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Rezumat

Creşterea  activităŃii  citotoxice  a  celulelor  NK  a  fost  incriminată  în  oprirea  evoluŃiei  sarcinii,
complicaŃia cea mai frecventă survenită în cursul primului trimestru.  Scopul studiului nostru a fost acela de a
investiga comparativ citotoxicitatea celulelor  periferice şi  uterine în sarcini  normale şi  patologice de prim-
trimestru, pentru a evalua utilitatea efectuării acestui test în sângele periferic în cazul monitorizării sarcinilor cu
risc. 

Material şi metode: Celulele mononucleare au fost separate din sângele periferic şi din produsele de
raclaj uterin prelevate de la 10 gravide cu sarcini întrerupte la cerere şi de la 10 gravide cu sarcini oprite în
evoluŃie. Procentul de celule natural-killer (NK) a fost determinat flow-citometric. Separarea prin centrifugare în
triplu gradient de densitate Percoll a permis obŃinerea concomitentă şi de celule trofoblastice din produsele de
raclaj  uterin.  Evaluarea  citotoxicităŃii  s-a  făcut  flow-citometric,  folosind  drept  Ńinte  celule  K562  şi  celule
trofoblastice autologe marcate cu carboxi-fluorescein-succinimidil ester (CFSE).

Rezultate: Activitatea citotoxică a celulelor uterine a fost mai mare decât cea a celulelor periferice. În
sarcinile  patologice  citotoxicitatea  a  fost  mai  redusă  decât  în  sarcinile  normale.  Indicii  de  citotoxicitate
periferici au diferit semnificativ faŃă de cei uterini şi s-au corelat doar în sarcinile normale. Nu s-a evidenŃiat o
corelaŃie între procentul de celule NK şi activitatea lor citotoxică.

Concluzii:  creşterea  activităŃii  citotoxice  nu  poate  fi  incriminată  în  oprirea  evoluŃiei  sarcinilor
investigate în acest studiu. DiferenŃa dintre activitatea citotoxică a celulelor periferice şi cea a celulelor uterine
dovedeşte compartimentalizarea evenimentelor uterine.
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Abstract

The maternal immune system is involved in pregnancy success or failure. Increased cytotoxic activity of
NK cells was associated with first trimester abortion, which is the most frequent complication of pregnancy. The
aim of our study was to compare peripheral and uterine cytotoxicity in normal and pathological first-trimester
pregnacy, in order to evaluate the utility of this test in monitoring high-risk pregnancies.

Material  and  methods:  mononuclear  cells  were  separated  from peripheral  blood  and  from tissue
fragments obtained by uterine curretage from 10 pregnant women with requested abortion and 10 women with
spontaneous abortion. Natural-killer (NK) cells percentage was detected by flow-cytometry. Separation by triple
gradient Percoll density centrifugation allowed simultaneous isolation of trophoblast cells from uterine tissue
fragments. We used a flowcytometric method of cytotoxicity evaluation which used carboxy-fluorescein-succin-
imidyl ester (CFSE)-labelled K562 and autologous trophoblastic cells as targets.

Results: cytotoxic activity of uterine cells was higher than that of peripheral blood cells. Cytotoxicity
was reduced in pathological compared to normal pregnancy. Peripheral blood and uterine cytotoxicity indexes
were significantly different and were correlated only in normal pregnancies. The percentage of NK cells did nor
correlate with their cytotoxic activity.

Conclusions: increased cytotoxic activity cannot be incriminated in inducing abortion. The difference
between the cytotoxic activity of uterine and peripheral blood cells proves the compartmentalisation of uterine
events.

