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Summary

The skin consists of the epidermis, dermis and
appendages. To understand the functions of this complex
structure, it is necessary to establish pure cell cultures of
each cellular compartment of the skin. Because today it is
impossible to conceive fundamental research in
dermatology without using cell cultures, the aim of this
study is to present our experience regarding the cell
cultures of keratinocyte, fibroblasts, melanocyte and
sebocyte.

Epidermal and dermal cell lines were isolated from
neonatal foreskin or from the skin of individuals
undergoing surgery. First we isolated and purified the cell
lines from the tegument and then we cultivated them in the
corresponding growth media. The cells had a limited life-
span in cultures so that the maximum number of passages
was limited. Microscopically we observed that the cells in
cultures presented structures and functions similar to those
of the cells in vitro.

Cell cultures are important experimental models for
the physiological and biological study of the tegument, in
the etiology of various diseases and in pharmacological
researches.
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Rezumat

Tegumentul este format din epiderm, derm ºi anexele
cutanate. Pentru înþelegerea funcþiilor acestui sistem
complex este necesarã înfiinþarea culturilor celulare din
diferitele compartimente celulare tegumentare. Deoarece în
momentul de faþã nu se poate concepe cercetare
fundamentalã în dermatologie fãrã utilizarea culturilor
celulare, scopul acestui studiu este de a prezenta experienþa
noastrã cu privire la culturile celulare obþinute din
keratinocite, fibroblaºti, melanocite ºi sebocite. 

Liniile celulare epidermice ºi dermice au fost izolate
din prepuþ de origine umanã sau din tegumente de la
persoane care au suferit intervenþii chirurgicale. În prima
etapã s-a realizat izolarea ºi purificarea din tegument a
diferitelor linii celulare ca ulterior acestea sã fie cultivate în
mediile de culturã corespunzãtoare. Celulele au avut o ratã
de supravieþuire limitatã în culturã, astfel limitându-se
numãrul maxim de subcultivãri. La examinarea
microscopicã s-a putut observa cã, în culturi, celulele
prezintã funcþii ºi structuri asemãnãtoare cu cele ale
celulelor din vitro. 

Culturile celulare reprezintã modele experimentale
importante pentru studiul fiziologiei ºi biologiei
tegumentului, al patogenezei diferitelor boli, precum ºi
pentru studii de farmacologie.

Cuvinte cheie: Culturi celulare, keratinocite,
fibroblaºti, melanocite, sebocite.

STUDII CLINICE ªI EXPERIMENTALE



Introducere 

Tegumentul este un înveliº conjunctivo-
epitelial [1] ºi este cel mai mare organ al corpului
uman. Are rol protectiv faþã de leziuni externe,
dar ºi rol senzorial pentru stimulii din exterior [2].
Acest organ constã din epiderm, derm si anexele
cutanate. Pentru înþelegerea funcþiilor acestui
sistem complex este necesarã studierea unor
aspecte parþiale în modele de dimensiuni care sã
permitã manipularea lor ºi reintegrarea ulterioarã
a rezultatelelor în contextul general. Acest lucru
este realizabil prin înfiinþarea unori culturi
celulare din diferitele compartimente celulare
tegumentare. Culturile celulare ºi echivalenþii
tegumentari reprezintã o alternativã pentru
experimentele pe animale, fiind acceptate atât de
oamenii de ºtiinþã, cât ºi de comisiile de eticã ºi de
legislaþia în vigoare. În ultimele 3 decenii, s-a
ajuns la cultivarea selectivã a tuturor liniilor
celulare din care este format tegumentul. 

În momentul de faþã, modelele tisulare
cultivate variazã de la simple monoculturi
celulare, la cultivarea simultanã a mai multor
tipuri celulare ºi culmineazã cu echivalenþi
tegumentari tridimensionali. Aceºti echivalenþi
sunt culturi organotipice ce prezintã derm ºi
epiderm bine organizate ºi diferenþiate, cu o
arhitecturã asemãnãtoare tegumentului uman
normal [3]. 

