC-antigene, associata ad altri segnali detti co-stimolatori, porta all'attivazione del                             

linfocita T attraverso una caratteristica trasduzione del segnale di cui però il TCR non fa                                         

propriamente parte. Cloni di linfociti T che possiedono una diversa specificità esprimono TCR                                   

diversi. Il complesso del TCR è costituito dal TCR stesso e da proteine deputate alla trasduzione                                            
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del segnale (principalmente CD3 e ς) che gli sono legate tramite legami non-covalenti (Abbas et                                         

al., 2000). Il TCR è un eterodimero composto nel 95% dei linfociti T da una catena alfa (α) e                                                     

una beta (β), mentre nel restante 5% dei linfociti T si tratta di una catena gamma (γ) e una delta                                                        

(δ).  Questo  permette  la  distinzione  tra  linfociti  T  αβ  e  linfociti  T  γδ.

Il TCR γδ è strutturalmente molto simile all'αβ, ma non utilizza CD4 e CD8 come co-recettori,                                            

per cui i linfociti T γδ sono CD4- e CD8- o CD8 dim. Questa sottoclasse di linfociti, negli                                                  

animali, è preponderante a livello epiteliale, nell'uomo però anche nella mucosa intestinale                                

(Groh et al., 1998), che ne è particolarmente ricca, ammontano a non più del 10% del totale,                                               

mentre sono il 5% dei linfociti T totali. I TCR γδ si legano a proteine MHC di classe I non                                                        

convenzionali e non sono ristretti a soli peptidi proteici, potendo riconoscere anche lipidi e                                      

molecole microbiche (Steinle et al., 1998). Tuttavia i loro ligandi, a differenza dei linfociti T αβ                                            

sono poco variabili. Il 3% dei linfociti T γδ ed hanno un TCR codificato dai segmenti genici                                               

Vg9 e Vd2 e vengono dette Vd2+, mentre altre l’altra popolazione viene detta Vd2-, con un                                            

TCR codificato dai segmenti genici Vd1, Vd3 o VD5, e rappresentano 1% dei γδ circolanti e                                            

normalmente  risiedono  a  livello  epiteliale  (Couzi  et  al.,  2009).

1.2.1.7.1.  CD16

Il CD16 è il recettore a bassa affinità per il frammento Fc delle immunoglobuline di classe G,                                               

anche chiamato FcRγIIIA, ed è il principale recettore responsabile della citotossicità                             

anticorpo-dipendente (ADCC), fenomeno esclusivo delle cellule NK (Stewart et al., 2006). È                                

una glicoproteina transmembrana di 70 kDa appartenente alla superfamiglia delle Ig (Ravetch et                                   

al., 1989) e risulta essere espresso anche in altri tipi cellulari quali macrofagi, neutrofili e in una                                               

sottopopolazione di linfociti T (Lanier et al., 1985). Le cellule T γδ, sembrano sia la                                         

popolazione che esprima più CD16 in condizioni fisiologiche (Lanier et al., 1985), anche se                                      

sono state riportate variabilità interindividuali e nessun parametro biologico è stato associato a                                   

questa variabilità. Negli individui sani il 50-90% delle cellule T γδ che esprime un TCR Vδ2,                                            

non esprime costitutivamente il CD16 (Lafont et al., 2001). Le cellule Tγδ Vδ2neg risiedono                                      

fisiologicamente in diversi tessuti come quello digestivo, riproduttivo e respiratorio, dove                             

rappresentano un’importante prima linea di difesa per i patogeni (Couzi et al., 2012). È stato                                         

osservato che alti livelli di CD16 sono costitutivamente espressi sui linfociti T Vδ2neg γδ indotti                                         

dal CMV sia negli immunocompetenti che negli immunodepressi (Couzi et al., 2012). Circa                                   

dieci anni fa è stata osservata una persistenza di Vδ2neg γδ T nel sangue periferico di individui                                               

sottoposti a trapianto di rene dopo l’infezione da CMV (Dechanet et al., 1999). Queste cellule                                         

esprimevano  un  fenotipo  citotossico  detto  TEMRA  (CD45RA+,  CD27−)  (Pitard  et  al.,  2008).

L’espansione di questa sottopopolazione di cellule T Vδ2neg γδ è associata alla risoluzione                                   

dell’infezione  da  CMV,  ciò  suggerisce  un’azione  antivirale  (Lafarge  et  al.,  2001).
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1.2.3.  I  linfociti  T  e  Immunosenescenza

Le alterazioni che si verificano con l’avanzare dell’età a carico dei linfociti sono complesse e                                         

pleiotropiche e riguardano sia un rimodellamento che un’alterazione della funzionalità cellulare.                             

Con l’avanzare dell’età il numero dei linfociti T tende a diminuire, tuttavia esiste un’estrema                                      

variabilità individuale che impedisce di annoverare questo parametro tra i marcatori di                                

immunosenescenza. Una delle maggiori caratteristiche dell’immunosenescenza è l’alterazione                    

del  rapporto  tra  linfociti  T  naïve  e  di  memoria.

Con l’aumentare dell’età vi è una diminuzione delle cellule naïve che risultano quasi esaurite                                      

negli ultracentenari, causata dall’involuzione del timo ed un aumento delle cellule di memoria e                                      

di cellule effettrici (Fagnoni et al., 1996). Questo fenomeno, che interessa sia i linfociti T CD4+                                            

e CD8+, ma è molto più marcato nel compartimento dei CD8+, in quanto durante il corso della                                               

vita sono soggetti ad espansioni clonali più marcate rispetto ai CD4 in seguito a stimolazioni                                         

antigeniche  acute.

L’immunosenescenza inoltre è caratterizzata da un accumulo progressivo, età dipendente, di                             

linfociti CD28- sia linfociti T CD4+ e CD8+ (Fagnoni et al., 1996;; Effros, 2000), e                                         

parallelamente una diminuzione fino a scomparsa di linfociti T CD28+. Le cellule T CD28- non                                         

sono in grado di andare incontro ad espansione clonale, hanno una lunghezza dei telomeri più                                         

breve indicativa di una lunga storia replicativa e sono considerati linfociti T all’ultimo stadio di                                         

differenziamento (Pawelec et al., 1997). Altra caratteristica è la comparsa di linfociti T                                   

CD45RA+CD28-, detti revertant, poiché pur essendo linfociti T senescenti riesprimono il                             

CD45RA (Hamman et al., 1997). Queste cellule sono molto citotossiche ed esprimono più                                   

perforina  e  granzimi.

Altre modificazioni dovute all’invecchiamento che sono state individuate e descritte in                             

letteratura  sono:

- alterazioni nella trasduzione del segnale in seguito ad attivazione delle cellule T. I cambiamenti                                         

che avvengono a livello della trasmissione del segnale potrebbero essere responsabili della                                

linfopenia e della diminuzione delle cellule T che si osserva in soggetti di età avanzata (Pollack                                            

&  Leeuwenburgh,  2001);;

- danneggiamento dei telomeri e riduzione dell’attività telomerasica. Weng e colleghi (1995)                                

hanno dimostrato che la lunghezza media dei telomeri in cellule naïve e di memoria si                                         

accorciava  di  0.3  PD  (Population  Doubling)  ogni  anno;;

- modifiche nella secrezione delle citochine. Durante l’invecchiamento, vi è uno sbilanciamento                                

delle citochine a favore di quelle infiammatorie, soprattutto di IL-1, IL-6 e Fattore di Necrosi                                         

Tumorale-α (TNF-α), con un aumento dello stato proinfiammatorio che potrebbe essere alla                                

base della ridotta capacità dei soggetti anziani di far fronte alla variabilità degli agenti stressanti.                                         

Questo stato proinfiammatorio è stato definito “inflammaging” (Franceschi et al., 2007). Segni                                
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in inflammaging sono stati trovati anche inaspettatamente in centenari sani,                          

contemporaneamente a un aumento di marcatori anti-infiammatori, come IL-10 e TGF-beta                             

(Caruso  et  al.,  2004;;  Carrieri  et  al.,  2004).

1.3.  Il  Cytomegalovirus

Il CMV è un β Herpes virus a DNA, ubiquitario. La sieroprevalenza aumenta con l’età e va dal                                                  

40% nei trentenni, al 70-90% negli over 65 nei paesi industrializzati e al 100% nei paesi in via                                                  

di  sviluppo  (Hecker  et  al.,  2004).

Il Cytomegalovirus originariamente isolato da pazienti con malattia congenita citomegalica a                             

inclusioni, è ora riconosciuto come importante patogeno per tutte le classi di età. Oltre a causare                                            

gravi difetti alla nascita è responsabile di una serie di patologie in adolescenti ed adulti, che                                            

vanno da un’infezione subclinica asintomatica, alla sindrome mononucleosica in soggetti sani,                             

alla  malattia  disseminata  nell’ospite  immunocompromesso  (Kasper  et  al.,  2008).

Come gli altri membri della famiglia ha la capacità di rimanere allo stato latente, integrato nel                                            

cromosoma delle cellule ospiti, mantenendo una persistente replicazione resa evidente                          

dall’effetto  citopatico  indotto  nella  cellula  ospite  (Moroni  et  al.,  2008).

Una sindrome clinica legata a riattivazione del CMV è frequente solo quando è compromessa                                      

l'immunità legata ai linfociti T, ad esempio dopo un trapianto d’organo, presenza di neoplasie                                      

del tessuto linfatico ed alcune forme di immunodeficienza acquisita. La riattivazione può aversi                                   

nelle situazioni in cui si determina un rilascio di catecolamine, come uno stress immune,                                      

responsabile dell’attivazione di una cascata di citochine e di percorsi di traduzione del segnale                                      

che alla fine portano all’attivazione di fattori di trascrizione. La regolazione di tale trascrizione                                      

permette al virus di replicarsi velocemente ed ha implicazioni sulla patogenicità del virus e sulla                                         

persistenza  nello  stato  di  latenza  (Sinclair  et  al.,  2006).

La latenza avviene all’interno dei progenitori mieloidi, del tessuto polmonare, renale e nelle                                   

cellule endoteliali ed è facilitata dai diversi meccanismi che il CMV ha per evadere il sistema                                            

immunitario, infatti è capace di bloccare la presentazione e processazione dell’antigene, di                                

bloccare l’attivazione delle cellule NK, dislocare le molecole di MHC II e conseguentemente                                   

diminuirne l'espressione (Noriega et al., 2012). Alcuni studi sostengono che l’organismo umano                                

impiega  più  risorse  per  controllare  l’infezione  da  CMV  che  per  qualsiasi  altro  patogeno.

1.3.1.  La  struttura  del  CMV

Il virione maturo, di forma rotondeggiante e di diametro compreso tra i 150-250 nm, è costituito                                            

da: un involucro pericapsidico (“envelope”), formato da un doppio strato fosfolipidico tipico                                

delle membrane cellulari, da cui sporgono diversi tipi di glicoproteine virus-specifiche;; un                                

nucleocapside icosaedrico di circa 100 nm di diametro, costituito da 162 apsomeri prismatici e,                                      

interposto tra quest’ultimo e l’“envelope”, uno strato di materiale elettrondenso fibroso e                                
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granulare  di  natura  proteica  denominato  tegumento  (Fig.  1.9)  (Gibson,  2008).

I virioni presentano uno spiccato pleiomorfismo, dovuto non solo alla variabilità di spessore del                                      

tegumento, ma anche alla possibile presenza in cellule infettate di due tipi di particelle virali                                         

defettive: i “Dense Bodies” (DB) e i “Non Infectious Envelope Particles” (NIEP) (Sarov et al.,                                         

1975;; Irmiere, 1983;; Pepperl et al., 2000;; Schierling et al., 2005). I DB sono provvisti di un                                               

pericapside uguale a quello del virione maturo, ma privi sia di genoma virale, sia di struttura                                            

capsidica interna;; i NIEP sono anch’essi privi del genoma, ma provvisti di capside, tegumento e                                         

pericapside  virale.

Fig.  1.9.  Struttura  del  Cytomegalovirus.  Immagine  adattata  da
http://www.virology.net/big_virology/bvdnaherpes.html

1.3.2.  Il  CMV  e  la  risposta  immunitaria

Il CMV produce una stimola una importante risposta immunitaria, che stimola la produzione di                                      

Ig rivolti verso la glicoproteina B (gB/UL55). Questa immunizzazione protegge da una malattia                                   

letale negli animali (Schleiss, 2008). Anche le NK sembrano essere importanti nella risposta                                   

immunitaria,  infatti  nei  topi  senza  NK,  l’infezione  è  letale  (Brown  et  al.,  2001).

Il braccio dell’immunità maggiormente coinvolto è quello cellulo-mediato, in particolare i CD8,                                

che controllano efficientemente la replicazione del CMV (Harari et al., 2004). I CD8                                   

rispondono a diversi peptidi, anche se il target maggiore sono le proteine della matrice pp65                                         

(UL83) e quelli prodotti dai geni immediate-early (IE) (Sylwester et al., 2005;; Kern et al.,                                         

2000).

Durante l’infezione da CMV vengono continuamente reclutati linfociti T per cercare di bloccare                                   

i continui tentativi di riattivazione del CMV. Ciò fa si che questa proporzione di linfociti T                                            

CMV specifici si sempre più grande ed occupi sempre più spazio immunologico a spese di altre                                            

specificità  del  sistema  (Fig.  1.10).
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Fig. 1.10. Distribuzione delle sottopopolazioni dei CD8, nei diversi compartimenti del sistema                                

immunitario  (Brunner  et  al.,  2011).

