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Статья посвящена исследованию термической денатурации молекулы плазминогена при 
индуцированном окислении гипохлоритом в концентрациях 30, 62.5, 125 и 250 мкМ. Методом 
дифференциальной сканирующей калориметрии было определено, что в присутствии окислителя 
энтальпия денатурации молекулы плазминогена понижается. Наиболее заметно это проявляется 
для пика, показывающего плавление крингл-доменов К4–К5. Эти результаты согласуются с 
полученными ранее данными по окислительной модификации аминокислотных остатков 
плазминогена, обработанного гипохлорита в разных концентрациях, с использованием метода 
тандемной масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/МС). В совокупности полученные данные и результаты 
предыдущих исследований показывают, что структура полноразмерного плазминогена адаптирована 
к умеренному окислению, индуцированному HOCl.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Плазминоген является предшественником се-
риновой протеазы плазмина. Полноразмерный 
плазминоген (Glu-плазминоген) состоит из 791 
аминокислотного остатка и семи доменов – N-
концевого PAN-apple домена (PAp), пять крингл-
доменов (K1–K5) и серинового протеазного (SP) 
домена. В физиологических условиях плазмино-
ген превращается в плазмин путем расщепления 
пептидной связи в петле активации (между Arg561 
и Val562) тканевым активатором плазминогена 
(tPA) или урокиназным активатором плазмино-
гена (uPA) [1, 2]. Плазминоген может принимать 
две различные конформации, называемые закры-
той и открытой.  Полноценный плазминоген цир-
кулирует в закрытой конформации и может при-
нимать открытую конформацию при связывании 
с фибрином или поверхностью клетки. Отщепле-
ние PAp-домена от молекулы плазминогена при-
водит к образованию его альтернативной формы, 
называемой Lys-плазминогеном, которая прини-
мает открытую конформацию [1]. Плазминоген 
в открытой конформации принимает гибкую 

форму “бусинок на нити”, в которой активаци-
онная петля более доступна для расщепления tPA 
или uPA.

Плазмин(оген) рассматривают в качестве клю-
чевого участника процессов фибринолиза, гемо-
стаза, деградации внеклеточного матрикса и за-
живления ран. Помимо этого, существуют как 
прямые, так и косвенные способы, при исполь-
зовании которых плазминоген и белки системы 
активации способствуют воспалению, и в по-
следнее время особое внимание уделяется роли 
плазминогена в регуляции, развитии и прогрес-
сировании заболеваний с воспалительным ком-
понентом. Образование активных форм кислорода 
(АФК) играет центральную роль в прогрессиро-
вании многих воспалительных заболеваний. На-
рушение баланса между генерацией АФК и рабо-
той антиоксидантных систем организма приводит 
к черезмерной выработке АФК. Хлорноватистая 
кислота (HOCl – OCl) – основной сильный оки-
слитель, вырабатываемый нейтрофилами, и мощ-
ный бактерицидный агент. In vitro один миллион 
стимулированных нейтрофилов может произво-
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дить 0.1 мкМ HOCl. Такая концентрация HOCl 
может уничтожить около 15 миллионов бактерий 
Escherichia coli менее чем за 5 мин [3]. Хотя HOCl 
обладает мощными бактерицидными свойствами 
и играет важную роль в иммунном ответе, этот 
окислитель также вызывает повреждение биоло-
гических молекул. Концентрации HOCl in vivo 
оцениваются в диапазоне 12–250 мкМ [4]. 

В ранее проведенных работах нами были вы-
явлены участки окислительных модификаций 
молекулы плазминогена при индуцированном 
окислении. Был проанализирован вклад этих мо-
дификаций в нарушение структуры и функции 
исследуемого белка. Был выявлен ряд модифика-
ций функционально значимых остатков арома-
тических аминокислот (Trp235, Trp417, Trp427, 
Tyr672 и Trp761), предположительно ответ-
ственных за снижение биологической активности 
плазмина, образованного из окисленного плаз-
миногена. Легко окисляемые остатки метионинов 
Met57, Met182, Met385, Met404, Met585 и Met788, 
расположенные в различных частях плазминогена, 
вероятно, служат перехватчиками АФК. В сово-
купности данные предыдущих исследований по-
казывают, что структура Glu-плазминогена адап-
тирована к умеренному окислению, индуциро-
ванному HOCl [5].

