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Исследована и доказана с помощью РФА, ДСК, ВЭЖХ и ЯМР возможность получения комплекса 
включения нитрата γ-циклодекстрина с конъюгатом тетрагидрокарбазола и аминоадамантана – пер-
спективным лекарственным препаратом для лечения нейродегенеративных заболеваний. Найдено, 
что полученный комплекс, в отличие от самого действующего вещества, растворим в воде, а его кле-
точная токсичность не превышает таковой для действующего вещества, что способствует повышению 
его биодоступности и обеспечивает возможность проведения необходимых биологических исследо-
ваний. Установлено, что образованный комплекс включения сохраняет лекарственные свойства дей-
ствующего вещества, проявляя митопротекторную и микротубулло-стабилизирующую активности, 
а также обладает выраженной антиоксидантной активностью, эффективно подавляя спонтанное пе-
рекисное окисление липидов в гомогенате мозга крыс.
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ВВЕДЕНИЕ

Циклодекстрины (ЦД) и  их производные 
способны образовывать комплексы включе-
ния  (КВ) с  лекарственными субстанциями 
и рассматриваются как перспективные средства 
их доставки [1–4].

Интерес к  ним обусловлен тем, что за счет 
хорошей растворимости ЦД и  их производных 
в  воде растворимость лекарственных веществ 
в  составе комплексов с  ЦД может радикально 
возрастать [5–9], что обеспечивает возможность 
повышения их биодоступности.

Описаны, разрабатываются и  используются 
КВ лекарственных препаратов разнообразного 
действия на основе β- и γ-ЦД и их производных, 
таких как метил-β-ЦД, гидроксипропил-β-ЦД 
и другие [10–13]. Данных об использовании для 
этих целей нитратов ЦД (НЦД) не найдено. Воз-
можно, это связано с тем, что до начала наших 
исследований в  этой области [14, 15] имелось 
лишь несколько работ, посвященных примене-

нию НЦД как энергетических веществ [16–18]. 
В последние годы на эту же тему появилось еще 
несколько публикаций [19–22].

Перспектива использования НЦД для полу-
чения КВ с  лекарственными препаратами, та-
кими как никорандил и изосорбид мононитрат, 
была оценена в  работах [22–24]. Установлено, 
что НЦД образует КВ, имеющие приемлемые 
водорастворимость и  токсичность. Показано, 
что комплекс γ-НЦД с никорандилом проявляет 
синергию антиоксидантной активности, кото-
рая оказалась выше, чем у исходных соединений, 
а также выше, чем у аналогичных КВ с γ-ЦД [24]. 
Полученные результаты позволили сделать пред-
варительный вывод о возможности использова-
ния КВ γ-НЦД в качестве лекарственных препа-
ратов.

В этой связи, а  также с  учетом сведений об 
использовании ЦД для лечения нейродегенера-
тивных заболеваний, например, болезней Нью-
мана–Пика, Гоше, Альцгеймера, Паркинсона 
[25–27], в настоящем исследовании поставлена 
цель получить КВ НЦД с  одним из перспек-
тивных лекарственных препаратов для лечения 
указанных заболеваний  – конъюгатом тетра-
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гидрокарбазола и аминоадамантаном (ТГ-2112х) 
[28,  29]. ТГ-2112х плохо растворим в  воде, что 
сказывается на его биодоступности, а  приме-
нение его в  виде водорастворимого комплекса, 
возможно, позволит решить указанную пробле-
му. Отметим также, что НЦД, являясь нитратом 
природного олигосахарида, обладает способ-
ностью генерировать NO, влияние которого на 
различные системы жизнедеятельности чело-
века, в том числе на развитие психиатрических 
и  нейродегенеративных расстройств и  мысли-
тельную деятельность, известно [30–32].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе исследован нитрат γ-ЦД с наиболь-
шим объемом внутренней полости, в сравнении 
с  другими доступными ЦД, равном 472 Å3, что 
принципиально важно для формирования ком-
плексов.

