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Резюме
Введение. Локализованная склеродермия – редкое аутоиммунное заболевание, при котором происходит уплотнение 
отдельных участков кожи вследствие локального накопления белков дермального межклеточного матрикса, главным 
образом коллагена. Матриксные металлопротеиназы (протеолитические ферменты) – основные участники катаболизма 
коллагена, отвечаю щие за поддержание постоянства белкового состава дермиса. Изменения в активности и нарушения 
в экспрессии матриксных металлопротеиназ могут стать причиной развития болезни.
Цель. Оценить изменения в экспрессии секретируемых матриксных металлопротеиназ (ММП-1, ММП-2, ММП-3 и ММП-9) 
в пораженной склеродермией коже с перспективой разработки таргетных препаратов, используя метод количественной 
полимеразной цепной реакции. 
Материалы и методы. В работе исследовали биоптаты больных склеродермией, которые были получены из пораженной 
и непораженной болезнью кожи. Для оценки изменений генной экспрессии использовали метод полимеразной цепной 
реакции.
Результаты. При анализе экспериментальных данных установлено увеличение экспрессии ММП-2 (3,379 ± 1,177) и ММП-9 
(4,471 ± 1,836), а также снижение экспрессии ММП-1 (0,169 ± 0,036) и ММП-3 (0,240 ± 0,086). Показана строгая отрицатель-
ная корреляция (r = –0,93) между уровнем экспрессии ММП-1 и площадью поражения кожи. При проведении компьютер-
ного анализа установлена взаимосвязь между изменениями в экспрессии ММП и особенностями поражения кожи.
Выводы. Результаты работы подтверждают возможность использования ММП в качестве биомаркеров для оценки степени 
тяжести склеродермии и перспективного объекта (молекулярной мишени) для терапевтического вмешательства.
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Abstract
Introduction. Localized scleroderma is a rare autoimmune disorder characterized by a thickening of the skin due to the over-
deposition of collagens and other proteins in the dermal extracellular matrix. Matrix metalloproteinases (MMPs) is a family 
of proteolytic enzymes, playing a crucial role in the catabolism of collagens, maintaining the protein composition of the dermis. 
Alterations in MMPs activity and expression contribute to the development of the disease.
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ВВЕДЕНИЕ

Локализованную склеродермию относят к  аутоим-
мунным заболеваниям [1, 2]. К числу видимых проявле-
ний болезни относится появление бляшек, участков более 
плотной кожи с изменениями в пигментации (от темно- 
красной и пурпурной по краям до бесцветной в центре 
очага поражения). В затронутой болезнью области дер-
мы происходит накопление коллагеновых волокон  [3], 
нарушается нормальная работа капилляров [4], а также 
уменьшается количество клеток соединительной ткани [5]. 
У ~90% больных в крови появляются аутоантитела, специ-
фичные к белкам- резидентам клеточного ядра – иммуно-
глобулины G – прежде всего к топоизомеразе I, а также 
к гистонам, нуклеосомам и др. [6, 7].

Баланс между накоплением и расщеплением бел-
ков межклеточного матрикса (МКМ) играет важную роль 
в развитии склеродермии [8]. У больных склеродермией 
этот баланс нарушен – в дермисе пораженной болезнью 
кожи происходит накопление белков МКМ: коллагена 
I, III, V и VII, фибронектина, декорина и др. В расще-
плении этих белков участвуют протеолитические фер-
менты, в первую очередь матриксные металлопроте-
иназы (ММП, группа из 23  эндопептидаз с  широкой 
и перекрываю щейся субстратной специфичностью)  [9]. 
Согласно опубликованным данным [9, 10], спектр рас-
щепляемых ММП белков практически включает все бел-
ковые компоненты МКМ [11]. Иными словами, для каж-
дого такого белка можно подобрать соответствующий 
протеолитический фермент.

