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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 
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avansată sau ireversibilă. În involuţia fibrozei hepatice s-a observat o creştere a activităţii 
colagenolitice şi o micşorare concomitentă a cantităţii de colagen în ficat.  

 
Actualitatea temei  
Un proces de o importanţa esenţială atât pentru remodelarea fiziologică asociată cu 

morfogeneza şi dezvoltarea, cât şi pentru procesele de compensare şi regenerare, asociate cu 
restabilirea funcţiilor lezate ale diferitor organe constituie degradarea matricei extracelulare, şi în 
special a colagenului. Ea asigură menţinerea unui echilibru structural şi funcţional dinamic al 
matricei extracelulare precum şi al interrelaţiilor matrice extracelulară-celulă, asigurând în cele 
din urmă homeostazia tisulară.  

A fost demonstrat, că colagenii majorităţii ţesuturilor conjunctive prezintă subiectul unei 
remodelări şi unui circuit metabolic continuu – fenomen, ce are loc atât în condiţii fiziologice, 
cât şi în cele patologice [6, 11], iar organismul în normă dispune de toate posibilităţile necesare 
pentru reglarea cantităţii şi distribuţiei structurilor conjunctive proprii. Însă, în rezultatul 
proceselor inflamatorii şi distrofice, care însoţesc cele  mai diverse patologii,  în majoritatea 
organelor şi ţesuturilor are loc dezvoltarea  excesivă a ţesutului  conjunctiv  (fibroza  şi scleroza). 
Reversibilitatea acestor modificări, adică capacităţile reparative ale diferitor organe, sunt 
determinate cu precădere, de  posibilităţile degradării colagenului şi resorbţiei  ţesutului fibros.  
 Cercetările în această direcţie sunt deosebit de importante pentru soluţionarea unor 
probleme imperative din domeniul maladiilor ţesutului conjunctiv: afecţiuni reumatice, osteo- şi 
artropatii, regresia modificărilor inflamatorii cronice şi a celor sclerotice, cicatrizarea plăgilor, 
formarea cheloizilor, aderenţelor ş.a. 

Resorbţia matricei extracelulare (MEC) este realizată atât de către ţesutul conjunctiv 
rezident, cât şi de către celulele infiltrate şi este reglată prin procesele interactive dintre celule şi 
dintre celule şi matrice, ce impilcă producerea de enzime, activatori, inhibitori şi molecule 
reglatoare (factori de creştere, hormoni, etc.) Perturbarea reglării normale a proceselor 
degradative are ca rezultat degradarea insuficientă a ţesuturilor conjunctive, ce rezultă în fibroză.  

Colagenazele şi biodegradarea colagenului. În prezent este general acceptat conceptul 
conform căruia, etapa iniţială în degradarea MEC este un proces proteolitic extracelular, care se 
soldează cu scindarea colagenului insolubil cross-linkat şi a glicoproteinelor şi proteoglicanilor 
asociaţi. Acest proces este declanşat prin acţiunea metaloproteinazelor matriceale (MMPs; 
numite de asemenea colagenaze sau matrixine), considerate a fi enzime-cheie în biodegradarea 
MEC, sintetizate de către celulele ţesutului conjunctiv şi eliberate în spaţiul extracelular, care pot 
degrada în mod sinergic toate macromoleculele majore ale matricei ţesutului conjunctiv [21, 26, 
28]. Fragmentele generate prin aceste atacuri proteolitice pot fi degradate în continuare 
extracelular [309] sau fagocitate de către celulele locale şi supuse ulterior prelucrării lizozomale 
[29]. Toate aceste procese sunt apreciate ca o cascadă biologică specifică, în care există 
evenimente reglatoare cheie, dispuse la diferite niveluri. 

Biodegradarea colagenilor in vivo este un proces complex, ce se desfăşoară în etape 
succesive, specifice acestui tip de proteine şi cu particularităţi în funcţie de tipul de colagen din 
ţesut. Există numeroase dovezi privind existenţa a două mecanisme în degradarea colagenilor - 
celui extracelular - dependent de colagenază şi celui intracelular - independent de colagenază [7, 
28]. Procesul degradativ major este considerat de unii autori a fi cel extracelular, în care sunt 
implicate în principal MMPs [8, 27].  

