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Ключові слова: кардіоміоцити, гіпоксія  
in vitro, селективні модулятори 
естрогенових рецепторів

Захворюваність на ішемічну хворобу 
серця в Україні, зокрема на гострий 
інфаркт міокарда, неухильно зростає 
впродовж останніх років. За даними  
В. М. Коваленка частота ішемічної хво-
роби серця в структурі смертності в 
Україні становить близько 60 %, що дає 
підстави вважати розвиток та дестабіліза-
цію цього захворювання провідною про-
блемою сучасної медицини. Щорічно в 
Україні реєструют 50 тисяч випадків 
інфаркту міокарда [1], з них вмирає 30 % 
пацієнтів, не дивлячись на те, що біль-
шість з них отримували терапію. Тому 
вивчення та створення нових кардіопро-
тективних лікарських засобів є актуаль-
ним [1, 2]. Сьогодні пошук нових кардіо- 
та нейропротекторів проводиться серед 
так званих «природних модуляторів», а 
саме нейроактивних стероїдних гормонів 
[3, 4]. Виявлення великої кількості 
естрогенових рецепторів у тканинах, які 
не є класичними мішенями естрогенів, 
причому в індивідів як жіночої, так і 
чоловічої статі, свідчить про те, що 
естрогени регулюють в організмі не тіль-
ки репродуктивні процеси [4–7]. Звертає 
увагу велика щільність естрогенових 
рецепторів обох типів (α та β типів) у 
серці, а також ендотелії коронарних 
судин [8]. Все це зумовлює перспектив-
ність подальшого вивчення кардіопро-
тективних властивостей естрогенів. 
Однак впровадження в клініку естроге-
нів як кардіопротективних препаратів 
обмежується їхньою прямою гормональ-
ною активністю, а також неоднозначним 
впливом на систему згортання крові. 

У зв’язку з цим перспективним ви
дається застосування як агоністів 

естрогенових рецепторів так званих 
селективних модуляторів естрогенових 
рецепторів (SERM). Селективні модуля-
тори естрогенових рецепторів – хімічні 
сполуки з вибірковим, як естроген-аго-
ністичним, так і естроген-антагоністич-
ним впливом на різні органи та ткани-
ни, це залежить від дози та типу 
ER-рецепторів [7, 9, 10].

Мета дослідження – вивчення цито-
протективної дії SERM за умов моделю-
вання гіпоксії кардіоміоцитів in vitro.

Матеріали та методи. Експеримен-
тальну частину виконано на статево
зрілих білих нелінійних щурах-самцях 
масою 190–230 г, отриманих з ПП 
«Біомодельсервіс» (м. Київ). Усі мані-
пуляції з тваринами виконували під 
тіопентал-натрієвим наркозом (40 мг/
кг внутрішньоочеревинно) [11, 12]. 
Гіпоксію in vitro моделювали шляхом 
внесення в суспензію кардіоміоцитів 
роз’єднувача тканьового дихання – 
1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідро
піридину (МФП) у концентрації  
0,6 мкмоль/л. З цією метою подрібнені 
шматочки міокарда розміром 1–2 мм3 

вносили в буферний розчин об’ємом  
7 мл, який містить 0,3 моль/л сахаро-
зи, 250 мкмоль/л ЕДТА, 5 ммоль/л 
трис, pH 7,4; додавали 0,6 мкмоль/л 
МФП та інкубували – 120 хв при 20 °С. 
Досліджувані препарати – тамоксифе-
ну цитрат (серія № 52093Д) та рефе-
ренс-препарат – естрадіолу валерат 
(серія № EF3300) в інкубаційне сере
довище вносили в концентрації  
10–7 моль/л. Кардіопротективні ефекти 
досліджуваних препаратів оцінювали 
за їхньою здатністю впливати на енер-
гетичний метаболізм, зменшувати 
явища оксидативного стресу та вміст у 
суспензії кардіоміоцитів гомоцистеїну 
[11, 12].

