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Obiettivi

QUESTA UNITA DIDATTICA AFFRONTERA:

¢ e fasi biologiche della riparazione tissutale;
e e citochine e i fattori di crescita;
¢ le metalloproteasi.



CITOCHINE E FATTORI DI CRESCITA

La cute normalmente ha capacita di “self repair” o di autoripararsi allo scopo di limitare le perdite
di liquidi e impedire la colonizzazione locale e la successiva possibile invasione sistemica di batteri.
Questo si attua attraverso varie fasi che spesso si sovrappongono 1’una all’altra interessando campi
fra loro diversi come I’emostasi, I’inflammazione, 1’angiogenesi, la deposizione di matrice extracel-
lulare e la riepitelizzazione; processi tutti regolati da segnali molecolari mediati da citochine (CK),
fattori di crescita (GF) e da espressione di molecole di adesione sulla superficie cellulare (1) (2) (3).
In corso di alterazioni emodinamiche venose si hanno, a seconda della loro entita e in funzione del
tempo in cui esse agiscono, varie alterazioni cutanee come edema, iperpigmentazione, lipodermato-
clerosi e ulcere cutanee determinate da alterazione dei segnali molecolari fra i vari compartimenti: il
cellulare (cellule endoteliali e cellule richiamate localmente da stimoli chemiotattici) e la matrice
extracellulare.

ALTERAZIONI CUTANEE NELLA INSUFFICIENZA VENOSA CRONICA

La cute ¢ normalmente soggetta a un continuo processo proliferativo e differenziativo sia per il suo

normale rinnovamento sia per ripristinare lesioni dovute a insulti locali. In caso di pressione venosa

elevata I’endotelio, stimolato da forze meccaniche trasmesse dai fluidi, diviene il punto iniziale e

principale delle successive modificazioni assumendo un ruolo cardine fin dall’inizio della fase in-

flammatoria; prolungandosi la insufficienza venosa cronica si giunge a lipodermatosclerosi con ca-

pillari ridotti, circondati da microedema e depositi locali di proteine con conseguente ipossia che in

associazione con varie CK, GF, molecole di adesione e alterazione della matrice extracellulare porta

a rimodellamento vascolare con capillari dilatati e a spirale (4).

L’insufficienza venosa cronica con pressione venosa elevata, esprimendo una modificazione emo-

dinamica, ha come conseguenza:

1) stimolazione endoteliale con inizio di inflammazione locale;

2) creazione di CK con richiamo di ulteriori cellule inflammatorie;

3) espressione di molecole di adesione per globuli bianchi;

4) localizzazione di macrofagi e cellule mesenchimali con conseguente neosintesi e rimodel-
lamento della matrice extracellulare.

La risoluzione della flogosi tende a limitare il danno cellulare mentre un suo mantenimento conduce

a ulcerazione cutanea; 1’eventuale accumulo di materiale nella matrice tende invece a determinare

sequele fibrotiche e sclerotiche.

+ Fase inflammatoria

Inizia a seguito di una lesione cutanea nella zona a alta pressione venosa con emorragia locale e
conseguente emostasi; le Plt reclutate in loco vanno incontro a adesione, aggregazione e degranula-
zione con rilascio di mediatori come PDGF. VEGF e TGF  contenuti negli o granuli e con attiva-
zione dei fattori della coagulazione e formazione di fibrina; anche in assenza di emorragia si hanno
fenomeni simili formandosi, per attivazione endoteliale, microtrombi locali che attivando la coagu-
lazione e il complemento generano fattori vasoattivi e chemiotattici (5). I principali mediatori rila-
sciati hanno caratteristiche specifiche: PDGF: rilasciato da Plt, cellule endoteliali (CE) macrofagi e
fibroblasti con potente azione vasocostrittrice, chemiotattica per macrofagi, fibroblasti e PMN e mi-
togenica per le cellule conettivali.

VEGEF: simile al PDGF. Favorisce il passaggio del plasma all’esterno del vaso ed ¢ inibito dalla an-
giopoietina 1 per limitare il leakage plasmatici.

TGF B: ritrovato in tutti i tessuti e consta di tre forme (TGF1-2-3).



TGF B 1: secreto da Plt degranulate. Stimola la espressione di recettori per il tipo 1 ¢ 2 su PMN e
monociti attivandone la chemiotassi e ’ulteriore secrezione di TGF 1, TNF a, IL 1B ¢ PDGEF, la
proliferazione di fibroblasti e la deposizione di matrice extracellulare. Il contatto del TGF f e di al-
tre CK con 1 rispettivi recettori determinano una trasmissione del segnale (II messaggero) all’inter-
no della cellula che interessando NF-kB. EGR1 e MAP chinasi determina la sintesi sull’endotelio di
molecole di adesione, fattori della coagulazione e CK .

Il meccanismo flogistico ¢ quindi innestato da Plt localmente aggregate e degranulate e da attiva-

zione endoteliale. A questo consegue il legame fra PMN e CE mediato da CAM (cellular adhesion

molecules) (6) attraverso varie fasi:

1) rullaggio sotto I’azione di L Selectine dei PMN che legano il gruppo Sialil Lewis e E Selectine
delle CE;

2) adesione con interazione CE tramite I[CAM-1 e VCAM-1 della famiglia delle Ig e LFA-1 ¢
VLA 1-4 del gruppo delle integrine poste sui PMN .

Le molecole di adesione endoteliali, poco espresse in condizioni normali, divengono altamente rap-

presentate sulla superficie cellulare dopo attivazione da stasi o stimoli batterici o virali I PMN rila-

sciano localmente proteasi e iniziano la fagocitosi di detriti soprattutto dopo stimolo da TGF 3, IL 1

o e TNF a.

Il richiamo dei macrofagi sotto 1’azione chemiotattica dei fattori espressi localmente ne favorisce la

fuoriuscita dai vasi verso la matrice extracellulare a cui si legano tramite integrine trasformandosi in

macrofagi inflammatori o riparativi; questi producono ulteriori CK:

e TNF o, IL 1 e IL 6 che agiscono con meccanismo paracrino, iuxtacrino e endocrino stimolando
le difese dell’ospite.

e MCP-1 (monocyte chemiotactic protein) TGF B 1 -2 - 3 che richiamano mast cellule e stimola-
no la secrezione di istamina, proteoglicani, proteasi, PAF, A, arachidonico, TGF [ IL 4 limitan-
do la flogosi.