Datorită structurii lor de triplu helix organizat în fibre compacte puternic cross-linkate, 
colagenii fibrilari (tip I, II, III şi X) sunt extrem de rezistenţi la acţiunea proteinazelor. Totuşi, 
există metaloproteinaze capabile de a iniţia degradarea acestor colageni, una din ele fiind 
colagenaza interstiţială [21]. Proprietatea comună a tuturor colagenazelor se rezumă la 
activizarea lor pregnantă în mediile cu pH-ul de 7,0-9,0 şi deseori în lipsa acumulării sale în 
celula sintetizantă. Colagenazele sunt metaloenzime Zn-dependente [2], activate în prezenţa 
calciului. Ele scindează în mod unic colagenii interstiţiali prin atacul la un singur situs din cadrul 
structurii helicale native, situat la 3/4 distanţă de capătul -NH2 terminal al lanţului 1(I) între 
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Gly775/Ile776 [1, 12], rezultând 2 fragmente helicale, ce reprezintă 3/4 şi respectiv 1/4 din 
lungimea fibrei iniţiale. Produşii de clivare  se denaturează spontan la 37°C, devenind 
susceptibile la proteinazele nespecifice cu activitate gelatinolitică  din ţesutul conjunctiv [21] 

In prezent metaloproteinazele sunt recunoscute ca enzime cheie în degradarea matricei 
extracelulare [8, 26], fiind membri ai unei familii mai mari, în componenţa căreia în prezent sunt 
incluse 18 enzime [10, 26, 27], ce au fost repartizate în funcţie de specificităţile lor de substrat în 
câteva grupe: 

I - colagenaze  specifice, ce clivează colagenii interstiţiali; 
II - gelatinaze sau colagenaze tip IV - clivează colagenii tip IV, V, VII, XI şi acţionează 

sinergic cu colagenazele, degradînd colagenii denaturaţi (gelatinele), elastina, fibronectina; se 
relatează şi despre acţiunea degradatorie a MMP-2 asupra colagenului tip I;  

III – stromelizine - au o specificitate mai largă şi pot degrada colagenii membranelor 
bazale, precum şi proteoglicanii şi glicoproteinele matricei; matrilizina (MMP-7) posedă 
activitate catalitică contra proteoglicanilor, gelatinei, fibronectinei, lamininei, elastinei, precum 
este aptă să activeze şi alte metaloproteinaze, inclusiv colagenaza. 

IV - MMPs de tip membranar (MT-MMPs) – sunt expresate pe membranele celulare. Pe 
lângă proprietatea sa de a activa alte MMPs (de exemplu, zimogenul MMP-2  - gelatinaza A  şi 
procolagenaza MMP-13) degradează un şir de macromolecule ale matricei extracelulare – 
fibronectinele, agreganul, perlecanul, laminina. De asemenea clivează specific colagenul nativ 
tip I şi III în fragmente 1/4 şi 3/4. Rezulta, că MT-MMPs îşi împart specificitatea de substrat cu 
colagenaza interstiţială. Localizarea lor pe suprafaţa celulară indică posibilitatea modulării 
interacţiunilor celulă-matrice. 

MMPs manifestă caracteristici structurale şi funcţionale comune în pofida specificităţilor 
de substrat şi modalităţilor de exprimare diferite. 

Imediat după exprimarea mRNA MMP, enzimele sunt translate şi foarte rapid secretate 
extracelular într-o formă proenzimatică. Ele au un domeniu peptidic, care direcţionează produsul 
de translaţie către reticolul endoplasmatic. La nivel extracelular intervine un alt mecanism de 
control al MMPs deosebit de important şi anume conversia proenzimelor în forme active.  
Propeptidul -NH2 terminal, ce este prezent în forma zimogenă a enzimei şi considerat că menţine 
latenţa ei prin legarea la atomul de zinc din domeniul catalitic, este îndepărtat prin scindare 
proteolitică,  fiind generată forma activă, matură a enzimei [30]. Pierderea acestui domen este o 
dovadă, dar nu şi echivalenul activării proenzimei. Enzima activă conţine un domeniu catalitic, 
ce este implicat în coordinarea atomului de Zn şi legarea calciului, şi un domeniu -COOH 
terminal, ce poate fi implicat în asigurarea specificităţii  de substrat şi legarea inhibitorului tisular 
al metaloproteinazelor (TIMP) [22].    

Reglarea metaloproteinazelor de către inhibitorii tisulari (TIPMs) este deosebit de 
importantă. Orice perturbare a acestei reglări poate conduce la procese fibrotice (în special, când 
concentraţia inhibitorului este mai mare decât a enzimei) [27]. TIMPs par a fi inhibitorii locali 
majori ai MMPs. Majoritetea MMPs, secretate ca enzime latente, interacţionează prin legături 
necovalente cu TIMPs imediat ce s-a produs activarea. TIMPs se leagă puternic la MMPs cu o 
stoichiometrie de 1:1 [30].   

