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Плазминоген – предшественник плазмина, сериновой протеазы, осуществляющей внутрисосудистый 
тромболизис. Методом тандемной масс-спектрометрии впервые были получены данные об окислитель-
ных модификациях молекулы плазминогена при индуцированном окислении. Данные ИК-спектроско-
пии показывают, что при окислении вторичная структура белка также подверглась перестройкам. Вы-
сокая толерантность плазминогена к окислению может быть обусловлена как его закрытой конформа-
цией, так и способностью некоторых из остатков метионинов служить ловушками АФК.
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Зрелая форма плазминогена человека циркули-
рует в крови как одноцепочечный белок, содержа-
щий 791 аминокислотный остаток. Полипептидная 
цепь формирует семь доменов: N-терминальный так 
называемый Pan-apple домен (PAp), состоящий из 
77 аминокислотных остатков (Glu1–Lys77), пять 
гомологичных крингл-доменов, KR-1 (Lys78–
Glu164), KR-2 (Glu165-Tyr264), KR-3 (Arg265–
Ala347), KR-4 (Pro348–Asp461), KR-5 (Cys462–
Ala542) и сериновый протеазный домен (SP), вклю-
чающий остатки Val562–Asn791. В свою очередь, SP 
связан с KR-5 активационной петлей 543–582, часть 
которой – 562–582 – структурно принадлежит до-
мену SP. Гидролитическое, ферментативное расщеп-
ление пептидной связи Arg561–Val562 ведёт к обра-
зованию двуцепочечной структуры плазмина [1]. 
Тяжёлая цепь белка (Glu1–Arg561) двумя дисуль-
фидными мостиками связана с лёгкой цепью 
(Ala562–Asn791), содержащей каталитическую 
триаду канонических остатков His603, Asp646 и 
Ser741.1
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Плазминоген может принимать две различные 
конформации. Glu-плазминоген имеет максимально 
компактную, закрытую конформацию. PAp-домен 
за счёт его остатков лизина и аргинина (в частности, 
Lys50, Arg68 и Arg70) взаимодействует с лизин-свя-
зывающими сайтами (LBS) доменов KR-4 и KR-5 [2]. 
Кроме того, LBS на KR4 взаимодействуют с лиган-
дом на KR-3. Как полагают, эти взаимодействия 
имеют решающее значение для поддержания закры-
той конформации Glu-плазминогена [3]. Дополни-
тельные междоменные взаимодействия, обеспечи-
вающие компактность структуры Glu-плазминогена, 
обусловлены интерфейсом между KR-2 и Lys708 
каталитического SP-домена [4]. 

Плазменные белки, которые защищены антиок-
сидантными ферментами в несопоставимо меньшей 
степени по сравнению с внутриклеточными бел-
ками, непрерывно подвергаются окислительным 
атакам со стороны нейтрофилов [5]. Активация ней-
трофилов как in vitro, так и in vivo при определенных 
заболеваниях (например, при воспалительных про-
цессах, атеросклерозе и др.) вызывает генерацию 
высокореактивных АФК, таких как O2

–  и H2O2, и 
высвобождение фермента миелопероксидазы. Ре-
акция последней с H2O2 в присутствии физиологи-
ческих концентраций Cl– приводит к образованию 
продукта HOCl/OCl–, который рассматривается 
одним из главных окислителей в плазме крови. 

В данной работе впервые была предпринята по-
пытка исследовать действие гипохлорит-индуциро-
ванного окисления плазминогена на модификацию 
отдельных сайтов в первичной структуре белков, на 
изменения пространственной структуры окислен-
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ного плазминогена, а также на ферментативную 
активность плазмина, образованного при активации 
окисленного плазминогена.

Glu-плазминоген был выделен из плазмы крови 
доноров методом аффинной хроматографии [6] с 
добавлением во все используемые растворы апро-
тинина до конечной концентрации 5 KIU/мл. 

Фибриноген был выделен из цитратной плазмы 
крови человека методом глицинового осаждения [7]. 