УДК 616.1-085.272

С. В. Павлов, К. В. Левченко

Цитопротективні ефекти селективних 
модуляторів естрогенових рецепторів за умов 

гіпоксії кардіоміоцитів in vitro
 Запорізький державний медичний університет

© Колектив авторів, 2016



79Фармакологія та лікарська токсикологія, № 4–5 (50)/2016

Експериментальні серії суспензій:
–	 інтактна (інкубація суспензії кардіо-

міоцитів 120 хв без додавання МФП), 
(n = 10);

–	 контрольна (120-хв інкубація з 
МФП), (n = 10);

– МФП-гіпоксія + естрадіолу валерат 
(120-хв інкубація з МФП з додаван-
ням 10–7 моль/л естрадіолу), (n = 10);

– МФП гіпоксія + тамоксифену цитрат 
(120-хв інкубація з МФП з додаван-
ням 10–7 моль/л тамоксифену), (n = 10).
Стан енергетичного метаболізму 

визначали за рівнем макроергічних 
фосфатів (АТФ, АДФ, АМФ), а також 
лактату, малату та пірувату; інтенсив-
ність оксидативного стресу оцінювали 
за допомогою імуноферментного визна-
чення нітротирозину (НТЗ) та гомоцис-
теїну (ГЦ) [12].

Статистичну обробку результатів 
проводили з використанням програми 
«STATISTICA® for Windows 6.0» 
(StatSoft Inc., № AXXR712D833214FAN5). 
Достовірність відмінностей проводили з 
використанням t-критерію Стьюдента 
[13].

Результати та їх обговорення. Роз-
роблені натепер методи моделювання 
гіпоксії кардіоміоцитів in vitro дозво-
ляють отримати якісно нову та досто-
вірну інформацію про стан кардіоміо-
цитів за умов патологічних процесів та 

вплив на них медикаментозних препа-
ратів, що досліджуються. З літератур-
них джерел відомо, що модель МФП-
індукованої гіпоксії відображає патоло-
гічні процеси в клітині, що відбувають-
ся за умов ішемії in vivo [7, 12, 14].

Дійсно, внесення в інкубаційне 
середовище 0,6 мкмоль/л МФП призво-
дило до каскаду патобіохімічних змін 
кардіоміоцитів, характерних для гіпо
ксичного пошкодження тканин. Так, 
на 120 хв МФП-індукованої гіпоксії 
було зареєстровано виражений енерго-
дефіцит, який є невід’ємною частиною 
гіпоксії, оскільки виникає внаслідок 
порушення трофіки тканини [3]. Енер-
годефіцит проявлявся дисбалансом 
умісту в клітинах макроергічних фос-
фатів, а саме, статистично вірогідно 
зменшувалися концентрації АТФ та 
АДФ на тлі збільшення концентрації 
АМФ. Крім того, внаслідок гальмуван-
ня аеробного окиснення виникала ком-
пенсаторна активація гліколізу та 
порушення функціонування циклу 
Кребса, що спричиняло значний пере-
розподіл його проміжних продуктів. 
Результатом цих процесів було значне 
падіння вмісту піровиноградної кисло-
ти та малату на тлі значного накопи-
чення концентрації лактату, як «тупі-
кового» продукту енергетичного мета-
болізму кардіоміоцитів (рисунок, А–В). 

Рисунок. Динаміка змін вмісту АТФ, АДФ, 
АМФ (А); малату, пірувату (Б) та 
лактату (В) у суспензії кардіоміоцитів з 
МФП-індукованою гіпоксією in vitro

Примітка. *p ≤ 0,05 відносно інтактної суспензії.



80 Фармакологія та лікарська токсикологія, № 4–5 (50)/2016

Для повноти уявлення про метаболіч-
ні порушення, що виникають у кардіо-
міоцитах за умов гіпоксії in vitro, було 
досліджено вміст деяких маркерів окси-
дативного стресу, а саме нітротирозину 
та гомоцистеїну. Проведені дослідження 
показали, що на 120 хв гіпоксії в кардіо
міоцитах інтенсифікуються процеси 
вільнорадикального окиснення, внаслі-
док чого реєструвалося накопичення 
цито- та геномотоксичних маркерів 
окисного стресу – НТЗ та ГЦ (табл. 1).

