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АННОТАЦИЯ

Для определения эффективности и безопасности лекарственного препарата на основе иммобилизированно-
го субтилизина (СУБТ) проведены экспериментальные (с использованием крыс-самцов линии Wistar и Balb/C) и 
клиническое (VETTER-1 — Venous Thrombosis Therapy) исследования. Экспериментальные исследования показа-
ли прямое тромболитическое действие СУБТ на 1-, 2- и 24-часовые тромбы (in vitro) и отсутствие локальных изме-
нений у крыс с κ-каррагинановым тромбозом (in vivo). В ходе клинического исследования у пациентов, получав-
ших СУБТ, увеличение кровотока на 5 % от исходного либо реканализацию вены наблюдали в 1.5–1.6 раза чаще 
по сравнению с пациентами, получавшими плацебо. 

Таким образом, лекарственный препарат на основе СУБТ может быть использован в терапии венозных тром-
бозов.

Ключевые слова: иммобилизированные субтилизины, венозные тромбозы, тромболитическая терапия.

ABSTRACT
To determine the effi cacy and safety of the drug based on immobilized subtilisin (SUBT), we conducted experimen-

tal (using Wistar and Balb/C male rats) and clinical (VETTER-1 — Venous Thrombosis Therapy) studies. Experimental 
studies have shown the direct thrombolytic effect of SUBT on 1-, 2- and 24-hour blood clots (in vitro) and the absence 
of local changes in rats with κ-carrageenan-induced thrombosis (in vivo). In a clinical study, patients receiving SUBT 
showed an increase in blood fl ow by 5% from the initial, or recanalization of a vein which was observed 1.5–1.6 times 
more often than in patients receiving placebo.

Thus, a drug based on SUBT can be used in the treatment of venous thrombosis.

Keywords: immobilized subtilisins, venous thrombosis, thrombolytic therapy.

ВВЕДЕНИЕ 

Тромбозы и антитромботическая терапия 
являются одним из актуальных и до конца не 
разрешенных вопросов в современной медици-
не. Патогенез развития тромбоза описан в клас-
сической триаде Вирхова: замедление тока кро-
ви, гиперкоагуляция и повреждение эндотелия, 
однако эта теория дает представление о тромбо-

INTRODUCTION 

Thrombosis and antithrombotic therapy are 
one of the urgent and unresolved issues in modern 
medicine. The classic Virchow’s triad describes the 
pathogenesis of thrombosis as slowed blood fl ow, 
hypercoagulation and endothelial damage. How-
ever, to a greater extent  this theory gives an idea 
of blood clot formation in vitro. Cell-based model 
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образовании в большей степени in vitro. Клеточ-
ная теория гемостаза [1] дополняет теорию Вир-
хова и дает развернутое представление о взаимо-
действии всех звеньев гемостаза, а значит, харак-
теризует гемостаз и in vivo [2, 3]. 

Антикоагулянтная терапия и фармаколо-
гический тромболизис являются основой для 
успешного лечения тромботических нозологий. 
Эти две фармакологические технологии должны 
основываться на соблюдении баланса между эф-
фективным и быстрым разрешением тромбоза и 
риском кровотечений. Применение системных 
активаторов плазминогена (САП) неизбежно 
приводит к нескольким биохимическим процес-
сам, которые являются негативными и формиру-
ют ограничения для применения метода тромбо-
лизиса. САП вызывают истощение плазминоге-
на плазмы, гидролитическое расщепление плаз-
мином белковых факторов свертывания крови, а 
также тормозят фибринолиз продуктами дегра-
дации фибрина за счет конкурентного ингибиро-
вания плазмина по принципу отрицательной об-
ратной связи [4, 5]. В силу многообразия клини-
ческих ситуаций бывает трудно стратифициро-
вать риск как тромбоэмболических осложнений, 
так и кровотечений. Более того, некоторые фак-
торы риска тромбоэмболических осложнений 
одновременно увеличивают риск кровотечений 
[6]. Вариабельность эффекта тромболитиков и 
антикоагулянтов обусловлена состоянием орга-
низма, сопутствующими заболеваниями, диети-
ческими пристрастиями, принимаемыми препа-
ратами и в очень большой степени генетически-
ми особенностями больного [7–10]. Вопрос созда-
ния и внедрения в практику препарата для лече-
ния тромбоза, который сохранял бы все преиму-
щества традиционных тромболитиков и обладал 
бы большей предсказуемостью и безопасностью, 
стоит остро и перед разработчиками лекарствен-
ных средств, и перед практическими врачами.

В настоящее время сложились реальные 
предпосылки к решению этой проблемы. Воз-
можность неплазминового фибринолиза откры-
вает энзимотерапия, которая становится все бо-
лее распространенной в медицине: многие фер-
менты оказывают фибринолитическое действие 
и могут быть перспективными для лечения 
сердечно-сосудистых заболеваний, инсультов, 
тромбоза, эмболии и т. д.

Обнаружение мощного фибринолитическо-
го фермента наттокиназы (nattokinase) выявило 
новые возможности более безопасного лечения 
тромбоза. Этот фермент используется в тради-
ционном японском ферментированном продукте 

of hemostasis [1] complements Virchow’s theory 
and gives a detailed picture of the interaction of all 
components of hemostasis, and thus characterizes 
hemostasis  in vivo as well [2, 3].