Превращение плазминогена в плазмин осуществ-
ляли стрептокиназой (“Bechringwerke”, Германия) в 
молярном соотношении 100:1 (плазми но ген: стреп-
токиназа), используя для оценки амидолитической 
активности образующегося плазмина хромогенный 
субстрат S 2251 (NH2–D–Val–Leu–Lys–n-нитро-
анилид, “Chromogenix” США). 

Ферментативная активность плазмина оценива-
лась по накоплению продуктов гидролиза фибри-
ногена с помощью электрофореза в полиакриламид-
ном геле в присутствии додецилсульфата натрия 
(SDS) по методике Laemmli. 

Окисление плазминогена было индуцировано 
раствором гипохлорита натрия (“Sigma”, SHBJ5633), 
как детально описано ранее [8].

Хромато-масс-спектрометрический анализ 
(ВЭЖХ-МС/МС) проводили на системе, состоящей 
из хроматографа Agilent 1100 c системой автомати-
ческого отбора проб (“Agilent Technologies Inc.”, 
Santa Clara, USA) и тандемного масс-спектрометра 
7T LTQ-FT Ultra (“Thermo”, Bremen, Germany) 
[9, 10]. При подготовке проб образцы обрабатывали 
дитиотреитолом (DTT) для восстановления дисуль-
фидных связей c последующим алкилированием 
йодоацетоамидом и гидролизом трипсином 
(“Promega”, USA). Триптические пептиды были 
идентифицированы с помощью программного обес-
печения PEAKS Studio (V. 8.5, “Bioinformatics 
Solutions Inc.”, Waterloo, On, Canada). Все экспери-
менты повторялись трижды. При сравнении ре-
зультатов учитывали аминокислоты, не окисленные 
в контроле, а также те, уровень окисления которых 
по сравнению с контролем возрастал более чем 
на 1%.

ИК-спектры образцов исходного и окисленного 
плазминогена регистрировали на фурье-ИК-спек-
трометре Spectrum Two (“Perkin-Elmer”, США), 
усредняя 16–25 аккумулированных сканов с опти-
ческим разрешением 4 см-1 (цифровое разрешение 
1 см-1) под управлением ПО “Spectrum v.10.3” [11]. 

Рис. 1. Эффект HOCl/OCl– на плазминоген (а) и плазминовый гидролиз фибриногена (б); (а) – никаких существенных 
изменений в структуре плазминогена не выявляется методом электрофореза; (б) – образующиеся под действием 
плазмина на фибриноген продукты гидролиза, так называемые фрагменты X, Y, D и E. Ферментативная активность 
плазмина, образованного из окисленного плазминогена, обработанного нарастающими количествами HOCl/OCl–, 
как видно, снижается. Это проявляется в уменьшении содержания конечного продукта, фрагмента D, в отсутствии 
фрагмента E и сохранении остаточного фибриногена. 
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Результаты электрофореза свидетельствуют о том, 
что при обработке белка окислителем в диапазоне 
концентраций 25–150 мкМ/л плазминоген сохранял 
исходную гомогенность, т.е. не наблюдалась ни фраг-
ментация белка, ни межцепочечное сшивание 
(рис. 1а). Этот результат хорошо согласуется с полу-
ченными ранее электрофоретическими данными, 
которые также демонстрировали сохранение целост-
ности полипептидной цепи плазминогена, обрабо-
танного гипохлоритом [8]. Действие HOCl/OCl– на 
плазминоген в концентрациях 50 и 150 мкМ вызы-
вало снижение ферментативной активности плаз-
мина. Это проявлялось в ингибировании реакции 
накопления продуктов гидролиза фибриногена, 
о чём свидетельствовало уменьшение содержания 
конечного фрагмента D, практически полное отсут-
ствие фрагмента E и сохранение остаточного фи-
бриногена (рис. 1б). 

