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Iнгiбiцiя адренокортикальної функцiї розчином

o, n
′-ДДД (хлодитану) в дослiдах in vitro та in vivo

Вперше створено розчинну лiкарську форму iнгiбiтора функцiї кори надниркових за-
лоз (КНЗ) — o, n′-ДДД (хлодитану) для внутрiшньосудинного введення i дослiджено
його вплив на утворення глюкокортикоїдних гормонiв в умовно нормальнiй тканинi
КНЗ людини та на функцiю КНЗ у собак. Додаванням 5%-го розчину o, n′-ДДД до жи-
вильного середовища створювали концентрацiї речовини в дiапазонi 0,005–5,0 мг/мл.
Культивування шматочкiв адренокортикальної тканини людини в присутностi роз-
чину o, n′-ДДД протягом 24 год призводило до дозозалежного зниження концентра-
цiї 11-гiдроксикортикостероїдiв (11-ГОКС) у середовищi на 11,0–69,8%. При щоденному
внутрiшньовенному введеннi 10 мл даного розчину протягом трьох дiб рiвень 11-ГОКС
у плазмi кровi собак знизився в середньому майже в 3,5 раза, а реакцiя на стимуляцiю
синтетичним 1–24-кортикотропiном — майже в 3 рази. Зменшений рiвень 11-ГОКС
у плазмi кровi спостерiгався i через 2 тижнi пiсля вiдмiни препарату. Отже, запро-
понований розчин o, n′-ДДД виявляє адренокортиколiтичну активнiсть i може бути
рекомендований для клiнiчних дослiджень.

Хвороба Iценка–Кушинга та злоякiснi пухлини кори надниркових залоз (КНЗ) належать
до захворювань, якi безпосередньо загрожують життю хворого. Тяжкiсть стану хворого
пов’язана як iз загальною онкологiчною симптоматикою, так i з гормональною гiперфунк-
цiєю, яка може самостiйно бути причиною смертi. Тому актуальною залишається пробле-
ма лiкування зазначених форм патологiї як iз метою усунення гiперфункцiї гормонiв, так
i для позбавлення хворого вiд пухлини та її метастазiв. Доведено клiнiчну ефективнiсть
застосування iнгiбiторiв функцiї КНЗ, якi спричиняють на неї цитотоксичний вплив [1, 2].
Найбiльш ефективним до цього часу є орто,пара ′-дихлордифенiлдихлоретан (o, n′-ДДД,
хлодитан, мiтотан), який застосовують перорально у виглядi таблеток [3]. Розроблено ком-
бiнований медикаментозно-хiрургiчний метод лiкування даних захворювань iз використан-
ням адреналектомiї i хлодитану [4, 5]. Для досягнення стiйкого клiнiчного ефекту необхiдно
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застосовувати хлодитан перорально протягом декiлькох мiсяцiв (максимальна добова доза
8–10 г), причому курси лiкування необхiдно повторювати. Ефект лiкування даним препара-
том залежить вiд iндивiдуальної реактивностi хворого, а також вiд морфологiчного i функ-
цiонального стану КНЗ. У деяких хворих може розвиватися резистентнiсть до хлодитану,
в цих випадках без операцiї не обiйтись. Але в бiльш як 90% випадкiв застосування препа-
рату приводить до нормалiзацiї функцiї КНЗ. При пероральному використаннi високих доз
хлодитану спостерiгаються деякi побiчнi ускладнення — нудота, блювання, свербiння шкiри,
дiарея, атаксiя, лейкопенiя, гiнекомастiя та iн. [6, 7]. Крiм того, треба зазначити, що хло-
дитан завдяки лiпофiльностi при пероральному застосуваннi має невисоку бiодоступнiсть.
З метою пiдвищення терапевтичної ефективностi хлодитану, зниження його дозування та
зменшення побiчної дiї нами запропонована розчинна лiкарська форма препарату для вну-
трiшньосудинного введення, яка не має свiтових аналогiв [8]. Необхiдним етапом вивчення
специфiчної фармакологiчної активностi такої форми o, n′-ДДД було експериментальне до-
слiдження її впливу на продукування адренокортикальних гормонiв — кортизолу i корти-
костерону, що належать до групи 11-гiдроксикортикостероїдiв (11-ГОКС), культивованою
тканиною КНЗ людини та їх вмiсту в плазмi кровi собак при внутрiшньосудинному вве-
деннi препарату. Вiдзначимо, що за параметрами гострої токсичностi розчин o, n′-ДДД для
iн’єкцiй є малотоксичним [9].