1.3.3.  CMV  e  immunosenescenza

Il concetto che il CMV posso portare un rapido declino del sistema immunitario è relativamente                                         

nuovo. La prima osservazione che mostrava che il CMV diminuiva la risposta immunitaria è                                      

stata fatta nel 1991 in un studio su pazienti HIV positivi ed emofilici, in cui si è visto che i pz                                                           

HIV-CMV positivi hanno un rischio età correlato maggiore di progressione in AIDS (Webster,                                   

1991).

La CMV sieropositività è associata allo sviluppo di un fenotipo immunologico, detto immune                                   

risk  phenotype  (IRP),  che  è  associato  a  una  minore  sopravvivenza.

Due studi svedesi OCTO e NONA (Wikby et al. 2002) hanno stabilito un’associazione tra la                                         

presenza di anticorpi anti cmv, l’espansione dei cd8+cd28-, ed altri parametri (bassa conta di                                      

cd4, cd4/cd8<1, elevati livelli di citochine infiammatorie), che vanno a far parte dell’IRP, con                                      

una  diminuita  capacità  di  sopravvivenza  (Fig.  1.11).
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Fig.  1.11.  Infezione  da  CMV,  IRP  e  mortalità  (Derhovanessian  et  al.,  2009).

Il ruolo del CMV potrebbe essere dovuto al fatto che durante l’infezione c’è un accumulo di                                            

CD8 CMV specifici. Questo contribuisci a variare il rapporto CD4:CD8, parametro che fa parte                                      

dell’IRP, di per sé predittore di mortalità (Huppert et al., 2003). Inoltre si assiste a una                                            

diminuzione dei linfociti CD8 naive, con un aumento delle CD8 effector memory che causa un                                         

aumento dei CD8 (Fig. 8). Inoltre durante l’infezione vi è una diminuzione delle molecole                                      

costimolatorie  CD27  e  CD28,  con  un  aumento  dell’espressione  del  CD57+.

1.4  La  citofluorimetria

La citofluorimetria a flusso è una metodica per l’analisi e la caratterizzazione di sospensioni                                      

cellulari monodisperse, che ci permette di avere informazioni sulle caratteristiche citologiche e/o                                

biochimiche delle cellule. Il citometro si compone di un sistema fluidico, uno ottico ed uno                                         

elettronico.

Una sospensione di particelle (nel nostro caso cellule) viene convogliata da un sistema fluidico                                      

laminare di trasporto in un capillare fino al punto di misura. Un fascio luminoso focalizzato                                         

intercetta il flusso di particelle e vengono generati segnali dall’incontro di ogni singola particella                                      

con la radiazione elettromagnetica. I segnali generati, sono raccolti da un sistema di lenti,                                      

specchi  dicroici  e  filtri  ottici,  e  inviati  ai  rispettivi  trasduttori  che  li  convertono  in  segnali  elettrici.

Questi segnali elettrici vengono amplificati ed elaborati da un analizzatore che provvede alla                                      

rappresentazione  grafica  e  all’analisi  statistica.
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2.  Materiali  e  Metodi

2.1.  Materiali

2.1.1.  Reagenti

Nella tabella 2.1 sono elencati i reagenti utilizzati durante gli esperimenti, la casa produttrice e il                                            

luogo  di  produzione.

Reagente Casa  Produttrice Luogo  di  Produzione

Dimethyl  sulfoxide  (DMSO) Pierce USA
Ficoll-PaqueTM  PLUS  Biochrom  AG,  Germania Biochrom  AG Germania
Trypan  Blue Biochrom  AG Germania
Acido  acetico Merck Germania
Bovine  Serum  albumine  (BSA) Acros Belgio
Natriumazid  (NaNH3) Serva Germania
Brefeldina  A Sigma USA
GolgiStop BD San  Jose,  USA
Ethylenediaminetetraacetic  acid  (EDTA) Sigma USA
FACSFlow BD San  Jose,  USA
FACS  Lysing  Solution BD San  Jose,  USA
FACS  Permeabilizing  Solution BD San  Jose,  USA
Fetal  calf  serum  (FCS) Biochrom  AG Germania
RPMI  1640  Medium Biochrom  AG Germania
Phosphate  buffered  saline  (PBS) PAA Austria
Paraformaldeide  (PFA) Biochrom  AG Germania
Penicillina Biochrom  AG Germania
Streptomycina Biochrom  AG Germania
Staphilococcus  enterotoxin  B  (SEB) Sigma USA
L-Glutamina Biochrom  AG Germania
Cytometer  Setup  Tracking  (CST) BD San  Jose,  USA

Tab.  2.1.  Caratteristiche  dei  reagenti  utilizzati.

2.1.2.  Medium  e  buffer

Medium completo RPMI 1640 Medium, 100 U/µl Penicillina, 100 U/µl Streptomicina, 2 mM                                   

L-Glutamina,  10%  FCS

Soluzione  di  fissaggio  0.5%  PFA  in  PBS

FACS  wash  buffer  PBS,  0.5%  BSA,  0.1%  NaNH3

2.1.3.  Attrezzatura  di  laboratorio

Nella tabella 2.2 vi è un elenco dell’attrezzatura utilizzata in laboratorio per effettuare gli                                      

esperimenti.
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Attrezzatura Casa  Produttrice Luogo  di  Produzione

Cappa  Sterile Heraeus Buckinghamshare,  UK
Vortex Scientific  Industries USA
Emocitometro Neubauer  Improved
Incubatore Heraeus Buckinghamshare,  UK
Centrifuga  5810 Eppendorf Germania
Centrifuga  multifuge  3  S Heraeus Buckinghamshare,  UK
Flow  Cytometer  LSRII BD San  Jose,  CA,  USA
Tubi  Falcon  in  polistirene BD San  Jose,  CA,  USA

Tab.  2.2.  Attrezzatura  utilizzata  durante  gli  esperimenti.

2.1.4.  Pannello  anticorpale

Per la colorazione delle PBMc sono stati utilizzati tre pannelli anticorpali, denominati                                

rispettivamente  GS1,  GS2,  GS3  (Tab.  2.3,  2.4,  2.5).

Laser Fluorocromo Compagnia Anticorpo Clone Qtà  (µl)

V1 Violetto  Brillante  (BV) Sirigen CD4 - 5
V2 V500 BD CD3 UCHT1 3
B1 Fluorescina  isotiocianato  (FITC) BD CD62L DREG-56 1
B2 Ficoeritrina  (PE) BD CD27 L128 1.5
B3 Energy  coupled  eyes  (ECD) Beckman  Coulter CD45RA 2H4 1.5
B4 Peridinin Chlorophyll Protein     

Complex  (PerCp)
Invitrogen CD45RO UCHL1 0.75

B5 Ficoeritrina  Cianina  7  (PeCy7) BioLegend CD95 DX2 1
R1 Alexa  647  (A647) BD CCR7 150503 7.5
R2 Alexa  700  (A700) BioLegend CD28 CD  28.2 0.5
R3 Alloficocianina  (APC  H7) BD CD8 SK1 0.75

Tab.  2.3.  Pannello  Gemstone  1.

Laser Fluorocromo Compagnia Anticorpo Clone Qtà  (µl)

V1 Violetto  Brillante  (BV) Sirigen CD4 - 5
V2 V500 BD CD3 UCHT1 3
B1 Fluorescina  isotiocianato  (FITC) BD CD26 M-A261 3
B2 Ficoeritrina  (PE) BD CD27 L128 1.5
B3 Energy  coupled  eyes  (ECD) Beckman  Coulter CD45RA 2H4 1.5
B4 Peridinin Chlorophyll Protein     

Complex  (PerCp)
BioLegend CD  11a TS2/4 0.5

B5 Ficoeritrina  Cianina  7  (PeCy7) eBioscience CD127 eBioRDR5 1
R1 Alexa  647  (A647) BD CCR7 150503 7.5
R2 Alexa  700  (A700) BioLegend CD28 CD28.2 0.5
R3 Alloficocianina  (APC  H7) BD CD8 SK1 0.75

Tab.  2.4.  Pannello  Gemstone  2.
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Laser Fluorocromo Compagnia Anticorpo Clone Qtà  (µl)

V1 Violetto  Brillante  (BV) Sirigen CD4 - 5
V2 V500 BD CD3 UCHT1 3
B1 Fluorescina  isotiocianato  (FITC) Beckman  Coulter TCR  pan  g/d IMMU510 5
B2 Ficoeritrina  (PE) BD CD27 L128 1.5
B3 Energy  coupled  eyes  (ECD) Beckman  Coulter CD45RA 2H4 1.5
B4 Peridinin Chlorophyll Protein     

Complex  (PerCp)
BioLegend CD16 3G8 1.25

B5 Ficoeritrina  Cianina  7  (PeCy7) Beckman  Coulter TCR  vd2 - 1.5
R1 Alexa  647  (A647) BD CCR7 150503 7.5
R2 Alexa  700  (A700) BioLegend CD56 HCD56 0.5
R3 Alloficocianina  (APC  H7) BD CD8 SK1 0.75

Tab.  2.5.  Pannello  Gemstone  3.

2.1.5.  Software

Flowjo  9.4.1  Treestar,  USA

FacsDiva  7  BD,  USA

Prism  6,  USA

2.2.  Metodi

2.2.1.  Preparazione  PBMC

Il sangue eparinato è stato diluito con PBS (1:1) ed adagiato sul Ficoll Paque e centrifugato per                                               

20 minuti a 1000 g senza freni. Tramite le pipette Pasteur è stato aspirato il buffy coat e lavato 2                                                        

volte con PBS. In seguito le PBMc sono state risospese nel medium con una concentrazione di                                            

5x10^6/µl  e  messe  in  incubatore  umidificato  con  5%  CO2  a  37°  tutta  la  notte.

2.2.2.  Colorazione  delle  PBMc

250.000 di PBMc (50 µl) sono stati dapprima lavate con 3 µl di wash buffer e centrifugate a 4°                                                     

per 8 minuti a 400 g. Decantato il sovranatante, a ogni tubo (in totale 3 tubi per donatore) sono                                                     

stati aggiunti gli anticorpi i rispettivi anticorpi dei tre pannelli GS1, GS2, GS3. In seguito i                                            

campioni sono stati incubati per 30 minuti a 4°. Le emazie sono state lisate tramite la BD lysing                                                  

solution per 10 minuti a temperatura ambiente (diluita con acqua distillata con un rapporto di                                         

1:10). In seguito le cellule sono state risospese in wash buffer (3 µl) e centrifugate a 400 g per 8                                                        

minuti.  Decantato  il  sovranatante  sono  state  acquisite  al  citofluorimetro.

2.2.3.  Ottimizzazione  dei  pannelli

Tutti gli anticorpi prima di essere utilizzati per le colorazioni di superficie sono stati titolati, ed è                                               

stata  utilizzata  la  concentrazione  dell’anticorpo  con  il  più  alto  Stain  Index.
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2.2.4.  Acquisizione  citofluorimetrica

L’acquisizione citofluorimetrica è stata effettuata tramite BD LSR II. Il citofluorimetro LSR II è                                      

provvisto di tre laser (linee di eccitazione dei laser a 405 nm, 488 nm e 635 nm), con 11 canali                                                        

di  fluorescenza.

Prima di acquisire i campioni ogni volta è stato effettuato un controllo di qualità mediante                                         

calibrazione del citofluorimetro tramite acquisizione di una goccia di CST (Cytometer Setup and                                   

Tracking) per avere dei target di fluorescenza e più precisamente di MFI (Mean fluorescence                                      

index)  dipendenti  dalla  performance  dello  strumento.

In seguito alla calibrazione, per migliorare la performance dei canali del citofluorimetro in                                   

un’unica acquisizione, sono state acquisite le Rainbow-beads, che sono delle particelle                             

fluorescenti contenenti un mix di fluorocromi, di taglia molto simile con diversa intensità di                                      

fluorescenza  da  365  a  650  nm.

2.2.5.  Analisi  citofluorimetrica  e  strategie  di  gating

Dopo l’acquisizione le analisi dei dati è stata effettuata in un primo tempo con FACsDIVA                                         

v6.1.3 ed in seguito con FlowJo 9.3.3. Sono stati acquisiti 50.000 eventi che ricadevano nel                                         

gate  dei  linfomonociti.

Fig.  2.1.  Strategia  di  gating  del  pannello  GS1,  GS2,  GS3.

I linfociti sono stati selezionati (Fig. 2.1) mediante SSC (side scatter) ed FSC (forward scatter),                                         

ed in seguito le cellule doppie sono state selezionate mediante il FSC-H (altezza) vs FSC-A                                         

(area). In seguito per escludere i linfociti T CD3 negativi abbiamo selezionato dai CD3 vs CD4                                            
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le cellule CD3+CD4+, e dai CD3 vs CD8 le cellule CD3+CD8+. in seguito tramite un boolean                                            

gate (CD3+CD4+ OR CD3+CD8+) abbiamo selezionato i CD3. Dai CD3 abbiamo selezionato                                

i CD4+ ed i CD8+. Su queste cellule abbiamo visto l’espressione del CD45RA e del CD27.                                            

Questo processo è stato simile in GS1, in GS2 ed in GS3. Mentre in GS1 ed in GS2 abbiamo                                                     

selezionato  i  linfociti  CD28  e  CCR7  positivi.

In GS1 (Fig. 2.2) abbiamo proseguito l’analisi valutando l’espressione del CD95 e del CD62L                                      

sui  CD4  e  sui  CD8,  ed  in  seguito  anche  del  CD45RO.

Fig.  2.2.  Strategia  di  gating  del  pannello  GS1.

In GS2 abbiamo proseguito l’analisi valutando l’espressione sui CD4 e sui CD8 del CD28 e del                                            

CCR7  ed  in  seguito  del  CD11a  e  del  CD26  e  del  CD127.

Fig.  2.3.  Strategia  di  gating  del  pannello  GS2.

