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Во время космического полета в организме человека нарушается равновесие продукции и элимина-
ции свободных радикалов и активных форм кислорода. Оксидативный стресс представляется об-
щим патогенетическим звеном в нарушении функций и структуры различных тканей организма.
Оксидативному повреждению подвергаются основные клеточные компоненты – ДНК, липиды,
белки. В работе методами протеомики анализируется частота выявления оксидативных посттранс-
ляционных модификаций в белках плазмы крови, полученной от российских участников полетов
на МКС. Рассматривается влияние оксидативной модификации, регистрируемой после космиче-
ских полетов, на функциональные особенности групп белков, осуществляющих регуляцию каскада
гемостаза, активации комплемента. По литературным данным, в системе гемостаза рост оксидатив-
ных посттрансляционных модификаций белков несет последствия не только для структуры белка,
но и для способности образовывать фибрин и его вязкоупругие и биохимические свойства. Оксиге-
нация белков с чувствительными к окислению остатками метионина, включая аполипопротеин A-I,
тромбомодулин, фактор фон Виллебранда, способствует увеличению риска развития сосудистых
заболеваний и тромбозов. Окисленные фосфолипиды депонируются в стенке сосуда, потенциируя
атросклеротические изменения. Показано, что оксидативная модификация ключевого белка, кла-
стерина, нарушает регуляцию каскада комплемента, а также связь иммунной системы с каскадом
коагуляции.
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Способность к поддержанию окислительно-
восстановительного равновесия (REDOX) – баланса
продукции и элиминации свободных радикалов и
активных форм кислорода (АФК) и азота – является
важной гомеостатической функцией организма.
Стабильный физиологический REDOX-гомеостаз
контролирует уровень окислительного стресса и
обусловленных его воздействием клеточных по-
вреждений в организме [1, 2]. Эксперименталь-
ные исследования, результаты которых отражены
в научной литературе, выделяют роль окисли-
тельного стресса в качестве потенциально этио-
логически-значимого фактора в различных фи-
зиологических системах организма человека как
во время космического полета (КП), так и в пато-
логических состояниях на Земле. Это: потеря
костной массы [3, 4], нарушения функций сер-
дечно-сосудистой системы [5], иммунная недо-

статочность и метаболический синдром [6, 7] и
неврологические нарушения [8]. Исследования
методами протеомики на основе хромато-мас-
спектрометрии образцов биологических жидко-
стей космонавтов свидетельствуют о развитии окси-
дативного стресса под действием факторов КП [9].
Использованные панорамные, полуколичествен-
ные и количественные методы протеомики вы-
явили ряд белков-участников про- и антиокси-
дантной систем в биологических образцах космо-
навтов.

Идентификации и количественной оценке по-
сттрансляционных модификаций (PTMs) белков
посвящено огромное число работ, поскольку этот
подход ведет к пониманию функциональных из-
менений, опосредованных определенным бел-
ком/белковым комплексом/сигнальным каска-
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дом, в ответ на клеточный стресс или другие сти-
мулы. Кроме того, характеристика изменений
структуры белка на уровне определенного участ-
ка помогает установить причинно-следственную
связь между изменением структуры и функцией.

Ввиду потенциальной важности оксидативных
PTMs белков, которые чаще всего трактуются как
окислительные повреждения, в данном исследо-
вании предпринята попытка оценить влияние
КП на частоту их выявления в белках плазмы кро-
ви, образцах, полученных от российских участни-
ков полетов на МКС.

МЕТОДИКА
Объектами исследования являлись образцы

плазмы крови, собранные у 13 российских космо-
навтов до и после космических полетов на Рос-
сийский сегмент МКС. Длительность полетов со-
ставляла 5.5–6.5 мес. Биологические образцы со-
бирали в рамках утвержденных космических
экспериментов Российской Национальной науч-
ной программы, перед полетом, а также на 1-ые
и 7-ые сут после приземления.

Образцы плазмы крови были получены путем
венепункции в области локтевой ямки, с помо-
щью коммерческих вакуумных пробирок для взя-
тия плазмы (SARSTEDT, Германия) содержащих
ЭДТА в качестве антикоагулянта. Сразу после
взятия образцов крови плазма сепарировалась
при 2000 об./мин в течение 15 мин. Протеазные
ингибиторы и антимикробные агенты дополни-
тельно не добавлялись. Супернатант хранили при
−80°C. Все процедуры были выполнены в соот-
ветствии с актуальными руководствами и прото-
колами проведения протемных исследований.

Хромато-масс-спектрометрический анализ
(ВЭЖХ – МС/МС). Для проведения масс-спек-
трометрического анализа образцы плазмы под-
вергали специальной пробоподготовке с исполь-
зованием 10 кДа фильтров (filter-aided sample
preparation (FASP)) (Milipore, США). В ходе пробо-
подготовки проводили восстановление образцов
с помощью 0.1 моль/л дитиотреитола (DTT) в
растворе 8 моль/л мочевины (рН 8.5), алкилиро-
вание с использованием 0.55 моль/л йодацетами-
да. Затем образцы подвергались протеолитиче-
скому гидролизу с использованием фермента
трипсина (Promega, США). Дополнительно для
увеличения динамического диапазона выявляе-
мых белков проводилось обогащение белковой
смеси с помощью коммерческого набора Pro-
teoMiner (BioRad Laboratories, США) использую-
щего технологию лигандных библиотек для уда-
ления высокопредставленных белков.

Для разделения полученной смеси полипепти-
дов использовали высокоэффективный жидкост-
ной хроматограф (ВЭЖХ) Dionex Ultimate 3000

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, США). Разделе-
ние полипептидов проводили на колонке, содер-
жащей обратнофазный сорбент С18 (диаметр ча-
стиц 3 мкм, диаметр пор 100 Å). Использовали
120-минутный градиент (H20/ACN с добавлени-
ем 0.1 муравьиной кислоты), 15–110 мин от 3 до
90% ACN при скорости потока 300 нл/мин. Macc-
спектрометрический анализ проводили на при-
боре MaXis 4G (Bruker Daltonics, Германия) с ис-
пользованием электроспрейного ионного источ-
ника (режим положительных ионов, 1600 V)
(Bruker Daltonics, Германия).