Keywords: cytotoxicity, K562, trophoblast, CFSE, NK

Introducere

Sistemul imun matern este implicat în
succesul sarcinii sau în eşecul său. Celulele NK
sunt considerate a avea o importanŃă crucială în
patogenia  avorturilor.  Contactul  lor  direct  cu
trofoblastul le transformă în candidaŃi principali
pentru reacŃiile aloimune, în cursul cărora fătul
este perceput ca "străin" şi e "rejetat" de siste-
mul  imun  matern  (avort  aloimun)16.  Femeile
care avortează au o populaŃie numeroasă de NK
uterine cu fenotipul CD56+CD16+  7,  17,  iar în
sângele periferic al femeilor la care s-a produs
avortul embrionilor normali genetic a fost des-
cris un subset mare de celule NK cu activitate
citolitică puternică 2, 3, 19.

Material şi metode

Au fost incluse în studiu 10 gravide cu
sarcini  oprite în evoluŃie,  lotul  martor  cuprin-
zând 10 gravide care au solicitat  întreruperea
cursului  sarcinii.  Vârsta  gravidelor  din  cele
două loturi a fost cuprinsă între 18 şi 39 de ani,
iar vârsta gestaŃională a variat între 6 şi 12 săp-

tămâni.
Înaintea anesteziei pentru chiuretaj, de

la fiecare gravidă s-au recoltat 15 ml de sânge
venos. łesuturile uterine raclate au fost recolta-
te în recipiente sterile din plastic şi transportate
la laborator în primele 30 de minute de la recol-
tare. Probele biologice incluse în studiu au fost
recoltate  după  informarea  gravidelor  despre
obiectivele studiului şi după obŃinerea consim-
Ńământului lor.

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

Separarea celulelor trofoblastice şi a ce-
lor mononucleare uterine s-a făcut conform pro-
tocolului descris de Nagamatsu  et al 10.  Frag-
mentele tisulare obŃinute în urma chiuretajului
uterin au fost mărunŃite mecanic şi apoi au fost
supuse digestiei enzimatice cu 20 U/ml DNA-
ază I tip IV (Sigma) şi 0,125 % tripsină (SIG-
MA) în trei cicluri. Diferitele componente celu-
lare - celulele trofoblastice şi celulele mononu-
cleare deciduale - au fost separate pe un triplu
gradient  de  densitate  Percoll  (SIGMA)  50%,
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40%, 20%.
Celulele periferice şi uterine izolate au

fost numărate şi  s-a determinat viabilitatea lor
prin metoda excluderii de albastru Tripan.

Pentru  investigarea  citotoxicităŃii  s-a
folosit o metodă flow-citometrică în care celu-
lele Ńintă, K562 sau celulele trofoblastice auto-
loge,  au  fost  marcate  cu  carboxi-fluorescein-
succinimidil ester (CFSE), evitându-se neajun-
surile metodei clasice cu 51Cr.

Întrucât pe parcursul optimizării tehni-
cii de lucru s-au obŃinut uneori valori mari ale
lizei spontane, în ultima etapă de optimizare a
testului s-a lucrat cu celule K562 aflate în faza
logaritmică a dezvoltării care au fost marcate cu
1,25  µM CFSE şi păstrate la -70ºC în concen-
traŃie de aproximativ 1 x 106 celule/tub până în
ziua testului. În test au fost utilizate numai celu-
lele care la decongelare aveau o viabilitate de
peste 95%. S-a creat în acest mod un stoc omo-
gen de Ńinte care a fost folosit în toate experi-
mentele astfel încât testul nu a mai depins de
surprinderea fazei logaritmice a dezvoltării Ńin-
telor, comparându-se exclusiv activitatea efec-
torilor.

Celulele  K562  CFSE+ decongelate  au
fost  incubate cu efectorii  -  PBMC sau celule
mononucleare separate de la interfaŃa materno-
fetală - în raport de 1:30, la 37ºC, timp de 4 ore.
Raportul a fost stabilit ca fiind optim în urma
experimentului  pilot  efectuat  pentru optimiza-
rea tehnicii şi a permis efectuarea testului de ci-
totoxicitate în duplicat. S-a lucrat în tuburi ste-
rile pentru flowcitometru.