Матерiали та методи. Об’єктом дослiдження був стерильний 5%-й розчин o, n′-ДДД
(хлодитану) в сумiшi розчинникiв: пропiленглiколь, етанол та N, N-диметилацетамiд у спiв-
вiдношеннi 7 : 2 : 1. Усi розчинники використовуються в iн’єкцiйних лiкарських фор-
мах [10].

Для дослiдiв in vitro умовно нормальну тканину КНЗ людини отримували у вiддiленнi
хiрургiї ендокринних залоз ДУ “Iнститут ендокринологiї та обмiну речовин iм. В.П. Комi-
саренка НАМН України” пiд час проведення операцiї адреналектомiї з приводу феохромо-
цитоми або аденоматозної гiперплазiї КНЗ, промивали декiлька разiв стерильним 0,9% роз-
чином натрiю хлориду з антибiотиками (100 од бензилпенiцилiну натрiєвої солi та 100 мкг
стрептомiцину сульфату на 1 мл розчину), очищали вiд жирової та сполучної тканин, пi-
сля чого розрiзали на шматочки розмiром до 1 мм3 та знову промивали декiлька разiв
вказаним розчином.

Отриману тканину культивували по три шматочки у скляних флакончиках з 1 мл сере-
довища RPMI-1640 (“Sigma”, США), яке мiстило 10% фетальної сироватки теляти (“Sigma”,
США) i антибiотики, при температурi 37 ◦С. Середовище культивування замiнювали один
раз на двi доби. Протягом 24 год частина проб мiстила також o, n′-ДДД у кiнцевих концен-
трацiях 0,005; 0,05; 0,5 та 5,0 мг/мл, якi створювали на 2-гу добу культивування додаван-
ням оригiнального 5%-го розчину препарату. Алiквоти середовища вiдбирали на 3-тю, 4-ту,
8-му, 12-ту, 16-ту, 20-ту, 24-ту i 28-му добу та заморожували при −20

◦С для наступного
визначення рiвня 11-ГОКС. Проведено двi серiї експериментiв з вивчення функцiональної
активностi тканини КНЗ людини в динамiцi тривалого культивування та впливу o, n′-ДДД
на рiвень 11-ГОКС в середовищi культивування (у кожнiй серiї по три дослiди з групами
в дублiкатах або триплiкатах).

Дослiди in vivo проводили на собаках, тому що вони так само, як люди, є найбiльш
чутливими до адренокортиколiтичної дiї хлодитану в порiвняннi з iншими видами ссавцiв.
До того ж брали до уваги, що КНЗ собак так само, як i людей, крiм альдостерону синте-
зує переважно кортизол. Собаки-самцi масою (10,0± 0,3) кг знаходилися в контрольованих
умовах вiварiю при 20–25 ◦С, вологостi 50–55 %, на стандартному харчовому рацiонi. Де-
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сять собак були роздiленi на двi групи. П’ять собак першої групи служили контролем, їм
внутрiшньовенно вводили 10 мл розчинника o, n′-ДДД. П’яти пiддослiдним тваринам вводи-
ли 5%-й розчин o, n′-ДДД. Перед першими внутрiшньовенними iн’єкцiями забирали з вени
5 мл кровi для визначення 11-ГОКС i проводили тест на функцiональнi резерви КНЗ шля-
хом стимуляцiї синтетичним 1–24-кортикотропiном (синактен-депо, “Новартiс”, Нiмеччина)
внутрiшньовенно у дозi, еквiвалентнiй 25 МО гiпофiзарного АКТГ. Через 1,5 год забира-
ли 5 мл кровi для повторного визначення вмiсту 11-ГОКС i вводили розчин o, n′-ДДД або
розчинник. Введення препарату або розчинника повторювали у наступнi двi доби (усього
три iн’єкцiї на курс), одразу пiсля чого виконували повторний тест з синактеном. Через два
тижнi пiсля закiнчення експерименту знов визначали базальний рiвень 11-ГОКС у плазмi
кровi.

