




o rilevante. In particolare, il coinvolgimento dell’immunità 

Il presente studio ha avuto l’obiettivo di caratterizzare il profilo immunofenotipico dei linfociti 

immunofenotipica, all’approccio descritto da Domínguez

L’analisi ha previsto l’identificazione delle popolazioni T CD4+ e CD8+ e la caratterizzazione 
del loro stato maturativo mediante l’espressione combinata di CD45RA e CCR7, distinguendo 

expressing CD45RA (TEMRA). Parallelamente, l’espressione combinata di CD28 

, con particolare attenzione alla popolazione CD28−CD57+.

evidenza per la popolazione CD8+ CD28−CD57+. Le cellule CD8+ TEMRA erano 

all’immunosenescenza. Tali osservazioni supportano un possibile coinvolgimento 
dell’immunità adattativa nella stenosi aortica.



progressivo spettro patologico. L’evoluzione clinica è legata alle prime alterazioni 

l’attivazione del processo di neoangiogenesi, con lo 

all’ invecchiamento e alle continue sollecitazioni emodinamiche subite dalle cuspidi. 

ridotta biodisponibilità di ossido nitrico e l’aumento dello stress ossidativo contribuiscono 

dell’ossigeno (ROS), l’ossidazione dei lipidi e il mantenimento di un microambiente pro

da un’alterazione del bilancio tra gli enzimi preposti alla sua 

l’



mente implicate nel mantenimento dell’infiammazione 

L’infiammazione cronica, sistemica di basso grado è definita ‘inflammaging’ e si verifica con 
l’avanzare dell’età. E’ caratterizzata da un aumento dei marcatori infiammatori nel sangue e 
questo processo è strettamente legato all’immunosenescenza e contribu
sviluppare patologie associate all’età. Tra i meccanismi implicati rientra l’accumulo di 

all’

ulteriormente l’inflammaging [3]. Inoltre con l’invecchiamento, i compartimenti dei linfociti T 

all’età risultano più marcate nei linfociti T CD8+ [3]. 

delle molecole costimolatorie CD27 e CD28, accompagnata dall’espressione di CD57 e, in 
alcune sottopopolazioni, dalla riespressione di CD45RA [4]. Anche l’espansion

ossidativo, che determinano l’insorgenza e progressione d

facendo riferimento all’approccio descritto nell’articolo di Domínguez



Conoscere l’entità della malattia nei pazienti aiuta a pianificare le risorse sanitarie necessarie 

All’esame ecocardiografico si osserva un ispessimento focale 
valuta proprio l’apertura dei lembi, che può rimanere relativamente conservata, senza 

–

progredire verso una stenosi aortica, nella quale le alterazioni dei lembi ne limitano l’apertura, 
ostacolando il passaggio del sangue dal ventricolo sinistro all’aorta [9].

•
L’età rimane un forte fattore di rischio CAVD, infatti nel Cardiovascular Health Study 

•

•



•
Anche l’ipertensione sembra essere associata a una progressione più rapida della 

L’incremento annuale era rispettivamente di 0,26 ± 0,23 m/s e 0,17 ± 0,20 m/s (p < 
0,01). Questo risultato suggerisce un’associazione non casuale, tra ipertensione e 

•

studiati nella CAVD. In un’analisi immunoistologica è stata individuata la presenza di 

L’apolipoproteina B era distribuita in aree più ampie rispetto all’apolipoproteina(a), 

•

– –
tra l’eccesso di tessuto adiposo e lo sviluppo della stenosi aortica calcifica. Restano 

•



•

–5,21). L’aumento era 

genetica possa avere un peso maggiore rispetto all’ambiente condiviso in età adulta, 

dato sostiene l’ipotesi di una componente ereditaria, che potrebbe avere un ruolo più 

•



l’interesse per questo possibile legame, è emerso in seguito alla presenza del virus all’interno 