Deoarece în momentul de faþã nu se poate
concepe o cercetare fundamentalã în
dermatologie fãrã utilizarea culturilor celulare,
scopul acestui studiu este de a prezenta
experienþa noastrã privind caracteristicile
principale ale culturilor celulare obþinute din
keratinocite, fibroblaºti, melanocite ºi sebocite. 

Material ºi metodã

Liniile celulare epidermice ºi dermice au fost
izolate din prepuþ de origine umanã (în special de
la nou-nãscut) sau de la persoane care au suferit
intervenþii de chirurgie plasticã. Într-o primã
etapã, epidermul a fost separat de derm prin
tratament peste noapte cu termolizinã (Sigma).
Ulterior, epidermul a fost incubat într-o soluþie cu
tripsinã (Invitrogen) pânã s-a disociat complet în
celule separate. þesutul conjunctiv a fost disociat
prin incubare într-o soluþie cu colagenazã
(Sigma). Dupã ce s-a stabilit numãrul de celule

extrase ºi viabilitatea celularã la hemocitometru
(camera Neubauer), culturile primare au fost
iniþiate cu o densitate celularã de 2-6 x 104

celule/cm2. 
Keratinocitele au fost cultivate cu mediu

pentru keratinocite „serum-free” (Invitrogen)
suplimentat cu EGF (epidermal growth factor) ºi
1% L-glutaminã. Fibroblaºtii au fost cultivaþi cu
DMEM + high glucose (Sigma) ºi 10% ser bovin
fetal. Melanocitele au fost cultivate cu mediu
bazal pentru melanocite (PromoCell) ºi 2% ser
bovin fetal. Sebocitele au fost cultivate cu mediul
bazal Sebomed (Biochrom) suplimentat cu EGF.
La toate mediile de culturã s-a adãugat acelaºi
procentaj de 1% antibiotic (penicilinã (100 U/ml)
ºi streptomicinã (100 μg/ml)). Culturile au fost
pãstrate în recipiente de 150 cm2 la incubator în
atmosferã cu o concentraþie de 5-7% CO2 ºi 95%
umiditate. Mediul de culturã a fost schimbat la
douã zile pentru a menþine un pH ideal între 7,6
ºi 7,8. 

Subcultivarea (pasajul) keratinocitelor, fibro-
blastelor, melanocitelor ºi sebocitelor a fost
efectuat cu tripsinã la o confluenþã celularã de 
70-80%. Culturile au fost urmãrite periodic, pe
întreaga duratã de cultivare, la microscopul optic
cu fazã de contrast inversã. 

Analiza imunohistochimicã (IHC) a cola-
genului de tip I s-a efectuat cu anticorp anti-
colagen I (IgG de iepure; Novotec) într-o diluþie
de 1:40 cu TBS (tris-buffered saline) ºi marcat
fluorescent cu anticorpul secundar anti iepure
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) într-o diluþie
de 1:20 cu TBS. Nucleul a fost contracolorat cu
fluorocromul Hoechst. Pentru evidenþierea
lipidelor intracelulare s-a folosit 10 μg/ml Nile
Red (Sigma), un colorant lipofilic fluorescent.
Rezultatele au fost examinate la microscopul cu
imunofluorescenþã.

Rezultate

În experienþa noastrã viabilitatea celulelor
izolate a fost de 90-95%. La 4 ore dupã iniþierea
culturilor primare s-a observat la microscopul
optic cum majoritatea celulelor au plutit încã liber
în mediul de culturã, fiind de formã sfericã. Dupã
8-24 ore celulele viabile au început sã adere de
recipientul de cultivare ºi au prezentat morfologii
caracteristice care urmeazã a fi detaliate. Celulele
care au supravieþuit, în special celulele stem cu
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potenþial mare de diviziune, au început sã
prolifereze dupã o perioadã variabilã de 24-72 de
ore.

