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резюме
В обзоре рассмотрены особенности строения и свойства наиболее изученных фосфолипаз яда змей семейства 

гадюковых. Также детально анализируются разнообразные эффекты этих ферментов на форменные элементы крови 
(эритроциты, лейкоциты и тромбоциты), на процессы свертывания крови и агрегацию тромбоцитов. Описываются 
возможные области и пути применения этих ферментов в фундаментальной и практической медицине.
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Summary
In this review (Part 2), we describe the structural features and properties of the most studied Viperidae snake venom 

phospholipases A
2
. Various effects of these enzymes on blood cells (erythrocytes, leukocytes and platelets), on blood 

coagulation and platelet aggregation are also analyzed in details. Possible areas and ways of application of these enzymes 
in fundamental and practical medicine are discussed. 
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хАрАКтериСтиКА  НАиБоЛее  
изВеСтНых  СФЛА2  гАДЮКоВых
Каждый змеиный яд представляет собой слож-

ную смесь веществ, но наибольшее содержание 
имеют токсины, относящиеся к 3–4 классам. 
Первенство здесь, несомненно, принадлежит 
фосфолипазам А

2 
(ФЛА

2
). Особенности строения 

и свойств наиболее изученных сФЛА
2
 яда гадюко-

вых приведены в таблице.

Как видно из данных литературы, суммирован-
ных в таблице 1, многие яды являются одноцепо-
чечными белками. Это дабоксин Р, виперотоксин 
II, аммодитоксины, миотоксины II и III, пиратокси-
ны I и III. При этом не наблюдается прямой связи 
между ферментативной активностью и цитотокси-
ческим действием многих из них. Даже почти пол-
ное отсутствие каталитических свойств вследствие 
эволюционной замены кальций-связыва ющего 

Строение и свойства некоторых токсинов яда гадюковых (Viperidae), относящихся к секреторным 
 фосфолипизам А

2
 (сФЛА

2
)

The structure and properties of some toxins of the Viperidae snake venom related to secretory phospholipase A2 (fla2)

Токсин яда Вид гадюки Субъединичная (СЕ) 
структура

Взаимодействие 
субъединиц

Токсическое дейст-
вие

Литера-
тура

Дабоксин Р (DbP) D. russelli russelli Мономер Асп49 – Антикоагулянтное [1]

Дабойатоксин 
(DbTx)

D. russelli siamensis Две СЕ: В  
(щелочная) Асп49 
и А (кислая) 
Лиз49

А-СЕ ингиби-
рует В-СЕ

Нейротоксическое 
Миотоксическое

[2]

Виперотоксин-II 
(VipTx-II)

D. russelli russelli Мономер Асп49 – Бактерицидное [3]

Виперотоксин F V. russelli formosensis Две СЕ: RV4 
(Асп49) и RV7 
(Гис49)

RV7 усиливает 
токсичность 
RV4

Нейротоксическое [4]

Васпин V. aspis asris Две СЕ: В – ще-
лочная Асп49 и  
А – кислая Лиз49

А-СЕ ингиби-
рует В-СЕ

Нейротоксическое [5]

Випоксин V. ammodytes, 
ammodytes Vipera 
ammodytes 
meridionalis 

Две СЕ: В щелоч-
ная Асп49 и А кис-
лая, состояшая из 
3 полипептидных 
цепей, соединен-
ных дисульфид-
ными связями

А-СЕ повыша-
ет активность 
В-CЕ. 

Нейротоксическое 
Антикоагулянтное 
Гемолитическое

[6] [7] 
[8]

Аммодитоксины A,  
В и С (изобелки)

V.ammodytes, 
ammodytes V. aspis 
asris (только  
аммодитоксин В)

Мономер Асп49 – Нейротоксическое [9]

Аммодитоксин L V. ammodytes, 
ammodytes

Мономер Сер49 – Миотоксическое [10]

Кротоксин C. durissus terrificus Две СЕ: В – ще-
лочная Асп49 
(кротактин) и  
А – кислая Лиз49 
(кротапонин)

А-СЕ повыша-
ет активность 
B-CЕ

Нейротоксическое 
Миотоксическое 
Антикоагулянтное

[11] [12] 
[13]

Миотоксин II  
(миотоксин IV)

B. asper Мономер Лиз49 – Миотоксическое
Лизис макрофагов
Антикоагулянтное

[14] [15] 
[16] 

Миотоксин III  
(миотоксин I)

B. asper Мономер Асп49 – Миотоксическое [17]

Ботропстоксин-I 
(BthTX-I )

B. jararacussu Гомодимер Лиз49 – Миотоксическое
Противоопухоле-
вое
Бактерицидное

[18]

Ботропстоксин-II 
(BthTX-II) 

B. jararacussu Гомодимер Асп49 – Миотоксическое [19]

Пиратоксин I B. pirajai Мономер Лиз49 – Миотоксическое [20]

Пиратоксин III B. pirajai Мономер Асп49 – Миотоксическое
Бактерицидное Ан-
тикоагулянтное

[21] [22]

