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Le metalloproteinasi della matrice (MMPs) sono chiamate matrixine 
e sono una famiglia di enzimi coinvolti nel turnover della matrice 
extracellulare. Questi enzimi sono normalmente presenti negli indi-

vidui sani ed hanno un ruolo importante in molti processi fisiologici come 
lo sviluppo dell’embrione, la morfogenesi, l’angiogenesi, la guarigione delle 
ferite ed il rimodellamento tissutale. Questi stessi enzimi sono però impor-
tanti anche in numerosi processi patologici come l’insorgenza del cancro, la 
sua diffusione e le metastasi (tanto che per oltre trenta anni le MMPs sono 
state considerate un promettente bersaglio per la terapia, l’aterosclerosi, il 
glaucoma, la cardiopatia ischemica, l’insufficienza cardiaca e l’artrite reu-
matoide.

L’argomento di questa monografia è quindi uno di quelli che, trasversali 
a molte competenze e settori, richiede una cultura particolare che gli Autori 
di questa monografia esprimono in maniera compiuta. La presentazione 
degli Autori, e del Prof. Macchia in particolare cui mi lega un rapporto di 
stima che dura oltre venti anni, è quindi un momento di piacere.

Il Prof. Vincenzo Macchia, dopo aver conseguito la laurea in Medicina 
e Chirurgia presso l’Università degli Studi di Napoli, è stato chiamato a 
ricoprire il ruolo di assistente ordinario e successivamente di Aiuto presso 
la Cattedra di Patologia generale della  stessa Facoltà. E’ stato professore 
incaricato dell’insegnamento di Patologia generale presso la Facoltà di 
Medicina e Chirurgia dell’Università di Napoli “Federico II” e quindi profes-
sore Ordinario di Patologia generale e successivamente di Patologia clinica 
presso la stessa Facoltà. E’ stato Direttore della Scuola di Specializzazione 
di Patologia clinica. Attualmente il Prof. Vincenzo Macchia è Direttore del 
Dipartimento Assistenziale di Patologia clinica dell’Università “Federico II” 
ed è Presidente del Collegio dei Patologi clinici. Nel corso della sua lunga 
carriera universitaria il Prof. Macchia ha mostrato un costante impegno, una 
straordinaria passione per la ricerca ed un elevato rigore scientifico affianca-
to all’attività clinica come testimoniano le oltre 300 pubblicazioni nel campo 
della fisiopatologia e della diagnostica endocrinologica ed oncologica appar-
se in riviste nazionali ed internazionali altamente qualificate.

Caleidoscopio
I ta l iano

Editoriale
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La Prof.ssa Angela Mariano, dopo aver conseguito la Laurea in Scienze 
Biologiche presso l’Università degli Studi di Napoli, ha iniziato a frequen-
tare la cattedra di Patologia generale e successivamente è stata chiamata 
dapprima a ricoprire il ruolo di Professore associato di Patologia clinica 
presso la Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli Studi di 
Napoli “Federico II” e quindi il ruolo di Professore ordinario di Patologia 
clinica presso la stessa Facoltà. La Prof.ssa Angela Mariano è incaricata 
dell’insegnamento di Patologia clinica oltre che nel corso di Laurea in 
Medicina e Chirurgia anche nel Corso di Laurea in Tecnici di laboratorio 
e in varie Scuole di Specializzazione. La Prof.ssa Mariano è Direttore della 
Scuola di Specializzazione in Patologia clinica presso la Facoltà di Medicina 
e Chirurgia dell’Università degli Studi di Napoli “Federico II” e primario 
dell’Area funzionale di Diagnostica oncologica presso il Dipartimento assi-
stenziale di Patologia clinica della stessa Università. La Prof.ssa Mariano 
ha svolto attività di ricerca nel campo della diagnostica endocrinologica ed 
oncologica testimoniata da oltre 200 pubblicazioni apparse su riviste nazio-
nali ed internazionali altamente qualificate.

La Prof.ssa Angelina Di Carlo, dopo essersi laureata in Scienze Biologiche 
ed aver conseguito le specializzazioni in Microbiologia ed in Patologia gene-
rale, ha iniziato a svolgere attività di ricerca presso la Cattedra di Patologia 
generale della Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli Studi di 
Napoli “Federico II”. Nell’anno 1998, dopo Concorso Nazionale, è stata chia-
mata a ricoprire il ruolo di Professore Associato di Patologia clinica presso 
la Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli Studi di Pisa dove 
ha ricoperto anche il ruolo di Vice-Direttore della Scuola di Specializzazione 
in Patologia clinica. Attualmente è Professore ordinario di Patologia clini-
ca presso la Facoltà di Medicina e Chirurgia dell’Università degli Studi di 
Roma “La Sapienza” ed è Presidente del Corso di Laurea in Infermieristica 
“W” presso la stessa Facoltà. Inoltre la Prof.ssa Di Carlo è stata responsabile 
dell’Unità Operativa Complessa (U.O.C.) Universitaria di Patologia clinica 
presso l’ospedale “A. Fiorini”, Terracina (LT). Il campo di ricerca della Prof.
ssa Di Carlo ha riguardato importanti tematiche nel campo della fisiopatolo-
gia e diagnostica endocrinologica e nel campo della oncologia sperimentale 
testimoniata da oltre 150 pubblicazioni apparse su riviste nazionali ed inter-
nazionali altamente qualificate.

Sergio Rassu
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Introduzione

I tessuti animali sono formati dalle cellule e dalla matrice extra-cellulare 
(MEC) in cui si trovano, in varie proporzioni, proteine, polisaccaridi e com-
ponenti fibrotici. Tali componenti sono organizzati in rete e sono responsabili 
delle diversità morfologiche e fisio-patologiche dei tessuti. Inoltre, fornisco-
no l’appropriato substrato per la crescita e la differenziazione cellulare (1). 
La matrice extra-cellulare mantiene l’adesione fra le cellule ed attraverso 
i recettori di adesione sulla superficie cellulare trasmette i segnali. Nella 
MEC distinguiamo la matrice interstiziale e la membrana basale. La matrice 
interstiziale occupa tutto lo spazio tra le cellule mesenchimali e la membrana 
basale. La membrana basale separa le cellule epiteliali dallo stroma sotto-
stante, è costituita da matrice extra-cellulare organizzata in forma laminare 
e rappresenta la prima barriera contro l’invasione tumorale (2). L’interazione 
fra complesso proteico-fibroso, proteine solubili e recettori di membrana 
influenza la migrazione, la proliferazione, lo stadio di differenziazione e 
l’apoptosi delle cellule (1).

La MEC è costituita da collageni, glicoproteine non collagenose e pro-
teoglicani. I collageni rappresentano una caratteristica famiglia di molecole 
(>20 tipi) geneticamente distinti con una tipica configurazione a tripla elica 
costituita da tre sub-unità α; sono presenti in tutti gli animali pluricellulari e 
sono i più abbondanti componenti della matrice-extra-cellulare. Tra questi i 
cosidetti collageni fibrillari (tipo I, II, III, V e XI) formano le fibrille ed influen-
zano le funzioni cellulari attraverso le interazioni con le integrine (proteine 
leganti l’esterno della cellula con l’interno). Il collageno tipo IV è il principale 
componente della membrana basale. Le glicoproteine non collagenose sono 
costituite principalmente da laminine e fibronectine. Le laminine sono etero-
dimeri glicoproteici costituite da catene α, β e γ. Sono localizzate principal-
mente nella membrana basale formando un reticolo con il collageno tipo IV. 
Influenzano le funzioni cellulari legandosi ai recettori di superficie (integrine 
e non integrine). Le fibronectine sono dimeri glicoproteici presenti sia nella 
MEC che nel sangue, formano fibrille ed influenzano morfologia, adesione, 
migrazione e differenziazione cellulare legandosi alle integrine. I proteoglica-
ni sono mucopolissacaridi legati covalentemente a molecole proteiche (3).

La degradazione controllata della matrice extra-cellulare è una importante 
caratteristica in diversi processi biologici come embriogenesi, riparazione e 
rimodellamento tissutale. In condizioni fisiologiche tale processo è finemente 
regolato. Le alterazioni nella degradazione della MEC sono fra le cause di 
molte malattie come artrite, nefriti, cancro, encefalomielite, ulcere croniche, 
fibrosi ecc. Il rimodellamento incontrollato della MEC del miocardio e dei 
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vasi sanguigni è concausa di disordini cardiovascolari come aterosclerosi, 
stenosi, ipertrofia ventricolare sinistra, collasso cardiaco ed aneurisma (4). 
D’altro canto la degradazione controllata della MEC è una tappa fondamen-
tale della crescita, invasione e metastasi dei tumori maligni (5). Nel processo 
di degradazione della MEC sono coinvolti vari enzimi proteolitici. Infatti il 
sistema proteolitico operante nei tessuti umani è estremamente complesso 
e nel genoma umano sono presenti più di 500 geni codificanti per proteasi 
o proteine proteasi-like. Fra tutti gli enzimi proteolitici, i componenti della 
famiglia delle matrix metallo-proteinasi (MMPs) o matrixine sono di vitale 
importanza grazie alla loro abilità di tagliare virtualmente tutti i componenti 
della MEC e della membrana basale. Attualmente è stato inequivocabilmente 
dimostrato che le MMPs sono direttamente coinvolte in una grande varietà 
di malattie ed in numerose condizioni fisiopatologiche in cui vi è aberrante 
rimodellamento dei tessuti. Le evidenze sperimentali suggeriscono che i 
singoli componenti della famiglia delle MMPs svolgono un ruolo preciso e 
ben definito nella proteolisi fisiopatologia della MEC e conseguente rimodel-
lamento tissutale ma non necessariamente primario. Inoltre le MMPs sono in 
grado di modulare l’attività dei fattori di crescita, delle citochine e dei loro 
recettori. Nelle neoplasie l’elevata espressione delle MMPs è frequentemente 
associata all’invasione delle cellule maligne, alla formazione di metastasi ed 
alla neovascolarizzazione del tumore. La famiglia delle MMPs è un comples-
so di proteasi esclusivo, multifunzionale in grado di promuovere la mobilità 
cellulare, di usurpare il controllo tumorale ed agisce sotto il rigido controllo 
di meccanismi regolatori multidimensionali.

Key words: matrix metalloproteinasi, zimografia, tumori umani
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La famiglia delle Matrix Metallo-
Proteinasi (MMPs)

Le proteinasi della matrice extracellulare (MMPs) sono una famiglia di 
endopeptidasi zinco-dipendenti secrete o legate alla membrana cellulare, fun-
zionano a pH neutro e per la loro attività richiedono ioni Ca++. Sono sintetiz-
zate sotto forma di pre-pro-peptide e richiedono l’attivazione proteolitica che 
può essere extra-cellulare o intra-cellulare. L’attivazione proteolitica determi-
na il rilascio del pro-peptide N-terminale ed espone il sito attivo dell’enzima 
creando la forma enzimatica con piena attività funzionale. La conversione 
alla forma attiva necessita dell’intervento di altri enzimi proteolitici compreso 
quello di altre MMPs. Una volta attivate le MMPs possono essere inibite dagli 
inibitori tissutali.

In base al substrato su cui agiscono le MMPs sono state suddivise in 5 
gruppi: matrilisine, collagenasi, stromelisine, gelatinasi ed MMPs di mem-
brama. Il sequenziamento completo del genoma umano ha permesso di 
identificare il set completo delle MMPs prodotte dalle cellule umane. Sono 
stati identificati 24 geni distinti che codificano per le MMPs (6). Tali enzimi 
sono stati quindi rinominati e classificati in base alla loro struttura in 8 classi 
di cui 5 sono secrete (Tab. 1 e 2) e tre sono legate alla membrana cellulare 
(MT-MMPs) (Tab. 3 e 4).

