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Investigarea citotoxicitatii periferice si uterine in sarcinile
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Rezumat

Cresterea activiijii citotoxice a celulelor NK a fost incriminatin oprirea evolgei sarcinii,
complicgia cea mai frecventsurvenit in cursul primului trimestru. Scopul studiului masa fost acela de a
investiga comparativ citotoxicitatea celulelor derice si uterine in sarcini normalegi patologice de prim-
trimestru, pentru a evalua utilitatea efegtii acestui test in sdngele periferic Tn cazul ntorizarii sarcinilor cu
risc.

Material si metode: Celulele mononucleare au fost separate din sé@ngelrifericsi din produsele de
raclaj uterin prelevate de la 10 gravide cu sarcintrerupte la cerergi de la 10 gravide cu sarcini oprite n
evoluie. Procentul de celule natural-killer (NK) a fattterminat flow-citometric. Separarea prin centgéue in
triplu gradient de densitate Percoll a permistiolerea concomitedtsi de celule trofoblastice din produsele de
raclaj uterin. Evaluarea citotoxicitii s-a facut flow-citometric, folosind dreptinte celule K562si celule
trofoblastice autologe marcate cu carboxi-fluoréeesuccinimidil ester (CFSE).

Rezultate: Activitatea citotoxig a celulelor uterine a fost mai mare decat cea lletor periferice. In
sarcinile patologice citotoxicitatea a fost mai texd decat in sarcinile normale. Indicii de citotoxaié
periferici au diferit semnificativ fé& de cei uterinisi s-au corelat doar in sarcinile normale. Nu s-adewyiat o
corelgie Tntre procentul de celule NK activitatea lor citotoxia.

Concluzi: cresterea activiisii citotoxice nu poate fi incriminat in oprirea evolgei sarcinilor
investigate Tn acest studiu. Diferardintre activitatea citotoxit a celulelor perifericesi cea a celulelor uterine
dovedgte compartimentalizarea evenimentelor uterine.
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Abstract

The maternal immune system is involved in pregnancgess or failure. Increased cytotoxic activity o
NK cells was associated with first trimester abamti which is the most frequent complication of paetcy. The
aim of our study was to compare peripheral and ingecytotoxicity in normal and pathological firsirhester
pregnacy, in order to evaluate the utility of thést in monitoring high-risk pregnancies.

Material and methods: mononuclear cells were separated from periphdsidod and from tissue
fragments obtained by uterine curretage from 10gpemt women with requested abortion and 10 womém wi
spontaneous abortion. Natural-killer (NK) cells pentage was detected by flow-cytometry. Separatjotniple
gradient Percoll density centrifugation allowed sitaneous isolation of trophoblast cells from uteritissue
fragments. We used a flowcytometric method of @yiity evaluation which used carboxy-fluorescaieesn-
imidyl ester (CFSE)-labelled K562 and autologowptroblastic cells as targets.

Results: cytotoxic activity of uterine cells was higheaththat of peripheral blood cells. Cytotoxicity
was reduced in pathological compared to normal peetcy. Peripheral blood and uterine cytotoxicitgéxes
were significantly different and were correlatedyom normal pregnancies. The percentage of NKsceitl nor

correlate with their cytotoxic activity.

Conclusions: increased cytotoxic activity cannot be incrimiedtin inducing abortion. The difference
between the cytotoxic activity of uterine and peei@l blood cells proves the compartmentalisatibruterine

events.

Keywords: cytotoxicity, K562, trophoblast, CFSE, NK

Introducere

Sistemul imun matern este implicat in
succesul sarcinii sau igezul gu. Celulele NK
sunt considerate a avea o impotiacruciak in
patogenia avorturilor. Contactul lor direct cu
trofoblastul le transforehin candidé principali
pentru reatiile aloimune, in cursulaora fatul
este perceput ca "§in" si e "rejetat" de siste-
mul imun matern (avort aloimuli) Femeile
care avorteazau o0 populae numeroasde NK
uterine cu fenotipul CD56+CD16% %, iar in
sangele periferic al femeilor la care s-a produs
avortul embrionilor normali genetic a fost des-
cris un subset mare de celule NK cu activitate
citolitica puternid 23 1°

Material si metode

Au fost incluse in studiu 10 gravide cu
sarcini oprite in evokie, lotul martor cuprin-
zand 10 gravide care au solicitat intreruperea
cursului sarcinii. Varsta gravidelor din cele
doua loturi a fost cupring intre 18si 39 de ani,
iar varsta gestmnak a variat intre 6i 12 gip-

tamani.

