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Превращение метионина в метионинсульфоксид (MetO) является одной из наиболее часто встреча-
ющихся окислительных модификаций в белках из-за особой восприимчивости метионина к окис-
лительным условиям. Окисление метионина может влиять на структуру и функцию белка, а уровень
MetO увеличивается при развитии окислительного стресса. Большинство клеток содержат метио-
нинсульфоксид редуктазы (MSR), которые катализируют тиоредоксин-зависимое восстановление
метионинсульфоксида в исходный метионин. Показано, что мутации, приводящие к снижению ак-
тивности MSR, связаны со снижением устойчивости некоторых клеток к окислительному стрессу,
тогда как мутации, приводящие к перепроизводству активности MSR, приводят к увеличению
устойчивости к окислительному стрессу. В работе анализируются редокс-реакции метионинов в
функциональной регуляции некоторых внутриклеточных белков, актина и кальмодулина, и обсуж-
дается наличие антиоксидантных метионинов во внутриклеточных белках, таких как глутаминсин-
тетаза, 15-липоксигеназа, рекомбинантные белки, интерферон α-2b, тканевой активатор плазми-
ногена, фактор стволовых клеток человека. Отсутствие MSR в плазме крови делает окисление ме-
тионинов в белках необратимым, поэтому способность метионинов служить перехватчиками
молекул окислителя без повреждения функции плазменных белков является достаточно дискусси-
онным. Антиоксидантные метионины были обнаружены в ряде белков, таких как макроглобулин,
антитромбин III, фактор свертывания крови XIII. Однако для большинства белков плазмы крови
антиоксидантные метионины не выявлены. Проводится корреляция между окислением метиони-
нов и развитием патологических состояний в организме.

Ключевые слова: антиоксидантные и регуляторные метионины, метионинсульфоксид редуктазы,
обратимое окисление, внутри- и внеклеточные белки
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ВВЕДЕНИЕ
Живые организмы постоянно подвергаются

воздействию высокореакционных и токсических
продуктов, являющихся производными кислоро-
да, получивших обобщенное название активных
форм кислорода (АФК). В организме человека
более 95% свободных радикалов относятся к сво-
бодным радикалам кислорода. Эти продукты мо-
гут продуцироваться экзогенно, как вредные ве-
щества в атмосфере, и эндогенно, как побочные
продукты ферментативных реакций клеточного
метаболизма. К данным соединениям относят:
озон (O3) перекись водорода (H2O2), гидроксиль-
ный радикал (HO·), супероксидный анион-ради-
кал ( ), синглетный кислород (1O2). В присут-
ствии гемсодержащих пероксидаз происходит об-
разование гипогалоидных кислот (HOCl, HOBr,
HOJ), которые являются мощными токсинами,

обладающими чрезвычайно высокой химической
реакционной способностью по отношению к ор-
ганическим молекулам (Меньщикова и др., 2006;
Панасенко, 2013; Карбышев, Абдуллаев, 2018; Co-
bley, 2020). Основным источником HOCl в орга-
низме является лейкоцитарная миелопероксида-
за (Панасенко, 2013). В то время как небольшое
количество АФК играет важную роль в процессах
передачи сигналов в клетках (Ray et al., 2012), вы-
сокое содержание АФК определяет окислитель-
ный стресс, ответственный за серьезные метабо-
лические нарушения и повреждение структур
биологических макромолекул (Tse et al., 2016).

В настоящее время общепризнано, что белки
выступают в качестве основной мишени для АФК
(Davies, 2016). Вышеперечисленные производные
кислорода способны повреждать белки, что в ко-
нечном итоге влияет на их структуру и проявляет-
ся в более или менее выраженной потере биохи-
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мических функций. Окислители могут вызывать
химические модификации боковых цепей амино-
кислотных остатков, превращение белка в произ-
водные, чувствительные к протеолитической де-
градации, образование белок-белковых попереч-
ных связей и фрагментацию белка, как следствие
разрыва полипептидной цепи белка (Stadtman,
Levine, 2003; Hawkins et al., 2003). Существуют
убедительные доказательства того, что белки,
подвергающиеся окислительным посттрансля-
ционным повреждениям с измененной про-
странственной структурой и функцией, накап-
ливаются при старении, окислительном стрессе
и в результате различных заболеваний (Grune
et al., 2013).

Установлено, что эволюционно организмы
выработали защитные механизмы против высо-
кого уровня АФК (Lu et al., 2001). Защита от
АФК-опосредованного окислительного повре-
ждения белков, локализованных во внутрикле-
точном пространстве, катализируется большим
разнообразием антиоксидантных систем. Наибо-
лее эффективными ферментативными антиокси-
дантами являются супероксиддисмутаза, каталаза,
глутатионпероксидаза, пероксиредоксины (Caro-
cho, Ferreira, 2013; Nimalaratne, Wu, 2015). Нефер-
ментативные антиоксиданты включают глутатион
(GSH), тиоредоксин, аскорбат, α-токоферол, мо-
чевую кислоту и др. (Rizzo et al., 2010; Poljšak,
Fink, 2014). Антиоксиданты могут действовать си-
нергически по отношению к различным типам
активных форм кислорода, предотвращая их об-
разование либо превращая большинство реактив-
ных метаболитов в менее активные, или способ-
ствуя инактивации этих токсических производ-
ных (Grune et al., 2013).

Будучи высокоуязвимым объектом для атаки
АФК, белки и, следовательно, аминокислотные
остатки, составляющие первичную структуру
этих белков, подвергаются окислительному по-
вреждению. Репарация повреждений в белках
ограничивается восстановлением окисленных
производных серосодержащих аминокислотных
остатков, цистеина и метионина. Как полагают
(Grune et al., 2013), причиной тому является мно-
жество возможных продуктов окисления 20 ами-
нокислот, очевидно, превышающих по своему
количеству диапазон эффективной репарации.
Окислительное повреждение оставшегося боль-
шинства аминокислотных остатков (АКО) как во
внеклеточных, так и во внутриклеточных белках,
носит необратимый характер, то есть ни нефер-
ментативным, ни ферментативным способами
эти остатки не могут быть восстановлены в исход-
ную нативную форму. Не имеется ни одного сви-
детельства восстановления аминокислот, отлич-
ных от серосодержащих, в окисленных белках.
Такие поврежденные белки являются мишенью
для деградации различными внутриклеточными

протеазами, включая катепсины, кальпаины и
особенно 20S-протеасому (Grune et al., 1996;
Rivett, 1986).

Остатки цистеина (Cys) участвуют в каталити-
ческом цикле многих ферментов и образуют ди-
сульфидные связи, которые вносят вклад в структу-
ру белка. Сера стабильно существует в нескольких
степенях окисления, что делает ее универсаль-
ным компонентом в биологических системах.
Остатки цистеина способны окисляться с образо-
ванием сульфеновой, сульфиновой и сульфоно-
вой кислот, последняя из которых не может быть
восстановлена в исходную форму. Самой высоко-
активной и наиболее восстановленной формой
серы в биомолекулах является тиол (-SH), при-
сутствующий в аминокислоте Cys. Cys находится
в активном центре многих белков и в различных
белковых доменах, которые участвуют в регуля-
ции ферментов, переносе белков, контроле экс-
прессии генов и передаче сигналов рецепторами
(Grune, et al., 2013).

Остатки Cys белков особенно подвержены
окислению АФК (Vogt, 1995). В отличие от других
окислений, опосредованных АФК, окисление се-
росодержащих аминокислот, как упоминалось ра-
нее, является обратимым. Окисление Cys-сульф-
гидрильных групп белков приводит к образованию
либо внутримолекулярных (белок1S-Sбелок1), ли-
бо межмолекулярных (белок1S-Sбелок2) произ-
водных белков, поперечно связанных, а реакции
с GSH дают смешанный дисульфид (белокS-SG).
Эти дисульфидные производные могут быть вос-
становлены реакциями дисульфидного обмена, ка-
тализируемыми тиол-трансферазами, которые ка-
тализируют реакции между GSH и Trx [Th(SH)2]
для регенерации сульфгидрильных групп белка.
Как GS-SG, так и Th(S-S) могут быть восстанов-
лены в нативную форму редуктазами (Nishinaka
et al., 2001).

Функциональные последствия потери -SH
включают неправильную укладку белка, катали-
тическую инактивацию, снижение антиокси-
дантной способности и потерю определенных
специфических функций, таких как связывание
тяжелых металлов и др.

ОКИСЛЕНИЕ И ВОССТАНОВЛЕНИЕ 
МЕТИОНИНА В БЕЛКАХ

Долгое время полагали, что метионин в бел-
ках, помимо его участия в инициации трансля-
ции, играет простую структурную роль, находясь
в гидрофобном ядре, подобно другим гидрофоб-
ным аминокислотам, таким как лейцин, изолей-
цин и валин. Однако накопленные данные одно-
значно свидетельствуют, что метионин наделен
разнообразными функциями. Метионин является
важным клеточным антиоксидантом, стабилизи-
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рует структуру белков, участвует в распознавании
поверхностей белка и др. В недавно опубликован-
ной прекрасной обзорной работе эти функции
метионина в белках детально проанализированы
(Aledo, 2019).