La struttura base (minimal-domain) delle MMPs contiene: a) un pre-
peptide (peptide segnale) amino-terminale di 17-29 aminoacidi che dirige 
l’enzima nel reticolo endoplasmatico; b) un pro-peptide di 77-87 aminoacidi 
contenente un gruppo thiol (SH) che interagisce con lo zinco e mantiene l’en-
zima nella forma inattiva di zimogeno; c) un dominio catalitico di circa 170 
amino-acidi con un sito legante lo zinco. Le matrilisine 1 e 2, ridenominate 
MMP-7 ed MMP-26 rispettivamente, sono costituite solo dal minimal-domain 
(7) (Fig. 1). Le altre MMPs, in aggiunta al minimal-domain, contengono un 
dominio hemopexin-like (Hpx) di circa 200 aminoacidi, legato da un ponte 
al dominio catalitico. La hemopexin è una β-globulina di 57 kDa, contenen-
te circa il 22% di carboidrati, costituita da quattro repeats di cui il primo e 
l’ultimo sono legati da un ponte solfuro (S-S). Essa media le interazioni con 
gli inibitori tissutali, le molecole della superficie cellulare ed i substrati pro-
teolitici. Questa è la struttura della maggior parte delle metallo-proteinasi 
ed è nota come simple hemopexin-domain o struttura archetipo (8). Tale 
disegno archetipo è nelle MMP-1, -8, -13, -18 (collagenasi 1, 2, 3, 4), MMP-3, 
-10 (stromelisine 1, 2), MMP-12 (metalloelastase), MMP-19 (da Xenopus laevis) 
MMP-20 (enamelisina), MMP-27 (Fig. 2). Le due gelatinasi A e B (MMP-2 ed 
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MMP-9) alla struttura archetipo incorporano, nel dominio catalitico, 3 modu-
li di fibronectina tipo II, che forniscono un dominio legante il collageno (9) 
(Fig. 3). Un gruppo di MMPs sono secrete in forma attivata. In tale gruppo, il 
simple hemopexin domain contiene, tra il pro-dominio e il dominio catalitico, 
un residuo di furina (Fu). La furina appartiene alla famiglia delle proteinasi 
intracellulari presenti nell’apparato del Golgi e consente l’attivazione intra-
cellulare delle proteine secrete. Pertanto, tale struttura (detta Furin activable) 
consente l’attivazione intracellulare delle MMPs. Appartengono a tale grup-
po la MMP-11 (stromelisina 3), MMP-28 (epilisina) (10) (Fig. 4). La furina si 
trova anche nelle MMPs con inserto di Vitronectin. A tale gruppo appartiene 
la MMP-21 omologo della X-MMP (da Xenopus laevis) (Fig. 5). Un frammento 
parziale della MMP-21 umana è stato clonato; tuttavia la sequenza non è stata 
inviata alla GeneBank e l’enzima umano non è stato caratterizzato.

Le MMPs di membrana (MT-MMPs) sono legate alla membrana cellulare. 
La struttura è costituita dal simlpe hemopexin domain con l’inserto di furi-
na tra il propeptide ed il dominio catalitico, quindi sono tutte caratterizzate 
dall’attivazione intra-cellulare. Sulla base dell’ancoraggio alla membrana 

		  MMPs secrete

Struttura	 Pseudonimo	 Nome

Dominio minimo	 Matrilisina-1	 MMP-7
		  Matrilisina-2	 MMP-26
Dominio hemopexin semplice	 Collagenasi-1	 MMP-1
(Archetipo)	 Collagenasi-2	 MMP-8
		  Collagenasi-3	 MMP-13
		  Collagenasi-4	 MMP-18 (Xenopus)
		  Stromelisina-1	 MMP-3
		  Stromelisina-2	 MMP-10
		  Metallo-elastase	 MMP-12
			   MMP-19 (Xenopus)
		  Enamelisina	 MMP-20
		  MMP-27
Gelatina-binding	 Gelatinasi-A	 MMP-2
		  Gelatinasi-B	 MMP-9
Inserto Furina	 Stromelisina-3	 MMP-11
		  Epilesina	 MMP-28
Inserto Vitronectina-like		  MMP-21

Tabella 1. Struttura e nomenclatura della famiglia delle MMPs.
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cellulare le MT-MMPs sono state suddivise in tre gruppi. Il primo gruppo è 
caratterizzato dalla presenza di un dominio transmembrana a singola catena 
dalla parte C-terminale ed un piccolo dominio citoplasmatico. A tale gruppo 
appartengono le: MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP e MT5-MMP (11) (Fig. 6). 
Il secondo gruppo, a cui appartengono la MT4-MMP e la MT6-MMP, è legato 
alla membrana citoplasmatica dal glicosil-fosfatidil-inositolo (GPI) (12) (Fig. 
7). Il terzo gruppo manca del dominio hemopexin ed è legato alla membrana 
citoplasmatica da una àncora segnale dalla parte N-terminale a cui segue un 
piccolo peptide citoplasmatico. Inoltre presenta dal lato C-terminale un pecu-
liare schieramento di cisteina (cisteina array) a cui segue un dominio Ig-like 

MMPs Trans-membrana (MT-MMPs)

Struttura	 Pseudonimo	 Nome

Tipo I	 MMP-14	 MT1-MMP
		  MMP-15	 MT2-MMP
		  MMP-16	 MT3-MMP
		  MMP-24	 MT5-MMP
Glicosil-Fosfatidil-Inositolo	 MMP-17	 MT4-MMP
(GPI-anchored)	 MMP-25 	 MT6-MMP
Tipo II	 CA-MMP	 MMP-23A
			   MMP-23B

Tabella 3. Struttura e nomenclatura della famiglia delle MMPs.

Enzima	 MMP	 Cromosoma	 Peso Molecolare	 Substrati	 Substrati addizionali
			   umano	 (Latente/Attiva)	 Collageni	

Trans-membrana tipo I					   
MT1-MMP	 MMP-14	 14q11-q12	 66.000/56.000	 I, II, III	 Aggrecan, Elastina, Fibronectina, 
						      Gelatina, Laminina, MMP-2, -13 
MT2-MMP	 MMP-15	 15q13-q21	 72.000/60.000		  Fibronectina, Gelatina, Laminina, 
						      MMP-2
MT3-MMP 	 MMP-16	 8q21	 64.000/52.000		  MMP-2
MT5-MMP	 MMP-24	 20q11.2	          -/62.000		  Fibronectina, Gelatina, Laminina
GPI ancorata					   
MT4-MMP	 MMP-17	 12q24.3	 57.000/53.000		  Fibrina, Gelatina
MT6-MMP	 MMP-25	 16p13.3		  IV	 Fibronectina, Gelatina, Laminina
Trans-membrana tipo II					   
CA-MMP	 MMP-23	 1p36.3			   ------

Tabella 4. Componenti della famiglia delle MMPs legate alla membrana cellulare.
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(Fig. 8). A tale gruppo appartiene solo la MMP-23 distinta in MMP-23A ed 
MMP-23B codificate da 2 geni distinti ma con stessa sequenza aminoacidica 
(13, 14) (Tab. 1, 2, 3 e 4).

Matrilisine 1 e 2 (MMP-7 e MMP-26)

Le matrilisine 1 (MMP-7) e 2 (MMP-26) mancano del dominio di hemo-
pexin sono quindi costituite solo dal dominio minino e sono chiamate anche 
endometasi. La matrilisina 1 (MMP-7) è sintetizzata dalle cellule epiteliali ed 
è secreta apicalmente. Agisce sui componenti della MEC e alcune molecole 
della superficie cellulare come la pro α-defensin, Fas-Ligand, pro-tumor 
necrosis factor (TNFα) ed E-cadherin. 

La matrilisina 2 (MMP-26) è stata scoperta recentemente ed il 40% della 
sequenza amimoacidica è identica a quella della MMP-7. E’ espressa da 
alcuni tipi di cellule normali come quelle dell’endometrio ed in diversi tipi 
di carcinoma. E’ in grado di digerire diversi componenti della MEC ed a dif-
ferenza di molte altre MMPs è immagazzinata in grande quantità all’interno 
delle cellule. Svolge un ruolo fondamentale nell’infiammazione ed è espressa 
in grande quantità nei macrofagi e nei leucociti polimorfonucleati (Fig. 1).

Collagenasi 1,-2,-3 (MMP-1, MMP-8, MMP-13), collagenasi 4 (MMP-18 
da Xenopus laevis)

La collagenasi 1 (MMP-1), il primo componente della famiglia delle MMP, 
è stata purificata dalla coda del girino in cui la collagenolisi è richiesta per 

Figura 1. Struttura base delle metallo proteinasi (dominio minino), adattata 
dalla Ref. 24.
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digerire il collageno della coda durante la metamorfosi dell’anfibio. Il cDNA 
della MMP-1 umana clonato e sequenziato è stato ottenuto da fibroblasti della 
pelle. La MMP-1 umana è prodotta come due differenti pro-enzimi glicosilati 
di 52 kDa e 57 kDa dai quali dopo il taglio proteolitico del pro-peptide si 
formano due proteinasi attive di 42 e 47 kDa rispettivamente. E’ espressa in 
molti tipi di cellule normali in coltura (cheratinociti, fibroblasti, cellule endo-
teliali, monociti, macrofagi, epatociti, condrociti) ed in molti tipi di cellule 
tumorali. Taglia molti componenti della MEC (collageni tipo I, II, III, VII, 
VIII e X, aggrecan, inibitori delle serine proteasi, e della α2 macroglobulina) 
ma non i principali componenti della membrana basale. L’espressione della 
MMP-1 è stata evidenziata in molti processi fisiologici (sviluppo embrionale, 
rimarginazione delle ferite) e patologici (ulcere cutanee croniche) e in diversi 
tipi di tumori (carcinoma mammario, colorettale, gastrico, ovarico, esofageo, 
melanoma maligno, adenocarcinoma del pancreas) (15, 16).

La collagenasi 2 (MMP-8), nota anche come collagenasi neutrofila è 
sintetizzata dai neutrofili durante la loro maturazione nel midollo osseo, 
è immagazzinata nei granuli intracellulari ed è rilasciata in risposta a sti-
moli extra-cellulari (17). La MMP-8 è caratterizzata da sei potenziali siti di 
N-glicosilazione, viene secreta sia come forma non glicosilata di 55 kDa che 
come forma glicosilata di 75 kDa. E’ espressa dai condrociti nella cartilagine 
articolare, dalle cellule mononucleari fibroblasti-like nella sinovia reumatoi-
de, dalle cellule epiteliali bronchiali e dai monociti durante le bronchiti (18). 
E’ presente in molti tipi di cellule normali in coltura (condrociti, fibroblasti 
della sinovia reumatoide, fibroblasti gengivali, cheratinociti della mucosa 
orale) e cellule del melanoma. I substarti principali della MMP-8 sono i 
collageni fibrillari; taglia il collageno tipo I in modo significativamente più 
efficiente rispetto al collageno tipo III. Può regolare l’infiammazione taglian-
do ed attivando le chemiochine. La MMP-8 è coinvolta in molti processi sia 
fisiologici (cartilagine articolare, maturazione dei neutrofili), che patologici 
(sinovia reumatoide, bronchiti) e nel carcinoma ovarico (19).

 La collagenasi 3 (MMP-13) è stata clonata da cellule di carcinoma umano 
della mammella (20). E’ secreta come una glicoproteina di 60 kDa ed è atti-
vata ad una forma di 48 kDa (attraverso una forma intermedia di 50 kDa) da 
plasmina, stromelisina, MMP-2 ed MT1-MMP. Rispetto alle altre MMPs ha 
un pattern di espressione piuttosto ristretto ed una specificità di substrato 
molto vasta. Agisce sui collageni fibrillari (tipo I, II, III), gelatina, collageni 
tipo IV, IX, X e XIV, tenascina C, fibronectina, aggrecan, versican, fibrillina-1 
ed osteonectina. Inoltre, la MMP-13 può inattivare alcune chemiochine come 
i monociti chemoattractant protein 3 (MCP-3) ed il fattore-1 derivato della 
cellule stromali (SDF-1) ed infine sembra essere coinvolta nell’attivazione del 
pro-TGFβ3. La sua azione si manifesta in poche situazioni fisiologiche in cui 
è coinvolto il rapido ed effettivo rimodellamento dei collageni della matrice 
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extra-cellulare e.g. sviluppo delle ossa fetali, rimodellamento osseo dopo 
la nascita, riparazione delle ferite della pelle fetale e delle gengive. Agisce 
in situazioni patologiche caratterizzate dalla distruzione dell’architettura 
del collageno tissutale (cartilagine osteoartritica, sinovia reumatoide, ulcere 
cutanee croniche, ulcerazioni intestinali, periodontiti croniche, aterosclerosi 
ed aneurisma dell’aorta). La enorme capacità proteolitica della MMP-13 (col-
lagenasi 3) suggerisce che si tratta di una proteinasi potente e potenzialmente 
distruttiva, pertanto la sua espressione, in situazioni fisiologiche, è rigida-
mente controllata.

La collagenasi 4 (MMP-18 da Xenopus laevis) non è stata identificata 
nell’uomo (Fig. 2). 

Stromelisine 1, -2, -3 (MMP-3, MMP-10, MMP-11)

La stromelisina 1 (MMP-3) e la stromelisina 2 (MMP-10) hanno una spe-
cificità di substrato simile. Tuttavia la MMP-3 presenta efficienza proteolitica 
migliore della MMP-10, ed oltre che sui componenti della MEC, agisce su 
diverse proMMPs. In particolare l’azione litica della MMP3 sulla MMP-1 è 
critica per la formazione della MMP-1 completamente attivata (Fig. 2). La 
stromelisina 3 (MMP-11) è caratterizzata da attività litica molto debole verso i 
componenti della MEC ed è secreta dalle cellule in forma attiva (Fig. 4).