П р и м е ч а н и е: D. – Daboia; V. – Vipera; C.– Crotalus; B. – Bothrops. Полужирным шрифтом выделены бел-
ки, не обладающие ферментативной активностью.
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остатка Асп49 на лизил (миотоксин II, пироток-
син I, аммодитоксин L) не отменяет цитотокси-
ческого действия яда. Это свидетельствует о том, 
что активные сФЛА

2
 действуют главным образом 

путем гидролиза мембранных липидов [23], а их 
неактивные аналоги способны воздействовать на 
клеточные мембраны каким-либо иным способом. 
Исследования миотоксина II яда Bothrops asper и 
взаимодействия Лиз49 миотоксина яда Agkistrodon 
piscivorus piscivorus с мышечной сарколеммой выя-
вило способность С-концевой последовательности 
115–129 (KKYKAYFKLKCKK) вызывать дезорга-
низацию мембраны с последующим цитолизом 
[17, 21]. Эта последовательность характеризуется 
большим количеством положительных зарядов 
остатков лизина и наличием гидрофобных боко-
вых цепей, что и обеспечивает ее сродство к отри-
цательно заряженной поверхности биологической 
мембраны. Большинство мономерных сФЛА

2
 змеи-

ных ядов обладает щелочными свойствами. Однако 
встречаются и кислые молекулярные формы [24]. 

Помимо мономерных сФЛА
2
 яда гадюковых 

встречаются и комплексы фосфолипазных це-
пей, в которых положительно заряженная (pI>8) 
активная B (basic) Асп49 субъединица связана с 
кислой А(acidic) полипептидной цепью (pI<5,5) 
слабыми типами связей. Во всех случаях фермен-
тативная активность присуща только щелочной 
субъединице. Кислые субъединицы представле-
ны неактивными формами фермента, чаще всего 
Лиз49. В ходе эволюции эти «потомки» активных 
ферментов утратили каталитические свойства, но 
приобрели способность регулировать токсичность 
и стабильность фосфолипазных субъединиц. В да-
бойатоксине и васпине А-субъединица ингибиру-
ет активную субъединицу В. В виперотоксине F 
неактивная Гис49 полипептидная цепь увеличи-
вает токсичность ФЛА

2
. Аналогичным действием 

обладает кислая субъединица випоксина. Кислая 
субъединица кротоксина, по мнению авторов [13], 
действует как шаперон, осуществляя доставку 
субъединицы В к тканям-мишеням. 

Так же, как и мономерные сФЛА
2
 олигомерные 

яды характеризуются множеством изоформ своих 
субъединиц. Так, кротоксин имеет по 4 изоформы 
субъединиц В и А. Значительная вариабельность 
молекулярных форм характерна и для истинных 
гадюк [5]. Многообразие форм фосфолипазных 
компонентов яда гадюковых определяет и харак-
тер проявлений их токсического действия.

мишеНи  СФЛА2  гАДЮКоВых  
В  ПЛАзме  КроВи  чеЛоВеКА 
При укусе змеи максимальная концентрация 

яда оказывается в месте повреждения мягких 
тканей, которые довольно быстро подвергаются 
некрозу. Эволюционно выработанная стратегия 
ядовитых змей направлена не столько на локаль-
ное, сколько на генерализованное воздействие в 

отношении жертвы. Для распространения яда по 
всему организму его компоненты, и, в частности, 
сФЛА

2
, тормозят свертывание крови. Нарушение 

функционирования системы свертывания крови 
само по себе может представлять угрозу для жизни 
жертвы, кроме того, оно способствует достиже-
нию компонентами яда других тканей-мишеней. 

Воздействие сФЛА
2 
гадюковых на плазменный 

гемостаз. M. C. Boffa и G. A. Boffa (1976) [25] ис-
следовали воздействие ряда сФЛА

2
 из яда змей на 

время свертывания рекальцифицированной бед-
ной тромбоцитами плазмы крови человека. Авторы 
разделили их на сильные, слабые антикоагулянты 
и неантикоагулянтные ферменты. Сильные анти-
коагулянтные ФЛА

2
 тормозили свертывание крови 

в очень низких концентрациях (менее 2 мкг/мл), 
слабые – в диапазоне 3–10 мкг/мл. Вместе с тем 
большое количество змеиных ФЛА

2
 существенно 

не увеличивало время свертывания крови даже в 
высоких концентрациях. Авторы отметили отсут-
ствие прямой связи между антикоагулянтным дей-
ствием сФЛА

2
 и их ферментативной активностью. 

Наиболее сильные антикоагулянтные сФЛА
2
 яда 

истинных гадюк (випериды) были обнаружены у 
следующих видов: Vipera berus, Deboia russelli и Bi-
tis caudalis [26]. У гремучих змей (кроталиды) толь-
ко одна сФЛА

2
 из яда Trimeresurus mucrosquamatus 

оказалась сильным антикоагулянтом. Яды Crotalus 
durissus terrificus, Agkistrodon halys blomhoffii, Agk-
istrodon halys pallas, Bothrops asper, Bothrops atrox, 
Bothrops godmani и Bothrops jararacussu содержали 
несколько изоформ сФЛА

2
, обладающих умерен-

ным антикоагулянтным действием [26].
Поскольку в процессе свертывания крови зна-

чительная роль принадлежит фосфолипидам (фос-
фатидилхолинам и фосфатидилсеринам), естест-
венно было предположить, что механизмом анти-
коагулянтного действия сФЛА

2
 яда змей является 

гидролиз прокоагулянтных фосфолипидов. Связь 
антикоагулянтного действия сФЛА

2
 с их фермен-

тативной активностью была показана для сФЛА
2
 

из яда V. berus [27], A. h. pallas [27], B. jararacussu 
[28], щелочной субъединицы випоксина (Vipera 
ammodytes meridionalis) [29]. 