Anticoagulant therapy and pharmacologic 
thrombolysis are the basis for the successful treat-
ment of thrombotic diseases. These two phar-
macologic technologies should be based on a bal-
ance between the effective and rapid resolution of 
thrombosis and the risk of bleeding. Use of system-
ic plasminogen activators (SPAs) inevitably results 
in several negative biochemical processes that re-
strict thrombolysis application. SPAs cause deple-
tion of plasma plasminogen, hydrolytic cleavage of 
plasma protein coagulation factors by plasmin, and 
also inhibit fi brinolysis by fi brin degradation prod-
ucts due to competitive inhibition of plasmin by the 
principle of negative feedback [4, 5]. Due to the va-
riety of clinical situations, it is diffi cult to stratify 
the risk of both thromboembolic complications and 
bleeding. Moreover, some risk factors for thrombo-
embolic complications simultaneously increase the 
risk of bleeding [6]. The variability of the thrombo-
lytics and anticoagulants effect is due to the state 
of the body, comorbidities, eating habits, drugs 
taken and, to a considerable extent, the patient’s 
genetic characteristics [7–10]. The issue of creating 
and putting into practice a drug for the treatment 
of thrombosis, which would preserve all the advan-
tages of traditional thrombolytics and have greater 
predictability and safety, is an acute issue for drug 
developers and practitioners.

Currently, there are real prerequisites for solv-
ing this problem. The enzyme therapy, which is be-
coming increasingly common in medicine, creates 
the possibility of non-plasmin fi brinolysis: many 
enzymes have a fi brinolytic effect and can be prom-
ising for the treatment of cardiovascular diseases, 
strokes, thrombosis and embolism.

The discovery of the potent fi brinolytic en-
zyme (nattokinase) has revealed new possibilities 
for safer treatment of thrombosis. This enzyme 
contained in the traditional Japanese fermented 
product Natto has been known to the Japanese 
for a hundred years as a nutritious and healing 
food. Indeed, food, especially fermented, is con-
sidered one of the many sources of fi brinolytic en-
zymes. This discovery motivated an active search 
for such microorganisms in traditional (Asian) fer-
mented foods. Studies of microorganisms produc-
ing fi brinolytic enzymes from various Asian tradi-
tional fermented foods have also shown that these 
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Natto, известном японцам на протяжении столе-
тий как питательная и целебная пища. Действи-
тельно, пища, особенно ферментированная, счи-
тается одним из многочисленных источников 
фибринолитических ферментов. Это открытие 
мотивировало активный поиск подобных микро-
организмов в традиционной (азиатской) фермен-
тированной еде. Исследования микроорганиз-
мов, продуцирующих фибринолитические фер-
менты из различных азиатских традиционных 
ферментированных пищевых продуктов, также 
показали, что эти микроорганизмы в основном 
принадлежали к виду Bacillus subtilis [11].

В российской и международной научной ли-
тературе можно найти достаточно публикаций о 
возможной терапевтической значимости приме-
нения субтилизинов и подобных им ферментов 
для лечения инсультов, инфарктов, тромбозов 
[12–14]. Признание всей мировой медицинской 
общественностью уникальных терапевтических 
свойств субтилизинов сейчас можно рассматри-
вать как свершившийся факт. 

Главная проблема создания препарата на 
основе субтилизинов заключалась в том, что-
бы сохранялась ферментативная активность и 
устранялось аллергогенное и иммунотоксиче-
ское действие. Метод иммобилизации фармако-
логически активных веществ на инертных носи-
телях, низкомолекулярных полимерах, с помо-
щью нанотехнологии электронно-лучевого син-
теза позволяет значительно снизить опасность 
осложнений и повысить биодоступность и эф-
фективность препаратов [15].

У иммобилизированных на полимерных но-
сителях препаратов, например конъюгирован-
ных с полиэтиленоксидом молекул, изменяют-
ся фармакокинетические параметры, что может 
также улучшать вторичные фармакодинамиче-
ские свойства. Химическая иммобилизация бел-
ковых веществ в ряде случаев с успехом может 
быть заменена технологией электронно-лучевой 
иммобилизации, значительно снижающей себе-
стоимость лекарственных препаратов [16]. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Провести экспериментальное (in vitro и in 
vivo), а также клиническое исследование для 
определения эффективности и безопасности пре-
парата на основе иммобилизированного субтили-
зина для лечения острых венозных тромбозов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Для изучения прямого тромболитическо-
го действия иммобилизированного субтилизи-

microorganisms mainly belong to species of B. sub-
tilis [11].

There are enough research publications both in 
Russia, and worldwide on the possible therapeutic 
signifi cance of subtilisins and similar enzymes for 
the treatment of strokes, infarctions, and throm-
bosis [12–14]. The worldwide medical community 
recognition of the unique therapeutic properties of 
subtilisins is a reality.

How to retain the enzymatic activity of the 
drug based on the subtilisin and eliminate its aller-
genic and immunotoxic effects is the main problem 
of drug development. Immobilization of pharmaco-
logically active substances using inactive carriers, 
low molecular weight polymers by using nanotech-
nology of electron-beam synthesis can reduce the 
risk of complications signifi cantly and increase the 
bioavailability and effi cacy of the drug [15].

In drugs immobilized on polymer-carriers, for 
example, molecules conjugated with polyethylene 
oxide, the pharmacokinetic parameters change 
and this may improve the secondary pharmacody-
namics. In some cases, chemical immobilization of 
protein substances can be successfully replaced by 
electron-beam immobilization, which signifi cantly 
reduces the cost of drugs [16].

AIM OF THE RESEARCH

To conduct experimental (in vitro and in vivo) 
and clinical studies to determine the effi cacy and 
safety of immobilized subtilisin drug for the treat-
ment of acute venous thromboses.