In GS3 dai CD3 abbiamo selezionato i TCR Pan g/d e da questa popolazione i linfociti T                                               

Vd2+, su questa popolazione e sui TCR gd abbiamo visto l’espressione del CD45RA, del                                      

CD27  e  del  CD16.
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Fig.  2.4.  Strategie  di  gating  del  pannello  GS3.

2.2.6.  Analisi  statistica

Le analisi statistiche sono state effettuate mediante il programma Prism 6, ed è stato effettuato il                                            

test di Mann-Whitney per valutare la significatività dei risultati. Inoltre sono stati effettuati il test                                         

di Spearman per valutare il grado di relazione tra le variabili, ed in seguito l’analisi di                                            

regressione  lineare.

2.3.  Popolazione  in  studio

Giovani volontari sani tra i 18 ed i 35 anni sono stati reclutati dall’università di Brighton e                                               

Sussex.

Volontari anziani sani tra i 60 e gli 85 anni sono stati reclutati dai medici di base nel sud-est                                                     

dell’Inghilterra grazie all’aiuto di un’infermiera dedicata (Primary Care Research Nurse,                          

PCRN).

Nella popolazione in studio sono stati raccolti i dati riguardanti la pressione arteriosa,                                   

temperatura  corporea,  altezza  e  peso.

Sono  stati  prelevati  circa  10  ml  di  sangue  in  provetta  contenente  citrato  di  sodio.
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Criteri  di  inclusione

1. Donne  e  uomini  bianchi  sani

2. Età  compresa  tra  i  18-35  anni  e  tra  i  60-85  anni

3. Mini  Mental  State  Examination  (MMSE)  >27

Criteri  di  esclusione

1. Trapianto  d'organo

2. Utilizzo  di  terapie  immunosoppressive  o  immunomodulanti  nell'ultimo  anno

3. Trattamento  per  cancro  nei  5  anni  precedenti

4. Malattie  autoimmuni

5. Diabete  mellito

6. Insufficienza  epatica  severa

7. HIV  o  altra  immunodeficienza

8. Demenza

9. Alcolista  o  tossicodipendente

10. Insufficienza  renale  grave

11. Disordini  endocrini

12. Volontari  con  infezioni  acute  o  recenti  sono  stati  invitati  a  tornare  dopo  4  settimane
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3.  Obiettivi

Lo  scopo  dello  studio  è  valutare:

● se durante l’infezione da CMV vi è un cambiamento delle sottopopolazioni linfocitarie                                

nel  compartimento  dei  CD8  e  dei  CD4,  e  se

○ negli  anziani  e  nel  giovani  queste  modifiche  sono  simili;;

● se  l’infezione  da  CMV  causa  dei  cambiamenti  nell’espressione  dei  TCRgd,  e  se:

○ nell’anziano  e  nel  giovane  queste  modifiche  sono  simili;;

● il  contributo  del  CMV  all’immunosenescenza.
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4.  Risultati

Sono stati testati in totale 66 donatori, 34 anziani (detti OLD) con un’età maggiore di 65 anni e                                                  

32  donatori  giovani  (detti  YOUNG)  con  un’età  compresa  tra  i  20  ed  i  35  anni.

Le loro PBMc sono state colorate con il pannello anticorpale Gemstone 1, 2 e 3, per la                                               

valutazione  delle  diverse  sottopopolazioni  linfocitarie  (Tab.  4.1).

Sierostato Età N.  dei  partecipanti

CMV  + OLD 25

YOUNG 7

CMV- OLD 19

YOUNG 15

Tab.  4.1.  Caratteristiche  della  popolazione  in  studio.

4.1.  Conta  linfocitaria

4.1.1.  CD3

Se valutiamo per percentuale dei CD3 in relazione al sierostato la mediana risulta essere 68%                                         

nei sieronegativi e 72.4% nei negativi;; mentre l’analisi per età, quindi old vs. young mostra una                                            

mediana di 70% e 71% rispettivamente (p=ns) (Fig. 4.1). La percentuale dei CD3 nei quattro                                         

gruppi esaminati (Fig. 4.2) diminuisce con l'aumentare dell'età in modo significativo infatti si                                   

passa dal 69.8% dei giovani negativi al 66.9% degli anziani negativi (p=0.04). Questa                                   

percentuale però tende ad aumentare nei donatori CMV+ anziani fino ad arrivare al 71.8%                                      

(p=0.03).

Fig.  4.1.  Percentuale  dei  CD3  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.
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Fig.  4.2.  Percentuale  dei  CD3  nei  quattro  gruppi  esaminati.

4.1.2.  CD4

La mediana della percentuale dei CD4 (Fig. 4.3) varia in relazione al sierostato e va dal 61.2%                                               

dei CMV- al 63.1% dei CMV+, sebbene non in modo significativo (p=0.07) aumenta con l'età,                                         

la  mediana  aumenta  con  l’età  dal  60.6%  nei  giovani  al  65.7%  degli  anziani  (p=0.06).

Fig.  4.3.  Percentuale  dei  CD4  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Dividendo i gruppi per età e per sierostato (Fig. 4.4), la percentuale della mediana dei CD4                                            

aumenta con l’età in modo significativo (p=0.0010) dal 59.4% dei giovani al 74.5% negli                                      

anziani.  All’interno  del  gruppo  di  anziani,  la  percentuale  scende  a  60.2%  (0.0014).
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Fig.  4.4.  Percentuale  dei  CD4  nei  quattro  gruppi  esaminati.

4.1.3.  CD8

La mediana della percentuale dei CD8 (Fig. 4.5) varia in modo significativo (p=0.0085) in                                      

relazione al sierostato e va dal 25.6% dei CMV- al 31.5% dei CMV+, mentre l’età non                                            

sembrerebbe  influire  (mediana  degli  anziani  28.1  vs.  28.6  mediana  dei  giovani).

Fig.  4.5.  Percentuale  dei  CD8  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Analizzando i 4 gruppi separatamente, notiamo che la mediana della percentuale dei CD8                                   

diminuisce con l'avanzare dell'età e va dal 28.1% dei giovani negativi al 19.1% degli anziani                                         

negativi (p=0.0089). Nel gruppo anziani CMV positivi questa percentuale tende ad aumentare                                

fino al 33.4% (p=0.0030), questa tendenza vi è anche nel giovane positivo, dove si arriva al                                            

29.1% (mediana) (Fig. 4.6). Inoltre anche nei giovani positivi la percentuale della mediana dei                                      

CD8  è  maggiore  rispetto  agli  anziani  negativi  29.1%  vs.  19.1%  (p=0.02).
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Fig.  4.6.  Percentuale  dei  CD8  nei  quattro  gruppi  esaminati.

4.1.4.  Rapporto  CD4/CD8

Il rapporto CD4:CD8 è stato sempre maggiore di 1 negli anziani e nei giovani CMV negativi.                                            

Negli anziani CMV positivi il 26,3% ha un rapporto CD4:CD8 < 1, mentre nei giovani CMV                                            

positivi  il  14%.

4.2.  Sottopopolazioni  linfocitarie

Le diverse sottopopolazioni sono state identificate tramite i markers di superficie CD27,                                

CD45RA, CD28, CCR7, CD95, CD62L, CD45RO. Dapprima sono state identificate con i                                

markers  CD45RA  e  CD27  (vedi  Fig.  4.7)  e  poi  mediante  gli  altri.

Fig. 4.7. Rappresentazione delle 4 sottopopolazioni individuate mediante i markers CD27 e                                

CD45RA.
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4.2.1.  Linfociti  T  Naive

I linfociti T naïve (TN) sono stati identificati dapprima mediante i markers CD27 CD45RA, e                                         

sono stati definiti come CD27+CD45RA+. Aggiungendo in seguito gli altri markers di                                

identificazione sono stati selezionati come TN i linfociti                    

CD27+CD45RA+CD28+CCR7+CD62L+CD95-CD45RO-.

4.2.1.1.  CD4

Valutando la mediana della percentuale dei CD4 TN (CD27+CD45RA) non sono emerse                                

modifiche sostanziali tra i giovani e gli anziani (Fig. 4.8), rispettivamente (mediana 45.75% vs.                                      

45.65%), mentre l’analisi per sierostato ha mostrato una differenza significativa della mediana                                

delle  TN  nei  sieropositivi  di  38.7%  vs.  53.05%  dei  negativi  (p=0.03).

Fig.  4.8.  Percentuale  dei  CD4  naïve  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Analizzando i diversi 4 gruppi, sebbene vi sia una diminuzione della mediana delle cellule                                      

CD4N con l’età da 53.3% dei giovani al 52.8% degli anziani, ed una diminuzione CMV                                         

correlata (mediana anziani negativi 52.8% vs. 39.7% anziani positivi, e mediana giovani                                

negativi  53.3%  vs.  37.4%  dei  giovani  positivi),  i  risultati  non  sono  significativi  (Fig.  4.9).

Fig.  4.9.  Percentuale  dei  CD4  naïve  nei  quattro  gruppi  esaminati.
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Aggiungendo gli altri markers di identificazione alle cellule CD4 N, il CD28, CCR7, CD62L,                                      

CD95, CD45RO e definendo le cellule N come CD28+CCR7+CD62L+CD95-CD45RO- (le                          

chiameremo CD4 N7) i risultati sono sovrapponibili ai precedenti, infatti correlando la                                

popolazione dei CD4 N7 al sierostato e all’età, resta significativa la differenza tra i sieropositivi                                         

e sieronegativi, con una percentuale della mediana rispettivamente 16.2% vs. 25.8% (p=0.02)                                

(Fig.  4.10).

Fig.  4.10.  Percentuale  dei  CD4  N7  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i gruppi per età e sierostato (Fig. 4.11), si nota una tendenza alla diminuzione delle                                            

cellule naïve CMV correlata. Infatti, sebbene non siano differenze significative, si osserva una                                   

mediana negli anziani negativi di 21.8% vs. 14.5% anziani positivi, e mediana giovani negativi                                      

32.9%  vs.  29%  giovani  positivi.

Fig.  4.11.  Percentuale  dei  CD4  N7  nei  quattro  gruppi  esaminati.
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All’interno del secondo pannello Gemstone 2, abbiamo definito i naïve come cellule                                

CD27+CD45RA+CD28+CCR7+ ed abbiamo analizzato l’espressione del CD11a e alla                       

molecola  di  superficie  CD26  sui  CD4  e  sui  CD8  (risultati  mostrati  in  seguito).

L’analisi per sierostato ha mostrato un aumento della popolazione CD11a-CD26+ nei CMV+                                

rispetto ai CMV- (mediana: 10.85% vs. 4.9%, p=0.042), ed un aumento all’interno della                                   

popolazione  anziana  rispetto  ai  giovani  (8.6%  vs.  3.8%,  p=0.03)  (Fig.  4.12).

Fig. 4.12. Percentuale dei CD4 N4 CD11a-CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

L’analisi dei 4 gruppi invece (Fig. 4.13) non ha mostrato differenze significative, sebbene negli                                      

anziani la percentuale di questa popolazione varia dal 11.7% nei positivi al 6.3% nei negativi                                         

con un valore della p=0.09, e vi sia un aumento negli anziani positivi rispetto ai giovani negativi                                               

(6.3%  vs.  4.2%).

Fig.  4.13.  Percentuale  dei  CD4  N4  CD11a-CD26+  nei  4  gruppi  esaminati.
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Anche nella popolazione TN CD4+CD11a+CD26+ (Fig. 4.14), non emergono differenze                          

significative, se non una tendenza ad aumentare nei CMV- vs. CMV+ (1.75% vs. 1.072%) e                                         

negli  anziani  (1.7%  vs.  0.5%  giovani).

Fig. 4.14. Percentuale dei CD4 N4 CD11a+CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

La divisione in gruppi (Fig. 4.15) non ha mostrato un aumento significativo nei giovani senza                                         

infezione  (1.3%  vs.  0.22%),  e  negli  anziani  senza  infezione  (1.88%  vs.  1.6%).

Fig.  4.15.  Percentuale  dei  CD4  N4  CD11a+CD26+  nei  4  gruppi.

L’analisi dei CD11a+CD26- per sierostato (Fig. 4.16) ha mostrato un aumento di questa                                   

popolazione nei soggetti CMV-, con una mediana di 6.9% vs. 1.9% dei CMV+, con un                                         

p<0.0001, mentre la suddivisione per età non ha mostrato differenze significative, sebbene vi sia                                      
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una tendenza a diminuire con l’avanzare dell’età, si passa infatti da una mediana del 5.9% dei                                            

giovani  al  3.7%  degli  anziani  (p=0.2).

Fig. 4.16. Percentuale dei CD4 N4 CD11a+CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

La Fig. 4.17, mostra la suddivisione per gruppi. Anche qui emerge una percentuale maggiore                                      

negli anziani negativi rispetto agli anziani positivi (13.7% vs. 1.33%), con una p<0.0001.                                   

Questo avviene anche nei giovani CMV-, infatti la percentuale è aumentata rispetto al giovane                                      

CMV+  (6.1%  vs.  4.07%,  p=0.5).

Fig.  4.17.  Percentuale  dei  CD4  N4  CD11a+CD26-  nei  4  gruppi.

Analizzando la popolazione doppia negativa (CD11a-CD26-), non emergono differenze                       

significative correlate al sierostato ed all’età (Fig. 4.18), sebbene si noti un aumento di questa                                         

popolazione  nei  CMV+  (83.2%  vs.  78.2%),  e  nei  giovani  (87%  vs.  76%)
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Fig. 4.18. Percentuale dei CD4 N4 CD11a-CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

La Fig. 4.19 mostra la percentuale dei doppi positivi nei 4 gruppi, si osserva una diminuzione                                            

correlata all’età, infatti si passa dal 86.3% dei giovani all’83% degli anziani negativi ed una                                         

diminuzione CMV correlata solo negli anziani, si passa dall’83% dei CMV- al 74% dei CMV+                                         

anziani.