Количественную оценку изменений уровня
белков крови космонавтов проводили безметоч-
ным методом (label-free), как это описано в ра-
боте [10]. Анализ МС/МС спектров проводили с
помощью программного комплекса Peaks Stu-
dios [11] с использованием прямой и обратной ба-
зы SwissProt [12] с максимальной ошибкой для до-
черних ионов меньше 10 млн–1. Для количествен-
ного анализа использовали пептиды состоящие
минимум из 7 аминокислот, с уровнем ложнопо-
ложительных результатов для белков и пептидов
менее 0.01 (1% FDR). Идентификация белков
проводилась при наличии минимум двух пепти-
дов, уникальных для данного белка. Label-free
анализ выполняли для выявления статистически
значимо изменяющихся белков относительно
фона. Выявление относительного уровня белков
проводили с использованием нормированной
интенсивности пептидов во всех образцах без ис-
пользования изотопных меток.

Для определения локуса образования белков
использовали базу данных Tissue-specific Gene
Expression and Regulation (TiGER) (http://bioin-
fo.wilmer.jhu.edu/tiger). Молекулярные функции
и биологические процессы базы данных GO для
анализируемых белков определяли по разделу ба-
зы данных UniProt-GOA [13]. Сверхпредставлен-
ность биологических процессов для полученных
списков белков оценивали программой BiNGO
(Biological Network Gene Ontology tool) [14].

Для статистического анализа и определения
молекулярных функций и биологических процес-
сов, в которых участвуют белки, использовали
программный пакет Perseus (version: 1.5.5.3). Для
статистического анализа использовали про-
граммный пакет Statistica 10. Функциональный
анализ белков проводили с помощью веб-ресур-
сов DAVID, String и программы Cytoscape. Стати-
стически значимыми считались корректирован-
ные данные с p-value < 0.05 (точный критерий
Фишера с поправкой на множественность срав-
нения Бенджамини-Хокберга).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для выявления в спектрах изменений в массе
пептидов, соответствующих определенным PTMs,
было просканировано 299215 MС-спектров и
4890097 MС/MС-спектров непрерывно, в тече-
ние около 1.5 мес. Статистика отфильтрованных
результатов представлена в табл. 1.

Как следует из табл. 1, 9263 амк-последова-
тельностей пептидов составили 131 группу, т.е.
идентифицировали 131 белок с выявленными
PTMs, в вероятностью ошибочной идентифика-
ции 0.8% (FDR, Protein).

Статистика всех обнаруженных посттрансля-
ционных модификаций в пред- и послеполетных
образцах крови приведена в табл. 2. Рассматривая
в данной статье только окислительные модифи-
кации белков, стоит обратить внимание на пози-
ции, в которых они происходили – метионин (М),
цистеин (С), гистидин-триптофан (HW) и после-
довательность аспарагиновая кислота/лизин/ас-
парагин/пролин/аргинин/триптофан (DKNPRY).
Кроме того, по метионину происходило также
двойное окисление (ди-оксигенация).

Чтобы оценить изменение частоты окисления
белков, связанного с воздействием факторов КП,
была выполнена фильтрация спектров, содержа-
щих окислительные модификации, принадлежа-
щие конкретным белкам и определенным образ-
цам. Всего было проанализировано программны-
ми средствами 9060 отчетов по сканированию
спектров. В последующем уровень окислитель-
ных модификаций каждого белка в предполетных
образцах сравнивался с таковым в послеполетных
пробах.

Оказалось, что рост уровня окислительной мо-
дификации белков после полета был характерен
для большинства из протеинов анализируемой
выборки. При этом было выявлено, что для
30 белков (из 131) это увеличение было в 2 и более
раз по отношению к существовавшему уровню до
полета и еще у 23 белков оксигенация выявлялась
исключительно после полета, но не присутство-
вала у тех же протеинов, выявленных в фоновых

образцах. В то же время уровень окисления лишь
26 белков крови после совершенного космонав-
тами полета оставался на том же уровне, что и пе-
ред стартом.

Статистическая обработка показателей уровня
окислительных модификаций белков показала,
что уровень значимости 0.05 при сравнении до и
послеполетных параметров превышен для 23 бел-
ков (табл. 3).

Дальнейший биоинформационный анализ по-
казал, что 106 белков из общего списка тех, кото-
рые были ранее выявлены с посттрансляционны-
ми модификациями (т.е. из 131), принадлежат к
совокупности протеинов, функционирующих во
внеклеточной жидкости (с FDR 7.33e-81). Это, по
существу, тесно взаимодействующий комплекс
высоко- и среднекопийных белков, обеспечива-
ющих гемостаз, регуляцию каскада комплемента,
метаболизма внеклеточного матрикса, липидов,
и иммунные функции [15–21], а также контроли-
рующий воспаление [22]. Протеазы и их ингиби-
торы, в свою очередь, также представлены среди
белков с повышенным уровнем окислительных
PTMs.

Поскольку запрос в Pubmed (https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/pubmed/) “functions of proteins after
oxidation” дает 95028 ссылок, мы проанализиро-
вали влияние оксидативной модификации, реги-
стрируемой после КП, на функциональные осо-
бенности не отдельных протеинов, а на функцио-
нальные биохимические группы белков.

В первую очередь, внимание привлекает кас-
кад гемостаза. Цепи фибриногена, FGA, FGB и
FGG, совместно полимеризуются с образовани-
ем нерастворимой фибриновой матрицы. В ре-
зультате реализуется образование одного из пер-
вичных компонентов сгустка крови. K.M. Weigandt
et al. [23] показали, что окисление фибриногена
по метионину в одном из трех сайтов снижало
скорость полимеризации фибрина и максималь-
ную абсорбцию. Свойства сгустка изменялись со
снижением жесткости и вязкости, отмечались
также увеличение плотности волокон фибрина с
уменьшением их диаметра и более медленным

Таблица 1. Таблица суммарных значений

Примечание: FDR – false discuvery rate, уровень ложных открытий; ПТМ – посттрансляционные модификации.

Совпадение спектр-пептид 318282
Всего пептидных сиквенсов 9263
Число белковых групп 131
Всего белков с ПТМ 131
Белки (с числом уникальных пептидов) 118 (>2); 3 (=2); 9 (=1)
FDR (уровень ложных совпадений спектр-пептид) 0.1%
FDR (уровень ложных открытий пептидов) 3.4%
FDR (уровень ложных открытий белков) 0.8%



84

ФИЗИОЛОГИЯ ЧЕЛОВЕКА  том 46  № 5  2020

ЛАРИНА и др.