[5]. Infatti ancora oggi l’interpr

Quindi nel complesso, l’infezione da CMV non può essere considerata un fattore di rischio 

con alcune modificazioni della risposta immunitaria. In particolare, l’espansione delle cellule 

possibile meccanismo capace di collegare l’infezione cronica da CMV all’aumento del rischio 

un’interpretazione che va oltre la sola assoc

La stenosi aortica comporta il progressivo restringimento dell’area di apertura valvolare, con 
conseguente ostacolo al normale flusso sanguigno dal ventricolo sinistro verso l’aorta durante 

vate per superare l’ostruzione e 

Le valvole cardiache assicurano che il sangue scorra in un’unica direzione, per svolgere questa 

dipendono dall’organizzazione delle cellule e della matrice extracellulare, che conferisce al 

pressione all’interno del ventricolo sinistro aumenta e supera la pressione aortica, le 
cuspidi della valvola si aprono consentendo al sangue di passare nell’aorta, questa fase è meglio 



Quando queste funzioni vengono a mancare, l’organismo presenta delle condizioni patologiche, 

compromettere la funzione dell’endotelio 
sollecitazioni meccaniche possono compromettere l’integrità dell’endotelio e della membrana 
basale favorendo l’ingresso e il deposito di lipoproteine nel tessuto valvole. Infatti le fasi iniziali 

, presenta alcuni meccanismi simili a quelli dell’aterosclerosi, mentre nelle fasi 

macrofagi e linfociti T attraverso l’espressione di molecole di adesione. Nel tessuto valvolare 

α, TGF β1, VEGF e IL 1β, che insieme a enzimi come le 

questa attivazione persiste, l’eccessivo accumulo di collagene favorisce la fibrosi. In 

β1, i miofibroblasti possono acquisire caratteristiche simili a quelle degli osteoblasti e favorire 



di infiammazione e ossificazione, può alterarsi anche l’equilibrio 

microvasi all’interno del tessuto valvolare, il quale in condizioni fisiologiche ne è privo [2].

Quindi nonostante la frequenza della malattia aumenti con l’avanzare dell’età, non rappresenta 
una conseguenza inevitabile dell’invecchiamento. Ma è appunto un processo attivo regolato da 

degenerazione dovuta all’età [1]. Inoltre per la valutazione e monitoraggio della stenosi aortica, 
attualmente, lo strumento di riferimento è l’ecocardiografia poiché consente di osservare 
l’anatomia della valvola e di quantificare l’ostacolo 

Le quattro valvole cardiache presentano un’organizzazione strutturale simile caratterizzata 

mantenere un’efficace funzione valvolare. Riesco

capaci di rispondere alle condizioni biomeccaniche dell’ambiente circostante [1]. Ogni cuspide 

verso l’aorta, contiene una fitta rete di collagene, che conferisce resistenza meccanica e si trova 

reciproco e l’adattamento degli strati ricchi di collagene ed elastina durante l’apertura e la 

contatto con il sangue sono rivestite da cellule endoteliali valvolari (VEC), mentre all’interno 

extracellulare valvolare (VECM). Quest’ultima è composta da collagene, elastina e una 

preservarne l’integrità e il corretto funzionamento. 



presenti nell’aorta adiacente. Inoltre è emerso come l’interaz
utile a preservare l’integrità della valvola, ma potrebbe essere coinvolto anche nei processi 



dell’aterosclerosi. Entrambi i processi coinvolgono infatti alterazioni dell’endotelio, accumulo 

queste lesioni è l’ossidazione delle lipoproteine a bassa 

normale recettore per le LDL. Se invece l’

profondamente alterate. In queste condizioni, l’apolipoproteina B può frammentarsi e i suoi 
valentemente dai prodotti reattivi dell’ossidazione 

protrombotici, favorendo l’attivazione delle cellule, il richiamo di elementi infiammatori
l’estensione del danno vascolare. Questi meccanismi contribuiscono alla formazione e alla 

l’attivazione dell’endotelio vascolare, aumentando l’espressione dell

richiama i monociti attraverso la sua attività chemiotattica. L’aumento delle molecole di 
adesione e delle chemochine facilita l’adesione dei monociti all’endotelio e la loro successiva 
migrazione nelle aree di accumulo lipidico, contribuendo a mantenere l’infiammazione cronica 

L’ingresso dei monociti nella parete vascolare rappresenta inizialmente una risposta di difesa, 

Quando però il reclutamento e l’accumulo dei macrofagi persistono e no



l’intima e le regioni subendoteliali. Queste cellule possono proliferare e captare le oxLDL 

recettore per l’interleuchina γ) [12].