Наиболее чувствительным к гидролизу про-
коагулянтных фосфолипидов является теназный 
комплекс, то есть комплекс белковых факторов 
IXa и VIIIa с фосфолипидами и ионами кальция. 
Было обнаружено снижение активности теназного 
комплекса под действием каталитически активной 
щелочной субъединицы випоксина [29].

При исследовании сФЛА
2
 змеиных ядов, у ко-

торых не наблюдалось связи между их антикоа-
гулянтным и ферментативным действием, было 
выявлено ингибирование фактора Xa протромби-
назного комплекса [31]. G. Faure et al. (2011) [30] 
исследовали воздействие на реконструированный 
протромбиназный комплекс человека двенадцати 
сФЛА

2
 ядов змей: Pseudocerastes fieldi (изоформы 
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Cb1 и Cb2), Vipera ammodytes ammodytes (аммоди-
токсин А), Crotalus durissus terrificus (изоформы ще-
лочной и кислой субъединиц кротоксина), Daboia 
russelli pulchella, Vipera berus berus, Crotalus atrox, 
Agkistrodon hallys pallas (щелочная изоформа) и 
Bothrops asper (миотоксин II). Наиболее сильное 
неконкурентное ингибирование протромбиназы 
вызывали изоформа Вс щелочной субъединицы 
кротоксина (I50=0,7 нМ) и миотоксин II из яда Bo-
throps asper. Остальные щелочные сФЛА

2
 умеренно 

тормозили протромбиназу (I50 от 20 до 90 нМ). Ни 
одна из исследованных авторами кислых сФЛА

2
 не 

оказывала антикоагулянтного действия. 
 Как известно, протромбиназный комплекс 

формируется на клеточных мембранах активиро-
ванных тромбоцитов и эндотелиоцитов путем свя-
зывания на их поверхности активированных фак-
торов Xa (Gla-белок) и Va. С помощью метода по-
верхностного плазмонного резонанса G. Faure et al. 
(2007) [30] выявили высокоаффинное связывание 
фактором Xa антикоагулянтных сФЛА

2 
гадюковых. 

Связывающая поверхность сФЛА
2
 находилась вне 

их активных центров и включала аминокислотные 
участки альфа-спиралей А и В, Ca2+-связывающую 
петлю и С-концевой фрагмент белков. Связыва-
ющая поверхность фактора Xa также находилась 
вне его активного центра и включала фрагменты 
как легкой, так и тяжелой цепи. Путем сравнения 
первичных структур и трехмерной организации 
сильно и слабо связывающих фактор Ха змеиных 
сФЛА

2
 были установлены аминокислотные остат-

ки сФЛА
2
, вовлеченные в это взаимодействие [31]. 

Особенно значительной оказалась роль Лиз128 
 С-концевого участка, Гис1, а также Лиз69 и Трп70 
кальций-связывающей петли сФЛА

2
. В связывании 

сФЛА
2
 с протромбиназным комплексом ведущая 

роль принадлежала ионным связям и гидрофоб-
ному взаимодействию. 

В отличие от исследованных G. Faure фосфо-
липаз ядов гадюковых [30, 31], кислая гомодимер-
ная сФЛА

2
 из яда Daboia russelli (RVVA-PLA(2)-I) 

оказывала антикоагулянтное действие не только 
путем связывания фактора Xa протромбиназного 
комплекса, но и путем гидролиза прокоагулянтных 
фосфолипидов [32]. Вклад ферментативного меха-
низма антикоагулянтного действия RVVA-PLA (2)-I 
был выявлен регистрацией связывания фермента 
с фосфатидилхолином и путем химической моди-
фикации активного центра фермента экстрактом 
листьев Azadirachta indica. 

В плазменном гемостазе согласно вышеизло-
женным фактам мишенями сФЛА

2
 яда гадюковых 

являются в одних случаях прокоагулянтные фос-
фолипиды, в других фактор Xa протромбиназного 
комплекса, и кроме того, наблюдалось сочетанное 
воздействие сФЛА

2
 на эти мишени. Поскольку не 

все обладающие ферментативной активностью 
сФЛА

2
 ядов змей воздействуют на плазменный 

гемостаз, можно предположить, что доступность 

прокоагулянтных фосфолипидов обеспечивается 
взаимодействием с какими-либо пока не установ-
ленными мишенями.