I macrofagi acquistano quindi ora un ruolo fondamentale nella transizione fra la fase inflammatoria

e quella proliferativi (7).

¢ Angiogenesi e fase proliferativa

Alla iniziale fase infiammatoria consegue lentamente una fase proliferativa con angiogenesi e riepi-

telizzazione seguito della formazione locale di un tessuto di granulazione formato da cellule in-

fiammatorie, fibroblasti, miofibroblasti, c. dendritiche e neovasi.

La neoangiogenesi (8) (9), all’inizio, ¢ abbondante e regolata da.

1) Ipossia;

2) NO;

3) enzimi proteolitici,

4) CK e GF come VEGF, b FGF (basic fibroblast growth factor) MCP1 e MIP 1 a (macrophages
inflammatory protein 1).

Nella realizzazione dei neovasi ha importanza (10) il VEGF rilasciato da CE, monociti e matrice e-

xtracellulare che stimola la NO sintetasi delle CE a formare NO la cui funzione ¢ di agire sulle stes-

se cellule accentuando 1’espressione dei recettori per VEGF, FGF. Questi inducono la produzione di

FN, procollagenasi, TPA e u-PA e vengono attivate anche le MMP (1-2-3-13) rendendo possibile la

formazione di plasmina e collagenasi.

Si determina quindi la digestione della membrana basale e le CE sono stimolate a formare nuovi va-

si che invadono il tessuto di granulazione che diventa sede di abbondante neovascolarizzazione .

Parte di questi elementi cellulari possono poi andare incontro ad apoptosi sotto 1’azione di altre mo-

lecole regolatorie come angiostatina 1, TSP (trombospondina) IFN y, IL 1 § - 4 -10 -12, TNF a,

TGF B 1 e TIMPS (inibitori delle metallo proteasi tessutali) per cui viene a limitarsi la notevole ne-

oangiogenesi (11).



Importante ¢ lo studio dello spazio perivascolare dei tessuti con ulcere cutanee in cui vi ¢ fibrina, ¢
dendritiche con F XIII , o 2 macroglobulina con funzione antiplasminica, laminina, FN, tenascina e
collagene mentre il TGF B 1 ¢ legato alla cuffia fibrinica. Nelle ulcere in fase di riparazione vi sono
molte c. dendritiche ricche in F XIII mentre sono scarse in quelle senza segni di riparazione; sono
ora in corso studi che dimostrerebbero la diversa attivita sulla rigenerazione tessutale e sulla esten-
sione della zona ulcerata a seconda dell’aplotipo di F XIII presente nel paziente .Se ¢ presente un
processo fibrotico molti fibroblasti si ritrovano nel contesto tessutale (12) (13).

Le CK e i GF che regolano la neoangiogenesi possono essere inibite da melecole provenienti dal
circolo come la o 2 macroglobulina o essere limitate nella loro diffusione da molecole come la fi-
brina con conseguente disposizione irregolare nella zona tessutale ulcerata e questo puo rendere ra-
gione della difficoltosa risoluzione della stessa (15).

+ Riepitelizzazione

Inizia gia dopo poche ore dal trauma; le cellule epidermiche rimuovono i tessuti danneggiati, il coa-
gulo ematico e modificano anche le loro caratteristiche con retrazione dei filamenti intracellulari
rendendo piu labili 1 contatti con le cellule vicine e con la membrana basale mentre aderiscono alla
matrice extracellulare. La degradazione di questa tramite lisi con enzimi proteici, plasmina e colla-
genasi attivate da metalloproteasi permette la separazione dell’escara dai tessuti vitali e la migra-
zione di cheratinociti immaturi che tendono a espandersi e poi a dividersi e proliferare sotto 1’azione
di stimoli ancora non ben chiari ma probabilmente tipo EGF, TGF a, KGF (Keratinocyte growth
factor) e HBEGF (heparin-binding epidermal growt factor) (15).

Questi fattori sono secreti da cheratinociti in modo autocrino e da cellule mesenchimali in modo pa-
racrino; i cheratinociti formano anche una proteina non glicosilata che inibisce le elastasi, la mast
cells chinasi e I’attivazione di NF-kB e TGF [ 1 (16).

Quando la riepitelizzazione ¢ iniziata si riforma la membrana basale e le cellule epidermiche ripren-
dono il loro normale fenotipo e tendono a riepitelizzare la lesione.

+ Produzione della matrice e formazione della cicatrice

I fibroblasti posti alla periferia dell’ulcera proliferano e,dopo alcuni giorni, entrano e aderiscono al-
la matrice provvisoria che ha gia subito una degradazione ad opera delle metallo proteasi iniziando
un suo rimodellamento che si prolunghera poi per giorni o mesi (17).

Sia I’attivita proliferativa che quella funzionale ¢ regolata da TGF 3 che promuove la sintesi di col-
lagene, proteoglicani, FN favorendo contemporaneamente I’accumulo nella matrice extracellulare
inibendo, con meccanismo indiretto, I’attivita di proteasi. E quindi implicato in meccanismi ripara-
tivi ma una sua disregolazione porta a stati patologici; infatti I’azione del TGF 3 3 in combinazione
con Activina A stimola I’arresto della matrice mentre I’espressione di BMP-6 inibisce la prolifera-
zione epiteliale (18).

La proliferazione dei fibroblasti ¢ regolata poi anche da altri GF come PDG, FGF, EGF, TNF a, IL
1 B, IL 6 e, proseguendo il processo riparativo attorno alla 2° settimana, esprimono molecole di a-
desione per integrine, discoidina ¢ GpIV assumendo fenotipo di miofibroblasti. Sono ora presenti
numerosi filamenti di actina a livello della membrana citoplasmatica con cui si stabiliscono contati
fra le varie cellule e con la matrice; la contrazione dei filamenti porta a compattazione del tessuto
connettivo a seguito di stimoli mediati da TGF 3 1 B 2 e PDGF; viene continuamente sintetizzato
collagene che ¢ degradato da metalloproteasi secrete da CE, c.epidermiche e macrofagi.