Звертає увагу значне накопичення 
цитотоксичної сполуки – ГЦ (на 83 %), 
що відіграє провідну роль у порушенні 
енергопродукуючої функції мітохонд
рій, виснаженні енергетичних запасів 
клітини; призводить до посилення 
оксидативного пошкодження функціо-
нально-активних білків [15, 16]. Дій-
сно, паралельно зі збільшенням вмісту 
ГЦ відбувалося значне підвищення 
вмісту маркера окисної деструкції біл-
кових молекул – НТЗ (табл. 1), що є 
також однією з основних ланок розвит
ку енергодефіциту за гіпоксії, врахо
вуючи те, що нітрозуючому стресу під-

давалися не тільки білки мембрани 
кардіоміоцитів та їхніх органел, але й 
білки дихального ланцюга мітохондрій. 

Внесення до інкубаційного середови-
ща тамоксифену (10–7 моль/л) та естра
діолу (10–7 моль/л) призводило до певно-
го обмеження оксидативного стресу, що 
проявлялось у статистично вірогідному 
зменшенні концентрації як нітротирози-
ну, так і гомоцистеїну. Дія досліджува-
них препаратів була односпрямованою, 
однак, різного ступеня. Так, тамоксифен 
більш ефективно, ніж естрадіол впливав 
на вміст гомоцистеїну, зменшуючи його 
концентрацію на 76 та 65 % відповідно. 
Зменшення вмісту НТЗ у суспензії кардіо
міоцитів за внесення тамоксифену та 
естрадіолу в середньому складало 50 %.

Встановлений вплив тамоксифену та 
естрадіолу на прояви оксидативного 
стресу певною мірою пояснює їхню здат-
ність покращувати енергетичний мета-
болізм кардіоміоцитів за умов гіпоксич-
ного пошкодження. Як видно з таблиці 
2, естрадіол та, особливо, тамоксифен 
призводять до збільшення концентрації 
АТФ на 11 та 20 % відповідно, АДФ у 

Суспензія кардіоміоцитів Гомоцистеїн, ммоль/л
Нітротирозин,  
ум. од./г білка

Інтактна 0,81 ± 0,07 0,47 ± 0,02

Контрольна (МФП-гіпоксія) 4,76 ± 0,21 1,50 ± 0,21

МФП-гіпоксія + естрадіол 1,66 ± 0,18* 0,730 ± 0,036*

МФП-гіпоксія + тамоксифен 1,096 ± 0,014** 0,70 ± 0,04*

Показник
Контрольна  

суспензія (МФП)
МФП-гіпоксія + 

естрадіол
МФП-гіпоксія + 

тамоксифен

АТФ, мкмоль/г тканини 1,60 ± 0,07 1,80 ± 0,09* 2,0 ± 0,11**

АДФ, мкмоль/г тканини 0,30 ± 0,02 0,70 ± 0,04* 0,80 ± 0,03*

АМФ, мкмоль/г тканини 0,90 ± 0,025 0,60 ± 0,03* 0,40 ± 0,02**

Малат, мкмоль/г тканини 0,17 ± 0,02 0,21 ± 0,03* 0,25 ± 0,05**

Піруват, мкмоль/г тканини 0,11 ± 0,01 0,16 ± 0,04* 0,180 ± 0,015*

Лактат, мкмоль/г тканини 18,90 ± 1,56 11,50 ± 0,74* 8,56 ± 0,70**

Таблиця 1 

Уміст нітротирозину та гомоцистеїну в кардіоміоцитах за умов  
МФП-індукованої гіпоксії in vitro та впливу тамоксифену (10–7 моль/л)  

та естрадіолу (10–7 моль/л), M ± m, n = 10

Таблиця 2 

Показники енергетичного метаболізму в кардіоміоцитах за умов  
МФП-індукованої гіпоксії in vitro та впливу тамоксифену (10–7 моль/л)  

та естрадіолу (10–7 моль/л), M ± m, n = 10

Примітка. Тут і в табл. 2: *p ≤ 0,05 відносно контрольної суспензії; **p ≤ 0,05 відносно естрадіолу.
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середньому на 63 % та зменшення вмісту 
АМФ на 33 та 55 % відповідно. Важливо 
відзначити, що паралельно з відновлен-
ням внутрішньоклітинного балансу 
макроергів, досліджувані препарати 
достовірно підвищували кількість піру-
вату та малату на фоні зниження кон-
центрації молочної кислоти (на 39 та  
54 % відповідно), що обмежувало розви-
ток лактат-ацидозу за умов гіпоксії.