Каталитическое восстановление окисленного 
метионина во внутриклеточных белках

Из-за особой восприимчивости серосодержа-
щей аминокислоты, метионина (Met), ко всем
формам АФК, генерируемым в клетке, Met легко
окисляется в условиях окислительного стресса
(Weissbach et al., 2005), превращаясь в смесь S- и
R-стереоизомеров (MetO). Образование метионин-
сульфоксида является одной из наиболее часто
встречающихся окислительных модификаций
белков. Однако, в отличие от окисления других
аминокислотных остатков (кроме Cys), окисле-
ние Met до MetO обратимо. MetO может быть
восстановлен в нативную форму Met под дей-
ствием редуктаз (MSR-A и MSR-B), которые ка-
тализируют восстановление S- и R-изомеров
MetO, соответственно, обратно до Met (Weissbach
et al., 2005; Lim et al., 2019), (рис. 1).

Влияние пространственного расположения
и пептидного окружения на реакционную 

активность метионина

Обратимое окисление метионинов позволяет
рассматривать их как внутримолекулярные анти-
оксиданты, которые защищают другие (не подле-
жащие восстановлению) аминокислоты от окис-
ления (Lim et al., 2019). Другими словами, остатки
метионина способны полностью или частично
перехватывать окислители, прежде чем они смо-
гут атаковать другие аминокислотные остатки,
играющие ключевую роль в поддержании струк-
туры или функции белка. Наиболее легко окисля-
емые остатки метионина, экспонированные на
поверхностности белка (то есть максимально
пространственно доступные для молекул окисли-
теля), как правило, окисляются с незначительны-
ми последствиями для функциональности белка,
в то время как оставшиеся остатки метионина,
локализованные внутри белковой глобулы, кото-
рые являются жизненно важными для функцио-
нирования белка, гораздо менее подвержены
окислению (Elmallah et al., 2013; Wang et al., 2016).
Однако, так как в отличие от других гидрофобных
остатков, таких как валин, лейцин или изолей-
цин, боковая цепь метионина является нераз-

Рис. 1. Окисление и восстановление метионина. 1 – метиониновые остатки белков легко окисляются различными ви-
дами АФК до S- и R-стереоизомеров метионинсульфоксида (MetO); 2 – MetO может быть снова восстановлен до ме-
тионина с помощью метионинсульфоксид редуктаз (MSR-А и MSR-В), которые катализируют восстановление R- и
S-изомеров; 3 – оба фермента используют тиоредоксин Trx (Th(SH)2) в качестве восстановителя; 4 – в присутствии
NADPH окисленная форма Trx (Th(S-S)) может быть восстановлена с помощью фермента Trx редуктазы (TrxR). В конеч-
ном итоге, сопряженные реакции обеспечивают NADPH-зависимый механизм удаления АФК (NADPH + H+ АФК →
→ NADP+ + H2O + продукты) (адаптировано по: Weissbach et al., 2005; Grune et al., 2013; Manta, Gladyshev, 2017; Aledo,
2019; Lim et al., 2019).
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ветвленной, обеспечивая ей достаточную гиб-
кость, метионины, находящиеся внутри белка,
но сохраняющие локальную структурную гиб-
кость, также потенциально могут подвергаться
окислению (Xu et al., 2012). Большое значение
для функционирования белка имеет наличие ан-
тиоксидантных остатков метионина в предпола-
гаемых антиоксидантных областях, являющихся
ловушками различных видов окислителей (Rosen-
feld et al., 2018).

Хотя доступность остатков метионина к раство-
рителю является важным фактором, определяю-
щим их склонность к окислению, она не может од-
нозначно объяснять их реакционную способность
только пространственной локализацией. Чтобы
проанализировать другие возможные структурные
факторы, были исследованы различные наборы
метионинов, чувствительных к окислению или
устойчивых к окислению, содержащихся в чело-
веческих белках. Сравнение белков, содержащих
окисленные метионины, со всеми белками в про-
теоме человека привело к заключению, что пер-
вые демонстрируют значительно более высокое
среднее значение содержания метионина, чем
последние. Внутри данного белка, изучение ами-
нокислотной последовательности, окружающей
неокисленный метионин, выявило предпочти-
тельное расположение соседних остатков тирози-
на и триптофана, но не остатков фенилаланина.
Результаты этих анализов позволили сделать вы-
вод о том, что “S-ароматический мотив” снижает
реакционную способность серосодержащего
остатка метионина по отношению к окислителям
(Aledo et al., 2015). С другой стороны, недавнее
исследование предоставило биоинформатиче-
ские данные, свидетельствующие о том, что окис-
ление метионина усиливается в непосредствен-
ной близости от участков фосфорилирования
(Veredas et al., 2017).

Окисление остатков метионина обычно увели-
чивает гидрофобность поверхности белков (Chao
et al., 1997). С другой стороны, окисление метио-
нина до сульфоксида должно было бы приводить
к снижению гидрофобности поверхности белка
(Gellman, 1991), потому что метионинсульфок-
сид, сам по себе, является более гидрофильным,
чем исходный метионин. Однако внутри белка
добавление кислорода к метионину, очевидно,
нарушает естественную картину складывания по-
липептидной цепи, вызывая обнажение более
гидрофобных, по сравнению с метионином,
остатков (Moskovitz et al., 2000). Так как окисле-
ние поверхностно-локализованных метионинов
вызывает увеличение гидрофобности белка,
окисление одного такого метионина может изме-
нять стабильность второго метионина, располо-
женного в другом месте белка, и вследствие этого
способствовать его вовлечению в окислительный
процесс (Walker et al., 2019). Другими словами,

можно говорить о наличии некоторого рода “ко-
оперативности” в окислении остатков метиони-
на, которая в свою очередь зависит от структур-
ной стабильности белка в целом.

Антиоксидантные метионины
и клеточная регуляция

Хотя АФК образуются в различных клеточных
структурах, подавляющее большинство продук-
ции АФК можно отнести к митохондриям (Гри-
венникова, Виноградов, 2013). Неудивительно,
что эта органелла обладает множеством систем
нейтрализации АФК. В этой связи, переназначе-
ние кодона AUA из изолейцина в метионин, на-
блюдаемое в генетическом коде митохондрий
млекопитающих, было интерпретировано как
адаптивный процесс, приводящий к накоплению
антиоксидантных метионинов в реакциях дыха-
тельной цепи (Bender et al., 2008). Действительно,
в то время как среднее содержание метионина в
белках, кодируемых ядерным геномом (nDNA),
составляет около 2%, этот процент возрастает до
6%, когда анализируемые белки являются белками,
кодируемыми митохондриальным геномом
(mtDNA) (Aledo, 2019).

Таким образом, согласно гипотезе об антиок-
сидантной роли метионинов (Bender et al., 2008),
эти АКО могли быть движущей силой эволюции.
Те линии млекопитающих, которые демонстри-
руют более высокие скорости генерации АФК,
могли бы подвергаться более высокому селектив-
ному давлению для увеличения содержания ме-
тионина в их митохондриальных белках (Aledo,
2019). Другими словами, если остатки метионина
в митохондриальных белках служат ловушками
АФК, тогда белки животных, подвергшихся вы-
сокому окислительному стрессу, должны “накап-
ливать” метионин более эффективно, чем их ор-
тологические белки видов, подвергшихся более
низкому окислительному стрессу. Чтобы под-
твердить эту гипотезу, был проведен метаанализ
митохондриальных геномов видов млекопитаю-
щих, используя продолжительность жизни как
обратный показатель скорости продукции АФК
(Aledo et al., 2011). Проведенный анализ показал,
что кодируемые митохондриями полипептиды
короткоживущих видов, подвергшиеся более вы-
сокому окислительному стрессу, избирательно
накапливали метионины по сравнению с их дол-
гоживущими аналогами, не находящимися в сре-
де с высокой генерацией АФК (Aledo et al., 2011),
что предполагает роль естественного отбора в со-
держании метионина в белках (Aledo et al., 2012).
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Регуляция антиоксидантного статуса белков 
метионинсульфоксид редуктазами

Активность метионинсульфоксид редуктаз
(MSR) прямо связана с их способностью восста-
навливать окисленные метионины и, тем самым,
обеспечивать клеткам высокую толерантность к
окислительным воздействиям. Было установлено,
что мутации, приводящие к снижению активно-
сти MSR, вызывают снижение устойчивости не-
которых клеток к окислительному стрессу, тогда
как мутации, приводящие к перепроизводству ак-
тивности MSR, способствуют увеличению устой-
чивости к окислительному стрессу (Grune et al.,
2013). Важность MSR в старении была подчеркну-
та результатами исследований, показывающих,
что избыточная экспрессия гена MSR-A в дрож-
жах (Moskovitz et al., 1998), нейрональных клетках
PC-12 и человеческих Т-клетках (Yermolaieva
et al., 2004), дрозофиле (Ruan et al., 2002) вызыва-
ет повышенную устойчивость к окислительному
стрессу. Более того, гиперэкспрессия MSR у дро-
зофилы приводит к почти удвоению максималь-
ной продолжительности жизни (Ruan et al., 2002).
Этот эффект MSR на продолжительность жизни
подтверждается исследованиями, результаты ко-
торых свидетельствовали о том, что мутантные
штаммы дрожжей (Moskovitz et al., 1997), бактерий
(Douglas et al., 2004) и мышей (Moskovitz et al.,
2001), у которых отсутствует ген MSR-A, были бо-
лее чувствительны к окислительному стрессу.