Figura 2. Struttura archetipo delle metalloproteinasi, adattata dalla Ref. 24.
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Gelatinasi A e B (MMP-2 e MMP-9)

Le gelatinasi o collagenasi tipo IV, MMP-2 (gelatinasi A) e MMP-9 (gelati-
nasi B) sono caratterizzate dalla presenza di tre moduli di fibronectina tipo II 
che permettono lo svolgimento e la completa degradazione della tripla elica 
del collageno. I geni che codificano per le gelatinasi e la sequenza dei rispet-
tivi promotori sono stati caratterizzati, e tali enzimi possono essere purificati 
mediante gelatina affinity cromatografia. Pur essendo molto simili le due 
gelatinasi presentano sostanziali differenze nella regolazione dell’espressio-
ne, della glicosilazione, dell’ attivazione del pro-enzima e della specificità 
per i substrati. La MMP-2 è una proteina di 72 kDa non glicosilata; è espressa 
nei fibroblasti, nelle cellule endoteliali, nelle cellule epiteliali e nelle cellule 
trasformate. Nel siero circola come monomero. La MMP-9 ha peso molecolare 
di 92 kDa, contiene 2 siti N-glicosilati nel pro-peptide e nel dominio catali-
tico ed alcuni glicani O-linked. E’ espressa nei leucociti, nei periciti (cellule 
mesenchima-like di forma allungata, situate vicino alla parete esterna delle 
venule, relativamente indifferenziate), nelle cellule endoteliali e nelle cellule 
trasformate. Nel plasma circola come monomero o complessata con lipocalin 
neutrofila e può formare dimeri e/o multidimeri. La caratteristica peculiare 
delle MMP-2 e -9 è che sono in grado di digerire rapidamente la gelatina 
(collageni denaturati) con l’aiuto dei tre repeats di fibronectina che si legano 
alla gelatina/collageno. Digeriscono l’elastina, i collageni tipo IV, V, lamini-
na, aggrecan, core proteine ed altri componenti della matrice extra-cellulare 
e della membrana basale. I substrati delle gelatinasi, inoltre, comprendono 
anche proteinasi, proteinasi inibitori, fattori della coagulazione, molecole 
chemotattiche, fattori di crescita latenti, proteine leganti i fattori di crescita, 
recettori di membrana, molecole di adesione ed anche substrati intra-cellu-
lari. La specificità dei substrati delle MMP-2 e -9 è simile ma non identica. 
La differenza principale è la capacità della MMP-2 di degradare il collageno 
nativo tipo I. Alcuni substrati mostrano una selettività verso MMP-2 di circa 
200 volte maggiore rispetto alla MMP-9. La differenza nella specificità dei 
substrati è stata attribuita al subsito S2 del sito catalitico, dove la MMP-9 con-
tiene acido aspartico e la MMP-2 contiene acido glutammico (21). La MMP-2, 
ma non la MMP-9, digerisce il collageno tipo I, II e III allo stesso modo delle 
collagenasi. L’attività della MMP-2 in soluzione è molto più debole di quel-
la della MMP-1 (collagenasi 1), tuttavia, siccome la pro-MMP-2 è reclutata 
alla superficie cellulare ed è attivata dalle metalloproteinasi di membrana, 
è probabile che la MMP-2 possa esprimere una ragionevole attività litica 
sulla/o vicino alla superficie cellulare. La MMP-2 intracellulare dei cardio-
miociti digerisce la troponina I, la catena leggera della miosina e la poly(ADP-
ribose) polimerasi. La regolazione della espressione delle due gelatinasi è 
diversa (22). La MMP-2 è costituzionalmente espressa con pochi e modesti 
meccanismi di down and-up regulation nelle varie condizioni. La MMP-9 è 
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altamente inducibile ed è sotto il controllo dei fattori crescita, chemiochine 
ed altri segnali stimolatori. Entrambe le gelatinasi sono coinvolte in molti 
processi fisiologici e patologici. Sono richieste nei processi invasivi durante 
la riproduzione, crescita, sviluppo, mobilitazione dei leucociti, infiamma-
zione, rimarginazione delle ferite, angiogenesi. Aumento dell’attività delle 
gelatinasi è stata osservata nelle infiammazioni, nelle malattie infettive, nei 
processi degenerativi del cervello, nelle malattie vascolari. Recenti studi 
hanno dimostrato che: a) la MMP-2 è coinvolta nelle disfunzioni cardiache e 
b) la MMP-9 ha un ruolo protettivo nei processi di aterosclerosi infatti limita 
la crescita delle placche e ne aumenta la stabilità (23). La MMP-2 e la MMP-9 
sono coinvolte in molte tappe dello sviluppo e della progressione tumora-
le: crescita del tumore primario, angiogenesi, extravasione ed intravasione 
delle cellule neoplastiche, migrazione, invasione delle cellule metastatiche 
nell’organo secondario, inizio e mantenimento della crescita tumorale nel 
sito metastatico. Inoltre, possono anche sopprimere la progressione tumorale 
agendo, con taglio proteolitico, su molti substrati bioattivi. L’effetto finale, 
quindi, dipende in larga misura dal contesto generale del microambiente che 
promuove la trasformazione maligna. Sono generalmente associate a fenoti-
po maligno, invasione, progressione e bassa sopravvivenza (24-26). Sono sin-
tetizzate dalle cellule tumorali ma anche dallo stroma. Si ritiene che le cellule 
tumorali possano stimolare le cellule stromali della neoplasia a sintetizzare le 
gelatinasi in modo paracrino attraverso la secrezione di interleuchine, inter-
ferone e fattori di crescita. Dopo la secrezione locale possono raggiungere il 
torrente circolatorio e ritrovarsi nei vari liquidi biologici (Fig 3).

Figura 3. Struttura delle metalloproteinase leganti la gelatina, adattata dalla 
Ref. 24.
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MMPs Transmembrana (MT-MMPs)

Le MT-MMPs di tipo I sono le MMP-14, -15, -16, e -24 (ridenominate 
MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP e MT5-MMP rispettivamente), attivano 
la proMMP-2 e digeriscono diverse proteine della matrice extra-cellulare. In 
particolare la MT1-MMP (MMP-14) presenta attività gelatinolitica sui colla-
geni tipo I, II e III. I topi MT1-MMP null mostrano, dopo la nascita, anomalie 
dello sviluppo scheletrico dovute molto probabilmente alla mancanza dell’ 
attività collagenolitica (27). Inoltre la MT1-MMP svolge un importante ruolo 
nella angiogenesi (28). La MT5-MMP è specifica del cervello ed è espressa 
prevalentemente nel cervelletto (29). Le MT-MMPs ancorate alla membra-

Figura 4. Struttura delle MMPs secrete con inserto di furina, adattata dalla 
Ref. 24.

Figura 5. Struttura delle MMPs con inserto di Vitronectina, adattata dalla 
Ref. 24.
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na cellulare dal glicosil-fosfatidil-inositolo (GPI-anchored) sono la MMP-17 
e la MMP-25 (ridenominate MT4-MMP ed MT6-MMP). La MT4-MMP è 
l’unica metalloproteinasi legata alla membrana cellulare che non attiva la 
proMMP-2. La MT6-MMP (MMP-25) è espressa quasi esclusivamente nei leu-
cociti circolanti, nell’astrocitoma anaplastico e nel glioblastoma, ma è assente 
nei meningiomi (30).

Il tipo II delle MT-MMPs include solo una metalloproteinasi la CA-MMP 
nota anche come MMP-23. La MMP-23, detta anche cisteina array MMP, è 
espressa prevalentemente nei tessuti riproduttivi (14). L’enzima manca della 
cisteina nel predominio, e del dominio hemopexin. (Fig. 8).

Figura 6. Struttura delle MMPs  trans-membrana (MT-MMPs) Tipo I, adat-
tata dalla Ref. 25.

Figura 7. Struttura delle MMPs trans-membrana legate con Glicosil-Fosfati-
dil-Inositolo (GPI), adattata dalla Ref. 25.
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Altre MMPs

Cinque metalloproteinasi vengono generalmente classificate come altre 
MMPs. Di queste, quattro hanno la struttura archetipo ed una è caratte-
rizzata dall’inserto di Furina ed è nota come epilisina (MMP-28) (Tab. 2 e 
Fig. 4). La epilisina (MMP-28) è espressa prevalentemente nei cheratinociti. 
Presumibilmente ha un ruolo primario nella emostasi tissutale e nella rimar-
ginazione delle ferite (31). Le quattro MMPs con struttura archetipo sono le 
macrofagi elastasi (MMP-12 e MMP-19), la MMP-20 e la MMP-27 (Tab. 2 e Fig. 
2). La MMP-12 (metalloelastase) è espressa principalmente nei macrofagi ed 
è indispensabile per la loro migrazione (32); digerisce l’elastina e molte altre 
proteine. La MMP-19 è stata scoperta nello Xenopus laevis. Recentemente, è 
stata identificata la MMP-19 umana dal cDNA clonato del fegato e come un 
autoantigene derivato dalle cellule T di pazienti con artrite reumatoide (33). 
La MMP-20 (enamelisina) digerisce la amelogenina ed è prevalentemente 
localizzata a livello dello smalto dentale di nuova formazione. La amelogeni-
na imperfetta, un disordine genetico causato dalla formazione anomala dello 
smalto dentale, è dovuta a mutazioni sui cleavage siti della MMP-20 (34). 
La MMP-22 è stata clonata da fibroblasti di pollo (C-MMP) (35); l’omologo 
umano è stato identificato sulla base delle sequenze EST ed è nota anche 
come MMP-27. La funzione di questo enzima è ancora sconosciuta.

Figura 8. Struttura delle MMPs trans-membrana Tipo II (cisteina array), 
adattata dalla Ref. 25.
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Attivazione delle MMPs

Le MMPs sono sintetizzate come pre-pro-enzima. Il pre-peptide (peptide 
segnale) viene rimosso dopo la traslazione e si forma il pro-enzima (zimoge-
no) inattivo la cui attivazione è una tappa importante nella regolazione delle 
attività delle MMPs. I componenti della famiglia delle MMPs mantengono 
l’enzima nella forma latente con un meccanismo noto come “cysteine switch”. 
La cisteina spaiata della sequenza altamente conservata “Pro-Arg-Cys-Gly-X-
Pro-Asp” nel pro-dominio forma un ponte con lo zinco del sito catalitico e 
impedisce l’attività enzimatica. L’attivazione avviene quando questo legame 
è rotto chimicamente per es. con acido amino-fenil-mercurio (APMA) oppure 
quando il pro-peptide è rimosso con taglio proteolitico. Le MMPs, secrete 
come proMMPs, sono caratterizzate dalla presenza di una regione esca nel 
dominio catalitico contenente zinco e vengono attivate con meccanismo simi-
le a quello della coagulazione e chiamato “stepwise activation” (36). Questo 
tipo di attivazione è un sistema di regolazione molto sofisticato che consente 
di controllare perfettamente l’attività distruttiva di tali enzimi. L’attivazione 
delle MMPs inizia con il taglio della regione esca da parte delle proteinasi 
tissutali o plasmatiche o batteriche (da batteri opportunistici) che reagiscono 
con il gruppo thiol (SH) della cisteina switch. Tale taglio rimuove una parte 
del pro-peptide attivando solo parzialmente le MMPs. L’attivazione comple-
ta avviene con la rimozione completa del pro-peptide successiva a processi 
intermolecolari che richiedono l’intervento di altri enzimi tra cui alcune 
MMPs attivate. Infatti, il taglio della ragione esca, determinato da specifiche 
sequenze trovate in ogni MMP, destabilizza il resto del pro-peptide (incluso 
l’interazione cisteina-switch zinco) e permette il processo intermolecolare da 
parte di alcune MMPs intermedie (parzialmente attivate) o da parte di altre 
MMPs completamente attivate. Quindi la tappa finale dell’attivazione è con-
dotta da un’altra metalloproteinasi. Dieci MMPs contengono una proteina 
convertasi furina-like che riconosce la sequenza RX[K/R]R alla fine del pro-
peptide e consente l’attivazione intracellulare. Dopo l’attivazione, tali pro-
teinasi sono secrete oppure rimangono legate alla superficie cellulare come 
enzimi attivi la cui attività è regolata da inibitori endogeni. Un interessante 
pathway di attivazione in vivo è quello che avviene mediante l’azione della 
plasmina. La plasmina si forma dal plasminogeno grazie all’azione di due 
attivatori: l’attivatore del plasminogeno legato alla fibrina e l’attivatore della 
urochinasi plasminogeno legato ad uno specifico recettore sulla superficie 
cellulare. Entrambi gli attivatori sono associati alla membrana e probabilmen-
te determinano attivazione locale delle proMMPs e seguente turnover della 
matrice extracellulare. La plasmina attiva proMMP-1, proMMP-3, proMMP-7, 
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proMMP-9, proMMP-10 e proMMP-13. Infine alcuni inibitori specifici delle 
MMPs (TIMPs) interferiscono con l’attivazione interagendo con gli attivatori 
intermedi prima che l’enzima sia completamente attivato.

Attivazione delle collagenasi
L’ attivazione completa delle collagenasi richiede la interazione dell’urochi-

nasi attivatore del plasminogeno e della stromelisina 1 (MMP-3). L’urochinasi 
converte il plasminogeno in plasmina (serina proteasi attivata) che attiva 
parzialmente la pro-collagenasi e converte la proMMP-3 in MMP-3 (stromeli-
sina); quest’ultima agisce sulla collagenasi parzialmente attivata trasforman-
dola nella forma completamente attivata  (37) (Fig.9).

Attivazione della proMMP-2 sulla superficie cellulare
La proMMP-2 non è prontamente attivata ma segue dei percorsi particola-

ri ben conosciuti. La proMMP-2 viene attivata principalmente sulla superficie 
cellulare con un meccanismo mediato dalle MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-
MMP, MT5-MMP e MT6-MMP. La MT4-MMP non attiva la proMMP-2.