лизисом. Различные окислительные модифика-
ции фибриногена (не только по метионину) несут
последствия этих модификаций для структуры
белка, способности образовывать фибрин и свя-
занные с этим изменения в структуре фибрина,
вязкоупругие и биохимические свойства, кото-
рые могут способствовать развитию патологии [24].
Методом моделирования молекулярной динами-
ки, для исследования последствий селективного
окисления фибриногена по метионину, было по-
казано, что окисление изменило конформацию
области, связывающей “шпильку”, в пользу от-
крытых, а не закрытых ее структур, вследствие че-
го окисление увеличило радиус вращения для
этого сегмента. Таким образом, на молекулярном
уровне происходит снижение латеральной агре-
гации протофибрилл фибрина, когда окисление

метионина присутствует во фрагменте αC-доме-
на [25].

Описана роль специфической обратимой окис-
лительно-восстановительной реакции метиони-
нового окисления белка при сосудистых заболе-
ваниях и тромбозах [26].

Постоянно растущее число работ посвящается
последствиям обратимого окисления белков сер-
дечно-сосудистой системы, при котором остатки
метионина посттрансляционно окисляются до
метионинсульфоксида, MetSO, под действием
метионинсульфоксидредуктаз. [27]. Считают, что
кальций/кальмодулинзависимая протеинкиназа II
(CaMKII) представляет собой гипотетический
сенсор метионина, который реагирует на измене-
ния внутриклеточного REDOX-состояния по-

Таблица 2. Профили посттрансляционных модификаций

Название модификации ∆Массы Позиция #Совпадений 
спектр-пептид –10lgP Площадь Точность

Дезаминидирование .98 NQ 76811 114.71 28.36
Окисление 15.99 M 60902 106.82 1000.00
Карбамидометилирование 57.02 C 48272 111.83 9.02E5 1000.00
Окисление 15.99 HW 6052 92.93 8.7E4 1000.00
Карбамилирование 43.01 K, N-term 5172 67.92 6.59E4 1000.00
Дегидратация –18.01 DSTY, C-term 4486 83.34 6.51E5 22.85
Дигидроксилирование 31.99 CFKPRWY 3748 83.34 6.51E5 40.00
Образование пироглютаминовой 
кислоты из глютамина

–17.03 N-term 3207 76.58 2.47E5 1000.00

Окисление 15.99 DKNPRY 2651 76.13 7E5 4.52
Образование цистеиновой кислоты 47.98 C 2149 76.13 7E5 1000.00
Карбоксилирование 43.99 DKW 2122 83.34 6.51E5 32.97
Формилирование 27.99 K, N-term 1976 64.33 1.4E5 213.53
Образование оксоаланина –17.99 C 1141 65.73 4.53E5 1000.00
Окисление 15.99 C 1097 65.40 1.57E5 1000.00
Образование пропионамида 71.04 C 942 63.88 2.52E2 1000.00
Образование аминотирозина 15.01 Y 856 61.72 1.98E5 139.75
Нитрозилирование 44.99 WY 795 60.48 5.53E5 146.08
Образование пироглютаминовой 
кислоты из глютаминовой кислоты

–18.01 N-term 649 73.48 1.47E5 1000.00

Детиометилирование –48.00 M 598 61.17 1000.00
Образование дегидроаланина
из цистеина

–33.99 C 340 55.20 1.28E5 1000.00

Окисление 31.99 M 159 65.31 7E5 1000.00
Образование оксолактона 13.98 W 92 61.74 117.18
Образование кинуренина 3.99 W 74 55.06 1.73E4 1000.00
Образование гидроксикинуренина 19.99 W 27 41.63 7.21E5 10.23
Образование дегидроаланина
из тирозина

–94.04 Y 14 46.85 1000.00
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средством обратимого окисления остатков мети-
онина в его регуляторном домене.

CaMKII экспрессируется в сосудистых гладко-
мышечных элементах и эндотелии сосудов, а так-
же в тромбоцитах. Исследования показали, что
активация CaMKII регулирует такие реакции,
как пролиферация, миграция и ремоделирование
сосудов [28, 29]. Отмечено, что повреждения со-
судов связаны с повышенными уровнями АФК и
увеличением окисления CaMKII [30]. Окислен-
ный CaMKII не только способствует миграции и
апоптозу гладкомышечных клеток сосудов, но
также индуцирует образование АФК под дей-
ствием NADPH-оксидазы, обеспечивая положи-
тельную прооксидантную петлю обратной связи
[31]. Таким образом, CaMKII участвует в окисли-
тельно-восстановительной регуляции сосуди-
стой функции. Аналогично, окисление CaMKII в
бронхиальном эпителии способствует воспале-
нию и гиперреактивности дыхательных путей и

становится компонентом патогенеза аллергиче-
ской астмы [32]. Определены несколько других
белков с чувствительными к окислению остатка-
ми метионина, включая аполипопротеин A-I,
тромбомодулин и фактор фон Виллебранда, ко-
торые после оксигенации способствуют разви-
тию сосудистых заболеваний и тромбозов.

Показано, что окисленные фосфолипиды
(OxPL) широко распространены в атеросклеро-
тических бляшках [33–37]. И хотя большинство
OxPL остаются секвестрированными внутри
стенки сосуда, небольшие их количества, кова-
лентно связанные с аполипопротеином B (apoB),
липопротеином (a) [38, 39] и плазминогеном,
присутствуют также в кровотоке [40, 41]. Обнару-
жено, что циркулирующие уровни OxPL, связан-
ного с апоВ, положительно коррелируют с нали-
чием и распространенностью ангиографически
подтвержденных заболеваний коронарных и пе-
риферических артерий [36]. G. Leibundgut et al. об-

Таблица 3. Расчет уровня оксидативных PTMs белков (по соотношению к длине амк-последовательности кон-
кретного белка)