Данные, полученные в  исследованиях на экспери-
ментальных моделях склеродермии [12, 13], позволяют 
рассматривать увеличение экспрессии ММП в качестве 
возможного инструмента для восстановления обмена ве-
ществ в пораженной болезнью коже, а также здорового 
облика кожных покровов. При этом необходимо прини-
мать во внимание, что физиологическая роль ММП за-
трагивает другие жизненно важные процессы организ-
ма  [14, 15], включая развитие воспалительного ответа, 

участие в нем активированных иммунных клеток, кон-
троль над экспрессией и активацией других протеолити-
ческих ферментов, а также провоспалительных цитокинов 
и хемокинов [16, 17]. По этой причине возможные мани-
пуляции экспрессией или активностью ММП, если они бу-
дут иметь длительный или системный характер, способны 
привести к серьезным побочным эффектам [18]. Целью 
данного исследования было оценить изменения в экс-
прессии секретируемых ММП в пораженной склеродер-
мией коже, используя метод количественной полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР), с перспективой разработки 
таргетных препаратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Забор биопсийного материала проводили у пациен-
тов Клиники имени В.Г. Короленко, филиала Московско-
го научно- практического центра дерматовенерологии 
и косметологии Департамента здравоохранения г. Москвы, 
с диагнозом «ограниченная склеродермия». Для постанов-
ки и подтверждения диагноза проводили патоморфологи-
ческое изучение биоптатов кожи. В исследовании участво-
вали 12 больных. Участники исследования представляли 
разные возрастные группы населения (25– 71 год). Размер 
высыпных элементов варьировал от 2,0 см до 22,5 см, за-
нимая обширные участки тела (табл. 1).

Забор биопсийного материала осуществлялся не-
посредственно из очагов поражения с использовани-
ем дерматологического пробойника (4 мм) под местной 
анестезией. В качестве контрольного образца использо-
вали участок непораженной кожи того же самого паци-
ента. Материал из непораженных участков кожи брали 
на удалении 3 см от ближайшего высыпания [19]. Иссле-
дование было одобрено комитетом по этике при Цен-
тре теоретических проблем физико- химической фарма-
кологии РАН. Проведенное исследование соответствует 
принципам, изложенным в Хельсинкской декларации 
(принята на 18-й Генеральной ассамблее Всемирной ме-
дицинской ассоциации в июне 1964 г.).

Aim. To investigate changes in the expression of secreted matrix metalloproteinases (MMP-1, MMP-2, MMP-3, and MMP-9) 
in scleroderma lesional skin using quantitative polymerase chain reaction to identify potential therapeutic targets.
Materials and methods. Biopsies of lesional and unaffected skin were obtained from patients with scleroderma. PCR was used 
to assess changes in the expression of MMPs.
Results. The analysis of experimental data revealed significant changes in the expression of MMPs: the increased levels of MMP-2  
(3.379 ± 1.177) and MMP-9 (4.471 ± 1.836), and the decreased levels of MMP-1 (0.169 ± 0.036) and MMP-3 (0.240 ± 0.086). 
The correlation analysis revealed a strong negative correlation (r = –0.93) between the expression of MMP-1 and the area 
of scleroderma lesional skin. The computer analysis suggested that changes in the expression of MMPs may contribute to 
the development of skin lesions as a factor.
Conclusions. The results of this study suggest that some MMPs may serve as biomarkers for assessing the severity of localized 
scleroderma and as potential molecular targets for therapeutic intervention.

Keywords: localized scleroderma, matrix metalloproteinases, collagen, proteolysis, PCR, inflammation
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Анализ полученных образцов кожи проводили мето-
дом количественной ПЦР. Для этого образцы кожи промы-
вали забуференным раствором хлористого натрия (ФБС, 
pH = 7,4) и замораживали в жидком азоте. Заморожен-
ную ткань растирали в фарфоровой ступке и лизировали 
в реагенте ExtractRNA (Евроген, Россия). РНКовую фрак-
цию выделяли при помощи экстракции с хлороформом, 
после чего отобранную водную фазу осаждали равным 
объемом изопропанола и промывали 70%-ным этиловым 
спиртом. Для проведения ПЦР выделенную РНК конверти-
ровали в комплементарную ДНК (кДНК) при помощи ком-
мерческого набора реагентов для обратной транскрипции 
MMLV RT (Евроген). Использованные в работе праймеры 
подбирали при помощи приложения Primer blast (NCBI, 
США) [20]. Полученные результаты обрабатывали стати-
стически при помощи методов параметрического и непа-
раметрического анализа (t-критерий и критерий Манна – 
Уитни соответственно) [21]. Проверку полученных данных 
на соответствие нормальному распределению проводили 
при помощи критерия Колмогорова – Смирнова. Для уста-
новления взаимосвязей между анализируемыми параме-
трами использовали метод главных компонент, кластер-
ный и корреляционный анализ.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнение экспрессии ММП в пораженной и непо-
раженной болезнью коже (табл. 2) показало статистиче-
ски значимые изменения в экспрессии ММП-1, ММП-2, 
ММП-3 и ММП-9 (t-тест, p < 0,01). При этом экспрессия 
ММП-1 и ММП-3 была понижена, а экспрессия ММП-2 
и ММП-9 увеличена. Средние значения в выборке боль-
ных составили: 0,169 ± 0,036 – для ММП-1; 3,379 ± 1,177 – 
для ММП-2; 0,240 ± 0,086 – для ММП-3 и 4,471 ± 1,836 – 
для ММП-9.

