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Rezumat

Tequmentul este format din epiderm, derm si anexele
cutanate. Pentru infelegerea functiilor acestui sistem
complex este necesard infiintarea culturilor celulare din
diferitele compartimente celulare tegumentare. Deoarece in
momentul de fafd nu se poate concepe cercetare
fundamentald in dermatologie fard utilizarea culturilor
celulare, scopul acestui studiu este de a prezenta experienta
noastrd cu privire la culturile celulare obfinute din
keratinocite, fibroblasti, melanocite si sebocite.

Liniile celulare epidermice si dermice au fost izolate
din preput de origine umand sau din tegumente de la
persoane care au suferit interventii chirurgicale. In prima
etapd s-a realizat izolarea si purificarea din tegument a
diferitelor linii celulare ca ulterior acestea sd fie cultivate in
mediile de culturd corespunzitoare. Celulele au avut o ratd
de supravietuire limitatd in culturd, astfel limitdndu-se
numdrul maxim de subcultiviri. La examinarea
microscopicd s-a putut observa cd, in culturi, celulele
prezintd functii si structuri asemdndtoare cu cele ale
celulelor din vitro.

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

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

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 tequment, in
the etiology of various diseases and in pharmacological
researches.

Key words: keratinocyte, fibroblasts, melanocyte,
sebocyte.
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Introducere

Tegumentul este un invelis conjunctivo-
epitelial [1] si este cel mai mare organ al corpului
uman. Are rol protectiv fata de leziuni externe,
dar si rol senzorial pentru stimulii din exterior [2].
Acest organ constd din epiderm, derm si anexele
cutanate. Pentru intelegerea functiilor acestui
sistem complex este necesard studierea unor
aspecte partiale In modele de dimensiuni care sa
permitd manipularea lor si reintegrarea ulterioara
a rezultatelelor in contextul general. Acest lucru
este realizabil prin infiintarea unori culturi
celulare din diferitele compartimente celulare
tegumentare. Culturile celulare si echivalentii
tegumentari reprezinta o alternativd pentru
experimentele pe animale, fiind acceptate atat de
oamenii de stiinta, cat si de comisiile de etica si de
legislatia in vigoare. In ultimele 3 decenii, s-a
ajuns la cultivarea selectivd a tuturor liniilor
celulare din care este format tegumentul.

In momentul de fati, modelele tisulare
cultivate variaza de la simple monoculturi
celulare, la cultivarea simultand a mai multor
tipuri celulare si culmineazd cu echivalenti
tegumentari tridimensionali. Acesti echivalenti
sunt culturi organotipice ce prezintd derm si
epiderm bine organizate si diferentiate, cu o
arhitecturd asemadndtoare tegumentului uman
normal [3].

Deoarece In momentul de fatd nu se poate
concepe o cercetare fundamentald in
dermatologie fara utilizarea culturilor celulare,
scopul acestui studiu este de a prezenta
experienta noastrd privind caracteristicile
principale ale culturilor celulare obtinute din
keratinocite, fibroblasti, melanocite si sebocite.

Material si metoda

Liniile celulare epidermice si dermice au fost
izolate din preput de origine umana (in special de
la nou-ndscut) sau de la persoane care au suferit
interventii de chirurgie plastici. Intr-o prima
etapd, epidermul a fost separat de derm prin
tratament peste noapte cu termolizind (Sigma).
Ulterior, epidermul a fost incubat intr-o solutie cu
tripsind (Invitrogen) pana s-a disociat complet in
celule separate. tesutul conjunctiv a fost disociat
prin incubare intr-o solutie cu colagenaza
(Sigma). Dupa ce s-a stabilit numarul de celule
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extrase si viabilitatea celulard la hemocitometru
(camera Neubauer), culturile primare au fost
initiate cu o densitate celulard de 2-6 x 10*
celule/cm?.

Keratinocitele au fost cultivate cu mediu
pentru keratinocite ,serum-free” (Invitrogen)
suplimentat cu EGF (epidermal growth factor) si
1% L-glutamina. Fibroblastii au fost cultivati cu
DMEM + high glucose (Sigma) si 10% ser bovin
fetal. Melanocitele au fost cultivate cu mediu
bazal pentru melanocite (PromoCell) si 2% ser
bovin fetal. Sebocitele au fost cultivate cu mediul
bazal Sebomed (Biochrom) suplimentat cu EGF.
La toate mediile de culturd s-a addugat acelasi
procentaj de 1% antibiotic (penicilind (100 U/ml)
si streptomicind (100 pg/ml)). Culturile au fost
péastrate in recipiente de 150 cm?2 la incubator in
atmosferd cu o concentratie de 5-7% CO, si 95%
umiditate. Mediul de culturd a fost schimbat la
doua zile pentru a mentine un pH ideal intre 7,6
si7,8.