Кiлькiсне визначення рiвня 11-ГОКС, тобто сумарного вмiсту кортизолу i корти-
костерону, в алiквотах середовища культивування КНЗ людини i в плазмi кровi со-
бак проводили флюориметричним мiкрометодом [11] на спектрофлуориметрi “Hitachi
MPF-4” (Японiя) з використанням як стандарту кристалiчного кортизолу (“Reanal”, Угор-
щина).

До початку дослiдження було отримано позитивне рiшення Комiсiї з бiоетики Iн-
ституту, а також iнформована згода вiд кожного пацiєнта. Усi манiпуляцiї з тваринами
проводили вiдповiдно до положень “Європейської конвенцiї про захист хребетних тва-
рин, якi використовуються для експериментальних та iнших наукових цiлей” (Страс-
бург, 1986 р.) i нацiональних норм з бiоетики (I Нацiональний конгрес з бiоетики, Київ,
2001 р.)

Отриманi данi опрацьовували методом Стьюдента за критерiєм t.
Результати та їх обговорення. За результатами проведених дослiджень встановлено

наявнiсть гормональної активностi тканини КНЗ людини в динамiцi тривалого культиву-
вання: базальний рiвень 11-ГОКС в культуральному середовищi зазнавав певних коливань
i становив на 4-ту добу (44,5 ± 3,5) мкг/мл, на 8-му — (48,0 ± 7,0) мкг/мл, на 12-ту —
(44,5 ± 7,5) мкг/мл, на 16-ту — (34,5 ± 6,5) мкг/мл, на 20-ту — (42,8 ± 9, 2) мкг/мл, на
24-ту — (31,8 ± 3,2) мкг/мл, на 28-му — (48,2 ± 1,2) мкг/мл.

Культивування тканини КНЗ людини з o, n′-ДДД призводило до дозозалежного зниже-
ння рiвня 11-ГОКС у середовищi: при концентрацiї препарату 0,005 мг/мл — на 11,0%, при
0,05 мг/мл — на 39,5%, при 0,5 мг/мл — на 54,3% (P < 0,05) i при 5 мг/мл — на 69,8%
(P < 0,02) (рис. 1).

Ранiше було показано, що етанольний розчин o, n′-ДДД в умовах in vitro гальмує се-
крецiю кортикостероїдiв з КНЗ абортованого плоду людини [12], собак [13] або щурiв
i птахiв [14]. Одержанi нами результати свiдчать про те, що o, n′-ДДД у складi запро-
понованого розчину спричинює у порiвнянних концентрацiях аналогiчний ефект у тканин-
них культурах КНЗ дорослих людей. Таким чином, присутнiсть використаних органiчних
розчинникiв не впливає на здатнiсть o, n′-ДДД до гальмування секрецiї кортикостероїдiв
in vitro.

Встановлено, що триденне внутрiшньовенне введення по 10 мл сумiшi розчинникiв
o, n′-ДДД на добу не впливає на вмiст 11-ГОКС у плазмi кровi собак (P > 0,05)
(табл. 1). Так само пiд впливом розчинникiв не виявлено достовiрних змiн реакцiї КНЗ
на стимулювання синактеном (P > 0,05). При внутрiшньовенному введеннi 5%-го розчи-
ну o, n′-ДДД базальний рiвень 11-ГОКС через три доби знизився майже в 3,5 раза. На
тлi введення синактену вiдбулося майже трикратне послаблення реакцiї КНЗ, яку оцi-
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Рис. 1. Вплив розчину o, n
′-ДДД на рiвень 11-ГОКС у середовищi культивування тканини КНЗ людини

(∗ — P < 0,01; ∗∗ — P < 0,05 — у порiвняннi з контролем)

Таблиця 1. Вплив 5 %-го розчину o, n
′-ДДД на концентрацiю 11-ГОКС у плазмi кровi самцiв собак, нмоль/л