Circa il 20% della superficie della ferita viene a essere ristrutturato nelle prime tre settimane con
collagene che ¢ continuamente accumulato e rimodellato tramite la contrazione del tessuto di granu-
lazione attraverso la formazione di ampi punti di contatto tra le varie fibrille e tramite connessioni
intermolecolari.



Vari meccanismi controllano localmente I’espressione del collagene come i loro recettori per i fi-
broblasti e le altre molecole della matrice, la presenza di proteasi ad attivita litica. Le modificazioni
che si attuano nel collagene sono regolate da un perfetto bilanciamento fra enzimi ad attivita litica
come le MMP, le elastasi e altre seriproteasi come SLPI (19) e i rispettivi inibitori come le TIMPs
Questo favorisce la contrazione della matrice extracellulare e la proliferazione dei fibroblasti che
possono poi andare in apoptosi che ¢ collagene tipo 1 dipendente e quindi mediata da segnali tra-
smessi tramite i recettori per il collagene.

Una coordinata regolazione degli enzimi e dei loro inibitori porta a un corretto controllo della attivi-
ta proteolitica e, in condizioni normali, le connessioni molecolari limitano la degradazione tessutale
e favoriscono 1’accumulo della matrice e la riparazione della lesione cutanea.

+ Conclusioni

Una ulcerazione cutanea in corso di stasi venosa si attua previa una alterazione dell’endotelio va-
scolare determinata da forze meccaniche trasmesse dal fluido ematico che puo condurre a emorragia
locale o solo ad attivazione delle CE. Fasi sucessive come 1’inflammatoria,la neoangiogenesi e la
proliferativa, la riepitelizzazione, la produzione di matrice extraceillulare e la fase di rimodellamen-
to della matrice conducono alla sua risoluzione. L’evoluzione della forma ¢ quindi in funzione del
perdurare dello stimolo e dei segnali che vengono trasmessi dai vari elementi cellulari sia giunti in
sito attraverso il circolo generale sia facenti parte del connettivo perivascolare (PMN, monociti,
macrofagi, cheratinociti, cellule epidermiche, fibroblasti). La normale evoluzione della forma di-
pende dalla possibilita degli elementi cellulari di riconoscerli attraverso la espressione in essi di re-
cettori, la neosintesi di molecole di superfice a tipo “adesine” con conseguente produzione di GF e
di CK che possono correttamente condurre fino alla riepitelizzazione della ulcera. Al contrario una
disregolazione di esse o uno sbilanciamento nel rapporto fra enzimi litici e inibitori degli stessi im-
pedisce I’evoluzione delle varie fasi e rende ragione delle difficolta che si incontrano nella sua gua-
rigione soprattutto se permangono le alterazioni del circolo con stasi venosa.

FATTORI AGENTI SULLA CICATRIZZAZIONE DI UNA FERITA

CK Sorgente pit importante Cellula Target e piu importante effetto
Famiglia EGF rigenerazione mesenchimo epidermica
e EGF Plt proliferazione e motilita pleiotropica
e TGF a macrofagi, C.epidermiche proliferazione e motilita pleiotropica
e HBEGF macrofagi proliferazione e motilita pleiotropica
Famiglia FGF
e b FGF macrofagi, CE angiogenesi e proliferazione fibroblasti
e aFGF macrofagi,CE angiogenesi e proliferazione fibrobnlasti
e KGF fibroblasti proliferazione e motilita fibroblasti

Famiglia TGF 8

e TGF 1 p2 PIt, macrofagi motilita C. epidermiche ,chemiotassi macrofagi e fi-
broblasti,sintesi matrice extracellulare

o TGF B3 macrofagi effetto anticicatriziale

Altri

e PDGF PIt, macrofagi chemioattrazione e proliferazione fibroblasti, che-

mioattrazione e attivazione macrofagi




e VEGF C.epidermiche stimolo angiogenesi e permeabilita vascolare

e TNFa PMN effetto pleiotropico

o IL-1 PMN effetto pleiotropico

e Insuline-like fibroblasti,C.epidermiche riepitelizzazione e formazione tessuto di granulazio-
ne

e CSF1 Varie cellule attivazione macrofagi e formazione di tessuto di gra-

nulazione
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ENZIMI DEGRADANTI LA MATRICE

Il rimodellamento tessutale ¢ un complesso processo multifasico frequentemente implicato sia in
stati fisiologici che patologici legati ai meccanismi propri della guarigione delle ferite, dello svilup-
po fetale, dei processi responsabili delle inflammazioni delle articolazioni, dell’invasione tumorale
e delle metastasi. Una attivita proteolitica generalmente controllata di differenti tipi cellulari ¢ una
delle caratterische peculiari di queste condizioni. I principali gruppi di enzimi degradanti la matrice
extracellulare (ECM) sono le metalloproteasi (MMPs), le serin-proteasi e le cistein-proteasi, suddi-
vise in sottogruppi a seconda delle caratteristiche biochimiche del loro sito attivo. Uno sbilanciato
ed elevato turnover dell’ECM mediato da una sfrenata attivita delle metalloproteasi sulla matrice
extracellulare comporta la degradazione eccessiva del collagene e di altri componenti dell’ECM in
vari tipi di patologie (1-3).

Le serin-proteasi implicate nei processi del rimodellamento tessutale, come 1’attivatore tessutale del
plasminogeno (tPA) e I’attivatore del plasminogeno tipo urochinasico (uPA), convertono il plasmi-
nogeno allo stato di zimogeno in plasmina, che puo degradare importanti componenti della matrice
extracellulare e attivare alcune pro-MMPs di matrice nella forma attiva. Nello specifico, 'uPA ¢ in
grado sia di degradare la fibronectina, un importante componente della ECM sia di attivare la gela-
tinasi A (4). Inoltre I’a2-antiplasmina svolge un ruolo primario nel modulare 1’attivita delle MMPs
bloccando la loro attivazione inibendo 1’azione della plasmina prodotta dagli attivatori del plasmi-
nogeno (Fig. 1). Alcune cistein-proteasi come la catepsina B, D, G, H, L, e N sono di origine liso-
somiale, vengono rilasciate nella matrice extracellulare in talune condizioni patologiche ed in parti-
colare la catepsina G contribuisce al rimodellamento della matrice extracellulare attraverso
I’attivazione della collagenasi-1 (5).