Fig.  4.19.  Percentuale  dei  CD4  N4  CD11a-CD26-  nei  4  gruppi  esaminati.

Complessivamente nella Fig. 4.20 sono mostrate le differenze in termini di CD11a e CD26                                      

all’interno  dei  CD4  N4.
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Fig.  4.20.  Modifiche  dei  CD4  N4  CD11a  CD26  all’interno  dei  4  gruppi.

4.2.1.2.  CD8

Dall’analisi dei CD8 TN (CD27+CD45RA+), sono emerse delle modifiche sia correlate al                                

sierostato che all’età. Vi è una diminuzione dei CD8CD27+CD45RA+ con l’avanzare dell’età,                                

con una mediana pari a 54.8% nei giovani vs. 16.6% negli anziani (p<0.0001), ed una                                         

diminuzione di questa percentuale anche nei donatori con infezione da CMV(CMV+ 19.05%                                

vs.  CMV-  49%  con  una  p=0.004)  (Fig.  4.21).

Fig.  4.21.  Percentuale  dei  CD8  naïve  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Analizzando i 4 gruppi esaminati si nota una progressiva diminuzione con l'avanzare dell'età,                                   

infatti nei giovani negativi la mediana è del 61%, mentre negli anziani negativi 27% (p<0.0001).                                         

Inoltre questa significativa (p=0.0006) resta se compariamo la mediana degli anziani positivi e                                   

dei giovani positivi, rispettivamente 39.2% vs. 14%. Durante l’infezione da CMV questo trend                                   

viene mantenuto ed amplificato, infatti nei giovani CMV negativi la mediana è del 61% e nei                                            
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giovani positivi è pari a 39.2% (p=0.0029). Questo fenomeno avviene anche negli anziani con                                      

infezione da CMV, infatti la percentuale si riduce da 27% al 14% anche se non in modo                                               

significativo  (p=0.07)  (Fig.  4.22).

Fig.  4.22.  Percentuale  dei  CD8  naïve  nei  quattro  gruppi  esaminati.

Quando andiamo ad aggiungere per l'identificazione delle TN gli altri markers CD28, CCR7,                                   

CD95, CD62L, CD45RO, l’analisi per sierostato mostra una differenza significativa tra i                                

CMV+ vs. CMV-, con una mediana che va rispettivamente dall’1.05% al 7.6% (p=0.0002),                                   

mentre l’analisi per età mostra una diminuzione dei CD8_N7 con l’aumentare dell’età, dal 7.3%                                      

dei  giovani  negativi  al  1.9%  negli  anziani  negativi  (p=0.0057)(Fig.  4.23).

Fig.  4.23.  Percentuale  dei  CD8_N7  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Quando analizziamo i 4 gruppi (Fig. 4.24), resta una differenza significativa tra gli anziani                                      

negativi con una mediana di 5 e gli anziani positivi con una mediana di 0.3 (p=0.0055). Mentre                                               

nei giovani positivi vi è una tendenza non significativa di questa popolazione a diminuire infatti                                         

si  fa  dal  20%  (valore  mediano)  dei  negativi  al  3.3%  dei  positivi  (0.06).
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Fig.  4.24.  Percentuale  dei  CD8_N7  nei  4  gruppi  esaminati.

All’interno del secondo pannello Gemstone 2, abbiamo definito i naïve come cellule                                

CD27+CD45RA+CD28+CCR7+ ed abbiamo analizzato l’espressione del CD11a e alla                       

molecola  di  superficie  CD26  nei  CD8.

I CD8 naïve CD11a-CD26+ (Fig. 4.25), non hanno mostrato grosse modifiche nei CMV+ e nei                                         

CMV+ (rispettive mediane 16.45% vs. 15.75%), mentre si nota una aumento significativo di                                   

questa popolazione (p=0.0002) negli anziani rispetto ai giovani (rispettivamente) 24.8% vs.                             

4.8%.

Fig. 4.25. Percentuale dei CD8_N4 CD11a-CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                   

all’età.

L’analisi dei 4 gruppi (Fig. 4.26), mostra un aumento dei CD11a-CD26+ età correlato sia nei                                         

CMV negativi (giovani negativi 4% vs. 22.7% anziani negativi, p=0.03), che nei CMV+                                   

(giovani  positivi  5.7%  vs.  anziani  positivi  26.9%,  p=0.04).

39



Fig.  4.26.  Percentuale  dei  CD8_N4  CD11a-CD26+  nei  4  gruppi.

Analizzando i CD N4 doppi positivi è emersa una differenza significativa tra i donatori anziani                                         

e i giovani (Fig. 4.27), infatti gli anziani hanno una mediana di 2.5% ed i giovani del 0.7%                                                  

(p=0.01), mentre nessuna differenza è emersa in base al sierostato (CMV+ 2.3% vs. 2%                                      

CMV-).

Fig. 4.27. Percentuale dei CD8_N4 CD11a+CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                   

all’età.

La Fig. 4.28 mostra l’analisi per gruppi, mostra una tendenza all’aumento negli anziani rispetto                                      

ai  giovani  negativi  (2.46%  vs.  1.64%,  p=ns),  e  nei  positivi  (2.5%  vs.  0.13%,  p=0.03).
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Fig.  4.28.  Percentuale  dei  CD8_N4  CD11a+CD26+  nei  4  gruppi.

I CD8 naïve CD11a+CD26- (Fig. 4.29), mostra una tendenza all’aumento sia con l’età (anziani                                      

3.8% vs. 2.8% giovani, p=0.4), ma non durante l’infezione da CMV (CMV+ 2.22% vs.3.65%                                      

CMV-,  p=ns).

Fig. 4.29. Percentuale dei CD8_N4 CD11a+CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                   

all’età.

Scorporando i 4 gruppi (Fig. 4.30), sebbene si noti un aumento età correlato, sebbene non                                         

significativo (giovani negativi 3.1% vs. 4.3% anziani negativi, p=ns;; giovani positivi 2% vs.                                   

3.6% anziani positivi, p=ns). Durante l’infezione da CMV si nota nei positivi una diminuzione                                      

di questa sottopopolazione (anziani negativi 4.3% vs. 3.6% anziani positivi, p=ns;; giovani                                

negativi  3.1%  vs.  2%  giovani  positivi,  p=ns).
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Fig.  4.30.  Percentuale  dei  CD8_N4  CD11a+CD26-  nei  4  gruppi.

La popolazione doppia negativa (Fig. 4.31), dimiunisce con l’avanzare dell’età, infatti si va da                                      

una mediana del 90.8% nei giovani a 51.1% negli anziani (p=0.0002). Durante l’infezione da                                      

CMV vi è una diminuzione di questa popolazione, si passa da 73.6 dei negativi a 56.9 dei                                               

positivi,  sebbene  con  una  p=0.4).

Fig. 4.31. Percentuale dei CD8_N4 CD11a-CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                   

all’età.

Analizzando i 4 gruppi (Fig. 4.32), sebbene non vi siano differenze significative tra gli anziani                                         

positivi e i giovani positivi, si nota una diminuzione di questa sottopopolazione durante                                   

l’invecchiamento, sia nei negativi (giovani 90.3% vs. 55.7% anziani, p=0.003), che nei positivi                                   

(giovani  93.4%  vs.  46.5%,  p=0.04).
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Fig.  4.32.  Percentuale  dei  CD8_N4  CD11a-CD26-  nei  4  gruppi.

Complessivamente nella Fig. 4.33 sono mostrate le differenze in termini di CD11a e CD26                                      

all’interno  dei  CD8  N4.

Fig.  4.33.  Modifiche  dei  CD8  N4  CD11a  CD26  all’interno  dei  4  gruppi.

4.2.2.  Central  Memory

I linfociti T central memory (TCM) sono stati identificati mediante i markers CD27 CD45RA, e                                         

sono  stati  definiti  come  CD27+CD45RA-.

4.2.2.1.  CD4

Analizzando i CD4 TCM sia per sierostato che per età (Fig. 4.34) emerge un aumento di questa                                               

popolazione sia nei CMV+ (50.10% vs. 44.2%) che negli anziani (45% vs. 43.3%), sebbene                                      

non  significativo  (rispettivamente  p=0.65,  p=0.7).
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Fig.  4.34.  Percentuale  dei  CD4  TCM  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Analizzando la percentuale dei TCM nei 4 gruppi si nota un aumento di questa                                      

sottopopolazione negli anziani positivi vs. anziani negativi (50.1% vs. 44.5%) ed un aumento                                   

anche nei giovani positivi vs. giovani negativi (50.1% vs. 41.8%), sebbene siano differenze non                                      

significative  (Fig.  4.35).

Fig.  4.35.  Percentuale  dei  CD4  TCM  nei  4  gruppi.

4.2.2.2.  CD8

Dall’analisi delle CD8 TCM (CD27+CD45RA-) per sierostato (Fig. 4.36) emerge che durante                                

l’infezione da CMV vi è una diminuzione di questa sottopopolazione di CD8, infatti si passa dal                                            

28.8% nei sieronegativi al 18.05% nei sieropositivi (valori mediani, p=0.0003);; mentre c’è una                                   

tendenza a diminuire con l’età infatti la mediana va da 27.65% dei giovani al 22.3% degli                                            

anziani  (p=0.2).
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Fig.  4.36.  Percentuale  dei  CD8  TCM  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Analizzando le CD8 TCM nei 4 gruppi il dato è discordante in quanto vi è un aumento,                                               

sebbene non significativo, con l’aumentare dell’età, si va dal 27.7% dei giovani negativi al                                      

35.4% degli anziani negativi. Mentre viene confermato il dato correlato all’infezione da CMV,                                   

infatti questa percentuale decresce negli anziani positivi, con una mediana 16.9% (p=0.0016);; la                                   

stessa cosa avviene nei giovani CMV positivi infatti la mediana va dal 24.6% nei giovani                                         

positivi  al  27.7%  dei  negativi  anche  se  non  in  modo  significativo  (Fig.  4.37).

Fig.  4.37.  Percentuale  dei  CD8  TCM  nei  4  gruppi  esaminati.

4.2.3.  Linfociti  T  Effector  Memory  (TEM)

I linfociti T Effector Memory (TCM) sono stati identificati mediante i markers CD27 CD45RA,                                      

e  sono  stati  definiti  come  CD27-CD45RA-.
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4.2.3.1.  CD4

La percentuale dei CD4 TEM (CD27-CD45RA-) risulta essere aumentata nei pz con infezione                                   

da CMV, si va da una mediana di 5.6% nei sieropositivi al 3.9% nei sieronegativi (p=0.0012),                                            

inoltre questa sottopopolazione sembrerebbe diminuire con l’avanzare dell’età (mediana giovani                          

5.4%  vs.  4.2%  anziani),  sebbene  non  in  modo  significativo  (Fig.  4.38).

Fig.4.38.  Percentuale  dei  CD4  TEM  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Nei 4 gruppi esaminati, le CD4 TEM aumentano durante l’infezione da CMV, infatti si va dal                                            

3.1% degli anziani negativi al 5.08% degli anziani positivi (p=0.004), e dal 4.3% dei giovani                                         

negativi al 11.8% dei giovani positivi (p=0.0084). Questa sottopopolazione diminuisce al                             

diminuire dell’età sia nei CMV+ che nei CMV-, sebbene le differenze non siano statisticamente                                      

significative  (Fig.  4.39).

Fig.  4.39.  Percentuale  dei  CD4  TEM  nei  4  gruppi.

4.2.3.2.  CD8

Le CD8 TEM aumentano nei soggetti CMV+, infatti la mediana è pari al 11.5% mentre nei                                            

CMV- è del 3.8% (p=0.0002), inoltre aumentano anche all’aumentare dell’età, sebbene non in                                   

modo  significativo,  dal  4.02%  dei  giovani  al  7.5%  negli  anziani  (Fig.  4.40).
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Fig.  4.40.  Percentuale  delle  CD8  TEM  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i gruppi, vi è un aumento della sottopopolazione durante l’infezione da CMV(Fig.                                   

4.41), sia nel gruppo degli anziani (old+ 9.4% vs. 4.8% old-) sebbene con una p=0.06, sia nel                                               

gruppo dei giovani (young+ 11.3% vs. young- 3.4%) con una p<0.0001. Inoltre vi è una                                         

tendenza all’aumento dei CD8 TEM con l’aumentare dell’età sia nel gruppo dei CMV+ (old-                                      

4.8%  vs.  3.4%  young+).

Fig.  4.41.  Percentuale  dei  CD8  TEM  nei  4  gruppi.

4.2.4.  Linfociti  T  revertant  (TEMRA)

I linfociti T revertant (TEMRA) sono stati identificati dapprima mediante i markers CD27                                   

CD45RA, e sono stati definiti come CD27-CD45RA+. Aggiungendo in seguito gli altri                                

markers di identificazione sono stati selezionati come TEMRA i linfociti                          

CD27-CD45RA+CD28+/-CCR7-CD95+CD62L-.

4.2.4.1  CD4

La percentuale delle TEMRA aumenta nei pz con infezione da CMV e con l’età (Fig.4.42),                                         
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infatti l’analisi per sierostato mostra una mediana per i CMV+ pari a 0.92% vs. 0.23 dei CMV-                                               

(p=0.0003), mentre l’analisi per età mostra un aumento di questa sottopopolazione con una                                   

mediana  che  va  da  0.28%  nei  giovani  a  0.85  negli  anziani  (p=0.046).

Fig.  4.42.  Percentuale  delle  CD4  TEMRA  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Anche dall’analisi dei 4 gruppi (Fig. 4.43) emerge un aumento di questa popolazione durante                                      

l’infezione da CMV sia nei giovani che negli anziani (old+ 1.02% vs. 0.26% old- con una                                            

p=0.01;; young+ 0.63% vs. 0.15 young- con una p=0.02). Inoltre si osserva un aumento, seppur                                         

non  significativo  età  correlato.

