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Резюме

Преференциальным способом оценки первичной фармакодинамики исследуемых препаратов являются фарма-
кологические эксперименты на изолированных органах (ex vivo), так как данный способ полностью исключа-
ет системное влияние нейрогуморальной регуляции. В последнее десятилетие сформировалась новая группа 
тромболитических лекарственных препаратов на основе иммобилизированных субтилизинов. На этапе реги-
страционных доклинических и клинических исследований их плейотропные фармакологические эффекты не 
изучались. Между тем есть основания считать, что их фармакологическая активность в кровеносном русле не 
ограничивается тромболитическим действием, а может оказаться расширенной до системного воздействия на 
сердечно-сосудистую систему. Цель исследования – изучить хронотропные эффекты изолированного сердца 
при его перфузии растворами иммобилизированных субтилизинов в разных концентрациях. Материал и мето-
ды. В исследовании использована модель изолированного сердца крысы по Лангендорфу. В эксперимент вклю-
чено 50 крыс линии Вистар, разделенных на пять групп: выделенные сердца, перфузируемые только раствором 
Кребса – Хензеляйта (контроль) или иммобилизированными субтилизинами в четырех концентрациях (170, 340, 
510 и 1020 Ед/л). Результаты и их обсуждение. Иммобилизированные субтилизины обладают отрицательным 
хронотропным эффектом. Начало эффекта зависит от концентрации препарата в растворе: чем она больше, тем 
раньше проявляется эффект. С 5-й по 10-ю минуту перфузии отрицательный хронотропный эффект отмечается 
при применении иммобилизированных субтилизинов в любой дозе. Длительность его нарастания проявляется 
до 10–20 минуты в зависимости от концентрации препарата в растворе. После 20-й минуты перфузии достигну-
тый отрицательный хронотропный эффект сохраняется на уровне плато до 40-й минуты. Заключение. Иммо-
билизированные субтилизины обладают самостоятельным фармакологическим эффектом на частоту сердечных 
сокращений. 
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дечных сокращений.
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Abstract

The pharmacological experiments on isolated organs (ex vivo) are the preferred method for assessing the primary phar-
macodynamics of the studied drugs, since this method is completely excluded the systemic influence of neurohumoral 
regulation. In the last decade, a new group of thrombolytic drugs based on immobilized subtilisins has been formed. 
At the stage of registrational preclinical and clinical studies, their pleiotropic pharmacological effects have not been 
studied. Meanwhile, there is a reason to consider that their pharmacological activity in the bloodstream is not limited to 
thrombolytic action, but may be extended to a systemic effect on the cardiovascular system. The aim of the study was 
to investigate the chronotropic effects of an isolated heart during its perfusion with solutions of immobilized subtilisins 
at different concentrations. Material and methods. The isolated rat heart model according to Langendorff was used in 
the study. The experiment included 50 Wistar rats, which were divided into 5 groups: isolated hearts perfused only with 
Krebs – Henseleit solution (control) or with immobilized subtilisins in 4 concentrations (170, 340, 510 и 1020 U/l). Re-
sults and discussion. The immobilized subtilisins have a negative chronotropic effect. The onset of the effect depends 
on the drug concentration in the solution: the higher concentration, the earlier effect. From 5 to 10 minutes of perfusion, 
a negative chronotropic effect is observed using of immobilized subtilisins at any dose. The duration of its increase is 
manifested up to 10–20 minutes, depending on the drug concentration in solution. After 20 minutes of perfusion, the 
achieved negative chronotropic effect remains at a plateau level up to 40 minutes. Conclusion. The immobilized subtil-
isins have an independent pharmacological effect on heart rate.

Key words: immobilized subtilisins, trombovazim, isolated heart, heart rate.

Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Corresponding author: Baikalov G.I., e-mail: gbaikalov@yandex.ru
Citation:  Baikalov G.I., Leonov N.P., Madonov P.G., Ershov K.I., Bakhareva K.I., Soldatova M.S. Chronotropic 

action of immobilized subtilisins during the perfusion of an isolated rat heart. Sibirskiy nauchnyy meditsinskiy zhurnal 
= Siberian Scientific Medical Journal. 2022;42(5):37–42. [In Russian]. doi: 10.18699/SSMJ20220505

Введение
Преференциальным способом оценки пер-

вичной фармакодинамики исследуемых препа-
ратов являются фармакологические эксперимен-
ты на изолированных органах (ex vivo), так как 
данный способ полностью исключает системное 
влияние нейрогуморальной регуляции. В частно-
сти, эксперименты на изолированном сердце по 
Лангендорфу применяются в фармакологии мно-
гие десятилетия, и интерес к этому методу оста-
ется широким [1–8].

