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Цель исследования: оценить возможность нового подхода к воздействию на сердечный 
ритм за счет ингибирования антисмысловым олигонуклеотидным производным экспрессии 
гена SCN5A – классического натриевого канала сердца Nav1.5 (на примере мыши). материал 
и методы: самцы мышей линии C57BL/6J, олигонуклеотидное производное длиной 15 нуклео-
тидов, защищенное от действия нуклеаз наличием межнуклеотидных фосфоротиоатных связей 
и блоками LNA-нуклеотидов (Locked nucleic acids) на 5ʹ- и 3ʹ-концах (АСО); стандартный 
метод введения раствора АСО в физиологическом растворе в хвостовую вену мыши; стандарт-
ный метод определения пульса и давления у мышей на аппарате CODA Surgical Monitor (Kent 
Scientific, USA); стандартные методы количественного определения аполипопротеина апоВ и 
липопротеинов: ХС ЛПВП, ХС ЛПНП, общего ХС, ТГ и АЛТ в сыворотке крови. результаты: 
воздействие АСО приводит к снижению пульса у мышей в течение 10 дней на 12 % и после-
дующему его равномерному повышению, почти достигая исходных значений на 16-й день, а 
также начиная с 1 дня после введения – к небольшому снижению средних значений систоли-
ческого и диастолического давления с последующим его увеличеним, при постепенном пере-
распределении «превышения» давления в контрольной и опытной группе животных. Уровень 
липидного обмена у опытных животных понижен. заключение: показана возможность нового 
подхода к воздействию на сердечный ритм за счет ингибирования антисмысловым олигону-
клеотидным производным экспрессии гена SCN5A. Воздействие сопровождается небольшими 
изменениями систолического и диастолического давления и снижением уровня липидного 
обмена. Препарат представляется перспективным с точки зрения воздействия на сердечный 
ритм с учетом исследования его действия при различных концентрациях и возможных незна-
чительных дополнительных эффектах.
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нии C57BL/6J, частота сердечных сокращений.
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введение

Правильная работа потенциал-зависимых 
Na+-каналов необходима для нормальной жиз-
недеятельности. Функционирование каналов за-
висит от уровня экспрессии кодирующих кана-
лы генов, систем регуляции, может подав ляться 
действием ряда токсинов или ослаб ляться при 
наличии определенных мутаций. Изменение 
функционирования может приводить как к 
клеточному сверхвозбуждению, так и к сверх-
заторможенности [1]. Потенциал-зависимые 
Na+-каналы инициируют потенциалы в сердеч-
ных миоцитах и отвечают за распространение 
действенного потенциала по предсердию, про-
водящей системе и желудочкам сердца [2]. Важ-
нейшая структурообразующая субъединица @ 
основного сердечного Na+-канала человека hH1 
кодируется геном SCN5A. Хотя натриевый канал 
hH1 также экспрессируется в незрелых и регене-
рирующихся скелетных мышцах, в основном он 
экспрессируется в сердце. Возможность селек-
тивно изменять экспресию мРНК гена SCN5A 
с использованием антисмысловой технологии, 
воздействуя таким образом на функционирова-
ние основного сердечного Na+-канала челове-
ка hH1, представляется перспективной. Анти-
смысловой подход позволил отобрать в системе 
in vitro олигонуклеотидное производное CpsT-
CTTCATACCCCCpsT, которое в Xenopus oocytes  
селективно ингибировало экспрессию гена SCN5A, 
но не ингибировало экспрессию гена SCN4A – 
гена Na+-канала hSkM1 зрелых скелетных 
мышц человека. При этом действие Na+-канала 
hH1 полностью подавлялось [1]. Эффективно 
подавлял экспрессию адресованный на анало-
гичный участок мРНК гена Na+-канала крысы 
rH1 в первичной культуре вентикулярных ми-
оцитов олигонуклеотид CTCCTCATACCCTCT 
(две нуклеотидные замены в олигонуклеотиде 
относительно олигонуклеотида для человеческо-
го гена выделены курсивом) [3]. Таким образом, 
сформировались предпосылки для исследования 
действия антисмысловых олигонуклеотидных 
производных (АСО) к мРНК гена SCN5A на ор-
ганизме млекопитающих, очевидно, в мыши – 
в силу стоимости современных эффективных 
АСО. К таким АСО относятся так называемые 
Гэпмеры (Gapmers). Это олигонуклеотидные 
производные, имеющие на 5ʹ- и 3ʹ-концах ко-
роткие фрагменты олигомера – крылья (wings), 
отличные по химической природе от централь-
ной части Гэпмера. Крылья придают Гэпмеру 
дополнительные свойства, например на орга-
низме млекопитающих, большую устойчивость 
к нуклеазам и т.д. Мы остановились на Гэпме-
рах такой химической структуры, для которых 