Кинетический анализ также выявил снижение 
амидолитической активности плазмина при увели-
чении количества HOCl/OCl– (рис. 2). Следует обра-
тить внимание на то, что даже при самом высоком 
количестве окислителя плазмин сохранял частичную 
способность гидролизовать хромогенный субстрат.

Методом масс-спектрометрии были проанали-
зированы образцы плазминогена, не подвергавши-
еся воздействию гипохлорита (контроль) и обрабо-
танные 50 и 150 мкМ гипохлорита, образцы 1 и 2 
соответственно (табл. 1). 

Как видно из таблицы, различающиеся по струк-
туре аминокислотные остатки повреждаются гипо-
хлоритом с образованием, главным образом, про-
дуктов окисления.

В контрольном образце за счёт автоокисления в 
процессе препаративного выделения плазминогена 
оказались умеренно окисленными четыре метиони-
новых остатка: Met182 в домене KR-2, Met404 в до-
мене KR-4, Met585 и Met788 в SP-домене (рис. 3). 
При слабом окислении плазминогена гипохлоритом 
эти остатки были окисленными в той же степени, 
но был обнаружен дополнительно только один мо-
дифицированный остаток Met57, локализованный 
в N-концевом Pap-домене, который в контрольном 
образце оставался химически неповрежденным. По-
лученные масс-спектрометрические данные свиде-
тельствовали о том, что обработка плазминогена 
большим количеством HOCl/OCl– вовлекала в оки-
сление значительное количество аминокислотных 
остатков, принадлежащих всем структурным частям 
плазминогена. 

Кроме упомянутого ранее Met57 в Pap-домене 
были идентифицированы остатки Tyr80 в домене 

KR-1, Met182 и Trp235 в домене KR-2, Trp325 в до-
мене KR-3, Met385, Tyr397, Met404 в домене KR-4, 
Trp523 в домене KR-5, Met585, Trp685, Trp761, Met788 
в каталитическом домене. Что касается остатков 
Met182, Met404, Met585 Met788, степень их окисли-
тельной модификации существенно вырастала по 
сравнению с таковой в образце 1. Как видно, основ-
ная доля модифицированных остатков в плазмино-
гене приходится на остатки метионинов и цикличе-
ских аминокислот, среди которых триптофаны ока-
зались наиболее уязвимыми для окислителя, что 
хорошо согласуется с реакционной способностью 
различных аминокислотных остатков в белках к 
действию HOCl/OCl– [12]. 

Данные ИК-спектроскопии показывают, что оки-
сление плазминогена влияет на вторичную структуру 
белка (рис. 4). Компоненты вторичной структуры, 
имеющие в ИК-спектрах поглощение в интервале 
1656 ± 2 см-1, можно классифицировать как α-helices; 
несколько полос в интервале 1624–1642 ± 2 см-1  
характеризуют внутримолекулярные b-sheets; полосы 
поглощения в интервале 1667–1685 ± 2 см-1  

Таблица 1. Типы модификаций, обнаруженные мето-
дом масс-спектрометрии при окислении плазминогена 
гипохлоритом

Тип модификации

Изменение 
моноизотоп-

ной массы 
пептида

Аминокислоты, 
в которых 

 обнаружена 
 модификация

Окисление +15,99 Met
Pro
Arg
Trp
Tyr

Диокисление +31,99 Lys
Met
Trp

Окисление аргинина 
до глутаминового 
полуальдегида

–43,05 Arg

Окисление до нитро-со-
единения

+44,99 Trp

Хлорирование +33,96 Tyr

+67,92 Нis

Окисление тирозина до 
2-аминотирозина

+15,01 Tyr

Окисление триптофана 
до кинуренина

+3,99 Trp

Окисление триптофана 
до оксолактона

+13,98 Trp

Окисление триптофана 
до гидроксикинуренина

+19,98 Trp
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характерны для b-turns; полоса вблизи 1648 ± 2 см-1 
весьма характерна для random coils, а полоса при 
1663 ± 3 см-1 указывает на наличие 310-helices. До-
полнительно, b-sheets дают ещё слабые полосы в ин-
тервале 1691–1696 ± 2 см-1 [13].