Subcultivarea (pasajul) keratinocitelor, fibro-
blastelor, melanocitelor si sebocitelor a fost
efectuat cu tripsind la o confluentd celulard de
70-80%. Culturile au fost urmadrite periodic, pe
intreaga duratd de cultivare, la microscopul optic
cu faza de contrast inversa.

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

Rezultate

In experienta noastrd viabilitatea celulelor
izolate a fost de 90-95%. La 4 ore dupa initierea
culturilor primare s-a observat la microscopul
optic cum majoritatea celulelor au plutit incd liber
in mediul de culturd, fiind de forma sfericd. Dupa
8-24 ore celulele viabile au inceput sa adere de
recipientul de cultivare si au prezentat morfologii
caracteristice care urmeaza a fi detaliate. Celulele
care au supravietuit, in special celulele stem cu




potential mare de diviziune, au iInceput sa
prolifereze dupa o perioada variabild de 24-72 de
ore.

Dupd 5 zile, keratinocitele au prezentat
legaturi intercelulare (desmozomi) si au format
cuiburi de 5-12 celule cu aspect poligonal. In
zilele urmaétoare, numadrul keratinocitelor a
crescut exponential si ariile cu celule aderente au
crescut rapid, acoperind suprafata recipientului
de cultivare (Figura 1). Deoarece keratinocitele
sunt celule care necesitd contacte intercelulare

Fiqura 1. Culturd primard de keratinocite (20x)

stranse, am observat ca o confluentd de 60% este
potrivitd pentru o diviziune celulard buna. Cand
celulele ajung la o confluenta de 70-80% este
momentul pentru subcultivarea (pasajul) lor.
Cultura primard a ajuns la confluentd in
aproximativ 21 de zile, iar keratinocitele din
pasajele urméatoare in aproximativ 7 zile. Dupa
5-6 pasaje rata de proliferare a keratinocitele a
scdzut progresiv si acestea au ajuns mai greu la
confluentd. Celulele au dezvoltat un fenotip
senescent care s-a caracterizat morfologic la
microscopul optic prin celule mari, plate, cu
frecvente anomalii nucleare. In cazul in care
cultivarea keratinocitelor s-a efectuat la o
densitate celulard prea mare, celulele au inceput
sd se stratifice si consecutiv sd se diferentieze.
Diferentierea keratinocitelor s-a observat si in
cazul cultivarii lor intr-o concentratie prea mare
de Ca**. Keratinocitele diferentiate in stadiul
terminal au prezentat o morfologie diferitd,
celulele au avut un contur neregulat, au fost
aplatizate cu tendintd la stratificare si cu un
nucleu de dimensiuni mici (Figura 2).
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Figura 2. Keratinocite senescente diferentiate terminal (20x)

Culturile primare din fibroblasti au ajuns la
confluentd relativ repede, in aproximativ 7 zile.
Fibroblastele fiind celule cu capacitate prolife-
rativd foarte mare, s-a reusit cultivarea a peste
50 de pasaje. In monocultura, fibroblastele s-au
aliniat si au format clustere paralele (Figura 3). La
microscopul optic, celulele au avut un aspect
elongat, fusiform, cu unul sau doi nuclei eliptici
proeminenti si cu un reticul endoplasmatic rugos

Figura 3. Culturd de fibroblasti (20x)

bine dezvoltat. Functia principala a fibroblastelor
este mentinera integritatii structurale a tesutului
conjunctiv prin sinteza componentelor matricei
extracelulare si, in special, al colagenul de tip I,
care este sintetizat in reticulul endoplasmatic
rugos, in apropierea nucleului. Acest aspect s-a
evidentiat In urma pozitivarii reactiei imuno-
histochimice cu anticorp anti-colagen I (Figura 4).
Fibroblastii au fost cultivati pana la densitati
celulare foarte mari >15 x 10* celule/cm? moment
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Figura 4. Colagen de tip I sintetizat de cdtre fibroblasti
(reactie IHC, 40x)

din care s-a observad stratificarea lor si
transformarea in fibrocite, celule cu dimensiuni
mai mici care nu se mai divid. Acest stadiu este
reversibil.