Белок
Сумма 

оксидативных 
PTMs до полета

Степень 
окисления 
до полета

Сумма 
оксидативных 

PTMs 
после полета

Степень 
оксисления 

после полета

Соотношение 
оксидативных 

PTMs после/до 
полета

α цепь фибриногена 80 0.092379 136 0.157044 1.7
β цепь фибриногена 142 0.289206 251 0.511202 1.8
γ цепь фибриногена 144 0.317881 250 0.551876 1.7
С3 компонент комплемента 6 0.003608 25 0.015033 4.2
Альбумин 5 0.00821 93 0.152709 18.6
Фактор комплемента Н 15 0.012185 32 0.025995 2.1
Аполипопротеин A-I 18 0.067416 54 0.202247 3
Аполипопротеин A-IV 3 0.007576 13 0.032828 4.3
C1s субкомпонент комплемента 7 0.010174 33 0.047965 4.7
Фактор коагуляции 5 1 0.0 3 0.0 3.0
μ-цепь С-домена иммуноглобулина 4 0.00883 15 0.033113 3.8
Константа иммуноглобулина κ 4 0.037383 15 0.140187 3.8
Аполипопротеин А-II 3 0.03 16 0.16 5.3
Аполипопротеин L-I 1 0.001835 4 0.007339 4.0
Кластерин 17 0.034068 34 0.068136 2.0
Интер-α-трипсиновый ингибитор 2 0.002151 6 0.006452 3.0
Плазминоген 8 0.009877 17 0.020988 2.1
γ1-цепь С-домена иммуноглобулина 12 0.036364 24 0.072727 2.0
μ-цепь С-домена иммуноглобулина 7 0.015453 13 0.028698 1.9
Аполипопротеин Е 5 0.015773 13 0.041009 2.6
γ4-цепь С-домена иммуноглобулина 5 0.015291 13 0.039755 2.6
γ2-цепь С-домена иммуноглобулина 8 0.02454 20 0.06135 2.5
Субъединица В субкомпонента 
комплемента С1q

9 0.035573 21 0.083004 2.3
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наружили, что присутствие OxPL на плазминоге-
не способствует фибринолизу in vitro [41].

Второй по значимости группой окисленных
после КП белков крови, по нашим данным, явля-
ется каскад комплемента. К этой функциональ-
ной группе белков внеклеточной жидкости отно-
сится ряд выявленных с PTMs компонентов.
Компонент C3 играет центральную роль в актива-
ции системы комплемента. Его обработка C3
конвертазой является ключевой реакцией как в
классических, так и в альтернативных путях си-
стемы комплемента. После активации C3b может
ковалентно связываться через свой реакционно-
способный тиоэфир с углеводами клеточной по-
верхности или иммунными агрегатами; C3 и
PZP-подобным доменом α-2-макроглобулина.
Фактор комплемента H функционирует как ко-
фактор при инактивации C3b фактором I, а также
увеличивает скорость диссоциации C3bBb ком-
плекса (C3 конвертазы) и (C3b) комплекса NBB
(C5 конвертазы) в альтернативном пути компле-
мента. Дополнительный субкомпонент C1s пред-
ставляет собой сериновую протеазу, взаимодей-
ствующую с C1q и C1r с образованием C1, перво-
го компонента классического пути системы
комплемента. C1r активирует C1s, чтобы, в свою
очередь, активировать C2 и C4. Кластерин (CLU,
Аполипопротеин J), секретируемый шаперон,
который в стрессовых условиях также может быть
обнаружен в цитозоле клетки. Он участвует в
большинстве основных биологических событий,
таких как гибель клеток, регуляция каскада ком-
племента, связь иммунной системы с каскадом
коагуляции, а также при нейродегенеративных
заболеваниях и раке.

Взаимовлияние системы комплемента (С') и
окислительно-восстановительного статуса играет
важную роль в физиологическом состоянии орга-
низма, в том числе – в функционировании за-
щитной системы, участвуя, также, в генезе раз-
личных патологических состояний. В исследова-
нии E. Fibach и M. Dana [42] показано, что
снижение окислительного стресса антиоксидан-
тами ингибирует гемолиз, а также активацию
тромбоцитов, опосредованную активированным C'.

В настоящее время роль компонента компле-
мента C1q в инфекции и иммунитете четко опре-
делена. C1q играет важную роль в распознавании
в адаптивном и врожденном иммунитете благода-
ря своей способности взаимодействовать через
его шесть областей глобулярной головки с акти-
ваторами системы комплемента как иммуногло-
булиновой, так и неиммуноглобулиновой приро-
ды, а также играя роль в регуляции клеточных
событий, взаимодействуя с широким спектром
молекул клеточной поверхности [43].

Как часть врожденной иммунной системы, си-
стема комплемента распознает широкий спектр

консервативных структур, присутствующих в па-
тогенах или измененных клетках собственного
организма. Его активация вызывает протеолити-
ческие каскады, которые в конечном итоге при-
водят к расщеплению белка C5 на два фрагмента,
C5a и C5b. Небольшой анафилатоксин C5a инду-
цирует разнообразные биологические реакции
при связывании с рецепторами 7TM C5aR и
C5L2, в то время как большой фрагмент C5b ини-
циирует образование комплекса мембранной ата-
ки (МАС), путем образования структуры пор в ас-
социации с компонентами комплемента С6, С7,
С8 и С9. Ряд регуляторных молекул контролиру-
ют опосредованные С5 иммунные реакции на
клетки-хозяина [44, 45]. Сборка, поддержание
компетентного состояния и регулирование МАС –
это сложный молекулярный механизм, на опре-
деленные стадии которого влияют регуляторные
белки клетки-хозяина (кластерин и витронек-
тин) [46].