Стереоспецифичное фермент-катализируемое 
окисление метионина

Взаимопревращение Met и MetO in vivo пред-
ставляет собой процесс, включающий две раз-
ные реакции окисления и восстановления. Эти
окислительно-восстановительные реакции мо-
гут быть катализированы ферментами. Образо-
вание метионинсульфоксида может быть ката-
лизировано, по меньшей мере, двумя различными
ферментами. Метионинсульфоксид редуктаза A
(MSR-A, бифункциональный фермент), катали-
зируя реакцию окисления, образует S-эпимер ме-
тионинсульфоксида. В этой связи интересно от-
метить, что метионинсульфоксид редуктаза B, в
отличие от MSR-A, не проявляет способности ка-
тализировать окисление остатков метионина в
белках (Lim et al., 2011). Соответствующая схема
реакций окисления и восстановления метиони-
на, катализируемых различными ферментами
представлена на рис. 1.

Фермент MICAL (Molecule interacting with
CasL), принадлежащий к семейству цитоплазма-
тических, актин-связывающих белков, которые
привлекли к себе внимание как редокс-зависи-
мые регуляторы актина, также проявляет стерео-
специфичность и катализирует образование R-эпи-

мера метионинсульфоксида (Manta, Gladyshev,
2017). В следующем разделе ферментативное окис-
ление метионинов во внутриклеточных белках
будет проанализировано более детально.

Таким образом, окисление метионина во внут-
риклеточных белках имеет многофакторную при-
роду и, без сомнения, наличие антиоксидантных
метионинов может в значительной степени об-
условливать резистентность белков к окисли-
тельному стрессу.

Необратимое окисление метионинов
в плазменных белках

Что касается внеклеточных белков и, в частно-
сти, белков плазмы крови, окисление которых бу-
дет анализироваться в отдельном разделе, они
подвергаются атаке различными окислителями,
генерируемыми, главным образом, лейкоцитами
и тромбоцитами (Ланкин и др., 2001; Гривенни-
кова, Виноградов, 2013). Полагают, что уровень
окислителей в плазме крови, по крайней мере, не
ниже такового в клетках (Bruschi et al., 2013).
Плазма крови содержит ряд низкомолекулярных
антиоксидантов (аскорбат, урат, глутатион и др.),
а также антиоксидантные белки – церулоплаз-
мин, трансферрин, альбумин. Однако следует от-
метить, что вне клеток уровни глутатиона и анти-
оксидантных ферментов слишком низки, чтобы
обеспечить адекватную защиту самих белков от
вредного действия метаболитов кислорода (Brus-
chi et al., 2013). В литературе имеются ограничен-
ные данные, касающиеся репарации белков по
механизму тиол-дисульфидного обмена, проис-
ходящего в жидкой фазе. Одним из ярких приме-
ров восстановления окисленного белка в плазме
является регуляция активности тканевого фактора
с помощью секретируемого тиоредоксина-1
(Wang et al., 2013). Однако до настоящего времени
не появилось ни одного сообщения об обратимом
окислении метионина (Griffiths et al., 2014). Это
подразумевает, что функционально значимые
или антиоксидантные метионины в плазменных
белках могут подвергаться окислительным моди-
фикациям без возможности восстановления в ис-
ходную форму.

Следовательно, накопление окисленных белков
в кровотоке может происходить как из-за избыточ-
ного производства АФК, так и из-за неадекватного
восстановления поврежденных молекул. Это под-
разумевает, что белки плазмы не могут быть защи-
щены антиоксидантами от вовлечения в окисли-
тельную модификацию в той же степени, как они
были бы защищены внутри клеток. Другими сло-
вами, способность белков плазмы перехватывать
молекулы окислителей без повреждения их
структуры и функции вследствие необратимого
окисления остатков метионина, по-видимому,
очень ограничена.
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ВО ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ БЕЛКАХ

Проводимые в течение многих лет исследова-
ния MSR-A- и MSR-B-зависимого восстановления
окисленных белков демонстрировали важную
роль редуктаз в поддержании устойчивости бел-
ков, клеток, тканей и организмов к окислитель-
ному стрессу как in vitro, так и in vivo (Grune et al.,
2013). Ряд внутриклеточных белков содержит уяз-
вимые к окислению метиониновые остатки с по-
тенциальной регуляторной ролью, которые спо-
собны к каталитическому восстановлению. Все
больше данных подтверждают дополнительную
исключительную функцию редуктаз, связанную с
регуляцией функции белка, посредством обрати-
мого окисления метионина, контролируя тем са-
мым различные биологические процессы. В этой
части обзора мы рассмотрим два белка – актин и
кальмодулин, кардинально различающихся по
своей структуре и функции и достаточно полно
охарактеризованных в отношении редокс-актив-
ных метионинов.

Обратимое окисление метионина
в регуляции сборки F-актина

Актин, образующий шесть изоформ актина: β-
и γ-немышечные, α-скелетные, α-сердечные и α-
и γ-гладкие мышечные изоактины, является од-
ним из наиболее функционально разнообразных
белков в эукариотических клетках. Актин вовле-
кается во многие важные клеточные процессы,
включая сокращение мышц, подвижность клеток,
деление клеток, цитокинез и др. (Simiczyjew et al.,
2017). Актин связывает АДФ/АТФ и Mg2+/Ca2+, и
это связывание регулирует полимеризационные
свойства актина, включая способность отдельных
мономеров белка (G-актин) полимеризоваться и
образовывать филаменты. Сборка филаментов
актина (F-актин) и его разборка с образованием
исходного G-актина являются витальными для
нормального функционирования клеток.

Актиновый цитоскелет представляет собой
уязвимую мишень для клеточного окислительно-
го стресса (Le-Donne et al., 2001). Актин подвер-
жен окислению различными окислителями, в
частности, пероксидом водорода и гипохлоритом
(HOCl/OCl–). Как было установлено, шесть ци-
стеинов в β/γ-актине (Cys10, Cys217, Cys257,
Cys285, Cys272 и Cys374) и пять цистеинов в α-ак-
тине (те же, что и в β/γ-актине за исключением
Cys272) могут быть вовлечены в окисление,
причем Cys374 является наиболее редокс-чув-
ствительным остатком (Wilson et al., 2016). В це-
лом полагают, что окисление цистеинов замед-
ляет полимеризацию/деполимеризацию G-ак-
тина (Wang et al., 2001) и делает F-актин более

хрупким (Stournaras et al., 1990). Эти данные ука-
зывают на то, что окисление играет ключевую
роль в разборке актиномиозинового комплекса
во время клеточной адгезии.

Модельные исследования in vitro выявили воз-
действие перекиси водорода на мономерный ак-
тин, приводящее к превращению 6 из 16 метио-
нинов в метионинсульфоксиды. Хотя начальным
эффектом действия H2O2 на актин было окисле-
ние Cys374, было показано, что Met44, Met47,
Met176, Met190, Met269 и Met355 были также во-
влечены в окисление, причем Met44 и Met47
проявляли наибольшую уязвимость к окисле-
нию (Milzani et al., 2000). Окисленные метиони-
ны находились во всех четырех субдоменах акти-
на: MetO355 – в первом субдомене; MetO44,
MetO47 – во втором субдомене; MetO176 – в тре-
тьем субдомене; MetO190, MetO269 – в четвертом
субдомене. Структура субдомена 1 является кри-
тической областью для связывания различных
белков с актином, тогда как субдомен 2 играет
важную роль в процессах полимеризации и ста-
билизации актиновых филаментов. Поэтому не
удивительно, что окисление вызывало наруше-
ния функциональных свойств актина (Hung et al.,
2011). К этому следует добавить, что шесть остат-
ков метионина, Met82, Met119, Met123, Met132,
Met299 и Met313 локализованы полностью в гид-
рофобном ядре молекулы актина, в то время как
относительная доступность к растворителю дру-
гих частично экспонированных остатков метио-
нина располагалась в ряду: Met47 > Met355 >
> Met44 > Met227 > Met283 > Met269 > Met325 >
> Met176 > Met305 > Met190. Результаты показы-
вают, что H2O2-индуцированная окислительная
модификация отдельных метионинов не связана
напрямую с их пространственным расположени-
ем, что является следствием изменений в третич-
ной структуре актина, вызванных окислением
метионинов (Milzani et al., 2000) или эффектом
“кооперативности” при окислении остатков ме-
тионина в белке (Walker et al., 2019).

Окисление остатков метионина в актине
Met44 и Met47 может также осуществляться фер-
ментативном способом (Wilson et al., 2016). Это
окисление, как упоминалось ранее, опосредуется
семейством белков, называемых MICAL, кото-
рые включают монооксигеназный домен, спо-
собствующий превращению метионина в метио-
нинсульфоксид (Hung et al., 2011). В присутствии
кофермента NADPH MICAL добавляет кислород
к остаткам Met44 и Met47 на F-актине. MICAL окис-
ляет эти два остатка стереоспецифично в R-конфор-
мации и генерирует актин Met44-R-сульфоксид и
Met47-R-сульфоксид (Hung et al., 2013).

Несмотря на то, что остаток Met44 локализо-
ван внутри структуры F-актина, благодаря кон-
формационным перестройкам при взаимодей-
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ствии молекул фермента и актина, активный сайт
MICAL получает доступ к плохо доступному ме-
тионину (Wilson et al., 2016). Ключевой остаток
Met44 находится в D-петле части субдомена II ак-
тина, что имеет решающее значение для межмо-
лекулярных контактов субъединиц актина (Wil-
son et al., 2016). В этой связи, окисление Met44,
но не Met47, по-видимому, является доминиру-
ющим фактором для процесса деполимеризации
F-актина (Grintsevich et al., 2016), потому что му-
танты актина Met44Leu устойчивы к разборке,
вызванной MICAL, а мутанты Met47Leu – нет
(Grintsevich et al., 2017).

