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I. ВВЕДЕНИЕ
В живом организме постоянно происходит генерация активных форм 
кислорода (АФК), включая перекись водорода (H2O2), гидроксильный 
радикал (HO•), супероксидный анион-радикал (О2

•– ) наряду с гипо га-
лоид ными кислотами (HOCl, HOBr, HOJ), образующимися в при сут-
ствии гемсодержащих пероксидаз. Лейкоциты и тромбоциты явля-
ются главными источниками генерации АФК [1, 2]. Дисбаланс между 
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коли чеством генерируемых АФК в организме и их разрушением 
(пос леднее регулируется антиоксидантной защитой) приводит к 
раз ви тию окислительного стресса [3, 4] атеросклероз, ишемия/репер-
фу зия миокарда, заболевания легких, туберкулез, сахарный диабет, 
старение. 
 АФК при низких концентрациях служат клеточными сигнальными 
молекулами [5]. Однако при высоких концентрациях АФК их дейст-
вие может вызывать не только позитивные эффекты, убивая вторг-
шиеся в организм патогены и микробы, но и негативные, повреж дая 
ком поненты клетки, включая белки, липиды и ДНК [6]. Неопро вер-
жимые доказательства указывают на то, что окислительный стресс 
участвует в патофизиологии широкого спектра заболеваний чело-
века, включая рак [7], сердечно-сосудистые заболевания [8], хрони-
чес кую обструктивную болезнь легких [9], сахарный диабет [10] и 
нейро дегенеративные расстройства, такие как старение [11], болезнь 
Пар кин сона и болезнь Альцгеймера [12, 13].
 Белки являются высокочувствительными мишенями для молекул 
АФК, которые вызывают окислительные модификации аминокис лот-
ных остатков, нарушая, тем самым, структуру и функцию внутри- 
и внеклеточных белков. Сульфосодержащие остатки цистеина и 
метио нина в белках проявляют высокую чувствительность ко всем 
видам АФК по сравнению с другими аминокислотными остат ками. 
Поэтому неудивительно, что их окисление относится к наибо лее 
распро страненным в белках модификациям при воздействии раз лич-
ных АФК.
 В плазме крови молекулы HOCl, образуемые миелопероксидазой, 
являются важнейшими природным и предшественниками свободных 
радикалов в организме [14, 15]. Концентрации HOCl in vivo оце ни-
ваются в пределах 12–250 мкМ [16]. Боковые цепи некоторых амино-
кис лотных остатков особенно чувствительны к модификации HOCl 
[17, 18] (Таблица). Остатки Cys быстро реагируют с молекулами 
HOCl с образованием оксикислот и цистина [19], а остатки Met пре-
вра щаются в MetO [20], дальнейшее окисление которого может при-
вести к образованию метионинсульфона, хотя в значительно меньшей 
степени [21].
 Хорошо известно, что окислительный стресс вызывает различные 
модификации белков, включая карбонилирование [22, 23]. Прямое 
окис ление остатков лизина, аргинина, пролина и треонина может 
являться обычным механизмом образования карбонилов в белках [23, 
24]. Карбонилирование, являющееся необратимой окислительной 
моди фикацией аминокислотных остатков, рассматривается как один 
из важных маркеров развития окислительного стресса [25].
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 В частности, повышенный уровень карбонилирования белков 
был обнаружен как при нормальном старении [26, 27], так и при 
неко торых заболеваниях таких, как миелодиспластические синд ромы 
[28], болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона и боковой амиотро-
фи ческий склероз [26, 27] и некоторые другие. 
 Накапливающиеся данные подтверждают гипотезу, согласно 
которой обратимое окисление остатков Met (главным образом 
лока лизованных на поверхности белка) обеспечивает надежный 
меха низм, способный удалять АФК, таким образом создавая цикл 
с ката литической эффек тивностью для противодействия или смяг-
че ния вредного действия АФК на другие функционально важ-
ные амино кислотные остатки. Другими словами, остатки Met во 
внут ри клеточных белках могут служить эндогенными антиок-
си дантами, защищая белковую структуру от повреждения при 
окис ли тельном стрессе [22, 29–31]. Однако, в некоторых случаях, 
как будет нами показано в рамках данного обзора, поверхностно 
локали зованные Met, вовлекающиеся в окисление, вызывают изме-
не ние функциональной активности белка. Благодаря полной обрати-
мости процесса превращения MetO в исходную структуру Met во 
внутри клеточных белках, катализируемого MSRs, Met-связанный 
анти ок сидантный ресурс белков обусловлен активностью редуктаз, 
скорее, чем количеством антиоксидантных Met [32]. Из-за отсутствия 
MSRs в плазме крови [33] окисление Met во внеклеточных белках 
является фактически необратимым. Окислительная модификация 
поверх ностно локализованных Met истощает антиоксидантный 
ресурс молекулы и, следовательно, способность Met служить пере-
хват чиками молекул оксиданта без нарушения структуры и функции 
белков плазмы остается дискуссионным.

Аминокислотный 
остаток

Кажущаяся константа скорости 
второго порядка (M−1·s−1)

Цистеин 3.6×108

Метионин 3.4×107

Цистин 1.6×105

Гистидин 1.2×105

Глицин 1.0×105

Лизин 7.9×103

Триптофан 7.8×103

     Данные в таблице представлены согласно [18].

Таблица. Кажущиеся константы скорости второго порядка  
для реакции HOCl с боковыми цепями аминокислот
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 Что касается остатков Cys, они участвуют в каталитическом 
цикле многих ферментов, образуют дисульфидные связи, которые 
вно сят важный вклад в стабилизацию структуры белка, а также явля-
ются сайтами связывания металлов таких, как цинк или железо [34]. 
Действие АФК на остатки Cys в белках часто сопровождается необ-
ра тимыми модификациями, приводящими к дисфункции белков [35]. 
Окис ление белковых тиолов с помощью АФК первона чально при-
во дит к образованию нестабильной сульфеновой кислоты (R–SOH), 
кото рая затем может образовывать внутримолекулярные или меж мо-
леку лярные дисульфидные связи. Хотя сульфеновые кислоты могут 
вре менно сохранять стабильность в некоторых белковых средах [36], 
они чаще всего реагируют с другими тиолами или вовлекаются в даль-
ней шее окисление, которое приводит к необратимому образованию 
сульфиновой (R–SOOH) или сульфоновой (R–SO3H) кислот [37]. 
Решающая роль в системе антиоксидантной защиты клеток связана 
с наличием в высоких концентрациях глутатиона, который является 
наиболее распространенным небелковым тиолом и способен защитить 
остатки Cys от окисления до сульфиновых и сульфокислот [38]. В 
плазме крови концентрация глутатиона существенно ниже, чем в 
клет ках, поэтому антиоксидантный потенциал плазменных белков 
связан не только с наличием антиоксидантных Met, но также с 
сульф гид рильными группами белков. Наиболее ярким примером 
этого является сывороточный альбумин, который рассматривается 
как важнейшим белковый антиоксидант, главным образом, благодаря 
наличию единственной сульфгидрильной группы, Cys34, способной 
выступать в качестве ловушки АФК [39].
 Репарация повреждений в белках ограничивается восстановлением 
окисленных производных серосодержащих аминокислотных остатков 
цистеина и метионина. Повреждения во всех других аминокислотных 
остатках является полностью необратимым, что подробно отражено 
в работе [40].
 Идентификация окислительных модификаций в белках играет 
важ ную роль в понимании нарушения структуры белка и меха низма 
его функционирования. Развитие метода ВЭЖХ-МС/МС сущест-
венно расширило возможности в анализе ПТОМ в белках как при 
инду цированном окислении, так и in vivo при окислительном стрессе. 
Многие исследования направлены на выявление в белках крови окис-
ли тельных сайтов, которые, как предполагают, могут быть маркерами 
раз вития различного рода заболеваний [41, 42]. 
 В данном обзоре будут проанализированы различные ПТОМ, 
возникающие во внутриклеточных и плазменных белках гемостаза в 
условиях in vitro и in vivo и их влияние на структуру и функцию белков 
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В обзоре будут представлены такие белки, как ФГ, протромбин/ТР, 
FVII, являющиеся представителями коагуляционного звена гемостаза; 
антикогулянтные белки – ПС и ТМ; и белки фибринолитической сис-
темы – ПГ, его физиологические активаторы и ингибиторы. Будут 
описаны структура и функция белков, окислительные модификации 
и их влияние на функциональную активность. Будет обобщена 
и систе матизирована информация о возможном влиянии ПТОМ 
белков системы гемостаза in vitro и in vivo на нарушение механизмов 
коагуляции и фибринолиза и проанализирована возможность компен-
са торного механизма в поддержании гемостаза при окислительном 
стрессе.