Липопротеины плазмы крови человека в каче-
стве мишеней сФЛА

2
 гадюковых.  Плазменные ли-

попротеины всех классов содержат значительное 
количество субстратов для ферментативного дей-
ствия сФЛА

2
 гадюковых. Наибольшим содержани-

ем фосфолипидов характеризуются ЛВП плазмы 
крови (до 23 % массы частиц). При инкубировании 
очищенных липопротеинов высокой плотности-3 
(ЛВП3) плазмы крови человека с ФЛА

2
 яда Crota-

lis adamanteus происходит почти полная утрата 
фосфатидилхолинов и фосфатидилэтаноламинов 
в ЛВП-3 после их ферментативной обработки. 
Продукты гидролиза глицерофосфатидов, а имен-
но лизофосфатиды и свободные жирные кислоты, 
оставались в составе ЛВП, но извлекались из них 
при добавлении делипидированного альбумина. 
Вероятно, при укусе змей в крови людей также по-
сле гидролиза глицерофосфолипидов ЛВП проис-
ходит переход лизофосфатидов и жирных кислот 
в молекулы альбумина. Можно предположить, что 
далее эти продукты могут попадать в мышечную и 
жировую ткань.

Как известно, зрелые ЛВП плазмы крови под-
вергаются обратному транспорту гепатоцитами. 
X. Collet at al. (1990) [33] инкубировали субфрак-
ции ЛВП плазмы крови человека (ЛВП2 и ЛВП-3), 
радиоактивно меченные по 125I-аполипопротеину и 
14С-холестеролу, с очищенной сФЛА

2
 яда Crotalus 

adamanteus в присутствии альбумина. Гидролиз 
фосфатидилхолина проходил на 72–82 %. Обра-
ботанные фосфолипазой А

2
 и контрольные ЛВП 

помещали в культуру гепатоцитов крысы. Наблю-
дали за процессом захвата этих частиц клетками. 
Обработка ЛВП фосфолипазой А

2
 яда змеи почти в 

2 раза ускоряла их захват гепатоцитами. Извлече-
ние из кровотока обогащенных холестеролом ЛВП 
должно приводить к снижению концентрации хо-
лестерола в плазме крови. Вероятно, это явление 
объясняет обнаруженное другими авторами [34] 
снижение концентрации холестерола после укуса 
гадюк. У людей, укушенных Vipera palaestinae (в 
первые 3 часа после укуса), выявили сильную отри-
цательную корреляцию между тяжестью клиниче-
ской картины отравления змеиным ядом и уровнем 
холестерола в крови. Предлагается использовать 
определение общего холестерола крови для оцен-
ки состояния человека после укуса гадюки. 

КЛетКи  КроВи  В  КАчеСтВе  мишеНей 
СФЛА2  гАДЮКоВых
Ферменты змеиных ядов, как правило, не спо-

собны проникать через биологические мембра-
ны внутрь клеток. Во-первых, липиды клеточных 
мембран могут выступать в качестве их субстра-
тов, во-вторых, ферменты змеиных ядов способ-
ны взаимодействовать с мембранными белками. 
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На поверхности клеток человека экспонированы 
фосфатидилхолины и фосфатидилэтаноламины, 
которые являются предпочтительными субстрата-
ми сФЛА. В отношении гетеродимера сФЛА

2
 яда 

Vipera Nikolski была обнаружена его способность 
связывать билипидные мембраны с последующей 
их агрегацией, не требующая ферментативной ак-
тивности [35]. 

Воздействие ФЛА
2
 на эритроциты человека. 

Первые экспериментальные свидетельства лизи-
са эритроцитов человека и ряда млекопитающих 
под действием змеиных ядов появились еще в 
начале XX века [36]. Тогда же было обнаружено, 
что добавление лецитина ускоряло вызванный яда-
ми гемолиз. В настоящее время установлено, что 
лизис эритроцитов в результате укуса змеи осу-
ществляется только 2 компонентами ядов: сФЛА 
и трехпальциевым белком (TFP – Tree Finger Pro-
tein) [37]. TFP присутствует только в яде аспидовых 
(например, кобр) и не продуцируется ядовитыми 
железами гадюковых. У гадюковых единственным 
гемолитическим агентом является сФЛА

2
. 

E. Condrea et al. (1980) [38] отмечали, что в про-
тивоположность ядам аспидовых, яды гадюк Vipera 
palestinae и Vipera russellii, содержащие большое 
количество ФЛА

2
, не вызывали существенного ли-

зиса отмытых эритроцитов человека. Випоксин из 
цельного яда гадюки Vipera ammodytes meridionalis 
вызывал лизис эритроцитов человека, зависимый 
от дозы и времени инкубации, однако степень ге-
молиза не превышала 10 % [39]. Добавление в ин-
кубационную смесь соевого лецитина повышало 
степень випоксин-зависимого гемолиза (а также 
гемолиза под действием цельного яда) до 60 %. 
Это свидетельствует о том, что сФЛА

2
 вызывает 

преимущественно непрямой гемолиз. Механизм 
непрямого гемолиза основан на каталитическом 
действии сФЛА

2
 в отношении лецитина или дру-

гого глицерофосфолипида. Продукты гидроли-
за субстратов ФЛА

2
, а именно лизофосфатиды и 

жирные кислоты, вызывают дезорганизацию эри-
троцитарной мембраны, вплоть до лизиса клеток. 
Как ферментативная активность, так и степень не-
прямого гемолиза зависели от присутствия ионов 
кальция. Не только випоксин, но и выделенная из 
него щелочная каталитическая субъединица (та-
блица) вызывала непрямой лизис эритроцитов 
человека [7, 8].