γ, è un fattore chiave che induce l’espressione dell’MHC di classe II, una molecola 

E’ la principale citochina dei linfociti T helper 1 e l’attivazione 

all’attivazione dei linfociti B e alla produzione di anticorpi contro le oxLDL o altre proteine 

γ da parte dei linfociti T CD8+CD28− può favorire la calcificazione del 
tessuto valvolare, poiché tale citochina può ostacolare l’attività degli osteoclasti, riducendone 



linfociti possano attivamente migrare dal circolo sanguigno e accumularsi all’interno della 

con fenotipo effettore di memoria CD28−CD57+

ella popolazione CD8+CD28−. Nel complesso, quest

cardiomiociti in risposta all’aumento dello stress di parete e allo stiramento delle fibre 

L’aumento delle sue concentrazioni può infatti riflettere il sovraccarico del ventricolo sinistro 

idenziato un’associazione tra livelli elevati di BNP e una maggiore mortalità per tutte le 



L’interpretazione di questo parametro richiede comunque cautela, perché il BNP può aumentare 

Il dosaggio dell’hsTnI potrebbe aiutare a riconoscere un danno miocardico 

ventricolare. L’integrazione di questo biomarcatore con la risonanza magnetica cardiovascola

una strategia di intervento guidata dall’identificazione del danno miocardico nei pazienti 

dell’ostruzione valvolare a carico del ventricolo sinistro, contribuendo alla 

cioè la capacità dell’aorta di distendersi in risposta alle variazioni di pressione, e le 

complessivo a cui è sottoposto il ventricolo sinistro. Al sovraccarico dovuto all’ostruzione 

uest’ultima dipende soprattutto dalla rigidità aortica 

]. Un ulteriore parametro di interesse è l’energia cinetica del sangue all’interno del 



Nel complesso, l’analisi integrata dei biomarcatori circolanti e dei parametri ottenuti mediante 



citochine possono essere prodotte da diversi tipi cellulari. Ne sono un esempio l’interleuchina
2) e dell’interferone γ (IFN γ), prodotti principalmente da cellule della linea linfoide [10]. 

citochine dell’immunità, che partecipano alla regolazione delle risposte immunitarie;

citochine infiammatorie primarie, coinvolte nell’avvio e nel mantenimento 
dell’infiammazione;

produzione di altre molecole proinfiammatorie, contribuendo così all’amplificazione del 

. Tutte e tre hanno un’azione pleiotropica, cioè possono agire su diversi 

ll’infiammazione 
e promuovono la produzione di altri mediatori che ne sostengono l’amplificazione.



1 e TNF favoriscono l’espressione di molecole di adesione e la produzione 

L’attivazione dell’immunità innata contribuisce anche a orientare la successiva risposta 
ne come l’IL

γ [10].

L’interleuchina 1) è uno dei principali mediatori dell’infiammazione

capacità di stimolare la produzione di fattori di crescita e di altre citochine, tra cui l’IL

regolazione e l’amplificazione 
dell’infiammazione. Come l’IL



L’interleuchina

1 e TNF e contribuisce alla regolazione dell’e

influenzandone l’attività e 
sostenere l’attivazione delle cellule immunitarie e 

l’infiammazione e alla sua



dell’immunità adattativa e 

La loro successiva attivazione avviene in seguito al riconoscimento dell’antigene presentato 
dalle cellule presentanti l’antigene (APC),