Таким чином, проведеними експери-
ментами було встановлено кардіопротек-
тивну дію естрадіолу та селективного 
модулятора естрогенових рецепторів – 
тамоксифену цитрату за умов МФП-
індукованої гіпоксії in vitro, що проявля-
лося їхньою здатністю обмежувати розви-
ток оксидативного стресу та нормалізува-
ти енергетичний обмін клітин. На нашу 
думку, подібні ефекти досліджуваних 
препаратів реалізуються за рахунок, 
перш за все, їхньої прямої антиоксидант-
ної дії [5, 6, 8]. По-друге, естрадіол та 
тамоксифену цитрат здатні впливати на 
експресію глобальних факторів тран-
скрипції, зокрема AP-1, який є відпові-
дальним за синтез ключових ензимів 
антиоксидантної та тіол-дисульфідної 
систем [5, 7, 14]. Крім того, досліджувані 

препарати за рахунок геномних та поза-
геномних ефектів здатні збільшувати за 
умов гіпоксії вміст у клітинах факторів 
ендогенної цитопротекції, особливо HSP- 
та HIF-білків, що було показано нами в 
попередніх роботах [7, 14, 15, 17].

Встановлені нами кардіопротективні 
ефекти SERM обумовлюють перспек-
тивність подальших досліджень у 
цьому напрямі з метою впровадження 
даних препаратів у клінічну практику 
як кардіопротекторів.
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С. В. Павлов, К. В. Левченко 
Цитопротективні ефекти селективних модуляторів естрогенових рецепторів 
за умов гіпоксії кардіоміоцитів in vitro
Сьогодні пошук нових кардіо- та нейропротекторів проводиться серед так званих «природних 

модуляторів», а саме нейроактивних стероїдних гормонів. Виявлення великої кількості естрогено-
вих рецепторів у тканинах, які не є класичними мішенями естрогенів, причому в індивідів як жіночої, 
так і чоловічої статі, свідчить про те, що естрогени регулюють в організмі не тільки репродуктивні 
процеси. У зв’язку з цим перспективним напрямом є застосування як агоністів естрогенових рецеп-
торів так званих селективних модуляторів естрогенових рецепторів (SERM). 

Мета дослідження – вивчення цитопротективної дії SERM за умов моделювання гіпоксії кардіоміо
цитів in vitro.

Експериментальну частину виконано на статтевозрілих білих нелінійних щурах – самцях масою 
190–230 г. Гіпоксію in vitro моделювали шляхом внесення в суспензію кардіоміоцитів роз’єднувача 
тканьового дихання – 1-метил-4-феніл-1,2,3,6-тетрагідропіридину (МФП) у концентрації  
0,6 мкмоль/л. Час інкубації – 120 хв. Досліджувані препарати (тамоксифену цитрат та референс-
препарат – естрадіолу валерат) в інкубаційне середовище вносили в концентрації 10–7 моль/л. 
Кардіопротективні ефекти досліджуваних препаратів оцінювали за їхньою здатністю впливати на 
енергетичний метаболізм; зменшувати явища оксидативного стресу.