Tabella 1
ENZIMA SUBSTRATO ATTIVATO DA ATTIVATORE DI
Collagenases
Collagenase-1 | Collagen I, 11, II (III>1), VII, VIII, X, gelatin, L- | MMP-3,-10, plasmin, | MMP-2
(MMP-1) selectin, tenascin, serpins, a2-macroglobulin, kallikrein
TNF precursor
Collagenase-2 | Collagen I, ILIIL, (I>1II), VII, VIII, X, gelatin, MMP-3, -10, plasmin
(MMP-8) fibronectin, serpins, a2-macroglobulin ND
Collagenase-3 | Collagen I, 11, III (II>1 o III), IV, IX, X, XIV, MMP-2, -3, -10, -14, -
(MMP-13) gelatin, fibronectin, laminin, serpins, PAI 15, plasmin MMP-2,-9
Gelatinases
Gelatinase A Gelatin, collagen LIV,V,VII, X, XI, X1V, fibro- | MMP-1,-7,-13, -14, -
(MMP-2) nectin, laminin, tenascin, vitronectin, a2- 15,-16, -24 MMP-9, -13
macroglobulin, TNF precursor, angiostatin
Gelatinase B Gelatin, collagene IV,V,VILX X1V, elastin, vi- | MMP-2, -3, -13,
(MMP-9) tronectin, o 1-antitrypsin, a2-macroglobulin, plasmin ND
TNF precursor, angiostatin




Stromelysins

Stromelysin-1 | Collagen III, IV,V, IX, X, gelatin, fibronectin, Plasmin, kallikrein,
laminin, tenescin elastase MMP-1, -8, -9, -13
(MMP-3)
Stromelysin-2 | Collagen III, IV,V, gelatin, fibronectin, elastin Plasmin, kallikrein, MMP-1, -7, -8,-9,-13
(MMP-10) elastase (Nakamura et al,1998)
Stromelysin-3 | a1-proteinase inhibitor,fibronectin,laminin
(MMP-11) Furin ND
Matrilysin Collagen 1V, gelatin, fibronectin, laminin, tenas-
(MMP-7) cin, elastina, vitronectin, angiostatin MMP-3, plasmin MMP-2
Metalloelastase | Collagen IV, gelatin, fibronectin, laminin, ND
elastin, vitronectin, a.l-antitrypsin, TNF precur- | ND
(MMP-12) sor, angiostatin
Membrane-type MMPs
MT-1MMP Collgen LILI1,gelatin, fibronectin, laminin, Plasmin, furin MMP-2, -13
tenascin, vitronectin
MT2-MMP Fibronectin, laminin, tenascin ND MMP-2,-13
MT3-MMP Gelatin, casein ND MMP-2
MT4-MMP Gelatin, TNF precursor ND MMP-2
MT5-MMP ND ND MMP-2

ND : non determinato

METALLOPROTEASI DI MATRICE

Matrixine e MMPs appartengono ad una famiglia di endopeptidasi zinco-dipendenti. Il primo mem-
bro di questa famiglia fu descritto nel 1962, in seguito all’osservazione della degradazione della tri-
pla elica di collagene nel processo di riassorbimento della coda del girino durante la metamorfosi
(6). Fino ad oggi sono state descritte almeno 19 MMPs, implicate in numerosi processi fisiologici
dalla riproduzione, allo sviluppo fetale alla guarigione delle ferite (7-12), e in altrettanto numerosi
processi patologici, quali I’invasione di cellule tumorali e metastasi, la degradazione tessutale pro-
pria dei processi inflammatori di vari organi, alcune patologie polmonari, la sclerosi multipla,
I’aterosclerosi e alcune patologie della cute (13-17). Gli enzimi proteolitici appartenenti alla fami-
glia delle MMPs sono in grado di degradare in vitro essenzialmente tutti i componenti della matrice
extracellulare, comprendendo collagenasi, gelatinasi, stromalisine, membrane-type-MMPs (MT-
MMPs), e altri enzimi suddivisi in base alla loro differente struttura e funzione (Tab. 1). Oltre alla
degradazione dei numerosi substrati fisiologici le MMPs sono anche implicate in un importantissi-
mo meccanismo di autoattivazione a cascata che ne potenzia azione ed efficacia (Fig. 1). Nonostan-
te la vasta gamma di enzimi appartenenti a questa famiglia di proteasi, ci sono importanti caratteri-
stiche strutturali comuni a tutte le MMPs. Infatti, tutti i membri della famiglia condividono il domi-
nio propeptidico che viene perso dopo il processo di attivazione ed il dominio catalitico che contie-
ne un sito di legame per lo zinco (Fig. 2) (18,19). Inoltre, il dominio COOH-terminale delle MMPs
¢ probabilmente il responsabile della specificita per il riconoscimento del substrato ed ¢ presente
nella stragrande maggioranza delle MMPs ad eccezione della matrilisina che quindi ¢ la piu piccola
della MMPs conosciute (19).
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Figura 1: Rappresentazione schematica del sistema fibrinolitico del plasminogeno e delle intera-
zioni molecolari determinanti la specificita per la fibrina degli attivatori de plasminogeno.

+ Collagenasi

Le collagenasi -1, -2 e -3 (MMPs-1,-8 e -13) hanno la capacita di degradare il collagene fibrillare di
tipo I, I, III, V e IX. In particolare, la collagenasi-1 degrada preferenzialmente il collagene di tipo
III, mentre la collagenasi-2 ha preferenza per i collageni monometrici di tipo I e I (20, 21). La col-
lagenasi-3 ¢ dieci volte piu efficace nella degradazione del collagene di tipo II, ha una piu forte atti-
vita gelatinolitica rispetto alla collagenasi-1, ed una pitt ampia specificita di substrato rispetto ad al-
tre collagenasi (22). Alcune collagenasi sono espresse in tessuti specifici mentre altre sono presenti
in numerosi tipi cellulari sia in condizioni fisiologiche che in condizioni patologiche. Infatti, nume-
rosi studi in vitro hanno dimostrato che la collagenasi-1 ¢ espressa in numerosi tipi cellulari normali
quali cheratinociti, fibroblasti, cellule endoteliali, monociti, macrofagi, condrociti ed osteoblasti
(19), al contrario dell’espressione della collagenasi-2 che ¢ stata trovata solo nei neutrofili, nei con-
drociti in presenza di IL-1p, in cellule endoteliali e nei fibroblasti sinoviali (23, 24). Infine, la colla-
genasi-3, originariamente clonata da tessuto tumorale mammario (25), ¢ stata trovata nel midollo in
sviluppo, nella cartilagine osteoartritica, nella membrana sinoviale reumatoide, in periodontiti, € in
cellule tumorali di melanoma e del carcinoma a cellule squamose (26-29).



