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Obiettivi
QUESTA UNITA DIDATTICA AFFRONTERA:

¢ le metalloproteasi nel rimodellamento fisiologico della matrice;
¢ le metolloproteasi e le loro iperattivita nei processi di degradazione delle ferite croniche.



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 dell’infiammazione delle articolazioni, dell’invasione tumorale e
delle metastasi. Una attivita proteolitica generalmente controllata propria di differenti tipi cellulari ¢
una delle caratteristiche 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,
suddivise in sottogruppi a seconda delle caratteristiche biochimiche del loro sito attivo. Uno sbilan-
ciato ed elevato turnover del’ECM mediato da una sfrenata attivita delle metalloproteasi sulla ma-
trice extracellulare comporta una degradazione eccessiva del collagene e di altri componenti della
matrice in vari tipi di patologie (1-3). Le serin-proteasi implicate nei processi del rimodellamento
tessutale, tra cui I’attivatore tessutale del plasminogeno (tPA) e ’attivatore del plasminogeno tipo
urochinasico (uPA), convertono il plasminogeno dallo stato di zimogeno in plasmina, che puo de-
gradare importanti componenti della matrice extracellulare e attivare alcune pro-MMPs nella forma
attiva. Nello specifico, 'uPA ¢ in grado sia di degradare la fibronectina, un importante componente
della ECM sia di attivare la gelatinasi A (4). Inoltre I’a2-antiplasmina svolge un ruolo primario nel
modulare I’attivita delle MMPs bloccando la loro attivazione inibendo la plasmina prodotta dagli
attivatori del plasminogeno (Fig. 1). Alcune cistein-proteasi (catepsina B, D, G, H, L, N) sono di o-
rigine lisosomiale e vengono rilasciate nella matrice extracellulare in particolari condizioni patolo-
giche. Inoltre, la catepsina G contribuisce al rimodellamento della matrice extracellulare attraverso
’attivazione della collagenasi-1 (MMP-1) (5).
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Figura 1. Rappresentazione schematica del sistema del plasminogeno.



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
tra 1 quali la riproduzione, lo sviluppo fetale e la guarigione delle ferite (7-12), e in altrettanto nu-
merosi processi patologici, tra cui I’invasione di cellule tumorali e metastasi, la degradazione tessu-
tale propria dei processi infilammatori di vari organi, alcune patologie polmonari, la sclerosi multi-
pla, I’aterosclerosi e alcune patologie della cute (13-17). Gli enzimi proteolitici appartenenti alla
famiglia 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 (Tabella 1). Ol-
tre alla degradazione dei numerosi substrati fisiologici le MMPs sono anche implicate in un impor-
tantissimo meccanismo di autoattivazione a cascata che ne potenzia azione ed efficacia (Fig. 1).
Nonostante la vasta gamma di enzimi appartenenti a questa famiglia di proteasi, ci sono importanti
caratteristiche strutturali comuni a tutte le MMPs. Infatti, tutti i membri della famiglia condividono
il dominio propeptidico che viene perso dopo il processo di attivazione ed il dominio catalitico che
contiene 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 ¢ pre-
sente nella stragrande maggioranza delle MMPs ad eccezione della matrilisina che quindi ¢ la piu
piccola della MMPs conosciute (Fig. 3) (19).

Figura 2. Metalloproteasi di matrice. Collagenasi-3 (MMP-13).



Tabella 1. Metalloproteasi di matrice, loro substrati, attivatori esogeni e capacita attivante.

ENZIMA | SUBSTRATO ATTIVATO DA | ATTIVATORE DI
Collagenases
Collagenase-1 Collagen [, IL, IT (IIT>1), VII, VIII, X, gelatin, | MMP-3,-10, pla- MMP-2
(MMP-1) L-selectin, tenascin, serpins, a2 smin, kallikrein
macroglobulin, TNF precursor
Collagenase-2 Collagen [, IT, III, (I>I1I), VII, VIII, X, gela- | MMP-3, -10, plas-
(MMP-8) tin, fibronectin, serpins, a2-macroglobulin min ND
Collagenase-3 Collagen [, IL, IIT (IT>1 o ), 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 ILIV,V,VIL, X, XI, XIV, fi- | MMP-1, -7, -13, -14,
(MMP-2) bronectin, laminin, tenascin, vitronectin, a2- |-15, -16, -24 MMP-9, -13
macroglobulin, TNF precursor, angiostatin
Gelatinase B Gelatin, collagen IV,V,VIL, X, XIV, elastin, MMP-2, -3, -13,
( MMP-9) vitronectin, o1-antitrypsin, a.2- plasmin ND

macroglobulin, TNF precursor, angiostatin

Stromelysins

Stromelysin-1

(MMP-3)