В последнее десятилетие сформировалась 
новая группа тромболитических лекарственных 
препаратов на основе иммобилизированных 
субтилизинов (ИмСубт). В России зарегистри-
рованы две лекарственные формы под торговым 
наименованием «Тромбовазим»: лиофилизат для 
приготовления инфузионного раствора (в каче-
стве тромболитика для лечения острого инфар-
кта миокарда) и пероральная форма (для лечения 
венозной недостаточности, с тромболитическим 
механизмом действия). Первичной фармакоди-
намикой является прямое фибринолитическое 
действие на фибриновый каркас тромба протео-

литического фермента субтилизина. Химические 
и фармакологические свойства субтилизина как 
фибринолитического/тромболитического агента 
и применение ИмСубт в клинической практике 
описаны в литературе [9–14]. 

Лекарственный препарат на основе ИмСубт 
позиционируется и зарегистрирован как тромбо-
литик. На этапе регистрационных доклинических 
и клинических исследований его плейотропные 
фармакологические эффекты не изучались. Меж-
ду тем есть основания считать, что его фармако-
логическая активность в кровеносном русле не 
ограничивается тромболитическим действием, а 
может оказаться расширенной до системного воз-
действия на сердечно-сосудистую систему. Авто-
ры запланировали и провели несколько экспери-
ментов по определению плейотропных эффектов 
ИмСубт. В данной публикации представлены 
данные о влиянии ИмСубт на частоту сердечных 
сокращений (ЧСС) изолированного сердца кры-
сы по Лангендорфу. 

Цель исследования – изучить хронотропные 
эффекты изолированного сердца при его перфу-
зии растворами ИмСубт в разных концентрациях. 
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Материал и методы 

В экспериментальной работе использована 
фармацевтическая субстанция лекарственного 
препарата «Тромбовазим» (АO «СЦФБ», г. Но-
восибирск), представляющая собой лиофилизат 
для последующего растворения. Протеолитичес-
кая активность ИмСубт составляла 6010 Ед/г. 
Концентрация ИмСубт в перфузионном раство-
ре моделировала диапазон доз от однократной 
терапевтической для энтерального приема с по-
степенным увеличением до однократной тера-
певтической при внутривенном введении. Доза 
ИмСубт представляет собой протеолитическую 
активность фермента в соответствии с фармако-
пейной статьей предприятия-изготовителя. 

Эксперименты проведены на 50 лаборатор-
ных крысах-самцах линии Wistar массой 280–
320 г, возраст 2–3 месяца. Животные находились 
в стандартных условиях вивария на обычном 
пищевом рационе и свободном доступе к воде и 
пище. Условия содержания и манипуляции с жи-
вотными соответствуют стандартам, указанным 
в нормативных документах, регламентирующих 
работу с лабораторными животными (Приказ 
Минздрава России от 01.04.2016 № 199н – Пра-
вила надлежащей лабораторной практики, Хель-
синкская декларация всемирной медицинской 
ассоциации о гуманном обращении с животными 
(1996)); проведение исследования одобрено ко-
митетом по этике Новосибирского государствен-
ного медицинского университета Минздрава Рос-
сии (протокол № 143 от 24 марта 2022 г.).

Было сформировано пять экспериментальных 
групп, по 10 животных в каждой: сердца, перфу-
зируемые только раствором Кребса – Хензеляйта 
(контроль) или иммобилизированными субтили-
зинами в четырех концентрациях (170, 340, 510 
и 1020 Ед/л).

Животных гепаринизировали (внутрибрю-
шинно 500 ЕД), через 1 час декапитировали, 
удаляли кожный покров с грудной клетки и про-
изводили доступ к сердцу. Затем сердце быстро 
извлекали и помещали в емкость с охлажденным 
(t = 0 оС) перфузионным раствором Кребса – Хен-
зеляйта. После прекращения сокращений выде-
ляли аорту и вводили канюлю. Для исключения 
попадания пузырьков воздуха в коронарное рус-
ло сердце промывали через аортальную канюлю 
при помощи шприца, заполненного перфузион-
ным раствором. После этапа промывки сердце 
подсоединяли к системе. Коронарная перфузия 
ИмСубт изолированного сердца проводилась по 
методике Лангендорфа [1] под постоянным дав-
лением 80 мм рт. ст. Базовым растворителем и 
контрольным перфузионным препаратом был 

раствор Кребса – Хензеляйта (рН 7,4, температу-
ра 37,5 оС). Оксигенация сердца обеспечивалась 
насыщением перфузионного раствора карбо-
геном (95 % O2 и 5 % CO2). Выделенное сердце 
работало не менее 15 минут без рециркуляции 
перфузионного раствора до установления посто-
янных показателей давления в левом желудочке и 
частоты сокращений. Затем в перфузионный рас-
твор вносили исследуемый компонент, сердце ра-
ботало в режиме рециркуляции в течение 40 мин; 
на 5-, 10-, 20-, 30-, 40-й минуте перфузии реги-
стрировали ЧСС. 