II. ВЛИЯНИЕ ОКИСЛЕНИЯ НА СТРУКТУРУ  
И ФУНКЦИЮ КОАГУЛЯЦИОННЫХ БЕЛКОВ

Система свертывания крови представляет собой сложно организо-
ван ную, многокомпонентную сеть взаимодействующих белков и 
кофак торов, в которой каждый фермент, образованный в предыдущей 
реакции, активирует последующий белок-профермент. Каскадная 
активация белков коагуляционного звена гемостаза, протекающая по 
внеш нему или внутреннему механизмам в ответ на повреждение эндо-
телия сосудов [43–45], направлена на каталитическое превращение 
протромбина в ТР, фермента способного превращать растворимый 
плаз менный ФГ в фибриновый гель. В последние годы был сформу ли-
рован новый взгляд на механизм свертывания крови, основанный на 
системе пространственно разнесенных реакций, в которых диффузия 
ферментов играет такую же существенную роль в регуляции сверты-
ва ния крови, как и химический катализ [46, 47]. 
 Окисление является важным фактором, влияющим на состояние 
системы свертывания крови. В данном разделе мы проанализируем 
последствия окисления на химическую модификацию первичной 
структуры и функциональные нарушения коагуляционных белков: 
ФГ, ТР и FVII.

ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ МОДИФИКАЦИЯ ФИБРИНОГЕНА

ФГ человека играет ключевую роль в физиологической реакции обра-
зования фибрина, обеспечивая плазменный гемостаз. Помимо своей 
важной роли в гемостазе, ФГ участвует в заживлении ран, воспалении, 
ангиогенезе и других важных физиологических и патологических 
про цессах [48]. В последние годы был опубликован ряд обзорных 
статей, в которых дается очень подробное описание биохимии ФГ [49, 
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50]. Поэтому в настоящем разделе приводится лишь краткая инфор-
ма ция о структуре ФГ, необходимая для понимания последствий 
окис ли тельных модификаций ФГ на его функционирование.
 Молекула ФГ представляет собой гомодимер 340 кДа, содержащий 
два идентичных набора трех полипептидных цепей, Aα, Bβ и γ, которые 
соединены вместе 29 дисульфидными связями. Первичная структура 
всех трех полипептидных цепей не имеет свободных остатков Cys, 
но содержит множественные Met и циклические остатки, многие из 
которых могут проявлять высокую чувствительность по отношению 
к АФК. NH2-концевые части всех трех пар полипептидных цепей 
(Aα1–49, Bβ1–80 и γ1–23) составляют центральную область E [49]. 
Две идентичные дистальные части молекулы ФГ образуют области 
D (Aα161–220, Bβ193–461 и γ135–427), в которых COOH-тер-
минальные участки полипептидных Bβ и γ цепей образуют β- и 
γ-узлы, соответственно (Рис. 1а). COOH-концевые части Aα цепей 
формируют αC области (221–610), каждая из которых включает в 
себя αC-домен (392–610), который прикреплён к основной части 
молекулы ФГ гибким αC-коннектором (221–391) [48]. Aα, Bβ и γ цепи 
в каждой из субъединиц образуют так называемые суперспиральные 
коннекторы (Aα50–160, Bβ81–192 и γ24–134), которые связывают 
центральную область E с дистальными областями D [49].
 ФГ считается основной мишенью для различных видов АФК 
и мощным белковым антиоксидантом наряду с сывороточным 
альбумином [51, 52]. Являясь высоко уязвимой потенциальной 
мишенью для оксидантов, ФГ подвергается пост-трансляционным 
сайт-специфическим модификациям, которые могут возникать как 
в резуль тате индуцированного окисления различными оксидантами 
[53–57], так и в результате окислительного стресса в организме [58]. 
Пока зано, что окислительные модификации ФГ способствуют струк-
тур ным повреждениям и нарушениям свойств как самого белка [59–61], 
так и фибрина, образующегося из окисленного ФГ [53, 61] и др.
 Исследования показали, что окислительная модификация молекул 
ФГ влияет на гемостаз, вызывая изменения в архитектуре фибрино-
вой сети. Воздействие на молекулы ФГ различных реагентов, в том 
числе HOCl, вызывало альтернативную сборку структуры фибрина 
с более тонкими волокнами, снижение их прочности и эластичности 
по срав нению с нормальным фибриновым гелем [53, 55, 62]. Также 
увели чивалась резистентность фибрина к его гидролизу, катали зи-
руемому ПЛ [61, 63]. 
 Используя метод масс спектрометрии, в структуре молекулы 
ФГ, подвергнутого индуцированному окислению, удалось обнару-
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Рис. 1. а) Топография окисленных остатков Met в молекуле фибриногена (PDB 
ID: 3GHG) при его индуцированном окислении гипохлоритом [53, 54] и пере-
кисью водорода [57]. Отсутствующая Аα-область (остатки 221–610) не имеет 
крис тал лографического изображения. Рисунок выполнен с помощью программы 
VMD1.9.3 (University of Illinois at Urbana–Champaign, USA); 
 б) Графическое изображение ковалентно сшитых гибкоцепных олигомеров, в 
которых окисленные молекулы фибриногена соединяются «конец к концу» [59]. 
С увеличением длины полимерной цепи гибкие гомополимеры фибриногена 
имеют тенденцию к сворачиванию в довольно компактную структуру, сходную с 
глобулярной частицей [59]. FXIIIa катализирует образование межмолекулярных 
γ–γ-димеров, которые возникают в виде поперечных связей между остатком 
лизина γ406 одной γ-цепи и остатком глутамина γ398 или γ399 другой [70]. 
Сог ласно данным [65], максимальный угол изгиба, который количественно опре-
деляет изменения относительной продольной ориентации молекул ФГ, может 
составлять 22°.
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жить значительное количество окислительных модификаций, лока-
ли зо ванных в различных областях белка [53, 54, 56, 57]. Однако 
условия, исполь зуемые in vitro, сильно различались как в выбран ном 
окис лителе, так и в его дозе. Так при HOCl (1.25 mM)-индуци ро-
ван ном окислении ФГ было идентифицировано 84 пост-трансля-
цион ных модификаций [56]. Очевидно, что анализ такого огромного 
количества сайтов является очень сложной задачей. Кроме того, 
многие из функционально значимых сайтов в ФГ исходно могут 
быть локализованы в белковом ядре и становятся экспонированными 
при ТР-индуцированной активации ФГ. Такие сайты едва ли дос-
тупны для окислителей. Поэтому остается существенный пробел 
в наших знаниях в понимании функциональной роли отдельных 
моди фи ци рованных сайтов. Остановимся кратко на нескольких 
моди фика циях аминокислотных остатках, функция которых в дос-
та точ ной степени описана. Особое к себе внимание привлекает 
оста ток Met476, находящийся в αC-домене. Межмолекулярные 
взаимо действия αC-доменов при самосборке фибрина усиливают 
лате раль ную агрегацию цепей фибрина, способствуя образованию 
более толстых фибрилл [49, 64]. Окисление Met476 в αC-домене, 
как полагают [53], повреждает его структурную целостность, и, 
тем самым, нарушает взаимодействия соседних αC-доменов друг с 
другом. С другой стороны, как показано многочисленными исследо-
ва ниями [53, 54, 56–58], этот остаток проявляет повышенную 
чувстви тельность к окислителям по сравнению с другими остатками 
Met в ФГ. Это свидетельствует о том, что Met476 экспонирован на 
поверх ности белка. Как упоминалось выше, остатки Met, располо-
жен ные на поверхности белка, выполняют антиоксидантную роль, 
являясь ловушкой АФК. Понимание причин этого противоречия 
в функ циональной принадлежности Met476 требует дальнейших 
иссле дований. Met367, который превращается в метионин сульфоксид 
(MetO) в ФГ, обработанным различными окислителями, принадлежит 
к структуре ‘b’ hole. Дадим краткие пояснения. Действие тромбина 
на ФГ приводит к отщеплению фибринопептидов А (FpA) и фибри-
но пептидов В (FpB) с последующим обнажением сайтов связывания, 
расположенных в области Е, так называемых knobs ‘A’ and ‘B’. Они 
комплементарны сайтам связывания, holes ‘a’ и ‘b’, всегда исходно 
экспонированных в D областях [49]. ‘B–b’ knob-hole взаимодействия 
обус ловливают латеральную ассоциацию фибриновых протофиб рилл. 
Мы пред полагаем, что окисление Met367 (наряду с Met476) также 
вно сит свой вклад в образование более тонких фибрилл относительно 
контроля.