Цель данной работы – исследование влияния 
индуцированного гипохлоритом окисления плаз-
миногена на устойчивость структуры его от-
дельных областей к тепловой денатурации. В дан-
ной работе результаты, полученные методом 
дифференциальной сканирующей микрокалори-
метрии (ДСК) были сопоставлены с полученными 
ранее результатами масс-спектрометрии по иден-
тификации окислительных сайтов в белке при его 
обработке вышеупомянутым окислителем [5]. Это 
позволит глубже понять механизм повреждения 
структуры и функции модифицированного белка.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы

Объединенный пул образцов донорской 
плазмы крови был получен от ФГБУ “НМИЦ 
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева” Минздрава России. 

Полноразмерный плазминоген выделяли из 
плазмы крови человека методом аффинной хро-
матографии на Lys-Sepharose 4B, производства 
компании (Amersham, Britain) при 4 °C и pH 8.0 

[6]. Концентрирование и замену буфера на 50 мМ 
фосфатный буфер, содержащий 150 мМ NaCl при 
pH 7.4, осуществляли с помощью центробежных 
фильтров Amicon Ultra  (10 кДа, UFC501096, Merck, 
Germany) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Концентрацию белка измеряли спектро-
фотометрически на длине волны  λ = 280 нм. Го-
могенность плазминогена оценивали методом 
электрофореза в полиакриламидном геле (4%-ый 
концентрирующий гель, 12%-ный разделительный 
гель) восстановленных образцов в присутствии 
1%-ного β-меркаптоэтанола в буфере Лэммли [7].

Фибриноген (ΦГ) очищали из плазмы человека 
путем осаждения глицином [8–10] и растворяли 
в 50 мМ фосфатном буфере, содержащем 150 мМ 
NaCl, при pH 7.4. 

Плазминоген (3 мг/мл) обрабатывали HOCl  
в разных концентрациях (30, 62.5, 125 и 250 мкМ 
на 1 мг плазминогена) в течение 1 ч при темпера-
туре 37 °C. Реакцию останавливали при десяти-
кратном избытке L-метионина [11, 12].

Превращение плазминогена в плазмин осу-
ществляли с помощью стрептокиназы (Bech
ringwerke, Germany) в молярном соотношении  
плазминоген:стрептокиназа 100:1 [13]. Время 
инкубации смеси плазминогена и стрептокиназы 
составляло 40 мин при 37 °С. 

Для оценки влияния окисления молекулы 
плазминогена на образование продуктов гидро-
лиза фибрина к 125 мкл раствора фибриногена 
(2 мг/мл) добавляли 15 мкл плазмина (0.1 мг/мл) 
и инкубировали в течение 30 мин при 37 °C. Ре-
акцию останавливали путем добавления буфера 
для образцов с додецилсульфатом натрия без 
β-меркаптоэтанола и нагреванием при 90 °С в те-
чение 5 мин. Образование продуктов деградации 
фибрина в результате гидролиза плазмином опре-
деляли с помощью электрофореза в полиакрила-
мидном геле (5%-ный концентрирующий гель, 
8%-ный разделяющий гель) в присутствии доде-
цилсульфата натрия.

Термодинамические параметры денатурации 
плазминогена (3.0 мг/мл) в отсутствие и в при-
сутствии окислителя (гипохлорита натрия) в раз-
ных концентрациях определяли с помощью вы-
сокочувствительной ДСК на микрокалориметре 
ДАСМ-4 (Пущино, Россия). Объем образца со-
ставлял 0.5 мл в закрытой ячейке. Измерения 
проводили в области температур 10–90 °С при 
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постоянном давлении 2.5 МПа и скорости нагре-
вания 1°С/мин. Шкалу избыточной теплоемкости 
для каждого эксперимента калибровали с по-
мощью эффекта Джоуля–Ленца [14]. В качестве 
раствора сравнения при измерении использовали 
50 мM фосфатный буфер (150 мМ NaCl, рН 7.4).

Средние значения термодинамических пара-
метров денатурации определяли из не менее чем 
трех параллельных измерений. Значение темпе-
ратуры денатурации каждого перехода соответст-
вовало его максимуму на термограмме. Значение 
экспериментальной энтальпии денатурации со-
ответствовало площади под пиком кривой избы-
точной теплоемкости как функции температуры. 
Энтальпию денатурации и температуры переходов 
определяли с помощью программы НАИРТА, 
ИНЭОС РАН. Расчет молярной энтальпии дена-
турации (ΔH) проводили на 1 моль плазминогена.

Для деконволюции термограмм применяли 
программу Peak Fit (AISN Software Incorporated, 
Vers. 4). Рассчитывали термодинамические пара-
метры, соответствующие каждому термодинами-
ческому переходу.