Collagen II1, IV, V, IX, X, gelatin, fibronec-
tin, laminin, tenescin

Plasmin, kallikrein,
elastase

MMP-1, -8, -9, -13

Stromelysin-2

Collagen III, IV, V, gelatin, fibronectin, e-
lastin

Plasmin, kallikrein,
elastase

MMP-1, -7, -8,-9,-13

(MMP-10)
al-proteinase inhibitor, fibronectin, laminin
Stromelysin-3 Furin ND
(MMP-11)
Matrilysin Collagen IV, gelatin, fibronectin, laminin,
(MMP-7) tenascin, elastina, vitronectin, angiostatin MMP-3, plasmin MMP-2
Collagen IV, gelatin, fibronectin, laminin,
Metalloelastase elastin, vitronectin, a l-antitrypsin, TNF pre- | ND ND
cursor, angiostatin
(MMP-12)
Membrane-type MMPs
MT-1MMP Collagen I, II, I, 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 ancora determinato.

¢ 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 monomerici di tipo I e II (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 piu 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 patologiche. Infatti, numerosi studi in
vitro hanno dimostrato che la collagenasi-1 ¢ espressa in numerosi tipi cellulari normali quali chera-



tinociti, fibroblasti, cellule endoteliali, monociti, macrofagi, condrociti ed osteoblasti (19), al con-
trario dell’espressione della collagenasi-2 che ¢ stata ritrovata solo nei neutrofili, nei condrociti in
presenza di IL-1p, in cellule endoteliali e nei fibroblasti sinoviali (23, 24). Infine, la collagenasi-3,
originariamente clonata da tessuto tumorale mammario (25), ¢ stata trovata nel midollo in sviluppo,
nella cartilagine osteoartritica, nella membrana sinoviale reumatoide, in periodontiti, e in cellule
tumorali di melanoma e del carcinoma a cellule squamose (26-29).

¢ Gelatinasi

Le gelatinasi A ¢ 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). Le gelatinasi A e B sono presenti in differenti cellule e tessuti. La gelatinasi A ¢ stata
identificata 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 capacita angio-genetica e ridot-
ta crescita tumorale primaria € con un moderato ritardo nell’accrescimento (31, 32). La gelatinasi B
¢ prodotta dai cheratinociti, monociti, macrofagi alveolari, leucociti polimorfo-nucleati e da nume-
rose 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 ritar-
do nella vascolarizzazione ed ossificazione ed una anomala crescita delle ossa piatte dello scheletro
(33).

¢ Stromalisine

Le stromalisine comprendono un gruppo di enzimi proteolitici tra cui la stromalisina -1 e -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. /n 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 stromalisina-1 processa il precursore del TNF-a, I’a1-proteinase-inibitor e le
proteine mieliniche (16). La stromalisina-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 stromalisina-1, mentre non ¢ stata trovata espressione sui fibroblasti cutanei in vivo. Topi
deficienti in stromalisina-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 III e la subunita B4 dell’integrina (41). E anche capace di attivare la procollagenasi e pro-
cessare il pro-TNF-a, similmente alla stromalisina-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). E importante segnalare che in topi knockout per il gene della matrilisina
i processi di tumorigenesi sono soppressi (45).
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Figura 3. Rappresentazione schematica della struttura dei domini delle MMPs. S, peptide segnale; P, propeptide; C,
dominio catalitico; F, dominio di tipo II per la fibronectina; CP, dominio ricco di cisteina e prolina; L, dominio linker;
H, dominio hemopexin-like; FR, sito di riconoscimento furinico; T, dominio transmembrana, V, dominio vitronectin-
like.