Inaintea anesteziei pentru chiuretaj, de
la fiecare gravid s-au recoltat 15 ml de sange
venos.Tesuturile uterine raclate au fost recolta-
te n recipiente sterile din plastctransportate
la laborator in primele 30 de minute de la recol-
tare. Probele biologice incluse in studiu au fost
recoltate dup informarea gravidelor despre
obiectivele studiuluki dupa oltinerea consim-
tamantului lor.

Celulele mononucleare periferice au
fost izolate prin centrifugare in gradient de den-
sitate utilizand mediul de separare Histopaque
(SIGMA).

Separarea celulelor trofoblastigea ce-
lor mononucleare uterine s-#&tit conform pro-
tocolului descris de Nagamatst al *°. Frag-
mentele tisulare amute Tn urma chiuretajului
uterin au fost r@runtite mecanicsi apoi au fost
supuse digestiei enzimatice cu 20 U/ml DNA-
az | tip IV (Sigma)si 0,125 % tripsia (SIG-
MA) 1n trei cicluri. Diferitele componente celu-
lare - celulele trofoblasticg celulele mononu-
cleare deciduale - au fost separate pe un triplu
gradient de densitate Percoll (SIGMA) 50%,
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40%, 20%.

Celulele perifericesi uterine izolate au
fost nunirate si s-a determinat viabilitatea lor
prin metoda excluderii de albastru Tripan.

Pentru investigarea citotoxigiti s-a
folosit o metod flow-citometrici in care celu-
lele tinta, K562 sau celulele trofoblastice auto-
loge, au fost marcate cu carboxi-fluorescein-
succinimidil ester (CFSE), evitandu-se neajun-
surile metodei clasice CtCr.

Intrucat pe parcursul optindigi tehni-
cii de lucru s-au ainut uneori valori mari ale
lizei spontane, in ultima etapmle optimizare a
testului s-a lucrat cu celule K562 aflate in faza
logaritmica a dezvolirii care au fost marcate cu
1,25uM CFSEsi pastrate la -70°C in concen-
tratie de aproximativ 1 x PQcelule/tub pai in
ziua testului. In test au fost utilizate numai eelu
lele care la decongelare aveau o viabilitate de
peste 95%. S-a creat in acest mod un stoc omo-
gen detinte care a fost folosit in toate experi-
mentele astfel incat testul nu a mai depins de
surprinderea fazei logaritmice a dezudlttin-
telor, comparandu-se exclusiv activitatea efec-
torilor.

Celulele K562 CFSEdecongelate au
fost incubate cu efectorii - PBMC sau celule
mononucleare separate de la interfenaterno-
fetak - in raport de 1:30, la 37°C, timp de 4 ore.
Raportul a fost stabilit ca fiind optim in urma
experimentului pilot efectuat pentru optimiza-
rea tehniciisi a permis efectuarea testului de ci-
totoxicitate Tn duplicat. S-a lucrat n tuburi ste-
rile pentru flowcitometru.

La sfasitul incubirii, peste suspensiile
celulare s-a aaligat 2,5 pg/ml ioddrde propi-
diu (PI). Tintele moarte devin permeabile pen-
tru Plsi pot fi identificate flowcitometric pe
baza dublei pozitiviti pentru CFSEsi PI.
Achizitia flowcitometria s-a realizat la 10-15
minute dup achugarea iodurii de propidiu, iar
analiza s-a dcut cu ajutorul programului
CellQuest.

Indicele de citotoxicitate s-a calculat
dup formula:

lizd proki — lizid spontag
liza totak — liza spontaa

IC =

100

Liza spontaa a fost determinatin tu-
burile in care au fost incubate dasnte (K562
sau celule trofoblastice autologéjd efectori.

Pentru a determina liza taialtintele
din tuburile de control au fost supuse ugog
termic la sfagitul incubirii de 4 ore, prin scu-
fundarea tuburilor timp de 3 minute in baie de
apa la 56°Csi apoi in ap la 4°C. Acest trata-
ment termic permite ca volumul suspensiei ce-
lulare 4 fie acelai in toate tuburile investigate.

Procentele de celule NK din poptia
de limfocite circulantesi uterine delimitat in
coordonate volum-granularitate au fost determi-
nate flowcitometric folosind anticorpi monoclo-
nali anti-CD16 FITC (Becton Dickinson), anti-
CD8 PE (Dako), anti-CD3 CyCr (Becton Dic-
kinson) si anti-CD56 APC (Immunotech)F(-

gura J).

Rezultate

Rezultatele testelor de citotoxicitate
(exprimate in indici de citotoxicitate) tfa de
tintele K562 CFSE+ sunt prezentateTiabelul
1. Pentru citotoxicitatea celulelor periferice s-a
folosit si un lot de femei neirascinate ca lot de
referina.