была показана эффективность и малая гепато-
токсичность в наших экспериментах по инги-
бированию экспресии мРНК генов липидного 
обмена: апоВ, PCSK9 и апоCIII (5ʹ-GCpsApsTps 
TpsGpsGpsTpsApsTpsTCA, 5ʹ-GTpsCpsTpsGpsTpsGps 
GpsApsApsGCG и 5ʹ-GApsGpsApsApsCpsApsTpsAps 
CpsTpsTTpsCpsCpsCpsCpsTTA соответственно), 
при их одновременном воздействии на мышей 
[4]. Эти Гэпмеры представляют собой олиго-
фосфоротиоатные производные, несущие на 5ʹ- 
и 3’-концах блоки из LNA-нуклеотидов (Locked 
nucleic acids, они подчеркнуты). Существенное 
их химическое отличие от используемых дру-
гими авторами [5, 6], что, правда, следует из 
структуры, но которое важно подчеркнуть, – это 
межнуклеотидные фосфатные остатки в LNA-
блоках вместо фосфоротиоатных. Предлагаемое 
нами АСО имеет структуру 5ʹ-CTpsCpsTpsTpsCps
ApsTpsApsCpsCpsCpsTCT и адресовано на участок 
4302-4317 (ID ENSMUST00000117911.7) – стык 
экзонов 23 и 24 мРНК гена SCN5A мыши Na+-
канала mH1. Впервые проведено исследование 
действия АСО, наравленное на изменение экс-
прессии гена сердечного натриевого канала, на 
млекопитающих.

мАтериАл и методы

Антисмысловое олигонуклеотидное производ - 
ное было синтезировано фирмой «Биосинтез» 
(г. Новосибирск), выделено методом обращен-
но-фазовой хроматографии и охарактеризовано  
методом электрофореза в денатурирующем 
ПААГ. Использовались самцы мыши линии 
C57BL/6J в возрасте 20 дней, имеющие вес 20–
21 г., выращенные и содержащиеся в вива рии 
конвенциональных животных ИЦиГ СО РАН. 
Эксперименты проводили по схеме, пока зан ной 
на рис. 1. В опыте: АСО в количестве 0,12 мг 
вводили в 200 мкл физиологического раствора 
в хвостовую вену. В контроле: вводили 200 мкл 
физиологического раствора. Использовали по 
4 особи. Пульс и давление измеряли на ап-
парате CODA Surgical Monitor (Kent Scientific, 
USA) – от 6 до 10 измерений на каждое живот-
ное по регистрации давления (т. е. принимали 
значение пульса, только когда прибор осущест-
влял полный цикл измерения). Предваритель-

рис. 1. Схема проведения эксперимента. Дни изме-
рения пульса и давления у мышей указаны цифра-
ми сверху. Дни введения АСО – стрелками снизу. 

День забора крови – 18 
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но животных приучали к процедуре измерения 
давления и пульса по нескольку раз в день в 
течение 5 дней. 

Для определения уровня липопротеинов 
кровь забирали из ретроорбитального синуса в 
количестве 250–300 мкл. Перед забором крови 
мышей лишали пищи на 16 часов. Сыворотку 
крови получали стандартным методом. Во всех 
образцах сыворотки определяли общий холесте-
рин (ХС), холестерин липопротеинов высокой 
плотности (ХС ЛПВП), холестерин липопроте-
инов низкой плотности (ХС ЛПНП), триглице-
риды (ТГ) и уровень аланинаминотрансферазы 
(АЛТ) энзиматическими методами с использо-
ванием стандартных реактивов Biocon Fluitest 
(Гер мания) на биохимическом анализаторе 
«Фотометр 5010+». Уровень апоВ измеряли им-
мунотурбидиметрическим методом с использо-
ванием реактивов DiaSys (Германия). 