La sfârşitul incubării, peste suspensiile
celulare s-a adăugat 2,5 µg/ml iodură de propi-
diu (PI). łintele moarte devin permeabile pen-
tru PI  şi  pot  fi  identificate  flowcitometric  pe
baza  dublei  pozitivităŃi  pentru  CFSE  şi  PI.
AchiziŃia flowcitometrică  s-a realizat  la 10-15
minute după adăugarea iodurii de propidiu, iar
analiza  s-a  făcut  cu  ajutorul  programului
CellQuest.

Indicele  de  citotoxicitate  s-a  calculat
după formula:

IC =                                                    x 100

Liza spontană a fost determinată în tu-
burile în care au fost incubate doar Ńinte (K562
sau celule trofoblastice autologe) fără efectori.

Pentru  a  determina  liza  totală,  Ńintele
din tuburile de control au fost supuse unui şoc
termic la sfârşitul incubării de 4 ore, prin scu-
fundarea tuburilor timp de 3 minute în baie de
apă la 56ºC şi apoi în apă la 4ºC. Acest trata-
ment termic permite ca volumul suspensiei ce-
lulare să fie acelaşi în toate tuburile investigate. 

Procentele de celule NK din populaŃia
de limfocite circulante şi  uterine delimitată  în
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) şi  anti-CD56 APC (Immunotech) (Fi-
gura 1).

Rezultate

Rezultatele  testelor  de  citotoxicitate
(exprimate  în  indici  de  citotoxicitate)  faŃă  de
Ńintele K562 CFSE+ sunt prezentate în Tabelul
1. Pentru citotoxicitatea celulelor periferice s-a
folosit şi un lot de femei neînsărcinate ca lot de
referinŃă.

Se observă că indicele de citotoxicitate
este redus în sarcină, scăzând şi mai mult în sar-
cinile  oprite  în  evoluŃie.  Aplicând  metoda
ANOVA de comparaŃie multiplă, nu s-a găsit o
diferenŃă  semnificativă  statistic  între  cele  trei
grupuri (p = 0,162).

La  nivel  uterin  activitatea  citotoxică
faŃă de Ńintele K562 a fost mai intensă faŃă de
periferie,  iar  în sarcinile  normale  mai  intensă
decât în cele oprite în evoluŃie (Tabel 1).

Fenotiparea  celulelor  mononucleare  a
permis diferenŃierea a 3 subpopulaŃii  de celule
NK distincte fenotipic. Ponderea acestora în ca-
drul populaŃiilor limfocitare circulante şi uterine
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este prezentată în Tabelul 2.
O etapă a prelucrării statistice a datelor

a constat  în  calcularea  corelaŃiilor  dintre  pro-
centele de celule NK şi indicii de citotoxicitate
faŃă de Ńinte K562. Nu s-au găsit corelaŃii sem-
nificative la nici unul dintre loturi (p>0,05).

În ambele loturi studiate a existat o di-
ferenŃă semnificativă statistic între mediile indi-
cilor de citotoxicitate de la nivel periferic faŃă
de mediile uterine (p<0,05). Deşi pentru sarci-
nile întrerupte la cerere analiza statistică a evi-
denŃiat o corelaŃie semnificativă (p=0,01) între

indicii de citotoxicitate de la nivel periferic cu
cei de la nivel uterin, pentru sarcinile oprite în
evoluŃie semnificaŃia statistică nu s-a menŃinut
(p=0,72).

Testarea citotoxicităŃii celulelor NK pe-
riferice şi uterine faŃă de trofoblastul autolog a
evidenŃiat indici de citotoxicitate mult mai mici
decât cei obŃinuŃi pentru Ńinte K562, atât în ca-
zul celulelor mononucleare separate de la inter-
faŃa materno-fetală cât şi pentru celulele perife-
rice (Tabel 3). Indicii de citotoxicitate au fost
comparabili între loturi.
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Figura 1. Marcarea limfocitelor uterine cu un amestec de 4 anticorpi monoclonali a adus informaŃii
suplimentare despre fenotipul celulelor.
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DiscuŃii

În acest studiu evaluarea activităŃii cito-
toxice  s-a  făcut  flowcitometric,  metoda  fiind
apreciată ca precisă, cu o bună reproductibilita-
te şi  lipsită de riscul radioactivităŃii  pe care îl
prezintă investigarea cu 51Cr 1, 5.