Il meccanismo di attivazione della proMMP-2 mediato dalla MT1-MMP è 
ben conosciuto e richiede la presenza di TIMP-2 (38). Sulla superficie cellulare 
la MT1-MMP attivata lega una molecola di TIMP-2 e quindi risulta inibita. 

Figura 9. Meccanismo di attivazione delle collagenasi. La plasmina e la stro-
melisina cooperano nella produzione della collagenasi completamente atti-
vata. La urochinasi prodotta dai cheratinociti converte il plasminogeno in 
plasmina (una serina proteasi attivata). La plasmina converte la pro-strome-
lisina in stromelisina e la pro-collagenasi in collagenasi parzialmente atti-
vata grazie al taglio del pro-peptide. La stromelisina può convertire la colla-
genasi parzialmente attivata nella forma completamente attivata (adattata 
dalla Ref. 37).
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Le MT1-MMP possono formare dimeri o multimeri attraverso l’interazione 
con il dominio hemopexin. La hemopexin della proMMP-2 si lega al dominio 
C-terminale della TIMP-2. La MT1-MMP attivata del dimero taglia la regione 
esca della proMMP-2 che si dissocia dalla membrana e viene attivata comple-
tamente dal processo intermolecolare (39-40) (Fig.10). 

L’attivazione della proMMP-2 da parte della MT2-MMP è diretta ed è 
indipendente dalla presenza del TIMP-2. Osservazione interessante è che il 
TIMP-4 lega il dominio hemopexin della proMMP-2 ed inibisce la MT1-MMP 
ma non determina attivazione della proMMP-2. La ragione non è stata ancora 
completamente elucidata si presume che la mancanza di attivazione possa 
essere dovuta ad assemblaggio non corretto con la TIMP-4 (41). Anche TIMP-
3 è in grado di formare complessi con proMMP-2 ma a tutt’oggi il significato 
biologico del complesso proMMP-2-TIMP-3 non è noto.

Anche il dominio hemopexin della proMMP-9 può formare stretti 
complessi con la parte C-terminale di TIMP-1 e TIMP-3. Nei neutrofili la 
proMMP-9 si lega parzialmente alla molecola lipocalin-like (NGAL) attraver-

Figura 10. Meccanismo di attivazione della proMMP-2 sulla superficie cellulare.
Attivazione della gelatinasi A (MMP-2) dalla MT1-MMP. La MT1-MMP è atti-
vata all’interno della cellula dalla furina e si localizza sulla superficie cellulare 
attraverso il dominio transmembrana. La MT1-MMP, attraverso l’interazione 
con il dominio hemopexin (Hpx) forma dei dimeri. Il dominio N-terminale del 
TIMP-2 si lega al sito catalitico della MT1-MMP (giallo). Il complesso MT1-
MMP-TIMP-2 recluta la proMMP-2 attraverso l’interazione del dominio carbos-
sil-terminale del TIMP-2 con il dominio hemopexin della proMMP-2. Il “recet-
tore” MT1-MMP forse trasporta la proMMP-2 chiusa al sito “catalitico” della 
MT1-MMP, che taglia il pro-dominio della MMP-2 ed attiva l’enzima.
(basata sulla Ref. 40) 
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so un legame disolfuro intermolecolare. Il significato biologico di questi com-
plessi non è noto, si sa solo che i complessi proMMP-9-TIMP sono potenziali 
inibitori delle metalloproteinasi.

Le MMPs possono essere attivate anche da agenti chimici come: agenti 
modificanti il thiol (4-aminofenilmercurio acetato, HgCl2, N-etilmaldeide), 
glutatione ossidato, SDS, agenti caotropici e ossigeno reattivo. L’azione di 
tali agenti avviene presumibilmente disturbando la interazione cisteina-zino 
nella regione “cisteina switch”. Questa proprietà è utilizzata per attivare le 
proMMPs in laboratorio. Infine le MMPs sono attivate da pH basso e dalle alte 
temperature. Tuttavia reazioni troppo estese possono inattivare l’enzima.

Substrato specificità
La specificità del substrato delle metalloproteinasi è stata stabilita identifi-

cando i siti del taglio utilizzando come substrati diversi peptidici sintetici. Più 
recentemente sono state utilizzate metodiche più sofisticate come i sistemi 
phage display e lo screening proteomico (42). In generale le MMPs tagliano 
un peptide legato prima di un residuo (riferito come residuo P1’) con una 
catena laterale idrofobica come Leu, Ile, Met, Phe o Thr. Il residuo idrofobico 
si adatta alla tasca di specificità S1’ dell’enzima la cui grandezza e forma dif-
ferisce considerevolmente tra le varie MMPs (43). In aggiunta alla tasca S1’, 
altri subsiti partecipano alla specificità del substrato. In particolare Pro nel 
sito P3 (il terzo residuo prima del sito di taglio) è generalmente preferito da 
molte MMPs (44).

I domini ancillari non-catalitici di alcune matrixine svolgono, per alcu-
ne MMPs, un ruolo chiave nel riconoscimento dei substrati naturali della 
matrice extra-cellulare. I tre domini di fibronectina tipo II delle gelatinasi 
sono importanti per il taglio del collageno tipo IV, elastina e gelatina, ma non 
influenzano l’idrolisi dei piccoli peptidi (45).  Infatti la loro interazione con 
specifiche molecole della MEC consente al dominio catalitico di orientarsi allo 
scissile del peptide legato. Per il taglio della tripla elica dei collageni è essen-
ziale il dominio di hemopexin delle collagenasi. E’ stato dimostrato che le col-
lagenasi localmente srotolano la tripla elica del collageno prima di tagliare i 
peptidi legati. Si è supposto che la scalanatura legante il collageno è costituita 
dal dominio catalitico e dalla hemopexin. Nel caso della proMMP-1, il predo-
minio interagisce sia con il dominio catalitico che con il dominio  hemopexin 
trasformandolo in una configurazione “closed” in cui il pro-peptide blocca 
parzialmente i putativi siti leganti il collageno. La rimozione del pro-peptide 
apre la scalanatura (“open” form) e consente alle collagenasi di legare i col-
lageni. Questo spiega le iniziali affermazioni secondo cui la pro-MMP-1 non 
lega il collageno-1, mentre lo fanno le collagenasi attivate. Ciononostante, non 
è ancora noto il meccanismo con cui le collagenasi srotolano i fili della tripla 
elica. Lo srotolamento efficace potrebbe richiedere la interazione coperativa 
tra collagenasi e tripla elica substrato.
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Inibitori delle MMPs 

In tutti gli esseri viventi, l’attività proteolitica è sotto rigido ed accuratissi-
mo controllo allo scopo di evitare danni all’organismo. Per tale motivo, l’azio-
ne proteolitica è tipicamente regolata a molti livelli comprendenti trascrizio-
ne, secrezione, attivazione ed inibizione degli enzimi. I principali inibitori 
delle metalloproteinasi sono la α2 macroglobulina e gli inibitori tissutali delle 
matrix-metalloproteinasi (TIMPs). La α2 macroglobulina è un glicoproteina 
di 725 kDa costituita da 4 subunità identiche di 180 kDa prodotta dal fegato 
presente nel siero e negli altri liquidi biologici. E’ un inibitore non specifico 
di molte endopeptidasi indipendentemente dalla loro classe (46). Agisce 
intrappolando l’enzima e formando un complesso che viene rapidamente 
escreto con un meccanismo di endocitosi mediato dalla proteina-1 collegata 
al recettore per le proteine a bassa densità (47). Dopo il taglio da parte di una 
proteinasi, la α2 macroglobulina subisce dei cambiamenti conformazionali, 
intrappola l’enzima e blocca stericamente l’accesso al substrato specifico. La 
grandezza della α2 macroglobulina può diminuire la penetrazione tissutale 
e quindi ne limita l’efficacia come inibitore fuori del compartimento intrava-
scolare. Le attività delle MMPs nella fase fluida sono regolate principalmente 
dalla α2 macroglobulina e da proteine ad essa correlate.

Gli inibitori tissutali delle metalloproteinasi (TIMPs) sono proteine che 
specificamente, nello spazio extra-cellulare, inibiscono l’attività di tutti i com-
ponenti della famiglia delle matrix metalloproteinasi in modo equimolare 
(48); inoltre possono anche inibire l’attivazione di diverse MMPs. Nei verte-
brati sono stati identificati 4 TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) e la 
loro espressione è regolata durante lo sviluppo ed il rimodellamento tissutale 
(49). I TIMP-1, -2 e -4 sono secreti mentre il TIMP-3 è ancorato alla MEC. I 
quattro TIMPs presentano alta omologia nella sequenza degli aminoacidi ed 
elevata identità strutturale nell’espressione proteica. Sono costituiti da due 
domini: il dominio N-terminale ed il dominio C-terminale. Ciascun dominio 
contiene sei residui di cisteina che formano tre ponti disolfuro. Il dominio 
N-terminale da solo inibisce efficacemente le MMPs attraverso l’interazione 
con il sito legante lo zinco della MMP attivata. Il dominio C-terminale ha 
almeno due siti leganti: uno per la gelatinasi A ed uno per la stromelisina 1. 
Nelle condizioni patologiche associate a variazioni dell’attività delle MMPs, 
le concentrazioni di TIMPs sono considerate molto importanti in quanto tali 
inibitori controllano direttamente l’attività delle metalloproteinasi.

Il TIMP-1 è una glicoproteina di 28,5 kDa è il più ubiquitario di tutti i 
TIMPs. Studi preclinici hanno dimostrato che in vitro l’inavasione tumorale 
e la formazione di metastasi possono essere inibite trasfettando le cellule 
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maligne con TIMP-1. In sistemi sperimentali è stato osservato che il TIMP-1 
inibisce la migrazione delle cellule endoteliali e la neoangiogenesi tumorale 
bloccando la risposta delle cellule endoteliali ai fattori angiogenici. Blocca la 
formazione di metastasi polmonari per via ematica. La sovraespressione di 
TIMP-1 inibisce direttamente il potenziale tumorale e metastatico delle cellule 
B16-F10 nei topi, suggerendo un ruolo di TIMP-1 nel controllare la malignità. 
Nel cancro della vescica, l’aumentata espressione di TIMP-1 e -2 si correla con 
aumento dell’invasività e formazione di metastasi. Nel cancro della prostata 
elevati livelli sierici di TIMP-1 e di collagenasi hanno la stessa sensibilità del 
PSA nel predire la formazione di metastasi.

Il TIMP-2 non è glicosilato, ha Mr di 21 kDa ed il 40% della sequenza è 
identica a quella del TIMP-1. Regola l’attività di MMP-1, MMP-2 e MMP-
9. Riduce significativamente la crescita subcutanea del melanoma nei topi 
immunodeficienti ma non previene le metastasi polmonari e linfonodali. La 
sovraespressione di TIMP-2 in alcune linee cellulari tumorali causa un effetto 
citostatico dovuto probabilmente all’occlusione delle cellule tumorali con il 
collageno interstiziale. Variando l’equilibrio tra MMPs e TIMP-2 mediante 
manipolazione genetica che modifica la  produzione TIMP-2 si è osservato 
che si hanno alterazioni: a) della proteolisi della MEC, b) dell’adesione cel-
lulare alla MEC e c) della mobilità cellulare attraverso i  componenti della 
MEC (50). TIMP-2 è presente nello stroma peritumorale e la sua aumentata 
espressione potrebbe indurre risposta stromale all’invasività tumorale con-
ferendo particolare aggressività ad alcuni tipi di tumore (es. carcinoma della 
mammella) (51).

Il TIMP-3 ha peso molecolare di 24-25 kDa (intermedio tra TIMP-1 e 
TIMP-2) è molto simile al TIMP di pollo (chIMP-3), è riconosciuto da antisiero 
purificato contro chIMP-3 ma non da anticorpi anti-TIMP-1 ed anti-TIMP-2. 
TIMP-3 mostra un caratteristico pattern di espressione nei tessuti adulti, è 
molto abbondante nel rene normale, polmone e cervello, mentre è presente a 
basse concentrazioni nell’osso. Si presume che TIMP-3 agisca in modo tessuto 
specifico come parte della risposta acuta allo stimolo di rimodellamento. Il 
TIMP-4 non contiene carboidrati. E’ espresso principalmente nel cuore e nel 
cervello ed in piccole quantità nel muscolo e nell’ovaio.