На рис. 2 показано расположение Met44 и
Met47 в димере актина, индуцированное окисле-
ние которых вызывает ослабление межмолекуляр-
ных контактов, что способствует диссоциации ди-
мера на два мономера. Образующиеся мономеры

актина медленнее собираются и подвержены более
легкой фрагментации после повторной сборки.

Взаимодействия кофилина (белка, способного
связываться с G- и F- актином) и модифициро-
ванного актина усиливают склонность F-актина
к деполимеризации, способствуя образованию
мономерного актина при окислении под действи-
ем MICAL (Wilson et al., 2016). Кроме того, MICAL-
катализированное окисление актина способству-
ет высвобождению кофилина, обеспечивая тем
самым надежный механизм разборки различных
форм актина в ответ на передачу сигналов клетка-
ми (Xu et al., 2017). MICAL-опосредованное влия-
ние на динамику актина обратимо с помощью
ферментов метионинсульфоксид редуктаз, и под
действием метионинсульфоксид-редуктазы B1
(MSR-B1) Met44- и Met44-R-сульфоксиды вос-
станавливаются в исходный метионин (Hung et al.,
2013).

Рис. 2. Структурная модель молекулы актина. Остатки Met44 и Met47, окисляемые MICAL, находятся на границе раз-
дела между соседними мономерами актина (PDB ID: 2ZWH) (Oda et al., 2009), каждый из которых состоит из I, II, III
и IV субдоменов. MICAL специфически окисляет остатки актина Met44 и Met47 (Hung et al., 2011), причем основным
средством, с помощью которого MICAL вызывает разборку F-актина, является окисление остатка Met44. Окисление
Met44 и Met47 способствует существенному ослаблению межмолекулярных взаимодействий и последующей диссоци-
ации димера (адаптировано по: Milzani 2000 et al.; Hung et al., 2013; Wilson et al., 2016).
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N-конец мономера

Met47
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I
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Таким образом, MICAL-индуцированное окис-
ление Met44 в актине, вызывающее деполимериза-
цию F-актина, и обратное превращение MetO44 в
исходную форму метионина, катализируемое ме-
тионинсульфоксид редуктазой MSR-В, которое
восстанавливает способность G-актина к поли-
меризации, демонстрируют уникальный способ
ферментативной редокс-регуляции сборки и раз-
борки надмолекулярной структуры актинового
волокна.

Окислительная модификация кальмодулина

Кальмодулин (CaM) является небольшим бел-
ком (148 аминокислотных остатков) и рассмат-
ривается как наиболее важный сенсор Ca2+ (Chin,
Means, 2000). Регуляция цитоплазматической
концентрации Ca2+ является повсеместным меха-
низмом, посредством которого клетки преобра-
зуют внешние сигналы в биологические ответы.
Каскад сигналов, инициируемый повышением
Ca2+, часто опосредуется Ca2+-связывающими
белками, такими как кальмодулин. CaM связыва-
ет и активирует более 300 известных белков-ми-
шеней (Tebar et al., 2020), включая кальмодулин-
зависимые протеинкиназы и фосфатазы, цитоске-
летные белки, ионные каналы и насосы (Chyan
et al., 2017). CaM содержит два глобулярных доме-
на, соединенных длинной и гибкой α-спиралью,
называемой “центральным линкером”. Каждый
домен содержит два Ca2+-связывающие сайта,
имеющие структурный мотив: спираль-петля-
спираль (EF-hand) (Liu et al., 2020; Tebar et al.,
2020). Хотя эти два домена обладают высокой степе-
нью гомологии в последовательности, они демон-
стрируют тонкие различия в структурах и аффинно-
сти к Ca2+ (Gifford et al., 2007). Взаимодействие Ca2+

с CaM запускает в белке конформационные изме-
нения, приводящие к открытию гидрофобных
карманов и готовность к ассоциации с различны-
ми белками-мишенями (Gifford et al., 2007). Дру-
гими словами, Ca2+/CaM связывается с белками-
мишенями с существенно более высокой аффин-
ностью по сравнению с CaM в отсутствии Ca2+

(aпo-CaM).
CaM имеет необычно высокое содержание ме-

тионина (9 метиониновых остатков), включая
46% гидрофобных остатков в карманах связыва-
ния, которые имеют решающее значение для вза-
имодействия CaM с белками-мишенями (Vetter,
Leclerc, 2003; Yamniuk, Vogel, 2004). Остатки ме-
тионина в кальмодулине, которые являются кри-
тическими для межбелкового взаимодействия,
являются потенциальными мишенями для окис-
ления (Lim et al., 2013). Окисление метионина в
кальмодулине, имитируемое замещением метио-
нина глютамином (M109Q и M124Q), уменьшает
влияние ионов кальция на структуру CaM, в

первую очередь, за счет уменьшения константы
равновесия от закрытой к открытой конформа-
ции в присутствии Ca2+. Предполагается, что
окисление метионина изменяет взаимодействие
CaM с белками-мишенями, нарушая этот Ca2+-
зависимый структурный сдвиг (McCarthy et al.,
2015).

Поскольку CaM не содержит остатков Cys,
окисление остатков метионина играет важную
роль в нарушении метаболизма кальция. Напри-
мер, превращение в кальмодулине Met144 и
Met145 в MetO нарушает CaM-зависимую акти-
вацию как саркоплазматической, так и эндоплаз-
матической Ca2+-АТФазы (Chen et al., 2005).

Как упоминалось выше, MSR-A способна осу-
ществлять ферментативное окисление, атакуя
свободные метионины или остатки метионина в
пептидах и белках до MetO (Lim et al., 2013). CaM
является субстратом для MSR-A с интригующей
специфичностью. В отличие от H2O2- или
HOCl/OCI–-индуцированного окисления CaM,
способного модифицировать каждый из 9 имею-
щихся остатков метионина, MSR-A стереоспеци-
фически окисляет единственный метионин –
Met77 (рис. 3а) до MetO (Lim et al., 2013). Остаток
Met77 находится в карбоксильной части цен-
трального линкера. Согласно кристаллической
структуре белка, центральный линкер представ-
ляет собой жесткую спираль. Однако исследова-
ния ЯМР показывают, что он достаточно неупо-
рядочен и гибок в растворе (Barbato et al., 1992).
Связывание кальция кальмодулином стабилизи-
рует структуру его центрального линкера в после-
довательности между Met77 и Ser82 (Qin, Squier,
2001), предположительно, способствуя сайт-спе-
цифическому окислению Met77 метионинсуль-
фоксид редуктазой А (Lim et al., 2013). Кристалли-
ческая структура CaM свидетельствует, что Phe12
и атом серы в Met77 расположены на расстоянии
5.6 Å друг от друга, образуя, таким образом, уни-
кальный метионин-ароматический мотив, кото-
рый играет важную роль в стабилизации белко-
вых структур и межбелковых взаимодействий
(Walgenbach et al., 2018). Как полагают авторы
(Qin, Squier, 2001), окисление Met77 может нару-
шить связывание мишеней с комплементарными
NH2-участками CaM.

При действии метионинсульфоксид редуктазы А
в направлении восстановления окисленный CaM
полностью восстанавливается до своей нативной
формы. На основании этого был сделан важный
вывод, что обратимая ковалентная модификация
Met77 может регулировать взаимодействие CaM с
одной или несколькими его мишенями (Lim et al.,
2013).

Описанное выше сайт-специфическое окис-
ление Met77 относится к Ca2+/CaM, то есть в фор-
ме, связанной с кальцием. Удаление кальция с по-
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лучением апо-кальмодулина вызывает большие
изменения в его третичной структуре, которые
включают изменения экспозиции остатков мети-
онина как в амино-, так и в карбоксильном каль-
ций-связывающих доменах (Vetter, Leclerc, 2003).
Вследствие этого специфичность, присущая каль-
ций-связанному кальмодулину, терялась в апо-
форме белка, и большинство молекул содержало
множественные остатки MetO. Все 9 остатков ме-
тионина были окисляемыми (рис. 3б), хотя Met110
и Met145 окислялись наиболее быстро. Однако
окисление оставалось стереоспецифичным при ге-
нерировании MetO, о чем свидетельствовала спо-
собность MSR-A полностью восстанавливать все
MetO в окисленном апо-кальмодулине (Lim et al.,
2013). Относительно недавно, тестируя созданных
мутантных мышей, у которых CaM дикого типа
был заменен CaM, содержащим имитатор метио-
нинсульфоксида 77 (M77Q), было показано, что
обратимое окисление метионина 77 в кальмодули-
не под действием MSR-A может в значительной
степени регулировать клеточные функции (Mari-
moutou et al., 2018).

Антиоксидантные метионины
во внутриклеточных белках

Целый ряд внутриклеточных белков содержит
антиоксидантные метионины, окисление кото-
рых не влияет или влияет очень слабо на биологи-
ческую активность белка.