Melanocitele au crescut initial in culturad
impreund cu keratinocitele. Dupd diferentierea
keratinocitelor, melanocitele au continuat sa
prolifereze formand monoculturi. La microscopul
optic, melanocitele obtinute din preputul nou-
nascutilor au fost bipolare, mai subtiri si au
prezentat o tendintd mai scdzutd de a forma
dendrite In comparatie cu melanocitele obtinute
de la adulti (Figura 5). In cazurile in care am
cultivat keratinocite cu melanocite, ultimele s-au
dispus astfel incat prelungirile lor dendritice au
intrat in contact cu cat mai multe colonii
invecinate de keratinocite.

Sebocitele au prezentat o morfologie poli-
gonala asemdndtoare cu cea a keratinocitelor. Pe
masurd ce densitatea celulard a crescut, la
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Figura 5. Culturd de melanocite (20x)
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microscopul optic s-a observat cum sebocitele s-
au rearanjat astfel Incat au imitat arhitectura
lobulard specificd glandelor sebacee (Figura 6).
Principala caracteristica a sebocitelor fiind sinteza
lipidelor, am evidentiat vacuolele cu continut
lipidic din interiorul sebocitelor cu coloratia Nile
Red la microscopul cu fluorescenta (Figura 7). S-a
observat ca procesul principal de diferentiere este
caracterizat de marirea volumului celular,
cresterea numarului de vacuole cu lipide si, In
final, de destructia nucleului cu moarte celulara si
eliberarea continutului lipidic.

Fiqura 7. Vacuole de lipide sintetizate de citre sebocite
(reactie Nile Red, 20x)

Discutii

In medie, din 1 cm? de tegument se pot obtine
2-4 x 109 celule [4]. In experienta noastra, culturi
celulare cu crestere rapida si morfologie normala
s-au obtinut din culturi care s-au initiat cu o
densitate celularad de 2-6 x 10* celule viabile/cm?.




In cazul experimentelor, rezultate optime se obtin
dacd se folosesc keratinocite in pasajul 2-4,
confluente in proportie de 60-70%. Daca peste 80-
90% din keratinocite sunt confluente, celulele
devin senescente prin inhibitie de contact [5].

Numadrul de pasaje este limitat in cazul
culturilor de keratinocite deoarece majoritatea
celulelor separate din tegumentul persoanelor
adulte sunt diferentiate terminal. Keratinocitele
separate din preputul nou-nascutului contin un
numdr mult mai mare de celule nediferentiate
(celule stem) comparativ cu cele din tegumentul
adultului si, din acest motiv, se poate efectua un
numdr mai ridicat de pasaje. Celulele stem
keratinocitare sunt celule cu potential proliferativ
superior, ele se diferentiazd in celule ampli-
ficatoare de tranzit (AT) cu un potential
proliferativ limitat, ca in final sd devind celule
postmitoctice diferentiate terminal [6]. La adult
majoritatea celulelor stem sunt localizate la
nivelul folicului pilos [7]. Celulele din zona
superioard a folicului prezintd in vitro capacitatea
cea mai mare de crestere comparativ cu celulele
din alte zone ale folicului pilos sau ale epider-
mului. Keratinocitele umane au un potential de
replicare limitat in culturd si proliferarea celulara
este Incetinitd de doud proces: diferentierea si
senescenta [8].

Keratinocitele izolate din 1 cm? de tegument
pot fi cultivate in monoculturi in decurs de
6 sdptdmani la o suprafatd de 1 m? Aceastd
imensd expansiune populationald permite folo-
sirea culturilor pentru grefare in cazul defectelor
cutanate largi (la pacientii arsi, in urma exciziei
nevilor nevolcelulari giganti) si a ulcerelor
cronice [9-10].