In seguito all’attivazione, i linfociti T proliferano e si differenziano 

linfociti T CD8+ svolgono principalmente un’azione citotossica, eliminando le cellule 

a di CD45RA, un’isoforma 

esprimono invece prevalentemente l’isoforma CD45RO [13]. Nel sangue periferico, l’analisi 

come TCM (CD45RA−CCR7+), e le cellule della memoria effettrice, o TEM 
(CD45RA−CCR7−). Le cellule naïve e le TCM mostravano an



effettrice immediata ma quando incontrano nuovamente l’antigene, p
cellule effettrici CCR7−. Le TEM, invece, 

cellule CD45RA+CCR7−. Anche in questo caso, le cellule CCR7+ esprimevano livelli elevati 
di CD62L, mentre la maggior parte delle cellule CCR7− ne era priva. 
ulteriore popolazione mostra quindi che l’espressione di CD45RA, da sola, non basta a 

−

− − −

− − −



chiamato “limite di Hayflick”, è stato riscontrato anche in molti altri tipi di cellule somatiche. 

l’attivazione della DDR, il destino della cellula dipende dalla gravità del danno e dalla 

Quindi la senescenza cellulare ha un ruolo protettivo nei confronti dell’organismo, infatti 

ndo l’infiammazione cronica e compromettendo 

Le cellule senescenti tendono ad accumularsi con l’avanzare dell’età, nei tessuti interessati da 

1α, IL

compromettere l’attività della risposta immunitaria, rendendo meno efficace la rimozione delle 
cellule senescenti. Si crea così un circolo vizioso che ne favorisce l’accumulo nei tessuti e può 
amplificare gli effetti dell’invecchiamento

un’azione paracrina, la senescenza delle cellule vicine [4].

alterazioni favoriscono l’accumulo di mito
di specie reattive dell’ossigeno (ROS



dell’immunità innata, in particolare neutrofili e macrofagi. Questo ambiente ossidativo può 

favorendo l’acquisizione di un fenotipo senescente oppure uno stato di esaurimento funzionale, 

. Principali caratteristiche dell’immunosenescenza. Rielaborata da Liu et al. [3].



la loro attivazione, potrebbe facilitare a individuare nuovi bersagli terapeutici, con l’obiettivo 

naïve e l’accumulo di cellule CD8+ della memoria, accompagnati da un aumento 
dell’espressione di CD57 e dalla perdita dei marcatori CD28 e CD27 [1
cambiamenti del profilo T, l’involuzione timica è principalmente coinvolta, dato che dopo la 

(CMV), può favorire l’espansione di un numero limitato di cloni T. Per cui, nel tempo, questi 

attraverso l’espressione di specifici marcatori. Sia nel compartimento CD4+ che CD8+, la 

(CD45RA−CCR7+), le cellule della memoria effettrice o TEM (CD45RA−CCR7−), e le cellule 
della memoria effettrice che riesprimono CD45RA, definite TEMRA (CD45RA+CCR7−), 

All’interno di queste 
popolazioni, l’analisi dei recettori costimolatori CD27 e CD28 consente di caratterizzare 

. Anche l’espressione di CD57 può fornire informazioni 

el sistema immunitario, l’accumulo di linfociti T 

cambiamenti legati all’invecchiamento



L’analisi di questo marcatore permette quindi di caratterizzare meglio i linfociti T altamente 
differenziati e contribuisce allo studio dell’immunosenescenza. La sua espressione

ad un’analisi effettuata insieme 

funzioni effettrici. Le cellule con fenotipo CD28−CD57+ mostrano una maggiore capa

γ e TNF α
possono a loro volta favorire la sopravvivenza e l’espansione di queste popolazioni altamente 
differenziate. In particolare, l’IFN γ stimola le cellule mieloidi e tissutali a esprimere e trans

α può invece ridurre l’espressione di 

contribuiscono all’eliminazione delle cellule anomale, ma attraverso il rilascio di mediatori 
proinfiammatori possono sostenere e amplificare l’infiammazione

valutare il rischio e l’entità del danno vascolare nei soggetti predisposti. Per chiarire 

la messa a punto di strategie terapeutiche combinate, con l’obiettivo di prevenire o rallentare il 



Nel contesto dell’immunopatologia della stenosi aortica, il presente studio è finalizzato alla 

L’analisi è stata condotta mediante citometria a flusso multiparametrica 

seguendo l’approccio metodologico descritto da Domínguez

•

•

•
caratterizzate dal fenotipo CD28−CD57+, associato a un avanzato stato di 
differenziamento e a caratteristiche fenotipiche riconducibili all’immunosenescenza.