На примере критической роли рецептора ком-
племента 3 (CR3) в активации клеточной мем-
бранной оксидоредуктазы (NADPH-оксидазы 2)
выявляются сложные взаимосвязи окислитель-
ного стресса, сигнальных путей воспаления [47, 48].
CR3 экспрессируется фагоцитами, и было пока-
зано, что он опосредует иммунные клеточные от-
веты, такие как адгезия, миграция, фагоцитоз, хе-
мотаксис и цитотоксичность [49]. CR3 является
как адгезивным молекулярным, так и специфич-
ным для микроглии рецептором, который распо-
знает широкий спектр структурно не связанных
молекул, таких как фрагмент комплемента C3 (iC3b),
молекула межклеточной адгезии-1 (ICAM-1),
фибриноген, LPS, HMGB1 [50–52]. Огромный
интерес вызвало раскрытие механизма асептиче-
ского воспаления через активацию NLRP3 (нук-
леотидсвязывающий домен, семейство, богатое
лейцином, пирин-содержащий домен-3 или Nod-
подобный рецепторный белок 3) и его функцио-
нальную связь с регуляторами клеточного REDOX-
статуса, стрессом эндоплазматического ретикулума
и патогенезом таких заболеваний, как диабет
2 типа, метаболический синдром и сердечно-со-
судистые заболевания [53–57]. Полагают, в част-
ности, что активация NLRP3 является ключевым
медиатором воспаления, вызываемого изменени-
ями липидного обмена в клетке [53]. В этой гипо-
тезе насыщенные свободные жирные кислоты,
ингибируя регуляцию накопления энергии и сни-
жая активность киназы, активируемой АМФ, вы-
зывают деградацию и нарушение рециркуляции
компонентов митохондрий. Митофагия ингиби-
руется, накопление дисфункциональных мито-
хондрий способствует митохондриальной генера-
ции АФК и высвобождению ДНК в цитозоль,
которые в совокупности активируют NLRP3-
воспаление и расщепляют про-IL1β в активную
форму IL1β. Это провоспалительное состояние
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приводит к системному нарушению обмена ве-
ществ, усиливая резистентность к инсулину и
способствуя экспрессии TNF-α. Провоспали-
тельная активация играет ключевую роль в сни-
жении порога иммунитета, способствуя развитию
аутоиммунных состояний [58, 59].

Кластерин (CLU) привлекал многих исследо-
вателей в течение долгого времени, с момента его
первого открытия в попытке раскрыть его биоло-
гическую роль у человека. Существует общее
мнение о том, что CLU должен играть важную
роль практически во всех фундаментальных био-
логических явлениях и при многих заболеваниях
человека. CLU, также известный как Аполипо-
протеин J (ApoJ), представляет собой высоко гли-
козилированный внеклеточный шаперон. Ин-
формация о регуляции его экспрессии отсутству-
ет. С гена кластерина продуцируется, по меньшей
мере, три формы белка с различной субклеточной
локализацией, различными биологическими функ-
циями и со значительными количественными
различиями в разных тканях тела. Гормоны и
факторы роста являются наиболее важными регу-
ляторами экспрессии гена CLU [60]. Несколько
изоформ ApoJ/CLU кодируются одним геном.
Эти изоформы повсеместно экспрессируются в
тканях и участвуют (в том числе) в метаболиче-
ских/сердечно-сосудистых заболеваниях, вклю-
чая дислипидемию, диабет, атеросклероз. Обыч-
но секретируемая форма CLU (sCLU) является
компонентом липопротеинов высокой плотно-
сти. Считается, что благотворная роль sCLU за-
ключается в снижении последствий окислитель-
ного стресса. Однако молекулярные механизмы,
лежащие в основе многообразных ролей CLU в
различных условиях, остаются неясными. Фи-
зиологическая роль CLU в сердечно-сосудистой
системе и метаболических заболеваниях изучена
слабо [61]. Недавно было продемонстрировано,
что помимо преобладающего sCLU, редкие внут-
риклеточные формы CLU экспрессируются в
стрессовых клетках. Поскольку эти формы не
секретируются, они протеолитически не модифи-
цированы и не имеют гликозилированного ядра.

Исследование P. Rohne et al. [62] представляет
доказательства того, что негликозилированные
внутриклеточные формы CLU не могут прояв-
лять активность шаперона по сравнению с секре-
тируемой формой. Кроме того, гликозилирован-
ные внутриклеточные формы CLU могут дей-
ствовать как окислительно-восстановительный
сенсор в условиях окислительного стресса. Авторы
заключают, что протеолитическое расщепление
sCLU важно для поддержания полной активно-
сти шаперона, хотя частично дегликозилирован-
ный sCLU все еще способен солюбилизировать
целевые белки [62]. И, что наиболее важно,
P. Rohne et al. демонстрируют, что нерасщеплен-
ный sCLU очень чувствителен к условиям окис-

лительно-восстановительного состояния клетки.
Установлено, что внутриклеточные формы CLU
неактивны в восстановительной среде, в норме
присутствующей в цитозоле, и приобретают ак-
тивность только в условиях окислительного
стресса или в таких субклеточных областях, как
митохондрии [63–65].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, были получены данные об
увеличении после КП уровня окисления белков
внеклеточной жидкости тела человека, выполня-
ющих функции гемостаза, регуляции системы
комплемента, контроля провоспалительной ак-
тивности. Литературные данные свидетельствуют,
что рост оксидативных PTMs этих групп белков
выраженным образом влияет на их функциональ-
ные свойства. Так, окислительные модификации
фибриногена (в т.ч. по метионину) несут послед-
ствия этих модификаций не только для структуры
белка, но и для способности образовывать фиб-
рин и связанные с этим изменения в структуре
фибрина, его вязкоупругие и биохимические
свойства. Специфической обратимой окисигена-
ции ряда белков по остатку метионина приписы-
вают роль сенсора REDOX-состояния при сосуди-
стых заболеваниях и тромбозах. Ряд белков с
чувствительными к окислению остатками метио-
нина, включая аполипопротеин A-I, тромбомоду-
лин, фактор фон Виллебранда, после оксигена-
ции способствуют увеличению риска развития
сосудистых заболеваний и тромбозов. Окислен-
ные фосфолипиды остаются секвестрированны-
ми в стенке сосуда, потенциируя атросклеротиче-
ские изменения. Показано взаимовлияние системы
комплемента и окислительно-восстановительно-
го статуса, что играет важную роль в физиологи-
ческом состоянии организма, в том числе в функ-
ционировании иммунной системы. Оксидатив-
ная модификация такого ключевого белка, как
кластерин, (CLU, Аполипопротеоин J), секрети-
руемый шаперон, который участвует в большин-
стве основных биологических событий, нарушает
регуляцию каскада комплемента, а также связь
иммунной системы с каскадом коагуляции. Рас-
крытие механизма асептического воспаления че-
рез активацию NLRP3 и его функциональную
связь с регуляторами клеточного REDOX-статуса,
стрессом эндоплазматического ретикулума – вы-
явило его ключевую роль в патогенезе таких забо-
леваний, как диабет 2 типа, метаболический син-
дром и сердечно-сосудистые заболевания. Пола-
гают, кроме того, что активация NLRP3 является
основным медиатором воспаления при измене-
ниях липидного обмена в клетке [53]. При этом
провоспалительная активация играет ключевую
роль в снижении порога иммунитета.
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Следовательно, не только изменения концен-
трации самих белков во внеклеточной жидкости
под действием факторов космического полета, но
и повышение уровня оксидативных посттрансля-
ционных модификаций целых групп белков зна-
чимо влияет как на их функции, так и на взаимо-
связи.