Изучение электрокинетических характеристик 
эритроцитарных мембран показало возможность 
и прямого взаимодействия сФЛА

2
 с эритроцитами 

человека (без их лизиса). После инкубации клеток 
с випоксином и его кислой субъединицей, выделен-
ных из яда Vipera ammodytes meridionalis, наблюдали 
изменение осмотической стойкости и уменьшение 
агрегации клеток, сопровождающиеся торможени-
ем процессов перекисного окисления мембран. 

Предлитическое состояние эритроцитов прояв-
ляется в изменении их формы в виде сфероцитоза 

или эхиноцитоза. Описанная в работе [39] сферо-
цитарная гемолитическая анемия, развивающаяся 
у человека после укуса Vipera ammodytes, по мне-
нию авторов, обусловлена непрямым гемолити-
ческим действием сФЛА яда этих гадюк. Можно 
предположить, что in vivo эндогенными субстрата-
ми этого фермента служат липопротеины плазмы 
крови. 

Тромбоциты в качестве мишеней сФЛА
2
 гадю-

ковых. Воздействие сФЛА
2
 гадюковых на тром-

боциты может иметь различную направленность. 
В настоящее время принято подразделять эти 
ферменты на 3 группы. Группа А – это индукторы 
агрегации тромбоцитов, группа В – ингибиторы 
агрегации тромбоцитов и группа С – это сФЛА

2
, 

оказывающие двухфазный ответ на процесс акти-
вации тромбоцитов [41]. 

В экспериментах по изучению антиагрегант-
ного действия сФЛА

2
 яда гадюковых (группа В) 

большинство исследователей в качестве объекта 
использовали обогащенную тромбоцитами плазму 
крови человека (PRP), а агрегацию тромбоцитов 
регистрировали турбодиметрическим методом. 

При использовании АДФ и коллагена в качестве 
индукторов агрегации тромбоцитов антиагрегант-
ное действие было выявлено у кислых ФЛА

2
 следу-

ющих виперид: Vipera lebetina (VLPLA(2)-1, pI 4,3), 
Lachesis muta (LM-PLA2-II, pI 5,4), Echis carinatus 
(EC-I-PLA2 , pI 4,6), Cerastes cerastes (CC-PLA2-1 и 
CC-PLA2-2, pI 4.9), а также щелочных ферментов 
подвида: Vipera russelli (VRV-PL-IIIb, pI 7,3 – 7,7), 
Vipera (Daboia) russelli siamensis (DRS-PLA

2
, pI 10.4), 

Vipera berus berus (VBBPLA2, pI 9,3), Vipera russelli 
(VRV-PL-IIIb, pI 7,3 – 7,70), Vipera ursine renardi, 
Vipera ammodytes (His48 щелочная субъединица 
випоксина, pI=10,4). При этом у Lachesis muta 
антиагрегантное действие кислого фермента LM-
PLA2-II исчезало при его ингибировании [42] п-бро-
мофенацилбромидом, а у щелочных ФЛА

2
  Vipera 

berus berus и Vipera (Daboia) russelli siamensis ан-
тиагрегантное действие не зависело от фермента-
тивной активности. Связь антиагрегантного дей-
ствия кислого фермента LM-PLA2-II Lachesis muta 
с ферментативной активностью была показана и 
при использовании тромбина и арахидоната в ка-
честве индукторов агрегации [42]. Щелочная ФЛА

2
 

Vipera russelli siamensis проявила независимость 
антиагрегантного и ферментативного действия в 
экспериментах по индукции агрегации ТЦ адре-
налином. 

Создается впечатление, что у кислых фосфо-
липаз виперид антиагрегантный эффект связан с 
их способностью гидролизовать липиды плазмы 
крови, а у щелочных ферментов осуществляется 
путем непосредственного воздействия на какое-
либо звено механизма агрегации тромбоцитов. 
По данным Y. Yuan at al. (1995) [43], различные 
секреторные сФЛА

2
 (ферменты ядов змей, пчел 

и панкреатическая ФЛА
2
 человека), осуществляя 
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гидролиз плазменных фосфолипидов, особенно 
входящих в состав ЛВП, высвобождают лизофос-
фатидилхолины, которые являются эффективны-
ми ингибиторами агрегации ТЦ [43].

В подсемействе кроталид антиагрегантное дей-
ствие было обнаружено только у кислых сФЛА

2
 

(pI от 4,2 до 5,3). При использовании АДФ и кол-
лагена в качестве индукторов агрегации ТЦ тор-
можение процесса наблюдали под воздействием 
сФЛА

2
 следующих видов: Bothrops jararacussu 

(BthA-I-PLA
2
), Bothrops jararaca (BJ-PLA

2
-I), Bothrops 

pauloensis, Bothrops brazili (Braziliase-I и Braziliase-
II), Bothrops moojeni (BmooTX-I), Agkistrodon acutus, 
Agkistrodon halys, Trimeresurus jerdonii (TJ-PLA2). 
У всех исследованных кислых сФЛА

2
 яда змей се-

мейства  Bothrops обработка фермента п-бромо-
фенацилбромидом приводила исчезновению или 
снижению антиагрегантного действия [44]. 

