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ROLUL COLAGENAZEI IN BIODEGRADAREA
COLAGENULUI iN FICATUL NORMAL SI CIROZAT
Ruslan Pretula, Elena Rivneac, Victor Rivneac
Laboratorul Morfologie USMF “N. Testemitanu”

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 reprezintd un proces de importantd vitala atit n norma, cit si
in diverse stari patologice. Etapa initiala in degradarea colagenului este un proces proteolitic
extracelular, declansat sub actiunea colagenazelor — metaloenzimelor Zn-dependente, care
cliveaza in mod specific molecula de colagen. In ficatul normal activitatea colagenazei a fost
depistata in celulele Kupffer, s-a determinat majorarea ei evidentd in fibroza experimentald
(sursele celulare fiind fibroblastele, celulele Ito, hepatocitele) si scaderea ei in caz de ciroza

55



avansatd sau ireversibild. In involutia fibrozei hepatice s-a observat o crestere a activitatii
colagenolitice si 0 micsorare concomitenta a cantitatii de colagen in ficat.

Actualitatea temei

Un proces de o importanta esentiald atat pentru remodelarea fiziologicd asociata cu
morfogeneza si dezvoltarea, cat si pentru procesele de compensare si regenerare, asociate cu
restabilirea functiilor lezate ale diferitor organe constituie degradarea matricei extracelulare, si in
special a colagenului. Ea asigurd mentinerea unui echilibru structural si functional dinamic al
matricei extracelulare precum si al interrelatiilor matrice extracelulara-celuld, asigurand in cele
din urma homeostazia tisulara.

A fost demonstrat, cd colagenii majoritatii tesuturilor conjunctive prezinta subiectul unei
remodeldri i unui circuit metabolic continuu — fenomen, ce are loc atat in conditii fiziologice,
pentru reglarea cantititii si distributiei structurilor conjunctive proprii. Insi, in rezultatul
proceselor inflamatorii si distrofice, care insotesc cele mai diverse patologii, in majoritatea
organelor si tesuturilor are loc dezvoltarea excesiva a tesutului conjunctiv (fibroza si scleroza).
Reversibilitatea acestor modificari, adicd capacitdtile reparative ale diferitor organe, sunt

Cercetdrile in aceastd directie sunt deosebit de importante pentru solutionarea unor
probleme imperative din domeniul maladiilor tesutului conjunctiv: afectiuni reumatice, osteo- si
artropatii, regresia modificarilor inflamatorii cronice si a celor sclerotice, cicatrizarea plagilor,
formarea cheloizilor, aderentelor s.a.

Resorbtia matricei extracelulare (MEC) este realizata atat de catre tesutul conjunctiv
rezident, cat si de catre celulele infiltrate si este reglata prin procesele interactive dintre celule si
dintre celule si matrice, ce impilcd producerea de enzime, activatori, inhibitori si molecule
reglatoare (factori de crestere, hormoni, etc.) Perturbarea reglarii normale a proceselor
degradative are ca rezultat degradarea insuficienta a tesuturilor conjunctive, ce rezulta in fibroza.

Colagenazele si biodegradarea colagenului. Tn prezent este general acceptat conceptul
conform caruia, etapa initiald in degradarea MEC este un proces proteolitic extracelular, care se
soldeaza cu scindarea colagenului insolubil cross-linkat si a glicoproteinelor si proteoglicanilor
asociati. Acest proces este declangat prin actiunea metaloproteinazelor matriceale (MMPS;
numite de asemenea colagenaze sau matrixine), considerate a fi enzime-cheie in biodegradarea
MEQC, sintetizate de catre celulele tesutului conjunctiv si eliberate in spatiul extracelular, care pot
degrada in mod sinergic toate macromoleculele majore ale matricei tesutului conjunctiv [21, 26,
28]. Fragmentele generate prin aceste atacuri proteolitice pot fi degradate Tn continuare
extracelular [309] sau fagocitate de catre celulele locale si supuse ulterior prelucrarii lizozomale
[29]. Toate aceste procese sunt apreciate ca o cascada biologica specifica, in care exista
evenimente reglatoare cheie, dispuse la diferite niveluri.

Biodegradarea colagenilor in vivo este un proces complex, ce se desfiasoara in etape
succesive, specifice acestui tip de proteine si cu particularitati in functie de tipul de colagen din
tesut. Existd numeroase dovezi privind existenta a doud mecanisme in degradarea colagenilor -
celui extracelular - dependent de colagenaza si celui intracelular - independent de colagenaza [7,
28]. Procesul degradativ major este considerat de unii autori a fi cel extracelular, in care sunt
implicate Tn principal MMPs [8, 27].