Dupã 5 zile, keratinocitele au prezentat
legãturi intercelulare (desmozomi) ºi au format
cuiburi de 5-12 celule cu aspect poligonal. În
zilele urmãtoare, numãrul keratinocitelor a
crescut exponenþial ºi ariile cu celule aderente au
crescut rapid, acoperind suprafaþa recipientului
de cultivare (Figura 1). Deoarece keratinocitele
sunt celule care necesitã contacte intercelulare

strânse, am observat cã o confluenþã de 60% este
potrivitã pentru o diviziune celularã bunã. Când
celulele ajung la o confluenþã de 70-80% este
momentul pentru subcultivarea (pasajul) lor.
Cultura primarã a ajuns la confluenþã în
aproximativ 21 de zile, iar keratinocitele din
pasajele urmãtoare în aproximativ 7 zile. Dupã 
5-6 pasaje rata de proliferare a keratinocitele a
scãzut progresiv ºi acestea au ajuns mai greu la
confluenþã. Celulele au dezvoltat un fenotip
senescent care s-a caracterizat morfologic la
microscopul optic prin celule mari, plate, cu
frecvente anomalii nucleare. În cazul în care
cultivarea keratinocitelor s-a efectuat la o
densitate celularã prea mare, celulele au început
sã se stratifice ºi consecutiv sã se diferenþieze.
Diferenþierea keratinocitelor s-a observat ºi în
cazul cultivãrii lor într-o concentraþie prea mare
de Ca++. Keratinocitele diferenþiate în stadiul
terminal au prezentat o morfologie diferitã,
celulele au avut un contur neregulat, au fost
aplatizate cu tendinþã la stratificare ºi cu un
nucleu de dimensiuni mici (Figura 2).

Culturile primare din fibroblaºti au ajuns la
confluenþã relativ repede, în aproximativ 7 zile.
Fibroblastele fiind celule cu capacitate prolife-
rativã foarte mare, s-a reuºit cultivarea a peste 
50 de pasaje. În monoculturã, fibroblastele s-au
aliniat ºi au format clustere paralele (Figura 3). La
microscopul optic, celulele au avut un aspect
elongat, fusiform, cu unul sau doi nuclei eliptici
proeminenþi ºi cu un reticul endoplasmatic rugos

bine dezvoltat. Funcþia principalã a fibroblastelor
este menþinera integritãþii structurale a þesutului
conjunctiv prin sinteza componentelor matricei
extracelulare ºi, în special, al colagenul de tip I,
care este sintetizat în reticulul endoplasmatic
rugos, în apropierea nucleului. Acest aspect s-a
evidenþiat în urma pozitivãrii reacþiei imuno-
histochimice cu anticorp anti-colagen I (Figura 4).
Fibroblaºtii au fost cultivaþi pânã la densitãþi
celulare foarte mari >15 x 104 celule/cm2 moment
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Figura 1. Culturã primarã de keratinocite (20x)

Figura 2. Keratinocite senescente diferenþiate terminal (20x)

Figura 3. Culturã de fibroblaºti (20x)



din care s-a observã stratificarea lor ºi
transformarea în fibrocite, celule cu dimensiuni
mai mici care nu se mai divid. Acest stadiu este
reversibil. 

Melanocitele au crescut iniþial în culturã
împreunã cu keratinocitele. Dupã diferenþierea
keratinocitelor, melanocitele au continuat sã
prolifereze formând monoculturi. La microscopul
optic, melanocitele obþinute din prepuþul nou-
nãscuþilor au fost bipolare, mai subþiri ºi au
prezentat o tendinþã mai scãzutã de a forma
dendrite în comparaþie cu melanocitele obþinute
de la adulþi (Figura 5). În cazurile în care am
cultivat keratinocite cu melanocite, ultimele s-au
dispus astfel încât prelungirile lor dendritice au
intrat în contact cu cât mai multe colonii
învecinate de keratinocite.

Sebocitele au prezentat o morfologie poli-
gonalã asemãnãtoare cu cea a keratinocitelor. Pe
mãsurã ce densitatea celularã a crescut, la

microscopul optic s-a observat cum sebocitele s-
au rearanjat astfel încât au imitat arhitectura
lobularã specificã glandelor sebacee (Figura 6).
Principala caracteristicã a sebocitelor fiind sinteza
lipidelor, am evidenþiat vacuolele cu conþinut
lipidic din interiorul sebocitelor cu coloraþia Nile
Red la microscopul cu fluorescenþã (Figura 7). S-a
observat cã procesul principal de diferenþiere este
caracterizat de mãrirea volumului celular,
creºterea numãrului de vacuole cu lipide ºi, în
final, de destrucþia nucleului cu moarte celularã ºi
eliberarea conþinutului lipidic. 