Внесення в інкубаційне середовище 0,6 мкмоль/л МФП призводило до каскаду патобіохімічних 
змін кардіоміоцитів, характерних для гіпоксичного пошкодження тканин. Так, на 120 хв МФП-
індукованої гіпоксії було зареєстровано виражений енергодефіцит, який проявлявся дисбалансом 
умісту в клітинах макроергічних фосфатів, а саме, статистично вірогідно зменшувалися концентрації 
АТФ та АДФ на тлі збільшення концентрації АМФ. Паралельно з цим на 120 хв гіпоксії в кардіоміоцитах 
інтенсифікувалися процеси вільнорадикального окиснення, внаслідок чого реєструвалося накопичен-
ня цито- та геномотоксичних маркерів окисного стресу – нітротирозину (НТЗ) та гомоцистеїну. Вне-
сення до суспензій кардіоміоцитів з моделлю гіпоксії in vitro тамоксифену (10–7 моль/л) та естрадіолу 
(10–7 моль/л) призводило до певного обмеження оксидативного стресу, що проявлялося в статистич-
но вірогідному зменшенні концентрації як нітротирозину, так і гомоцистеїну. Дія досліджуваних пре-
паратів була односпрямованою, однак різного ступеня. Так, тамоксифен більш ефективно ніж естра-
діол впливав на вміст гомоцистеїну, зменшуючи його концентрацію на 76 та 65 % відповідно. Змен-
шення НТЗ у суспензії кардіоміоцитів з внесенням тамоксифену та естрадіолу в середньому складало 
50 %. За рахунок високої антиоксидантної активності досліджувані препарати покращували енергооб-
мін клітини, збільшуючи вміст у суспензії кардіоміоцитів АТФ, АДФ та зменшуючи вміст АМФ. 

Встановлені цитопротективні ефекти тамоксифену цитрату та естрадіолу валерату є експеримен-
тальним обґрунтуванням актуальності та перспективності подальших досліджень у цьому напрямі.

Ключові слова: кардіоміоцити, гіпоксія in vitro, селективні модулятори естрогенових рецепторів

С. В. Павлов, Е. В. Левченко 
Цитопротективные эффекты селективных модуляторов эстрогеновых 
рецепторов в условиях гипоксии кардиомиоцитов in vitro
На сегодняшний день поиск новых кардио- и нейропротекторов проводится среди так называе-

мых «природных модуляторов», а именно нейроактивных стероидных гормонов. Обнаружение 
большого количества эстрогеновых рецепторов в тканях, которые не являются классическими 
мишенями эстрогенов, причем у индивидов как женского, так и мужского пола, свидетельствуют о 
том, что эстрогены регулируют в организме не только репродуктивные процессы. В связи с этим, 
перспективным направлением является применение в качестве агонистов эстрогеновых рецепто-
ров так называемых селективных модуляторов эстрогеновых рецепторов (SERM). 

Цель исследования – изучение цитопротективных свойств SERM в условиях моделирования 
гипоксии кардиомиоцитов in vitro.

Экспериментальная часть выполнена на половозрелых белых нелинейных крысах-самцах мас-
сой 190–230 г. Гипоксию in vitro моделировали путем внесения в суспензию кардиомиоцитов разоб-
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щителя тканевого дыхания – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (МФП) в концентрации 
0,6 мкмоль/л. Время инкубации – 120 мин. Исследуемые препараты (тамоксифена цитрат и рефе-
ренс-препарат эстрадиола валерат) в инкубационную среду вносили в концентрации 10–7 моль/л. 
Кардиопротектективные эффекты исследуемых препаратов оценивали по их способности влиять 
на энергетический метаболизм; уменьшать явления оксидативного стресса.