Ярким примером этого послужило исследова-
ние пероксид-индуцированного окисления глу-
таминсинтетазы, демонстрирующее, что 8 из 16
остатков метионина могут быть окислены без по-
тери каталитической активности. Картирование
окисляемых остатков метионина показало, что
все они были поверхностно-экспонированными
и, наоборот, остатки, которые оставались не-
окисленными, были локализованы внутри белко-
вой глобулы (Lim et al., 2019). Более детальное
изучение топографического распределения окис-
ляемых остатков метионина обнаружило удиви-
тельную картину: эти остатки выстилали участок,
ведущий от поверхности фермента к его активно-
му центру. Другими словами, эти остатки метио-
нина собирались строго определенным образом,
охраняя активный сайт и действуя как макромо-
лекулярные ловушки АФК (Lim et al., 2019).

Рис. 3. Ферментативное окисление аминокислотных остатков метионина в Са2+/CaM и апо-кальмодулине. Селектив-
ное ферментативное окисление метионина Met77 в Са2+/CaM (PDB ID: 1CLL), катализируемое MSR-A (а); окисление
всех девяти имеющихся остатков метионина в апо-кальмодулине (PDB ID: 1CFD) MSR-A (б). Структурные изменения
в молекуле CaM при окислительной модификации метионина не показаны (адаптировано по: McCarthy et al., 2015).

(а)

(б)

+ Ca2+/CaM
Связанная с кальцием, “открытая”
форма кальмодулина
(PDB ID: 1CLL) 6 нм

Met77

4.1 нм

– Ca2+/CaM
апо-форма, “закрытая”
форма кальмодулина
(PDB ID: 1CFD)
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При исследовании чувствительности реком-
бинантных белков, интерферона и тканевого ак-
тиватора плазминогена, вовлекаемых в индуци-
рованное окисление трет-бутилгидроперокси-
дом, удалось показать, что два из пяти остатков
метионина в интерфероне и три из пяти остатков
метионина в молекуле тканевого активатора
плазминогена могут быть окислены без потери
биологической активности белков (Keck, 1996).
Это, по мнению авторов, свидетельствовало о по-
верхностной локализации этих метионинов (Keck,
1996). Сходный результат был получен при окис-
лении фактора роста кератиноцитов (Spahr et al.,
1996).

Изучение H2O2-индуцированного окисления
рекомбинантного фактора стволовых клеток че-
ловека, содержащего пять остатков метионина,
показало, что Met1, Met27 и Met15 были высоко-
уязвимыми к окислительной модификации с не-
значительным влиянием на биологическую актив-
ность, а это признак того, что эти метионины явля-
ются поверхностно-экспонированными (Hsu et al.,
1996). Оставшиеся два остатка, Met36 и Met48, были
гораздо менее подвержены окислению, и окисли-
тельная модификация любого остатка сопровож-
далась значительной потерей биологической ак-
тивности. Очевидно, что Met36 и Met48 погруже-
ны внутрь белковой глобулы и такие метионины,
как правило, наделены функциональной актив-
ностью.

15-липоксигеназы млекопитающих подверга-
ются необратимой ауто-инактивации во время
каталитического цикла. Фермент содержит мно-
жественные метионины, и окисление только од-
ного метионина вблизи активного сайта катали-
тического домена очень хорошо коррелирует с
инактивацией белка. Хотя это может быть регуля-
торным механизмом, было показано (Gan et al.,
1995), что замена сайт-специфического окисляе-
мого метионина Met590 на лейцин приводит к
форме фермента, который, по-прежнему, спосо-
бен к аутоинактивации. Исходя из этих резуль-
татов, было предположено, что Met590 является
антиоксидантом, защищающим активный сайт
белка (Moskovitz et al., 2000)

Признавая химическую легкость окисления
метионинов, метионины, находящиеся на по-
верхности, представляют собой грозный механизм
антиоксидантной защиты, способный защищать
критические остатки внутри белка, а также другие
клеточные компоненты. Поскольку метионин-
сульфоксид редуктазы могут восстанавливать
MetO до метионина, эта антиоксидантная защита
приобретает особую каталитическую эффектив-
ность. Один из таких примеров функционирова-
ния системы принадлежит авторам (Garner et al.,
1998), которые установили, что липопротеины
высокой плотности восстанавливают токсичные

продукты окисления холестерина до спиртов с
сопутствующим окислением двух метиониновых
остатков до сульфоксидов. В свою очередь, дру-
гие авторы показали (Sigalov, Stern, 1998), что си-
стема может функционировать каталитически,
поскольку окисленный аполипопротеин может
быть восстановлен метионинсульфоксид редук-
тазой.

В заключение хотелось бы отметить следую-
щее. В данном разделе мы ограничились лишь не-
которыми примерами участия антиоксидантных
метионинов в сохранении функциональности
внутриклеточных белков, (дополнительные при-
меры можно найти в работах (Moskovitz et al., 2000;
Grune et al., 2013; Gu et al., 2015). Что касается фер-
ментативного восстановления метионинсульф-
оксидов, необходимо учитывать, что вклад мети-
онинов в белках как антиоксидантов, нейтрали-
зующих АФК, может быть в определенной мере
ограниченным. Оба типа MSR действуют более
эффективно в восстановлении развернутых, а не
свернутых окисленных белков, и этот эффект
обусловлен лучшим доступом ферментов к мети-
онин сульфоксидам, присутствующим в гидро-
фобных ядрах субстратных белков (Tarrago et al.,
2012). Однако окисление точечного экспониро-
ванного метионина может не сопровождаться
разворачиванием структуры белка. Тем не менее,
концепция, декларирующая, что поверхностно-
расположенные в белках метионины представляют
собой эндогенные антиоксиданты, а взаимопре-
вращение Met/MetO, которое имеет решающее
значение для клеточной физиологии, обеспечи-
вает селективный способ точной регуляции
функции белка, является в настоящее время наи-
более продуктивной и обоснованной в понима-
нии функционирования белков и клеток при ге-
нерации АФК (Drazic, Winter, 2014)

ОКИСЛИТЕЛЬНАЯ МОДИФИКАЦИЯ 
МЕТИОНИНОВ ВО ВНЕКЛЕТОЧНЫХ 

БЕЛКАХ
Как указывалось выше, из-за отсутствия в

плазме крови метионинсульфоксид редуктаз не
обнаружено ни одного случая восстановления
окисленных форм метионинов (Griffiths et al.,
2014). Однако, так как метионины являются наи-
более высокореакционными в окислительных ре-
акциях с АФК, по сравнению со всеми остальны-
ми аминокислотами (за исключением цистеина),
это позволяет экспонированным метионинам пе-
рехватывать АФК и тем самым служить эндогенны-
ми антиоксидантами во внеклеточных белках. Ко-
личество таких антиоксидантных метионинов во
многом определяет антиоксидантную “емкость”
белка, его окислительную резистентность, то есть
его способность противостоять токсическому
действию молекул окислителей.
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Окислительная модификация
α2-макроглобулина человека

Интригующие данные, полученные авторами
при исследовании окислительной модификации
человеческого α2-макроглобулина (hα2M) (Reddy
et al., 1994), убедительно продемонстрировали су-
ществование некоторых остатков метионина в
белке, окисление которых не влияло на его актив-
ность. Последующее наблюдение превращения (в
определенных положениях) метионинов в метио-
нинсульфоксиды в других белках, которое не ока-
зывало заметного воздействия на функциональ-
ные свойства этих белков, привело к становле-
нию более общей гипотезы, согласно которой
метионины, локализованные на поверхности
белка, могут быть ловушками АФК и, следова-
тельно, действовать как эндогенные антиокси-
данты (Lim et al., 2019).

Молекула hα2M обладает четвертичной, гомо-
тетрамерной структурой, которая образована че-
тырьмя идентичными субъединицами, собран-
ными в два дисульфид-связанных димера, удер-
живаемых вместе нековалентными силами
(Marrero et al., 2012). Каждая субъединица hα2M
содержит 25 остатков метионина, которые при-
сутствуют во всех структурных областях белка.
hα2M наделен множеством функций, в частно-
сти, необратимо ингибирует огромное разнооб-
разие протеиназ независимо от механизма их
действия или специфичности, включая серин-,
цистеин-, аспарагин- и металлопротеиназы
(Rehman et al., 2013).

Исследования окисления α2-макроглобулина
при действии на него различных видов АФК по-
казало, что перекись водорода или супероксид-
ный анион-радикал не влияли на его структуру и
функцию (Lim et al., 2019). Гипохлорит и гидро-
ксильные радикалы – оба были способны моди-
фицировать аминокислотные остатки в α2-макро-
глобулине, однако только гипохлорит мог вызы-
вать потерю белком способности ингибировать
протеиназы (Khan et al., 2009). Многие функции
α2-макроглобулина регулируются гипохлоритом.
Индуцированные гипохлоритом химические и
структурные модификации hα2M человека уси-
ливают его активность как шаперона (Dahl et al.,
2015), влияют на способность белка связывать ци-
токины и факторы роста (Wu et al., 1998) и др. До-
казательства гипохлорит-индуцированной регу-
ляции функций hα2M и возможные последствия
этого в протекании различных физиологических
и патологических процессов были суммированы
в недавно опубликованной обзорной работе (Ca-
ter et al., 2019).