Результаты

Опосредованный плазмином гидролиз фибри-
ногена приводил к накоплению продуктов распада 

фибриногена – фрагментов X, Y, D и E. Окисление 
плазминогена 30 мкМ HOCl/–OCl (рис.1, до-
рожка 4) практически не влияло на накопление 
продуктов распада фибриногена по сравнению 
с таковыми для контрольного образца (дорожка 3). 
При окислении плазминогена 62.5 мкМ HOCl/–OCl 
(дорожка 5), наблюдалось снижение активности 
образованного из него плазмина, о чем свидетель-
ствует снижение содержания позднего продукта 
распада фибриногена, фрагмента Е, и увеличение 
количества ранних и промежуточных продуктов, 
фрагментов X и Y; при этом сохраняется часть 
исходного фибриногена. В то же время при бо-
лее высокой дозе окислителей (125 и 250 мкМ 
HOCl/–OCl) ферментативная активность молекул 
плазмина практически исчезает, о чем свидетель-
ствовала сохранность большей части исходного 
фибриногена (дорожки 6 и 7). 

На рис. 2 представлены ДСК-термограммы, а 
в табл. 1 приведены термодинамические пара-
метры денатурации интактного плазминогена и 
в присутствии окислителя при разных его кон-
центрациях. В качестве окислителя использовали 
гипохлорит натрия.

Из приведенных на рис. 2 ДСК-термограмм 
видно, что на кривых денатурации плазминогена 
наблюдаются три перехода: низкотемпературный 

Рис. 1. Электорофореграмма продуктов деградации фибриногена ΦГ, образованных под воздействием плазмина 
(5%-ный  концентрирующий гель, 8%-ный разделяющий гель). Дорожка 1 – маркерные белки; 2 – негидролизован-
ный фибриноген; 3 – гидролиз фибриногена плазмином, образованным из неокисленного плазминогена; продукты 
распада фибриногена, продуцируемые плазмином, образованные из: 4 – плазминогена, обработанного 30 мкМ 
HOCl/–OCl; 5 – плазминогена, обработанного 62.5 мкМ HOCl/–OCl; 6 – плазминогена, обработанного 125 мкМ 
HOCl/–OCl; 7 – плазминогена, обработанного 250 мкМ HOCl/–OCl.
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в области 56–58 °С, промежуточный (второй) в 
области 65 °С и высокотемпературный в области 
74 °С. Наличие нескольких температурных пере-
ходов на ДСК-термограммах наблюдали и ранее 
[15]. Следует отметить, что при повторном ска-
нировании на ДСК-термограмме не наблюдается 
каких-либо температурных переходов, что кор-
релирует с литературными данными для приме-
няемых условий (pH 7.4) [15]. Ранее было пока-
зано, что в нейтральных средах денатурация плаз-
миногена происходит необратимо, тогда как в 
кислых средах она является обратимым процессом 
[15, 16].

При окислении плазминогена гипохлоритом 
натрия наблюдается уменьшение общей молярной 
энтальпии денатурации. При этом температура 
низкотемпературного перехода с увеличением 
концентрации окислителя немного возрастает, а 
температуры второго и высокотемпературного 
переходов близки к соответствующим значениям 
для контрольного образца плазминогена. Оче-
видно, что окислительная модификация плазми-
ногена гипохлоритом натрия сопровождается 
нарушениями структуры белка. Причем, чем 
больше концентрация окислителя, тем больше 
окислительная модификация плазминогена.

Известно, что деконволюция функции избы-
точной теплоемкости позволяет разрешить все 
температурные переходы и оценить их термоди-
намические параметры (температуру и энтальпию) 
[17]. Деконволюцию кривых теплоемкости делали, 
исходя из модели независимых переходов “все 
или ничего”. Результаты деконволюции приве-
дены на рис. 3 и в табл. 2.

Показано, что в нейтральной среде структура 
молекулы плазминогена представлена в виде семи 
доменов, которые соединены пептидными свя-
зями [6]. В плазминогене присутствуют пять 
крингл-структур между аминокислотными остат-
ками 79–560. Каждая крингл-структура является 
независимой единицей и может плавится коопе-
ративно или более-менее независимо от других 
доменов плазминогена.

Из приведенных данных видно, что температура 
денатурации низкотемпературного перехода при 
увеличении концентрации окислителя практи-
чески не меняется, что сопровождается уменьше-
нием доли молярной энтальпии перехода в общей 
экспериментальной энтальпии денатурации и 
значения энтальпии перехода по сравнению с со-
ответствующими значениями для контрольного 
образца плазминогена. Можно предположить, что 

Рис. 2. ДСК-Термограммы денатурации контрольного 
образца плазминогена (1) и образцов, обработанных 
гипохлоритом натрия в разных концентрациях: 
62.5 мкМ (2), 125 мкМ (3), 250 мкМ (4), 50 мМ фос-
фатный буфер, рН 7.4, 150 мМ NaCl, концентрация 
плазминогена – 3 мг/мл; T1, T2, T3 – температуры 
денатурации переходов.