Se obser¥ ca indicele de citotoxicitate
este redus n sardinscizandsi mai mult Tn sar-
cinile oprite in evolte. AplicAnd metoda
ANOVA de comparge multipla, nu s-a gsit o
diferena semnificatid statistic intre cele trei
grupuri (p = 0,162).

La nivel uterin activitatea citotoxic
fatd detintele K562 a fost mai inteadata de
periferie, iar in sarcinile normale mai inténs
decét in cele oprite in evoie (Tabel J).

Fenotiparea celulelor mononucleare a
permis diferetierea a 3 subpopulade celule
NK distincte fenotipic. Ponderea acestora in ca-
drul populaiilor limfocitare circulantesi uterine
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Figura 1. Marcarea limfocitelor uterine cu un ameséc de 4 anticorpi monoclonali a adus informgi
suplimentare despre fenotipul celulelor.

este prezentafin Tabelul 2

O etaja a preluctrii statistice a datelor
a constat in calcularea conglar dintre pro-
centele de celule NKi indicii de citotoxicitate
fata detinte K562. Nu s-au it corelaii sem-
nificative la nici unul dintre loturi (p>0,05).

in ambele loturi studiate a existat o di-
ferena semnificativ statistic Tntre mediile indi-
cilor de citotoxicitate de la nivel periferictfia
de mediile uterine (p<0,05). Biepentru sarci-
nile intrerupte la cerere analiza statisticevi-
dertiat o coreléie semnificatida (p=0,01) intre

indicii de citotoxicitate de la nivel periferic cu
cei de la nivel uterin, pentru sarcinile oprite in
evoluie semnificaa statisti@ nu s-a metinut
(p=0,72).

Testarea citotoxicitii celulelor NK pe-
riferice si uterine faa de trofoblastul autolog a
evideniat indici de citotoxicitate mult mai mici
decat cei ofinuti pentrutinte K562, atat in ca-
zul celulelor mononucleare separate de la inter-
fata materno-fetal catsi pentru celulele perife-
rice (Tabel 3. Indicii de citotoxicitate au fost
comparabili Tntre loturi.
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Tabelul 1. Activitatea citotoxici a celulelor perifericesi uterine fata de tinte K562
PBMC/K562 Celule uterine/K562
Negravide | Sarcini nor- | Sarcini oprite Sarcini nor-| Sarcini oprite
(n=10) male in evoluie male in evoluie
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
MEDIE 23,33 % 20,51 % 11,44 % 50,04 % 43,46 %
DS 13,647 % 16,45 % 9,188 % 30,466 % 8,833 %
Tabelul 2. Structura populatiei NK periferice si deciduale
sange periferic uter
Celule NK Sarcini normale| Sarcini patologice Sarcini normale| Sarcini patologice
medie £ DS medie £ DS medie £ DS medie £ DS
CD3"*CD16'CD56 15,1+6,9 % 10,5+7,5 % 10,0£11.2 % 15,7+16,9 %
CD3°*CD16*CD56™ 1,0+£0,8 % 3,845,8 % 32,4+19,8 % 39,9+£19,2 %
CD3'CD16'CD56' 4,846,1 % 5,3£2,0 % 4,4+29 % 4,5+2.5 %
Tabelul 3. Media indicilor de citotoxicitate a celldelor mononucleare perifericesi uterine fata de trofoblastul
autolog
sarcini normale | sarcini oprite in evoluie
IC celule uterine / trofoblast autolog 2,73 % 2,34 %
IC PBMC / trofoblast autolog 1,15 % 1,02 %

Discutii

In acest studiu evaluarea activit cito-
toxice s-a fcut flowcitometric, metoda fiind
aprecial ca precis, cu o bu# reproductibilita-
te si lipsita de riscul radioactivitii pe care 1l
prezinti investigarea cé'Cr *>.

Fenotiparea celulelor mononucleare a
confirmat datele din literatarprivitoare la pre-
dominena la nivel uterin a celulelor CD16-
CD56++ si a evidemat o populéie
CD16+CD56+ mai numeroasiecat la gravide-
le cu sarcini intrerupte la cerere.

Investigarea activitii citotoxice a ce-
lulelor mononucleare a generat rezultate sur-
prinzitoare, indicii de citotoxicitate fiind mai
mari la nivel uterin decét in periferie.