Детальное изучение реакции окисления белка
установило, что каждая субъединица hα2M по-
требляет восемь молей N-хлорамина без потери

ингибиторной, антипротеиназной активности
(Reddy et al., 1994). Потребление восьми эквива-
лентов хлорамина вызывало окисление восьми
остатков метионина с превращением их в сульф-
оксиды метионина. Продолжение воздействия
способствовало окислению шести дополнитель-
ных остатков метионина и одного ключевого, в
функциональном отношении остатка триптофа-
на Trp436, что обусловливало инактивацию белка
(Reddy et al., 1994; Lim et al., 2019). Окисление ме-
тионинов в значительной степени было ответ-
ственно за гипохлорит-индуцированную диссо-
циацию тетрамера hα2M на димеры. Хотя точную
локализацию окисленных остатков метионинов
еще предстоит установить, предполагается, что
некоторые из них локализованы в области так на-
зываемого bait-domain (Wyatt et al., 2015). Этот до-
мен содержит большое количество пептидных
связей, доступных для гидролитического расщеп-
ления различными протеиназами (Wyatt et al., 2014)
и, кроме того, он изобилует множественными ме-
тионинами: Met607, Met666, Met673, Met688,
Met697 и Met713. Поскольку в нативном тетра-
мере два метионина, Met697 и Met713 локализо-
ваны внутри гибкого сегмента bait-domain и
находятся на границе раздела нековалентно-
связанных hα2M-димеров (Marrero et al., 2012;
Wyatt et al., 2015), было высказано предположе-
ние, что эти метионины могут быть наиболее лег-
кодоступными для молекул гипохлорита, и их
окисление может способствовать диссоциации
тетрамера (Rosenfeld et al., 2018).

В целом α2-макроглобулин остается все еще
крайне плохо изученным белком в отношении
идентификации его аминокислотных остатков,
которые подвергаются окислительным модифи-
кациям под действием АФК. Точные положения
модифицированных остатков метионинов, под-
вергающиеся атаке гипохлоритом, остаются не-
известными. Картирование метионинов, вовле-
каемых в окислительную модификацию, исполь-
зуя масс-спектрометрический метод, крайне
необходимо в будущем, чтобы заполнить важный
пробел в понимании механизма окисления этого
многофункционального белка и в возможной ан-
тиоксидантной роли конкретных метионинов,
защищающих ключевой остаток Trp436.

Накопленные данные по окислению α2-макро-
глобулина оказались знаковыми. Они свидетель-
ствовали о том, что метионины во внеклеточном
белке могут также служить линией обороны без
их ферментативного восстановления. Кроме то-
го, количество антиоксидантных метионинов в
белке во многом определяет его толерантность к
окислителям, что приобретает особую значимость
при функционировании белка in vivo в условиях
развития окислительного стресса. И, наконец,
окисление плазменных белков не является одно-
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значно деструктивным, а может выполнять регу-
ляторную роль.

Окисление остатков метионина
в антитромбине III

АФК может способствовать прокоагулянтно-
му состоянию крови за счет окислительных моди-
фикаций белков, участвующих в коагуляции
(Gutmann et al., 2020; Wang, Zennadi et al., 2020).

Антитромбин III (АТIII) принадлежит к широ-
кому семейству ингибиторов сериновых протеаз
(серпины). АТIII является наиболее важным фи-
зиологическим ингибитором в процессах коагу-
ляции, ингибируя активность прокоагулянтных
протеаз, которые участвуют как во внутреннем
пути, так и во внешнем пути свертывания крови
(Olson et al., 2004). Эффективность процесса
инактивации антитромбином целевых протеаз
зависит от связывания им кофактора – гепарина
(Rau et al., 2007).

Антикоагулянтная активность ATIII, главным
образом, опосредуется способностью экспониро-
ванной, то есть находящейся в открытой конфор-
мации, центральной реактивной петли серпина
(RCL, reactive centre loop), включающей остатки
Ala383–Val400, захватывать молекулу тромбина.
В результате атаки реактивной петли АТ катали-
тическим центром тромбина Ser195 пептидная
связь Arg393-Ser394 разрывается, и происходит
образование необратимого неактивного ком-
плекса (Olson, Björk, 1994). Каталитическая ар-
хитектура тромбина разрушается, то есть проис-
ходит потеря его упорядоченной структуры,
вследствие чего протеаза теряет врожденное
свойство взаимодействовать с ее субстратами
(Rau et al., 2007). Конформационная подвиж-
ность RCL обеспечивается связыванием гепари-
на с гепарин-связывающим доменом АТ.

Как было установлено, гепарин-связывающая
способность антитромбина снижается после его
окисления перекисью водорода (van Patten et al.,
1999) или перекисью липидов (De Cristofaro,
Landolfi, 2000). АФК может нарушать взаимодей-
ствие между тромбином и комплексом АТIII–ге-
парин (Gray, Barrowcliffe, 1985) и, кроме того, до-
полнительно снижать гепарин-связывающую
способность антитромбина.

AT оказался уязвимым к окислению хлорами-
ном, причем инактивация ингибитора прямо
коррелировала с дозой окислителя (Stief et al.,
1988). В той же работе была исследована хлор-
амин-индуцированная инактивация двух других
ингибиторов сериновых протеаз – альфа-1-про-
теиназы (A1-P1) и ингибитора активатора плаз-
миногена 1 (PAI-1), для которых удалось пока-
зать, что механизм инактивации заключается в
превращении метионина в метионинсульфоксид

в реактивном центре этих белков. Сопоставление
эффектов окисления на функциональные свой-
ства АТ, не имеющего остатков метионина в
структуре RCL, и A1-P1, PAI-1, дало авторам ос-
нование предположить, что окисление, по-види-
мому, является общим механизмом изменения
баланса между сериновыми протеазами и их ин-
гибиторами в пользу протеаз (Stief et al., 1988).

АТ содержит 12 метионинов, четыре из кото-
рых расположены наиболее близко к поверхности
белка. В трехмерной структуре два из этих остат-
ков метионина, Met314 и Met315, расположены
рядом с RCL AT. Еще два экспонированных ме-
тионина, Met17 и Met20, находятся в непосред-
ственной близости с участком связывания AT с
гепарином (Carrell et al., 1994). Детальное исследо-
вание возможной роли метионинов в окислитель-
ной модификации АТ, обработанного перекисью
водорода, было выполнено с привлечением метода
масс-спектрометрии (van Patten et al., 1999). Было
обнаружено, что Met314 и Met315 являются наи-
более чувствительными к окислению, но их окис-
ление не влияло ни на антитромбиновую актив-
ность, ни на связывание гепарина. Метионины в
положениях 17 и 20 были более резистентными к
окислению. Их модификация происходила толь-
ко при значительно более высоких концентраци-
ях пероксида и сопровождалась снижением аф-
финности к гепарину. Однако при насыщающих
концентрациях гепарина активность только не-
значительно снижалась для этих сильно окис-
ленных образцов AT. Структурные исследования
выявили интересную особенность, что высоко-
окисленный AT является менее склонным под-
вергаться значительным конформационным из-
менениям, вызванным гепарином, наиболее ве-
роятно, из-за окисления Met17. На основании
полученных результатов авторы сделали вывод
(van Patten et al., 1999), что поскольку этого не
происходит в менее окисленных и, по-видимому,
более физиологически значимых формах АТ,
окисление не является средством контроля ак-
тивности АТ.

Таким образом, мы можем констатировать,
что молекула АТ обладает, по крайней мере, дву-
мя антиоксидантными метионинами, Met314 и
Met315 (van Patten et al., 1999), препятствующими
окислительному повреждению структуры петли,
жизненно важной для экспрессии функции белка.

Антиоксидантные метионины в структуре 
коагуляционного фактора крови XIII

Коагуляционный фактор крови XIII (FXIII)
является крайне мало изученным белком в отно-
шении подверженности его окисленной модифи-
кации. Только относительно недавно были начаты
исследования в этом направлении. В данном раз-
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деле суммированы результаты по антиоксидант-
ной роли метиониновых остатков в этом белке.

FXIII играет ведущую роль в поддержании
процессов коагуляции и фибринолиза. Он осу-
ществляет как ковалентное сшивание фибрино-
вых полимеров, являющихся матрицей кровяно-
го сгустка, так и сшивание фибрина с белками
фибринолитической системы.

FXIII представляет собой гетеротетрамерный
профермент FXIII-A2B2, который состоит из двух
каталитических субъединиц A (FXIII-A) и двух
идентичных регуляторных субъединиц B (FXIII-В).
Все четыре субъединицы скреплены нековалент-
ными связями. Каталитическая полипептидная
цепь образует пять различных структурных доме-
нов: N-концевой участок длиной 37 аминокислот
на субъединице FXIII-A, называемый пептидом
активации (FXIII-AP), β-сэндвич, каталитиче-
ский домен, содержащий активный сайт (остатки
Cys314, His373 и Asp396) и домены β-баррель 1 и
β-баррель 2 (Bagoly, Muszbek, 2019). β-Сэндвич-
домены и домены β-баррель 1 и β-баррель 2 по-
чти полностью состоят из структур типа β-sheet с
небольшим включением α-спиралей в сэндвич-
доменах и β-баррель 1. Каталитический домен
содержит структуры как β-складчатых листов,
так и α-спирали. Пространственная структура
димера каталитических субъединиц FXIII, полу-
ченная на основании рентгенструктурного ана-
лиза, представлена на рис. 4. Как видно из рис. 4,
мономеры субъединицы FXIII-A образуют димер,
напоминающий шестиугольник с симметрией C2,
в котором два центральных каталитических доме-
на окружены структурами шести β-складчатых
листов.

Регуляторная субъединица свернута в 10 так
называемых суши-доменов, каждый из которых
содержит ~60 аминокислот и ковалентно стаби-
лизирован парой внутренних дисульфидных свя-
зей (Souri et al., 2008). По данным электронной
микроскопии субъединица B выглядит как тон-
кая, гибкая и изогнутая нить (Carrell et al., 1989).
Однако до настоящего времени FXIII-B в кри-
сталлической форме не получена, и достоверная
информация о ее трехмерной структуре отсут-
ствует.