+ Gelatinosi

Le gelatinasi A e B (MMPs-2 e -9) tagliano preferenzialmente 1’elastina ed un numero di legami
peptidici nel collagene denaturato di vari tipi (IV, V, VII e X) producendo piccoli peptidi di degra-
dazione (30). Gelatinasi A e B sono presenti in differenti cellule e tessuti. la gelatinasi A ¢ stata i-
dentificata in fibroblasti cutanei, cheratinociti, condrociti, cellule endoteliali, monociti, osteoblasti e
in un numero di altre cellule normali e trasformate (19). Esperimenti in vivo su topi knockout per i
geni delle gelatinasi hanno prodotto animali caratterizzati da ridotta angiogenesi e crescita tumorale
primaria ed inoltre questi topi soffrono di un moderato ritardo nell’accrescimento (31, 32) La gela-
tinasi B ¢ prodotta dai cheratinociti, monociti, macrofagi alveolari, leucociti polimorfonucleati ¢ da
numerose cellule tumorali ma non dai fibroblasti (19). Essa svolge inoltre un ruolo fondamentale
nella crescita delle ossa infatti la condizione knockout per il gene della gelatinasi B nel topo induce
ritardo nella vascolarizzazione ed ossificazione ed una anomala crescita delle ossa piatte dello sche-
letro (33).

+ Stromalisine

Le stromalisine comprendono un gruppo di enzimi proteolitici tra cui la stromalisina -1 ¢ -2 (MMP-
3 ¢ MMP-10), la matrilisina (MMP-7) e la metalloelastasi di matrice (MMP-12). Questi enzimi
hanno un’ampia specificita di substrato e condividono la proprieta di essere capaci di attivare altre
MMPs. La stromalisina-1 e la stromalisina-2 sono da un punto di vista strutturale strettamente relate
ed hanno virtualmente un’identica specificita di substrato. In vitro sono capaci di degradare la gela-
tina, la fibronectina, il collagene di tipo IV e V, I’elastina e le proteine del core dei proteoglicani
(16, 34, 35). In piu, la stromelisina-1 processa il precursore del TNF-a, I’a-1proteinase-inibitor e le
proteine mieliniche (16). La stromelisina-1 ¢ espressa da una diversita di cellule e tessuti, come fi-
broblasti, cheratinociti, condrociti, cellule endoteliali e macrofagi. | trascritti della stromalisina-2
sono espressi generalmente da cellule normali o tumorali di origine epiteliale, a piu bassi livelli ri-
spetto la stromelisina-1, mentre non ¢ stata trovata espressione sui fibroblasti cutanei in vivo. Topi
deficienti in stromelisina-1 presentano ritardo nella guarigione di ferite da taglio, a causa di un a-
nomalo processo di contrazione della ferita (36). Una particolare stromalisina, la stromalisina-3
(MMP-11), ¢ lontanamente relata alle altre stromalisine, inizialmente clonata da tessuto tumorale
mammario, differisce dalle altre MMPs nel fatto che non possiede attivita proteolitica verso i com-
ponenti della matrice extracellulare (37, 38) ed il solo substrato fisiologico conosciuto ¢ 1’al-
proteinase-inhibitor (39).

La matrilisina (MMP-7), ¢ spesso costitutivamente espressa in cellule epiteliali ghiandolari e in vari
tipi di tessuti tumorali (40, 41). La matrilisina € capace inoltre di degradare proteoglicani, collagene
di tipo IV e IX, laminina, fibronectina, elastina, decorina, tenascina, i domini globulari di procolla-
gene I e 111 ¢ la subunita dell’integrina P4 (41). E anche capace di attivare la procollagenasi e pro-
cessare il pro-TNF-a, similmente alla stromelisina-1 (42). La matrilisina puo regolare la formazione
di nuovi vasi sanguigni attraverso il taglio del plasminogeno con successiva generazione di moleco-
le di angiostatina (43), inoltre ¢ probabile che essa partecipi alla degradazione della ECM nei pro-
cessi dell’osteoartrite (44). Importante segnalare che in topi knockout per il gene della matrilisina i
processi di tumorigenesi dell’intestino sono soppressi (45).

+ Metalloproteasi tipo-membrana (MT-MMP)

Le MT-MMPs-1,-2,-3,-4, -5 (MMPs -14,-15,-16,-17 -24) sono legate alla membrana cellulare dei
tessuti dove sono espresse, ed oltre ad avere un’attivita degradante la matrice extracellulare prendo-
no parte all’attivazione di altre MMPs. Per quanto riguarda la MT1-1MMP, il suo processo di atti-
vazione extracellulare ¢ noto essere dipendente dalla plasmina (46). Fu clonata per la prima volta
sotto forma di una progelatinase di 72kDa (47). La MT1-MMP ¢ espressa dalle cellule stromali nel
cancro del polmone, del seno, del colon e dello stomaco come riportato da numerosi lavori scienti-