ЧСС рассчитывали, определяя на графике ко-
личество пиков максимального давления в левом 
желудочке за 6 с (цифровой самописец DiSco 2, 
«Мотор-Тестер», Россия), по окончании периода 
отмывки сердца до внесения раствора ИмСубт 
и непосредственно в его присутствии на 5-, 10-, 
20-, 30-, 40-й минуте перфузии.

Величина ЧСС в группах на этапах исследо-
вания, а также разность между этапами иссле-
дования (ΔT) представлены как медиана и меж-
квартильные диапазоны (Me [Q1; Q3]). Проверка 
нормальности распределения количественных 
признаков проведена с использованием критерия 
Шапиро – Уилка. Для данных, имеющих нор-
мальное распределение, использовался F-тест 
для проверки предположения об однородности 
дисперсий. Для межгруппового сравнения по-
вторных измерений использован дисперсион-
ный анализ повторных измерений (RM-ANOVA). 
Учитывая, что часть данных имела отличное от 
нормального распределение и некоторые данные 
показывали негомогенность дисперсий, перед 
проведением RM-ANOVA выполнена логариф-
мическая трансформация данных. При выпол-
нении RM-ANOVA оценивался поправочный 
коэффициент сферичности Гринхауса – Гейссе-
ра, применяемый к степеням свободы, использу-
емым для расчета р-значения для наблюдаемого 
значения F. Результаты RM-ANOVA представ-
лены как межгрупповой эффект – BSE (разница 
между группами) и внутригрупповые эффекты 
WSE (F – разница между измерениями и G*F – 
разница между измерениями в зависимости от 
принадлежности к группе). После выполнения 
RM-ANOVA при наличии значимых (р < 0,05) 
межгрупповых и внутригрупповых эффектов вы-
полнены апостериорный анализ: тест Фридма-
на – для внутригруппового анализа повторных 
измерений с последующим апостериорным срав-
нением с помощью теста Вилкоксона с примене-
нием поправки Бонферрони к p-значению, тест 
Краскела – Уоллиса – для межгруппового анали-
за количественных показателей с последующим 
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апостериорным сравнением с помощью теста Ко-
новера – Имана.

Результаты и их обсуждение
Как видно из табл. 1, перфузия изолирован-

ного сердца крысы раствором ИмСубт в течение 
40 минут приводит к снижению ЧСС независимо 
от концентрации исследуемого препарата по срав-
нению с группой контроля (перфузии сердца рас-
твором Кребса – Хензеляйта). Для детального ана-
лиза динамики изменений ЧСС выполнен расчет 
разности изменения частоты сокращения сердца 
(ΔТ) между этапами исследования (табл. 2). 

Динамика ЧСС в течение первых пяти минут 
перфузии изолированного сердца раствором Им-
Субт демонстрирует начало проявлений отрица-

тельного хронотропного эффекта при использо-
вании доз ИмСубт 510 и 1020 ЕД/л (p < 0,05). В 
дозах 170 и 340 ЕД/л отмечается тенденция к сни-
жению ЧСС, но статистических различий с груп-
пой контроля не выявлено. Изменение ЧСС с 5-й 
по 10-ю минуты эксперимента характеризуется 
развитием отрицательного хронотропного эффек-
та при использовании ИмСубт для перфузии изо-
лированного сердца во всех исследуемых концен-
трациях (p < 0,05). При перфузии изолированного 
сердца во временном промежутке между 10-й и 
20-й минутой сохраняется отрицательный хроно-
тропный эффект при перфузии ИмСубт в концен-
трации 170 и 340 ЕД/л (p < 0,05) по сравнению 
с группой контроля. Между 20-й и 40-й минутой 
эксперимента наблюдается сохранение достигну-
того снижения ЧСС при перфузии всеми иссле-

Таблица 1. Величина ЧСС в группах исследования, уд/мин 

Table 1. Heart rate in the studied groups, bpm

Группа 0 мин 5 мин 10 мин 20 мин 30 мин 40 мин p1

ИмСубт 
170 ЕД/л 

220 
[200; 250]

210 
[200; 250]