Desi celulele NK sunt poputa limfo-
citara predominarit la interfga materno-fetal
iar fungia lor este in general aceea de eliminare
a celulelor care nu expriitrantigene MHC self
° numeroase studii au asociat celulele NK

CD56++ in special cu sedi@ de citokine. O
explicgie a activifitii citotoxice uterine crescu-
te remarcate n studiul nostru a fost ofede
un studiu recent care a descris in celulele deci-
duale NK CD3CD16CD56™ un intreg “arse-
nal” citolitic, perforine, granzimei Fas ligand,
care poate fi folosit impotriva celulelor infecta-
te viral, parazitate sau transformate, lireielor
K562 implicand perforinefe

Supoziia ci aceast crestere a citotoxi-
citatii la nivel uterin s-ar datora prop@i mai
mari de celule NK intre celulele mononucleare
uterine faa de periferie a fost infirmatprin ab-
sena unei corelgi semnificative intre indicii de
citotoxicitate si procentele de celule NK
CD56+CD16+, CD56+CD16si CD3+CD56+
periferice sau uterine, giein literatui exist
studii in care s-a descris o lucorelaie intre
cei doi parametri*

Concluzia noasirca cele doé teste de
investigare aaspunsului imun celular - cuanti-
ficarea celulelor NKsi evaluarea citotoxicitii
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celulelor NK - nu se coreleazi evalueai as-
pecte diferite ale celulelor NK coincide cu cea
comunicai de Gilman-Sachet al®.

Este posibil ca ucideregntelor K562
si se datoreze altor celule de la intefanater-
no-fetal, Tn studiul nostru nefiind fologito po-
pulaie purificat de celule NK uterine. Tn spri-
jinul acestei prezuti vine concluzia studiului
lui Scaifeet al*® care a selectat pozitiv limfoci-
te T CD8+ din fragmente decidualetioloite din
sarcini de 7 #timanisi a dovedit capacitatea
lor citolitica fata detinte K562, dup o incubare
similara de 4 ore.

Efectul citolitic asupraintelor K562 s-
ar putea datora celulelor NK CD8+, pe care le-
am identificat la nivel uterin la o propt de
aproximativ 20% dintre celulele NK CD56++.
Pittetet al*? a identificat un tip similar de celu-
le in s&ngele periferig le-a catalogat dupin-
vestigaii fenotipice complexe ca limfocite T
CD8+ efectoare care supraexptimCD56.
Aceste celule cam cantiiti mari de perforine
si granzime Bsi au activitate citoliti@ direct.
Studierea comparativa citotoxicititii acestor
celule faa detinte K562 a evidetmat ci celulele
NK au potemial citolitic maxim, fiind urmate
de limfocitele T CD56+ (CD56+CD8+), apoi
de limfocitele T CD56-CD57+CD8+, cel mai
redus potetial citolitic avandu-I limfocitele T
CD8+1™,

in ciuda numeroaselor molecule citoli-
tice pe care le poseds-a raportat & celulele
NK uterine au activitate citotoxicslaka fata de
trofoblast*® fapt confirmatsi in studiul nostru,
unde celulele NK uterine nu au ucis celulele
trofoblastice la nici unul dintre loturi. Nu putem
desigur exclude posibilitatea @avivo, sub in-
fluenta citokinelor din micromediul uterin celu-
lele NK s devira citotoxice faa de trofoblast.

O alti observde surprinztoare legat
de investigarea activitii citotoxice a fost aceea
ca pentru sarcinile oprite in evale indicii de
citotoxicitate au fost mai mici decat in sarcinile
intrerupte la cerere atat la nivel periferic giat
uterin. Este posibil ca activitatea citoliticnai

scazuta a celulelor NK la femeile cu sarcini
oprite in evoltie si se datoreze unui deficit
functional al celulelor NK la aceste femei, se-
cretia mai redus de granzime Bi FasL putand
traduce o expresie redua receptorilor activa-
tori CD69, NKp46, NKG2DLsi CD244°8,

In studiul nostru s-au Tnregistrat dife-
rerte semnificative intre indicii de citotoxicitate
uterini si cei periferici, iar rezultatele testelor s-
au corelat doar la lotul normal, in sarcinile opri-
te Tn evoltie existand o tendia de invera pro-
portionalitate intre valorile uteringi cele peri-
ferice, probabil ca urmare a deficitului fuioe
nal al celulelor uterine. Discordgte observate
ar putea indica faptulacacest test efectuat cu
celule din periferie nu e adecvat pentru monito-
rizarea gravidelor, pentrdawu reflect intotde-
auna situga din uter.

Pentru cazurile investigate in studiul
nostru activitatea citotoxica celulelor NK nu
poate fi incriminat in inducerea opririi in evo-
lutie a sarcinii.

Mul tumiri: acest studiu a beneficiat de
finantare din partea CNCSIS, grant 1139.
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