MATERIALS AND METHODS 

To study the direct thrombolytic effect of im-
mobilized subtilisin (SUBT) in vitro, we used 20 
Wistar male rats aged 5 months (10 animals both in 
the experimental and in the control groups). All ani-
mals were kept under natural light on a standard 
diet with free access to food and water. The research 
was carried out following the rules adopted by the 
European Convention for the Protection of Verte-
brate Animals (Strasbourg, 1986) and the Guide-
lines for the Preclinical Studies of Medicines, ed. by 
A.N. Mironov (Moscow, 2012). The same amount of 
blood was taken from experimental animals under 
ether anesthesia from the tail vein into Eppendorf 
tubes, in which blood clots were formed further for 
1, 2, and 24 hours. The resulting thrombi weighting 
0.4 ± 0.02 g were put into a glass container included 
in a closed system. In order to study the thrombo-
lytic activity of SUBT, we developed a test facility, 
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на (СУБТ) in vitro использовали 20 крыс-самцов 
линии Wistar в возрасте 5 мес (по 10 животных в 
экспериментальной и контрольной группах). Все 
животные содержались при естественном осве-
щении на стандартном рационе при свободном 
доступе к корму и воде. Исследование было вы-
полнено в соответствии с правилами, приняты-
ми Европейской конвенцией по защите позво-
ночных животных (Страсбург, 1986) и Руковод-
ством по проведению доклинических исследова-
ний лекарственных средств под ред. А.Н. Миро-
нова (М., 2012). У животных опытной группы под 
эфирным наркозом из хвостовой вены забирали 
одинаковое количество крови в пробирки Эппен-
дорфа, в которых происходило дальнейшее фор-
мирование тромбов в течение 1, 2 и 24 ч. Образо-
вавшиеся тромбы массой 0.4 ± 0.02 г переноси-
ли в стеклянную eмкость, входящую в замкну-
тую систему. Для исследования тромболитиче-
ской активности СУБТ была создана эксперимен-
тальная установка, представляющая собой зам-
кнутую систему силиконовых трубок со стеклян-
ной eмкостью (в нее помещали тромб), подклю-
ченную к перфузионному насосу (перфузомат) 
Gilson Minipuls 2. В ходе эксперимента перфузо-
мат со скоростью 24 мл/мин прокачивал СУБТ, 
растворeнный в 100 мл 0.9% раствора хлори-
да натрия с концентрацией 2.4 ЕД/мл через сте-
клянную eмкость с тромбом. Создаваемый дав-
лением перфузомата поток жидкости не приво-
дил к механическому разрушению тромба, про-
исходило его омывание со всех сторон. Раствор 
СУБТ в 0.9% растворе хлорида натрия подогре-
вался до 37 °С, что моделировало температурное 
состояние крови в условиях физиологического 
кровообращения. В ходе исследования в период 
0–135 мин определяли массу тромба каждые 
15 мин. В контрольной группе животных прово-
дился аналогичный эксперимент, только без рас-
творения СУБТ в 0.9% р-ре хлорида натрия.

Статистическая обработка результатов вклю-
чала подсчет среднеарифметических значений 
(М) и их ошибки (m). Для выявления достоверно-
сти полученных значений применяли тест мно-
жественных сравнений Дункана (Duncan’s test, 
ANOVA). В работе использовали пакет компью-
терных программ STATISTICA (версия 6.0). 

Экспериментальное исследование тром-
болитического действия СУБТ in vivo прове-
дено с использованием модели тромбоза, инду-
цированного κ-каррагинаном. После инъекции 
κ-каррагинана изменяются коагуляционные па-
раметры крови — снижается протромбиновое и 
активированное частичное тромбопластиновое 

which was a closed system of silicone tubes with a 
glass container (a thrombus was placed in it) con-
nected to a Gilson Minipuls 2 perfusion pump. In 
the course of the experiment, at the rate of 24 ml/
min, the perfusion pump ran the SUBT dissolved in 
100 ml of a 0.9% solution of sodium chloride with 
a concentration of 2.4 U/ml through a glass con-
tainer with a thrombus. The fl uid fl ow created by 
the pump pressure did not lead to mechanical de-
struction of the thrombus but washed it on all sides. 
SUBT in a 0.9% sodium chloride solution was heat-
ed to 37°C — the simulated blood temperature state 
under normal physiological conditions of blood 
circulation. During the study period of 0–135 min 
we determined the thrombus weight every 15 min. 
In the control group of animals a similar experi-
ment was carried out, only without dissolving the 
SUBT in 0.9% sodium chloride solution.

Statistical processing of the results included 
the calculation of mean values (M) and their error 
(m). Duncan’s test of multiple comparisons (ANO-
VA) was used to determine the signifi cance of the 
obtained values. We used the STATISTICA soft-
ware package (version 6.0).

Experimental study of SUBT thrombolytic ac-
tion in vivo was carried out using a model of throm-
bosis induced by κ-carrageenan. After the injection 
of κ-carrageenan, the coagulation parameters of 
blood change — prothrombin and activated partial 
thromboplastin time (APTT) decreases, and the 
amount of fi brinogen and prothrombin activity in-
creases. All these changes contribute to the forma-
tion of a thrombus in the tail veins and arteries [17].

We used 30 male BALB/c mice with a body-
weight of 19–21 g. All animals were kept under 
natural light on a standard diet with free access to 
food and water. The study was performed in accor-
dance with the rules adopted by the European Con-
vention for the Protection of Vertebrate Animals 
(Strasbourg, 1986) and the Guidelines for the Pre-
clinical Studies of Medicines, ed.  by A.N. Mironov 
(Moscow, 2012). The mice were randomly assigned 
to groups; using body weight as a criterion, but pro-
vided that the individual value of the mass does not 
deviate from the average by more than ±10%. The 
data (weight and number) of the selected animals 
were ranked in descending order of weight, with the 
help of Excel program using an algorithm SORT.