Datorita structurii lor de triplu helix organizat in fibre compacte puternic cross-linkate,
colagenii fibrilari (tip I, 11, III si X) sunt extrem de rezistenti la actiunea proteinazelor. Totusi,
existd metaloproteinaze capabile de a initia degradarea acestor colageni, una din ele fiind
colagenaza interstitiala [21]. Proprietatea comuna a tuturor colagenazelor se rezumad la
activizarea lor pregnanta in mediile cu pH-ul de 7,0-9,0 si deseori in lipsa acumularii sale in
celula sintetizantd. Colagenazele sunt metaloenzime Zn-dependente [2], activate in prezenta
calciului. Ele scindeaza in mod unic colagenii interstitiali prin atacul la un singur situs din cadrul
structurii helicale native, situat la 3/4 distantd de capatul -NH, terminal al lantului 1(I) intre
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Gly775/1le776 [1, 12], rezultand 2 fragmente helicale, ce reprezintd 3/4 si respectiv 1/4 din
lungimea fibrei initiale. Produsii de clivare se denatureaza spontan la 37°C, devenind
susceptibile la proteinazele nespecifice cu activitate gelatinoliticd din tesutul conjunctiv [21]

In prezent metaloproteinazele sunt recunoscute ca enzime cheie in degradarea matricei
extracelulare [8, 26], fiind membri ai unei familii mai mari, in componenta céreia in prezent sunt
incluse 18 enzime [10, 26, 27], ce au fost repartizate in functie de specificitatile lor de substrat in
cateva grupe:

| - colagenaze specifice, ce cliveaza colagenii interstitiali;,

Il - gelatinaze sau colagenaze tip 1V - cliveaza colagenii tip IV, V, VII, XI si actioneaza
sinergic cu colagenazele, degradind colagenii denaturati (gelatinele), elastina, fibronectina; se
relateaza si despre actiunea degradatorie a MMP-2 asupra colagenului tip I;

Il — stromelizine - au o specificitate mai larga si pot degrada colagenii membranelor
bazale, precum si proteoglicanii §i glicoproteinele matricei; matrilizina (MMP-7) poseda
activitate catalitica contra proteoglicanilor, gelatinei, fibronectinei, lamininei, elastinei, precum
este apta sa activeze si alte metaloproteinaze, inclusiv colagenaza.

IV - MMPs de tip membranar (MT-MMPSs) — sunt expresate pe membranele celulare. Pe
langa proprietatea sa de a activa alte MMPs (de exemplu, zimogenul MMP-2 - gelatinaza A si
procolagenaza MMP-13) degradeaza un sir de macromolecule ale matricei extracelulare —
fibronectinele, agreganul, perlecanul, laminina. De asemenea cliveaza specific colagenul nativ
tip I si Il in fragmente 1/4 si 3/4. Rezulta, ca MT-MMPs isi impart specificitatea de substrat cu
colagenaza interstitiald. Localizarea lor pe suprafata celulard indicd posibilitatea modularii
interactiunilor celula-matrice.

MMPs manifesta caracteristici structurale si functionale comune in pofida specificitatilor
de substrat s1 modalitatilor de exprimare diferite.

Imediat dupad exprimarea mRNA MMP, enzimele sunt translate si foarte rapid secretate
extracelular intr-o forma proenzimatica. Ele au un domeniu peptidic, care directioneaza produsul
de translatie catre reticolul endoplasmatic. La nivel extracelular intervine un alt mecanism de
control al MMPs deosebit de important si anume conversia proenzimelor in forme active.
Propeptidul -NH; terminal, ce este prezent in forma zimogena a enzimei si considerat ca mentine
latenta ei prin legarea la atomul de zinc din domeniul catalitic, este indepartat prin scindare
proteolitica, fiind generatd forma activa, maturd a enzimei [30]. Pierderea acestui domen este o
dovada, dar nu si echivalenul activarii proenzimei. Enzima activa contine un domeniu catalitic,
ce este implicat in coordinarea atomului de Zn si legarea calciului, si un domeniu -COOH
terminal, ce poate fi implicat in asigurarea specificitatii de substrat si legarea inhibitorului tisular
al metaloproteinazelor (TIMP) [22].