 Сопоставление величин относительных площа-
дей полос для каждого из компонентов вторичной 
структуры свидетельствуют о том, что под действием 
окислителя во вторичной структуре плазминогена 
произошло существенное увеличение суммарного 
содержания структур типа b-sheet (с 55,8% до 69,1%) 
и заметное снижение относительного содержания 
random coils (от 9,3% до 5,8%). При этом относитель-
ное содержание структур α-helix в плазминогене 
уменьшилось с 7,4 до 6,2% и практически пропор-
ционально ему в 1,2 раза снизилось относительное 
содержание структур типа 310-helix (c 6,5 до 5,3%). 
Следует отметить, что наибольший ущерб гипохло-
рит-индуцированное окисление нанесло элементам 
вторичной структуры плазминогена, соответству-
ющим b-turn, общее относительное содержание ко-
торых уменьшилось с 14,5 до 8,4%. 

В белках плазмы крови из-за полного отсутствия 
метионин сульфоксид редуктазы метионины, бу-

дучи неспособными к обратимому окислению, яв-
ляются “жертвенными” антиоксидантными остат-
ками, которые способны нейтрализовать токсиче-
ское действие АФК на другие остатки [14]. При этом 
антиоксидантные остатки метионинов, располо-
женные на поверхности белков, являются простран-
ственно легко доступными для молекул окислителя, 
что делает их особо уязвимых к действию любых 
АФК. В противоположность им функционально 
значимые остатки метионинов, которые погружены 
внутрь белковой глобулы, являются существенно 
более резистентными к атаке АФК. В связи с вы-
шеизложенным можно предположить, что шесть 
наиболее легко окисляемых остатков метионинов 
Met57, Met182, Met385, Met404, Met585 и Met788, 
расположенных в различных частях плазминогена, 
служат ловушками АФК. Остающиеся неокислен-
ными, т.е. более резистентные к действию АФК, 
Met69 в PAp-домене, Met96 в KR-1, Met167 в KR-2 
и Met463 в KR-5, вероятно, локализованы в менее 
доступных областях белка и поэтому, по всей види-
мости, не наделены антиоксидантной функцией. 
Однако их точная функциональная принадлежность 
не ясна. 

Рис. 2. Снижение амидолитической активности А плазмина, образованного из плазминогена, обработанного раз-
личными количествами HOCl/OCl–. 
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Рис. 3. Картирование аминокислотных остатков плазминогена в контрольных образцах и при индуцированном 
окислении белка. Процентами обозначено отношение количества модифицированной аминокислоты к общему 
количеству данной аминокислоты в пептидном фрагменте. Серым цветом обозначены участки молекулы, детекти-
руемые при анализе.
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В целом совокупность полученных результатов 
позволяет сделать вывод о том, что молекула плаз-
миногена проявляет достаточно высокую толеран-
тность к действию окислителя, что может быть обу-
словлено как его закрытой конформацией, делаю-
щей недоступными для окисления ключевые в функ-
циональном отношении аминокислотные остатки, 
так и способностью некоторых из остатков метио-
нинов служить ловушками АФК.
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HYPOCHLORITE-INDUCED DAMAGE OF PLASMINOGEN MOLECULES: 
STRUCTURAL-FUNCTIONAL DISTURBANCE
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Plasminogen being a precursor of plasmin, a serine protease which plays a fundamental role in the intravascular 
thrombolysis. For the first time, by using high-resolution mass spectrometry, data were obtained of oxidative 
modifications of the plasminogen molecule under induced oxidation. The FTIR data show that under oxidation 
on the protein, its secondary structure also undergoes the rearrangements. The high tolerance of plasminogen to 
oxidation can be due to both the closed conformation and the ability of some Met residues to serve as ROS trap.
Keywords: plasminogen, plasmin, high-resolution mass spectrometry, FTIR spectroscopy, structure, oxidation, 
post-translational oxidative modifications.
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