Sebbene i TIMPs siano spesso usati per valutare il ruolo dell’attività delle 
MMPs nei sistemi biologici complessi, è chiaro che sono multifunzionali. 
Molti degli effetti determinati dai TIMPs nei sistemi biologici non possono 
essere spiegati dalla sola attività inibitoria sulle matrixine, e le funzioni non 
inibitorie dei TIMPs sono un fenomeno complesso non ancora completamen-
te chiarito.
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Metodi per la determinazione delle 
MMPs

Le MMPs possono essere determinate nei vari liquidi biologici (siero, 
urine, liquido pleurico, liquido pericardico, liquido peritoneale ecc.) e nei 
tessuti. Le metodiche disponibili sono molte ed a tutt’oggi non è ancora ben 
chiaro quale sia la migliore tecnica. Sono disponibili in commercio vari kits 
per il dosaggio quantitativo che utilizzano anticorpi nella metodica enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA), ed anticorpi per la rilevazione degli 
enzimi nella tecnica del Western blot. Per quanto concerne la metodica del 
Western blot è abbastanza difficile trovare anticorpi anti-MMPs altamente 
sensibili in grado di rilevare piccole quantità dell’enzima. Una tecnica ampia-
mente utilizzata è la substrato zimografia che identifica le MMPs dalla degra-
dazione del loro substrato preferito e dal peso molecolare. Inoltre consente la 
rilevazione sia della forma latente che della forma attiva (52, 53).

La determinazione delle MMPs nei liquidi biologici e nel mezzo otte-
nuto dalle cellule in coltura è relativamente facile. Viceversa, attualmente è 
abbastanza indaginoso determinare l’attività tissutale delle MMPs.  Infatti 
la concentrazione delle MMPs nei tessuti è circa 50 volte inferiore rispetto 
a quella trovata nei mezzi di coltura, alcune MMPs sono localizzate in una 
piccola parte del tessuto e non possono essere dosate a causa della diluizione 
dell’estratto tissutale totale. Inoltre la procedura di estrazione è abbastanza 
difficoltosa, può attivare le MMPs, non si è mai sicuri di aver estratto tutte le 
MMPs ed infine non è possibile la localizzazione cellulare dell’enzima. Per la 
localizzazione tissutale delle MMPs è raccomandato l’uso della zimografia in 
situ su sezioni di tessuto congelato e non fissato, oppure la immunoistochi-
mica. Gli inibitori delle MMPs (TIMPs) possono essere misurati con la reverse 
zimografia che si basa sulla loro capacità di inibire le metallo-proteinasi.

Substrato zimografia

La zimografia e la reverse zimografia sono metodiche semplici, sensibili, 
quantitative e funzionali per la determinazione delle MMPs e TIMPs nei 
liquidi biologici. Tutti i tipi di substrato zimografia derivano dalla gelatina 
zimografia. Le tecniche sono le stesse cambia solo il substrato usato in base al 
tipo di MMP e/o TIMP che si vuole analizzare. Nella tecnica della zimografia 
le proteine sono separate mediante elettroforesi in condizioni denaturanti 
[(sodio dodesil fosfato (SDS)] ma non riducenti. La separazione viene ese-
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guita con gel di poliacrilamide co-polimerizzato con uno specifico substrato. 
Durante l’elettroforesi l’SDS denatura le MMPs che diventano inattive. Si 
ritiene che l’inattivazione sia dovuta allo spostamento dei residui di cistei-
na, in quanto l’SDS causa la dissociazione della cisteina dallo zinco. Dopo 
la migrazione elettroforetica, il gel viene incubato in detergente non ionico 
(Triton® X-100) per eliminare l’SDS. Successivamente il gel è incubato in 
appropriato refolding buffer che consente alle MMPs di recuperare struttura 
e funzioni. Durante l’incubazione, le gelatinasi attivate digeriscono la gelati-
na che è convertita in peptidi a basso peso molecolare che vengono eliminati 
dal gel mediante lavaggi. Il gel viene quindi colorato con Coomassie® blue 
e le gelatinasi evidenziate come bande bianche contro lo sfondo blu del sub-
strato non degradato ed identificate in base al peso molecolare, paragonando 
le bande con uno standard di proteine pre-colorato e con gli enzimi purifi-
cati. Successivamente l’entità della gelatina digerita può essere quantificata 
usando un software per analisi delle immagini ed espressa come intensità 
integrata (volume) di tutti i pixels sopra il background di ogni banda. La 
tecnica della zimografia si basa sui seguenti principi: 1) durante la migrazio-
ne la gelatina è trattenuta nel gel; 2) l’attività enzimatica è reversibilmente 
inibita dall’SDS durante l’elettroforesi; 3) l’SDS determina la separazione del 
complesso enzima-inibitore permettendo la individuazione delle gelatinasi 
indipendentemente dalla presenza dell’inibitore (TIMP). Per la esecuzione 
della substrato zimografia la preparazione dei campioni è una tappa molto 
importante. I campioni non vanno bolliti perché le MMPs perdono la loro 
attività. Non bisogna aggiunger β-mercaptoetanolo al sample buffer perché 
rompe i legami disolfuro e dopo l’SDS-PAGE non è possibile il refolding e 
questo riduce drasticamente l’attività litica. 

Gelatina zimografia 

La gelatina zimografia è usata principalmente per la determinazione 
delle gelatinasi (MMP-2 ed MMP-9). Tale tecnica è estremamente sensibile, 
infatti riesce ad evidenziare livelli di 10 pg di MMP-2. Le limitazioni della 
gelatina-zimografia sono: a) nelle condizioni di non riduzione le caratteri-
stiche di migrazione sono leggermente alterate; b) poiché la tecnica dissocia 
le gelatinasi dagli inibitori, l’attività litica osservata potrebbe essere più alta 
di quella in vivo; c) il refolding, dopo la separazione elettroforetica, recupera 
solo parte dell’attività originale; d) la digestione della gelatina da parte del 
pro-enzima è qualche volta ridotta in quanto la forma latente conserva il pro-
peptide. Bisogna anche considerare che le MMPs possono formare complessi 
che rendono complicata la loro determinazione. Infatti la MMP-9 può essere 
associata con una proteina di 25 kDa (microglobulina) dando una banda di 
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~ 125 kDa e può formare dimeri o multidimeri con bande litiche a 215 e 240 
kDa formando complessi che non sono dissociati nella zimografia (54). Inoltre 
alcune MMPs possono associarsi fra loro e formare complessi identificabili 
solo con specifici anticorpi utilizzando la tecnica del Western blot. Tuttavia, 
essendo la zimografia molto più sensibile del Western blot, è estremamente 
difficile trovare anticorpi abbastanza sensibili in grado di rivelare piccole 
concentrazioni di MMPs. Infine, si dovrebbe comunque tenere presente che 
altre MMPs come le collagenasi (MMP-1, MMP-8 ed MMP-13) possono dige-
rire anche la gelatina, anche se il segnale è molto debole in quanto la gelatina 
non è il loro substrato preferito. In tali casi, si possono fare delle modifiche 
alla tecnica incorporando nell’acrilamide un substrato più appropriato come 
ad esempio caseina o collageno oppure aumentando il segnale aggiungendo 
eparina ai campioni. In ogni caso, la gelatina zimografia mostra alcuni van-
taggi rispetto ai dosaggi immonologici: 1) basso costo, 2) rapidità e facilità di 
esecuzione, 3) elevata sensibilità, 4) consente la determinazione simultanea di 
entrambe le gelatinasi e la rilevazione delle diverse forme dello stesso enzi-
ma. Pertanto, nonostante le limitazioni, la gelatina zimografia è la tecnica più 
adatta per la determinazione delle MMPs.

Caseina zimografia

La caseina è il substrato preferito delle stromelisine (MMP-3, MMP-10, 
MMP-11), anche se la forma nativa della MMP-11 non presenta attività 
caseinolitica. Oltre alle stromelisine la caseina zimografia è utilizzabile per la 
determinazione delle MMP-1, MMP-,7, MMP-12 e MMP-13; ed è in grado di 
rilevare la MMP-9 quando nel campione è presente ad alte concentrazioni. Gli 
svantaggi della caseina zimografia sono: a) sensibilità molto inferiore rispetto 
alla gelatina zimografia; b) la caseina (PM 23 kDa), durante l’elettroforesi 
migra nel gel determinando la comparsa di due bande litiche: la banda più 
bassa contiene ancora eccesso di caseina mentre la banda più alta ne contiene 
poca. La migrazione anodica della caseina è un problema specialmente per 
le determinazioni delle MMPs che migrano vicino alla banda della caseina 
come ad esempio la forma latente della MMP-7 (PM 29 kDa) e la forma atti-
vata della MMP-7 (PM 20 kDa). Tale problema può essere risolto con la pre-
migrazione della caseina nel gel. Nella seconda migrazione del gel, la caseina 
non migra eliminando quindi l’interferenza con le bande delle MMPs.

La caseina zimografia rivela 1 ng di MMP-7 ricombinante pura, anche se 
concentrazioni > 8 ng danno bande molto più chiare (55).
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Collageno zimografia

La collageno zimografia è usata principalmente per determinare le MMP-1 
ed MMP-13, anche se può rivelare la presenza di MMP-2 ed MMP-9. Come 
substrato si usano fibre di collageno nativo. La presenza di SDS nel gel deter-
mina la rottura della maggior parte delle fibrille del collageno e permette la 
migrazione delle proteine. Dopo la separazione elettroforetica, lo scambio di 
SDS e Triton® X-100, durante l’incubazione ripristina parte della conforma-
zione della tripla elica del collageno permettendo quindi la degradazione da 
parte delle collagenasi. La collageno zimografia rivela concentrazioni di 10 
pg di pro-MMP-1 e di 0,1 pg di MMP-1 attivata. L’intensità della banda di 
1 pg di MMP-1 attivata equivale a 22 pg di pro-MMP-1. Pertanto, per una 
determinazione accurata, è necessario calibrare il segnale della forma latente 
e della forma attiva dell’enzima (56).

Eparina-aumentata substrato zimografia

La matrilisina 1 (MMP-7) e le collagenasi, a basse concentrazioni, sono 
difficilmente evidenziabili con la caseina o gelatina zimografia. E’ possibile 
dosare la MMP-7 con la transferrina carbossimetilata zimografia, tuttavia 
anche con questo substrato il segnale è spesso molto basso. E’ ben noto che 
l’attività litica aumenta in presenza di eparina. In particolare, l’aggiunta 
di eparina ai campioni nella substrato zimografia aumenta il segnale della 
forma attivata di MMP-7 di 5 volte e quello della pro-MMP-7 di 20 volte. 
Infatti l’eparina induce cambiamenti conformazionali, facilita il refolding, 
riduce l’autolisi ed aumenta l’ancoraggio della MMPs nel gel. Nel caso della 
pro-MMP-7 la transferrina carbossimetilata zimografia con eparina rivela 30 
pg /lane di enzima rispetto ai 750 pg/lane in assenza di eparina. L’aggiunta 
di eparina nella gelatina zimografia aumenta di circa 5 volte  l’attività della 
MMP-1 e della MMP-13.

Reverse zimografia

La reverse zimografia è una tecnica modificata della zimografia che 
consente la determinazione degli inibitori tissutali specifici (TIMPs) delle 
matrixine (57). Oltre alla gelatina, nella zimografia può essere incorporata 
anche una metalloproteinasi. Di solito, per la reverse zimografia, nel gel 
viene incorporata la MMP-2 poiché tale metalloproteinasi è efficacemente 
inibita dai quattro TIMPs. Dopo l’elettroforesi, durante la fase di attivazione 
la gelatina può essere digerita solo dalla MMP-2 nella zona dove è assente 
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l’inibitore in quanto il TIMP forma con la MMP-2 un complesso equimolare 
(1:1) che inibisce l’azione litica dell’enzima e la gelatina non viene digerita. 
Dopo colorazione con Coomassie® Blue, il gel si presenta incolore con bande 
blu corrispondenti ai TIMPs. La presenza di SDS nel gel dissocia tutti i TIMPs 
legati alle MMPs e pertanto la tecnica dosa la quantità totale di tutti i TIMPs 
presenti nel campione. Per l’analisi della reverse zimografia è necessario 
discriminare tra le bande dei TIMPs e le proteine presenti nel campione che 
vengono colorate con il Coomassie® Blue. Allo scopo di evitare interferenze 
con le proteine endogene, i campioni dovrebbero essere sottoposti all’elet-
troforesi diluiti a concentrazioni che non permettano la rivelazione di tali 
proteine. Pertanto, è necessario usare come controllo un normale SDS-PAGE 
gel eseguito nelle identiche condizioni, le bande che compaiono nella reverse 
zimografia, ma che non sono visibili nel SDS-PAGE devono essere TIMPs. 
Inoltre, per ottenere una reverse zimografia attendibile è necessario ottimiz-
zare la concentrazione della gelatina e della gelatinasi perché queste aumen-
tano significativamente la sensibilità del dosaggio. Recentemente, utilizzando 
un substrato marcato con fluorosceina isotiocianato (FITC) è stata sviluppata 
la metodica della real-time zimografia e reverse zimografia. Con tali metodi-
che è possibile monitorare la degradazione del substrato in cinetica con un 
trans-illuminatore e la sensibilità è molto più alta.