Для выявления неявных взаимосвязей между анали-
зируемыми параметрами, к  числу которых мы отнесли 
полученные данные о генной экспрессии ММП (табл. 2), 
а также данные о возрасте больных (табл. 1) и площади 
пораженной кожи (посчитана на основании известных 
данных о размере и количестве высыпаний – 7-я колон-
ка табл. 1), нами был проведен анализ главных компонент 
(рис. 1). Результаты анализа свидетельствуют о гетероген-
ности рассматриваемых образцов и возможности их раз-
деления на две группы: 1-я группа – 7 пациентов (больные 
1, 3–6, 8, 10 – незакрашенные точки слева от оси ординат) 
и 2-я группа – 5 пациентов (больные 2, 7, 9, 11 и 12 – за-
крашенные черным точки справа от оси ординат). 

Для того чтобы оценить роль отдельных параметров 
в разделении образцов на группы, мы построили тепло-
вую карту и провели кластерный анализ упомянутых выше 
данных (рис. 2). Результаты проведенного анализа под-
тверждают правомерность разделения образцов на две 
группы, которые обозначены на рисунке в виде двух от-
дельных кластеров.

С  использованием статистического критерия Ман-
на – Уитни мы оценили достоверность различий меж-
ду 1-й и 2-й группами больных. Полученные результа-
ты (рис.  3) показывают, что уровни экспрессии ММП-1 
и ММП-3 различаются достоверно (p = 0,023 и 0,015 со-
ответственно), тогда как для ММП-2 и ММП-9 достовер-
ных отличий нами установлено не было (p = 0,750 в обо-
их случаях). Анализ данных, представленных в табл. 1 и 2, 
также показал достоверность различий между группами 
по площади поражения (p = 0,006), но не выявил таковых 
в возрасте представителей обеих групп (p = 0,254).

Для проверки взаимосвязи между анализируемы-
ми параметрами мы получили корреляционный матрикс 
(рис. 4А). Согласно полученным данным, наибольшее зна-
чение коэффициента корреляции (r  = -0,93; p  <  0,01) 

 Таблица 1. Клинические показатели больных склеродермией
 Table 1. Clinical data of patients with scleroderma

№ Пол Возраст Количество очагов Локализация повреждений Состояние бляшки (бляшек) Диаметр, см

1 М 47 1 спина склероз 2

2 Ж 52 4 живот эритематозный очаг, локальный отек 18,8

3 М 51 1 живот, поясница, половой член эритематозные очаги, локальный отек 15; 5; 1

4 Ж 63 3 живот эритематозные очаги, локальный отек 3

5 М 28 1 спина склероз 2

6 Ж 26 3 живот эритематозные очаги, локальный отек 3

7 Ж 61 1 живот эритематозные очаги, локальный отек 22,5

8 Ж 59 2 живот эритематозные очаги, локальный отек 5,5

9 Ж 67 >4 живот, верхние конечности эритематозные очаги, локальный отек, 
склероз, индурация 20

10 М 68 4 паховая область, ягодицы, бедра индурация 5

11 Ж 65 >4 живот эритематозные очаги, локальный отек 17,5

12 Ж 57 >4 живот эритематозные очаги, локальный отек 20
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наблюдалось между уровнем экспрессии ММП-1 и пло-
щадью пораженной болезнью кожи (рис. 4B). В других слу-
чаях полученные значения r не были статистически досто-
верными (p > 0,05, рис. 4А). 