Получение γ-НЦД осуществляли в  соответ-
ствии с ранее разработанной методикой [14, 15]. 
В исследованиях использовали γ-НЦД, в котором 
на нитратные было замещено две гидроксильные 
группы, т.е. 8% от их общего числа. В этом случае 
растворимость γ-НЦД в  воде при нормальных 
условия составляет около 16 г л–1 [24].

ТГ-2112х синтезировали по ранее описанной 
методике [33].

Получение КВ. К раствору 0.32 г (0.23 ммоль) 
γ-НЦД в 20 мл воды присыпали 0.1 г (0.23 ммоль) 
ТГ-2112х. Полученную суспензию перемешива-
ли в течение 6 ч при 60°С, а затем еще 144 ч при 
комнатной температуре. После этого не раство-
рившуюся часть отфильтровали, фильтрат упа-
рили досуха. Образовавшийся порошок беже-
вого цвета сушили при Т  = 50°С и  остаточном 
давлении 1 мм рт.ст. до постоянного веса. Выход 
целевого вещества составил 0.24 г; выход отно-
сительно молекулы ТГ-2112х составил 44%. Рас-
творимость в воде 14 г л–1.

По аналогичной методике был получен КВ на 
основе γ-ЦД и ТГ-2112х. Выход продукта после 
упаривания воды составил 0.25 г; выход относи-
тельно молекулы ТГ-2112х составил 17%. Раство-
римость в воде 20 г л–1.

В дальнейшем при описании продуктов, 
полученных из водных растворов, будет ис-
пользоваться сокращение КВ, соответственно 

КВ-НЦД для продукта, полученного из γ-НЦД, 
и КВ-ЦД, для продукта, полученного из γ‑ЦД.

Механические смеси получали путем смеше-
ния исходных соединений в мольном соотноше-
нии 1 : 1 без добавления воды. В дальнейшем для 
описания продуктов, полученных механическим 
смешением компонентов будет использоваться 
термин МС, соответственно МС-НЦД для про-
дукта, полученного из γ-НЦД, и  МС-ЦД, для 
продукта, полученного из γ-ЦД.

ЯМР-исследования исходных веществ 
и комплексов на их основе выполняли на спек-
трометре Avance III 500  МГц фирмы (Bruker, 
Германия) с рабочими частотами для ядер 13C – 
125.8 МГц, для ядер 1H – 500 МГц, (внутренний 
эталон  – тетраметилсилан), используя их рас-
творы в (CD3)2SO с концентрацией 10 мас. %.

Рентгенофазовый анализ (РФА) проводили 
на рентгеновском дифрактометре AerisMalvern 
PANalytical B.V. (Нидерланды), интервал изме-
рения 2θ от 5° до 35°.

ДСК-исследования выполняли на приборе 
Perkin Elmer DSC 8000 (США) в диапазоне тем-
ператур от 25 до 200°C при скорости нагрева 
10°C мин–1 и продувке азотом с объемной скоро-
стью 20 см3 мин–1.

Высокоэффективную жидкостную хромато-
графию (ВЭЖХ) проводили на жидкостном 
хроматографе Agilent Infinity 1260 (США), снаб-
женном рефрактометрическим и  УФ-детекто-
рами (длина волны УФ-детектора 235 нм). Для 
разделения использовали колонку Poroshell 
120 EC-C18 размером 4.6 × 150  мм, размер ча-
стиц неподвижной фазы 4  мкм. Температура 
колонок и рефрактометра 40°С. Элюент – 10% 
раствор ацетонитрила в  воде, скорость пото-
ка 1 мл мин–1.