Этические нормы. Все исследования проведе-
ны в соответствии с принципами биомедицин-
ской этики, сформулированными в Хельсинк-
ской декларации 1964 г. и ее последующих обнов-
лениях. Эксперименты одобрены Комитетом по
биомедицинской этике Института медико-био-
логических проблем РАН (Москва) (отдел физио-
логии Российского комитета по биоэтике
ЮНЕСКО) и международной многосторонней
комиссией по экспертизе научных исследований
с участием человека (Human Research Multilateral
Review Board).

Информированное согласие. Каждый участник
исследования представил добровольное пись-
менное информированное согласие, подписан-
ное им после разъяснения ему потенциальных
рисков и преимуществ, а также характера пред-
стоящего исследования.

Финансирование работы. Работа выполнена в
рамках базовой тематики РАН 65.3 ГНЦ РФ –
ИМБП РАН. Исследование ПТМ белков плазмы
крови в норме проводилось в рамках проекта
РНФ 16–14–00181.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией данной статьи.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Kohen R., Nyska A. Oxidation of biological systems:

Oxidative stress phenomena, antioxidants, redox reac-
tions, and methods for their quantification // Toxicol.
Pathol. 2002. V. 30. № 6. P. 620.

2. Höhn A., Weber D., Jung T. et al. Happily (n)ever after:
Aging in the context of oxidative stress, proteostasis loss
and cellular senescence // Redox Biol. 2017. V. 11.
P. 482.

3. Оганов В.С., Богомолов В.В., Бакулин А.В. и др.
Сравнительный анализ изменений костной систе-
мы космонавтов в длительных орбитальных поле-
тах и возможности прогноза для межпланетных
миссий // Физиология человека. 2010. Т. 36. № 3.
С. 39. 
Oganov V.S., Bogomolov V.V., Bakulin A.V. et al. [Com-
parative analysis of cosmonauts skeleton changes after
space f lights on orbital station Mir and international
space station and possibilities of prognosis for inter-
planetary missions] // Fiziol. Cheloveka. 2010. V. 36.
№ 3. Р. 39.

4. Tian Y., Ma X., Yang C. et al. The impact of oxidative
stress on the bone system in response to the space spe-
cial environment // Int. J. Mol. Sci. 2017. V. 18. № 10.
P. 2132.

5. Takahashi K., Okumura H., Guo R., Naruse K. Effect of
oxidative stress on cardiovascular system in response to
gravity // Int. J. Mol. Sci. 2017. V. 18. № 7. P. 1426.

6. Burns J., Manda G. Metabolic pathways of the Warburg
effect in health and disease: perspectives of choice,
chain or chance // Int. J. Mol. Sci. 2017. V. 18. № 12.
P. 2755.

7. Garrett-Bakelman F.E., Darshi M., Green S.J. et al. The
NASA twins study: a multidimensional analysis of a
year-long human spaceflight // Science. 2019. V. 364.
№ 6436. eaau8650.

8. Goodwin T.J., Melpo C.-S. Oxidative stress and space
biology: an organ-based approach // Int. J. Mol. Sci.
2018. V. 19. № 4. P. 959.

9. Ларина И.М., Григорьев А.И. Маркеры оксидативно-
го стресса в жидкостях тела космонавтов после про-
должительных космических полетов на МКС // Тех-
нологии живых систем. 2019. Т. 16. № 5. С. 5.

10. Brzhozovskiy A.G., Kononikhin A.S., Indeykina M.I. et al.
The effects of space f light factors on the human plasma
proteome, including both real space missions and
ground-based model experiments // Int. J. Mol. Sci.
2019. № 20. P. 2.

11. Zhang J., Xin L., Shan B. et al. PEAKS DB: de novo se-
quencing assisted database search for sensitive and ac-
curate peptide identification // Mol. Cell. Proteomics.
2012. V. 11. № 4. P. M111.010587.

12. Bairoch A., Apweiler R. The SWISS-PROT protein se-
quence database and its supplement TrEMBL in 2000 //
Nucleic Acids Res. 2000. V. 28. № 1. P. 45.

13. Blake J.A., Dolan M., Drabkin H.R. et al. Gene Ontol-
ogy annotations and resources. Gene Ontology Con-
sortium // Nucleic Acids Res. 2013. V. 41 (Database is-
sue). P. D530.

14. Maere S., Heymans K., Kuiper M. BiNGO: a Cytoscape
plugin to assess overrepresentation of gene ontology
categories in biological networks // Bioinformatics.
2005. V. 21. № 16. P. 3448.

15. Liang Y., Xie S.B., Wu C.H. et al. Coagulation cascade
and complement system in systemic lupus erythemato-
sus // Oncotarget. 2017. V. 9. № 19. P. 14862.

16. Velez D.R., Fortunato S.J., Thorsen P. et al. Preterm
birth in Caucasians is associated with coagulation and
inflammation pathway gene variants // PLoS One.
2008. V. 3. № 9. P. e3283.

17. Okamoto T., Suzuki K. The role of gap junction-medi-
ated endothelial cell-cell interaction in the crosstalk be-
tween inflammation and blood coagulation // Int. J.
Mol. Sci. 2017. V. 18. № 11. P. 2254.

18. Manook M., Kwun J., Sacks S. et al. Innate networking:
Thrombotic microangiopathy, the activation of coagu-
lation and complement in the sensitized kidney trans-
plant recipient // Transplant. Rev. (Orlando). 2018.
V. 32. № 3. P. 119.

19. O’Dwyer D.N., Gurczynski S.J., Moore B.B. Pulmonary
immunity and extracellular matrix interactions // Ma-
trix Biol. 2018. V. 73. P. 122.

20. Murphy-Ullrich J.E., Sage E.H. Revisiting the matricel-
lular concept // Matrix Biol. 2014. V. 37. P. 1.

21. Miraldi E.R., Sharfi H., Friedline R.H. et al. Molecular
network analysis of phosphotyrosine and lipid metabo-



ФИЗИОЛОГИЯ ЧЕЛОВЕКА  том 46  № 5  2020

ПОСТТРАНСЛЯЦИОННЫЕ ОКИСЛИТЕЛЬНЫЕ МОДИФИКАЦИИ 89

lism in hepatic PTP1b deletion mice // Integr. Biol.
(Camb). 2013. V. 5. № 7. P. 940.