Умови дослiду, показник
Контроль

(розчинник, n = 5)
Дослiд

(o, n′-ДДД, n = 5) P

До введення розчинника або o, n
′-ДДД

Базальний рiвень 481,8± 65,6 414,2± 17,3 > 0,05

Через 1,5 год пiсля введення синактену 654,4± 93,1 556,0± 38,6 > 0,05

P
∗

< 0,01 P
∗

< 0,01

Пiсля 3-добового введення розчинника

або o, n
′-ДДД

Базальний рiвень 465,0± 56,3 115,8± 7,8 < 0,001

Через 1,5 год пiсля введення синактену 712,0± 85,5 166,0± 18,5 < 0,001

P
∗

< 0,02 P
∗

< 0,02

Через 2 тижнi — 269± 15,59

P
∗∗

= 0,001

Пр и м i т ка . Наведено достовiрнiсть рiзницi: P — у порiвняннi з контролем, P ∗ — у порiвняннi з вiдповiдним
базальним рiвнем у тестi з синактеном; P

∗∗ — у порiвняннi з базальним рiвнем на початку дослiду (за
двостороннiм критерiєм Стьюдента для зв’язаної вибiрки).

нювали як за приростом концентрацiї 11-ГОКС у плазмi кровi (прирiст у контролi —
141,8 нмоль/л, у дослiдi — 50,2 нмоль/л), так i за їх рiвнем, досягнутим пiсля гормональної
стимуляцiї.

Одержанi результати цiлком узгоджуються з ранiше опублiкованими нами даними,
щодо впливу 7–30-добового перорального введення порошку o, n′-ДДД собакам у дозах
50–100 мг/кг маси тiла [15]. Доза кортикотропiну 25 МО, згiдно з нашим багаторiчним
досвiдом, викликає максимальну стимуляцiю бiосинтезу i секрецiї кортикостероїдiв у со-
бак. Отже, пiд впливом розчину o, n′-ДДД вiдбувалося не тiльки глибоке пригнiчення їх
базальної продукцiї, але й iстотне зменшення функцiональних резервiв КНЗ. Натомiсть
необхiдно пiдкреслити, що за умови внутрiшньовенного введення хлодитану ефект до-
сягається при використаннi у 10–15 разiв меншої кiлькостi iнгiбiтора на курс, що має
iстотно послабити загальнотоксичнi ефекти o, n′-ДДД. До того ж вдається уникнути по-
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дразливого впливу на слизову оболонку шлунка i кишечнику. Цiлком iмовiрно, що за-
пропонований розчин буде ще бiльше ефективним при його застосуваннi у людей шля-
хом регiонарної перфузiї надниркових залоз, що дасть змогу ще бiльше зменшити дозу
o, n′-ДДД.

Таким чином, 5%-й розчин o, n′-ДДД (хлодитану) виявляє активнiсть iнгiбiтора функ-
цiї КНЗ як у культурi КНЗ людини (in vitro), так i в собак при внутрiшньосудинному
введеннi (in vivo), що є визначальним для подальших клiнiчних дослiджень даної форми
препарату.
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Inhibition of adrenal cortex function with o, p
′-DDD (chloditan) in vitro

and in vivo

A new o, p′-DDD (chloditan) drug formulation as a solution for intravessel injection inhibiting
the adrenal cortex (AC) function has been developed. Its effect on the production of glucocorticoid
hormones by human AC tissue culture and AC function in dogs is studied. By adding 5% o, p′-DDD
solution to culture medium, the concentration range of 0.005–5.0 mg/ml is established. After 24 h
cultivation in the presence of o, p′-DDD solution, the dose-dependent decrease of 11-hydroxycorti-
costeroid (11-HOCS) contents in culture medium by 11.0–69.8% is observed. In dogs, the 3.5-fold
decrease in the blood plasma 11-HOCS level and almost the 3-fold decrease in the 11-HOCS response
to the synthetic 1–24-corticotropin stimulation are found after the intravenous injection of 5%
o, p′-DDD solution at a volume of 10 ml per day during 3 days. As well a low level of 11-HOCS is
observed in 2 weeks after the o, p′-DDD withdrawal. The proposed o, p′-DDD solution demonstrates
the adrenal cortex inhibiting effect and thus might be recommended for clinical trial.
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