результАты и их обсуЖдение

Общая схема экспериментов представлена 
на рис. 1. АСО к РНК гена SCN5A в количе-
стве 0,12 мг в 200 мкл физиологического рас-
твора вводили в стартовый момент четырем мы-
шам и на 7-й день в той же дозе двум из них 
(дни введения обозначены стрелками). В конт-
рольной группе из 4 мышей вводили физио-
логический раствор. В течение 16 дней изме-
ряли пульс и давление у животных в 1, 3, 6, 
10, 13 и 16 дни. Измерение проводили сериями 
по 6–10 раз, когда прибор выполнял полный 
цикл регистрации, включавший измерение дав-
ления. Cредние значения пульса для опытных 
и контрольных групп животных показаны на 
рис. 2. Нулевая точка – среднее значение пуль-

са, измеряемого в течение 5 дней до введения 
АСО. Видно, что значения практически равны, 
но уже в первый день после инъекции пульс в 
опытной группе уменьшается на 11, тогда как в 
контрольной возрастает, и разница между ними 
существенна – 41. Далее наблюдается дальней-
шее снижение пульса в опыте еще на 29 уд./
мин, т.е. до 40 на 3-й день после инъекции, в 
контроле он тоже снижается – на 24 уд./мин, 
но разница между ними увеличивается до 46. 
Еще через 3 дня оба значения возрастают на 19 
и 12 соответственно, все еще оставаясь в опыте 
ниже на 21 уд./мин по сравнению со старто-
вой точкой. После введения на следующий день 
АСО двум мышам еще через 3 дня наблюдали 
дополнительное снижение пульса в опыте на 
42 уд./мин (на 62 по сравнению со стартовой 
точкой) при снижении в контроле в той же сте-
пени – 44 уд./мин. Следует отметить, что не 
наблюдалось существенного изменения пульса 
у мышей, которым вводили второй раз АСО. 
В дальнейшем пульс в опыте возрастает каждые 
три дня примерно равномерно и почти сравни-
вается с пульсом в контроле. Значения на 22 и 
17 уд./мин соответственно меньше, чем в стар-
товой точке. Наблюдается выраженное регуляр-
ное колебание значений пульса у животных в 
контроле. В опыте происходит снижение пульса 
на начальном временном участке, колебание, 
последующее снижение и равномерное повыше-
ние, не достигающее исходных значений. До-
стоверность наблюдаемой закономерности сни-
жения частоты сердечных сокращений в опы-
те относительно контроля высока (р = 0,0059). 
Максимальное снижение на 62 уд./мин, или 
12 %, наблюдали на 10-й день действия АСО. 
Данный АСО обладает высокой устойчивостью 
к действию способных разрушать его нуклеаз, 
и в силу его химического строения должен обе-
спечивать воздействие в течение более чем двух 
недель [5, 7], что согласуется с полученными 
результатами по снижению пульса животных в 
опытной группе. 

Средние значения систолического и диасто-
лического давления для опытных и контрольных 
групп животных показаны на рис. 3. Нулевая 
точка – среднее значение систолического и ди-
астолического давления, измеряемого в течение 
5 дней до введения АСО. Видно, что значение 
систолического давления в опыте меньше на 8 
мм рт. ст. В первый день после инъекции дав-
ление в обеих группах возрастает, но менее зна-
чительно в опытной группе, и разница между 
ними составляет 15 мм. Далее наблюдается тен-
денция к снижению давления в обеих группах к 
10-му дню, особенно в контрольной – на 25 мм 
по сравнению с первым днем, с выравнивани-

рис. 2. Cредние значения пульса для опытных и 
контрольных групп животных. 