Fig.  4.43.  Percentuale  dei  CD4  TEMRA  nei  4  gruppi.

Quando per delineare questa sottopopolazione vengono aggiunti gli altri markers e quindi                                

definiti nel seguente modo CD28+/-CCR7-CD95+CD62L- (CD4 Rev6), la percentuale dei                          

CD4 Rev6 resta predominante nei CMV+ con una mediana dello 0.13% vs. 0.02% nei CMV                                         

negativi, anche negli anziani questa popolazione è maggiore rispetto ai giovani (rispettivamente                                
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0.04  vs.  0.02)  sebbene  non  vi  sia  significatività  (Fig.  4.44).

Fig.  4.44.  Percentuale  delle  CD4  Rev6  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i gruppi, è significativa la differenza tra gli old+ vs. old- (0.02% vs. 0.09%,                                         

p=0.04), anche nei giovani positivi si nota un aumento di questa percentuale (0.16% vs. 0.04%                                         

giovani  negativi),  sebbene  non  significativa  (p=0.08)  (Fig.  4.45).

Fig.  4.45.  Percentuale  dei  CD4  Rev6  nei  4  gruppi.

All'interno delle TEMRA abbiamo distinto diversi sottogruppi tramite le molecole CD11a e                                

CD26. La sottopopolazione CD11a-CD26+ delle CD4 TEMRA, non subisce modifiche                          

correlate all’età (Fig. 4.46), infatti la mediana nei giovani è di 9.6% vs. 9.4% degli anziani,                                            

mentre questa popolazione diminuisce notevolmente nei CMV- si passa dal 14.7% dei negativi                                   

al  3.8%  dei  positivi  (p=0.03).
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Fig. 4.46. Percentuale delle CD4 Rev4 CD11a-CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

L’analisi dei gruppi (Fig. 4.47), mostra una diminuzione della percentuale di questa popolazione                                   

con l’aumentare dell’età (14.3% anziani negativi vs. 16.4% giovani negativi, p=ns;; anziani                                

positivi 3.8% vs. 3.3% giovani positivi, p=ns), ed una diminuzione di questa popolazione nei                                      

soggetti  CMV-(old+  3.8%  vs.  14.3%  old-,  p=ns;;  young+  3.3%  vs.  16.4%  young-,  p=0.03).

Fig.  4.47.  Percentuale  delle  CD4  Rev4  CD11a-CD26+  nei  4  gruppi  esaminati.

La sottopopolazione doppia positiva, CD11a+CD26+, (Fig. 4.48) non mostra variazioni                          

significative  né  tra  i  CMV+  e  CMV-  né  tra  gli  anziani  e  i  giovani.
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Fig. 4.48. Percentuale delle CD4 Rev4 CD11a+CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Scorporando i donatori (Fig. 4.49), emerge una diminuzione di questa sottopopolazione durante                                

l’infezione da CMV, maggiormente nei giovani, infatti si va da una mediana dei giovani                                      

negativi  del  17.6%  al  3.3%  nei  giovani  positivi  (p=0.02).

Fig.  4.49.  Percentuale  delle  CD4  Rev4  CD11a+CD26+  nei  4  gruppi  esaminati.

Durante l’invecchiamento vi è una tendenza all’aumento della sottopopolazione                       

CD11a+CD26-, anche se non in modo significativo che va dal 42.45% nei giovani al 45.8%                                         

negli anziani. L'infezione da CMV contribuisce all’aumento della sottopopolazione                       

CD11a+CD26-, infatti nei CMV- si ha una mediana del 40.5% vs. il 65.8% dei CMV- (p=0.01)                                            

(Fig.  4.50).
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Fig. 4.50. Percentuale delle CD4 Rev4 CD11a+CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Scorporando i gruppi (Fig. 4.51), si nota un aumento di questa sottopopolazione soprattutto nei                                      

giovani positivi rispetto ai giovani negativi (29.4% vs. 85%, p=0.0002), ed anche rispetto agli                                      

anziani  positivi  (44.7%,  p=0.01).

Fig.  4.51.  Percentuale  delle  CD4  Rev4  CD11a+CD26-  nei  4  gruppi  esaminati.

Nella sottopopolazione doppia negativa (Fig. 4.52), CD11a-CD26-, non vi sono differenze                             

significative tra i giovani e gli anziani, mentre esiste tra i CMV+ ed i CMV-, infatti questa                                               

popolazione diminuisce durante l’infezione da CMV, si va da una mediana di 14.3% nei                                      

negativi  a  5.8%  nei  positivi  (p=0.004).

Fig.  4.52.  Percent.  delle  CD4  Rev4  CD11a-CD26-  nei  donatori  in  relazione  a  sierostato  ed  età.
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Nella Fig. 4.53 si nota una tendenza alla diminuzione dei doppi negativi durante l’infezione sia                                         

negli anziani (old- 14.3% vs. 5.8% old+, p=0.058) che nei giovani (young+ 16.3% vs. 1.8%                                         

young-,  p=0.03).

Fig.  4.53.  Percentuale  delle  CD4  Rev4  CD11a-CD26-  nei  4  gruppi  esaminati.

Le  diverse  sottopopolazioni  presenti  nei  4  gruppi  sono  schematizzate  nella  Fig.  4.54.

Fig.  4.54.  Modifiche  dei  CD4  Rev4  CD11a  CD26  all’interno  dei  4  gruppi.

4.2.4.2  CD8

Le cellule CD8 TEMRA aumentano sia durante l’infezione da CMV che durante                                

l’invecchiamento (Fig. 4.55). Infatti si osserva una mediana che va nei CMV- dal 9.9% al                                         

43.15%  nei  CMV+  (p<0.0001),  mentre  nei  giovani  dal  5.8%  al  33.4%  negli  anziani  (p<0.0001).
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Fig.  4.55.  Percentuale  delle  CD8  TEMRA  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Le TEMRA nei 4 gruppi esaminati, mostrano un aumento fisiologicamente età correlato (Fig.                                   

4.56), dal 3.79% nei giovani negativi al 14.9% negli anziani negativi (p=0.0006). Questa                                   

caratteristiche vi è anche durante l’infezione da CMV, infatti nei giovani positivi si ha una                                         

mediana del 20.1% e negli anziani 48.9% (p=0.002). Nei soggetti con infezione da CMV queste                                         

percentuali aumentano significativamente, infatti nei giovani positivi si arriva al 20.1%                             

(p=0.0066)  e  negli  anziani  positivi  al  48.9%  (p=0.002).

Fig.  4.56.  Percentuale  dei  CD8  TEMRA  nei  4  gruppi.

Quando andiamo ad identificare le TEMRA con gli altri markers CD28, CCR7, CD62L,                                   

CD95, il risultato non cambia. L’analisi per sierostato mostra un aumento di questa popolazione                                      

nei CMV+ (26.05% vs. 3.86% CMV-, p<0.0001), e nei donatori anziani con una mediana pari                                         

a  20.6%  vs.  2.4%  (p<0.0001)  (Fig.4.57).
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Fig.  4.57.  Percentuale  delle  CD8  Rev  6  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Analizzando i 4 gruppi, emerge che vi è un aumento delle CD8 Rev6 età correlato (giovani                                            

negativi 1.6% vs. anziani negativi 8.27%, p=0.0001;; CMV+ giovani 14.1% vs. CMV+ anziani                                   

29.7%, p=0.049), e CMV correlato. Infatti la mediana dei CD8 Rev 6 negli anziani CMV- è di                                               

8.27% vs. anziani CMV+ 29.7% (p=0,0048) (Fig. 4.58), mentre nei giovani CMV- è di 1.6%                                         

vs.  giovani  CMV+  14.1%  (p=0.0031).

Fig.  4.58.  Percentuale  dei  CD8  Rev  6  nei  4  gruppi.

Anche nei CD8 TEMRA abbiamo distinto diversi sottogruppi tramite le molecole CD11a e                                   

CD26.

La Fig. 4.59 mostra che non vi sono differenze significative di questa popolazione nei CMV+ e                                            

nei  CMV-  e  nemmeno  trai  giovani  e  gli  anziani.
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Fig. 4.59. Percentuale delle CD8 Rev 4 CD11a- CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                            

all’età.

Anche  dall’analisi  dei  4  gruppi  (Fig.  4.60),  non  emergono  differenze  significative.

Fig.  4.60.  Percentuale  delle  CD8  Rev  4  CD11a-  CD26+  nei  4  gruppi.

Come si può notare dalla figura 4.61, nemmeno nella popolazione doppia positiva ci sono                                      

modifiche significative durante l’infezione da CMV (CMV+ 1.02%vs. 2.78% CMV-, p=ns) e                                

con  l’invecchiamento  (giovani  0.88%  vs.  2.5%  anziani,  p=ns).
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Fig. 4.61. Percentuale delle CD8 Rev 4 CD11a+ CD26+ nei donatori in relazione al sierostato                                         

e  all’età.

Scorporando i gruppi si nota un aumento di questa popolazione negli anziani rispetto ai giovani                                         

(Fig. 4.62) sia nei donatori negativi (giovani 2.5% vs. 3% anziani, p=ns) che nei positivi                                         

(giovani 0.38% vs. 1.5% anziani, p=0.01). All’interno del compartimento giovanile, i soggetti                                

con infezione da CMV hanno una maggior proporzione di CD8 Rev4 CD11a+CD26+ (young-                                   

2.4%  vs.  young+  0.38,  p=0.01).

Fig.  4.62.  Percentuale  delle  CD8  Rev  4  CD11a+  CD26+  nei  4  gruppi.

La fig. 4.63 mostra la popolazione CD11a+CD26-. Non vi sono differenze statisticamente                                

significative,  né  analizzando  i  gruppi  per  sierostato  né  per  età.
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Fig. 4.63. Percentuale delle CD8 Rev 4 CD11a+ CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                            

all’età.

Nella Fig. 4.64 variazioni statisticamente significative si osservano nei giovani positivi sia                                

rispetto ai giovani negativi (98.9% vs 94.3% rispettivamente, p=0.0004), che rispetto agli                                

anziani  positivi  (98.9%  vs.  95.4,  p=0.0073).

Fig.  4.64.  Percentuale  delle  CD8  Rev  4  CD11a+  CD26-  nei  4  gruppi.

Nemmeno nella sottopopolazione CD8 Rev4 doppia negativa, si apprezzano variazioni sia                             

esaminando  i  gruppi  per  sierostato  e  per  età,  sia  scorporandoli  (Fig.  4.65).

58



Fig. 4.65. Percentuale delle CD8 Rev 4 CD11a+ CD26- nei donatori in relazione al sierostato,                                         

all’età  e  dei  4  gruppi.

Le  diverse  sottopopolazioni  presenti  nei  4  gruppi  possono  essere  schematizzate  come  Fig.  4.66.

Fig.  4.66.  Modifiche  dei  CD8  Rev4  CD11a  CD26  all’interno  dei  4  gruppi.
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Globalmente, nella Fig. 4.67 sono espresse le sottopopolazioni dei linfociti CD4 in relazione al                                      

sierostato. Come abbiamo visto già singolarmente non ci sono molte modifiche in questo                                   

compartimento, anche se si osserva una diminuzione dei CD4 naive, ed un aumento delle                                      

TEMRA.

Fig.  4.67.    In  alto  compartimento  dei  CD4  in  relazione  al  sierostato,  in  basso  in  relazione  all’età.

Nei 4 gruppi (OLD+ ed OLD-, YOUNG+ e YOUNG-) mostrati nella Fig. 4.68 sono                                      

rappresentati  le  sottopopolazioni  dei  CD4.

Fig.  4.68.  In  alto  le  diverse  sottopopolazioni  dei  CD4  nei  4  gruppi  esaminati.
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Nel compartimento CD8 come già visto nell’analisi singola delle sottopopolazioni le modifiche                                

durante  l’invecchiamento  e  durante  l’infezione  da  CMV  sono  più  importanti  (Fig.  4.69).

Fig.  4.69.  Il  compartimento  dei  CD8  in  relazione  al  sierostato  (in  alto)  ed  età  (in  basso).

Nei 4 gruppi (OLD+ ed OLD-, YOUNG+ e YOUNG-) mostrati nella Fig. 4.70 sono                                      

rappresentati  le  sottopopolazioni  dei  CD8.

Fig.  4.70.  Modifiche  nel  compartimento  dei  CD8  nei  4  gruppi.
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4.2.5.  Espressione  del  CD127

4.2.5.1.  CD4

I CD4 CD27-CD127+ non sembra subiscano modifiche età correlate, infatti la percentuale della                                   

mediana va da 5.2 nei giovani a 5.7 negli anziani (Fig. 4.71), mentre questa popolazione è                                            

molto  abbondante  nei  CMV+  fino  ad  arrivare  a  8.7%  vs.  4.1%  nei  CMV-  (p<0.001).

Fig.  4.71.  Percentuale  delle  CD4  CD127+  CD27-  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato.

Quando scorporiamo i gruppi (Fig. 4.72), si nota sempre un aumento di questa popolazione nei                                         

CMV+ sia giovani (9.2% vs. 4.7% giovani negativi, p=0.01) che negli anziani (anziani positivi                                      

7.6%  vs.  3.7&  anziani  negativi,  p=0.0012).

Fig.  4.72.  Percentuale  delle  CD4  CD127+  CD27-  nei  4  gruppi.