Fenotiparea  celulelor  mononucleare  a
confirmat datele din literatură privitoare la pre-
dominenŃa  la  nivel  uterin  a  celulelor  CD16-
CD56++  şi  a  evidenŃiat  o  populaŃie
CD16+CD56+ mai numeroasă decât la gravide-
le cu sarcini întrerupte la cerere.

Investigarea activităŃii  citotoxice a ce-
lulelor  mononucleare  a  generat  rezultate  sur-
prinzătoare,  indicii  de  citotoxicitate  fiind mai
mari la nivel uterin decât în periferie.

Deşi celulele NK sunt populaŃia limfo-
citară predominantă la interfaŃa materno-fetală,
iar funcŃia lor este în general aceea de eliminare
a celulelor care nu exprimă antigene MHC self
9,  numeroase  studii  au  asociat  celulele  NK

CD56++ în special cu secreŃia de citokine. O
explicaŃie a activităŃii citotoxice uterine crescu-
te remarcate în studiul nostru a fost oferită de
un studiu recent care a descris în celulele deci-
duale NK CD3-CD16-CD56++ un întreg “arse-
nal” citolitic, perforine, granzime şi Fas ligand,
care poate fi folosit împotriva celulelor infecta-
te viral, parazitate sau transformate, liza Ńintelor
K562 implicând perforinele4.

SupoziŃia că această creştere a citotoxi-
cităŃii la nivel uterin s-ar datora proporŃiei mai
mari de celule NK între celulele mononucleare
uterine faŃă de periferie a fost infirmată prin ab-
senŃa unei corelaŃii semnificative între indicii de
citotoxicitate  şi  procentele  de  celule  NK
CD56+CD16+,  CD56+CD16- şi  CD3+CD56+
periferice sau uterine,  deşi  în literatură  există
studii în care s-a descris o bună corelaŃie între
cei doi parametri 14, 15.

Concluzia noastră că cele două teste de
investigare a răspunsului imun celular - cuanti-
ficarea celulelor NK şi evaluarea citotoxicităŃii
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Tabelul 1. Activitatea citotoxică a celulelor periferice şi uterine faŃă de Ńinte K562

PBMC/K562 Celule uterine/K562
Negravide
(n = 10)

Sarcini nor-
male

(n = 10)

Sarcini oprite
în evoluŃie
(n = 10)

Sarcini nor-
male

(n = 10)

Sarcini oprite
în evoluŃie
(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 populaŃiei NK periferice şi deciduale

Celule NK 
sânge periferic uter

Sarcini normale
medie ± DS

Sarcini patologice
medie ± DS

Sarcini normale
medie ± DS

Sarcini patologice
medie ± DS

CD3negCD16+CD56+ 15,1±6,9 % 10,5±7,5 % 10,0±11,2 % 15,7±16,9 %
CD3negCD16negCD56++ 1,0±0,8 % 3,8±5,8 % 32,4±19,8 % 39,9±19,2 %

CD3+CD16+CD56+ 4,8±6,1 % 5,3±2,0 % 4,4±2,9 % 4,5±2,5 %

Tabelul 3. Media indicilor de citotoxicitate a celulelor mononucleare periferice şi uterine faŃă de trofoblastul
autolog

sarcini normale sarcini oprite în evoluŃie
IC celule uterine / trofoblast autolog 2,73 % 2,34 %
IC PBMC / trofoblast autolog 1,15 % 1,02 %
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celulelor NK - nu se corelează şi evaluează as-
pecte diferite ale celulelor NK coincide cu cea
comunicată de Gilman-Sachs et al 5.