Окислительные модификации белков гемостаза 37

 Другим важным модифицированным остатком является γMet264, 
входящий в состав структуры γ-узла. Набор сайтов, включая γMet264, 
ответственные за формирование ‘D : D’ интерфейса, возникающего 
между соседними D областями, описан в работе [65]. Можно 
предположить, что наблюдаемое окисление γMet264 при действии 
различных окислителей ведет к усилению ‘D : D’ интерфейса. Ранее 
было экспериментально обнаружено, что окисление молекулы ФГ 
влияет на самосборку молекул по типу «конец к концу», образуя 
одно цепочечные структуры [59]. В присутствии коагуляционного 
фактора FXIIIa γ цепи примыкающих D доменов сшиваются, образуя 
γ–γ-димеры [70]. Как видно из Рис. 1б, одноцепочечные структуры, 
благодаря наличию углов изгиба между соседними молекулами ФГ, 
образуют гибкоцепные олигомеры. Наличие одноцепочечных гиб ко-
цеп ных олигомеров ФГ было выявлено также атомно-силовой микро-
ско пией высокого разрешения (АСМ) [65]. Образование раст воримых 
высокомолекулярных комплексов фибриногена при его обработке 
HOCl было описано недавно в работе [52]. 
 В заключение хотелось бы отметить, что функция многих окис-
лен ных сайтов в фибриногене, в том числе многочисленных моди-
фи цированных Met остатков, до сих пор остается невыясненной. Во 
многих белках удалось доказать наличие антиоксидантных Met [29, 
30, 66–69] и др. Однако антиоксидантных Met в структуре белка до 
нас тоя щего времени не обнаружено. Может быть, такие метионины 
отсут ствуют в структуре белка. Показано, что, перехватывая молекулы 
гипо хло рита, окисленный фибриноген способен образовывать в 
плазме крови растворимые высокомолекулярные структуры [52], что 
хорошо согла суется с таковыми, образующимися при индуцирован-
ном окис лении [59]. Истощение «мономерного» фибриногена, как 
полагают [52], повышает иммуностимулирующие свойства плазмы 
крови после добавления в нее гипохлорита и потенциально снижает 
накоп ление других модифицированных гипохлоритом соединений. 

ПРОТРОМБИН/ТРОМБИН: ОКИСЛЕНИЕ, СТРУКТУРА И ФУНКЦИЯ

Протромбин, предшественник тромбина, циркулирует в плазме крови 
в концентрации 0,1 мг/мл с периодом полужизни около 60 часов. 
На предпоследней стадии каскада коагуляции протромбин протео-
ли тически превращается в активную протеазу ТР под действием 
протромбиназного комплекса, включающего фактор Ха и кофактор 
Va, собранных на фосфолипидной мембране в присутствии Са2+. 
 ТР человека является двуцепочечной молекулой, состоящей из 
А-цепи (36 а. о.) и каталитической В-цепи (259 а. о.), которые ковалентно 
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связаны между собой дисульфидным мостиком между остатками 
Cys1 и Cys122 [71]. Было показано, что В-цепь является гомологичной 
ката литическим цепям других коагуляционных/фибринолитических 
трип син-подобных протеиназ [72]. В-цепь свернута в два β-barrel 
домена, асимметрично соединенные между собой, так что на границе 
распо ложены остатки каталитической триады, His57, Arg102 и Ser195 
[73]. Два остатка, His57, Arg102 принадлежат N-концевому домену, 
в то время как нуклеофильный серин принадлежит С-концевому 
домену (Рис. 2). Цепь А способствует стабилизации цепи В за счет 
мно го чис ленных ионных взаимодействий [74]. Как активный центр, 
так и экзосайты тромбина участвуют во взаимодействиях с субстра-
тами, инги биторами и эффекторами. Экзосайт I ТР представляет 
собой коопе ративный участок в распознавании, главным образом, 
моле кул ФГ [75] и ТМ [76], тогда как экзосайт II белка предназначен 
для свя зы вания молекулы гепарина [77,78].
 Система MПO/H2O2/хлорид или HOCl были использованы, чтобы 
изучить биохимические и функциональные эффекты окисления на ТР 
[79]. Окисление ТР характеризовалось снижением его фермен та тив-
ной активности по отношению к различным субстратам. Окисленный 
ТР показал сильное снижение каталитической активности в гид ро-
лизе протеина С. ТР, обработанный системой MПO/H2O2/хло рид, 
демон стрировал снижение скорости ТР-индуцированного высво бож-
дения как FpA, так и FpB фибриногена. Активирующая спо соб ность 
ТР по отношению к тромбоцитам снижалась при обработке белка 
обоими вышеуказанными окислителями. Авторы показали [79], что 
аффинность связывания окисленного ТР с ТМ по сравнению с натив-
ным ТР была примерно в 2 раза ниже. Также наблюдалось сильное 
сни жение константы специфичности модифицированного ТР для 
комп лекса антитромбин III-гепарин. 
 Обработка фермента MПO или HOCl приводила к модификации 
остатков лизина и триптофана наряду с образованием хлораминовых, 
карбонильных и дитирозиновых групп. Четыре модифицированных 
остатка лизина (Lys36, Lys70, Lys169 и Lys240) были обнаружены 
в окис ленном ТР [79]. Остатки Lys36, Lys70 являются критически 
важ ными для распознавания ФГ, в то время как Lys169 и Lys240 
участ вуют в распознавании молекулы гепарина [71]. Ослабление 
связы вания окисленного ТР с субстратами дало возможность пред-
положить авторам [78], что Trp60, и Trp215 локализованные в так 
назы ваемых каталитических субсайтах S3 и S2, также могли под-
вер гаться окислительной модификации, способствуя тем самым 
изме нению каталитической специфичности окисленного ТР.
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 Приведенные выше результаты указывают на высокую чувстви-
тель ность ТР к окислительным модификациям миелопероксидазой и 
HOCl. В этой связи хотелось бы отметить, что ферменты проявляют 
существенно более низкую резистентность к окислению по сравне-
нию с их предшественниками, проферментами. К сожалению, в 
доступ ной нам литературе мы не обнаружили ни одной публикации, 
пос вя щенной окислительной модификации протромбина. Однако 
кон фор мационные превращения, происходящие в процессе превра-
щения профермента в фермент, сопровождающиеся при этом 
экспонированием каталитического центра в протеазном домене, 
делают фермент уязвимой мишенью для АФК. Это было убедительно 
продемонстрировано на примере окисления коагуляционного белка 
XIII [68].