22. Posma J.J., Grover S.P., Hisada Y. et al. Roles of coagu-
lation proteases and PARs (Protease-Activated Recep-
tors) in mouse models of inflammatory diseases // Ar-
terioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2019. V. 39. № 1. P. 13.

23. Weigandt K.M., White N., Chung D. et al. Fibrin clot
structure and mechanics associated with specific oxida-
tion of methionine residues in fibrinogen // Biophys. J.
2012. V. 103. № 11. P. 2399.

24. Martinez M., Weisel J.W., Ischiropoulos H. Functional
impact of oxidative posttranslational modifications on
fibrinogen and fibrin clots // Free Radic. Biol. Med.
2013. V. 65. P. 411.

25. Burney P.R., White N., Pfaendtner J. Structural effects
of methionine oxidation on isolated subdomains of hu-
man fibrin D and αC regions // PLoS One. 2014. V. 9.
№ 1. P. e86981.

26. Gu S.X., Stevens J.W., Lentz S.R. Regulation of throm-
bosis and vascular function by protein methionine oxi-
dation // Blood. 2015. V. 125. № 25. P. 3851.

27. Kim G., Weiss S.J., Levine R.L. Methionine oxidation
and reduction in proteins // Biochim. Biophys. Acta.
2014. V. 1840. № 2. P. 901.

28. House S.J., Singer H.A. CaMKII-delta isoform regula-
tion of neointima formation after vascular injury // Ar-
terioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2008. V. 28. № 3. P. 441.

29. Singer H.A. Ca2+/calmodulin-dependent protein ki-
nase II function in vascular remodeling // J. Physiol.
2012. V. 590. Pt. 6. P. 1349.

30. Papaharalambus C.A., Griendling K.K. Basic mecha-
nisms of oxidative stress and reactive oxygen species in
cardiovascular injury // Trends Cardiovasc. Med. 2007.
V. 17. № 2. P. 48.

31. Zhu L.J., Klutho P.J., Scott J.A. et al. Oxidative activa-
tion of the Ca(2+)/calmodulin-dependent protein ki-
nase II (CaMKII) regulates vascular smooth muscle
migration and apoptosis // Vascul. Pharmacol. 2014.
V. 60. № 2. P. 75.

32. Sanders P.N., Koval O.M., Jaffer O.A. et al. CaMKII is
essential for the proasthmatic effects of oxidation // Sci.
Transl. Med. 2013. V. 5. № 195. P. 195ra197.

33. Choi S.H., Yin H., Ravandi A. et al. Polyoxygenated
cholesterol ester hydroperoxide activates TLR4 and
SYK dependent signaling in macrophages // PLoS
One. 2013. V. 8. № 12. P. e83145.

34. Itabe H., Takeshima E., Iwasaki H. et al. A monoclonal
antibody against oxidized lipoprotein recognizes foam
cells in atherosclerotic lesions. Complex formation of
oxidized phosphatidylcholines and polypeptides //
J. Biol. Chem. 1994. V. 269. № 21. P. 15274.

35. Ravandi A., Leibundgut G., Hung M.Y. et al. Release and
capture of bioactive oxidized phospholipids and oxi-
dized cholesteryl esters during percutaneous coronary
and peripheral arterial interventions in humans //
J. Am. Coll. Cardiol. 2014. V. 63. № 19. P. 1961.

36. Tsimikas S., Duff G.W., Berger P.B. et al. Pro-inflam-
matory interleukin-1 genotypes potentiate the risk of
coronary artery disease and cardiovascular events me-
diated by oxidized phospholipids and lipoprotein(a) //
J. Am. Coll. Cardiol. 2014. V. 63. № 17. P. 1724.

37. van Dijk R.A., Kolodgie F., Ravandi A. et al. Differential
expression of oxidation-specific epitopes and apolipo-
protein(a) in progressing and ruptured human coronary
and carotid atherosclerotic lesions // J. Lipid. Res.
2012. V. 53. № 12. P. 2773.

38. Tsimikas S., Bergmark C., Beyer R.W. et al. Temporal
increases in plasma markers of oxidized low-density li-
poprotein strongly reflect the presence of acute coro-
nary syndromes // J. Am. Coll. Cardiol. 2003. V. 41.
№ 3. P. 360.

39. Tsimikas S., Lau H.K., Han K.R. et al. Percutaneous
coronary intervention results in acute increases in oxi-
dized phospholipids and lipoprotein(a): short-term and
long-term immunologic responses to oxidized low-
density lipoprotein // Circulation. 2004. V. 109. № 25.
P. 3164.

40. Edelstein C., Pfaffinger D., Yang M. et al. Naturally oc-
curring human plasminogen, like genetically related
apolipoprotein(a), contains oxidized phosphatidylcho-
line adducts // Biochim. Biophys. Acta. 2010. V. 1801.
№ 7. P. 738.

41. Leibundgut G., Arai K., Orsoni A. et al. Oxidized phos-
pholipids are present on plasminogen, affect fibrinolysis,
and increase following acute myocardial infarction //
J. Am. Coll. Cardiol. 2012. V. 59. № 16. P. 1426.

42. Fibach E., Dana M. Oxidative stress in paroxysmal noc-
turnal hemoglobinuria and other conditions of comple-
ment-mediated hemolysis // Free Radic. Biol. Med.
2015. V. 88. Pt. A. P. 63.

43. Reid K.B.M. Complement component c1q: historical
perspective of a functionally versatile, and structurally
unusual, serum rotein // Front. Immunol. 2018. V. 10.
№ 9. P. 764.

44. Laursen N.S., Magnani F., Gottfredsen R.H. et al. Struc-
ture, function and control of complement C5 and its
proteolytic fragments // Curr. Mol. Med. 2012. V. 12.
№ 8. P. 1083.

45. Sonnen A.F., Henneke P. Structural biology of the mem-
brane attack complex // Subcell. Biochem. 2014. V. 80.
P. 83.

46. Hadders M.A., Bubeck D., Roversi P. et al. Assembly and
regulation of the membrane attack complex based on
structures of C5b6 and sC5b9 // Cell Rep. 2012. V. 1.
№ 3. P. 200.