Experiment design: the experimental group 
included 15 animals with κ-carrageenan-induced 
thrombosis model (they were intraperitoneally in-
jected with 200 μl of SUBT at a rate of 390 U/kg), 
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время (АЧТВ), при этом возрастает количество 
фибриногена и протромбиновая активность. Все 
эти изменения способствуют формированию 
тромба в хвостовых венах и артериях [17].

В работе использовали 30 мышей-самцов 
линии Balb/С с массой тела 19–21 г. Все живот-
ные содержались при естественном освещении 
на стандартном рационе при свободном доступе 
к корму и воде. Исследование было выполнено в 
соответствии с правилами, принятыми Европей-
ской конвенцией по защите позвоночных живот-
ных (Страсбург, 1986) и Руководством по проведе-
нию доклинических исследований лекарствен-
ных средств под ред. А.Н. Миронова (М., 2012). 
Мыши распределены по группам рандомизи-
рованно, в качестве критерия была использова-
на масса тела, но при условии, что  индивиду-
альное значение массы не отклоняется от сред-
него более чем на ±10 %. Данные (масса и номер) 
отобранных животных ранжированы в порядке 
убывания массы, с помощью программы Excel с 
использованием алгоритма SORT.

Дизайн эксперимента: опытная группа — 
15 животных с моделью κ-каррагинанового тром-
боза, которым внутрибрюшинно вводили 200 мкл 
СУБТ из расчета 390 ЕД/кг, контрольная груп-
па — 15 животных с моделью κ-каррагинанового 
тромбоза, которым внутрибрюшинно вводили 
200 мкл физиологического раствора.

Клиническое исследование эффективно-
сти и безопасности применения СУБТ у боль-
ных с острым венозным тромбозом. Основы-
ваясь на экспериментальных данных по тромбо-
литическому эффекту, отсутствию токсических 
и геморрагических осложнений, для определе-
ния эффективности СУБТ мы провели клиниче-
ское исследование, названное VETTER-1 (Venous 
Thrombosis Therapy). Дизайн исследования: мно-
гоцентровое, рандомизированное, плацебо-
контролируемое, двойное слепое исследование 
лекарственного препарата на основе СУБТ. Оно 
проходило в двух клинических центрах — Город-
ской клинической больнице № 1 им. Н.И. Пиро-
гова (Москва) и в клинике Южно-Уральского го-
сударственного медицинского университета (Че-
лябинск). В исследовании участвовали пациен-
ты (мужчины и женщины) в возрасте 20–75 лет 
с острым венозным тромбозом (визуализирован-
ный тромб венозных сосудов по результатам уль-
тразвукового исследования, поражение от 1 до 
4 вен), проходившие курс лечения в указанных 
выше клинических центрах.

В соответствии с первой версией Протокола 
исследования (Протокол 1) применялся СУБТ в 

the control group — 15 animals with κ-carrageenan-
induced thrombosis model (they were intraperito-
neally injected with 200 μl of normal saline).

A clinical study of the effi cacy and safety of 
the SUBT use in patients with acute venous throm-
bosis. Based on the experimental data on the throm-
bolytic effect, absence of toxic and hemorrhagic 
complications, we conducted the clinical trial called 
VETTER-1 (Venous Thrombosis Therapy) in order to 
determine the SUBT  effi cacy. Study design: a mul-
ticentre, randomised, placebo-controlled, double-
blind study of a drug based on SUBT. It took place 
in two clinical centres — N.I. Pirogov City Clinical 
Hospital No. 1 (Moscow) and in the Clinic of South 
Ural State Medical University (Chelyabinsk). The 
study involved patients (men and women) aged 
20–75 years with acute venous thrombosis (venous 
blood thrombus visualized by ultrasound, lesions 
of 1 to 4 veins), who underwent treatment in above 
mentioned clinical centers.

Following the fi rst version of the Research Pro-
tocol (Protocol 1) the  SUBT was used in the form 
of fl at-round tablets with a bevel and breaking line, 
light yellow in color with possible marbling, with 
smooth surface, 12 mm in diameter. According to 
the second version of the Research Protocol (Pro-
tocol 2), we used hard gelatin capsules with white 
bodies and dark pink caps, the contents of the cap-
sules were powder from white with a tan to light 
brown colour. 

Drug formulation: the 0.6 g tablet contains 
SUBT — a highly purifi ed enzyme preparation, ob-
tained as a result of proteinase-subtilisin immobili-
zation with polyethylene oxide — 200 IU (0.210 g);
adjuvants — potato starch (0.348 g), microcrystal-
line cellulose (0.090 g), sodium chloride (0.009 g). 
One capsule contained 800 IU of the active sub-
stance.

In Protocol 1, patients were divided as follows: 
the experimental group consisted of 25 individu-
als, the control group — of 24 individuals. The ex-
perimental group received SUBT in tablets, 1600 
IU a day (4 tablets, twice a day) for 15 days along 
with the conventional therapy for thrombosis and 
chronic venous insuffi ciency. The control group 
received a placebo (4 tablets, twice a day) for 
15 days in addition to the conventional treatment 
for thrombosis and chronic venous insuffi ciency.