•

alle popolazioni CD4+CD28−CD57+ e CD8+CD28−CD57+, al fine di individuare 



stato approvato dal Comitato Etico dell’Ospedale Universitario Reina Sofía di Córdoba, Spagna 
L’analisi immunofenotipica è stata condotta 

campioni di sangue periferico sono stati raccolti presso l’Unità di Chirurgia Cardiovascolare e 

riguarda le attività di laboratorio e l’analisi citofluorimetrica, sono state svolte presso l’Instituto 

in provette contenenti EDTA. Per l’analisi immunofenotipica, 100 µL di 

L’incubazione è stata condotta per 20 minuti a temperatura ambiente, al riparo dalla luce. 

–

linfociti T, distinguere i loro stadi maturativi e valutare l’espressione di marcatori associati 
all’immunosenescenza. Il pannello dedicato ai linfociti T e la st

–

ulteriori valutazioni descritte nell’articolo.



Funzione nell’analisi

all’interno della popolazione 

per l’attivazione delle cellule T; la sua 

CD28−CD57+.

dell’immunosenescenza. CD28−CD57+.



L’analisi citofluorimetrica è stata eseguita utilizzando la stessa strategia di gating per tutti i 

eventi totali acquisiti, i leucociti sono stati selezionati combinando l’espressione del marcatore 

All’interno della popolazione leucocitaria sono stati successivamente identificati i linfociti sulla 

All’interno dei singlets è 



la popolazione. Il CD56 è stato invece utilizzato per riconoscere le cellule NK, anch’esse 

in base all’espressione dei co

minoritarie, costituite dalle cellule CD4−CD8− (double negative) e CD4+CD8+ (double 

CD8+. Nel gate dei singlets, la popolazione T viene identificata sulla base dell’espressione di CD3 e distinta dalla 
componente CD3−CD56+, compat
funzione dell’espressione di CD4 e CD8, distinguendo le popolazioni CD4+, CD8+, CD4−CD8− e CD4+CD8+. 



attraverso l’analisi combinata dell’espressione di CCR7 (BV786) e CD45RA (BV605). Sulla 

T central memory (TCM): CCR7+ CD45RA−, cellule di memoria che mantengono 
l’espressione di CCR7;
T effector memory (TEM): CCR7− CD45RA−, cellule in uno stadio più avanzato di 

expressing CD45RA (TEMRA): CCR7− CD45RA+, popolazione 

analisi combinata dell’espressione di CCR7 e CD45RA per l’identificazione delle sottopopolazioni maturative TN 
(CCR7+CD45RA+), TCM (CCR7+CD45RA−), TEM (CCR7−CD45RA−) e TEMRA (CCR7−CD45RA+). A 
destra, analisi dell’espressione combinata di CD28 e CD57, utilizzata per distinguere i fenotipi CD28−CD57+, 
CD28+CD57+, CD28−CD57− e CD28+CD57− all’interno del compartimento CD4+.



opo l’identificazione delle popolazioni T CD4+ e CD8+, ciascun compartimento è stato 
analizzato separatamente. All’interno delle popolazioni CD4+ e CD8+ è stata valutata 
l’espressione combinata di CD28 (PE

ndo una minore capacità proliferativa in risposta a nuove stimolazioni. L’analisi 

descrivere fenotipi associati all’immunosenescenza, senza tuttavia permettere, da

L’analisi immunofenotipica dei 10 controlli sani (HD) ha evidenziato una marcata eterogeneità 