In situ zimografia

La in situ zimografia permette la localizzazione tissutale delle MMPs. E’ 
un adattamento della substrato zimografia eseguibile su sezioni di tessuto 
congelato e non fissato (58). Nella in situ zimografia il substrato deposto sotto 
o sopra la sezione di tessuto viene digerito dalle MMPs attivate in modo 
tempo e dose dipendente. La degradazione del substrato è rilevata con il 
microscopio ottico oppure con il microscopio a fluorescenza in base al tipo 
di substrato utilizzato. Ad esempio, per rilevare l’attività gelatinolitica viene 
usata una emulsione fotografica contenente gelatina e il buffer di attivazione 
delle MMPs, durante l’incubazione la mistura viene esposta alla luce e suc-
cessivamente a procedimento fotografico. L’emulsione fotografica contiene 
cristalli di argento alogenuro che vengono dispersi uniformemente dalla 
gelatina. I reagenti chimici possono raggiungere i cristalli quando la gelatina 
non è degradata dalle MMPs. Questo determina un cambiamento chimico dei 
cristalli che formano una immagine nera. Nel caso in cui la gelatina è degra-
data i reagenti chimici non sono in grado di penetrare l’emulsione sullo spot 
e la macchia appare bianca. Quindi l’attività delle MMPs può essere osservata 
al microscopio ottico come una macchia bianca sul fondo nero del substrato 
non degradato. Quando si usa un substrato fluorescente la degradazione del 
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substrato determina perdita della fluoresecenza e le MMPs sono evidenziate 
come macchie scure su un background fluorescente. Una modificazione più 
sensibile di questo metodo è quella che utilizza un substrato fluorescente 
raffreddato. L’azione litica delle MMPs su tale substrato determina la forma-
zione di macchie fortemente fluorescenti su background nero.
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Funzioni fisiopatologiche delle MMPs 

Le ricerche sulle MMPs sono iniziate dalla scoperta che l’attività gelati-
nolitica è responsabile del riassorbimento della coda durante la metamorfosi 
del girino (59). Storicamente la principale funzione delle MMPs è la degra-
dazione dei componenti strutturali della MEC e della membrana basale favo-
rendo in tal modo la migrazione cellulare. Va tuttavia osservato che le cellule 
presentano recettori per i componenti strutturali della MEC (es. integrine) 
per cui il taglio proteolitico della MEC produce anche effetti sui segnali e 
sulle funzioni cellulari (1, 60). Infatti, il taglio dei componenti della MEC può 
generare frammenti con nuove funzioni: ad esempio il taglio del perlecan 
aumenta la disponibilità del fibroblast growth factor 2 (FGF-2) che stimola 
la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali mentre il taglio del 
plasminogeno e del collageno XVIII determina la formazione di due fattori 
anti-angiogenici (angiostatina ed endostatina rispettivamente). Inoltre, le 
MMPs sono coinvolte nei meccanismi di rilascio di precursori dei fattori di 
crescita tra cui il transformig growth factor α e β (TGFα e TGFβ); agiscono su 
diversi tipi di substrato tra cui molecole di adesione cellulare, proteine legan-
ti i fattori di crescita, recettori per i fattori di crescita, chemiochine, interleu-
chine, ligandi apoptotici, fattori angiogenici ecc. La diversità strutturale dei 
componenti della famiglia delle MMPs, la identificazione di nuovi substrati 
e lo sviluppo di modelli animali geneticamente modificati con aumento o 
perdita delle matrixine hanno dimostrato la rilevante importanza di queste 
proteasi in molti processi fisiopatologici (61).

L’espressione delle MMPs è stata ben documentata in molte tappe dello 
sviluppo dei mammiferi, dall’impianto dell’embrione alla morfogenesi dei 
vari tessuti, (polmone, osso, ghiandola mammaria ecc.). Mediano l’ovulazio-
ne e sono espresse in modo coordinato durante il ciclo mestruale, partecipano 
nel normale continuo modellamento e rimodellamento dei tessuti connettivi. 
Altri processi fisiopatologici che coinvolgono l’espressione di abbondanti 
quantità di MMPs secondo specifiche locazioni spaziali e temporali includo-
no la crescita e la rimarginazione delle ferite. Allo stesso modo molti processi 
patologici (come cancro, malattie cardiovascolari, artriti ecc.) mostrano uno 
specifico pattern dell’espressione delle MMPs.

Sono stati sviluppati molti modelli animali di malattia e studiati per quan-
to concerne il ruolo delle MMPs nella progressione della malattia. Questi 
studi hanno reiterato che l’importanza dei profili di espressione delle MMPs 
varia con la natura delle cellule, lo stadio della malattia ed il patrimonio 
genetico dell’animale. L’inattivazione di specifici geni nei topi ha presentato 
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quadri piuttosto differenti. I topi con deficit di MMP-9 presentano lieve ritar-
do nella crescita delle ossa e dello sviluppo; quelli con genotipo MT1-MMP 
null manifestano fenotipo con gravi alterazioni (nanismo, osteoporosi, artrite, 
sinovite fibrotica) e bassa sopravvivenza (27). Viceversa, l’embriogenesi e 
la conseguente crescita sono relativamente normali in assenza di MMP-2, 
MMP-7, MMP-11, MMP-12, indicando che le MMPs hanno un ruolo minore 
nell’embriogenesi sebbene sia possibile che la ridondanza delle funzioni delle 
MMPs possa compensare l’assenza del gene e che vi sia un adattamento allo 
sviluppo.

Le MMPs svolgono un ruolo di primaria importanza nell’angiogenesi ed 
agiscono con meccanismi abbastanza complessi (28). Molte metallo-proteinasi 
sono prodotte dalle cellule endoteliali e sono fondamentali nella formazione 
di nuovi vasi sia in condizioni fisiologiche che patologiche. In particolare, 
molte MMPs agiscono come fibrinolisine pericellulari ed hanno un duplice 
effetto di attivazione ed inattivazione (mobilitano ed attivano oppure inatti-
vano i fattori angiogenici). La MMP-2 associata alla integrina αvβ3 è essenzia-
le per la localizzazione dell’enzima sui nuovi vasi. I topi MMP-2 null, rispetto 
ai topi wild-type, mostrano ridotta vascolarizzazione. La MMP-2 agisce in 
sinergia con la MMP-9 nel processo di neoangiogenesi. Le MMPs promuo-
vono l’angiogenesi aumentando la biodisponibilità dei fattori di crescita 
pro-angiogenici, [fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF), fibroblast 
growth factor 2 (FGF-2), fattore di crescita trasformante β (TGF-β)] che stimo-
lano la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali. In aggiunta, 
le MMPs promuovono l’invasione delle cellule endoteliali agendo con taglio 
proteolitico su alcuni componenti strutturali del MEC come il collageno tipo 
I (Col-I), il collageno tipo IV (Col-IV) e la fibrina. Il Col-IV tagliato promuove 
la neoangiogensei legandosi alla integrina αvβ3. D’altro canto le MMPs ini-
biscono la formazione di nuovi vasi in quanto attraverso il taglio proteolitico 
del plasminogeno e del collageno XVIII determinano la formazione di angio-
statina e endostatina (due inibitori endogeni dell’angiogenesi). L’endostatina 
agisce bloccando l’attivazione del sito catalitico di MMP-2, MMP-9, MMP-13 
e MT1-MMP. Inoltre, le MMPs potrebbero essere coinvolte nella generazione 
della tumstatina, un frammento del Col-IV, avente azione inibente sull’angio-
genesi. Un altro substrato delle MMPs è il recettore attivatore della urochi-
nasi tipo plasminogeno (uPAR) sulla superficie delle cellule endoteliali. Tale 
recettore è richiesto per l’ invasione delle cellule epiteliali in vitro e pertanto 
potrebbe essere un fattore responsabile della inibizione dell’angiogenesi 

MMPs e malattie vascolari
Le MMPs svolgono un ruolo chiave in molte malattie vascolari (4): sono 

coinvolte nell’ispessimento della tonica intima nella risposta riparatrice al 
danno della parete delle grandi arterie, nell’aterosclerosi umana come pure 
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nella conseguente rottura delle placche. Quindi, il concetto di “buono” e di 
“cattivo” per le MMPs può essere evocato nelle malattie cardiovascolari come 
nel cancro. Esperimenti in vivo con gene knockout mice hanno dimostrato che 
la MMP-2 e la MMP-9 svolgono un ruolo chiave nella rottura cardiaca dopo 
infarto del miocardio. La MT1-MMP (MMP14) è aumentata dopo riperfusione 
ischemica. Nei topi con deficit di TIMP-3 si osservano alterazioni dell’omeo-
stasi della matrice, spontanea dilatazione del ventricolo sinistro, ipertrofia dei 
cardiomiociti, e disfunzione contrattile. La MMP-2 e la MMP-9 sono coinvolte 
nello sviluppo dell’aneurisma dell’aorta addominale. La MMP-3 e la MMP-9 
limitano la crescita delle placche aterosclerotiche e ne aumentando la stabi-
lità svolgendo quindi un ruolo protettivo. Viceversa la MMP-12 promuove 
l’espansione e la destabilizzazione delle placche. Attualmente, per le pato-
logie vascolari, l’opinione più accreditata è che vi sia induzione multi-steps 
dei geni delle MMPs. Un ampio spettro di metalloproteinasi, incominciando 
da MMP-2 e -9, passando per MMP-1, -12 e -14 seguito da MMP-3, -11, e -13, 
alla fine portano alla transizione dal turnover alla distruzione della matrice 
extracellulare.

MMPs ed artrite
L’espressione delle MMPs nella membrana della sinovia, cartilagine, 

tendini ed ossa delle giunture sinoviali sia nella artrite reumatoide che nella 
osteoartrite è ben documentata e spesso si correla con la distruzione dei tes-
suti (33). In entrambe le malattie, i mediatori dell’infiammazione stimolano 
la produzione delle MMPs che degradano molti componenti della MEC. Le 
collagenasi, MMP-1 ed MMP-13, sono prodotte dai fibroblasti sinoviali ed i 
macrofagi ed i condrociti hanno importante ruolo nell’artrite reumatoide e 
nella osteoartrite in quanto limitano la velocità nel processo di degradazio-
ne del collageno (62). L’utilizzo di anticorpi che riconoscono gli aminoacidi 
N-terminali generati dalla proteolisi al sito specifico del collageno tipo II è 
stato prezioso per identificare le proteinasi responsabili della rottura della 
cartilagine sia in vitro che in vivo. Studi preliminari con saggi quantitativi del 
collageno tipo II neo-epitopo suggeriscono che possono essere utili biomarca-
tori delle malattie articolari umane. Le MMP-8 e -14 sono collagenasi espresse 
dalle cellule all’interno dell’articolazione sinovia, ma il loro preciso contribu-
to alla degradazione del collageno non è stato ancora bene stabilito. La MMP-
13 degrada le molecole del proteoglicano e dell’aggrecan, conferendo un 
duplice ruolo alla distruzione della matrice. Le MMP-2, -3, -9, -10 e -19 sono 
elevate nell’artrite ed insieme con la MMP-13 degradano i componenti non 
collageni della matrice extracellulare delle articolazioni. Molte MMPs sono 
state associate con il turnover della matrice dell’osso, coinvolgendo virtual-
mente tutti i tipi di cellule presenti. Le MMPs collagenolitiche svolgono un 
ruolo importante nelle funzioni degli osteoblasti. Viceversa negli osteoclasti 
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la principale proteinasi collagenolitica sembra essere la catepsina K (proteina-
si cisteina) che può funzionare nella zona di riassorbimento fagolisosomiale 
acido degli osteoclasti. Infine, le MMP-1, -2, -3, -9, -12, 13 sono coinvolte nel 
riassorbimento osteoclastico in situazioni patologiche in quanto degradano 
varie proteine non collagenose della matrice dell’osso e chiaramente svolgo-
no azioni che vanno oltre il semplice taglio proteolitico della MEC.
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Ruolo delle MMPs nella progressione 
neoplastica