Этот белок интересен не только тем, что в от-
личие от всех других ферментов системы сверты-
вания крови, которые относятся к сериновым
протеиназам, FXIII является членом семейства
ферментов трансглутаминаз, но также и тем, что
превращение профермента FXIII-A2B2 в актив-
ную форму фермента является многостадий-
ным процессом. Очень кратко об активации:
первая стадия заключается в тромбин-катали-
зируемом протеолитическом расщеплении связи
Arg37-Gly38 на NH2-конце субъединицы FXIII-A,
приводящей к высвобождению активационного

пептида. Это расщепление вызывает превраще-
ние гетеротетрамера FXIII-A2B2 в гетеротетрамер

. Вторая стадия активации обусловле-
на связыванием ионов кальция с FXIII-A', сопро-
вождаемым конформационными перестройками
и диссоциацией гетеротетрамера  на

димеры, субъединицы  и FXIII-B2. На
последней стадии активации под влиянием ионов

кальция  претерпевает также крупно-
масштабные конформационные перестройки,
превращаясь в активную форму фермента, FXIII-
A* (Bagoly, Muszbek, 2019; Protopopova et al., 2019).

Проведенные масс-спектрометрические ис-
следования озон-индуцированного окисления
профермента показали, что из 18 остатков метио-
нина, присутствующих в первичной структуре
белка, 14 остатков были идентифицированы в
нативном образце FXIII, и 9 из них оказались
поврежденными окислением в образце FXIII,
обработанном озоном. Эти остатки были лока-

2 2
'FXIII-A B

2 2
'FXIII-A B

2
'FXIII-A

2
'FXIII-A

Рис. 4. Изображение кристаллической димерной
структуры каталитических субъединиц FXIII (PDB
ID: 1F13) с окислительными модификациями метио-
ниновых остатков, обнаруженных в окисленных об-
разцах профермента. Левый (темный) и правый
(светлый) мономеры представляют собой структуру
каталитической субъединицы FXIII, обработанную
озоном и гипохлоритом, соответственно. Черным
цветом обозначены остатки метионина, окислитель-
ные модификации которых были обнаружены в об-
разцах как обработанных озоном, так и обработанных
гипохлоритом; заштрихованы – аминокислотные
остатки метионина, которые были модифицированы
только при окислении озоном; серые – только для
образцов, обработанных гипохлоритом.

Активационный пептид (1–37)

β-сэндвич (38–184)

Каталитическое
ядро (185–515)

β-баррель 2
(629–731)

β-баррель 1
(516–628)

O3/HO● HOCl/OCl–
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лизованы в домене β-сэндвич (Met159), катали-
тическом домене (Met265, Met350, Met474,
Met475 и Met499) и домене β-баррель 2 (Met646,
Met676, Met709). Поскольку эти остатки прояв-
ляли повышенную восприимчивость к окисле-
нию, казалось, что они являются экспонирован-
ными, выполняя роль перехватчиков молекул
озона. Другие пять остатков Met – Met247,
Met380, Met406, Met520 и Met595 были значи-
тельно менее подвержены окислению и, как по-
лагали авторы (Vasilyeva et al., 2018), вероятно
локализованы внутри белковой глобулы и стано-
вятся экспонированными только во время кон-
формационных перегруппировок молекулы
вследствие активации.

Однако результаты более раннего исследова-
ния трансглутаминазной активности FXIII-A*,
образованного из окисленного озоном профер-
мента, свидетельствовали о том, что FXIII-A* не-
сколько терял в своей ферментативной активно-
сти (Rosenfeld et al., 2013). Это затрудняло точную
идентификацию антиоксидантных метионинов в
белке.

Опосредованное гипохлоритом окисление
FXIII на разных этапах его ферментативной акти-
вации показало, что белок в форме профермента,
как и в случае озона, проявлял максимальную ре-
зистентность к индуцированному окислению, в
то время как фермент обнаруживал наибольшую
уязвимость к гипохлориту (Vasilyeva et al., 2020).
Результаты ВЭЖХ-МС/МС (высокоэффектив-
ная жидкостная хроматография в сочетании
с тандемной масс-спектрометрией) выявили в
проферменте, окисленном 150 мкМ гипохлори-
том, целый ряд модифицированных метионинов:
Met242, Met350, Met406, Met474, Met475, Met499
и Met512, Met520, Met595, Met646, Met676, Met709,
принадлежащих каталитической субъединице. Так
как профермент, обработанный 150 мкМ гипохло-
ритом, полностью сохранял свою ферментатив-
ную активность, присущую неповрежденному
белку, был сделан вывод, что все вышеперечис-
ленные метионины функционируют в качестве
эндогенных антиоксидантов. Многие из этих
остатков являются общими для озон-, и гипохло-
рит-индуцированного окисления профермента
(рис. 4). В то же время, в окисленном ферменте
были обнаружены два дополнительных модифи-
цированных метионина в положениях 265 и 292,
что является индикатором того, что в профермен-
те эти метионины находились в гидрофобном яд-
ре субъединицы A и при активации белка они ми-
грировали на поверхность, становясь мишенью
для молекул окислителя.

Что касается регуляторной субъединицы, в
ней удалось идентифицировать несколько окис-
ленных метионинов: Met29 – в первом суши-до-
мене, Met94 – во втором, Met383 и Met448 – в

седьмом, Met441 в – восьмом. Авторы полагают,
что эти метионины вносят дополнительный
вклад в антиоксидантную защиту белка (Vasilyeva
et al., 2020).

Совсем недавно были получены данные о том,
что в образцах плазмы, собранных у здоровых доб-
ровольцев, индуцированное окисление 500 мкМ
HOCl/−OCl не изменяло ферментативную актив-
ность FXIII (Misztal et al., 2019). Поскольку в
плазме FXIII циркулирует вместе с другими бел-
ками, превалирующими по концентрации, каж-
дый из которых способен в той или иной степени
перехватывать АФК, тем самым ограничивая
окисление FXIII, можно предположить, что
окислительная модификация FXIII будет затра-
гивать, в основном, поверхностно экспонирован-
ные аминокислотные остатки метионина (Vasily-
eva et al., 2020). Физиологическая целесообраз-
ность такой антиоксидантной адаптации остается
пока не вполне понятной. Полагают, что такая
адаптация может быть эффективной при воспа-
лительных процессах. В очаге воспаления локаль-
ный уровень HOCl/−OCl может достигать милли-
молярных концентраций (Stief et al., 2000).
В плазме крови FXIII, как известно, нековалент-
но связан с фибриногеном (Souri et al., 2015), ко-
торый, в свою очередь, путем связывания с инте-
грином (Mac-1), экспрессируемым на активиро-
ванных лейкоцитах, обеспечивает ключевую
связь между тромбозом и воспалением (Lishko
et al., 2004). При высоких локальных концентра-
циях HOCl/–OCl можно ожидать, что трансглута-
миназная активность FXIII-A*, будет снижена,
что приведет к уменьшению количества α-поли-
меров в фибриновой сети (Vasilyeva et al., 2020).
Поскольку α-полимеры вносят существенный
вклад в устойчивость фибрина к гидролизу плаз-
мина (Rijken et al., 2017), их уменьшающееся ко-
личество можно рассматривать как компенсатор-
ный механизм, когда устойчивый к плазмину
фибрин с аномальной структурой образуется из
поврежденного окислением фибриногена.

Фибриноген: окислительные модификации 
метионинов и функциональные последствия

В последние годы были опубликованы пре-
красные обзорные статьи, в которых дано очень
подробное описание структуры и биохимии фиб-
риногена (Kattula et al., 2017; Weisel, Litvinov,
2017). В этой связи мы практически не будем оста-
навливаться на этих аспектах молекулы фибри-
ногена, и каждый читатель может подчерпнуть
необходимую информацию из цитируемых выше
работ.

Вероятно, фибриноген является одним из наи-
более изучаемых белков в отношении его окисле-
ния и функциональных последствий. Такой повы-
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шенный интерес к этому белку может быть обу-
словлен его огромной значимостью в гемостазе и
во многих других физиологических и патофизио-
логических процессах (Kattula et al., 2017; Weisel,
Litvinov, 2017), а также его наиболее высокой
окислительной уязвимостью среди других белков
плазмы крови (Shacter et al., 1994).

В 2012 году была опубликована работа
(Weigandt et al., 2012), в которой сообщалось,
что обработка фибриногена хлорноватистой
кислотой в физиологически близких концен-
трациях преимущественно окисляет специфи-
ческие остатки метионина αMet476, βMet367 и
γMet78, которые локализованы в αC-домене,
COOH-концах Bβ-цепи и α-суперспиральном
участке γ-цепи, соответственно. Значимость этой
работы заключается в том, что впервые было со-
поставлено нарушение функциональных свойств
окисленного фибриногена, имеющего результа-
том ингибирование процесса латеральной агрега-
ции фибриновых фибрилл, с конкретным окис-
лительным сайтом, Met476, локализованным на
αC-доменах молекулы фибриногена. Так как ла-
теральная агрегация протофибрилл фибрина
опосредуется взаимодействующими между собой
αC-доменами (Weisel, Litvinov, 2017), было выска-
зано предположение (Weigandt et al., 2012; Marti-
nez et al., 2013; Pederson, Interlandi, 2019), что
окислительная модификация Met476 способна
нарушить эти взаимодействия.