210 
[190; 240]*

205 
[190; 230]*,#

205 
[190; 230]*,#

210 
[190; 220]*,# < 0,001

ИмСубт 
340 ЕД/л 

225 
[210; 250]

225 
[210; 240]

215 
[200; 240]*,#

215 
[200; 230]*,#

210 
[200; 230]*,#

205 
[190; 220]*,# < 0,001

ИмСубт 
510 EД/л 

220 
[220; 240]

210 
[200; 230]#

210 
[200; 230]*,#

200 
[190; 220]*,#

200 
[190; 220]*,#

200 
[200; 220]*,# < 0,001

ИмСубт 
1020 EД/л 

220 
[210;2 20]

215 
[200; 220]#

210 
[190; 210]*,#

200 
[190; 210]*,#

200 
[200; 210]*,#

195 
[190; 210]*,# < 0,001

Контроль 232 
[215; 246]

233 
[215; 246]

243 
[232; 259]#

242 
[224; 251]#

247 
[2325; 259]#

242 
[228; 254]# < 0,001

p2 0,67 0,25 0,01 0,003 0,0006 0,0004

Примечание. Индекс сферичности Гринхауса – Гейссера 0,791; BSE-G F = 3,98, p = 0,008; WSE-F F = 48,93, p < 0,001; 
WSE-F*G F = 11,92, p < 0,001; p1 – тест Фридмана; p2 – тест Краскела – Уоллиса; * – p < 0,05 (тест Коновера, сравнение с 
группой контроля); # – p < 0,0083 (тест Вилкоксона, сравнение с начальным этапом).

Таблица 2. Разность (ΔТ) изменения ЧСС в зависимости от концентрации и времени перфузии ИмСубт

Table 2. Difference (ΔТ) of heart rate change depending on the concentration and time of perfusion with          
immobilized subtilisins

Группа ΔТ1 ΔТ2 ΔТ3 ΔТ4 ΔТ5 ΔТобщ

ИмСубт 170 ЕД/л 0 [0; 10] 5 [0; 10]* 10 [0; 20]* 0 [0; 10] 0 [–10; 0] 15 [10; 30]*

ИмСубт 340 ЕД/л 0 [0; 10] 10 [0; 10]* 0 [0; 10]* 0 [0; 10] 10 [0; 10] 20 [20; 20]*

ИмСубт 510 EД/л 10 [10; 20]* 0 [0; 10]* 10 [0; 20] 0 [0: 10] 0 [–10; 0] 20 [20; 20]*

ИмСубт 1020 EД/л 0 [0; 10]* 10 [0; 10]* 0 [0; 10] 0 [0; 10] 5 [–10; 10] 20 [10; 30]*

Контроль 0 [–2; 0] –10 [–17; –5] 0 [–5; 8] –5 [8; 0] 2 [–2; 7] –14 [–15; –7]

p 0,0052 0,0001 0,0283 0,2 0,13 <0,0001

Примечание. ΔТ1, ΔТ2, ΔТ3, ΔТ4, ΔТ5, ΔТобщ – разность между величинами ЧСС на нулевой и пятой, пятой и десятой, 
десятой и двадцатой, двадцатой и тридцатой, тридцатой и сороковой, нулевой и сороковой соответственно; p – тест Краске-
ла – Уоллиса; * – p < 0,05 (тест Коновера, сравнение с группой контроля).
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дуемыми концентрациями ИмСубт по сравнению 
с перфузией раствором Кребса – Хензеляйта (см. 
табл. 1), но дальнейших динамических измене-
ний ЧСС по сравнению с контрольной группой не 
наблюдается (см. табл. 2). Это свидетельствует о 
достижении максимального отрицательного хро-
нотропного эффекта при использовании ИмСубт 
в исследуемых концентрациях после 20-й мину-
ты и сохранении его в виде плато до конца экс-
перимента (до 40-й минуты перфузии). Динамика 
ЧСС на протяжении всего времени эксперимента 
доказывает эту гипотезу.

Заключение
ИмСубт обладают самостоятельным фармако-

логическим эффектом на ЧСС. Начало проявле-
ния отрицательного хронотропного эффекта за-
висит от концентрации ИмСубт в растворе – чем 
она больше, тем раньше обнаруживается эффект. 
С 5-й по 10-ю минуты отрицательный хронотроп-
ный эффект ИмСубт отмечается при применении 
ИмСубт в любой дозе. Длительность его нарас-
тания регистрируется до 10–20-й минуты в за-
висимости от концентрации препарата в перфу-
зируемом растворе. После 20-й минуты перфузии 
достигнутый отрицательный хронотропный эф-
фект сохраняется на уровне плато до 40-й мину-
ты.
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