Reglarea metaloproteinazelor de catre inhibitorii tisulari (TIPMs) este deosebit de
importantd. Orice perturbare a acestei reglari poate conduce la procese fibrotice (in special, cand
concentratia inhibitorului este mai mare decat a enzimei) [27]. TIMPs par a fi inhibitorii locali
majori ai MMPs. Majoritetea MMPs, secretate ca enzime latente, interactioneazd prin legaturi
necovalente cu TIMPs imediat ce s-a produs activarea. TIMPs se leaga puternic la MMPs cu o
stoichiometrie de 1:1 [30].

Asemanadtor celorlalti membri ai familiei MMPs, colagenazele tip IV -72 kDa si -95 kDa
sunt secretate ca proenzime latente, insa, spre deosebire de acestea, ele sunt deja complexate cu
TIMP-2 si TIMP-1, respectiv. Activarea acestor enzime si/sau complexe enzima-inhibitor
constituie un nivel important, posibil unic de reglare a lor.

Inhibitorul proteinazic universal o2-macroglobulina de asemenea indeplineste fara
indoiala un rol reglator important [30]. El isi exercita actiunea sa in sange deoarece masa sa mare
exclude posibilitatea penetrarii sale in MEC. Interactiunea MMPs cu a2-macroglobulina este
diferita de cea cu TIMPs. In acest caz, inhibarea se realizeaza printr-un mecanism "trap", in care
o regiune a moleculei, ce contine situsul de scindare pentru toate clasele de endopeptidaze este
clivata. Dupa acesta clivare are loc o modificare conformationald a a2-macroglobulinei, care
prinde ca intr-o capcana si leaga covalent enzima, astfel, incat acesta nu mai poate realiza
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degradarea colagenului sau a altor molecule matriceale. Colagenazele sunt blocate de agenti
helatizanti, apti sa fixeze zincul. Activatori endogeni ai proenzimei pot fi tripsina, plasmina si
kalikreina [9]. Unii cercetatori i atribuie plasminei rolul principal in activarea MMPs in tesutul
conjunctiv normal [22].

In majoritetea tipurilor celulare examinate, genele MMPs nu sunt exprimate constitutiv si
mRNAs lor pot fi indusi cu o serie de agenti ca: hormoni, factori de crestere, citokine, unii dintre
care sunt specifici pentru anumit tip de celule, iar altele fiind raspinditi pe larg. Sinteza MMPs
in culturd poate fi sporita prin prezenta citokinelor: interleukina-lo (IL-1a) si interleukina-1(3
(IL-1B), factorul necrozei tumorale (TNF-a), factorul de crestere fibroblastic (B-FGF) s.a. IL-1 si
alte citokine intervin in degradarea MEC prin cresterea sintezei procolagenazei. Modul lor de
actiune nu este inca elucidat.

Asa dar, MMPs sunt reglate la mai multe nivele: la nivelul genei, activarii zimogenului si
stimuldrii formei active, iar odatd activate, punctul major de reglare il constituie inhibitorii
proteinazelor din MEC. Faptul, ca activitatea MMPs este puternic controlatd, nu este
surprinzator, dacad se are In vedere importanta substratelor pe care ele le pot degrada. O reglare
puternica a MMPs este deosebit de importantd pentru mentinerea homeostaziei tesutului normal.
Calea prin intermediul careia proenzimele sunt activate si enzimele active sunt inhibate este
deosebit de importantd in definirea rolului lor in turnover-ul si liza tesutului conjunctiv.

Activitatea colagenazelor in ficat in norma si patologie. Studiile recente au reusit sa
deceleze in ficat in norma expresia colagenazei interstitiale, a stromelizinei-1 si -3, a 72 kDa- si
95 kDa-colagenazei tip 1V. Stromelizina-2 este prezenta in cantitati aproape indetectabile, iar
matrilizina nu a fost gasita [17].

Producentii principali ai metaloproteinazelor in ficat sunt considerate celulele Kupffer
[13, 14], unde colagenaza a fost depistata in forma activa in lizozomi [31]. Lipocitele (celulele
Ito) sintetizeaza 72 kDa-colagenaza si, conform datelor preliminare, stromelizina [4].
Colagenaza activa a fost depistata, de asemeni, extracelular pe microvilozitétile hepatocitilor
[31]. In fibroza sursa colagenazei hepatice, pe langa celulele Kupffer, o constituie fibroblastele
[24], celulele Ito activate catre un fenotip miofibroblastic [3, 5, 15], hepatocitele [20].