Последующие исследования индуцированно-
го окисления фибриногена различными окисля-
ющими агентами также обнаружили ряд остатков
метионинов, превращенных в метионинсульф-
оксид (Юрина и др., 2019, 2020; Yurina et al., 2019;
Sovová et al., 2020), принадлежащих всем трем по-
липептидным цепям белка. Во всех случаях, то
есть независимо от вида и дозы окислителя, в
списке модифицированных метионинов присут-
ствовали три метионина – АαMet476, BβMet367 и

γMet78. Топография окисленных остатков метио-
нинов в молекуле фибриногена при его индуци-
рованном окислении озоном, гипохлоритом и пе-
рекисью водорода представлена на рис. 5.

С помощью масс-спектрометрии были выяв-
лены окислительные модификации метионинов
в структуре фибриногена в плазме крови доноров
и у пациентов с коагулопатией, возникающей
вследствие травмы (White et al., 2016). Метионин-
сульфоксиды находились в семи различных поло-
жениях, но у субъектов, страдающих коагулопа-
тией, они были слегка повышены только в поло-
жениях BβMet314 и AαMet476, по сравнению с
контрольной группой (White et al., 2016).

При анализе роли модифицированных окис-
лением метионинов в самосборке фибрина воз-
никает ощущение сложности и некоторой запу-
танности в возможности достаточно строго обос-
нованного приписывания им антиоксидантных
или функциональных свойств. Например, в вы-
полненных исследованиях (Weigandt et al., 2012;
White et al., 2016) декларируется функциональная
значимость остатка AαMet476, подтверждаемая
результатами компьютерного моделирования
структуры и динамики взаимодействий αС-доме-
нов, которые демонстрируют снижение вероят-
ности образования димеров αС-доменов за счет
окисления AαMet476 (Pederson, Interlandi, 2019).

Попытаемся в этом разобраться более подроб-
но. Каждый αC-домен состоит из двух независи-
мо свернутых структур – N- и C-концевых субдо-
менов, образованных остатками Aα392–503 и
Aα504–610, соответственно (Weisel, Litvinov,
2017). Полимеризация αC-αC включает два меха-
низма. Один из них состоит в самоассоциации
αC-доменов, которая происходит посредством
взаимодействующих структур, β-шпилек, при-
надлежащих N-концевым субдоменам (Tsurupa
et al., 2012). Окисление AαMet476, как предпола-
гается, опосредует ингибирование боковой агре-

Рис. 5. Топография окисленных остатков метионина (обозначены черным цветом) в молекуле фибриногена (PDB ID:
3GHG) при его индуцированном окислении озоном, гипохлоритом и перекисью водорода. Молекула фибриногена
состоит из двух идентичных субъединиц, каждая из которых формируется тремя разными полипептидными цепями –
Aα, Bβ и γ, состоящими из 610, 461 и 411 аминокислотных остатков. Молекула фибриногена включает ряд структурных
элементов: центральную область Е, образованную NH2-концевыми участками всех шести полипептидных цепей, две
периферические области D, COOH-концевые участки β- и γ-цепей которых формируют глобулярные β- и γ-узлы. В
свою очередь, области Е и D связаны между собой суперспиральными сегментами, составленными из медиальных
участков Aα-, Bβ- и γ-цепей. COOH-концевые участки Aα-цепи формируют αС-область, состоящую из αС-домена и
гибкого αС-коннектора (не показаны на рисунке).

D-область D-областьE-область

�-узел
�-узел

�-узел
�-узел

Суперспираль СуперспиральЦентральный
узел
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гации протофибрилл фибрина путем нарушения
ключевой структуры β-шпильки (Burney et al.,
2014).

Второй механизм заключается во взаимодей-
ствии C-концевого субдомена с αC-коннектором
(Tsurupa et al., 2012). Из представленного в рабо-
тах списка модификаций метионинов (Юрина
и др., 2019, 2020; Yurina et al., 2019; Sovová et al.,
2020), следует, что в αС-области (αС-домен, со-
единенный с αС-коннектором) имеется целый
ряд окисленных метионинов, среди которых мо-
гут быть функционально значимые для сборки
фибрина, кроме AαMet476. В частности, можно
предположить, что модификация метионинов в
αС-коннекторе, Met235, Met238 и Met240, нару-
шает его структурную гибкость, не позволяю-
щую ему в полной мере обеспечить взаимодей-
ствия с C-концевым субдоменом αC-домена.
Кроме того, в самом C-концевом субдомене
идентифицированы окислительные модифика-
ции метионинов АαMet517 и АαMet584, которые
также могли бы обусловливать ингибирование
процесса латеральной агрегации. Если к этому
добавить, что αC-области не являются един-
ственно необходимыми для латеральной агрега-
ции (Weisel, Litvinov, 2017), то есть имеются также
и другие структуры, ответственные за этот про-
цесс, ситуация с трактовкой роли АαMet517 ста-
новится совсем неодназначной.

И наконец то, что AαMet476 оказывается легко
окисляемым не только благодаря индуцирован-
ному окислению, но уже содержится в окислен-
ной форме в исходных, то есть необработанных
образцах (Юрина и др., 2019, 2020; Yurina et al.,
2019), подразумевает, что этот метионин может
располагаться на белковой поверхности или
близко к ней. Такой метионин, как многократно
указывалось в настоящей работе, скорее является
антиоксидантным, нежели выполняет важную
функциональную роль. Это в полной мере можно
отнести и к остаткам BβMet367 и γMet78.

Таким образом, только дальнейшие исследо-
вания посттрансляционных модификаций в фиб-
риногене и последующих нарушений в его функ-
циональных свойствах смогут внести полную яс-
ность в эту крайне запутанную проблему (De Vries
et al., 2020; Kattula et al., 2020).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной обзорной работе рассмотрены неко-
торые примеры окисления метионинов во внут-
риклеточных и плазменных белках и их возмож-
ная роль в поддержании или нарушении функци-
онирования этих белков. Во внутриклеточных
белках ферментативное окисление метионинов,
способность метионинсульфоксид редуктаз пол-
ностью восстанавливать метионинсульфоксиды в

исходную форму, а также наличие антиоксидант-
ных метионинов являются важными механизма-
ми регуляции клеточных функций. Некоторые
плазменные белки могут обладать большим коли-
чеством антиоксидантных метионинов, в то вре-
мя как другие – теряют свою активность при
окислении единственного остатка. Физиологиче-
ский смысл этого феномена пока остается неяс-
ным. Большинство наших сегодняшних представ-
лений о конкретных белковых мишенях и функци-
ональных последствиях окисления метионина в
белках получены из исследований in vitro и очень
ограниченно in vivo. Поэтому многое еще пред-
стоит изучить, чтобы понять эволюционную роль
окисления метионинов в белках в поддержании
гомеостаза и те причины, которые способствуют
развитию патологий. В любом случае, если еще
какое-то время назад предполагали, что окисле-
ние белков носит случайный характер, сейчас,
очевидно, что это не так, и окисление подчиняет-
ся определенной программе, смысл которой нам
еще до конца не ясен. Важную роль в идентифи-
кации модифицированных метионинов сыграло
развитие метода масс-спектрометрии высокого
разрешения, способного дифференцировать ме-
тионины по их окислительной уязвимости в
структуре белков, свидетельствующее об их про-
странственном расположении. Однако новые ме-
тоды и модели необходимы для более глубокого и
всестороннего понимания механизмов, регули-
рующих специфические реакции окисления ме-
тионинов в белках в живом организме.
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The Functional Role of Methionin Oxidation in Proteins:
Arguments “for” and “against”

M. A. Rosenfelda, *, L. V. Yurinaa, and A. D. Vasilyevaa

aEmanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
*e-mail: rosenfeld41@mail.ru

The conversion of methionine to methionine sulfoxide (MetO) is one of the most common oxidative modi-
fications in proteins due to particular susceptibility of methionines to oxidative conditions. Methionine oxi-
dation can affect a protein structure and function, and MetO levels increase with the development of oxida-
tive stress. Most cells contain methionine sulfoxide reductases (MSR) which catalyze the thioredoxin-depen-
dent reductions of methionine sulfoxides back to the reduced form. It has been shown that mutations leading
to a decrease in MSR activities are associated with a decrease in the resistance of some cells to oxidative stress,
while mutations leading to an overproduction of MSR activities lead to an increase in resistance to oxidative
stress. The redox reactions of methionines in the functional regulation of some intracellular proteins, actin
and calmodulin, as well as the presence of antioxidant methionines in intracellular proteins such as glutamine
synthetase, 15-lipoxygenase, interferon α-2b, tissue plasminogen activator, human stem cell factor are de-
scribed. Since there are no methionine sulfoxide reductases in blood plasma, oxidation of methionines is ir-
reversible. Methionines which are able to trap different ROS species without disrupting the function of pro-
teins have been found in α2-macroglobulin, antithrombin III, coagulation factor XIII. Nevertheless, antiox-
idant methionines in other plasma proteins still remain to be identified. Given the important role of
methionines in the structure and functioning of plasma proteins, the contribution of methionines to both ox-
idative damage of proteins and oxidation-associated pathologies is analyzed.

Keywords: antioxidant and regulatory methionines, methionine sulfoxide reductase, reversible oxidation, in-
tra- and extracellular proteins
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