Discuþii

În medie, din 1 cm2 de tegument se pot obþine
2-4 x 106 celule [4]. În experienþa noastrã, culturi
celulare cu creºtere rapidã ºi morfologie normalã
s-au obþinut din culturi care s-au iniþiat cu o
densitate celularã de 2-6 x 104 celule viabile/cm2.
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Figura 4. Colagen de tip I sintetizat de cãtre fibroblaºti
(reacþie IHC, 40x)

Figura 5. Culturã de melanocite (20x)

Figura 6. Culturã de sebocite (20x)

Figura 7. Vacuole de lipide sintetizate de cãtre sebocite
(reacþie Nile Red, 20x)



În cazul experimentelor, rezultate optime se obþin
dacã se folosesc keratinocite în pasajul 2-4,
confluente în proporþie de 60-70%. Dacã peste 80-
90% din keratinocite sunt confluente, celulele
devin senescente prin inhibiþie de contact [5]. 

Numãrul de pasaje este limitat în cazul
culturilor de keratinocite deoarece majoritatea
celulelor separate din tegumentul persoanelor
adulte sunt diferenþiate terminal. Keratinocitele
separate din prepuþul nou-nãscutului conþin un
numãr mult mai mare de celule nediferenþiate
(celule stem) comparativ cu cele din tegumentul
adultului ºi, din acest motiv, se poate efectua un
numãr mai ridicat de pasaje. Celulele stem
keratinocitare sunt celule cu potenþial proliferativ
superior, ele se diferenþiazã în celule ampli-
ficatoare de tranzit (AT) cu un potenþial
proliferativ limitat, ca în final sã devinã celule
postmitoctice diferenþiate terminal [6]. La adult
majoritatea celulelor stem sunt localizate la
nivelul folicului pilos [7]. Celulele din zona
superioarã a folicului prezintã in vitro capacitatea
cea mai mare de creºtere comparativ cu celulele
din alte zone ale folicului pilos sau ale epider-
mului. Keratinocitele umane au un potenþial de
replicare limitat în culturã ºi proliferarea celularã
este încetinitã de douã proces: diferenþierea ºi
senescenþa [8].

Keratinocitele izolate din 1 cm2 de tegument
pot fi cultivate în monoculturi în decurs de 
6 sãptãmâni la o suprafaþã de 1 m2. Aceastã
imensã expansiune populaþionalã permite folo-
sirea culturilor pentru grefare în cazul defectelor
cutanate largi (la pacienþii arºi, în urma exciziei
nevilor nevolcelulari giganþi) ºi a ulcerelor
cronice [9-10].

Cultivarea fibroblaºtilor in vitro este extrem
de uºoarã deoarece necesitã cerinþe minime în
comparaþie cu alte tipuri celulare. Fibroblaºtii
sunt cultivaþi în mediul DMEM cu 10% ser bovin
fetal, dar aceste celule se pot adapta ºi la mediu
fãrã ser. Fibroblaºtii obþinuþi de la nou-nãscut au
o activitate mitoticã crescutã în comparaþie cu cei
de la persoanele adulte. Aceste celule posedã o
capacitate replicativã limitatã de 50-100 de pasaje
[11]. Fibroblaºtii sunt cele mai numeroase celule
din þesutul conjunctiv ºi sunt responsabile atât de
sinteza majoritãþii elementelor din matricea
extracelularã, cât ºi de proprii precursori.
Procolagenul este sintetizat de reticulul endo-

plasmatic rugos ºi dupã exocitozã în spaþiul
extracelular are loc agregarea la fibre de colagen
mari care intrã în constituirea matricei
extracelulare. Fibroblastele sunt extrem de utile în
studii asupra patologiei diverselor afecþiuni
cutanate dermice (sclerodermie, scorbut, keloide
etc.) [12, 13]. 