ОБСУЖДЕНИЕ

В проведенном исследовании мы, используя метод 
количественной ПЦР, проанализировали изменения экс-
прессии ММП в пораженной склеродермией коже и срав-
нили полученные результаты с визуально непораженной 
кожей больных (табл. 2). С использованием t-критерия 
нами было показано, что экспрессия ММП-2 и ММП-9 до-
стоверно увеличена, а экспрессия ММП-1 и ММП-3 до-
стоверно снижена в местах высыпаний. Полученный ре-
зультат соответствует ранее сделанным наблюдениям 

о накоплении коллагеновых волокон в очагах пораже-
ния  [22, 23]. Согласно данным многочисленных источ-
ников, упомянутые изменения вызваны нарушениями 
в экспрессии протеолитических ферментов, в первую оче-
редь ММП [12]. Анализируя данные об экспрессии ММП 

 Таблица 2. Экспрессия матриксных металлопротеиназ в пораженной склеродермией коже относительно визуально нор-
мальной кожи

 Table 2. The expression of matrix metalloproteinases in scleroderma lesional skin

№ участника ММП-1 ММП-2 ММП-3 ММП-9

1 0,182 ± 0,057 3,617 ± 0,113 0,471 ± 0,004 3,32 ± 0,095

2 0,098 ± 0,012 1,226 ± 0,034 0,064 ± 0,003 3,983 ± 0,08

3 0,177 ± 0,028 1,377 ± 0,247 0,486 ± 0,039 2,142 ± 0,082

4 0,208 ± 0,029 3,78 ± 0,136 0,264 ± 0,018 8,525 ± 0,291

5 0,225 ± 0,015 3,462 ± 0,114 0,111 ± 0,004 3,314 ± 0,121

6 0,24 ± 0,039 7,972 ± 0,275 0,195 ± 0,013 4,836 ± 0,096

7 0,005 ± 0,006 5,561 ± 0,2 0,283 ± 0,016 12,886 ± 0,346

8 0,23 ± 0,047 1,715 ± 0,058 0,38 ± 0,013 4,294 ± 0,169

9 0,145 ± 0,02 1,941 ± 0,034 0,069 ± 0,001 2,083 ± 0,079

10 0,233 ± 0,037 3,453 ± 0,098 0,273 ± 0,024 2,857 ± 0,085

11 0,127 ± 0,019 1,467 ± 0,1 0,082 ± 0,005 3,399 ± 0,123

12 0,112 ± 0,013 4,95 ± 0,115 0,199 ± 0,013 2,007 ± 0,075

 Рисунок 1. Анализ главных компонент экспериментальных 
данных об экспрессии матриксных металлопротеиназ, воз-
расте участников исследования и общей площади поражен-
ной склеродермией коже

 Figure 1. Principle component of analysis of the experimen-
tal data on the expression of MMPs, patients’ age, and area 
of lesional scleroderma skin

По оси абсцисс: ГК1 – главная компонента 1. По оси ординат: ГК2 – главная компонента 2.
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 Рисунок 2. Тепловая карта и кластерный анализ экспери-
ментальных данных об экспрессии матриксных металлопро-
теиназ, возрасте пациентов и площади пораженной склеро-
дермией кожи

 Figure 2. Heat map and cluster analysis of experimental 
data on the expression of MMPs, patients’ age and area 
of lesional scleroderma skin

По вертикали: исследуемые параметры. По горизонтали: номера участников исследования. 
Черно-белая шкала (сверху справа) характеризует изменения параметра в выборке 
образцов. 1-я и 2-я группы – группы больных, идентифицированные анализом главных 
компонент (рис. 1).
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(табл.  2) и  данные осмотра участников исследования 
(площадь поражения и возраст – табл. 1), мы установили, 
что выборка больных склеродермией гетерогенна. Про-
ведя анализ основных компонентов (рис. 1), мы разделили 
образцы на две группы: 1-я группа – 7 пациентов (боль-
ные 1, 3–6, 8, 10) и 2-я группа – 5 пациентов (больные 2, 
7, 9, 11 и 12). Ввиду четкого разделения образцов на две 

группы мы провели кластерный анализ образцов (рис. 2), 
который подтвердил гетерогенность выборки и правиль-
ность подразделения образцов на группы. Последующий 
сравнительный анализ групп пациентов показал статисти-
чески достоверные отличия по следующим параметрам: 
экспрессия ММП-1 и ММП-3 и площадь пораженной бо-
лезнью кожи (рис. 3А, C и D соответственно). Полученный 

 Рисунок 3. Групповые различия в экспрессии матриксных металлопротеиназ, по площади поражения и возрасту участников 
исследования

 Figure 3. Changes in the expression of MMPs, patients’ age and area of lesional scleroderma skin in groups of patients