fici (47-49). La MT1-MMP ¢ capace di degradare il collagene fibrillare di tipo I, II e III, la gelatina,
1 proteoglicani, la fibronectina, la vitronectina e la laminina-1 (50). Topi deficienti di MT1-MMP
sono caratterizzati da assenza di attivita collagenolitica, che porta a warfismo, osteopenia, artrite e
patologie del tessuto connettivo (51). Questi topi sono vitali ma la loro mortalita ¢ significativamen-
te aumentata. Cosi come la MT1-MMP, anche la MT2-MMP, ¢ capace di processare la progelatina-
si A nella forma attiva e condividerne la specificita di substrato (46, 52, 53). MT3- ed MT4-MMP,
sono espresse in vari tessuti, € come le MT1- ed MT2-MMP, sono capaci di processare la progelati-
nasi A ed idrolizzare la gelatina. Specifici substrati per la MT3-MMP comprendono anche caseina,
collagene di tipo III, fibronectina, vitronectina, laminina-1, ¢ 1’a-2 macroglobulina (54-56). La
MTS5-MMP ¢ espressa almeno durante lo sviluppo fetale e in tessuto di cervello adulto sia nel topo
che nell’uomo, oltre che in altri organi quali rene, pancreas e polmone. La MT5-MMP ¢ capace di
attivare la progelatinasi A, ed ¢ overespressa nei tumori cerebrali dove ne facilita la progressione
(57).

+ Altre metalloproteasi di matrice

Altre MMPs tra cui MMP-18, -20, -21, -22, e -23, sono espresse in un’ampia varieta di tessuti nor-
mali quali il fegato, gli odontoblasti, 1 tessuti paradentali, I’ovaio e la prostata. Queste MMPs hanno
domini catalitici strettamente correlati alla stromalisina-3 (MMP-11) e sono caratterizzate dalla e-
spressione di mRNA multipli alcuni dei quali in modo tessuto specifico e con splicing alternativi
generando cosi un maggior numero di trascritti € quindi differenti isoforme proteiche (58).

+ Regolazione delle metalloproteasi di matrice

Nel tessuto normale, degradazione e sintesi dei componenti della ECM devono necessariamente es-
sere in un mutuo equilibrio (Fig. 3). Un moderato livello di espressione di alcune MMPs con attivita
enzimatica strettamente controllata ¢ un processo necessario per il mantenimento della condizione
di equilibrio anche in risposta a stimoli endogeni od esogeni sia fisiologici che patologici. Citochine
infiammatorie, ormoni, fattori di crescita e interazioni cellula-cellula e cellula-matrice modulano
I’espressione di questi enzimi attraverso cambiamenti nei livelli di trascrizione. Inoltre la loro attivi-
ta ¢ regolata da attivatori locali, come la plasmina, e da specifici inibitori tessutali delle MMPs, i
cosidetti inibitori tessutali delle MMPs (TIMPs).

+ Regolazione a livelli trascrizionale

Molti tipi cellulari non accumulano MMPs, tuttavia tali enzimi vengono espressi, in seguito a speci-
fici segnali fisiologici o patologici. In linea del tutto generale I’espressione delle MMPs puo essere
stimolata da agenti esogeni come fattori di crescita e citochine ma ci sono alcune eccezioni. Ad e-
sempio la gelatinasi A (MMP-2) ¢ espressa in maniera costitutiva e risponde scarsamente ai comuni
regolatori, cosi come la collagenasi-2 (MMP-8) ¢ accumulata in alcuni granuli dei neutrofili, dai
quali ¢ istantaneamente rilasciata senza precedente sintesi di proteina (19). Al contrario,
I’espressione della collagenasi-2 da altri tipi cellulari quali condrociti, cellule endoteliali o fibrobla-
sti sinoviali, puo essere indotta da particolari stimoli (23, 24). Infatti [L-1, TNF-a, PDGF, e EGF
stimolano 1’espressione di molte MMPs tramite segnali che dipendono, almeno in parte, da una par-
ticolare proteina attivante (AP-1) legante un sito specifico della MMP. Quasi tutte le MMPs con-
tengono questo sito, eccetto la gelatinasi-A e la stromelisina-3. La proteina AP-1 prende parte alla
trascrizione basale ed indotta del promotore di tutte le MMPs. La trascrizione basale cosi come
I’induzione delle MMPs si basa sull’interazione e cooperazione del sito AP-1 con altri elementi at-
tivanti. Tali elementi sono altamente conservati e presenti in tutti i promotori delle MMPs ad ecce-
zione della MMP-2. Le capacita attivanti sono regolate da proteine chinasi che mediano i segnali
mediante recettori di membrana cellulari attraverso fattori di crescita, citochine, ormoni, € intera-



zioni cellula-cellula e cellula-matrice. Dette regolazioni sono altamente cellula-specifiche, infatti il
TGF-B riduce I’espressione della collagenasi-1 e delle gelatinasi nei fibroblasti ma ne aumenta
I’espressione nei cheratinociti (59, 60).

Nella riparazione delle ferite, nell’invasione tumorale, nelle metastasi e nell’infiammazione, la
composizione e 1’organizzazione della ECM ¢ in costante cambiamento. Recettori per le integrine
mediano I’informazione di questi cambiamenti alle cellule attraverso il legame di differenti compo-
nenti della matrice extracellulare. Il legame di certi componenti della ECM pud risultare in
un’aumentata espressione di particolari MMPs. Anticorpi diretti contro il recettore della fibronecti-
na che bloccano I’adesione dei fibroblasti alla stessa, inducono la sintesi della collagenasi-1 e della
stromelisina-1 (61), mentre anticorpi contro le subunita B1 e P2 delle integrine stimolano
I’espressione della gelatinasi-B, ma non quella della gelatinasi-A (62), cosi come il contatto tridi-
mensionale con il collagene induce ’espressione della collagenasi nei fibroblasti (63). Non solo
cambiamenti nella ECM, ma anche nelle stesse cellule possono indurre I’espressione di alcune
MMPs, infatti cambiamenti morfologici nei fibroblasti risultano in un’aumentata espressione di col-
lagenasi-1 (64) oppure aumenti nella densita cellulare abbassano la sintesi collagenasi stromalisina
(65), mentre al contrario un danno meccanico risulta in un aumentata espressione degli stessi enzi-
mi. Sono questi esempi di come la regolazione della sintesi delle MMPs dipenda anche dalla morfo-
logia cellulare.