Рис. 2. Пространственная структура ТР (PDB ID: 1РРВ) с отмеченными участ-
ками окислительной модификации (Lys36, Lys70, Lys169 и Lys240). 
 Рисунок выполнен с помощью программыVMD1.9.3 (University of Illinois at 
Urbana–Champaign, USA).
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ОКИСЛЕНИЕ ФАКТОРА СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ VII

FVII представляет собой белок свертывания крови, ответственный 
за запуск каскада протеолитических процессов в системе гемостаза, 
приво дящих к образованию ТР, отложению фибрина и активацию 
тромбоцитов [80]. FVII циркулирует в плазме в низкой концентрации 
(5 нМ), однако только около 1% находится в активной форме (FVIIa) 
[81]. Из-за своей слабой ферментативной активности свободный 
FVIIa в плазме практически не распознается ингибиторами протеазы 
и поэтому циркулирует с периодом полувыведения ~ 90 минут [82].
 FVII – одноцепочечный полипептид, состоящий из 406 а. о. с мо-
ле кулярной массой ~ 50 кДа. Структура FVII образует несколько 
доме нов: GLA-домен (кальций-связывающий N-концевой домен, 
бога тый γ-карбоксиглутаминовой кислотой), два домена EGF1 и 
EGF2, подобных эпидермальному фактору роста, необходимых для 
взаимо действия с мембранами и другими белками коагуляционного 
каскада, и С-концевой трипсин-подобный протеазный домен (SP), 
содержащий каталитическую триаду His193, Asp242 и Ser344 [83], 
(Рис. 3). Активная форма фермента, состоящая из легкой цепи (152 
остатка) и тяжелой цепи (254 остатка), связанных вместе дисуль-
фидной связью (Cys135–Cys262), образуется при расщеплении 
пептидной связи в положении Arg152–Ile153 [84]. FVIIa слабо активен 
в свободном состоянии в растворе и для обеспечения физиологически 
значимой активности необходимо его связывание с ТФ, мембранным 
рецептором, экспонируемым после повреждения сосудов [85]. Как 
только зимоген FVII связывается с ТФ, он быстро превращается в 
FVIIa путем ограниченного протеолиза, в результате чего образуется 
активный комплекс ТФ-FVIIa. Образование комплекса ТФ-FVIIa 
значительно увеличивает ферментативную активность FVIIa за счет 
аллостерических взаимодействий между ТФ и FVIIa и увеличивает 
активность белка до 106 раз [86]. Поверхностно экспонированная 
α-спи раль в протеазном домене (остатки 307–312), расположена в 
участке связывания FVIIa c кофактором ТФ. FVII содержит четыре 
остатка Met, Met298, Met306, Met327 и Met391, локализованных в 
SP [84]. Полагают, что Met306, примыкающий к остаткам 307–312 
α-спи рали играет ключевую роль во взаимодействиях FVIIa c ТФ при 
обра зовании комплекса FVIIa-ТФ [84]. Было показано, что амидо-
ли тическая активность мутантных FVIIa с серином, треонином и 
аспа ра гином в положении 306, стимулированная растворимым ТФ, 
была существенна сниженной по сравнению с FVIIa дикого типа 
[87]. Замена единственной специфической аминокислоты, Met306 
на аспа рагиновую кислоту практически полностью предотвращала 
аллостерические изменения, вызванные ТФ [87].
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 Н2О2-индуцированное окисление активированной формы реком-
би нантного фактора свертывания крови VII (rFVIIa) вовлекало два из 
четырех остатков Met, Met298 и Met306, в окислительную моди фи-
кацию [90] (Рис. 3). Met остатки были охарактеризованы как MetO. 
Иницииро ванное перекисью водорода превращение Met298 и Met306 
в структуре rFVIIa в MetO298 и MetO306, также было подтверждено 
в исследовании [91]. Окисление FVIIa избирательно влияет на те 
остатки Met, которые легко доступны для растворителя. Вовлечение 
остат ков Met327 и Met391 в окислительную модификацию не наблю-
далось, потому что эти остатки расположены внутри белковой глобулы 
[90]. В отсутствие ТФ окисленный и контрольный FVIIa имели 
оди наковую амидолитическую активность, что свидетельствует о 
том, что окисление не влияло на активность белка [90]. С другой 
сто роны, связывание окисленного FVIIa с ТФ было слабее, чем для 
неокис ленного FVIIa, что проявлялось в увеличении константы диссо-
циации и снижении амидолитической активности. Было показано, что 

Рис. 3. Структура человеческого фактора VII (FVII) (AlphaFold ID: AF-P00750_5 
[88, 89] с отмеченными участками окислительной модификации (Lys36, Lys70, 
Lys169 и Lys240). Все четыре остатка Met в положениях Met298, Met306, 
Met327 и Met391 локализованы в протеазном домене. Два из четырех остатков 
Met, Met298 и Met306 являются поверхностно экспонированными и способны 
вовле каться в окислительную модификацию, в то время как Met327 и Met391, 
рас по ложенные внутри протеазного домена, не подвержены окислительной 
моди фикации [90]. 
 Рисунок выполнен с помощью программыVMD1.9.3 (University of Illi nois at 
Urbana–Champaign, USA).
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замены остатков Met в положениях 298 и 306 на аланины вызы вали 
снижение сродства мутантного белка к TF и выработке фак тора Ха 
[92]. Снижение амидолитической и протеолитической актив ности 
окис ленного FVIIa в комплексе с ТФ предполагает, что окис ление 
Met306 может быть ответственно за этот незначительный функцио-
наль ный дефект [90].
 Основываясь на концепции, согласно которой Met, экспониро-
ван ные на поверхности, главным образом, выступают как первичные 
мишени для окислителей, ключевая роль окисления Met306 в нару-
ше нии активности окисленного FVIIa в комплексе с ТФ кажется 
неод но значной и требует дальнейших исследований. 

III. ЭФФЕКТ ОКИСЛЕНИЯ НА СТРУКТУРУ И ФУНКЦИЮ 
АНТИКОАГУЛЯНТНЫХ БЕЛКОВ

ОКИСЛЕНИЕ ТРОМБОМОДУЛИНА  
И АНТИКОАГУЛЯНТНАЯ АКТИВНОСТЬ

ТМ – экспрессируемый на клеточной поверхности трансмембранный 
гликопротеин. ТМ является важной частью антикоагулянтной сис-
темы гемостаза, действуя как рецептор тромбина на поверхности 
эндо те лиальных клеток сосудов, изменяющий его субстратную спе-
ци фичность [92, 93]. 
 ТМ состоит из 557 аминокислот, образующих пять структурных 
областей: N-концевая область белка, представляющая собой сильно 
заряженный лектин-подобный домен, (а. о. 1–154) (D1) с небольшим 
гид рофобным перешейком, (а. о. 155–222); модуль с шестью структу-
рами, подобными EGF-доменам, (а. о. 223–462) (D2); домен D3, 
бога тый остатками серин/треонин, (а. о. 463–497); трансмембранный 
домен (D4), (а. о. 498–521) и цитоплазматический домен (D5), (а. о. 
499–557) [94]. Функциональная область ТМ, включающая четвертый, 
пятый и шестой EGF-домены, ответственна за связывание ТР и 
акти вацию ПС [95] (Рис. 4). В четвертом EGF-домене присутствует 
сайт связывания кальция (Asp349), благодаря которому происходит 
взаимодействие комплекса ТМ-ТР с Gla-доменом ПС [96]. Домен 
D1 не играет роли в антикоагулянтных свойствах ТМ, но обладает 
про ти вовоспалительной активностью [97].
 Наряду с трансмембранной формой ТМ существует его раство-
ри мый гомолог (рТМ), состоящий только из EGF-подобных доме нов 
и сохра няющий способность связывать ТР и активировать ПС [98]. 
Наимень ший фрагмент TM, обладающий кофакторной анти коа гу-
лянт ной активностью, состоит из четвертого и пятого EGF-доменов 
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(ТМEGF45). Короткий линкер соединяет четвертый и пятый EGF-
подобные домены ТМ. Так как Met388, локализованный в пятом EGF 
домене, образует обширные гидрофобные контакты как с четвертым, 
так и с пятым EGF доменами, окисление этого остатка может иметь 
боль шое влияние на структуру и функцию обоих доменов [99, 100]. 
 Хлорамин- или H2O2-индуцированное окисление растворимого 
аналога ТМ человека, состоящего только из шести EGF-подоб ных 
доменов, (ТМEGF1-6) сопровождалось быстрой потерей антикоагу-
лянт ной активностью белка [101]. Поскольку (ТМEGF1-6) не содер-
жит ни триптофана, ни свободного Cys, авторы предположили, что 

Рис. 4. Структура тромбомодулина (ТМ) (AlphaFold ID: AF-P07204-F1 [88, 89] 
с обозначенными окислительно модифицированными Met291 и Met388. 
 Рисунок выполнен с помощью программыVMD1.9.3 (University of Illi nois at 
Urbana–Champaign, USA).
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этот эффект связан с окислительной модификацией остатков Met в 
положениях Met291 и Met388, которые окислялись, проявляя близ-
кую реактивность к хлорамину или H2O2 [101]. Авторы показали, 
что в растворе из пяти образцов нативного и мутантных аналогов 
TME: Met291 и Met388 (1); Met291 и Leu388 (2); Leu291 и Met388 
(3); Met29I и Gln388 (4); Leu291 и Leu388 (5) только первый и тре тий 
образцы, содержащие Met388, катастрофически теряли свою био ло-
ги ческую активность после окисления. Представленные резуль таты 
пред полагают, что Met291, окисляющийся с незначи тель ными пос-
ледст виями на функционирование белка, можно отнести к анти ок-
си дантным Met, в то время как Met388 является функцио наль ным 
остатком. 
 Используя метод масс спектрометрии для количественной оценки 
окисления Met в ТМ человека, было обнаружено, что вызванное О2