Per molti anni le ricerche di base sulla patogenesi tumorale sono state 
rivolte alla identificazione di mutazioni delle cellule cancerose che determi-
nano acquisizioni e/o perdita di alcune funzioni cellulari. Più recentemente, 
è stato osservato che la MEC dei tumori e le cellule stromali all’interno del 
tumore hanno un ruolo importante nella progressione tumorale. Infatti è 
stato dimostrato che lo stroma tumorale è direttamente collegato con il com-
portamento biologico della neoplasia (5). La capacità delle cellule maligne di 
distruggere la membrana basale e gli altri componenti della MEC è associata 
al potenziale invasivo della neoplasia. La MEC influenza il comportamento 
delle cellule neoplastiche attraverso molti meccanismi correlati alla prolife-
razione cellulare, progressione ed invasione. Inoltre, tale struttura può avere 
un ulteriore ruolo attivo durante la carcinogensi inducendo l’angiogenesi 
(28). Durante il processo di invasione tumorale, le cellule neoplastiche attra-
versano due tipi di matrici (la membrana basale e lo stroma interstiziale) e 
le reazioni biochimiche tra cellule normali e MEC influenzano il processo 
dell’invasione tumorale nelle neoplasie. I componenti della MEC contribu-
iscono direttamente o indirettamente al processo tumorale, grazie al fatto 
che la struttura ha potenzialmente componenti anti-adesione, modulatori 
dell’adesione, della proliferazione e della migrazione cellulare. Inoltre la 
MEC può regolare il comportamento cellulare attraverso diversi meccani-
smi: a) attraverso la composizione delle proteine in uno specifico tessuto, 
b) mediante l’interazione sinergica tra fattori di crescita e molecole di ade-
sione o mediante recettori cellulari che mediano l’adesione dei componenti. 
Pertanto molto dipende dal microambiente tumorale che può essere regolato 
da enzimi che agiscono sui componenti della MEC. Tra i moltissimi enzimi 
proteolitici presenti nei tessuti umani e potenzialmente associati all’invasione 
tumorale, i componenti della famiglia delle matrix-metalloproteinasi hanno 
interessato molti studiosi grazie alla loro capacità di tagliare potenzialmente 
tutti i componenti della matrice interstiziale e della membrana basale, per-
mettendo alle cellule di penetrare ed infiltrare i tessuti circostanti. Inoltre 
diversi studi hanno dimostrato che il ruolo delle MMPs nello sviluppo e 
nella progressione tumorale è molto più complesso della semplice azione 
di degradazione della matrice extra-cellulare (5). Infatti i substrati su cui 
agiscono le MMPs sono molto numerosi e comprendono recettori dei fattori 
di crescita, molecole di adesione cellulare, chemochine, citochine, ligandi 
apoptotici, fattori angiogenici. Pertanto tali enzimi sono coinvolti in molte 
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tappe dello sviluppo neoplastico. La progressione tumorale maligna è un 
processo multi-tappe in cui le cellule normali subiscono alterazioni genetiche, 
perdono il normale controllo proliferativo, invadono e colonizzano il tessuto 
circostante e gli organi bersaglio distanti. I tumori intra-epiteliali benigni 
e maligni hanno la membrana basale, che separa l’epitelio neoplastico dal 
tessuto connettivo stromale, intatta. Viceversa, i tumori epiteliali maligni 
hanno dissolto la membrana basale e quindi le cellule neoplastiche possono 
invadere lo stroma sottostante. La tappa iniziale dell’invasione tumorale è la 
mancanza della membrana basale intatta. In generale, l’invasione delle cellu-
le tumorali attraverso la membrana basale avviene in tre tappe: 1) le cellule 
neoplastiche aderiscono alla superficie interna della membrana basale, 2) 
producono enzimi proteolitici che dissolvono la membrana basale, 3) attra-
versano la membrana basale e diffondono nel tessuto connettivo stromale 
adiacente. Le tappe di adesione, degradazione ed invasione sono ripetute 
nella MEC durante la crescita e la diffusione tumorale. Un tumore maligno 
per diffondere in altre parti del corpo deve per prima cosa invadere la parete 
dei vasi sanguigni e linfatici. Le cellule tumorali sono quindi trasportate nel 
circolo sanguigno e linfatico, si attaccano in un sito distante e degradano la 
membrana basale e la MEC al sito della metastasi. In generale, la localizzazio-
ne anatomica del tumore primario determina il sito delle metastasi. Inoltre, 
per continuare la crescita di un tumore è richiesta la formazione di nuovi vasi 
e quindi i fattori inducenti linfo-angiogenesi hanno un ruolo importante nella 
formazione delle metastasi. Per l’invasione delle cellule maligne è essenziale 
la degradazione dei collageni della MEC da parte delle MMPs, in particolare 
le collagenasi che hanno un importante ruolo nel taglio dei collageni fibrillari 
interstiziali tipo I, II e III. E’ evidente che non solo le cellule maligne ma anche 
i fibroblasti stromali e le cellule infiammatorie producono MMPs in risposta 
a diversi fattori esogeni, come citochine e promotori tumorali. Tutto questo 
potrebbe contribuire al rimodellamento proteolitico della MEC peritumora-
le. Numerosi studi hanno dimostrato che le collagenasi sono sovraespresse 
nei tumori maligni rispetto ai tessuti normali, suggerendo un ruolo nella 
invasione neoplastica. (63). La MMP-1 (collagenasi 1) è espressa dalle cellule 
tumorali e dai fibroblasti dello stroma adiacente al tumore in risposta a fat-
tori stimolanti prodotti dalle cellule tumorali. E’ espressa al sito invasivo del 
tumore, è sovraespressa in diversi tipi di cancro ed è associata a prognosi sfa-
vorevole nei carcinomi del tratto gastro-intestinale (esofago, stomaco, colon-
retto), nel melanoma metastatico e nell’adenocarcinoma del pancreas. Inoltre, 
elevati livelli dell’espressione della MMP-1 sono stati trovati nelle cellule 
tumorali della mammella con elevata capacità metastatica all’osso (64). La 
MMP-8 (collagenasi 2) è principalmente espressa dai neutrofili nelle reazioni 
infiammatorie per aiutare i neutrofili a migrare attraverso la membrana basa-
le ed il tessuto connettivo e nei tumori maligni del capo-collo e dell’ovaio. 
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La sua espressione si correla con il grado e lo stadio dei tumori ovarici ed è 
aumentata dalle citochine infiammatorie. E’ la più efficiente collagenasi nella 
degradazione del tessuto connettivo e pertanto potrebbe essere importante 
nelle proteolisi del tessuto connettivo associata con la invasione e diffusione 
dei carcinomi a cellule squamose. Tuttavia, il ruolo della MMP-8 nella pro-
gressione tumorale è duplice (aumento ma anche diminuzione); infatti nei 
topi con deficit di MMP-8 si osserva aumento dell’incidenza dei tumori della 
pelle indotti da agenti chimici (65). Questo potrebbe essere dovuto al fatto 
che la MMP-8 è un mediatore della risposta (processo proteolitico) infiamma-
toria e quindi contribuisce alla difesa antitumorale del soggetto. La MMP-13 
(collagenasi 3) è espressa in molte neoplasie invasive [carcinoma mammario, 
carcinoma a cellule squamose (SCC) di testa-collo, vulva, esofago, condrosar-
coma, melanoma primario e metastatico]. Nei carcinomi a SCC, la MMP-13 è 
espressa dalle cellule neoplastiche situate al margine invasivo e dai fibroblasti 
dello stroma tumorale. Tuttavia non è espressa nelle lesioni epidermiche pre-
maligne, nei cheratinociti normali in coltura, nell’epidermide intatta in vivo, 
né durante la riparazione delle ferite. Pertanto, la MMP-13 sembra essere un 
marcatore di trasformazione delle cellule epiteliali squamose. Infine non è 
espressa in molti tessuti normali e pertanto la sua inibizione sembra essere 
una strategia anticancro sicura ed importante. 

Diversi studi sperimentali hanno mostrato che l’espressione delle gela-
tinasi A e B (MMP-2 ed MMP-9) è aumentata in molti tipi di tumori tra cui 
le neoplasie della mammella, polmone, ovaio, prostata, vescica, colon-retto, 
melanoma ecc. Pertanto, la determinazione delle gelatinasi nel sangue o nelle 
urine è stata raccomandata come utile strumento per la caratterizzazione dei 
processi neoplastici (66) ed è stato proposto il loro utilizzo come marcatori 
tumorali. In particolare, la correlazione tra il contenuto urinario di gelatinasi 
e cancro della vescica è attendibile poiché lo stesso tumore è in diretto contat-
to con le urine. Studi condotti nel nostro laboratorio, hanno dimostrato che 
le gelatinasi, dosate con la metodica della gelatina-zimografia, sono presenti 
nelle urine di molti soggetti con cancro della vescica (Fig. 11), mentre l’attività 
gelatinolitica è minima nelle urine degli individui sani e che la gelatinasi B 
(MMP-9) è presente nella maggior parte dei campioni patologici, mentre la 
gelatinasi A (MMP-2) è espressa solo in pochi campioni. Inoltre, il contenuto 
di MMP-9, espresso come la densità integrata di tutti i pixels di ogni banda, 
è aumentato nelle urine dei soggetti con cancro della vescica scarsamente 
differenziato (grado G3) e con alto numero di cellule maligne (67). In cellule 
tumorali in coltura (da cancro della vescica), il fattore di crescita epidermico 
(EGF) induce l’espressione della MMP-9 ma non della MMP-2. L’aumento, in 
vivo, della attività gelatinolitica della MMP-9 si correla con lo stadio avanzato 
del tumore ma non con l’aumento dell’EGF (68). Viceversa, l’aumento della 
MMP-9 si correla con l’aumento della telomerasi urinaria e la determinazione 
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di entrambi questi due indicatori è risultata più efficace (maggiore sensibilità) 
della citologia nella rilevazione delle neoplasie della vescica (69). Altri autori 
hanno osservato che le gelatinasi urinarie possono essere associate con altri 
tumori solidi (70, 71) comprendenti carcinoma prostatico, renale e mamma-
rio e che spesso l’aumento dell’attività gelatinolitica si associa alla presenza 
di metastasi. In particolare, Fernandez et al. hanno riportato che in circa il 

Figura 11. Gelatina-zimografia di urine di soggetti con cancro della vescica. I 
pesi molecolari sono indicati a sinistra. Linea 1, cancro della vescica T4 G3; 
linea 2, cancro della vescica T4 G3 in presenza di 20 mM EDTA (selettivo ini-
bitore delle MMPs); linea 3, cancro della vescica T1 G3; linea 4, cancro della 
vescica Ta G1; linea 5, cancro della vescica Ta G2; linea 6, cancro della vescica 
T4 G3 in presenza di 1.10 fenatroline 10 mM (selettivo inibitore delle MMPs); 
linea 7, cancro della vescica T1 G3 in presenza di 1.10 fenatroline 10 mM (se-
lettivo inibitore delle MMPs); linea 8, cancro della vescica T1 G2; linea 9, 
cancro della vescica T3 G3; linea 10, cancro della vescica Ta G1. Linee 1, 2 e 6 
stesso paziente. Linee 3 e 7 stesso paziente).
Preparazione delle urine. Sulle urine della prima minzione mattutina è stato 
eseguito l’esame chimico fisico ed i campioni positivi per leucociti e con evi-
dente ematuria sono stati esclusi. Una aliquota (15 ml) è stata centrifugata a 
3200 rpm per 10 min a 4°C. Sul supernatante è stata determinata la creatinu-
ria. Un’aliquota del sopranatante (2 ml) è stata dializzata over night contro 
H20 distillata in tubo da dialisi con cut-off di peso molecolare di Mr 3500. 
Dopo la dialisi le urine sono state centrifugate a 3200 rpm per 10 min a 4°C, il 
supernatante raccolto e usato per la determinazione delle gelatinasi.
Gelatina zimografia. La zimografia è stata eseguita utilizzando gel di polia-
crilamide (7,5%) contenente 0,1% di gelatina. La quantità di urine caricata 
sul gel era compresa tra 2 e 12 μl in base al contenuto di creatinuria. Il peso 
molecolare delle bande litiche è stato stabilito mediante comparazione con 
standards di proteine precolorato e con gelatinasi A e B purificate. 
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90% delle urine di donne con cancro della mammella è presente il complesso 
MMP-9/lipocalin e che la lipocalin potrebbe giocare un importante ruolo in 
vivo, proteggendo la MMP-9 dalla degradazione, aumentando l’attività enzi-
matica e favorendo la crescita tumorale e l’angiogenesi (72). Inoltre, è stato 
riportato che la determinazione della MMP-2 ed MMP-9 nelle urine non è una 
indagine adeguata per lo screening delle neoplasie ginecologiche (cervice, 
endometrio, ovaio, vulva) (73). 