1 – контрольные животные, 2 – опытные животные
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ем их значений. Далее систолическое давление 
в опытной группе со временем возрастает на 
17 мм к 16-му дню, при этом оно уже заметно 
выше, чем систолическое давление в контроль-
ной группе. В итоге, давление в контрольной 
группе возвращается к давлению в стартовой 
точке, а давление в опыте на 14 мм выше, чем 
исходное. Таким образом, со временем произо-
шло постепенное перераспределение «превыше-
ния» систолического давления в контрольной 
и опытной группах животных. Закономерность 
изменения систолического давления описывает-
ся линейной регрессией с вероятностью ошибки 
р = 0,0072. Диастолическое давление практиче-
ски повторяет все указанные изменения. Зако-
номерность описывается линейной регрессией 
с вероятностью ошибки р = 0,0306. Интересно, 
что когда наблюдается минимальное значение 
давления в опыте – значение пульса также ми-
нимально (см. рис. 2). Пульс и давления в опы-
те начиная с первого дня изменяются похожим 
образом. 

Чтобы оценить предполагаемую потенциаль-
ную связь между эффектом воздействия АСО 
на уровень экспрессии гена SCN5A и уровнем 
липидного обмена у всех животных определяли 

ХС, ХС ЛПВП, ХС ЛПНП, ТГ и АЛТ. Результат 
в виде средних значений по группам животных 
представлен в таблице. Более низкий в опыте 
по сравнению с контролем уровень АЛТ гово-
рит о том, что АСО не обладает гепатотоксич-
ностью. В опыте по сравнению с контролем на-
блюдается более низкий уровень: апоВ на 20 %, 
общего ХС на 8 %, ХС ЛПНП на 35 %, ТГ на 
25 %, при очень малом увеличении ХС ЛПВП, 
что в совокупности может действительно указы-
вать на небольшое снижение уровня липидного 
обмена у мышей, у которых подавляли уровень 
экспрессии гена SCN5A, воздействуя АСО.

Снижение активности гена SCN5A корре-
лирует с сердечными заболеваниями: болез-
нью Лева–Ленегра, дилатационной кардиомио-
патией, синдромом слабости синусового узла, 
мерцательной аритмией и синдромом Бругада , 
который часто заканчивается неожиданной 
смертью. Увеличение активности гена SCN5A 
приводит к синдрому удлиненного интервала QT 
тип 3, может быть связано с многоочаговыми  
эктопическими преждевременными сокращени-
ями, ассоциировать с мерцательной аритмией и 
дилатационной кардиомиопатией. Антисмысло-
вые олигонуклеотидные производные в основ-
ном используются для подавления активности 
генов за счет снижения их экспрессии, однако в 
настоящее время развитие антисмысловой тех-
нологии достигло уровня, когда становится воз-
можным осуществлять прямое (неапосредован-
ное) увеличение экспрессии некоторых генов за 
счет переключения трансляции с uORF (upstream 
open reading frames) [8]. Возникает потенциаль-
ная возможность модулировать экспрессию гена 
SCN5A. В то же время специфичность действия 
низкомолекулярных ингибиторов и активаторов 
сердечного натриевого канала Nav1.5 не дости-
гается, так как они сходно взаимодействуют с 
различными изоформами натриевых каналов 
[9]. Мы использовали для воздействия на мы-
шей 15-звенный олигонуклеотид АСО, макси-
мально близкий по первичной структуре (одна 
замена) к АСО, для которого была показана 
высокая специфичность по отношению имен-
но к гену SCN5A, даже по сравнению с геном 
SCN4A – Na+-канала hSkM1 зрелых скелетных 
мышц человека [1]. Его спе цифичность под-

рис. 3. Cредние значения систолического и диа-
столического давления для опытных и контроль-

ных групп животных. 