CD28−CD57+ CD28−CD57+



limitate, con un valore medio dell’1,30%. In nove dei dieci controlli, la quota di TEMRA è 
HD049 rappresenta l’unica eccezione, con 

L’analisi combinata dell’espressione di CD28 e CD57 consente di approfondire ulteriormente 

CD28−CD57+ presenta una frequenza media dell’1,91% e si mantiene su valori co
a distribuzione del fenotipo CD28−CD57+ varia tra i diversi soggetti. Nel 

fenotipo CD8+ CD28−CD57+, pur essendo associato a uno stadio avanzato di differenz



CD28−CD57+ CD28−CD57+



L’analisi immunofenotipica condotta nei pazienti affetti da stenosi aortica, mostra una 

ll’11,83% e ll’8,10%, 

L’analisi congiunta di CD28 e CD57 consente di definire meglio il grado di differenzia
CD28−CD57+ raggiunge una 

Considerando insieme il profilo maturativo e l’espressione di CD28 e CD57, nel compartimento 

maggiore frequenza di cellule CD28−CD57+ rispetto ai CD4+. Nei singoli p

sempre a una frequenza altrettanto elevata di cellule CD28−CD57+.



CD8+, mentre il fenotipo CD28−CD57+ raggiunge soltanto lo 0,05%.

riportata la distribuzione delle sottopopolazioni maturative sulla base dell’espressione di CCR7 e CD45RA; a 
ediante l’espressione combinata di CD28 e CD57. 



’

dei linfociti T mediante l’espressione combinata di CCR7 e CD45RA. Nel compartimento 

mentre le TCM rimangono contenute in entrambi i gruppi, con valori medi dell’1,30% e dello 



l’analisi

all’immunosenescenza.

Il confronto del fenotipo CD8+ CD28−CD57+ rende ancora più evidente la differenza tra i due 

28−CD57+ rispetto a quella osservata 



. Distribuzione del fenotipo CD8+ CD28−CD57+ nei controlli sani (HD) e nei pazienti con stenosi aortica 

sani, la frequenza delle cellule CD8+ CD28−CD57+ varia dallo 0,89% a
pazienti con stenosi aortica l’intervallo è più ampio, compreso tra lo 0,05% e il 62,06%. La 

fenotipo CD8+ CD28−CD57+ nei pazienti con stenosi aortica, senza tuttavia delineare un 
andamento uniforme all’interno dei due gruppi.

all’attivazione immunitaria. 



marcato emerge dall’analisi combinata di CD28 e CD57. Il fenotipo CD8+ CD28−CD57+ 

l’insieme di più caratteristiche cioè di una maggiore presenza relativa di cellule
spostamento del profilo maturativo verso le TEMRA e un aumento del fenotipo CD28−CD57+. 

I risultati descrivono quindi caratteristiche compatibili con l’immunosenescenza, ma non 



l’analisi è stata condotta esclusivamente in termini descrittivi, senza applicare test 
. Le differenze osservate tra i due gruppi descrivono quindi l’andamento del campione 

analizzato, ma non consentono di dimostrare in modo conclusivo un’associazione tra i fenotipi 

Tutti i campioni provengono dall’Ospedale Universitario Reina Sofía di Córdoba e sono stati 

Infine, la caratterizzazione si è basata sull’espressione di marcatori di superficie dei linfociti T 

cellulare. La presenza di cellule TEMRA o del fenotipo CD28−CD57+ non può quindi essere 

all’immunosenescenza.

CD8+, lo stato maturativo definito dall’espressione di CCR7 e CD45RA e la caratterizzazione 

dalla componente TEMRA sia dal fenotipo CD28−CD57+. 



due studi convergono nell’indicare un possibile coinvolgimento del compartimento T periferico 

l’ampliamento della coorte e il monitoraggio longitudinale dei pazienti, associando l’analisi 

osservare se le modificazioni delle popolazioni TEMRA e CD28−CD57+ si mantengano nel 
tempo e se possano essere messe in relazione con l’evoluzione della stenosi aortica e c





γ 