47. Liu B., Gao H.M., Hong J.S. Parkinson’s disease and
exposure to infectious agents and pesticides and the oc-
currence of brain injuries: role of neuroinflammation //
Environ. Health Perspect. 2003. V. 111. № 8. P. 1065.

48. Hou L., Wang K., Zhang C. et al. Complement receptor
3 mediates NADPH oxidase activation and dopaminer-
gic neurodegeneration through a Src-Erk-dependent
pathway // Redox Biol. 2018. V. 14. P. 250.

49. Ehlers M.R.W. CR3: a general purpose adhesion-recog-
nition receptor essential for innate immunity // Mi-
crobes Infect. 2000. V. 2. № 3. P. 289.

50. Gao H.M., Zhou H., Zhang F. et al. HMGB1 acts on mi-
croglia Mac1 to mediate chronic neuroinflammation
that drives progressive neurodegeneration // J. Neuro-
sci. 2011. V. 31. № 3. P. 1081.

51. Pei Z., Pang H., Qian L. et al. MAC1 mediates LPS-in-
duced production of superoxide by microglia: the role



90

ФИЗИОЛОГИЯ ЧЕЛОВЕКА  том 46  № 5  2020

ЛАРИНА и др.

of pattern recognition receptors in dopaminergic neu-
rotoxicity // Glia. 2007. V. 55. № 13. P. 1362.

52. Zhou H., Liao J., Aloor J. et al. CD11b/CD18 (Mac-1)
is a novel surface receptor for extracellular double-
stranded RNA to mediate cellular inflammatory re-
sponses // J. Immunol. 2013. V. 190. № 1. P. 115.

53. Amna A., Syrovets T., Couchie D. et al. NLRP3 inflam-
masome: From a danger signal sensor to a regulatory
node of oxidative stress and inflammatory diseases //
Redox Biol. 2015. V. 4. P. 296.

54. Leemans J.C., Cassel S.L., Sutterwala F.S. Sensing
damage by the NLRP3 inflammasome // Immunol.
Rev. 2011. V. 243. № 1. P. 152.

55. Gross O., Thomas C.J., Guarda G. The inflammasome:
an integrated view // Immunol. Rev. 2011. V. 243. № 1.
P. 136.

56. Masumoto J., Dowds T.A., Schaner P. ASC is an activat-
ing adaptor for NF-kappa B and caspase-8-dependent
apoptosis // Biochem. Biophys. Res. Commun. 2003.
V. 303. № 1. P. 69.

57. Zhou R., Tardivel A., Thorens B. Thioredoxin-interact-
ing protein links oxidative stress to inflammasome acti-
vation // Nat. Immunol. 2010. V. 11. № 2. P. 136.

58. Stutz A., Golenbock D.T., Latz E. Inflammasomes: too
big to miss // J. Clin. Invest. 2009. V. 119. № 12.
P. 3502.

59. Yang C.A., Chiang B.L. Inflammasomes and human
autoimmunity: A comprehensive review // J. Autoim-
mun. 2015. V. 61. P. 1.

60. Hans P., Golan R., Rohne P. et al. Non-secreted cluster-
in isoforms are translated in rare amounts from distinct
human mrna variants and do not affect bax-mediated
apoptosis or the NF-κB signaling pathway // PLoS
One. 2013. V. 8. № 9. P. e75303.

61. Park S., Mathis K.W., Lee I.K. The physiological roles
of apolipoprotein J/clusterin in metabolic and cardio-
vascular diseases // Rev. Endocr. Metab. Disord. 2014.
V. 15. № 1. P. 45.

62. Rohne P., Prochnow H., Wolf S. et al. The chaperone ac-
tivity of clusterin is dependent on glycosylation and re-
dox environment // Cell Physiol. Biochem. 2014. V. 34.
№ 5. P. 1626.

63. Trougakos I.P. The molecular chaperone apolipopro-
tein J/clusterin as a sensor of oxidative stress: implica-
tions in therapeutic approaches - a mini-review // Ger-
ontology. 2013. V. 59. № 6. P. 514.

64. Kalyanaraman B. Teaching the basics of redox biology
to medical and graduate students: Oxidants, antioxi-
dants and disease mechanisms // Redox Biol. 2013.
V. 1. P. 244.

65. Mari M., Colell A., Morales A. et al. Redox control of
liver function in health and disease // Antioxid. Redox
Signal. 2010. V. 12. № 11. P. 1295.

Post-Translation Oxidation Modifications of Proteins of Blood Plasma of Cosmonauts 
after a Long-Term Flight. Part I

I. M. Larinaa, *, A. G. Brzhzovskya, A. M. Nosovskya, A. S. Kononikhina, b, O. I. Orlova

aInstitute of Biomedical Problems of the RAS, Moscow, Russia
bMoscow Institute of Physics and Technology, Dolgoprudny, Russia

*E-mail: irina.larina@gmail.com

During a space f light, the balance of production and elimination of free radicals and reactive oxygen species
is disturbed in the human body. Oxidative stress seems to be a common pathogenetic link in the violation of
the functions and structure of various body tissues. The main cellular components – DNA, lipids, and pro-
teins – undergo oxidative damage. In this work, using proteomic methods, it was analyzed the frequency of
detecting oxidative post-translational modifications in blood plasma proteins obtained from Russian partic-
ipants in ISS flights. The effect of the oxidative modification recorded after space f light on the functional fea-
tures of protein groups that regulate the hemostasis and complement activation cascade is examined. Accord-
ing to published data, the growth of oxidative post-translational modifications of proteins in the hemostasis
system has consequences not only for the structure of the protein, but also for the ability to form fibrin, as well
as for its viscoelastic and biochemical properties. Oxygenation of proteins with oxidation-sensitive methi-
onine residues, including apolipoprotein A-I, thrombomodulin, von Willebrand factor, increases the risk of
developing vascular diseases and thrombosis. Oxidized phospholipids are deposited in the vessel wall, poten-
tiating atrosclerotic changes. It was shown that the oxidative modification of the key protein, clusterin,
changed the regulation of the complement cascade, as well as the relationship of the immune system with the
coagulation cascade.

Keywords: space f light, proteomics, blood plasma, oxidative stress, posttranslational modifications.
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