Dopo la secrezione locale le gelatinasi raggiungono il siero con un mecca-
nismo non ancora completamente elucidato ed i livelli sierici sono aumentati 
in diversi tipi di cancro. A differenza della maggior parte degli indicatori 
biochimici di neoplasia, i livelli sierici delle gelatinasi non sono indice della 
grandezza del tumore, ma sembrano essere correlati ad altre caratteristiche 
del tumore come ad esempio la invasività oppure alla presenza di cellule 
neoplastiche ad alto potenziale maligno. Il nostro gruppo ha osservato che la 
maggior parte dei sieri di soggetti con cancro presenta attività gelatinolitica 
corrispondente alla MMP-9 di più forte intensità rispetto ai sieri controllo (Fig. 
12, 13, 14) e che la ratio MMP-9/MMP-2 è aumentata nei soggetti con cancro 
del polmone e della mammella rispetto ai soggetti controllo (74). In molti tipi 
di cancro, l’aumento dei livelli sierici delle gelatinasi è stato correlato positi-
vamente con elevata incidenza di metastasi, e pertanto sono state considerate 
un affidabile indice prognostico (26, 75, 76). Alti livelli sierici di MMP-9 sono 
legati a rapida progressione, bassa sopravvivenza e formazione di mestastasi 
nei pazienti con melanoma. L’attività sierica della MMP-9 è aumentata nei 
carcinomi a cellule squamose (77) e ne è stato suggerito l’utilizzo per il moni-
toraggio di tali neoplasie. In un modello sperimentale per metastasi spon-
tanee da carcinoma mammario dei ratti, i livelli plasmatici di MMP-9 sono 
associati con lo sviluppo e la crescita di metastasi nel polmone e nei linfonodi 
(78). I livelli sierici della MMP-2, nel cancro della prostata, sembrano essere 
correlati con l’estensione della massa tumorale (79). Queste caratteristiche 
implicherebbero la presenza di forme attive dell’enzima e/o di attività enzi-
matica delle gelatinasi plasmatiche. Comunque, le MMPs solubili sono state 
trovate principalmente nella forma di pro-enzima (76) o complessate con gli 
inibitori naturali delle metalloproteinasi come TIMPs o α2-macroglobulina 
(80). Pertanto il preciso e definitivo contributo funzionale delle gelatinasi 
plasmatiche nella progressione neoplastica rimane tuttora oscuro. Inoltre, la 
sovraespressione delle singole MMPs è spesso accompagnata dall’aumento 
dello specifico inibitore. Quindi, è fondamentale identificare l’esatto ruolo 
fisio-patologico delle gelatinasi circolanti per poterne chiarire il potenziale 
utilizzo come marcatori tumorali. Per quanto concerne le neoplasie epatiche, 
Hayasaka et al. hanno determinato, con saggio immunoenzimatico, i livelli 
sierici di MMP-9 in soggetti con epatocarcinoma (HCC) e li hanno comparati 
con le caratteristiche cliniche della neoplasia. In tale studio, nei soggetti con 
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HCC, i livelli plasmatici della MMP-9 sono risultati più alti rispetto a quelli 
dei soggetti con malattie epatiche non tumorali (epatite cronica, cirrosi epa-
tica). In particolare, le concentrazioni della MMP-9 sono particolarmente alte 
nei pazienti con HCC con invasione macroscopica della vena porta rispetto 
ai pazienti con HCC ma senza invasioni. Tuttavia, i livelli plasmatici della 
MMP-9 non si correlano né con la grandezza del tumore né con le concen-
trazioni sieriche della α feto-proteina (AFP). Pertanto tali dati potrebbero 
indicare la MMP-9 come un indicatore biochimico nuovo ed indipendente 
per l’epatocarcinoma in grado di evidenziare alcune caratteristiche biologiche 
della neoplasia e precisamente il potenziale invasivo e le capacità neoangio-
geniche (81). Per quanto concerne le metastasi, Ishida et al. hanno riportato 
che le concentrazioni della MMP-9 nel sangue periferico sono aumentate nei 
soggetti con adenocarcinoma del colon rispetto a quelle dei soggetti controllo, 
ma tale aumento non si correla né con il grado istologico né con lo stadio di 
Dukes. Viceversa, nel sangue portale, i livelli della MMP-9 si correlano con 
gravi fattori patologici della neoplasia tra cui caratteristiche infiltrative del 
tumore primario, avanzato stadio di Dukes, presenza di metastasi epatiche 
e linfonodali (82) suggerendo che la MMP-9 potrebbe aiutare a selezionare 
i soggetti ad alto rischio di metastasi epatiche. Per quanto concerne il con-
tenuto tissutale delle MMPs, in uno studio quantitativo è stato riportato che 
la proMMP-2 e la proMMP-9 (forme inattive) e la MMP-2 ed MMP-9 (forme 
attive) sono presenti sia nel tessuto epatico metastatico che nel tessuto epatico 
normale, ma i livelli di entrambe le forme (attive e latenti) sono più alti nei 
tessuti metastatici rispetto al fegato normale. Inoltre l’aumento dell’attività 
enzimatica nel tessuto metastatico sembra essere parallela all’aumento dei 
rispettivi mRNA ed entrambe le gelatinasi sono sfavorevolmente associate a 
ricorrenza precoce della malattia (83). 

Le MMPs sono dosabili anche in altri liquidi biologici come liquido 
pericardico, liquido ascitico, liquido pleurico, liquido cefalorachidiano. In 
particolare, la determinazione delle MMPs nelle effusioni pleuriche potrebbe 
rappresentare un metodo alternativo non-invasivo per stabilire la diagnosi e 
definire la prognosi. Studi condotti nel nostro laboratorio hanno mostrato la 
costante presenza di discrete quantità di MMP-2 nelle effusioni pleuriche di 
soggetti con patologie maligne (carcinoma di: mammella, polmone, ovaio e 
colon) e di soggetti con patologie benigne (pleurite e cirrosi), mentre le con-
centrazioni di MMP-9 sono risultate inferiori. In tale studio, è stata osservata 
anche lieve attività litica corrispondente alle forme attive sia della MMP-2 che 
della MMP-9. L’attività litica associata alla MMP-2 è aumentata nelle effusioni 
di soggetti con patologie benigne rispetto ai soggetti con patologie maligne. 
La MMP-9 è presente nella maggior parte delle effusioni maligne anche se i 
livelli sono più alti nelle pleuriti ed è assente nei soggetti con cirrosi (Fig.15, 
16) (84). Altri autori hanno osservato che i livelli della MMP-9 sono aumentati 
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Figura 12. Gelatina-zimografia di gelatinasi purificate e di sieri. La zimogra-
fia è stata eseguita utilizzando gel di poliacrilamide (7,5%) contenente 0,6% 
di gelatina. I pesi molecolari sono indicati a sinistra. La quantità di siero 
utilizzata nel gel è stata di 25 μg di proteine per tutti i campioni. Linea 1, 
gelatinasi B (MMP-9, 92 kDa) 20 μU; linea 2, gelatinasi B (MMP-9, 92 kDa) 
10 μU; linea 3, gelatinasi A (MMP-2, 72 kDa) 120 mU. Linee 4-5, cancro della 
mammella; linea 6, adenocarcinoma del polmone; linea 7, carcinoma epider-
moide del polmone. 

Figura 13. Gelatina-zimografia di gelatinasi purificate e di sieri. La zimo-
grafia è stata eseguita utilizzando gel di poliacrilamide (7,5%) contenente 
0,6% di gelatina. I pesi molecolari sono indicati a sinistra. La quantità di 
siero utilizzata nel gel è stata di 25 μg di proteine per tutti i campioni. Linea 
1, pleurite; linea 2, pleurite in presenza di EDTA 20 mM (selettivo inibitore 
dell’attività delle MMPs); linea 3, carcinoma epidermoide del polmone in pre-
senza di 1.10 fenatroline (selettivo inibitore dell’attività delle MMPs); linea 
4, siero controllo in presenza di PMSF (inibitore delle serine proteasi che non 
agisce sull’attività litica delle MMPs); linea 5, siero controllo (stesso sogget-
to della linea 4); linea 6, carcinoma epidermoide del polmone (stesso paziente 
della linea 3).
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Figura 14. Gelatina-zimografia di gelatinasi purificate e di sieri. La zimogra-
fia è stata eseguita utilizzando gel di poliacrilamide (7,5%) contenente 0,6% 
di gelatina. I pesi molecolari sono indicati a sinistra. La quantità di siero uti-
lizzata nel gel è stata di 25 μg di proteine per tutti i campioni. Linea 1, siero 
controllo; linea 2, pancreatite; linea 3, carcinoma epidermoide del polmone; 
linea 4, cancro della mammella; linea 5, siero controllo.

Figura 15. Gelatina-zimografia di liquidi pleurici e di gelatinasi A purificata. 
La zimografia è stata eseguita utilizzando gel di poliacrilamide (7,5%) conte-
nente 0,1% di gelatina. I pesi molecolari sono indicati a sinistra. La quantità 
di liquido pleurico utilizzata nel gel è stata di 15 μg di proteine per tutti i 
campioni. Linee 1-6, cancro della mammella; linea 7, gelatinasi A (MMP-2) 
120 mU.
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nelle effusioni parainfiammatorie e tali aumenti si correlano con i valori della 
proteina C reattiva (un marcatore sistemico dell’infiammazione) (85). Inoltre, 
Davidson et al. hanno osservato aumentati livelli di MMP-2 nelle cellule 
ottenute da effusioni pleuriche di soggetti con carcinoma dell’ovaio e della 
mammella e tali aumenti si correlano con prognosi negativa (86, 87).

MMPs e le caratteristiche del cancro
Nella fisiologia cellulare sei alterazioni fondamentali caratterizzano la 

progressione neoplastica: auto-supporto nei segnali di crescita, insensibili-
tà agli inibitori della crescita, evasione dall’apoptosi, infinite replicazioni, 
formazione di nuovi vasi, invasione tissutale e metastasi. Inizialmente, le 
MMPs sono state considerate importanti quasi esclusivamente nell’invasione 
e nelle metastasi. Attualmente è stato ben documentato che le matrixine sono 
coinvolte in molte tappe dello sviluppo neoplastico (crescita, sopravvivenza, 
angiogenesi, invasione, differenziazione, evasione dalla sorveglianza immu-
nologica). Le MMPs possono sia stimolare che inibire lo sviluppo neoplastico 
ed i pathways con effetti opposti sulla progressione neoplastica a volte sono 
iniziate dal taglio proteolitico della stessa sostanza (24).

Reazioni infiammatorie e neoplasie
Nelle neoplasie le reazioni infiammatorie sono una componente molto 

importante. Il sistema immunitario è in grado di riconoscere ed attaccare le 
cellule tumorali e probabilmente ritarda la progressione tumorale. Tuttavia, 
l’infiammazione cronica è anche associata con i tumori di pelle, mammella, 
prostata, ovaio, mucosa gastrica, colon-retto, fegato, vescica. Questo può esse-

Figura 16. Gelatina-zimografia di liquidi pleurici e di gelatinasi A purificata. 
La zimografia è stata eseguita utilizzando gel di poliacrilamide (7,5%) conte-
nente 0,1% di gelatina. I pesi molecolari sono indicati a sinistra. La quantità 
di liquido pleurico utilizzata nel gel è stata di 15 μg di proteine per tutti i 
campioni. Linea 1, pleurite; linea 2 e linea 3, cirrosi; linea 4, pleurite.
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re dovute a due motivi: A) le cellule infiammatorie sintetizzano molte MMPs  
(tra cui le MMP-9, -12 e -14) e pertanto possono stimolare la progressione 
tumorale. B) le cellule tumorali hanno sviluppato molti sistemi per evadere la 
sorveglianza immunologica e le MMPs sono coinvolte nei meccanismi di eva-
sione. Per quanto concerne il punto A è noto che, in modelli animali le mast 
cellule, i neutrofili ed i macrofagi contribuiscono alla progressione tumorale 
(88) e che topi propensi a sviluppare tumori della pelle, se geneticamente 
modificati in MMP-9 null, hanno ridotta incidenza a sviluppare tumori, ma 
il  trapianto di midollo osseo con cellule che esprimono MMP-9 ripristina la 
carcinogenesi.

Per quanto concerne il ruolo delle MMPs nell’evasione della sorveglianza 
immunologica va detto che: le MMPs (incluso la MMP-9) possono inibire le 
reazioni e la proliferazione e dei linfociti T, attivando il TGF-β (un importante 
inibitore delle reazioni delle cellule T contro le cellule tumorali) e tagliando il 
recettore α dell’interleuchina 2 (IL-2Rα) sui linfociti T. Inoltre, diminuiscono 
la sensibilità delle cellule tumorali ai natural killer, tagliano l’inibitore della 
α1-proteinasi (α1-PI). Infine è stato osservato che nei topi MMP-11 null un 
gran numero di neutrofili e macrofagi infiltra il tumore rispetto a quanto 
avviene nei topi wild-type indicando che la MMP-11 inibisce la chemioattra-
zione per queste cellule.  
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Conclusioni 

E’ ben evidente che le funzioni delle MMPs nel turnover della MEC sono 
molto complesse. La MEC oltre ad essere il supporto per le cellule ed i tessuti, 
regola molti comportamenti delle cellule come la crescita e la sopravvivenza 
e può anche servire come riserva di varie molecole biologicamente attive. 
Le MMPs, inizialmente identificate come le principali proteinasi in grado 
di degradare i vari componenti della MEC, hanno dimostrato di possedere 
caratteristiche funzionali molto complesse e svolgono un ruolo leader in 
molti processi fisiologici che coinvolgono il rimodellamento tissutale.

L’azione principale delle MMPs è il taglio proteolitico dei componenti 
della matrice extracellulare ma anche di molte altre sostanze (proteine leganti 
i fattori di crescita, precursori dei fattori di crescita, recettori delle tirosine 
chinasi, molecole di adesione cellulare, altre proteinasi ecc.) e tale azione 
è sufficientemente sofisticata da orchestrare varie funzioni. Sono coinvolte 
in molti processi patologici non tumorali (artrite, malattie cardiovascolari, 
nefriti, malattie neurologiche ecc.) e tumorali. Il contributo delle MMPs nella 
progressione neoplastica è estremamente complesso e sofisticato. L’idea ini-
ziale che considerava le matrixine come i principali promotori delle metastasi 
è superata ed attualmente è evidente che i componenti della famiglia delle 
MMPs sono coinvolti anche nelle tappe iniziali dello sviluppo neoplastico. 
Infatti il taglio proteolitico delle molecole bioattive da parte delle MMPs con-
tribuisce alla formazione di un complesso microambiente che promuove la 
trasformazione maligna nelle tappe iniziali della evoluzione tumorale (i.e. sti-
molazione della proliferazione cellulare, modulazione dell’angiogenesi ecc.) 
Inoltre, possono sia promuovere che inibire la progressione tumorale molto 
dipende dallo stadio del tumore, sito (primario o metastasi) localizzazione 
dell’enzima (tumore vs stroma) e dalle caratteristiche del microambiente in 
cui si sviluppa la massa tumorale. 
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