•– 
инги бирование антикоагулянтной активности рекомбинантного ТМ 
человека in vitro было связано со значительно повышенным уровнем 
MetO388. Как окисление Met388, так и потеря антикоагулянтной 
активности ТМ частично предотвращались инкубацией с СОД [102].
 Три дополнительных остатка Met в ТМ (Met42, Met205 и Met291) 
также подвергались окислению после воздействия на белок О2

•–. 
Однако эти окисленные остатки Met с меньшей вероятностью влияют 
на антикоагулянтную активность ТМ, поскольку они находятся за 
пределами критических EGF-подобных доменов ТМ, необходи-
мых для активации ПС [102]. Эти результаты демонстрировали, что 
Met388 является ключевым остатком, участвующим в окисли тельно-
вос становительной регуляции его антикоагулянтной актив ности 
[99, 103].
 Проведенные методом ЯМР сравнительные исследования струк-
тур двух фрагментов TM, TMEGF45, в которой Met388 был в окислен-
ной форме (TMEGF45ox), и структуры TMEGF45, в которой Met388 
был замещен на лейцин (TMEGF45ML) [99], показали, что пятый 
домен имеет несколько иную структуру в зависимости от остатка 
в поло жении 388. Несколько остатков, отвечающих за связывание ТР, 
нахо дятся внутри пятого домена в окисленном белке, в то время как 
они исходно являются экспонированными и могут взаимодействовать 
с ТР в нативной структуре TMEGF45 и в структуре мутанта Met → Leu. 
В структуре TMEGF45ox, которая имеет уменьшенный k(cat) (ката-
ли тическая константа, отражающая эффективность превращения 
субстрата в активном центре фермента) активации ПС комплексом 
ТР–TMEGF45ox, взаимодействие между двумя доменами утрачено. 
Наобо рот, более тесная связь наблюдается между двумя доменами 
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в TMEGF45ML, который имеет более высокий k(cat) активации ПС 
комплексом ТР-TMEGF45ML. 
 Результаты работы [99] позволяют окончательно прояснить роль 
Met388, который влияет на локальную ТР-связывающую структуру 
ТМ. Его окисление провоцирует конформационные перестройки в 
домене D5, затрудняющие взаимодействия между ТР-связывающими 
сайтами и, таким образом, снижающие антикоагулянтную активность 
белка. Таким образом, структура и функция ТМ изменяются при 
окислении Met388 [103].

ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ МОДИФИКАЦИЯ ПРОТЕИНА С

ПС циркулирует в плазме в концентрации ~70 нМ в форме зимогена 
антикоагулянтной сериновой протеазы, АРС, концентрация который 
составляет в среднем 40 пМ (2,3 нг/мл) в нормальной плазме [104]
activated protein C (APC. ПС играет важную роль в патофизиологии 
человека [105]. Дефицит ПС связан с фатальной, стремительно раз-
ви вающейся пурпурой новорожденных [106], а легкий дефицит или 
мутации, нарушающие активацию ПС, вызывают венозную тром бо-
эм болию [107]. С другой стороны, аномально низкие уровни AПС свя-
заны с опасными для жизни состояниями, такими как атеросклероз, 
инсульт, сепсис и диссеминированное внутрисосудистое свертывание 
крови [108]. Будучи плазменным витамин К-зависимым зимогеном, 
ПС при активации ТР в комплексе с ТМ действует как антикоагулянт, 
разрушая путем ограниченного протеолиза факторы свертывания Va 
и VIIIa (FVa и FVIIIa [109, 110]. Эти реакции требует наличия отри-
ца тельно заряженной фосфолипидной поверхности, белка S и ионов 
кальция [111].
 Доменная структура ПС аналогична другим витамин К-зависимым 
белкам свертывания крови [112]. Легкая цепь ПС содержит N-концевой 
домен, богатый γ-карбоксиглутаминовой кислотой (Gla-домен) (а. о. 
1–46), за которым следуют два EGF-подобных домена, EGF1 (а. о. 
55–90) и EGF2 (а. о. 96–136) и сильно заряженный С-концевой учас-
ток легкой цепи (остатки 137–155). Тяжелая цепь содержит акти ва-
цион ный пептид (остатки 158–169) и SP-домен (остатки 170–419) 
[113]. Три линкерных участка соединяют Gla-домен с EGF1-доменом 
(остатки 47–54), два EGF-домена (остатки 91–95) и EGF2-домен с 
SP-доменом протеазы (остатки 137–169) [105]. Дипептидная пос-
ле до вательность Lys156–Arg157 удаляется во время синтеза белка с 
обра зованием двуцепочечного зимогена, в котором легкая и тяжелая 
цепи остаются связанными посредством дисульфидной связи между 
Cys141 и Cys277.
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 ТР-индуцированное протеолитическое удаление активационного 
пептида в SP-домене при активации зимогена запускает структурные 
изменения, ответственные за формирование активного сайта [113]. 
Фактически, половина всех аминокислот в активационном пептиде 
РС имеет кислые боковые цепи, локализованные в непосредственной 
близости от связи Arg169-Leu170, которая расщепляется ТР во время 
активации зимогена [105, 114]. Активация ПС под действием комп-
лекса ТР/ТМ происходит на поверхности эндотелиальных клеток, с 
кото рыми протеин С связывается с помощью специфического эндо-
телиального рецептора ПС (ЭРПС) [95, 115, 116], облегчающего 
пре вра щение ПС в активную форму фермента AПС (Рис. 5). 
 Полагают, что связывание ТМ c ТР подавляет способность ТР 
ра сщеплять так называемый эндотелиальный «protease activated re-
cep tor 1» (PAR1) [74]. Однако благодаря конформационным измене-
ниям участка активации ПС, улучшающим доступность Arg169 для 
эффек тивной протеолитической атаки ТР [117], ТМ более чем в 
1000 раз повышает специфичность фермента по отношению к ПС 
[74, 97].Таким образом, субстратная специфичность ТР, связанного 
с ТМ, принципиальным образом переключается с расщепления фиб-
ри ногена на расщепление ПС. Это кардинальным образом меняет 
роль ТР в каскаде свертывания крови с прокоагулянтной на анти коа-
гулянтную [115].
 AПС, связанный с ЭРПС-1, проявляет цитопротекторную и 
проти вовоспалительную свойства, активируя PAR1. Однако, чтобы 
функ цио нировать как антикоагулянт, AПС должен диссоциировать из 
комп лекса AПC/ЭРПС и связываться с кофактором антикоагулянта, 
бел ком S через его Gla-домен. AПС, находясь в комплексе с белком S, 
приоб ретает способность расщеплять пептидные связи в тяжелых 
цепях как FVa, так и FVIIIa на отрицательно заряженных поверхностях 
мембран [118]. Эти протеолитические расщепления комплексом 
AПС/белок S предотвращают сборку кофакторов с компонентами 
их соответствующих активационных комплексов, что приводит к 
ингибирова нию образования ТР как во внешнем, так и во внутреннем 
пути кас када реакций свертывания крови. Таким образом, Gla-до мен 
ПС/АПС играет ключевую роль в активации зимогена и в специ фич-
ности функ ции протеазы при коагуляции и воспалении. 
 Исследуя возможное влияние окислительного стресса на наруше-
ние гемостаза, был определен вклад О2

•–  в повышенную восприимчи-
вость к экспериментальному тромбозу in vivo с использованием 
мышей, генетически дефицитных по СОД1 [102]. СОД1 представляет 
собой медь- и цинксодержащий фермент, являющийся основной 
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цитозольной формой СОД, которая катализирует превращение О2
•–  в 

Н2О2. Авторы установили, что СОД1 защищает от опосредованного О2
•– 

окис ления ТМ и, тем самым, нарушения антикоагулянтной системы 
PС. Как было показано [102], повышение уровня О2