Систолическое давление: 1 – контрольные, 2 – опытные 
животные; диастолическое давление: 3 – контрольные, 

4 – опытные животные

 концентрации в сыворотке крови самцов мышей линии C57BL/6J апов,  
 общего хс, хс лпвп, хс лпнп, тг и Алт

Мыши
апоВ Общий ХС ХС ЛПВП ХС ЛПНП ТГ АЛТ,  

ед. акт./лмг/дл

Контроль 13,5 108 70 27 50 38

Опыт 11,2 100 71 20 40 27
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тверждена эффективным и селективным по-
давлением близким по структуре производным 
Na+-канала крысы rH1 в первичной культуре 
вентикулярных миоцитов [3]. Таким образом, в 
работе впервые на млекопитающих исследова-
но действие высокоспецифичного к мРНК гена 
SCN5A АСО. Антисмысловые олигонуклеотид-
ные производные данного типа имеют преиму-
щества: они работают по механизму блокиро-
вания трансляции мРНК, а также используют 
механизм РНКаза Н-зависимого расщепления 
РНК-мишени. В настоящее время для некото-
рых LNA-содержащих АСО, а именно полных 
фосфоротиоатов, показана гепатотоксичность. 
Это олигонуклеотидные производные с межну-
клеотидными фосфоротиоатными остатками в 
LNA-блоках, особенно c последовательностями 
TCC и TGC [6]. Использованный нами АСО не 
содержит такие блоки и, как показали наши ис-
следования уровня АЛТ, не обладает гепатоток-
сичностью. 

Представленная работа является начальным 
этапом. Важно оценить, приведет ли действие 
специфичного АСО к изменению электрокар-
диографических параметров? 

Полученные результаты открывают возмож-
ность дальнейшего развития предложенного под-
хода, в том числе изучения концентрационных 
зависимостей впервые показанных эффектов.

зАклюЧение

Показана возможность нового подхода к 
воздействию на сердечный ритм за счет инги-
бирования антисмысловым олигонуклеотидным 
производным экспрессии гена SCN5A. Воздей-
ствие сопровождается небольшими изменения-
ми систолического и диастолического давления, 
а также снижением уровня липидного обмена. 
Препарат представляется перспективным с точ-
ки зрения воздействия на сердечный ритм с 
учетом исследования его действия при различ-
ных концентрациях и возможных незначитель-
ных дополнительных эффектах.
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AN ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDE DERIVATIVE TO THE mRNA OF THE NAV1.5  
SODIUM CHANNEL GENE (SCN5A) DECREASES THE HEART RATE

S.I. Oshevskii1, Yu.I. Ragino2, E.V. Kashtanova2, Yu.V. Polonskaya2, E.M. Stakhneva2,  
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Objective: To assess the potential of a new approach to altering the heart rate by expression 
inhibition of the SCN5A gene, encoding a classical sodium channel, Nav1.5, with an antisense oli-
gonucleotide derivative in the case study of the mouse. Material and methods: C57BL/6J male mice; 
oligonucleotide derivative with a length of 15 nucleotides protected from nucleases by the presence 
of internucleotide phosphorothioate bonds and LNA (locked nucleic acids) blocks at the 5ʹ and 3ʹ 
ends (ASO); standard injection of ASO in physiological saline solution into the mouse caudal vein; 
standard technique for determination of the heart rate and blood pressure in mice with a CODA 
Surgical Monitor (Kent Scientific, United States); and standard quantification of apoB apolipoprotein 
and lipoproteins HDL-C, LDL-C, total cholesterol, TG, and ALT in the blood serum. Results: ASO 
decreases the heart rate in mice by 12 % over 10 days and further uniformly accelerates the heart rate 
to almost initial level by day 16 as well as gently decreases the mean values of systolic and diastolic 
pressures with their subsequent increase and gradual redistribution of “excess” pressure in the control 
and experimental animal groups. The level of lipid metabolism in experimental animals is decreased. 
Conclusions: The new approach to alter the heart rate by inhibition of the SCN5A gene expression 
with an antisense oligonucleotide derivative is shown to be feasible. The impact is accompanied by 
minor changes in the systolic and diastolic pressures and a decrease in the level of lipid metabolism. 
The preparation is promising in terms of the influence on the heart rate taking into account the 
further insight into its effect at different concentrations and possible insignificant side effects.

Keywords: antisense oligonucleotide derivative, SCN5A gene, C57BL/6J mice, heart rate.
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