¢ Attivazione degli zimogeni

Gran parte delle MMP sono secrete sotto forma di un precursore inattivo che tramite attivazione
proteolitica all’esterno della cellula si trasforma in MMP attiva ad eccezione della stromalisina-3 e
della MT1-MMP che vengono attivate all’interno della cellula (44,66). L’ attivazione delle MMPs
dipende ed ¢ regolata da un complesso meccanismo chiamato “cystein-switch”, che ¢ caratterizzato
dall’interazione di una cisteina altamente conservata nel propeptide con lo zinco in un sito catalitico
che blocca I’accesso del substrato al sito catalitico (67). Agenti, quali organomercuriali e caotropici,
sono in grado di dissociare il legame covalente tra la cisteina e lo zinco catalitico. In vivo
I’attivazione molto verosimilmente avviene mediante processi proteolitici in cui enzimi come trip-
sina, plasmina e callicreina processano il proenzima in una forma intermedia attiva che poi autoca-
taliticamente taglia se stessa trasformandosi nella forma permanentemente attiva. Alcune MMPs del
sottogruppo delle stromalisine sono capaci di “superattivare” altre MMPs direttamente nella forma
totalmente attiva.

Figura 2: Metalloproteasi di matrice
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+ Inibizione dell’attivita delle metalloproteasi

L’attivita delle MMP puo essere inibita da inibitori sintetici o naturali. I primi includono agenti che-
lanti come EDTA, 1,10-fenantrolina o anticorpi inibitori, mentre gli ultimi includono specifici inibi-
tori tessutali delle MMPs, i TIMPs, ed inibitori non specifici, come 1’a2-macroglobulina e 1’al-
antiproteasi. L’a2-macroglobulina ¢ una molecola presente in gran quantita in tutti 1 distretti
dell’organismo e puo essere importante per il controllo dell’attivita proteolitica globale (19).

¢ Inibitori tessutali delle metalloproteasi

Gli inibitori tessutali delle MMPs (TIMPs) (Fig. 4) sono una famiglia di proteine capaci di inibire
I’attivita delle metalloproteasi di matrice attraverso legami non-covalenti diretti verso forme attive o
pre-attive di MMPs in rapporto stechiometrico. I TIMPs possono influenzare processi MMP-
mediati come il processamento delle citochine, la degradazione dei fattori di crescita leganti protei-
ne, ed il rilascio di fattori di crescita legati ai componenti della ECM (68-71). Un totale di 4 TIMPs
(TIMP-1,-2, -3 e -4) sono stati caratterizzati e trovati in molti tessuti umani e fluidi corporei, pre-
senti in forma solubile (72, 73), ad eccezione del TIMP-3.

I1 TIMP-1 preferenzialmente inibisce 1’attivita della collagenasi-1, mentre il TIMP-2 ¢ capace di i-
nibire tutte le metalloproteasi, in particolare ¢ un forte inibitore della gelatinasi A e B (per la gelati-
nasi A ¢ un attivatore quando presente a basse concentrazioni ed un inibitore alle alte concentrazio-
ni) (74, 76). I TIMP-1 e -2 sono stati dimostrati inibire la crescita tumorale e le metastasi in animali
ed in studi di colture cellulari (77). Sia I’espressione di TIMP-1 che TIMP-2 puo essere indotta in
varie linee cellulari e tessuti.

Diversamente dagli altri membri della famiglia dei TIMPs, il TIMP-3 si trova legato alla matrice
(78), ed ha la capacita di inibire I’enzima convertente il TNF-a (79), la collagenasi-1, le gelatinasi
A e B, e la stromelisina-1 tanto efficientemente quanto il TIMP-1. (80). Il TIMP-3 ¢ espresso in vari
tessuti normali adulti (80, 81) e durante lo sviluppo embrionale, nella pelle, e nel cancro mammario
e del colon (82, 83).

I1 quarto inibitore tessutale delle metalloproteasi, il TIMP-4 (84, 85) ¢ un potente inibitore della ma-
trilisina e della gelatinasi A similmente al TIMP-2, ma anche della collagenasi-1, della gelatinasi A
e B, e della stromalisina-1 (86). Il TIMP-4 ¢ espresso nel cuore dell’adulto, nel rene, nella placenta,
nel colon e nei testicoli (84). Inoltre ¢ stato dimostrato inibire in vitro il potenziale invasivo di cellu-
le neoplastiche nel cancro mammario ed in vivo la cresciata tumorale e le metastasi nel topo (87).
L’espressione del TIMP-1 ¢ aumentata da vari fattori di crescita e dalle citochine, come il TGF-3 e
I’IL-1B, mentre il TNF possiede nei confronti del TIMP-1 un effetto bifunzionale, basse concentra-
zioni ne stimolano la produzione ed alte concentrazioni la sopprimono (88). L’espressione di TIMP-



2 ¢ largamente costitutiva (89) e 1’espressione di TIMP-3 ¢ controllata in modo ciclo cellulare di-
pendente in vari tipi cellulari.

Sebbene la funzione fisiologica meglio conosciuta per i TIMPs ¢ la loro capacita di regolare la pro-
teolisi della ECM mediata dalle MMPs, recentemente sono state riconosciute altre importanti man-
sioni attribuibili ai TIMPs. Infatti TIMP-1 e TIMP-2 hanno attivita eritroide potenziante, (90-92) e
sono capaci di stimolare la crescita di vari tipi di cellule, compresi cheratinociti e fibroblasti (93-
96). L’aumentata espressione di TIMP-1 stimola I’espressione di collagene di tipo IV e di laminina
in cellule di carcinoma mammario di ratto, ma non ha effetto sull’espressione della gelatinasi A,
sulla stromalisina-1 e sulla gelatinasi B (97). L’elevata espressione di TIMP-1 riscontrata in cellule
muscolari liscie vasali di ratto non ha effetti sulla proliferazione cellulare, mentre quella di TIMP-2
causa una riduzione in proliferazione dose-dipendente (11). Infine, ’aumentata espressione di
TIMP-3 induce neo-sintesi di DNA e promuove la morte cellulare attraverso processi di apoptosi
(98, 99) in cellule umane di carcinoma del colon. TIMP-1 ¢ TIMP-3 sono inoltre capaci di inibire
I’angiogenesi attraverso il blocco della risposta cellulare endoteliale ai piu importanti fattori angio-
genici.