•–  из-за дефицита 
СОД1 может частично привести к тромбозу за счет угнетения ТМ-за-
ви симой активации ПС [102].
 AПС, обработанный H2O2 или HOCl, демонстрировал заметное 
инги бирование расщепления AПС-специфического хромогенного 
субстрата, что позволило авторам предположить, что оксиданты могут 
вызы вать изменения в структуре активного центра белка [119]. Устой-
чивость обработанных окислителем AПС к химическому расщеп ле-
нию бромистым цианом (CNBr) подразумевало, что окисление Met 
может, по крайней мере, частично отвечать за ингибирование AПС. 
Поскольку остатки Met в белках являются основными мишенями для 
различных АФК, кажется маловероятным включение Met в активный 
центр AПС. Поэтому авторами [119] был сделан вывод, что окисление 
вызывает аллостерические изменения в архитектуре каталитической 

Рис. 5. Структура протеазного домена протеина С (ПС) (PDB ID: 1AUT) с отме-
чен ными остатками метионина. 
 Рисунок выполнен с помощью программыVMD1.9.3 (University of Illinois at 
Urbana–Champaign, USA).
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триады: cAsp102–cHis57–cSer195 (буква 'c' перед названием остатка 
обозначает нумерацию на основе химотрипсиногена и соответствует 
принятой номенклатуре, используемой для описания структуры AПС 
[113] в его активном центре. Методом молекулярной динамики (МД) 
было исследовано влияние одновременного окисления всех шести 
остатков Met, содержащихся в протеазном SP-домене AПС (cMet21, 
cMet59, cMet172, cMet175, cMet180, cMet199), на архитектуру катали-
ти ческой триады, а также влияние окисления отдельного Met59, кото-
рый отделен от активного центра His57 только одним остатком [119].
 Результаты МД позволили предположить, что одним из следствий 
окисления Met является увеличение расстояния между атомом 
OγSer195 и имидазолом His57 в активном центре AПС. Это может 
привести к неэффективному переносу протона между этими остатками, 
что вызывает снижение каталитической активности окисленного 
AПС и, следовательно, к неэффективному гидролизу субстрата. 
Резуль таты также показывают, что окисление некоторых остатков 
Met может оказывать более сильное влияние на активность AПС по 
срав нению с окислением других остатков. Это следует из эффекта 
окис ления Met59 по сравнению с комбинированным окислением 
cMet59 и cMet180. Таким образом, суммируя полученные данные по 
окис лению Met, авторы [119] пришли к выводу, что инактивация AПС 
обусловлена окислением cMet59, наиболее близко расположенного к 
каталитической триаде. Механизм инактивации AПС HOCl, сопря-
женный с окислением cMet59, представляется потенциально патофи-
зио логически значимым в изменении функциональной стабильности 
AПС, подверженного окислительному стрессу.

IV. ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ МОДИФИКАЦИЯ БЕЛКОВ 
ФИБРИНОЛИТИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ:  

НАРУШЕНИЕ СТРУКТУРЫ И ФУНКЦИИ.
ОКИСЛИТЕЛЬНЫЕ ПОВРЕЖДЕНИЯ ПЛАЗМИНОГЕНА

Система ПГ/ПЛ играет фундаментальную роль в широком спектре 
физиологических и патологических процессов, которая помимо фиб-
ри нолиза [120, 121], включает деградацию внеклеточного матрикса 
[122], ремоделирование тканей и заживление ран [123], сердечно-
сосу дистые заболевания [124,125], воспаление [126, 127], миграции 
опухолевых клеток [128, 129] и некоторые другие.
 ПГ человека, известный как Glu-ПГ, циркулирует в плазме крови 
в виде одноцепочечного белка, содержащего 791 аминокислотный 
оста ток. Полипептидная цепь свернута в семь глобулярных доменов, 
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включая N-концевой домен (Pan-apple domain), Pap (Glu1–Lys77), 
пять последовательных КR-доменов, КР-1 (Lys78–Glu164), КР-2 
(Glu165–Tyr264), КР-3 (Arg265–Ala347), КР-4 (Pro348–Asp461), КР-5 
(Cys462–Ala542) и SP-домен, включающий остатки Val562–Asn791 
(Рис. 6). В свою очередь SP связан с КР-5 активационной петлей 
(Ala543–Arg582), часть которой (Val562–Arg582) структурно принад-
лежит SP-домену [130, 131]. Протеолитическая активация ПГ в ПЛ 
проис ходит за счет разрыва пептидной связи Arg561–Val562 в SP-до-
мене [130], что приводит к образованию двухцепочечной структуры. 
Тяже лая цепь ПЛ (Glu1–Arg561) связана двумя дисульфидными 
мос ти ками с легкой цепью (Ala562–Asn791), которая содержит ката-
ли ти ческую триаду фрагментов: His603, Asp646 и Ser741.

Рис. 6. Структура плазминогена (ПГ) (PDB ID: 4A5T) с модифицированными 
остатками триптофана (Trp108, локализованный в КР-1; Trp235 в КР-2; Trp325 
в КР-3; Trp417 и Trp427 в КР-4; Trp486 в КР-5; Trp685 и Trp761 в протеазном 
домене. В структуре ПГ плазмы крови у пациентов с острой легочной эмбо лией 
остатки Trp108 и Trp417 [132] перекрываются с таковыми в ПГ, моди фи ци ро-
ванным in vitro [69]. 
 Рисунок выполнен с помощью программы VMD1.9.3 (University of Illinois 
at Urbana–Champaign, USA) program).
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 ПГ может принимать две различные конформации. Глу-ПГ имеет 
наиболее компактную, закрытую конформацию [131]. Домен Pаp, 
содер жащий лизиловые и аргиниловые остатки (в частности, Lys50, 
Arg68 и Arg70), взаимодействует с сайтами связывания лизина КР-4 
и КР-5. Считается, что эти взаимодействия играют критическую роль 
в под держании закрытой конформации Glu-ПГ [130]. В условиях 
in vitro удаление Pаp домена в ПЛ путем расщепления ковалент-
ной связи между Lys77 и Lys78 приводит к образованию Lys-ПГ 
(Lys78–Asn791), который может быть дополнительно активирован в 
ПЛ с большей скоростью, чем Glu-ПГ [133]. Для превращения ПГ в 
ПЛ in vivo необходимо образование тройного комплекса ПГ с фиб-
ри ном и тканевым активатором ПГ ТАП [131].
 При окислительном стрессе ПГ легко подвергается ПТОМ, что 
приводит к изменению структуры и функции белка [69, 134]. Было 
показано, что индуцированное хлорамином окисление Glu-ПГ, но 
не Lys-ПГ, приводит примерно к 3-кратному увеличению обра зо-
вания ПЛ, используя как активатор УАП [135]. Эти данные поз-
во лили авторам предположить профибринолитическое действие 
хлор аминов [135]. В другом исследовании [134] было показано, что 
ПГ, обработанный HOCl, сохранял свою структурную целостность, 
прояв ляющуюся в отсутствии димеризации или фрагментации 
белка, однако наблюдалась потеря его активности, зависящая от кон-
центрации окислителя. 
 Масс-спектрометрия ПГ, обработанного небольшим количеством 
HOCl или H2O2, обнаружила модификацию только остатков Met в 
положениях Met57, Met182, Met385, Met404, Met585 и Met788. Тот 
факт, что окисление этих остатков Met не влияло на функцио наль-
ные свойства белка [69], привело к предположению, что эти легко 
окис ляемые остатки Met обеспечивают эффективную антиок си-
дантную защиту белка. Выявленные с помощью масс-спектрометрии 
ПТОМ, возникающие в ПГ, выделенным из объединенной плазмы 
пациентов, которые страдали острой легочной эмболией, также 
сви детельствовало о значительном количестве окисленных остатков 
Met в белке [132], из которых шесть остатков Met перекрываются 
с таковыми, модифицированными in vitro [69]. Более детальную 
инфор мацию, касающуюся антиоксидантной роли Met, можно найти 
в недавно опубликованной обзорной работе [32].
 При увеличении концентрации окислителей наблюдалась частич-
ная потеря активности Glu-ПГ, что, как предполагается авторами 
[69], связано с окислительным повреждением остатков триптофана. 
При окислении ПГ 100 µМ HOCl в окислительную модификацию 
вовлекались: Trp108, Trp235, Trp325, Trp417, Trp486, Trp685 и 
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Trp761, в то время как окисление ПГ, обработанного 300µМ H2O2, 
сопро вождалось вовлечением в окислительную модификацию остат-
ков триптофана Trp108, Trp325, Trp417 и Trp427 (Рис. 6). Четыре 
моди фи циро ванных остатка триптофана (Trp108, Trp315, Trp417, 
Trp783) были обнаружены in vivo [132], из которых два остатка 
трип тофана (Trp108 и Trp417) перекрываются. с таковыми в ПГ, 
моди фи цированным in vitro [69]. Так как общие при HOCl- или 
H2O2-инду ци рованном окислении ПГ модифицированные остатки 
Trp108, Trp325 и Trp417 являются функционально важными для ПГ 
[136], можно заключить, что их окисление ответственно за снижение 
биоло ги ческой активности белка. 
 Сопоставление данных, полученных в работах [69] и [132], поз-
во ляет сделать два важных вывода. Во-первых, судя по поврежде-
нию структуры ПГ, уровень АФК в плазме крови больных при 
окислительном стрессе сопоставим с тем, который был использован in 
vitro. Во-вторых, антиоксидантный «ресурс» ПГ за счет превращения 
антиоксидантных Met в MetO истощается при относительно уме рен-
ном окислении белка. Можно предположить, что это является следст-
вием компенсаторного механизма, регулирующего функциональную 
активность белков, участвующих в поддержании динамики сверты-
ва ния крови и фибринолиза при окислительном стрессе в живом 
организме.