I CD4+CD27+CD127+ diminuiscono durante l’infezione da CMV (Fig. 4.73), si va da una                                   

mediana di 92.85% nei CMV- a 92.85% nei CMV+ (p<0.0001), mentre vi è una lieve                                         

diminuzione  correlata  all’avanzare  dell’età  (young  91.3  vs.  old  89.95,  p=ns).
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Fig. 4.73. Percentuale delle CD4 CD127+ CD27+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Per quanto riguarda la percentuale dei CD4 CD27+CD127+ nei 4 gruppi esaminati, non sembra                                      

subire modificazione età correlate, mentre l’infezione da CMV causa in entrambi i gruppi, una                                      

diminuzione di questa popolazione sia nei giovani che negli anziani, rispettivamente old+ 87.2%                                   

vs.  old-  93.5%,  (p=0.0019),  e  young+  85.2/  vs.  92.4%  young-  (p=0.01)(Fig.  4.74).

Fig.  4.74.  Percentuale  delle  CD4  CD127+  CD27+  nei  4  gruppi.

4.2.5.2.  CD8

I CD8+CD27-CD127+ (Fig. 4.75) aumentano significativamente negli anziani rispetto ai                          

giovani (18.9% vs. 4.5%, p<0.0001), ed aumentano anche durante l’infezione da CMV (CMV+                                   

24.7%  vs.  7.7%  CMV-,  p<0.0001.
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Fig. 4.75. Percentuale delle CD8 CD127+ CD27- nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Scorporando i 4 gruppi (Fig. 4.76), si nota un aumento di questa popolazione correlata all’età                                         

sia nei CMV- (old- 8.3% vs. young- 4.3%, p=0.007), che nei CMV+ (old+ 29.1% vs. old-                                            

6.4%, p=0.01), inoltre un ulteriore aumento si ha durante l’infezione da CMV, infatti si passa da                                            

8.3%  degli  anziani  negativi  a  29.1%  degli  anziani  positivi  (p=0.0005).

Fig.  4.76.  Percentuale  delle  CD8  CD127+  CD27-  nei  4  gruppi.

I CD8 doppi positivi, CD27+CD127+, (Fig. 4.77) diminuiscono con l’aumentare dell’età dal                                

82.1% dei giovani a al 43.6% degli anziani (p<0.0001). Lo stesso avviene durante l’infezione                                      

da  CMV,  infatti  si  va  dal  77.1%  dei  CMV-  al  41.5%  dei  CMV+  (p<0.0001)

64



Fig. 4.77. Percentuale delle CD8 CD127+ CD27+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Scorporando i gruppi (Fig. 4.78), si nota una diminuzione età correlata sia nei CMV + (old                                            

36.5% vs. 60% young, p=0.003), sia nei CMV- (old 68.6% vs. 85% young, p<0.0001), ed un                                            

ulteriore diminuzione durante l’infezione da CMV (old+ 36.5% vs. 68.6% old-, p=0.0007;;                                

young+  60%  vs.  85%  young-,  p=0.0010).

Fig.  4.78.  Percentuale  delle  CD8  CD127+  CD27+  nei  4  gruppi.

4.2.6.  Espressione  del  CD11a  e  del  CD26

4.2.4.1.  CD4

Analizzando le diverse sottopopolazioni CD11a e CD26, si nota un aumento dei                                

CD11a-CD26+ (Fig. 4.79) sia nei donatori CMV+ (9.3% vs. 4.8% CMV-, p=0.0038) che con                                      

l’aumentare  dell’età  (old  8.3%  vs.  young  4.5%,  p=0.02).
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Fig. 4.79. Percentuale delle CD4 CD11a- CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

La Fig. 4.80 mostra i risultati nei 4 gruppi, e sebbene vi sia complessivamente un aumento età                                               

correlato e durante l’infezione da CMV, l’unico valore significativo è la differenza tra gli old+                                         

11.6%  vs.  6.9%  old-,  p=0.01.

Fig.  4.80.  Percentuale  delle  CD4  CD11a-  CD26+  nei  4  gruppi.

Come emerge dalle Fig. 4.81, non vi sono grosse differenze in termini di popolazione doppia                                         

positiva nel gruppo CMV+ vs. CMV- e né negli young vs. old. Il risultato non cambia                                            

scorporando  i  gruppi  (Fig.  4.82)
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Fig. 4.81. Percentuale delle CD4 CD11a+ CD26+ nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Fig.  4.82.  Percentuale  delle  CD4  CD11a+  CD26+  nei  4  gruppi.

Nella popolazione CD4 CD11a+CD26-, non sono emerse differenze significative nell’analisi                          

per  sierostato  e  per  età  (Fig.  4.83).
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Fig. 4.83. Percentuale delle CD4 CD11a+ CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Scorporando i gruppi (Fig. 4.84) si nota una diminuzione di questa popolazione nei soggetti                                      

anziani CMV+ (17.6% vs. 25.9% anziani CMV-, p=0.02), si nota anche una diminuzione età                                      

correlata  solo  nei  soggetti  CMV+  (old+  17.6%  vs.  36.2  young+,  p=0.008).

  
Fig.  4.84.  Percentuale  delle  CD4  CD11a+  CD26-  nei  4  gruppi.

Nella popolazione doppia negativa, CD11a-CD26-, non emergono differenze sia se dividiamo i                                

gruppi  in  base  al  sierostato  o/e  l’età  (risultati  non  mostrati).

4.2.4.2.CD8

Nella popolazione dei CD8, I CD11a-CD26+ non mostrano grosse variazioni in relazione al                                   

sierostato e all’età (dati non mostrati), mentre se scorporiamo i gruppi, si nota globalmente un                                         

aumento  età  correlato  nei  CMV-  (old  20%  vs.  4.8%,  p=0.04)  (Fig.  4.85)

68



Fig.  4.85.  Percentuale  delle  CD8  CD11a-  CD26+  nei  4  gruppi.

La popolazione CD11a+CD26+, non mostra variazioni significativo in base al sierostato e                                

all’età. Scorporando i gruppi (Fig. 4.86) si nota una diminuzione di questa popolazione durante                                      

l'infezione  del  CMV  nei  giovani  (young-  11.9%  vs.  6.03%  young+,  p=0.01).

Fig.  4.86.  Percentuale  delle  CD8  CD11a+  CD26+  nei  4  gruppi.

L’analisi della popolazione CD11a+CD26- (Fig. 4.87), ha mostrato che vi è aumento nei                                   

donatori con infezione da CMV (53.9% vs. 33.6% CMV-, p=0.0039), ed anche età correlato                                      

(giovani  32.9%  vs.  50.5%  anziani,  p=0.01)
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Fig. 4.87. Percentuale delle CD8 CD11a+ CD26- nei donatori in relazione al sierostato e                                      

all’età.

Scorporando i gruppi la percentuale della mediana della popolazione CD11a+CD26- (Fig. 4.88)                                

aumenta con l'aumentare dell'età dal 24.1% dei giovani negativi al 40.4% negli anziani negativi                                      

(p=0.0099). Durante l’infezione da CMV vi è un aumento significativo di questa popolazione                                   

nei  giovani  positivi,  che  va  dal  24.1%  dei  negativi  al  48.9%  dei  giovani  positivi  (p=0.002).

Fig.4.88.    Percentuale  delle  CD8  CD11a+  CD26-  nei  4  gruppi.

Analizzando all’interno dei CD8 i doppi negativi, emerge che questa popolazione (Fig. 4.89)                                   

diminuisce durante l’infezione da CMV (12.8% vs. 30.8% CMV-, p=0.0092) e diminuisce                                

anche  durante  l’invecchiamento  (giovani  44.05%  vs.  12.9%  anziani,  p<0.0001).
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Fig.  4.89.  Percentuale  delle  CD8  CD11a-  CD26-  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i 4 gruppi (Fig. 4.90) emerge che la popolazione doppia negativa decresce con                                      

l'aumento dell'età (dal 45.7% dei giovani al 17.09% degli anziani, p<0.0001) e questa differenza                                      

resta significativa anche nei soggetti giovani ed anziani con infezione da CMV (rispettivamente                                   

28.2%  vs  12.6%,  p=0.02).

Fig.  4.90.  Percentuale  delle  CD8  CD11a-  CD26-  nei  4  gruppi.

4.2.7.  Linfociti  T  TCR  gd

Abbiamo valutato la percentuale dei T gd nella popolazione CD3 (Fig. 4.91), ed è emerso che                                            

diminuiscono all’aumentare dell’età infatti questi rappresentano il 5.2% dei CD3 circa nei                                

giovani e il 2.5% negli anziani (p=0.001). Durante l’'infezione da CMV sembra che vi sia una                                            

tendenza  a  una  diminuzione  della  percentuale  (dal  4.04%  vs.  3.3%,  p=ns).
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Fig.  4.91.  Percentuale  delle  TCR  gd  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i 4 gruppi emerge (Fig. 4.92) una diminuzione età correlata sia nei CMV- (young-                                         

5.8%  vs.  2.3%  old-,  p=0.0018),  che  nei  CMV+  (young+  4.7%  vs.  2.7  old+,  p=0.04)

Fig.  4.92.    Percentuale  delle  TCR  gd  nei  4  gruppi.

La Fig. 4.93, mostra un esempio citofluorimetrico della popolazione TCR Vd2 in un soggetto                                      

CMV+  ed  un  soggetto  CMV-.
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Fig.  4.93.  Percentuale  dei  TCR  Vd2  in  un  soggetto  CMV+  ed  un  soggetto  CMV-.

All’interno dei TCR gd abbiamo analizzato la popolazione CD8 dim (Fig. 4.94) in base al                                         

sierostato e all’età. Questa popolazione diminuisce all’aumentare dell’età passando da 9.7% dei                                

giovani al 16.7% degli anziani (p=0.02), ed aumenta durante l’infezione da CMV (CMV+                                   

18.7%  vs.  10.2  CMV-,  p=0.0064).

Fig.  4.94.  Percentuale  delle  TCR  gd  CD8  dim  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i gruppi, si nota un aumento dei TCR gd CD8 dim con l’avanzare dell’età sia nei                                               

CMV- (young 6.4% vs. 11.3%, p=ns) che nei CMV+ (young 11.6% vs. old 24.2%, p=ns). Si                                            

nota (Fig. 4.95) anche una aumento durante l’infezione da CMV sebbene con differenze                                   

significative  (p=0.02)  solo  tra  gli  anziani+  24.2%  vs.  11.3%  anziani-.
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Fig.  4.95.  Percentuale  delle  TCR  gd  CD8  dim  nei  4  gruppi.

4.2.7.1.  Vd2+  e  Vd2-

Nella Fig. 4.96 è illustrata la diversa percentuale dei Vd2+ e Vd2- in relazione al sierostato e                                               

all’età. Nei soggetti CMV+ vi è un aumento della percentuale dei Vd2-, si va dal 19% dei                                               

CMV- al 45% dei CMV+ (p=0.009). Anche negli anziani vi è un aumento di questa                                         

popolazione  (young  17%  vs.  45.5%,  p=0.0007).

Fig.  4.96.  Distribuzione  dei  TCR  gd  Vd2  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i gruppi (Fig. 4.97), emerge un aumento delle Vd2- con l’avanzare dell’età, infatti                                      

si va dal 10% nei giovani negativi al 30% negli anziani negativi (p=0.01), ma non significativa                                            

tra i giovani e gli anziani positivi (rispettivamente 23% vs.49.6%, p=ns). Questa popolazione                                   

aumenta durante l’infezione da CMV, sebbene solo nei giovani in modo significativo (10.4%                                   

vs.  23.2%,  p=0.02).
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Fig.  4.97.  Distribuzione  dei  TCR  gd  Vd2  nei  4  gruppi.

  4.2.7.1.1.  Espressione  del  CD16

Abbiamo valutato l'espressione del CD16 all'interno delle popolazioni Vd2+ e Vd2-. Nella                                

popolazione Vd2+, non vi sono differenze basate sul sierostato (CMV+ 5.04% vs. 4.8% CMV-,                                      

p=ns), né sull’età (young 6.8% vs. 4.3% old, p=ns). Nessuna differenza è stata osservata                                      

scorporando  i  gruppi  (dati  non  mostrati).

Nella popolazione Vd2-, l’espressione del CD16 varia in relazione al sierostato e all’età (Fig.                                      

4.98). Nei soggetti CMV+ vi è una percentuale dell’8.1% mentre nei CMV- 1.4% (p<0.0001);;                                      

nei  giovani  si  va  dal  1.6%  al  4.6%  degli  anziani  (p=0.0077).

Fig.  4.98.  Percentuale  dei  Vd2-CD16+  nei  donatori  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i 4 gruppi (Fig. 4.99)emerge un aumento di questa popolazioni durante l’infezione                                   

da CMV sia negli anziani (CMV- 1.6% vs. 8.5% CMV+, p=0.01), che nei giovani (CMV+                                         

0.5% vs. 3.9% CMV-, p=0.0051). Vi è anche un aumento età correlato nei CMV- (0.5%                                         

giovani vs. 1.6% anziani, p=0.01) che negli CMV+ sebbene in quest’ultimo gruppo con una p                                         

non  significativa.
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  Fig.  4.99.  Percentuale  dei  Vd2-CD16+  nei  4  gruppi.

4.2.7.1.2.  Espressione  del  CD27  e  del  CD45RA

Inoltre abbiamo analizzato l'espressione del CD27 e del CD45RA su entrambe le popolazioni                                   

Vd2+  e  Vd2-.

Nei linfociti T gd i Vd2+ (Fig. 4.100) con fenotipo Naive, CD27+CD45RA+, non vi sono                                         

differenze significative tra i due gruppi (CMV+ 2.7% vs. 3.3% CMV-, p=ns). Nei TCM, invece                                         

si nota un aumento nei soggetti con infezione da CMV+(68.2% vs. 38.2% CMV-, p=0.0002),                                      

nei TEM anche (CMV+ 34.4% vs. 20.2%, p=0.06), e un aumento dei TEMRA (6.3% vs. 1.8%,                                            

p=0.0094).