In experientele in vitro a fost gisitda o activitate minimald a colagenazei in ficatul
normal al sobolanilor, majorarea ei evidenta in fibroza experimentald indusa de CCly, si scaderea
el n caz de ciroza avansata sau ireversibila [23]. Aceste date biochimice coreleaza cu cercetarile
imunohistochimice ale colagenazei in ficatul cirozat [19], unde colagenaza a fost legatd cu
colagenul septal nou format in stadiul timpuriu sau reversibil al cirozei si era absenta in stadiul
tardiv sau ireversibil al maladiei. Scaderea esentiala a activitatii colagenazei la etapele avansate
ale fibrozei poate fi explicata prin diminuarea sintezei procolagenazei de catre celulele hepatice,
prin activarea insuficientd a proenzimei sau prin eliberarea simultana a inhibitorilor specifici ai
colagenazei interstitiale. Intradevir, in faza fibrotici a afectiunii hepatice, ce decurge cu
acumularea colagenului fibrilar, expresia colagenazei interstitiale este mica sau lipseste [4], insa
este prezenta o expresie marcanta a TIMPs [5].

Okazaki I. si Maruyama K. (1985) au determinat in experiente in vitro, ca pentru
producerea colagenazei de catre fibroblastele hepatice la etapele incipiente ale fibrozei a fost
strict necesara prezenta hepatocitelor. Cu alte cuvinte, pentru a sintetiza colagenaza fibroblastele
hepatice necesita un factor de initiere de origine hepatocitara [24]. Acest fapt ar putea explica
scaderea activitatii enzimei la etapele avansate ale fibrozei, cand numarul de hepatocite se
micsoreaza esential.

Activitatea colagenoliticd Tn ciroza, indusa de CCl,, calculata la o unitate de colagen
in ficat, scade Tn timpul dezvoltarii maladiei [25]. Rezultatele sugereaza, ca raportul colagen /
colagenaza Tn ficatul fibrotic este destabilizat esential, activitatea colagenolitica fiind mult prea
scazuta n raport cu cantitatea de colagen hepatic. Pe parcursul perioadei de involutie a fibrozei
hepatice CCls-induse s-a observat o crestere relativa a activitatii colagenolitice in doua tipuri
celulare investigate (hepatocite si celule sinusoidale) si 0 micsorare concomitentd a cantitatii de
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colagen in ficat [20]. Aceste date permit de a afirma, ca discontinuitatea agentului toxic

reorienteaza procesul fibrotic spre colagenoliza.

Sursele recente relateaza, ca in aceastd perioada numarul celulelor stelate Ito se reduce de
12 ori (prin apoptozd). De asemenea se produce o rapida descrestere a expresiei inhibitorilor
tisulari ai colagenazei TIMP-1 si -2, pe cand expresia mARN-ului colagenazei ramane la nivele
comparabile cu cele inregistrate la dezvoltarea maxima a fibrozei, iar activitatea colagenazei
creste In decursul perioadei de regresie [16]. Reducerea esentiala a numarului de celule Ito poate
contribui vital la regresia fibrozei datoritd inlaturdrii populatiei de celule responsabile atit pentru
producerea matricei fibroase, cat si pentru inhibitia degradarii MEC prin producerea TIMP.

In caz de ciroza experimentald reversibild sporirea activitatii colagenazice se observa
mai timpuriu decat majorarea activitatii enzimelor lizozomale [18]. Aceasta le-a permis autorilor
sa presupund, ca colagenaza initiaza disocierea colagenului intact in spatiul extracelular, dupa ce
produsele reactiei se denatureazd la temperatura corpului, iar enzimele lizozomice sunt
responsabile de degradarea ulterioara.
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PARTICULARITATILE MORFO-CLINICE ALE PROCESULUI DE REGENERARE A
TESUTULUI OSOS TN FRACTURI
Marina Florea
(Coordonator stiintific: Globa Tatiana, asistent universitar)
Catedra de Histologie USMF “N. Testemitanu”

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 lucririi a fost studiul histologic al regenerrii tesutului osos in fracturi. In
dependenta de tipul de imobilizare aplicat, consolidarea osoasa se realizeaza dupa modelul direct
sau indirect. Fiecare mecanism de vindecare include mai multe etape, diferite din punct de
vedere histologic si fiziologic. Acestea asigura deplasarea celulelor osteoprogenitoare spre
situsul fracturii si activarea acestora prin factorii inductivi. O ramura noua in chirurgia fracturilor
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