Внесение в инкубационную среду 0,6 мкмоль/л МФП приводило к каскаду патобиохимических 
изменений кардиомиоцитов, характерных для гипоксического повреждения тканей. Так, на 120 мин 
МФП-индуцированной гипоксии был зарегистрирован выраженный энергодефицит, который про-
являлся дисбалансом содержания в клетках макроэргических фосфатов, а именно, статистически 
достоверно уменьшались концентрации АТФ и АДФ на фоне увеличения концентрации АМФ. 
Параллельно с этим, на 120 мин гипоксии в кардиомиоцитах интенсифицировались процессы сво-
боднорадикального окисления, в результате чего регистрировалось накопление цито- и геномо-
токсичных маркеров окислительного стресса – нитротирозина (НТЗ) и гомоцистеина. Внесение в 
суспензию кардиомиоцитов с моделью гипоксии in vitro тамоксифена (10–7 моль/л) и эстрадиола 
(10–7 моль/л) приводило к определенному ограничению оксидативного стресса, что проявлялось в 
статистически достоверном уменьшении концентрации как нитротирозина, так и гомоцистеина. 
Действие исследуемых препаратов было однонаправленным, однако выражено в различной степе-
ни. Так, тамоксифен эффективнее, чем эстрадиол влиял на содержание гомоцистеина, уменьшая 
его концентрацию на 76 и 65% соответственно. Уменьшение НТЗ в суспензии кардиомиоцитов с 
внесением тамоксифена и эстрадиола в среднем составляло 50 %. За счет высокой антиоксидант-
ной активности исследуемые препараты улучшали энергообмен клетки, увеличивая содержание в 
суспензии кардиомиоцитов АТФ, АДФ и уменьшая содержание АМФ. Установленные цитопротек-
торные эффекты тамоксифена цитрата и эстрадиола валерата являются экспериментальным обо-
снованием актуальности и перспективности дальнейших исследований в этом направлении.

Ключевые слова: кардиомиоциты, гипоксия in vitro, селективные модуляторы эстрогеновых 
рецепторов

S. V. Pavlov, K. V. Levchenko
Cytoprotective effects of selective modulators of estrogen receptors in hypoxia  
of cardiomyocytes in vitro
Today, the search of new cardio- and neuroprotectors are held among the so-called «natural modula-

tors», namely neuroactive steroid hormones. Detection of a large number of estrogen receptors in tissues 
that are not classic targets of estrogen in individuals both female and male, indicates that estrogens regu-
late not only the reproductive processes in the body. The use of so-called selective estrogen receptor 
modulators (SERM) as agonists of estrogen receptors is an interesting direction. 

The aim of research is to study the cytoprotective action of SERM on the cardiomyocytes’ hypoxia 
model in vitro.

Experimental part was made on nonlinear mature white rats – males weighing 190–230 g. Hypoxia in 
vitro was modeled by introducing into the suspension of the cardiomyocytes of 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropiridin (MFD) at a concentration of 0,6 mM as tissue respiration uncoupler. Incubation 
time was 120 min. The studied drugs (tamoxifen citrate and reference-drug estradiol valeras) were added 
to the incubation medium at a concentration of 10–7 М. Cardioprotective effects of studied drugs were 
evaluated for their ability to influence on energy metabolism; to reduce the effects of oxidative stress.

Adding 0,6 mM of MFD to the incubation medium has led to a cascade of pathobiochemical changes 
of cardiomyocytes characteristic for hypoxic tissue damage. Thus, for 120 min of hypoxia-induced MFD 
were registered the pronounced energy deficit which expressed by imbalance of macroergic phosphates 
content in the cells, namely statistically significant decrease in the concentration of ATP and ADP against 
the background of increasing of AMP concentration. Parallel to this in 120 min of hypoxia the processes of 
free radical oxidation were intensified in cardiomyocytes, therefore, the accumulation of cyto- and geno-
toxic markers (nitrotyrosine and homocysteine) of oxidative stress were recorded. Adding of tamoxifen 
(10–7 M) and estradiol (10–7 M) to the cardiomyocytes suspension with modeling of hypoxia in vitro has 
resulted in some extent the limitation of oxidative stress, which manifested in a statistically significant 
decrease of nitrotyrosine and homocysteine concentrations. Action of studied drugs was unidirectional, 
but with different degree of action. So, tamoxifen better than estradiol affects to the content of homocys-
teine, reducing its concentration respectively to 76 and 65 %. The reduction of nitrotyrosine in suspension 
of cardiomyocytes with the introduction of tamoxifen and estradiol averaged 50 %. Due to the high anti-
oxidant activity studied drugs have improved the energy exchange of cells, increasing the content of ATP, 
ADP in cardiomyocytes suspension and reducing AMP content. Determined effects of tamoxifen citrate 
and estradiol valeras are an experimental substantiation of relevance and perceptivity for further research 
in this area.
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