При исследовании кислой сФЛА
2
 яда Bothrops 

erythromelas (BE-I-PLA2) [29] было показано, что 
фермент в обогащенной ТЦ плазме крови (PRP) 
человека оказывал антиагрегантное действие, ин-
дуцированное коллагеном и арахидонатом, но не 
АДФ. При этом ингибирование BE-I-PLA

2
 п-бро-

мофенацилбромидом приводило к снижению, но 
не исчезновению ее антиагрегантного действия. 
Вместе с тем при использовании отмытых тромбо-
цитов человека BE-I-PLA

2
 не оказывала влияния ни 

на коллаген -, ни на арахидонат-индуцированную 
агрегацию. Антиагрегантный эффект фермента 
восстанавливался при добавлении плазмы крови. 

Как известно, индуцированная коллагеном аг-
регация ТЦ in vitro начинается с взаимодействия 
коллагена с его специфическим рецептором на 
поверхности ТЦ GP VI. Кроме того, коллаген вза-
имодействует с тромбоцитарным рецептором GP 
Ia/IIa (интегрин α

IIb
β

3
). Активация тромбоцитов под 

действием АДФ приводит к конформационному 
изменению гликопротеина GPIIbIIIa, что приводит 
к его связыванию с фибриногеном. С целью выяс-
нения механизма воздействия BE-I-PLA

2
 на агре-

гацию тромбоцитов J. C. de Albuquerque Modesto 
et al. (2006) [24] исследовали взаимодействие фер-
мента с некоторыми рецепторами тромбоцитар-
ной мембраны, а именно GP Ia/IIa (интегрин α

IIb
β

3
) 

GPIb-IX-Vкомплекс (участвует в опосредованной 
фактором Виллебранда активации тромбоцитов) и 
GPIIbIIIa. Результаты исследования показали, что 
ни BE-I-PLA

2
, ни продукты его гидролитической 

активности в отношении липопротеинов не взаи-
модействовали с данными рецепторами и не раз-
рушали их. Следовательно, BE-I-PLA

2
 воздействует 

на тромбоциты посредством других механизмов. 
Различия во влиянии сФЛА

2
 яда Agkistrodon 

acutus на PRP (обогащенную тромбоцитами плаз-
му) и отмытые клетки были описаны R. H. Chen at 
al. (1989) [45]. Фермент обладал сильным угнета-
ющим эффектом в отношении индуцированной 
АДФ, коллагеном и арахидонатом агрегации ТЦ 

в богатой тромбоцитами плазме, однако вызывал 
агрегацию отмытых тромбоцитов. Поскольку ас-
пирин угнетал проагрегантное действие сФЛА

2
, 

авторы полагают, что эффект фермента на от-
мытые тромбоциты связан с высвобождением из 
тромбоцитарных фосфолипидов арахидоната с 
последующим образованием индуктора агрегации 
тромбоксана А

2
.

Изучение механизма проагрегантного дейст-
вия BthA-II-PLA

2
 из яда Bothrops jararacussu [46] 

показало незначительное участие циклооксиге-
назного пути в этом процессе. Отсутствие влияния 
фенилметилсульфанилфторида и D-фенилаланил-
L-пролил-L-аргининхлорметилкетона (ингибиторы 
тромбина) на индуцированную BthA-II-PLA

2
 агре-

гацию тромбоцитов исключает участие тромбино-
зависимого механизма агрегации. Скавенджеры 
АДФ также не угнетали этот процесс. Больше всего 
свидетельств авторами было получено о вовлече-
нии в индуцированную BthA-II-PLA

2
 агрегацию 

тромбоцитов аденилатциклазной системы. 
Анализ данных литературы о взаимодействии 

сФЛА
2
 ядов гадюковых с тромбоцитами свидетель-

ствует об условности разделения этих ферментов 
на группы A, B и C, поскольку одна и та же сФЛА

2
 

может оказывать разный эффект в зависимости от 
наличия или отсутствия в среде компонентов плаз-
мы крови [29]. Данных о проагрегантном действии 
сФЛА

2
 гадюковых в литературе мало, их действие, 

очевидно, осуществляется с вовлечением несколь-
ких сигнальных путей. 

Только в яде истинных гадюк обнаружены ще-
лочные сФЛА

2
, обладающие антиагрегантным 

действием. Хотя все они относятся к Асп49 фор-
мам, их воздействие на тромбоциты не зависело 
от ферментативной активности. Вероятно, у этих 
ферментов имеется так называемый фармаколо-
гический сайт, ответственный за взаимодействие 
с клетками. 

Наиболее ясная картина представляется в от-
ношении ингибирования агрегации тромбоцитов 
в составе PRP кислыми сФЛА

2
 ядов, как виперид, 

так и кроталид. Все эти ферменты принадлежат 
к Асп49 сФЛА

2
. Связь с ферментативной актив-

ностью и необходимость в присутствии плазмы 
крови для достижения эффекта свидетельствуют 
о том, что антиагрегантный эффект сФЛА

2
 связан 

с их способностью гидролизовать фосфолипиды 
плазмы крови и высвобождать лизофосфатидил-
холины, которые являются эффективными инги-
биторами агрегации ТЦ [38]. Полагаем, что это 
действие кислых сФЛА

2
 ядов гадюковых наиболее 

близко отражает ситуацию in vivo. 
Влияние сФЛА

2
 яда гадюковых на лейкоциты. 