Cultivarea fibroblastilor in vitro este extrem
de usoara deoarece necesitd cerinfe minime in
comparatie cu alte tipuri celulare. Fibroblastii
sunt cultivati in mediul DMEM cu 10% ser bovin
fetal, dar aceste celule se pot adapta si la mediu
fara ser. Fibroblastii obtinuti de la nou-nascut au
o activitate mitoticd crescutd in comparatie cu cei
de la persoanele adulte. Aceste celule posedd o
capacitate replicativa limitatd de 50-100 de pasaje
[11]. Fibroblastii sunt cele mai numeroase celule
din tesutul conjunctiv si sunt responsabile atat de
sinteza majoritdtii elementelor din matricea
extracelulard, cat si de proprii precursori.
Procolagenul este sintetizat de reticulul endo-
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plasmatic rugos si dupd exocitoza in spatiul
extracelular are loc agregarea la fibre de colagen
mari care intrd 1In constituirea matricei
extracelulare. Fibroblastele sunt extrem de utile in
studii asupra patologiei diverselor afectiuni
cutanate dermice (sclerodermie, scorbut, keloide
etc.) [12, 13].

Melanocitele sunt celule inalt diferentiate din
creasta neurald. Elementul cel mai distinctiv il
constituie prezenta melanozomilor, organite
specializate in transportul melaninei [2]. Melano-
zomii sunt transferati keratinocitelor inconjura-
toare prin intermediul dendritelor in vivo cat si in
culturile celulare. Relatia functionald stransa intre
keratinocit si melanocit in culturd intdreste
conceptul unitdtii melano-epidermice [14]. In
experienta noastrd, adaosul de 2% ser bovin fetal
la culturile primare de melanocite si in decursul
pasajelor ulterioare stimuleazd aderarea celulelor
de suprafata recipientului de cultivare si proli-
ferarea celulara. Serul este esential pentru
aderarea melanocitelor adulte si, in absenta lui,
exploatarea celulard este scdzuta. Melanocitele
pot fi subcultivate de 12-14 ori pana la aparitia
semnelor de senescenta.

Sebocitele sunt celule epiteliale specializate in
sinteza de sebum bogat in lipide. In mod normal,
celulele migreaza de la periferia lobulului pentru
a forma un singur strat de celule poligonale, care
se diferentiazd terminal cu cresterea volumului
celular, acumularea intracelulara de lipide si, in
final, moartea celulard. Din aceasti cauzd, in
experimente de amploare cu un numadr mare de
celule sunt necesare sebocite de la mai multi
donori simultan. De asemenea, experimente care
se intind pe perioade mai indelungate de timp
sunt limitate de perioada scurtd de viatd a
sebocitelor. Experimente farmacologice se fac in
mod curent pe culturi de sebocite, dar incd nu s-a
reusit incorporarea cu succes a sebocitelor in
echivalentii cutanati [11].

Cultivarea celulelor din tegumentul donorilor
umani sdndtosi implica unele dificultati tehnice si
financiare. Astfel, cercetdtorii prefera in multe
situatii folosirea unor linii celulare imortalizate.
Acestea sunt constituite din celule tumorale care
evitd apoptoza cu ajutorul telomerazei, enzima cu
functia de a repara telomerii [15-17]. Aceste celule
respectd principalele functii si structuri ale
celulelor normale. Ele au nevoie de cerinte
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minime de cultivare, au un ritm de crestere rapid
si pot fi teoretic subcultivate nelimitat. In
momentul de fatd existd nenumdrate linii
imortalizate pentru keratinocite (ex. linia HaCaT),
fibroblaste (ex. linia SV40), melanocite (ex. liniile
SK-MEL) si sebocite (ex. linia $795) [17-19]. in
dermatologie se pot cultiva si alte linii celulare de
importanta mai mica. Acestea sunt celula Merkel,
celula Langherhans si celulele endoteliale.

Concluzii

Monoculturile celulare in vitro nu pot
reproduce conditiile din in vivo, unde celule sunt
expuse la nivele constante de pH si temperatura.
Importantd este si interactiunea cu alte tipuri
celulare care au rol in proliferare, deferentiere si
apoptoza. In monoculturi, aceste interactiuni
lipsesc. Tehnica cultivdrii monoculturilor
prezinta incd multe neajunsuri, ea fiind
principala cauza de senescentd si moarte
celulara.

Cu toate acestea, culturile celulare ofera
posibilitati nelimitate cercetdrii experimentale in
dermatologie. In momentul de fatad culturile
celulare si echivalentii tegumentari reprezinta
modele experimentale importante pentru studiul
fiziologiei si biologiei tegumetului, al reglarii
melanogenezei, mecanismelor vindecarii ranilor,
patogenezei diferitelor boli si tumorogenezei,
precum si pentru studii de toxicologie si
farmacologie.
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