Fig.  4.100.  Sottopopolazioni  Vd2+  in  base  al  sierostato.
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L’analisi delle sottopopolazioni in base all’età (Fig. 4.101), mostra un aumento delle naïve negli                                      

anziani rispetto ai giovani (rispettivamente 5.1% vs. 2.6%, p=0.006), ed un aumento delle                                   

TEMRA (rispettivamente 4.8% vs. 1.6%, p=0.009). Le TCM e le TEM non hanno mostrano                                      

differenze  significative.

Fig.  4.101.  Sottopopolazioni  Vd2+  in  base  all’età.

Scorporando i gruppi, come nella fig. 4.102 si nota un aumento delle Vd2+ naïve negli anziani                                            

+ vs. giovani + (4.5% vs. 0.3%, p=0.0001), ma vi è una diminuzione nei giovani positivi vs. e                                                  

giovani negativi (0.3% vs. 2.7%, p=0.001).Nelle TCM si osserva una diminuzione durante                                

l’infezione da CMV nell’anziano (old- 58.3% vs. old+ 37.9%, p=0.01) e nel giovane (young-                                      

72% vs. 40% young+, p=0.03). Nei TEM c’è un aumento età correlato solo durante l’infezione                                         

da CMV (y+ 1.2% vs. o+ 6.6%, p=0.025). Inoltre vi è un aumento significativo solo negli                                            

anziani  positivi  (6.6%  vs.  1.8%  anziani  negativi,  p=0.009).

Fig.  4.102.  Sottopopolazioni  all’interno  dei  Vd2+  nei  4  gruppi.
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L’analisi dei Vd2- per sierostato, ha mostrato nei soggetti con CMV+ una diminuzione dei                                      

naïve (22.5% vs. 33.9% CMV-, p=0.01), una diminuzione delle TCM (1.8% vs. 6.3% nei                                      

CMV-, p=0.0094), nessuna differenza nei TEM, ed un aumento delle TEMRA (50.05% vs.                                   

11.98%,  p<0.0001)  (Fig.  4.103).

Fig.  4.103.  Sottopopolazioni  Vd2-  in  base  al  sierostato.

L’analisi per età (Fig. 4.104), ha mostrato una differenza significativa tra gli anziani e i giovani                                            

solo tra le cellule Vd2- con fenotipo TCM (old 4.8% vs. 1.6%, p=0.0099) e le cellule TEMRA                                               

(old  32.8%  vs.  18.3%,  p=0.08).

Fig.  4.104.  Sottopopolazioni  Vd2-  in  base  all’età.

Scorporando i 4 gruppi (Fig. 4.105), nella popolazione naïve vi è una differenza significativa tra                                         

i giovani positivi ed i negativi (rispettivamente 16.7% vs. 34%, p=0.04). Nelle Vd2- TCM si                                         

nota una diminuzione nei soggetti CMV positivi sia giovani (35.6% vs. 14.3% giovani negativi,                                      
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p=0.0051) che anziani (32.9% vs. 13.3% anziani negativi, p=0.0004). Nelle cellule con fenotipi                                   

TEM non si notano modifiche durante l’infezione da CMV. Nelle VD2- con fenotipo TEMRA,                                      

si nota un aumento nei CMV+ sia giovani (63.5% vs. 8% CMV-, p=0.0038) che negli anziani                                            

(49.3%  vs.  18%  CMV-,  p<0.001).

Fig.  4.105.  Sottopopolazioni  Vd2-  nei  4  gruppi.

4.3  Parametri  fisici

4.3.1  Pressione  arteriosa  (PA)

Tra le persone sieronegative 7 facevano uso di farmaci anti-ipertensivi, mentre tra le persone                                      

sieropositive 13 donatori (tutte persone anziane). Abbiamo visto se c’erano delle variazioni della                                   

PA sia sistolica che diastolica nei sieropositivi e nei sieronegativi, che nei giovani e negli anziani                                            

(Fig. 4.106). Per quanto riguarda l’età c’è una variazione significativa (p=0.0091) tra i giovani                                      

vs. gli anziani con una mediana che va rispettivamente da 124 mmHg a 137 mmHg. Sebbene                                            

nei CMV+ rispetto ai CMV- ci sia un trend in aumento (da 132 a 136 mmHg) non vi è                                                     

significatività.

Fig.  4.106.  PAs  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.
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Scorporando i 4 gruppi l’unica differenza significativa (p=0.02) si ha tra i giovani positivi e gli                                            

anziani  positivi,  con  rispettivamente  una  mediana  che  va  da  122  a  138  mmHg  (Fig.  4.107).

Fig.  4.107.  PAs  nei  4  gruppi.

La PA diastolica (PAs), mostra nei donatori con infezione da CMV dei valori più elevati                                         

rispetto ai CMV- (Fig. 4.108), sebbene con un p non significativa (mediana 80% vs. 75%), lo                                            

stesso  avviene  negli  anziani  rispetto  ai  giovani  (mediana  78.5%  vs.  75%).

Fig.  4.108.  PAd  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

Scorporando i gruppi (Fig. 4.109) si nota una tendenza all’aumento della PAd negli anziani                                      

positivi con 80 mmHg vs. 76 degli anziani negativi, e dei giovani positivi 74.5 vs. 74 dei                                               

giovani  negativi,  sebbene  con  una  p  non  significativa.
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Fig.  4.109.  PAd  nei  4  gruppi  esaminati.

4.3.2  Body  Mass  Index  (BMI)

Trai i sieronegativi 2 persone facevano utilizzo di ipocolesterolemizzanti e 6 nei sieropositivi                                   

(tutti anziani). Abbiamo valutato il BMI nei soggetti sieropositivi che è risultato essere più                                      

elevato rispetto ai sieronegativi, con una mediana rispettivamente di 25.68 vs. 23.08 (p=0.037)                                   

(Fig. 4.110), mentre sebbene negli anziani sembra essere più elevato rispetto ai giovani (25.1 vs.                                         

22.9),  non  vi  è  una  differenza  significativa.

Fig.  4.110.  Il  BMI  in  relazione  al  sierostato  e  all’età.

L’analisi dei 4 gruppi non mostra differenze significative (Fig. 4.111), sebbene si noti un                                      

aumento negli anziani positivi vs. anziani negativi (25.68 vs. 23.45), e nei giovani positivi vs.                                         

negativi  (22.45  vs.  25.44).
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Fig.  4.111.  BMI  nei  4  gruppi  esaminati.

4.4.  Correlazioni  tra  parametri  fisici  e  popolazioni  cellulari

4.4.1  Età  e  sottopopolazioni  linfocitarie

Come si nota dalla Fig. 4.112, nel compartimento CD4 non si osservano modifiche significative                                      

con  l’avanzare  dell’età,  mentre  si  osservano  nella  popolazione  CD27-CD45RA+.

Fig.  4.112.  Modifiche  età  correlate  nel  compartimento  CD4.

Nel compartimento CD8 invece si osserva un aumento delle cellule con fenotipo TEMRA ed                                      

una diminuzione delle cellule con fenotipo naive, anche esse definiamo le naïve in modo più                                         

completo  (Fig.  4.113).
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Fig.  4.113.  Modifiche  età  correlate  nel  compartimento  CD8.

All’interno dei linfociti T gd si può notare una diminuzione dei Vd2+ età correlata. Mentre                                         

all’interno del compartimento Vd2- (Fig. 4.114), si nota un aumento età correlato                                

dell’espressione  del  CD16,  ed  un  aumento  della  popolazione  TEMRA  (Fig.  4.115).

Fig.  4.114.    Modifiche  età  correlate  nel  compartimento  TCR  gd.
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Fig.  4.115.  Modifiche  età  correlate  nel  compartimento  TCR  Vd2-.

Se analizziamo per sierostato cosa avviene durante l’invecchiamento emergono delle modifiche                             

simili  (Fig.  4.116).
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Fig.  4.116.  Modifiche  età  dipendenti  in  relazione  al  sierostato.

4.4.2  Pressione  arteriosa  sistolica  (PAs)  e  sottopopolazioni  linfocitarie

Come si nota dalla Fig. 4.117 sembra esserci un aumento della pressione sistolica correlato                                      

all’aumento  delle  popolazioni  revertant  sia  nel  compartimento  CD4  che  CD8.
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Fig.  4.117.    Modifiche  PAs  correlate  delle  sottopopolazioni  cellulari.

4.4.3  Body  Mass  Index  (BMI)  e  sottopopolazioni  linfocitarie.

Non  ci  sono  state  correlazioni  significative  con  le  sottopopolazioni  linfocitarie.
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5.  Conclusioni

In questa tesi si è valutato l’impatto dell’infezione cronica da CMV sul sistema immunitario di                                         

individui  sani  al  sotto  dei  35  anni  e  di  anziani  sani  sopra  i  65  anni.

Il CMV è un β herpes virus, ubiquitario, è il più grande tra i virus erpetici dell'uomo con 235 kb,                                                        

con 213 ORF (open reading frames), di questi 151 codificano per proteine immunogeniche per i                                         

CD4  ed  i  CD8  (Crough  et  al.,  2009).

La sieroprevalenza aumenta con l'età e va dal 30% nei paesi occidentali al 90% nei paesi in via                                                  

di  sviluppo  (Hecker  et  al.,  2004).

L'infezione da CMV se contratta durante la gravidanza e trasmessa al feto può arrecare al                                         

bambino danni permanenti anche gravi, come cecità, sordità;; mentre è responsabile di una serie                                      

di patologie in adolescenti ed adulti, che vanno da un’infezione asintomatica, alla sindrome                                   

mononucleosica in soggetti sani, alla malattia disseminata nell’ospite immunocompromesso                       

(Kasper  et  al.,  2008).

Il CMV possiede diversi meccanismi che lo rendono in grado di evadere la risposta immune, e                                            

ciò porta alla persistenza del virus all’interno dell’organismo ospite indipendentemente dalla                             

risposta antivirale dell’individuo (Brunner et al., 2011). È stato visto che il CMV resta latente                                         

all’interno dei progenitori mieloidi e nei monociti (Mendelson et al., 1996), e da ultimi studi                                         

anche nelle cellule epiteliali delle ghiandole salivari e del rene (Mocarski et al., 2007). Durante                                         

la latenza del CMV, vi è una continua produzione di proteine virali, che portano una                                         

stimolazione  antigenica  cronica,  che  getta  le  basi  per  l’immunosenescenza.

Gli studi longitudinali OCTO e NONA (Wikby et al., 2005) hanno identificato la presenza della                                         

sieropositività al CMV all’interno dell’immune risk phenotype (IRP), un claster di parametri                                

immunologici associati ad aumento della mortalità a 2 e 4 anni. Fanno parte dell’IRP oltre alla                                            

sieropositività per CMV, anche l’accumulo di CD8+CD28- e CD8+CD27-, l'invertito rapporto                             

CD4/CD8,  caratteristiche  comuni  all’infezione  da  CMV  e  all’immunosenescenza.

Durante l’infezione da CMV vi è un espansione di linfociti CD8 CMV specifici, questa                                      

popolazione può arrivare fino al 10% dei linfociti circolanti, e potrebbe essere il link tra IRP e                                               

CMV  (Pawelec  et  al.,  2006).

Per indurre e mantenere una così grande popolazione di linfociti CMV specifici, è necessaria                                      

una stimolazione cronica da parte dell’antigene, ciò suggerisce che il CMV cerca di riattivarsi in                                         

modo continuo ed in modo continuo il sistema immunitario recluta nuovi linfociti T per bloccare                                         

la  replicazione  (van  Leeuwen  et  al.,  2002).

La risposta immuno mediata è il meccanismo predominante con cui la replicazione del CMV                                      

viene controllata ed i protagonisti sembrano essere i CD4, i CD8 e i linfociti T gd (Crough et                                                  

al.,  2009).
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Studi su modelli murini (MCMV) hanno mostrato che la deplezione dei linfociti porta una                                      

riattivazione ed una disseminazione dell’infezione e il trasferimento di linfociti CD8 CMV                                

specifici conferisce protezione, ed anche altri studi hanno mostrato che i linfociti CD8 sono i più                                            

importanti nel controllo nella risposta al MCMV (Mutter et al., 1988;; Polic et al., 1998).                                         

Sebbene vi siano meno evidenze sul ruolo dei CD4 nell’infezione da CMV, anche loro sono                                         

importanti per il controllo dell’infezione. Nell’infezione murina da CMV, la deplezione selettiva                                

dei CD4 causa un aumento delle riattivazioni (Polic et al., 1998). Inoltre è stato dimostrato che i                                               

CD4 contribuiscono a controllare l’infezione primaria da MCMV che hanno una deplezione di                                   

CD8  prima  dell’infezione  (Jonjic  et  al.,  1990).

Dai nostri risultati è emerso che durante l’infezione da CMV vi sono alterazioni sia nel                                         

compartimento dei CD8 che dei CD4, sebbene nel compartimento CD4 le modifiche siano                                   

meno  marcate  rispetto  a  quelle  dei  CD8.

Globalmente abbiamo osservato una diminuzione della percentuale dei CD3 età correlata nei                                

soggetti CMV negativi, ma non nei soggetti CMV+, anzi in questi ultimi vi è un aumento di                                               

questa percentuale. I CD8 si comportano allo stesso modo, diminuiscono con l’avanzare                                

dell’età, ed aumentano durante l’infezione da CMV (Miles et al., 2008;; Chidrawar et al., 2009).                                         

Per quanto riguarda la percentuale dei CD4 invece vi è un aumento correlato all’età, mentre nei                                            

soggetti CMV positivi questa percentuale diminuisce soprattutto negli anziani, contrariamente                          

ad  altri  studi  (Saule  et  al.,  2006;;  Bisset  et  al.,  2004).