Таблица 1. Термодинамические параметры денатурации контрольного и обработанных HOCl образцов плазмино-
гена 50 мМ (фосфатный буфер, рН 7.4, 150 мM NaCl)

Концентрация
окислителя, мкM

ΔН,
кДж/Моль

T1, °C T2, °C T3, °C

0 1.48±0.13 56.3±0.1 65.1±0.1 74.2±0.1

62.5 1.25±0.13 57.1±0.1 65.0±0.2 73.6±0.1

125 1.02±0.11 57.3±0.1 63.7±0.1 74.0±0.1

250 0.78±0.13 57.7±0.1 65.1±0.2 74.1±0.1

Примечание: T1, T2 и T3 – температуры денатурации переходов (доменов); ∆Н – суммарная энтальпия денатурации плазми-
ногена.

1

2

40

э
н

д
о

50 60 70 80

Температура, °С

90

3

4

Т1

Т2

Т3

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 11  2024

42	 ВАССЕРМАН и др.



с увеличением концентрации окислителя проис-
ходит большее нарушение структуры доменов, 
ответственных за низкотемпературный переход, 
что сопровождается уменьшением их доли в общей 
молярной экспериментальной энтальпии денату-

рации и энтальпии низкотемпературного перехода 
плазминогена. Температура денатурации, как и 
доли молярной энтальпии перехода в общей эк-
спериментальной энтальпии денатурации, а также 
значения энтальпии перехода второго темпера-

Рис. 3. Деконволюция ДСК-термограмм денатурации контрольного образца плазминогена (а) и образцов, обрабо-
танных гипохлоритом натрия в разных концентрациях: 62.5 мкМ (б), 125 мкМ (в); 250 мкМ (г) на 1 мг белка; 50 мМ 
фосфатный буфер, рН 7.4, 150 мМ NaCl, концентрация плазминогена – 3 мг/мл. Сплошные линии – эксперимен-
тальная ДСК-термограмма, штриховые – результат деконволюции ДСК-термограмм, где Т1, Т2 и Т3 соответствуют 
температурным переходам.

Таблица 2. Результаты деконволюции термограмм денатурации контрольного образца плазминогена и образцов, 
обработанных HOCL 50мМ (фосфатный буфер, рН 7.4,150 мM NaCl)

Концентрация 
окислителя, 

мкM

Низкотемпературный 
переход

Второй температурный 
переход

Высокотемпературный
переход

T1, °C α1, %
∆Н1, 

кДж/М
T2, °C α2, %

∆Н2, 
кДж/М

T3, °C α3, %
ΔН3, 

кДж/М

0 56.1 32.0 0.47 65.0 46.6 0.69 74.0 21.4 0.32

62.5 56.5 29.3 0.37 64.4 37.8 0.47 73.2 33.0 0.41

125 56.4 23.5 0.24 64.3 36.3 0.37 74.4 40.2 0.41

250 56.2 17.1 0.13 63.7 30.3 0.24 73.1 52.6 0.41

Примечание: T1, T2 и T3 – температуры денатурации переходов (доменов); α1, α2 и α3– доли молярной энтальпий 
переходов(доменов) в общей экспериментальной энтальпии денатурации; ΔН1, ΔН2, ΔН3 – энтальпии переходов, получен-
ные исходя из общей экспериментальной молярной энтальпии плавления.
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турного пика с увеличением концентрации гипо-
хлорита натрия уменьшаются по сравнению с 
соответствующими показателями для контроль-
ного образца плазминогена. Таким образом, в 
результате действия окислителя также происходят 
нарушения в структуре доменов, ответственных 
за этот температурный переход. Температура пе-
рехода в области  74 °С практически не меняется 
с увеличением концентрации окислителя, но доли 
молярной энтальпии перехода в общей экспери-
ментальной энтальпии денатурации возрастают. 
При этом значение энтальпии денатурации  не-
значительно увеличивается при концентрации 
гипохлорита натрия 62.5 мкМ по сравнению с 
соответствующим значением для контрольного 
образца плазминогена, и дальнейшие увеличение 
концентрации окислителя не влияет на данную 
характеристику. Поэтому можно предположить, 
что некоторые домены, ответственные за данный 
температурный переход, проявляют большую 
устойчивость к воздействию окислителя.