In Protocol 2, patients were divided into three 
groups: the control group (35 people) — patients 
with standard therapy of thrombosis, receiving 
placebo — 3 capsules, twice a day for 10 days; the 
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виде плоскоцилиндрических таблеток с фаской 
и одной риской, светло-желтого цвета, с возмож-
ной мраморностью, с гладкой поверхностью, ди-
аметром 12 мм. Согласно второй версии Прото-
кола исследования (Протокол 2) использовались 
твердые желатиновые капсулы с корпусом белого 
цвета и крышечкой темно-розового цвета, содер-
жимое капсул — порошок от белого с желтовато-
коричневым оттенком до светло-коричневого 
цвета.

Состав препарата: таблетка 0.6 г содержит 
СУБТ — высокоочищенный ферментный пре-
парат, получаемый в результате иммобилиза-
ции на полиэтиленоксиде протеиназ-субтили-
зинов — 200 ЕД (0.210 г); вспомогательные веще-
ства: крахмал картофельный (0.348 г), целлю-
лоза микрокристаллическая МКЦ-П (0.090 г), 
натрий хлорид (0.009 г). Одна капсула содержа-
ла 800 ЕД активного вещества.

В Протоколе 1 пациенты распределились 
следующим образом: опытная группа — 25 чел., 
группа контроля — 24 чел. Опытная группа по-
лучала СУБТ в таблетках в дозе 1600 ЕД в сутки 
(по 4 табл. 2 раза в день) в течение 15 дней на фоне 
общепринятой терапии тромбоза и хронической 
венозной недостаточности. Группа контроля по-
лучала плацебо (4 табл. 2 раза в день) в течение 
15 дней на фоне общепринятого лечения тромбо-
зов и хронической венозной недостаточности. 

В Протоколе 2 пациенты были разделены на 
три группы: 1) группа контроля (35 чел.) — па-
циенты на фоне стандартной терапии тромбо-
за, получавшие препарат плацебо — по 3 капс. 
2 раза в день на протяжении 10 дней; 2) груп-
па «СУБТ 3200 ЕД/сут» (32 чел.) — пациенты 
на фоне стандартной терапии тромбоза получа-
ли СУБТ в суточной дозе 3200 ЕД — по 3 капс. 
(2 капсулы СУБТ 800 ЕД + 1 капс. плацебо) 2 раза 
в день на протяжении 10 дней; 3) группа «СУБТ 
4800 ЕД/сут» (34 чел.) — пациенты на фоне стан-
дартной терапии тромбоза получали препарат в 
суточной дозе 4800 ЕД — по 3 капс. (все капсулы 
содержали СУБТ 800 ЕД) 2 раза в день на протя-
жении 10 дней.

Терапия пациентам обоих протоколов про-
водилась до достижения первичной точки иссле-
дования — увеличение кровотока более 5 % от ис-
ходного. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментальное исследование прямого 
тромболитического действия СУБТ in vitro. По-
сле начала инкубации свежего, 1-часового тром-
ба первые 15 мин скорость снижения его массы 

SUBT 3200 IU/day — 32  patients treated with 
standard thrombosis therapy received a daily 
dose of 3200 IU — 3 capsules (2 capsules SUBT 
800 IU + 1 capsule of placebo) twice a day for 
10 days; the SUBT 4800 IU/day group — 34 pa-
tients receiving standard therapy for thrombosis 
in a daily dose of 4800 IU — 3 capsules (all cap-
sules contained SUBT 800 IU) twice a day for 10 
days.

Therapy for patients of both protocols was car-
ried out until they reached the primary point of the 
research — an increase in blood fl ow by more than 
5% of the initial.

RESULTS AND DISCUSSION

An experimental study of the direct thrombo-
lytic effect of SUBT in vitro. After the start of incu-
bation of a fresh, 1-hour-old thrombus, during the 
fi rst 15 min the rate of its mass decrease  was practi-
cally the same both when perfused with saline so-
lution and with a solution of SUBT (Fig. 1). Since 
this thrombus is a rather mild substance, at the 
beginning there is a loss of 25% of its mass due to 
blood cells washing off; therefore, the difference in 
the mass loss of the thrombus with the drug and 
saline solution is not so obvious.  

After the 15th min of the experiment, the dif-
ference in the effi cacy of two solutions became 
clearly visible: the mass of the thrombus perfused 
with SUBT solution began to fall actively. By the 
45th min the blood clot’s mass decreased by half, 
by the 75th min — by 4 times, by the 90th min — 
by 8 times, that is to the quantifi cation limit. These 
changes occur due to layer-by-layer washing of 
blood cells from the thrombus surface, then a cord-
like fi brin structure appears and the thrombus is 
lysed due to the destruction of its frame by proteo-
lytic enzymes. It is worth noting that during the 
circulation of a thrombus in a solution of SUBT the 
destruction occurs on its surface exclusively, with-
out formation of large fragments. This is important 
from a clinical point of view since in the body large 
fragments of a thrombus can lead to additional em-
bolism of blood vessels.

A distinctive feature of subtilisin is its non-spe-
cifi c hydrolysis of denaturated or polymerized pro-
teins that have lost their native structure. There-
fore, subtilisin does not hydrolyze fi brinogen, but 
actively dissolves polymerized fi brin, both on the 
surface and inside the thrombus.

When incubated with saline solution, the de-
crease in thrombus mass gradually stops by 75th 
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min of the experiment. The ability of an isotonic 
solution to reduce mass by 50% in this experiment 
is explained by the friability of a thrombus solely.