В экспериментах на животных было показано, что 
механизм развития воспаления в месте укуса змей 
семейства Viperidae связан с воздействием сФЛА

2
 

на лейкоциты [47]. Миотоксин II (таблица) из яда 
Bothrops asper вызывал активацию полиморфно-
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ядерных лейкоцитов крыс. В отличие от нейтрофи-
лов крыс, нейтрофилы человека оказались устойчи-
выми к действию сФЛА

2
 гадюковых. Только в одной 

работе приводятся данные о стимуляции хемотак-
сиса нейтрофилов человека под действием ботроп-
стоксина-I, ботропстоксина-II, и пиратоксина-I [49].

R. C. A. Cedro et al. (2018) [55] наблюдали наряду 
с сильным провоспалительным действием сФЛА

2
 

из яда Bothrops jararaca (BJ-PLA
2
-I) в отношении 

мышей почти полное отсутствие цитотоксическо-
го эффекта фермента в отношении перифериче-
ских мононуклеаров человека. В настоящее вре-
мя сФЛА

2
 гадюковых используются для создания 

экспериментальных моделей хронического вос-
паления, поскольку эндогенные сФЛА

2
 человека, 

очень близкие по строению и свойствам к сФЛА
2
 

гадюковых, вовлечены в патогенез воспалитель-
ных заболеваний [48]. 

Эндотелиоцит как мишень сФЛА
2
 гадюковых. 

Исследования воздействия сФЛА
2 

гадюковых на 
эндотелиоциты человека немногочисленны. J. C. de 
Albuquerque Modesto еt al. (2006) [24], используя эн-
дотелиоциты пупочной вены человека показали, 
что сФЛА

2
 яда Bothrops erythromelas (BE-I-PLA2) в 

концентрациях до 10 мМ не вызывал цитотоксиче-
ского, апоптотического и пролиферативного эф-
фекта. В более низких концентрациях (0,3–3 мМ) 
фермент не влиял на выделение NO эндотелиоци-
тами, но значительно усиливал продукцию ПГI

2
 

клетками. Стимуляцию выделения эндотелиоци-
тами пупочной вены ПГI

2
 под действием сФЛА

2
 ав-

торы связывают с увеличением экспрессии ЦОГ
2
 

и предполагают, что этот эффект может усиливать 
антиагрегантное действие BE-I-PLA

2
 in vivo. 

Еще одним объектом изучения влияния сФЛА
2
 

гадюковых явилась культура микрососудистых 
эндотелиоцитов человеческого мозга (human 
brain microvascular endothelial cells – HBMEC). 
R. Kessentini-Zouari et al. (2010) [50] обнаружили 
зависимое от дозы (ниже 1 мкМ) торможение ад-
гезии и миграции HBMEC под действием сФЛА

2
 

яда рогатой гадюки Cerastes cerastes (CC-PLA2-1 
и CC-PLA2-2). Ферменты не оказывали цитоток-
сического эффекта и не влияли на пролифера-
цию эндотелиоцитов. Поскольку фосфолипазы 
воздействовали на миграцию эндотелиоцитов 
только к фибриногену и фибронектину, но не к 
другим молекулам (коллаген I типа, поли-L-лизин, 
витронектин, ламинин-1), авторы предположили, 
что мишенями CC-PLA2-1 и CC-PLA2-2 являются 
α5β1 и αv-содержащие интегрины. Это предпо-
ложение было доказано в экспериментах с анти-
телами, блокирующими различные пары белков 
внеклеточного матрикса и клеток. CC-PLA2-1 и 
CC-PLA2-2 тормозили только интегрины α5β1 и 
αv, но не влияли на интегрины α1β1, α2β1 и α6β4. 
Была обнаружена избирательность и в отношении 
αv-содержащих интегринов: только αvβ3 и αvβ6, 
но не αvβ5, подвергались ингибированию со сто-

роны CC-PLA2-1 и CC-PLA2-2. Для протекания ан-
гиогенеза наиболее существенна роль интегрина 
αvβ3. Экспрессия интегрина α5β1 также играет 
ключевую роль в ангиогенезе, его экспрессия в 
эндотелиоцитах характерна только для растущих 
сосудов. Поскольку интегрины являются важными 
участниками ангиогенеза [51], способность тормо-
зящего действия фосфолипаз гадюковых в отно-
шении ключевых интегринов ангиогенеза может 
быть использована для антиангиогенной терапии, 
включая терапию злокачественных новообразо-
ваний. Имеются данные и об интегрин-опосредо-
ванном блокировании миграции к фибриногену и 
фибронектину клеток IGR39 меланомы и HT1080 
фибросаркомы под действием CC-PLA2-1 и CC-
PLA2-2, что создает перспективы для антимета-
статической терапии [52].