В работе использованы аутбредные крысы 
Вистар и  мыши C57BL/6J; содержание живот-
ных в  виварии ИФАВ РАН и  эксперименталь-
ные процедуры проводились в  соответствии 
с  международными рекомендациями по содер-
жанию и  использованию животных и  были 
одобрены Биоэтическим комитетом ИФАВ 
РАН (Протокол №  41 от 26  ноября 2019  г.). 
Митохондрии выделяли стандартным методом 
дифференциального центрифугирования из 
печени взрослых крыс, голодавших в  течение 



5КОМПЛЕКС ВКЛЮЧЕНИЯ НИТРАТА γ-ЦИКЛОДЕКСТРИНА С КОНЪЮГАТОМ

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. ХИМИЯ, НАУКИ О МАТЕРИАЛАХ  том 517  2024

ночи; выделение препарата тубулина и  микро-
тубулло-ассоциированных белков (Тб + МАБ) 
из мозга мышей линии C57BL/6J проводили 
стандартным методом полимеризации-деполи-
меризации.

Биологическое тестирование влияния соеди-
нений на митохондриальный потенциал, каль-
ций-индуцированное набухание митохондрий 
как показатель открытия пор митохондриальной 
проницаемости (пМП) и  на полимеризацию 
препарата тубулина и  микротубулло-ассоци
ированных белков, а  также оценку клеточной 
токсичности по отношению к  клеткам нейро-
бластомы человека SH-SY5Y (ATCC, CRL2266, 
Manassas, VA, USA) проводили по ранее описан-
ным методикам [29].

Влияние соединений на перекисное окис-
ление липидов (ПОЛ) проводили по методи-
ке, описанной в  [34]. Инкубацию гомогената 
мозга крыс для развития спонтанного процесса 
ПОЛ проводили без добавления индукторов 
ПОЛ в  течение 4  ч. Определение продуктов 
ПОЛ как веществ, реагирующих с  тиобарби-
туровой кислотой (ТБКрв), проводили через 1, 
2, 3 и  4  ч  инкубации спектрофотометрически 
при А(532–620) с  помощью планшетного ридера 
EnVision (Perkin Elmer, Финляндия) для раз-
личных концентраций исследуемых соедине-
ний. Достоверность отличий значений через 
4  ч  инкубации оценивали методом дисперси-
онного анализа ANOVA с апостериорным мно-

жественным парным сравнением по критерию 
Даннетта (p ≤ 0.0001).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На первом этапе исходные соединения и по-
лученные на их основе системы были иссле-
дованы с  помощью 1H ЯМР-спектроскопии 
(рис. 1).

Анализ данных 1Н ЯМР-спектроскопии по
казал, что на спектре предполагаемого КВ 
КВ-НЦД (рис.  1, спектр 3), помимо сигналов 
исходного γ‑НЦД (спектр 1), присутствуют так-
же сигналы ТГ‑2112х (спектр 2); видны слабые 
сигналы протонов адамантанового фрагмента 
ТГ-2112х в области 1.5–2.1 м. д., а также присут-
ствуют сигналы протонов карбазольного фраг-
мента в  области 6.9–7.5  м. д. Отметим, что на 
спектрах как γ-НЦД (спектр 1), так и  ТГ‑2112х 
(спектр 2) присутствует сигнал при 1.1 м. д., со-
ответствующий химическому сдвигу протонов 
диэтилового эфира, который используется при 
обработке и  выделении исходных соединений. 
Сложность удаления диэтилового эфира объ-
ясняется спецификой строения соединений, 
в  частности, молекулы НЦД захватывают его 
и удерживают во внутренней полости молекулы. 
Удалить диэтиловый эфир из полости НЦД не 
удается даже после длительной сушки в вакууме 
(при температуре 50–60°С в течение 8 ч). Вместе 
с тем на спектре продукта, полученного из вод-
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Рис. 1. 1Н ЯМР-спектры γ-НЦД (1), ТГ-2112х (2), КВ-НЦД (3) и МС-НЦД (4) (а) и 1H–1H NOESY ЯМР-спектр КВ-НЦД (б).
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ного раствора (спектр 3), в  отличие от механи-
ческой смеси (спектр 4), сигнал протонов эфира 
отсутствует, поскольку, по-видимому, проис-
ходит конкурентное замещение эфира в полости 
γ-НЦД на ТГ-2112х.