A similar experiment was conducted to deter-
mine the effect of the thrombus formation time on 
the rate of its lysis by SUBT proteases (Fig. 2). It 
showed that the rate of mass loss of a 2-hour throm-
bus during its incubation with SUBT almost coin-
cides with the lysis diagram of a fresh thrombus; 
while the thrombus mass perfused with saline 
solution over the entire experiment decreased by 
only 17%. This fact can be explained by the retrac-
tion of a 2-hour blood clot, a signifi cant decrease 
in the proportion of cell-protein detritus in it, and, 
accordingly, the washable fi brin-free component. 
In the experimental group, the dynamics of throm-
bolysis did not signifi cantly differ from the dynam-
ics of a 1-hour thrombus: by 45th min, the thrombus 
size decreased by 55%, by 75th min — by 72%, by 90th 
min — by 85% (almost to the quantifi cation limit).

It was interesting to evaluate the results of 
a similar experiment with a 24-hour thrombus 
which, under the infl uence of proteases, also be-
gan to dissolve rapidly. The circulating solution of 
SUBT was stained red by blood cells washed out 
of the thrombus. The thrombus rapidly decreased 
in size. After 135 min of being in the circulat-
ing solution of SUBT, the 24-hour thrombus mass 

была практические одинаковая как при перфу-
зии физиологическим раствором, так и раствора 
с СУБТ (рис. 1). Поскольку данный тромб пред-
ставляет собой довольно мягкую субстанцию, то 
вначале идет потеря 25 % массы тромба за счет 
смывания клеток крови, поэтому разница по по-
тере массы тромба с препаратом и контрольным 
раствором не столь очевидна. После 15-й мину-
ты в эксперименте отчетливо видна разница по 
эффективности двух растворов: масса тромба в 
условиях перфузии раствора с СУБТ начинает 
активно снижаться, к 45-й минуте уменьшается в 
2 раза, к 75-й — в 4 раза, к 90-й минуте — в 8 раз 
до предела определения минимальной массы. 
Данные изменения происходят за счет послойно-
го отмывания с поверхности тромба клеток кро-
ви, проявляется тяжистая, фибриновая струк-
тура, тромб лизируется, за счет разрушения его 
каркаса протеолитическими ферментами. Сто-
ит отметить, что в процессе циркуляции тром-
ба в растворе с СУБТ происходит исключительно 
поверхностное его разрушение, без образования 
крупных фрагментов. Это очень важно с клини-
ческой точки зрения, так как в организме круп-
ные фрагменты тромба могут приводить к до-
полнительной эмболии сосудов.

Отличительной чертой субтилизина явля-
ется его неспецифичный гидролиз денатуриро-
ванных или полимеризированных белков, утра-
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Рис. 1. Динамика изменения массы одночасового тромба
Fig. 1. The dynamics of the 1-hour thrombus mass
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Рис. 2. Динамика изменения массы двухчасового тромба 
Fig. 2. The dynamics of the 2-hour thrombus mass

тивших свою нативную структуру. Поэтому суб-
тилизин не гидролизует фибриноген, но актив-
но растворяет полимеризованный фибрин, как 
на поверхности, так и внутри тромба.

При инкубации с физиологическим раство-
ром снижение массы тромба постепенно прекра-
щается к 75-й минуте эксперимента. Способность 
изотонического раствора снижать массу на 50 % 
в данном эксперименте объясняется исключи-
тельно рыхлостью свежего тромба. 

Для определения влияния времени образо-
вания тромба на скорость его лизиса протеазами 
СУБТ (рис. 2) был проведен аналогичный экспе-
римент. Он показал, что скорость потери массы 
2-часового тромба при инкубации с СУБТ прак-
тически совпадает с графиком лизиса свеже-
го тромба, при этом масса тромба при перфузии 
физиологического раствора за все время экспе-
римента снизилась лишь на 17 %. Это возможно 
объяснить произошедшей ретракцией двухчасо-
вого тромба, существенным уменьшением доли 
клеточно-белкового детрита в нем и, соответ-
ственно, вымываемой безфибриновой составля-
ющей. В опытной группе динамика тромболизи-
са существенно не отличалась от динамики одно-
часового тромба: величина тромба к 45-й мину-
те уменьшилась на 55 %, к 75-й минуте — на 72%, 
к 90-й минуте — на 85% (почти до предела детек-
ции минимальной массы).

Интересно было оценить результаты анало-
гичного эксперимента с суточным тромбом, ко-

decreased by 8 times to the quantifi cation limit 
(0.06 ± 0.01 g) (Fig. 3). During its lysis, large frag-
ments also did not form. The only difference from 
more fresh thrombi was the prolonged dissolution 
time. Consequently, the SUBT dissolved both 1-, 2- 
and 24-hour thrombi effi ciently.

In the control study, when 24-hour thrombus 
was perfused with a saline solution, we did not ob-
serve its spontaneous dissolution throughout the 
experiment, on the contrary its mass  merely in-
creased. By the end of the experiment, its mass in-
creased by 40%. After retraction, the thrombus was 
placed for 24 hours in storage, during which further 
induration of the fi brous clot occurred. When im-
mersed into saline solution the thrombus increased 
in volume and mass.

Thus, as a result of the experiment we estab-
lished that SUBT  lyses layer-by-layer 1-, 2- and 
24-hour thrombi effi cientlly without formation of  
large aggregates.