Кислая сФЛА
2
 из яда Macrovipera lebetina trans-

mediterranea (MVL-PLA2), подобно аналогичным 
ферментам яда рогатой гадюки CC-PLA2-1 и CC-
PLA2-2, оказывала антиангиогенное действие, 
основанное на торможении миграции культуры 
эндотелиоцитов человека HMEC-1(human micro-
vascular-endothelial cells) к фибриногену и фибро-
нектину с IC

50
 соответственно 30 nM и 70 nM [53]. 

В исследованных концентрациях фермент не ока-
зывал цитотоксического и пролиферативного дей-
ствия. Мишенями фермента, как и для CC-PLA2-1 и 
CC-PLA2-2, тоже оказались α5β1 и βv-содержащие 
интегрины. Обработка MVL-PLA2 п-бромфенила-
цилбромидом не влияла на степень торможения 
миграции эндотелиоцитов, что свидетельствует об 
отсутствии связи этого эффекта с ферментатив-
ной активностью. Для более детального выясне-
ния механизма действия MVL-PLA2 в отношении 
эндотелиоцитов авторы провели анализ динамики 
преобразования микротрубочек. Было показано, 
что MVL-PLA

2
 значительно, до 40 %, увеличивала 

динамику преобразования микротрубочек, что 
объясняет нарушение формирования фокальной 
адгезии, приводящее к торможению миграции 
эндотелиоцитов. Эти же авторы [53] обнаружили 
торможение миграции под действием MVL-PLA

2
 не 

только эндотелиоцитов, но и клеток фибросарко-
мы (HT1080) и меланомы (IGR39) человека. Эффект 
также был обусловлен блокированием α5β1 и αv-
содержащих интегринов опухолевыми клетками. 

Еще у одной секреторной ФЛА
2
 гадюковых, а 

именно кислого фермента яда Bothrops alternates 
(Ba SPII RP4), было обнаружено взаимодействие 
с эндотелиоцитами. Фермент в низких концен-
трациях (1 мкг/мл) усиливал вызванную PIII-
металлопротеиназой (балтерагином) этого же яда 
дезинтеграцию культуры эндотелиальных клеток. 
Эффект сохранялся и после инактивации Ba SPII 
RP4 п-бромфенацилбромидом, то есть он не был 
обусловлен ферментативной активностью белка. 
Основным проявлением токсичности балтераги-
на является его геморрагическое действие [54]. 
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 Полученные авторами результаты объясняют более 
выраженное геморрагическое действие цельного 
яда по сравнению с очищенным балтерагином.

Несмотря на малочисленность исследований 
воздействия сФЛА

2
 гадюковых на эндотелиоциты, 

не вызывает сомнения тот факт, что эндотелиоци-
ты являются одной из мишеней некаталитических 
сайтов этих ферментов. Особенно практически 
важными представляются обнаруженные молеку-
лярные мишени на поверхности эндотелиоцитов 
для трех кислых сФЛА

2
, которые связывали α5β1 

и βv-содержащие интегрины, угнетая адгезию и 
миграцию клеток [52]. Эти свойства сФЛА

2
 гадю-

ковых могут быть использованы для антиангиоген-
ной терапии.

зАКЛЮчеНие 
Фосфолипазы А

2
 яда гадюковых оказывают 

множественные эффекты на различные мишени 
в кровяном русле. 

1. Антикоагулянтный эффект ФЛА
2
 осуществля-

ется как посредством гидролиза прокоагулянтных 
фосфолипидов, так и неферментативно – путем 
связывания фактора Xa и предотвращения обра-
зования протромбиназного комплекса.

2. ФЛА
2
 гадюковых вызывают непрямой гемолиз. 

Он вызывается лизофосфолипидами и жирными 
кислотами, которые образуются при ФЛА

2
-зави-

симом гидролизе фосфолипидов липопротеинов.
3. Стимуляция или ингибирование агрегации 

тромбоцитов. Она стимулируется фосфолипазами 
группы А, ингибируется фосфолипазами группы В. 
Ферменты группы С оказывают двухфазный от-
вет на процесс активации тромбоцитов. Кислые 
фосфолипазы группы В ингибируют агрегацию 
тромбоцитов каталитическим путем, тогда как 
щелочные – некаталитическим.

4. Эффект на лейкоциты. Фосфолипазы гадюко-
вых стимулируют выделение провоспалительных 
лейкотриенов нейтрофилами и хемотаксис ней-
трофилов. В настоящее время сФЛА

2
 гадюковых 

используются для создания экспериментальных 
моделей хронического воспаления, поскольку эн-
догенные сФЛА

2
 человека, очень близкие по стро-

ению и свойствам к сФЛА
2
 гадюковых, вовлечены 

в патогенез воспалительных заболеваний.
5. Эффект на эндотелиоциты. Способность 

тормозящего действия фосфолипаз гадюковых 
в отношении ключевых интегринов ангиогенеза 
может быть использована для антиангиогенной 
терапии, включая терапию злокачественных но-
вообразований.

Интересно отметить, что во многих случаях фос-
фолипазы змеиного яда воздействуют на мишени 
неферментативно; механизм их некаталитическо-
го действия остается предметом исследования.
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