Asemănător celorlalţi membri ai familiei MMPs, colagenazele tip IV -72 kDa şi -95 kDa 
sunt secretate ca proenzime latente, însă, spre deosebire de aceştea, ele sunt deja complexate cu 
TIMP-2 şi TIMP-1, respectiv. Activarea acestor enzime şi/sau complexe enzimă-inhibitor 
constituie un nivel important, posibil unic de reglare a lor. 

Inhibitorul proteinazic universal α2-macroglobulina de asemenea îndeplineşte fără 
îndoială un rol reglator important [30]. El îşi exercită acţiunea sa în sânge deoarece masa sa mare 
exclude posibilitatea penetrării sale în MEC. Interacţiunea MMPs cu α2-macroglobulina este 
diferită de cea cu TIMPs. În acest caz, inhibarea se realizează printr-un mecanism "trap", în care 
o regiune a moleculei, ce conţine situsul de scindare pentru toate clasele de endopeptidaze este 
clivată. După acestă clivare are loc o modificare conformaţională a α2-macroglobulinei, care 
prinde ca într-o capcană şi leagă covalent enzima, astfel, încât acesta nu mai poate realiza 
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degradarea colagenului sau a altor molecule matriceale. Colagenazele sunt blocate de agenţi 
helatizanţi, apţi să fixeze zincul. Activatori endogeni ai proenzimei pot fi  tripsina, plasmina şi 
kalikreina [9]. Unii cercetători îi atribuie plasminei rolul principal în activarea MMPs în ţesutul 
conjunctiv normal [22].  

În majoritetea tipurilor celulare examinate, genele MMPs nu sunt exprimate constitutiv şi 
mRNAs lor pot fi induşi cu o serie de agenţi ca: hormoni, factori de creştere, citokine, unii dintre 
care sunt specifici pentru anumit tip de celule, iar altele fiind  răspîndiţi pe larg. Sinteza MMPs 
în cultură poate fi sporită prin prezenţa citokinelor: interleukina-1α (IL-1α) şi interleukina-1β 
(IL-1β), factorul necrozei tumorale (TNF-α), factorul de creştere fibroblastic (β-FGF) ş.a. IL-1 şi 
alte citokine intervin în degradarea MEC prin creşterea sintezei procolagenazei. Modul lor de 
acţiune nu este încă elucidat. 

Aşa dar, MMPs sunt reglate la mai multe nivele: la nivelul genei, activării zimogenului şi 
stimulării formei active, iar odată activate, punctul major de reglare îl constituie inhibitorii 
proteinazelor din MEC. Faptul, că activitatea MMPs este puternic controlată, nu este 
surprinzător, dacă se are în vedere importanţa substratelor pe care ele le pot degrada. O reglare 
puternică a MMPs este deosebit de importantă pentru menţinerea homeostaziei ţesutului normal. 
Calea prin intermediul căreia proenzimele sunt activate şi enzimele active sunt inhibate este 
deosebit de importantă în definirea rolului lor în turnover-ul şi liza ţesutului conjunctiv.  

Activitatea colagenazelor în ficat în normă şi patologie. Studiile recente au reuşit să 
deceleze în ficat în normă expresia colagenazei interstiţiale, a stromelizinei-1 şi -3, a 72 kDa- şi 
95 kDa-colagenazei tip IV. Stromelizina-2 este prezentă în cantităţi aproape indetectabile, iar 
matrilizina  nu a fost găsită [17].  

Producenţii principali ai metaloproteinazelor în ficat sunt considerate celulele Kupffer 
[13, 14], unde colagenaza a fost depistată în formă activă în lizozomi [31]. Lipocitele (celulele 
Ito) sintetizează 72 kDa-colagenaza şi, conform datelor preliminare, stromelizina [4]. 
Colagenaza activă a fost depistată, de asemeni, extracelular pe microvilozităţile hepatociţilor 
[31]. În fibroză sursa colagenazei hepatice, pe lângă  celulele  Kupffer,  o constituie  fibroblastele 
[24], celulele Ito activate către un fenotip miofibroblastic [3, 5, 15], hepatocitele [20].  