Таким образом, при окислении плазминогена 
наблюдается нарушение структуры доменов, от-
ветственных за низкотемпературный и второй 
температурный переход. В то же время домены, 
ответственные за высокотемпературный переход, 
более устойчивы к окислению.

Согласно [15], низкотемпературный переход 
соответствует плавлению крингл-доменов К1–К3, 
второй переход соответствует плавлению K4–К5, 
а также PAp-домена, высокотемпературный – 
серинового протеазного домена.

3. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По данным ДСК известно, что в присутствии 
окислителя энтальпия денатурации молекулы 
плазминогена понижается. Наиболее заметно это 
проявляется для пика, показывающего плавление 
доменов К4–К5, что согласуется с полученными 
ранее методом ВЭЖХ-МС/МС данными по оки-
слительной модификации аминокислотных остат-
ков плазминогена, обработанного гипохлоритом 
в разных концентрациях. Наибольшему окисле-
нию подвергается крингл-домен К–4. В этом до-
мене были идентифицированы следующие оки-
сленные аминокислотные остатки: Met385, 
Tyr397, Met404 и Trp417. В крингл-домене К-5 
были обнаружены два окисленных аминокислот-
ных остатка триптофана – Trp486 и Trp523. В 

PAN-apple домене был идентифицирован только 
окисленный Met57 [5].

Доля молярной энтальпии низкотемпературного 
перехода, соответствующего плавлению крингл-
доменов 1–3, снижается несколько меньше. Со-
гласно данным масс-спектрометрии в К-1 были 
обнаружены окисленные Tyr80 и Trp 108. В К-2 
были выявлены окислительные модификации сле-
дующих аминокислотных остатков: Met182, Trp190, 
Trp235. В крингл-домене К-3 были идентифици-
рованы окисленные Tyr304 и Trp 325 [5]. При этом 
известно, что Trp235 играет роль в междоменных 
взаимодействиях молекулы плазминогена и, сле-
довательно, отвечает за поддержание конформации 
молекулы. Изменение конформации молекулы 
белка может привести к нарушению его стабиль-
ности, что может вызвать понижение молярной 
энтальпии температурных переходов, характери-
зующих плавление некоторых доменов. 

Доля молярной энтальпии высокотемператур-
ного перехода, соответствующего плавлению SP-
домена, в общей экспериментальной энтальпии 
денатурации растет. Это свидетельствует о том, 
что даже при окислении этого домена он остается 
устойчивым к тепловой денатурации. SP-домен 
содержит каталитическую триаду (His603, Asp646 
и Ser741) и является наиболее значимым для фер-
ментативной активности плазмин(огена). В SP-
домене были обнаружены следующие окисленные 
аминокислотные остатки: Met585, Tyr672, Trp685, 
Trp761 и Met788. Известно, что Tyr672, так же, 
как и Trp235 из К-2, отвечает за поддержание 
междоменных взаимодействий в молекуле плаз-
миногена [5].

При окислении плазминогена небольшими 
концентрациями HOCl первыми в окислительные 
модификации вовлекаются аминокислотные 
остатки метионина, расположенные на поверх-
ности белка. Окисление остатков метионина до 
метионинсульфоксида может приводить к нару-
шению конформации молекулы белка. При этом 
наблюдается нарушение укладки полипептидной 
цепи, что, в свою очередь, приводит к обнажению 
более гидрофобных, чем метионин, аминокислот-
ных остатков, которые теперь также доступны для 
окислителя [18]. Такое нарушение конформации 
может приводить к дальнейшей дестабилизации 
белка, а также к его агрегации.
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STUDY OF THERMAL DENATURATION OF THE PLASMINOGEN  
MOLECULE UNDER INDUCED OXIDATION
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The article is devoted to the study of thermal denaturation of the plasminogen molecule during induced oxidation 
by hypochlorite in a concentration range (30, 62.5, 125 and 250 µM). By differential scanning calorimetry, it was 
determined that in the presence of an oxidizing agent, the enthalpy of denaturation of the plasminogen molecule 
decreases. This is most noticeable for the peak showing the melting of the K4-K5 domains. These results are 
consistent with previously obtained data on the oxidative modification of amino acid residues of plasminogen 
treated with different concentrations of hypochlorite using the HPLC-MS/MS method. Taken together, these 
data and the results of previous studies indicate that the structure of Glu-plasminogen is adapted to moderate 
HOCl-induced oxidation.

Keywords: plasmin(ogen), oxidation, thermal denaturation, differential scanning calorimetry (DSC).
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