An experimental study of the thrombolytic 
effect of SUBT in vivo. It is known that thrombo-
sis induced by κ-carrageenan develops within 24 
hours, that is why the length of the thrombosis area 
was measured 24 hours after the injection. In the 
control group, the length of the area with induced 
thrombosis was 6.9 ± 0.2 cm, i.e., the entire area on 
which the temporary ligature was applied (Fig. 4, B). 
At the same time, the area above the compres-
sion site, not subjected to thrombosis, was visible. 
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Nevertheless, one day after an external difference 
was evident: the animals of the control group lost 
weight, on average, 2.5 ± 0.7 g. Also in mice with-
out SUBT treatment, cyanosis of the skin was not-
ed. Microthrombi may have formed in blood ves-
sels due to changes in the coagulation parameters 
in the control group mice [9]. In the group receiv-
ing SUBT, the mass of animals and the skin re-
mained unchanged. In the group with SUBT treat-
ment, 24 hours after the injection, thrombosis in 
the tail veins did not develop. At the site of injec-
tions, the κ-carrageenan caused only an infl amma-
tory reaction, marked by redness of the skin of the 
tail (Fig. 4, C).

After 48 hours, in the off-treatment group, 
the thrombosis led to necrotization of tail tissues 
(Fig. 4, D). In the group with SUBT treatment, every-
thing remained without changes (as after 24 hours), 
only at the κ-carrageenan injection site erythema was 
visible.

Thus, in mice with κ-carrageenan tail vein 
thrombosis, the administration of SUBT allowed 
to avoid local changes; the animals’ condition was 
objectively better as compared to the group without 
SUBT treatment.

A clinical study of the effi cacy and safety of 
the SUBT in patients with acute venous thrombo-
sis. Findings of the research indicate that the SUBT 
daily dose of 1600 IU during the course is effective. 
This dose provides an increase in reserve capac-
ity of anticoagulant hemostasis and a decrease in 

торый под влиянием протеаз также начинал бы-
стро поверхностно растворяться. Циркулирую-
щий раствор СУБТ окрашивался вымываемыми 
из тромба эритроцитами. Тромб стремительно 
уменьшался в размерах. Через 135 мин нахожде-
ния в циркулирующем растворе СУБТ масса су-
точного тромба уменьшилась в 8 раз до нижней 
точки детекции (0.06 ± 0.01 г) (рис. 3). При его ли-
зисе также не образовывалось крупных фрагмен-
тов. Единственное отличие его от более свежих 
тромбов — более продолжительное время раство-
рения. Следовательно, СУБТ эффективно раство-
рял как 1- и 2-часовые, так и суточные тромбы.

В контрольном исследовании при перфузии 
суточного тромба с физиологическим раствором 
самопроизвольного растворения тромба не на-
блюдалось, на протяжении всего эксперимента 
его масса, наоборот, только возрастала. К концу 
эксперимента его масса увеличилась на 40 %. По-
сле ретракции тромб помещался на 24 ч на хра-
нение, в процессе которого происходило даль-
нейшее уплотнение фиброзного сгустка. При по-
падании в физиологический раствор тромб уве-
личивался в объеме и массе. 

Таким образом, в результате эксперимента 
установлено, что СУБТ эффективно послойно ли-
зирует 1-, 2- и 24-часовые тромбы без образова-
ния крупных агрегатов. 

Экспериментальное исследование тром-
болитического действия СУБТ in vivo. Извест-
но, что тромбоз, индуцированный введением 
κ-каррагинана, развивается в течение суток, поэ-
тому длину участка с тромбозом измеряли через 
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Fig. 3. Change of the 24-hour thrombus mass



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru

Mishenina S.V. et al. / Journal of Siberian Medical Sciences 1 (2020) 76–88

85

doi: 10.31549/2542-1174-2020-1-76-88

24 ч после инъекций. В контрольной группе дли-
на участка с индуцированным тромбозом соста-
вила 6.9 ± 0.2 см, т. е. весь участок, на который 
была наложена временная лигатура (рис. 4, В), 
при этом отчетливо видна область выше места 
сдавливания, не подвергшаяся тромбозу. Уже 
через сутки была видна внешняя разница: жи-
вотные контрольной группы потеряли в массе, в 
среднем 2.5 ± 0.7 г. Также у мышей без лечения 
препаратом СУБТ отмечался цианоз кожных по-
кровов. Возможно, в связи с изменениями коа-
гуляционных параметров крови в сосудах мы-
шей контрольной группы образовывались ми-
кротромбы [9]. В группе с введением СУБТ мас-
са животных и внешние покровы кожи остались 
без изменений. В группе с лечением СУБТ через 
24 ч после инъекции тромбоз в хвостовых ве-
нах не развивался. На участке хвоста, где делали 
инъекции, κ-каррагинан вызвал лишь воспали-
тельную реакцию, отмечающуюся покраснени-
ем кожных покровов хвоста (рис. 4, С).

Через 48 ч в группе без лечения тромбоз 
привел к некротизации тканей хвоста (рис. 4, D). 
В группе с введением СУБТ все осталось без из-
менений (как и через 24 ч), лишь в месте введе-
ния κ-каррагинана видна эритема.

Таким образом, у мышей с κ-каррагинановым 
тромбозом хвостовой вены введение СУБТ позво-
ляло избежать локальных изменений,  состояние 
животных было объективно лучше по сравнению 
с группой без применения СУБТ. 

platelet aggregation activity with a background of 
optimized ratio of some cytokines responsible for 
the implementation of pro- and anti-infl ammatory 
activity.