Este posibil  ca uciderea Ńintelor K562
să se datoreze altor celule de la interfaŃa mater-
no-fetală, în studiul nostru nefiind folosită o po-
pulaŃie purificată de celule NK uterine. În spri-
jinul acestei prezumŃii vine concluzia studiului
lui Scaife et al 13 care a selectat pozitiv limfoci-
te T CD8+ din fragmente deciduale obŃinute din
sarcini de 7 săptămâni şi a dovedit capacitatea
lor citolitică faŃă de Ńinte K562, după o incubare
similară de 4 ore.

Efectul citolitic asupra Ńintelor K562 s-
ar putea datora celulelor NK CD8+, pe care le-
am identificat la nivel uterin la o proporŃie de
aproximativ 20% dintre celulele NK CD56++.
Pittet et al 12 a identificat un tip similar de celu-
le în sângele periferic şi le-a catalogat după in-
vestigaŃii  fenotipice  complexe  ca  limfocite  T
CD8+  efectoare  care  supraexprimă  CD56.
Aceste celule conŃin cantităŃi mari de perforine
şi granzime B şi au activitate citolitică directă.
Studierea  comparativă  a  citotoxicităŃii  acestor
celule faŃă de Ńinte K562 a evidenŃiat că celulele
NK au potenŃial  citolitic  maxim,  fiind urmate
de limfocitele  T  CD56+ (CD56+CD8+),  apoi
de  limfocitele  T CD56-CD57+CD8+,  cel  mai
redus potenŃial  citolitic avându-l  limfocitele T
CD8+ 11.

În ciuda numeroaselor molecule citoli-
tice pe care le posedă, s-a raportat că celulele
NK uterine au activitate citotoxică slabă faŃă de
trofoblast 18, fapt confirmat şi în studiul nostru,
unde celulele  NK uterine nu  au ucis  celulele
trofoblastice la nici unul dintre loturi. Nu putem
desigur exclude posibilitatea ca in vivo, sub in-
fluenŃa citokinelor din micromediul uterin celu-
lele NK să devină citotoxice faŃă de trofoblast.

O altă  observaŃie surprinzătoare legată
de investigarea activităŃii citotoxice a fost aceea
că pentru sarcinile oprite în evoluŃie indicii de
citotoxicitate au fost mai mici decât în sarcinile
întrerupte la cerere atât la nivel periferic cât şi
uterin. Este posibil ca activitatea citolitică mai

scăzută  a  celulelor  NK  la  femeile  cu  sarcini
oprite  în  evoluŃie  să  se  datoreze  unui  deficit
funcŃional al celulelor NK la aceste femei, se-
creŃia mai redusă de granzime B şi FasL putând
traduce o expresie redusă a receptorilor activa-
tori CD69, NKp46, NKG2DL şi CD244 6, 8.

În  studiul  nostru  s-au înregistrat  dife-
renŃe semnificative între indicii de citotoxicitate
uterini şi cei periferici, iar rezultatele testelor s-
au corelat doar la lotul normal, în sarcinile opri-
te în evoluŃie existând o tendinŃă de inversă pro-
porŃionalitate între valorile uterine şi cele peri-
ferice, probabil ca urmare a deficitului funcŃio-
nal al celulelor uterine. DiscordanŃele observate
ar putea indica faptul că acest test efectuat cu
celule din periferie nu e adecvat pentru monito-
rizarea gravidelor, pentru că nu reflectă întotde-
auna situaŃia din uter.

Pentru  cazurile  investigate  în  studiul
nostru activitatea citotoxică a celulelor NK nu
poate fi incriminată în inducerea opririi în evo-
luŃie a sarcinii.

Mul Ńumiri:  acest studiu a beneficiat de
finanŃare din partea CNCSIS, grant 1139.
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