ОКИСЛЕНИЕ ТКАНЕВОГО АКТИВАТОРА ПЛАЗМИНОГЕНА

ТАП (наряду с УАП) является важным компонентом фибринолити чес-
кой системы крови, ответственным за растворение тромба. В условиях 
окислительного стресса экзогенный ТАП часто требуется для искус-
ственной активации фибринолиза и используется клинически при 
лечении острого инфаркта миокарда [137].
 ТАП экспрессируется эндотелиальными и гладкомышечными 
клетками в нормальных кровеносных сосудах [138], тогда как УАП 
играет важную роль в регуляции тканевого ремоделирования и 
может экспрессироваться всеми клетками сосуда – эндотелиальными, 
гладко мышечными и фибробластами [139]. Таким образом, принято 
считать, что активация лизиса внутрисосудистых отложений фибрина 
обес печивается преимущественно ТАП, т. к. он обладает сродством к 
фибрину, а протеолиз в межклеточном пространстве – УАП, связан-
ным с рецепторами на клетках сосудистой стенки [138, 139].
 ТАП секретируется в виде пре-протеина (одноцепочечная моле-
кула) и, подвергаясь протеолитическому действию ПЛ или трип сина, 
превращается в двуцепочечную молекулу с образованием тяже лых и 
легких цепей. Интересно отметить, что в отличие от УАП, который 
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прояв ляет лишь минимальную активность в качестве сери но вой 
протеазы, пока не превратится в двуцепочечную форму, как одно-
це почечная, так и двуцепочечная формы ТАП активны как сери но-
вые протеазы и активаторы ПГ [140]. Таким образом, акти ва цию 
ПГ можно рассматривать как двунаправленную реакцию, в которой 
плаз мин(оген) и его активаторы функционируют одновременно как 
фер менты и субстраты [139].
 У человека ТАП состоит из 527 аминокислот с молекулярной 
мас сой 69 кДа. Структура ТАП включает пять различных доменов, 
четыре из которых локализованы в тяжелой цепи: «finger»-домен 
(остатки 1–50) отвечает за связывание фибрина и обеспечивает 
образование тройного комплекса с ПГ [141], EGF-домен (остатки 
51–91) и два КР-домена (остатки 92–261) [142]. Функция домена 
КР-1 остается неясной [143]. Домен КР-2 содержит сайты связывания 
лизина, которые поддерживают взаимодействие между ТАП и ПГ 
[144]. КР-2 способствует активации ПГ путем стабилизации трой-
ного комплекса, включающего ТАП, ПГ и фибрин. Показано, что 
сти му лирующее действие фибрина на активность ТАП опосредовано 
КР-2 и, в меньшей степени, «finger»-доменом. Последним доменом 
ТАП является SP домен (а. о. 276–527), содержащий каталитическую 
триаду His322, Asp371 и Ser478 и обеспечивающий каталитическое 
превращение ПГ в ПЛ посредством расщепления одной пептидной 
связи Arg561–Val562 [145] (Рис. 7). 
 Молекула ТАП содержит пять остатков Met в положениях 13, 
207, 455, 490 и 525 [146], а также один остаток Cys83, который, как 
пола гают [147], может влиять на активацию ТАП при окислительном 
стрессе. 
 Было исследовано влияние экзогенной H2O2 на уровень экспрес сии 
белков фибринолитической системы, в том числе, ТАП в эндо те ли-
альных клетках пупочной вены человека [148]. Экспрессия выбран ных 
генов, участвующих в фибринолизе под влиянием окислительного 
стресса, была проанализирована на уровне активности мРНК, белка 
и промотора. Результаты проведенных исследований показали, что 
окис лительный стресс в эндотелиальных клетках вызывает значи тель-
ное увеличение экспрессии PAI-1 и умеренное повышение экспрессии 
ТАП и УАП [147]. Этот важный результат свидетельствует о том, что 
в процессе эволюции фибринолитическая система была адаптирована 
к действию окислительного стресса.
 Индуцированное окисление ТАП, обработанного хлорноватистой 
кислотой, выявило существенную потерю аффинности связывания 
фибрина. Однако скорость реакции взаимодействия ТАП с ПГ оста-
валась такой же, как и у необработанного ТАП [149]. Было также 
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показано, что обработка ТАП хлорамином приводила к превра ще-
нию Met207 в MetO без потери биологической активности белка 
[150]. Когда ТАП обрабатывали возрастающими количествами TБГП, 
специфичного окислителя для Met, способного окислять только 
остатки Met, было обнаружено, что три из пяти остатков Met претер-
певают модификации: Met13, Met207 и Met525 [146] и никакие другие 
остатки не могли подвергаться повреждению во время обработки 
TБГП. Биологическая активность белковой молекулы не изменялась 
при обработке TБГП. Тот факт, что окисление Met13, Met207 и 
Met525, не влияло на способность молекулы ТАП превращать ПГ 
в ПЛ и последующий гидролиз фибринового сгустка, указывает на 
то, что эти остатки Met являются ловушками АФК, выполняя, тем 
самым, анти ок сидантную роль. Met13 расположен в ‘finger’-домене, 
тогда как Met207 и Met525 находятся в КР-2-домене и в СOOH-
конце вом участке протеазного SP-домена, соответственно [142]. 
Все три из этих легко окисляемых остатков Met экспонированы на 
поверх ности белка, в то время как оставшиеся два устойчивых к 
окис лению Met455 и Met490 локализованы внутри SP-домена [146]. 
То, что поверхностно экспонированный Met525 расположен в SP-
домене, можно рассматривать как антиоксидантную адаптацию белка 
к действию АФК. 
 Установлено, что функциональная активность ТАП может сни-
жаться при обработке белка пероксинитритом (OONO–) [151]. Моле-

Рис. 7. Структура тканевого активатора плазминогена (ТАП) (AlphaFold ID: 
AF-P00750-F1 [88, 89] с отмеченными окисленными остатками метионина. 
 Рисунок выполнен с помощью программыVMD1.9.3 (University of Illinois at 
Urbana–Champaign, USA).
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кула ТАП содержит 23 остатка тирозина, из которых два тиро зина 
содержатся в фибрин-связывающем «finger»-домене и девять тиро-
зи нов присутствуют в SP-домене [145]. Как показали авторы [150], 
инкуба ция ТАП с OONO– вела к накоплению нитротирозинов в белке, 
что вызывало нарушение функции белка. В этой связи воз ни кают 
некоторые вопросы. В данном исследовании положения конкрет-
ных тирозинов, подвергшихся модификации, не были иден ти фици-
ро ванными и поэтому функциональная значимость образующихся 
производных тирозина в повреждении структуры и функции ТАП 
остается неясной. Кроме того, остатки Met и Tyr, прояв ляющие 
высокую реакционную способность к взаимодействию с OONO– 
[152], также могли быть мишенью для окислителя. Таким обра зом, 
природа ингибирования активности ТАП, по-прежнему, оста ется 
предметом дискуссии.