L’aumento dei CD8 ha portato all’inversione del rapporto CD4/CD8 nel 23.07% dei soggetti                                   

con infezione da CMV, mentre nei soggetti senza infezione non vi è alterazione del rapporto                                         

(Hadrup  et  al.,  2006;;  Chidrawar  et  al.,  2009).

Quando i CD4 ed i CD8 naïve incontrano l’antigene, inizia il loro processo di attivazione e                                            

differenziazione. L’analisi mediante i markers CD27, CD45RA, CCR7, CD28, CD62L, CD95                             

ci  ha  permesso  di  distinguere  le  TN,  le  TEMRA,  le  TEM  e  le  TCM.

Lo studio dei CD4 naïve non ha mostrato modifiche significative legate all’età, né durante                                      

l’infezione da CMV;; i linfociti CD8 invece diminuiscono significativamente sia con l’avanzare                                

dell’età sia durante l’infezione da CMV, dato sovrapponibile a quello di Weinberger e                                   

collaboratori, che afferma che nelle persone al di sopra dei 60 aa vi è un declino drammatico                                               

delle cellule T naïve sia CD4 che CD8. La prima tappa che contribuisce alla diminuzione dei                                            

linfociti T naïve è l’involuzione del timo, che è una tappa indipendente dall’esposizione ai                                      

patogeni, in seguito l’esposizione cronica ad antigeni di virus latenti può portare un accumulo,                                      

con  l’aumentare  dell’età,  di  cloni  di  cellule  T  di  memoria  (Karrer  et  al.,  2003).

Le cellule T central memory, non subiscono modifiche significative nel compartimento dei                                

CD4, mentre nel compartimento CD8, non subiscono modifiche età correlate, ma diminuiscono                                

durante  l’infezione  da  CMV  (Weinberger  et  al.,  2007).

Le cellule T effector memory aumentano in modo significativo sia nel compartimento dei CD8                                      
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che dei CD4 durante l’infezione da CMV. Tra le effector memory, quelle con un fenotipo                                         

TEMRA, quindi CD27-CD45RA+, aumentano sia nel compartimento CD4 che nel                          

compartimento CD8 sia con l’aumentare dell’età che durante l’infezione da CMV. Le TEMRA                                   

sono caratterizzate dalla riespressione del CD45RA e dalla perdita del CCR7 e delle molecole                                      

costimolatorie CD27 e CD28. Le TEMRA sono cellule resistenti all'apoptosi (Einsele et al.,                                   

1998), altamente citotossiche (producono perforina e granzymes) e potrebbero rappresentare                          

cellule all'ultimo stadio differenziativo, che non possono ulteriormente dividersi (Hadrup et al.,                                

2006). Queste cellule producono citochine pro-infiammatorie come IFN-g e TNF-a,                          

contribuendo al background pro-infiammatorio che si osserva negli anziani detto inflamm-aging                             

(Franceschi et al., 2000). Queste cellule, dette esauste, aumentano sia con l’avanzare dell’età                                   

che durante le infezioni persistenti come il CMV, l’HIV e l’artrite reumatoide (Effros et al.,                                         

1996;;  van  de  Berg  et  al.,  2010).

L'accumulo dei linfociti T di memoria negli individui anziani può essere spiegato dal ridotto                                      

output timico delle naive, dalle frequenti attivazioni dei linfociti T e dal fatto che le TEM e le                                                  

TEMRA sono più resistenti all'apoptosi (Ortiz-Suarez et al., 2002;; Harari et al., 2006). Inoltre le                                         

TCM e le TN delle persone anziane è stato visto essere più sensibili all'apoptosi rispetto a quelle                                               

dei  giovani,  ciò  contribuisce  ulteriormente  alla  loro  diminuzione  (Gupta  et  al.,  2008)

Ad ogni modo Derhovanessian et al. (2010) hanno mostrato che un gruppo di pz longevi con                                            

un 30% in meno di rischio di mortalità appariva più resistente all’infezione da CMV e dopo                                            

l’infezione da CMV erano meno suscettibili ai cambiamenti immunologici CMV correlati, infatti                                

questa  popolazione  non  mostrava  un  accumulo  di  TEMRA.

Queste sottopopolazioni sono state ulteriormente studiate rispetto ad altri tre markers il CD26, il                                      

CD127  e  il  CD11a.

Il CD26 è un markers espresso sui linfociti attivati che ha funzioni costimolatorie (Hafler et al.,                                            

1989;; Morimoto et al., 1998). La sua presenza sulla superficie dei CD4+ è correlata con la                                            

produzione di citochine TH1 ed elevata attività migratoria (Morimoto et al. 1998). La sua                                      

espressione è aumentata con l'aumentare dell'età sia nel compartimento CD4 ma maggiormente                                

nel compartimento CD8 e l'infezione da CMV contribuisce all'espressione di questa molecola                                

all'interno del compartimento naive. Il CD26 è espresso anche nel compartimento memory sia                                   

nei CD4+ e soprattutto CD8+. Queste cellule CD8+CD26+ appartengono ed un fenotipo TEM                                   

precoce e la stimolazione mediante CD26 induce un aumento dell'espressione dei livelli di                                   

Granzyme B, TNF-alfa, IFN-gamma e FasL, così come un aumento della capacità citotossica                                   

(Hatano et al., 2012). In letteratura non ci sono molti studi riguardanti l'espressione del CD26                                         

durante l'invecchiamento, mentre per quanto riguarda il CMV, Ibegbu et al. 2009 hanno                                   

mostrato che il CD26 non è espresso durante le infezioni croniche come il CMV ed EBV ma è                                                  

proprio  di  infezioni  acute  che  si  risolvono  come  quella  influenzale.

Il CD127 è il recettore dell'IL-7, ha un ruolo essenziale nello sviluppo dei linfociti T e dati di                                                  
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letteratura suggeriscono la sua presenza su cellule di memoria (Bachmann et al., 2006). Dal                                      

nostro studio l'espressione sia su i CD4 che sui CD8 associato alla negatività del CD27, quindi                                            

cellule CD4+ o CD8+ CD27-CD127+ è aumentata nei soggetti CMV positivi in entrambi i                                      

compartimenti, mentre solo l’espressione del CD127 sui CD8 risulta aumentata con                             

l'invecchiamento. Alcuni studi hanno mostrato che il CD127 è espresso poco durante le                                   

infezioni acute, e l’espressione aumenta nel tempo, infatti alcuni suggeriscono che il CD127                                   

potrebbe andare a identificare quelle cellule destinate a divenire di memoria (Kaech et al.,                                      

2003). Inoltre IL-7, prodotta delle cellule epiteliali del timo e del midollo osseo sembra stimolare                                         

la sopravvivenza delle cellule con fenotipo TEMRA sia nei giovani che negli anziani (Kim et                                         

al.,  2006).

L’espressione della proteina CD11a aumento sui linfociti T CD8 negli anziani rispetto ai                                   

giovani e questo aumento è ancora più cospicuo durante l’infezione da CMV. L’elevata                                   

espressione sembra delineare una popolazione di cellule di memoria, molto grandi e ricche di                                      

granuli contenenti perforina (Höflich et al., 1998). Studi precedenti hanno dimostrato che il                                   

legame di LFA-1 può costimolare i linfociti T per la produzione di IL2, per la proliferazione                                            

cellulare  e  per  polarizzare  la  risposta  verso  Th1  (Perez  et  al.,  2003).

Abbiamo analizzato anche il comportamento dei TCR gd. I linfociti T gd hanno un ruolo                                         

protettivo nei confronti delle infezioni batteriche e parassitarie (Takada et al., 1993;; Hiseada et                                      

al. 1995) e virali. Dati derivanti da modelli murini suggeriscono che queste cellule hanno un                                         

ruolo importante nei confronti di infezioni virali come l’herpes virus simplex 1 e il MCMV                                         

(Sciammas et al., 1997;; Ninomiya et al., 2000). Nei topi è stato dimostrato un aumento del titolo                                               

del MCMV quando vi è una deplezione dei T gd (Ninomiya et al., 2000). Rappresentano                                         

l'1-10% dei linfociti circolanti. La maggior parte sono CD4- e CD8- o Cd8dim, utilizzano o la                                            

catena d1 o d2 e nel sangue la proporzione di queste due popolazioni cambia con l'età. Infatti i                                                  

Vd2+ rappresentano il 20% dei Tgd nel cordone ombelicale e il 70% nel sangue periferico degli                                            

adulti (Egan et al., 2000;; Ferrarini et al., 2002). Entrambe le popolazioni Vd2+ e Vd2-                                         

diminuiscono con l'età (Gioachino et al., 1994), per un aumentata apoptosi più che per una                                         

diminuita produzione (Colonna-Romano et al., 2004) ed hanno una funzionalità ridotta. Durante                                

l'infezione da CMV vi è un coinvolgimento dei Tgd Vd2- che aumentano nel sangue periferico                                         

ed aiutano a controllare l'infezione, infatti vi sono evidenze che l'espansione dei Vd2- coincide                                      

con  la  diminuzione  della  CMV  viremia  (Lafarge  et  al.,  2001).

Anche nel nostro studio vi è una diminuzione delle percentuali T gd correlata all'età, e nei                                            

soggetti con infezione da CMV queste percentuali tendono a diminuire. I Tgd dei soggetti                                      

sieropositivi sono prevalentemente CD8dim rispetto ai sieronegativi, e l'accumulo di questa                             

popolazione si ha soprattutto negli anziani positivi. Inoltre si nota un aumento della popolazione                                      

Vd2- nella popolazione CMV positiva che aumenta con l'aumentare dell'età, questo trend viene                                   

conservato anche nell'anziano negativo;; mentre vi è una diminuzione della popolazione                             
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Vd2+età  correlata  e  CMV  correlata.

Il CD16 è un recettore a bassa affinità di tipo III che lega il frammento cristallizzabile delle IgG                                                  

è espresso su diverse cellule come i macrofagi, NK, granulociti ed i linfociti T gd. Il legame con                                                  

il CD16 induce diverse funzioni biologiche come fagocitosi, citotossicità anticorpo mediata e il                                   

rilascio di citochine (Jefferis et al., 2002). Le Tgd CD16+ sono molto citototossiche (Angelini et                                         

al., 2004) e possono rilasciare citochine in risposta al legame con il CD16. I livelli di CD16 si                                                  

sono rivelati più bassi nelle Vd2+ rispetto alle Vd2-, ed in entrambe le popolazioni i livelli sono                                               

più  elevati  durante  l'infezione  da  CMV  (Couzi  et  al.,  2012).

Abbiamo valutato anche le sottopopolazione CD27 e CD45RA all'interno delle Vd2+ e delle                                   

Vd2-. Le maggior parte delle Vd2- risultano avere un fenotipo TEMRA durante l'infezione da                                      

CMV (Pitard et al., 2008), mentre sembrerebbero aumentare modicamente durante                          

l'invecchiamento. I linfociti T gd sono molto abbondanti nel tratto gastrointestinale, che è il sito                                         

preferenziale di replicazione del CMV. Questo potrebbe essere un meccanismo locale per                                

contenere la replicazione del virus, mediante il riconoscimento e l'eliminazione delle cellule                                

infette. Le TEMRA vd2- nel sangue periferico potrebbero essere cellule che sono migrate da                                      

questi siti con lo scopo di raggiungere altri tessuti infetti. Queste cellule quindi condividono lo                                         

stesso fenotipo dei CD4 e dei CD8 durante l'infezione da CMV, ciò supporta l'idea che tutti                                            

questi subsets prendano parte alla risposta adattativa CMV correlata. Inoltre è stato visto che i pz                                            

trapiantati senza espansione dei Tgd sono soggetti a una malattia da CMV severa e l'espansione                                         

dei Tgd Vd2- invece uccide il virus in vitro (Halary et al., 2005), ciò a dimostrazione che i Vd2-                                                     

sono  una  componente  attiva  della  risposta  antivirale.

La sieropositività per CMV è stata correlata anche a un aumentato rischio cardiovascolare, nei                                      

modelli murini infatti sono state trovate particelle virali all’interno delle placche                             

aterosclerotiche, ed è stato visto che i topi CMV positivi presentavano un aumento della                                      

pressione arteriosa (Cheng et al., 2009). Sebbene nel nostro studio non sia stata trovata una                                         

differenza significativa della pressione arteriosa tra i soggetti positivi ed i soggetti negativi, la                                      

pressione  arteriosa  sembrerebbe  aumentare  all’aumentare  delle  cellule  con  fenotipo  TEMRA.

Infatti l’infezione da CMV e l’accumulo di cellule T proinfiammatorie                          

(CD45RA+CD28-CD27-), sono state associate con un aumentato rischio di malattia coronarica                             

e deterioramento della funzione vascolare (Blankenberg et al., 2001;; Spyridopoulos et al.,                                

2009). L’infezione da CMV funge da trigger per la flogosi vascolare causata dal danno della                                         

parete dei vasi e dalla disfunzione delle cellule endoteliali (Fish et al., 1998) e porta un aumento                                               

della pressione arteriosa e di conseguenza dell’aterosclerosi (Cheng et al., 2009). Oltre                                

all’aterosclerosi l’accumulo di queste cellule TEMRA, sembrerebbe coinvolta in una serie in                                

una serie di patologie correlate all’età come la demenza, l’osteoporosi, il cancro (Sansoni et al.,                                         

2006).

Ulteriori studi sono necessari per individuare quali proteine del CMV sono responsabili di                                   
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queste modifiche del sistema immunitario, in questo modo individuare all'interno delle diverse                                

proteine  l'epitopo  responsabile  e  valutare  la  possibilità  dello  sviluppo  di  un  vaccino.
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