Melanocitele sunt celule înalt diferenþiate din
creasta neuralã. Elementul cel mai distinctiv îl
constituie prezenþa melanozomilor, organite
specializate în transportul melaninei [2]. Melano-
zomii sunt transferaþi keratinocitelor înconjurã-
toare prin intermediul dendritelor in vivo cât ºi în
culturile celulare. Relaþia funcþionalã strânsã între
keratinocit ºi melanocit în culturã întãreºte
conceptul unitãþii melano-epidermice [14]. În
experienþa noastrã, adaosul de 2% ser bovin fetal
la culturile primare de melanocite ºi în decursul
pasajelor ulterioare stimuleazã aderarea celulelor
de suprafaþa recipientului de cultivare ºi proli-
ferarea celularã. Serul este esenþial pentru
aderarea melanocitelor adulte ºi, în absenþa lui,
exploatarea celularã este scãzutã. Melanocitele
pot fi subcultivate de 12-14 ori pânã la apariþia
semnelor de senescenþã. 

Sebocitele sunt celule epiteliale specializate în
sinteza de sebum bogat în lipide. În mod normal,
celulele migreazã de la periferia lobulului pentru
a forma un singur strat de celule poligonale, care
se diferenþiazã terminal cu creºterea volumului
celular, acumularea intracelularã de lipide ºi, în
final, moartea celularã. Din aceastã cauzã, în
experimente de amploare cu un numãr mare de
celule sunt necesare sebocite de la mai mulþi
donori simultan. De asemenea, experimente care
se întind pe perioade mai îndelungate de timp
sunt limitate de perioada scurtã de viaþã a
sebocitelor. Experimente farmacologice se fac în
mod curent pe culturi de sebocite, dar încã nu s-a
reuºit încorporarea cu succes a sebocitelor în
echivalenþii cutanaþi [11].

Cultivarea celulelor din tegumentul donorilor
umani sãnãtoºi implicã unele dificultãþi tehnice ºi
financiare. Astfel, cercetãtorii preferã în multe
situaþii folosirea unor linii celulare imortalizate.
Acestea sunt constituite din celule tumorale care
evitã apoptoza cu ajutorul telomerazei, enzimã cu
funcþia de a repara telomerii [15-17]. Aceste celule
respectã principalele funcþii ºi structuri ale
celulelor normale. Ele au nevoie de cerinþe
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minime de cultivare, au un ritm de creºtere rapid
ºi pot fi teoretic subcultivate nelimitat. În
momentul de faþã existã nenumãrate linii
imortalizate pentru keratinocite (ex. linia HaCaT),
fibroblaste (ex. linia SV40), melanocite (ex. liniile
SK-MEL) ºi sebocite (ex. linia SZ95) [17-19]. În
dermatologie se pot cultiva ºi alte linii celulare de
importanþã mai micã. Acestea sunt celula Merkel,
celula Langherhans ºi celulele endoteliale. 
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Monoculturile celulare in vitro nu pot
reproduce condiþiile din in vivo, unde celule sunt
expuse la nivele constante de pH ºi temperaturã.
Importantã este ºi interacþiunea cu alte tipuri
celulare care au rol în proliferare, deferenþiere ºi
apoptozã. În monoculturi, aceste interacþiuni
lipsesc. Tehnica cultivãrii monoculturilor
prezintã încã multe neajunsuri, ea fiind
principala cauzã de senescenþã ºi moarte
celularã.

Cu toate acestea, culturile celulare oferã
posibilitãþi nelimitate cercetãrii experimentale în
dermatologie. În momentul de faþã culturile
celulare ºi echivalenþii tegumentari reprezintã
modele experimentale importante pentru studiul
fiziologiei ºi biologiei tegumetului, al reglãrii
melanogenezei, mecanismelor vindecãrii rãnilor,
patogenezei diferitelor boli ºi tumorogenezei,
precum ºi pentru studii de toxicologie ºi
farmacologie.