ОКИСЛЕНИЕ ИНГИБИТОРА  
АКТИВАТОРА ПЛАЗМИНОГЕНА ПЕРВОГО ТИПА

ИАП-1, принадлежащий к семейству ингибиторов сериновых протеаз 
(серпины), является важным регуляторным белком, который действует 
как основной ингибитор ТАП и УАП [153, 154]. Будучи способным 
связы вать активаторы ПГ, ИАП-1 также взаимодействует с такими 
мише нями, как витронектин, гепарин и эндоцитарные рецепторы, 
принад лежащие к семейству рецепторов липопротеинов низкой 
плот ности [155]. Кроме того, ИАП-1 участвуют в физиологических 
и пато физиологических процессах таких, как заживление ран и 
ремо де лирование тканей, сердечно-сосудистые заболевания, рак 
и воз растные заболевания [156]. Таким образом, ИАП-1 обладает 
уни каль ной ролью в плазме крови, поддерживая баланс между меха-
низ мами коагуляции и фибринолиза. 
 Концентрация ИАП-1 в плазме относительно низкая (5–50 нг/мл) 
[156]. Врожденный дефицит ИАП-1 увеличивает риск гемор ра ги-
ческих осложнений. Увеличенный уровень ИАП-1 связан, глав ным 
обра зом, с сердечно-сосудистыми заболеваниями, такими как атеро-
скле роз, инфаркт миокарда, тромбоз глубоких вен, послеоперационные 
тром бозы и др. [157]. 
 Соотношение между компонентами системы ИАП/ТАП-УАП 
имеет решающее значение для физиологической активности ИАП-1, 
поскольку ингибитор быстро связывается с активаторами ПГ в 
кро во токе. Вопрос АФК-зависимой регуляции экспрессии ИАП-1 
пред ставляется еще более сложным, поскольку имеющиеся данные 
о ИАП-1 и активаторах ПГ противоречивы. Индукция ИАП-1, 



Окислительные модификации белков гемостаза 55

сопро вождающаяся снижением PA, может привести к снижению 
внут ри сосудистой фибринолитической активности. Дисбаланс в 
системе ИАП/ТАП-УАП также может возникать, когда уровень одного 
компонента повышен, а уровень других остается без изменений.
 Различные стимулы, включая окислительный стресс, вызывают 
экспрессию гена ИАП-1 благодаря повышенной генерации АФК 
таких, как О2

•– , H2O2 и OH• [148, 158, 159]. Было показано, что эти 
эффекты блокируется применением антиоксидантов (например, 
N-ацетилцистеин) и антиоксидантных ферментов (каталаза, СОД). В 
зависимости от типа клеток и используемого стимула ИАП-1 может 
быть активирован либо всеми тремя формами АФК, О2

•– , H2O2 и OH•, 
либо только за счет одной из них. Было показано, что окислительный 
стресс может увеличивать секрецию одновременно как ИАП-1, так и 
ТАП [148, 160]. Однако некоторые авторы отметили отсутствие уси-
ле ния ИАП-1 за счет перепроизводства АФК [161]. Таким образом, 
в ряде исследований было отмечено участие АФК в регуляции гена 
ИАП-1 в эндотелиальных клетках, хотя эти данные пока носят проти-
воречивый характер [162].
 Будучи одноцепочечным гликопротеином массой ~50 кДа, 
ИАП-1 состоит из 379 аминокислот и не имеет остатков Cys [163]. 
Тре тич ная структура белка включает три β-листа (A, B и C), девять 
α-спиралей и открытую реакционную центральную петлю (RCL), 
кото рая содержит реактивный сайт Arg346-Met347, необходимый 
для связывания целевой сериновой протеазы [163] и обозначаемый 
как остатки P1–P1' [164] (Рис. 8а). ИАП-1 ингибирует ТАП или УАП 
путем образования ковалентного комплекса, тем самым блокируя их 
дальнейшее взаимодействие с субстратом [165].
 Ингибирующий процесс включает образование нековалентного 
обратимого комплекса, характеризующегося низким значением 
кон станты диссоциации (1010–1014 М), и последующее необратимое 
обра зование сложноэфирной связи между карбоксильной группой 
остатка P1 и гидроксильной группой серинового остатка протеазы 
[164]. Помимо активной (исходной) и расщепленной (комплексной) 
форм ИАП-1 существует латентная форма ИАП-1. В этой структуре 
вся N-концевая часть RCL (т. е. остатки P1–P16) располагается 
внутри белка, составляя центральную часть β-листа A (Рис. 8б). Это 
повышает стабильность ИАП-1, но снижает его ингибирующую 
активность.
 ИАП-1 оказался чувствительным белком к окислительной инак-
тивации, предположительно из-за окисления одного или нескольких 
остатков Met [166]. Поскольку оксиданты, высвобождаемые во 
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время воспалительного процесса, могут инактивировать ингибиторы 
протеазы [167] и тем самым способствовать протеолизу, возможно, 
что окислительная инактивация ИАП-1 может играть важную роль 
в регуляции активации ПГ. Благодаря тому факту, что ИАП-1 имеет 
остаток Met в своем реакционном центре в положении P1’ [164], 
было высказано предположение, что ИАП-1 может быть инак ти-
ви рован путем специфического окисления этого остатка Met [166]. 
Индуцированное окисление (N-хлорсукцинимидом или хлорамином 

Рис. 8. а) Этапы процесса взаимодействия ингибитора активаторов плазми но-
гена-1 (ИАП-1) с активатором плазминогена; 
 б) Структура ИАП-1 (PDB ID: 1B3K) с отмеченным реактивным сайтом 
Arg346–Met347 и метонинами 266 и 354. 
 Рисунок выполнен с помощью программыVMD1.9.3 (University of Illinois at 
Urbana–Champaign, USA).
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Т) ИАП-1 вызывало окислительную модификацию остатка Met, 
Met347 в реактивном центре PI' [168]. Однако, как предположили те 
же авторы, наблюдаемая инактивация белка может быть обусловлена 
не окислением остатков Met, а масштабными конформационными 
изме нениями в молекуле ИАП-1, которые были подтверждены мето-
дом кругового дихроизма [168].
 Для исследования роли Met347 в реактивном центре PI' в окис-
лительной инактивации ИАП-1 был использован сайт-направленный 
мутагенез [168]. Были созданы мутанты, в которых Met347 один 
или оба остатка Met, Met347 и Met266 или Met347 и Met354 были 
заме нены на устойчивые к окислению остатки валина. Мутант ные 
ингибиторы, экспрессированные E. coli, были очищены и биохи ми-
чески охарактеризованы. Очищенные мутанты ИАП-1 не показали 
значительной разницы в специфической ингибирующей активности 
в отношении активаторов ПГ по сравнению с природным ИАП-1, 
что указывает на то, что замены Met на валин не вносят каких-либо 
существенных изменений в структуру ИАП-1. Эти данные также 
предполагают, что остаток Met347, а также остатки Met266, кото рый 
вероятно, находится на поверхности молекулы, и Met354, распо ло-
женный близко к области молекулы ИАП-1, которая, как пред по-
ла гается, взаимодействует с ТАП [169], не ответственны за окис-
ли тельную инактивацию ИАП-1 [168]. Совокупность полученных 
данных позволила авторами сделать вывод о том, что окислительная 
инак тивация ИАП-1 не вызвана специфическим окислением Met, 
а является результатом конформационных перестроек в структуре 
белка [168].

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном обзоре мы рассмотрели роль окисления некоторых белков 
гемо стаза в повреждении их структуры и функции. Значительная 
часть белков гемостаза остается полностью неисследованной в 
отно шении их окисления, в то время как окисление многих других 
белков гемостаза исследовано явно в недостаточной степени. 
Наблю дается острый дефицит применения масс спектрометрии для 
выяв ления ПТМО. Неоднозначность в трактовании роли отдельных 
окислительных сайтов в нарушении функционирования белков 
гемостаза, рассмотренных в данном обзоре, также может быть 
обус ловлена недостаточностью использования масс спектрометрии. 
Даль нейшее накопление данных по окислительной модификации 
белков гемостаза in vitro и in vivo будет способствовать более глубо-
кому пониманию последствий окисления на функционирование 
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бел ков гемостаза как общего механизма сохранения или нарушения 
баланса между коагуляционными, антикоагуляционными и фибри-
но литическими белками при окислительном стрессе. 
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