Les différentes substances contenues dans le venin (enzymes, toxines peptidiques, amines biogènes) peuvent être à l’origine d’hypotension, de troubles de la fonction cardiaque, d’hémorragie, de nécroses, d’oedémes et de troubles des mécanismes hémostatiques. En effet, les venins peuvent contenir plusieurs substances activatrices ou destructrices du caillot sanguin, ce qui accroît leur potentiel hémorragique. 

Deux métalloprotéases nommées VLH2, douée d’activité hémorragique, et Mlp4.2 douée d’activité myotoxique ont été isolées par différentes méthodes chromatographiques (FPLC, gel filtration et échangeuse d’ions) à partir du venin de Vipera lebetina. Le poids moléculaire, déterminée par SDS-PAGE, a été estimé à 55 kDA pour VLH2 et 26 Kda pour Mlp4.2. Ces deux protéines pourraient ainsi appartenir, respectivement, à la classe III et I des métalloprotéases des venins de serpents selon la classification de Bjarnason et coll (1994).

L’étude de la spécificité protéolytique de ces protéines révèle que VLH2 et douée d’activité caséinolytique et fibrinogènolytique. VLH2 agit rapidement sur la chaine α du fibrinogène et plus tardivement sur la chaine β. Elle n’a aucun effet sur la chaine γ. Ce résultat indique que VLH2 peut être classée comme α-fibrinogènase. Cette métallo-protéase n’a pas d’effet gélatinolytique et n’a aucun effet protéolytique sur les principaux composants protéique de la matrice extracellulaire (fibronectine et laminine). 

L’hémorragine VLH2 possède une activité myotoxique comme l’indique les observations histologiques du tissu musculaire et le dosage sérique du taux de créatine kinase (CK), enzyme marqueur de lésions musculaires. Cette protéase est également capable d’induire une apoptose des cellules C2C12 différenciées en myotubes.

La myotoxine Mlp4.2, contrairement à l’hémorragine VLH2, possède une activité hydrolytique sur la laminine et la fibronectine, ainsi qu’une activité gélatinolytique. Elle possède également une activité protéasique vis-à-vis des trois chaines α, β et γ du fibrinogène. 

Les activités protéasiques de MLp4.2 sur les différents substrats et les activités fibrinogénolytique, caséinolytique et hémorragqiue de VLH2 ont été totalement abolie par l’EDTA, le 1-10 phéonanthroline et l’EGTA. Ces activités n’ont pas été affectées par l’AEBSF, l’Aprotinine, le E64 et la leupeptine. Ces résultats révélé, ainsi, la nature métalloprotéasique des ces protéines.  

Par ailleurs, l’étude, par immunofluorescence, des effets in vivo, de Mlp4.2 a révélé que cette protéase est capable d’induire des désordres au niveau de la laminine et de la myosine des fibres musculaires. Mlp4.2 n’est, cependant, pas douée d’activité cytotoxique directe sur les cellules C2C12 au stade myoblastes et myotubes. La cytotoxicité de Mlp4.2 a été déterminée par le dosage de la lactate déshydrogénase, enzyme exclusivement intracellulaire, libérée lors d’une cytolyse. 

Les résultats obtenus au cours de cette étude révèlent l’implication des métalloprotéases dans la toxicité induite par le venin de Vipera lebetina. En effet, les métalloprotéases VLH2 et Mlp4.2 sont impliquées dans l’hémorragie locale et systémique et les activités myotoxique, cytotoxique et fibrinogénolytique induite par le venin de Vipera lebetina. Ces protéases sont, également, activement, impliquées dans les désordres physiopathologiques provoqués par ce venin. 