¢ Metalloproteasi tipo-membrana (MT-MMP)

Le MT-MMPs-1, -2, -3, -4 e -5 (MMPs -14, -15, -16, -17 e -24) sono legate alla membrana cellulare
dei tessuti dove sono espresse, ed oltre ad avere un’attivita degradante la matrice extracellulare
prendono parte all’attivazione di altre MMPs. Per quanto riguarda la MT1-MMP, il suo processo di
attivazione extracellulare € noto essere dipendente dalla plasmina (46). Fu clonata per la prima volta
sotto forma di una progelatinasi di 72 kDa (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 L, 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 nanismo, 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, e 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, ¢ a2-macroglobulina (54-56). La MT5-
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 atti-
vare 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, i 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 alternativo
generando cosi un maggior numero di trascritti € quindi differenti isoforme proteiche (58).

¢+ Metalloproteasi di matrice

Nel tessuto normale, degradazione e sintesi dei componenti della ECM devono necessariamente es-
sere in un mutuo equilibrio (Fig. 4). 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
inflammatorie, ormoni, fattori di crescita e interazioni cellula-cellula e cellula-matrice modulano
I’espressione di queste molecole attraverso cambiamenti nei livelli di trascrizione. Inoltre la loro at-
tivita ¢ regolata da attivatori locali, come la plasmina, e da specifici inibitori tessutali delle MMPs, i
cosiddetti inibitori tessutali delle MMPs (TIMPs).
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Figura 4. Degradazione e sintesi dei componenti della matrice.

+ Regolazione a livello 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 1’espressione delle MMPs puo essere
stimolata da agenti esogeni come fattori di crescita e citochine con alcune eccezioni. Ad esempio la
gelatinasi A (MMP-2) ¢ espressa in maniera costitutiva e risponde scarsamente ai comuni regolato-
ri, cosi come la collagenasi-2 (MMP-8) ¢ accumulata in alcuni granuli dei neutrofili, dai quali ¢ i-
stantaneamente rilasciata senza precedente sintesi (19). Al contrario, I’espressione della collagenasi-
2 in altri tipi cellulari quali condrociti, cellule endoteliali o fibroblasti sinoviali, puo essere indotta
da particolari stimoli (23, 24). Infatti IL-1, TNF-a, PDGF, e EGF stimolano 1’espressione di molte
MMPs tramite segnali che dipendono, almeno in parte, da una particolare proteina attivante (AP-1)
legante un sito specifico della MMP. Quasi tutte le MMPs contengono questo sito, eccetto la gelati-
nasi-A e la stromalisina-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 attivanti. Tali elementi sono alta-
mente conservati e presenti in tutti i promotori delle MMPs ad eccezione della MMP-2. Le capacita
attivanti sono regolate da protein-chinasi che mediano i segnali mediante recettori di membrana cel-
lulari attraverso fattori di crescita, citochine, ormoni, e interazioni cellula-cellula e cellula-matrice.



Dette regolazioni sono altamente cellula-specifiche, infatti il TGF-p riduce I’espressione della col-
lagenasi-1 e delle gelatinasi nei fibroblasti ma ne aumenta 1’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 attraverso il legame di differenti componenti della
matrice extracellulare risultando in un’aumentata espressione di particolari MMPs. Anticorpi diretti
contro il recettore per la fibronectina che bloccano ’adesione dei fibroblasti, inducono la sintesi
della collagenasi-1 e della stromalisina-1 (61), mentre anticorpi contro le subunita B1 e B2 delle in-
tegrine stimolano I’espressione della gelatinasi B, ma non quella della gelatinasi A (62), cosi come
il contatto tridimensionale con il collagene induce I’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 espres-
sione di collagenasi-1 (64) oppure aumenti nella densita cellulare abbassano sia la sintesi di colla-
genasi che di stromalisina (65). Al contrario un danno meccanico risulta in un aumentata espressio-
ne degli stessi enzimi. Questi sono esempi di come la regolazione della sintesi delle MMPs dipenda
anche dalla morfologia cellulare.

¢ Attivazione degli zimogeni

Gran parte delle MMPs 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”. Esso ¢ caratteriz-
zato dall’interazione di una cisteina altamente conservata nel propeptide con lo zinco in un sito ca-
talitico che blocca 1’accesso del substrato allo stesso (67). Agenti, quali organomercuriali e caotro-
pici, sono in grado di dissociare il legame covalente tra la cisteina e lo zinco catalitico. Molto vero-
similmente, in vivo I’attivazione avviene mediante processi proteolitici in cui enzimi come tripsina,
plasmina e callicreina trasformano il proenzima in una forma intermedia attiva che poi autocataliti-
camente taglia se stesso trasformandosi nella forma permanentemente attiva. Alcune MMPs del sot-
togruppo delle stromalisine sono capaci di “superattivare” altre MMPs direttamente nella forma to-
talmente attiva.