1-я и 2-я группы – группы больных, идентифицированные анализом главных компонент (рис. 2). Знаком креста обозначены средние значения соответствующих параметров в группах. Знак 
звездочки указывает на достоверность статистических различий (p < 0,05).
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нами результат подтверждает активное участие секре-
тируемых ММП в  патогенезе склеродермии, посколь-
ку изменения в экспрессии ММП-1 и ММП-3 и площадь 
пораженной болезнью кожи, согласно нашим экспери-
ментальным данным, позволяют четко идентифициро-
вать представителей обеих групп. Выбор статистического 
критерия для анализа данных (критерий Манна – Уитни) 
мы объясняем небольшими размерами анализируемых 
групп (7 и 5 образцов соответственно). В таких услови-
ях становится трудно отличить нормально распределен-
ные первичные данные от несимметричного распреде-
ления. Дальнейший анализ данных, уже безотносительно 
к делению больных на группы (рис. 4), показал строгую от-
рицательную корреляцию экспрессии ММП-1 и площа-
ди поражения кожи, что свидетельствует о существенном 
вкладе ММП-1 в патогенез склеродермии. Иными слова-
ми, чем больше размер пораженного участка, тем мень-
ше на нем экспрессия ММП-1. На основании этого будет 
логичным предположить, что восстановление экспрессии 
ММП-1 должно быть частью эффективной стратегии по 
лечению склеродермии.

Между тем нам не удалось установить строгой корре-
ляции уровня экспрессии других ММП с тяжестью пораже-
ния кожи (рис. 4А). Вероятно, изменения в их экспрессии 
являются частью компенсаторного механизма и вызваны 
дефицитом ММП-1. В свою очередь, отсутствие достовер-
ных корреляций может также быть следствием сравни-
тельно небольшого количества исходных образцов.

Помимо этого, есть по меньшей мере два других мо-
мента, которые необходимо затронуть при обсужде-
нии полученных нами результатов. Во-первых, это суб-
стратная специфичность анализируемых ферментов. Как 
известно, МКМ дермы почти на 80% состоит из колла-
геновых волокон [24]. При этом на коллаген I типа при-
ходится 80% от общего состава коллагеновых волокон, 
а на коллагены III и V – 10–20% и 5–10% соответствен-
но [25]. Согласно данным литературы, ММП-1 является 
основным ферментом, который расщепляет коллаген I 
и  III  [26]. В свою очередь, ММП-3, экспрессия которой 

также снижена в  пораженной склеродермией коже 
(табл. 2), хотя и не принимает непосредственного уча-
стия в расщеплении коллагенов I и  III, входящих в со-
став дермы [27], протеолитически активирует ряд других 
ММП, включая ММП-1 [28]. Субстратная специфичность 
ММП-2 и ММП-9 в основном ограничена денатуриро-
ванными молекулами коллагена и эластина, а также не-
коллагеновыми белками МКМ [29, 30].

Во-вторых, согласно данным табл. 1, во 2-й группе – 
поражения кожи у больных (количество – две и более, 
наличие более трех бляшек диаметром не менее 3 см) 
качественно отличаются от таковых у  представителей 
1-й группы (единственная пораженная анатомическая об-
ласть при небольшом количестве и размере высыпаний), 
что позволяет говорить нам о том, что в выборке пред-
ставлены более тяжелая (распространенная) и более лег-
кая (ограниченная) формы бляшечной склеродермии, 
а уровень экспрессии ММП-1 может оказаться, в свою 
очередь, подходящим маркером, который позволяет раз-
личить эти две формы болезни (рис. 4B). Чтобы подтвер-
дить это, необходимы дополнительные исследования.

ВЫВОДЫ

Установление характерных особенностей в профиле 
экспрессии ММП пораженной склеродермией кожи пока-
зывает принципиальную возможность их использования 
в качестве биомаркеров для оценки степени тяжести ло-
кализованной склеродермии и прогноза ее развития. По-
мимо этого, также возможно использование ММП, в пер-
вую очередь ММП-1, в качестве перспективных объектов 
терапевтического вмешательства – молекулярных мише-
ней – при разработке новых терапевтических подходов 
для лечения склеродермии. При этом для оценки тера-
певтического потенциала ММП требуются дополнитель-
ные исследования. 
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 Рисунок 4. Корреляционный анализ экспериментальных данных об экспрессии матриксных металлопротеиназ, возрасте 
пациентов и площади пораженной склеродермией кожи

 Figure 4. Correlation analysis of the experimental data on the expression of MMPs, patients’ age and area of lesional 
scleroderma skin

А – корреляционный матрикс исследуемых параметров; B – корреляция экспрессии ММП-1 с площадью пораженной болезнью кожи.
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