In the study of hemostasis, we revealed the 
following dynamics of parameters on treatment: 
the APTT and platelet count did not change in the 
groups, the fi brinogen level decreased, and the in-
ternational normalized ratio increased in all groups 
of patients. The D-dimer level decreased in the con-
trol group and the SUBT 3200 IU/day group, how-
ever, in patients who received SUBT in a daily dose 
of 4800 IU/day, by the end of the therapy course, 
the D-dimer level did not decrease, that is, lysis of 
thrombotic masses continued at the same rate. It 
should be noted that during the study in the Proto-
col 1 and Protocol 2 samplings there were no clini-
cal and paraclinical signs of thromboembolism, as 
well as cases with negative dynamics. On the con-
trary, an increase in blood fl ow by more than 5% 
from the initial one or recanalization of the vein 
(restoration of blood fl ow by at least 5% with its 
complete absence at the beginning of therapy) was 
recorded. When assessing with ultrasound imag-
ing the degree of normalization of blood fl ow in the 
area of compromised blood circulation after thera-
py, statistically signifi cant differences were found 
between the groups of patients who received SUBT 
and the placebo-treated patients with conventional 
therapy for thrombosis in both groups.

A C

B D

Рис. 4. Изменение хвостов мышей в процессе эксперимента:
А — интактное животное; В — контрольная группа через 24 ч после подкожного введения κ-каррагинана; 

С — группа с лечением СУБТ через сутки после инъекции; D — группа контроля через 48 ч
Fig. 4. Change in the mice’s tails during the experiment:

A — intact animal; B — the control group 24 hours after subcutaneous administration of κ-carrageenan; 
C — the group with SUBT treatment one day after the injection; D — the  control group after 48 hours
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Клиническое исследование эффективности 
и безопасности применения СУБТ у больных с 
острым венозным тромбозом. По результатам 
исследования установлено, что курсовой прием 
СУБТ в суточной дозе 1600 ЕД обеспечивает до-
статочную эффективность, что выражается в по-
вышении резервных возможностей антикоагу-
лянтного звена гемостаза и снижении агрегаци-
онной активности тромбоцитов на фоне оптими-
зации соотношения ряда цитокинов, ответствен-
ных за реализацию про- и противовоспалитель-
ной активности.

При исследовании гемостаза была выявлена 
следующая динамика показателей на фоне про-
водимой терапии: показатели АЧТВ и количества 
тромбоцитов не изменялись в группах, уровень 
фибриногена снижался, а международное нор-
мализованное отношение увеличивалось во всех 
группах пациентов; уровень D-димера снижался 
в контрольной группе и группе «СУБТ 3200 ЕД/
сут», а у пациентов, получавших СУБТ в суточ-
ной дозе 4800 ЕД/сут, ко времени окончания те-
рапии уровень D-димера не уменьшался, т. е. ли-
зис тромботических масс продолжался с преж-
ней скоростью. Нужно отметить, что при прове-
дении исследования в выборках «Протокол 1» 
и «Протокол 2» не зарегистрировано клиниче-
ских и параклинических признаков тромбоэм-
болии, а также случаев с отрицательной динами-
кой. Напротив, зафиксировано увеличение кро-
вотока более чем на 5 % от исходного либо река-
нализация вены (восстановление кровотока как 
минимум на 5 % при полном его отсутствии к 
началу терапии). При оценке степени нормали-
зации кровотока в зоне скомпрометированного 
кровообращения после проведения терапии с по-
мощью УЗ-визуализации обнаружены статисти-
чески значимые различия между группами па-
циентов, получавших на фоне общепринятой те-
рапии тромбоза СУБТ, и пациентов, получавших 
плацебо.

У пациентов, получавших СУБТ в дозе 1600 
и 3200 ЕД/сут, увеличение кровотока более чем 
на 5 % от исходного либо реканализация вены 
наблюдается в 1.6 раза чаще (на 60 %), чем у па-
циентов контрольной группы. У пациентов, по-
лучавших СУБТ в дозе 4800 ЕД/сут, увеличение 
кровотока более чем на 5 % от исходного либо 
реканализация вены наблюдается в 1.5 раза 
чаще (на 50 %), чем у пациентов  контрольной 
группы.

Таким образом, проведенный анализ пока-
зывает безопасность и эффективность СУБТ при 

In patients who received SUBT in 1600 and 
3200 IU/day, an increase in blood fl ow by more 
than 5% from the initial or vein recanalization is 
observed 1.6 times more often (by 60%) than in pa-
tients of the control group. In patients who received 
4800 IU/day of SUBT, an increase in blood fl ow by 
more than 5% from the initial or recanalization of 
the vein is observed 1.5 times more often (by 50%) 
than in patients of the control group.

Thus, the analysis shows the safety and the ef-
fi cacy of SUBT in the treatment of venous thrombo-
sis of the lower extremities.

The results of in vitro and in vivo experiments 
have shown that SUBT has a direct thrombolytic ef-
fect. Besides, a thrombus, when exposed to SUBT, 
dissolves layer-by-layer without fragmentation. 
This fact seems to be extremely important for the 
clinical use of SUBT since it excludes the embologe-
neity of the thrombolysis performed.

CONCLUSION

The drug based on immobilized subtilisins, 
studied in preclinical and clinical researches, 
can be introduced into clinical practice as an oral 
thrombolytic medication.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.

комплексной терапии венозных тромбозов ниж-
них конечностей.

Результаты экспериментов in vitro и in vivo 
показали, что СУБТ обладает прямым тромболи-
тическим действием. Кроме того, тромб при воз-
действии СУБТ растворяется послойно, без фраг-
ментации. Это обстоятельство представляется 
чрезвычайно важным для клинического приме-
нения СУБТ, поскольку исключает эмбологен-
ность проводимого тромболизиса. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Лекарственный препарат на основе иммоби-
лизированных субтилизинов, изученный в до-
клинических и клинических исследованиях, мо-
жет быть внедрен в клиническую практику в ка-
честве перорального средства тромболитической 
терапии.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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