+ 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, 1 TIMPs, ed inibitori non specifici, come I’a2-macroglobulina e I’al-
antiproteasi. L’a2-macroglobulina ¢ una molecola presente in gran quantita in tutti i 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. 5) sono una famiglia di proteine capaci di inibire
’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.

Il TIMP-1 preferenzialmente inibisce I’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 di TIMP-2 pud 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 stromalisina-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).

Il 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). E stato dimostrato inoltre, inibire in vitro il potenziale invasivo di cel-
lule neoplastiche nel cancro mammario, ed in vivo la crescita tumorale e le metastasi nel topo (87).
L’espressione del TIMP-1 ¢ aumentata da vari fattori di crescita e dalle citochine, come il TGF-f3 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 lisce vasali di ratto non ha effetti sulla proliferazione cellulare, mentre quella di TIMP-2
causa una riduzione in proliferazione dose-dipendente (11). Infine, 1’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 e TIMP-3 sono inoltre capaci di inibire
I’angiogenesi attraverso il blocco della risposta cellulare endoteliale ai pitu importanti fattori angio-
genici.

TIMP-2

Figura 5. Struttura tridimensionale del complesso metalloproteasi/inibitore.



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. Infatti possono
essere necessarie nella rimozione del tessuto devitalizzato e nel rimodellamento del tessuto connet-
tivo nuovamente formato, nella migrazione dei cheratinociti, nell’angiogenesi e nel processamento
di alcuni fattori di crescita (30). Nel contesto di guarigione delle ferite ¢ stato studiato non solo il
contributo delle MMPs, ma anche di altre proteasi, come le serin-proteasi. Nello specifico,
I’attivazione del plasminogeno a plasmina ¢ stata dimostrata in ferite iatrogene umane, con conse-
guente rimozione di matrice provvisoria contenente fibrina (100). Il putativo effetto dannoso di un
eccesso di attivazione di plasminogeno sulla guarigione della ferita ¢ stato dimostrato confrontando
fluidi di ferite croniche con fluidi di ferite guarenti (101). Da qui ¢ stato suggerito un ruolo per
I’attivazione del plasminogeno nei processi di riepitelizzazione poiché uPA, recettore per uPA (u-
PAR) 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 collagenasi-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-B ed il TNF-a. L’espressione epidermica della collagenasi-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 collagenasi-1 possono essere i macrofagi, i
fibroblasti e le cellule endoteliali. Dovuta alla sua abilita a tagliare i collageni fibrillari, la collage-
nasi-1 indubbiamente partecipa al rimodellamento della matrice di collagene. La regolazione della
collagenasi-1 nel derma ¢ verosimilmente differente da quella dei cheratinociti. Infatti il TGF-3
aumenta |’espressione della collagenasi-1 nei cheratinociti in coltura, ma ne diminuisce
I’espressione nei fibroblasti (107). L’aumento dell’espressione della collagenasi-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 puo disturbare la guarigione della ferita (105, 106-108, 109) e che 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 stromalisina-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.

¢ Varianti geniche (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 1’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 studi sulla suscettibilita



di patologie che coinvolgano una attiva degradazione/rimodellamento della matrice extracellulare.
Sono qui di seguito rappresentate (Tabella 2) alcune tra le varianti piu note delle MMPs.

Tabella 2.

POLIMORFISMI DEL DNA NELLA REGIONE DEL PROMOTORE DEI GENI DELLE MMPs

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
MMP-3 -1612 del/ ins -1612 A Coronary atherosclerosis | Ye et al., 1995
(5A/6A polymor- De Maat et al., 1999
phism) Humphries et al., 1998
Myocardial
infarction Terashima et al., 1999
Abdominal aortic aneu-
rysm Yoon et al., 999
MMP-9 C-1562T -1562 C>T Coronary atherosclerosis | Zhang et al., 1999
Microsatellite -90 (CA)n Intracranial aneurysm
Abdominal aortic aneu- | Shimajiri et al.,1 999
rysm
Multiple sclerosis Peters et al., 1999
Yoon et AL., 1999
Nelissen et al., 2000
MMP-12 | A-82G -82 A>G Coronary atherosclerosis | Jormsjo et al., 2000
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