LE METALLOPROTEASI DI MATRICE NELLA RIPARAZIONE DELLE FERITE CUTANEE

La degradazione proteolitica della matrice extracellulare ¢ un processo necessario durante la riepite-
lizzazione e durante la migrazione delle cellule stromali, nonché durante la neoangiogenesi ed il fi-
nale rimodellamento del tessuto danneggiato. A causa della loro capacita degradante la matrice, le
MMPs sono piu probabilmente coinvolte in fasi distinte della guarigione della ferita. Possono essere
necessarie nella rimozione del tessuto devitalizzato e nel rimodellamento del tessuto connettivo
nuovamente formato, nella migrazione dei cheratinociti, nell’angiogenesi e nel processamento di al-
cuni fattori di crescita (30). Nel contesto di guarigione delle ferite ¢ stato studiato non solo il contri-
buto delle MMPs, ma anche di altre proteasi, come le serin-proteasi. Nello specifico, 1’attivazione
del plasminogeno a plasmina ¢ stata dimostrata in ferite iatrogene umane, con conseguente rimozio-
ne di matrice provvisoria contenente fibrina (100). Il putativo effetto dannoso di un ecceso di attiva-
zione di plasminogeno sulla guarigione della ferita fu dimostrato confrontando fluidi di ferite croni-
che con fluidi di ferite guarenti (101). Da qui ¢ stato suggerito un ruolo per 1’attivazione del plasmi-
nogeno nei processi di riepitelizzazione poiche uPA, recettore per uPA ed inibitore dell’attivatore
del plasminogeno di tipo 1 (PAI-1) sono espressi dai cheratinociti durante la fase di guarigione della
ferita (102-104). Inoltre topi plasminogeno-deficienti soffrono di una sbilanciata guarigione delle
ferite, con disturbata riepitelizzazione e risoluzione del coagulo di fibrina (105).

L’attivita della collagenase-1 raggiunge il suo massimo nei primi giorni del processo di guarigione,
e declina rapidamente dopo la riepitelizzazione di ferite acute (106). Questa attivita ¢ stimolata da
fattori di crescita quali il TGF-f3 ed il TNF-a. L’espressione epidermica della collagenase-1 puo es-
sere necessaria per facilitare la migrazione dei cheratinociti attraverso la degradazione dei collageni
fibrillari.

La collagenasi-1 non solo ¢ espressa da cellule coinvolte nella riepitelizzazione, ma anche da cellule
stromali. Le cellule responsabili dell’espressione della collagenase-1 possono essere i macrofagi, i
fibroblasti e le cellule endoteliali. Dovuta alla sua abilita a tagliare 1 collageni fibrillari, la collage-
nase-1 indubbiamente partecipa al rimodellamento della matrice di collageno. La regolazione della
collagenase-1 nel derma ¢ verosimilmente differente da quella dei cheratinociti. Infatti il TGF-
aumenta [’espressione della collagenase-1 nei cheratinociti in coltura, ma ne diminuisce
I’espressione nei fibroblasti (107). L’aumento dell’espressione della collagenase-1 nei fibroblasti
puo essere indotta anche da altri fattori di crescita come EGF e b-FGF.

Le gelatinasi sembrano avere ruoli distinti durante la guarigione delle ferite. La gelatinasi A parte-
cipa al rimodellamento a lungo termine del derma, mentre la gelatinasi B ¢ coinvolta nella riepite-
lizzazione. Infatti, fluidi d’ulcera cronica contengono elevati livelli di gelatinasi, che indicano che



un eccesso di questi enzimi possono disturbare la guarigione della ferita (105,106-108,109), gli ele-
vati livelli di gelatinasi B possono, almeno in parte, originare dai leucociti polimorfonucleati di ul-
cere croniche infettate (19, 110, 111).

La stromalisina-2 sembra essere critica nella migrazione dei cheratinociti, mentre la stromelisina-1
puo essere coinvolta nel rimodellamento della membrana basale neo-formata e della matrice della
ferita. Inoltre grazie alla loro abilita ad attivare la procollagenasi (112), esse possono contribuire al-
la proteolisi collagenasi-mediata.

POLIMORFISMI NEI GENI DELLE MMPS

Variazioni nei livelli di espressione e di attivazione delle MMPs svolgono un ruolo chiave nei pro-
cessi sopradescritti e variazioni spontanee nella sequenza del DNA dei promotori dei geni delle
MMPs possono modularne ’attivita trascrizionale. Dette varianti geniche, possono contribuire al-
meno in parte alle forti differenze inter-individuali osservate in numerose malattie croniche quali le
patologie cardiovascolari e della cute ed il cancro. Alcune di queste varianti geniche sono state i-
dentificate e associate con la suscettibilita e/o la progressione di aterosclerosi, aneurisma e cancro
(113). Quindi, questi geni potrebbero essere considerati ottimi candidati per lo studio sulla suscetti-
bilita di patologie che coinvolgano una attiva degradazione/rimodellamento della matrice extracel-
lulare. Sono qui di seguito rappresentate alcune tra le varianti piu note delle MMPs.

Tabella 2
POLIMORFISMI NELLE REGIONI PROMOTRICI
DEI GENI DELLE METALLOPROTEASI DI MATRICE
GENE POLYMORPHISM POSITION NATURE OF DISEASE STUDIED REFERENCE
POLYMORPHISM
MMP-1 | -1607 del/ ins 1607 G Ovarian cancer Rutter et al.,1998

Kanamori et al.,1999

Coronary atherosclerosis | Ye et al.,1995
De Maat et al., 1999

-1612 del/ ins (SA/6A Humphries et al.,1998

MMP-3 I hi -1612 A Myocardial
polymorphism) infarction Terashima et al.,1999
Abdominal aortic aneu-
rysm Yoon et al.,1999
Zhang et al., 1999
Coronary atherosclerosis
C-1562T 1562 C>T Intracrapial aneurysm Shimajiri et al.,1999
MMP-9 Microsatellite 90 (CA)n Abdominal aortic aneu-
rysm Peters et al.,1999
Multiple sclerosis Yoon et AL.,1999

Nelissen et al.,200

MMP-12 | A-82G -82 A>G Coronary atherosclerosis | Jormsjo et al.,2000
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