În experienţele in  vitro a fost  găsită  o activitate minimală a colagenazei în ficatul  
normal al  sobolanilor, majorarea ei evidentă în fibroza experimentală indusă de CCl4 şi scăderea  
ei în caz de ciroză avansată sau ireversibilă [23]. Aceste date biochimice corelează cu cercetarile 
imunohistochimice ale colagenazei în ficatul cirozat [19], unde colagenaza a fost legată cu 
colagenul septal nou format în stadiul timpuriu sau reversibil al cirozei şi era absentă în stadiul 
tardiv sau ireversibil al maladiei. Scăderea esenţială a activităţii colagenazei la etapele avansate 
ale fibrozei poate fi explicată prin diminuarea sintezei procolagenazei de către celulele hepatice, 
prin  activarea insuficientă a  proenzimei sau prin eliberarea simultană a inhibitorilor specifici ai 
colagenazei interstiţiale. Întradevăr, în faza fibrotică a afecţiunii hepatice, ce decurge cu 
acumularea colagenului fibrilar, expresia colagenazei interstiţiale este mică sau lipseşte [4], însă 
este prezentă o expresie marcantă a TIMPs [5]. 

Okazaki I. şi Maruyama K. (1985) au determinat în experienţe in vitro, că pentru 
producerea colagenazei de către fibroblastele hepatice la etapele incipiente ale fibrozei a fost 
strict necesară prezenţa hepatocitelor. Cu alte cuvinte, pentru a sintetiza colagenaza fibroblastele 
hepatice necesită un factor de iniţiere de origine hepatocitară [24]. Acest fapt ar putea explica 
scăderea activităţii enzimei la etapele avansate ale fibrozei, când numărul de hepatocite se 
micşorează esenţial.  

Activitatea colagenolitică în  ciroza,  indusă  de  CCl4,  calculată  la  o unitate de  colagen  
în  ficat,  scade  în  timpul  dezvoltării maladiei [25]. Rezultatele sugerează, că raportul  colagen / 
colagenază în ficatul fibrotic este destabilizat esenţial, activitatea colagenolitică fiind  mult prea 
scăzută în raport cu cantitatea de colagen hepatic. Pe parcursul perioadei de involuţie a fibrozei 
hepatice CCl4-induse s-a observat o creştere relativă  a activităţii colagenolitice în două tipuri 
celulare investigate (hepatocite şi celule sinusoidale) şi o micşorare concomitentă a cantităţii de 
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colagen în ficat [20]. Aceste date permit de a afirma, că discontinuitatea agentului toxic 
reorientează procesul fibrotic spre colagenoliză. 

Sursele recente relatează, că în această perioadă numărul celulelor stelate Ito se reduce de 
12 ori (prin apoptoză). De asemenea se produce  o rapidă descreştere a expresiei inhibitorilor 
tisulari ai colagenazei TIMP-1 şi -2, pe când expresia mARN-ului colagenazei rămâne la nivele 
comparabile cu cele înregistrate la dezvoltarea maximă a fibrozei, iar activitatea colagenazei 
creşte în decursul perioadei de regresie [16]. Reducerea esenţială a numărului de celule Ito poate 
contribui vital la regresia fibrozei datorită înlăturării populaţiei de celule responsabile atât pentru 
producerea matricei fibroase, cât şi pentru inhibiţia degradării MEC prin producerea TIMP. 

În caz de ciroză experimentală  reversibilă sporirea  activităţii colagenazice se observă  
mai timpuriu decât  majorarea activităţii enzimelor lizozomale [18]. Aceasta le-a permis autorilor 
sa presupună, că colagenaza iniţiază disocierea colagenului  intact în spaţiul extracelular, după ce 
produsele reacţiei se denaturează la temperatura corpului, iar enzimele lizozomice sunt 
responsabile de degradarea ulterioară. 
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Summary 

Morphological and clinical features of regenerative process  
of bone tissue in fracture 

The main goal of this study was to histologically evaluate the regeneration of bone tissue in 
case of fractures. According to the type of mechanical stabilization applied, the bone 
consolidation undergoes whether endochondral, or intramembranous ossification. Each 
mechanism includes several stages, histologically and physiologically different. They ensure the 
arrival of osteoprogenitor cells at the site of the fracture and their activation, realized by 
inductive factors. Tissue engineering, that is implantation of biological or artificial material 
which creates a proper environment for bone regeneration, presents a new and promising field in 
fracture surgery.  

Rezumat 
Scopul principal al lucrării a fost studiul histologic al regenerării ţesutului osos în fracturi. În 

dependenţă de tipul de imobilizare aplicat, consolidarea osoasă se realizează după modelul direct 
sau indirect. Fiecare mecanism de vindecare include mai multe etape, diferite din punct de 
vedere histologic şi fiziologic. Acestea asigură deplasarea celulelor osteoprogenitoare spre 
situsul fracturii şi activarea acestora prin factorii inductivi. O ramură nouă în chirurgia fracturilor 


