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 Summary 
Electron-histochemical localization of the collagenase in liver 

 The localization of collagenase in the normal rat liver was investigated electron-
histochemically. The results suggest that the active collagenase is localized in the lysosomes of 
Kuppfer cells and endoteliocytes, as well as extra cellular on the hepatocytes microvillus.  

Rezumat 
Electron-histochimic a fost determinată localizarea colagenazei în ficatul de şobolan în 

normă. Datele obţinute denotă, că colagenaza în formă activă se localizează în lizozomii 
celulelor Kuppfer şi endoteliocitelor, precum şi extracelular  pe microvilozităţile hepatocitelor. 

 
Colagenaza este considerată enzimă-cheie în metabolismul colagenului. Colagenazele 

tisulare sunt enzime Zn-dependente, care scindează diferite tipuri de colagen interstiţial [1,5]. 
Studierea metaloproteinazelor este însoţită de un şir de dificultăţi. În special, un impediment 
important în determinarea activităţii acestor enzime este faptul, că colagenazele nu se 
acumulează în celule, ci se sintetizează pe măsura necesităţii. Astfel, de regulă în celule şi 
ţesuturi se detectează o cantitate infimă de enzimă. Din această cauză majoritatea lucrărilor 
dedicate studierii colagenazei sunt executate in vitro. Este foarte complicată şi detectarea 
morfologică a localizării enzimei.   

În ficat colagenaza poate să se afle în două stări: activă şi latentă (în formă de proenzimă) 
[1,6,12]. Proenzima poate fi activată de către tripsină, plasmină şi calicreină [2], precum şi de 
catepsinele G şi B [3]. Deoarece în normă colagenaza se află, de regulă, în stare latentă, 
vizualizarea ei este posibilă doar prin aplicarea metodelor imunomorfologice. În ficat activitatea 
colagenazei pentru prima dată a fost determinată biochimic de către  Okazaki şi Maruyama în 
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anul 1974 [10], iar apoi şi de alţi cercetători [9,11,13]. Se consideră, că în ficat colagenaza este 
sintetizată în celulele Kupffer [4]. În aceste celule enzima a fost depistată în formă activă.  De 
asemenea, a fost demonstrat, că în ficat există două tipuri de colagenază, sursa uneia fiind 
hepatocitele, iar alteia celulele sinusoide [8]. Însă, toate aceste cercetări biochimice nu ne ajută 
să stabilim localizarea intracelulară a enzimei în ficat. În unica lucrare morfologică consacrată 
studierii colagenazei şi executată la nivel de microscopie fotonică, imunohistochimic a fost 
arătat, că în ficat enzima se localizează extracelular şi este ataşată de fibrilele de colagen şi 
membranele bazale [7].  

Scopul prezentului studiu constituie determinarea surselor celulare şi localizării 
ultrastructurale a colagenazei în stare activă în ficatul de şobolan în normă. 

Metoda de cercetare  
În calitate de material investigaţional a servit ficatul de şobolani albi masculi cu masa de 

180 - 200 g.  
Materialul a fost supus prelucrării histochimice pentru determinarea activităţii 

colagenazei la nivel ultrastructural în conformitate cu procedura descrisă de Smith şi van Frank 
[14] cu folosirea în calitate de substrat Z-Pro-Ala-Gly-Pro-4MβNA (“BACHEM”). Probele 
tisulare cu dimensiuni 0,5×0,5×1 mm se fixau timp de 3 ore în soluţie-tampon cacodilat 0,05M, 
pH 7,2 cu 1,5% glutaraldehidă. Apoi probele se spălau în  soluţie-tampon cacodilat 0,05M, pH 
7,2, ce conţinea 7% zaharoză. După incubare cu substrat materialul se fixa cu tetraoxid de osmiu 
de 1,5% în tampon cacodilat (pH 7,2) în decurs de 90 min. În calitate de reacţii de control s-a 
efectuat incubarea în mediu cu conţinut de inhibitor al colagenazei –EDTA, precum şi în mediu 
fără substrat. În manieră usuală pentru examenul de microscopie electronică materialul 
explorativ de dehidrata în alcool etilic de concentraţii crescânde (50º, 70º, 96º, 100º), ap oi curs 
de 20 min se întreţinea în acetonă absolută. Probele se includeau în epon şi se lăsau la 60˚C în 
termostat pentru 24 ore. Din blocurile obţinute se preparau secţiuni ultrafine la ultramicrotomul 
U-7000. Secţiunile ultrafine nu au fost contrastate. Preparatele se studiau la microscopul 
electronic GEM-100S.  

Rezultatele cercetării  
Produsul reacţiei la colagenază se detecta sub formă de granule mărunte. O reacţie 

extrem de intensă s-a remarcat în lizozomii celulelor Kupffer. Produsul reacţiei se depista şi în 
lizozomii endoteliocitelor, însă gradul de activitate a enzimei în aceste celule era mai scăzut. În 
hepatocite, însă, produsul  reacţiei nu a fost detectat. Totodată am remarcat şi o activitate 
extracelulară neînsemnată a colagenazei. Produsul de reacţie în formă de granule se detecta pe 
microvilii unor hepatocite în spaţiile Disse. Mostrele de referinţă nu conţineau produsul reacţiei 
la colagenază nici intra-, nici extracelular. 

Datele obţinute denotă, că colagenaza în formă activă în ficat se localizează în lizozomii 
celulelor Kuppfer şi endoteliocitelor, precum şi extracelular  pe microvilozităţile hepatocitelor. 

Nu este exclus, că activitatea  înaltă a colagenazei, detectată în celulele Kupffer este 
determinată de funcţia de bază a acestor celule – fagocitoza. Lipsa produsului reacţiei în 
hepatocite însoţită de prezenţa sa pe microvili denotă, probabil, că în aceste celule colagenaza se 
află în formă latentă şi că hepatocilele o secretă în spaţiul extracelular, unde ea este activată.  

Concluzii 
1. Intracelular colagenaza în formă activă în ficat se localizează în lizozomii celulelor 

Kuppfer şi endoteliocitelor. 
2. Exracelular activitatea colagenazei se depistează pe microvilozităţile hepatocitelor. 
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Summary 

The role of the collagenase in collagen biodegradation  
in normal and cirrhotic liver 

The biodegradation of collagen is a process of a vital importance both in norm and in 
pathological conditions. The initial stage in the collagen degradation is an extracellular 
proteolytical process, started up by the collagenases – Zn-dependent metalloenzymes, that break 
up the collagen specifically. In normal liver the collagenase activity was determined in Kuppfer 
cells. In experimental fibrosis an evident increase of its activity was observed in fibroblasts, Ito 
cells and hepatocytes. In advanced or irreversible liver cirrhosis the activity of the colagenase 
decreased. During the recovery from hepatic fibrosis an increase of collagenolytical activity and 
a decrease of collagen quantity were determined. 

Rezumat 
Biodegradarea colagenului reprezintă un proces de importanţă vitală atît în normă, cît şi 

în diverse stări patologice. Etapa iniţială în degradarea colagenului este un proces proteolitic 
extracelular, declanşat sub acţiunea colagenazelor –  metaloenzimelor Zn-dependente, care 
clivează în mod specific molecula de colagen. În ficatul  normal activitatea colagenazei a fost 
depistată în celulele Kupffer, s-a determinat majorarea ei evidentă în fibroza experimentală 
(sursele celulare fiind fibroblastele, celulele Ito, hepatocitele) şi scăderea ei în caz  de  ciroză 