Для подтверждения образования в  описан-
ных условиях КВ γ-НЦД и  ТГ‑2112х исходные 
индивидуальные компоненты, а также системы, 
полученные на их основе, были исследованы 
методами РФА, ДСК и ВЭЖХ (рис. 2).

Согласно данным РФА, дифрактограмма 
КВ-НЦД (рис.  2а, кривая 3), аналогична ди-
фрактограмме исходного γ‑НЦД (кривая 1): 
отсутствуют дифракционные максимумы, ха-
рактерные для кристаллического ТГ-2112х (кри-
вая 2), что указывает на формирование КВ.

Исследование образцов методом ДСК пока-
зало, что на термограмме ТГ‑2112х присутствует 
пик в  области 142°С (рис.  2б, кривая 2), соот-
ветствующий температуре плавления образца, 
в  то время как для γ-НЦД тепловые эффекты 
в  температурном диапазоне от 25 до 150°С от-
сутствуют (кривая 1). На термограмме КВ-НЦД 
(кривая 3) пик плавления ТГ-2112х отсутствует, 
в  отличие от термограммы МС-НЦД (кри-
вая 4), что также служит доказательством обра-
зования КВ.

Косвенным подтверждением образования 
КВ могут служить также данные ВЭЖХ (рис. 2в). 
При сопоставлении полученных данных видно, 
что на хроматограмме КВ-НЦД (кривая 3), на-
блюдается только один сигнал.

Таким образом, данные трех различных ме-
тодов исследования позволяют сделать вывод 
о формировании КВ γ-НЦД с ТГ-2112х.

Стоит отметить, что в задачи данной рабо-
ты на входило установление структурных осо-
бенностей водных растворов полученных КВ, 
т.к. структура растворов является одним из 
наиболее важных и глубоких вопросов физи-
ческой химии растворов и требует отдельных 
систематических исследований с  использо-
ванием специализированных методов, тем 
более, когда речь идет о растворах комплексов 
и  об оценке возможности образования ассо-
циатов.

Исследование КВ γ-НЦД с  ТГ-2112х мето-
дом 2D ЯМР-спектроскопии показало при-
сутствие на спектре слабых корреляционных 
сигналов, соответствующих взаимодействию 
протонов адамантанового фрагмента ТГ‑2112х 
(1.5–2.0  м.  д.) и  протонов γ-НЦД при атомах 
углерода, не связанных с  функциональными 
группами (3.3–4.0  м.  д.), т.е. образующих по-

Рис. 2. Дифрактограммы (а), термограммы (б) и  хро-
матограммы (в) индивидуальных γ-НЦД (1), ТГ-2112х (2) 
и КВ-НЦД (3) и МС-НЦД (4).
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лость γ-НЦД. Кроме того, в  спектре имеют-
ся сигналы, относящиеся к  взаимодействию 
протонов карбазольного фрагмента ТГ-2112х 
(3.75–4.25 м. д.) и протонов в γ‑НЦД при атомах 
углерода, связанных с  нитратными и  гидрок-
сильными группами (4.5–6.0 м. д.). Эти данные 
позволяют судить о природе межмолекулярного 
взаимодействия γ-НЦД и  ТГ‑2112х и  предпо-
ложить, как располагается молекула действую-
щего вещества (ДВ) в сформированном КВ.

Истинные мольные соотношения компонен-
тов КВ определены с  помощью 1Н ЯМР-спек-
троскопии по соотношению сумм интегральных 
интенсивностей протонов, соответствующих 
исходным соединениям. Установлено, что полу-
ченная система γ-НЦД : ТГ-2112х характеризу-
ется мольным соотношением 1 : 0.44, несмотря 
на то, что исходное соотношение компонен-
тов составляло 1 : 1. Возможным объяснением 
полученных результатов может служить неза-
вершенность процессов комплексообразования 
в выбранных условиях, либо размещение 1 мо-
лекулы ДВ в  полостях 2 молекул γ-НЦД, либо 
и то, и другое одновременно. Этот вопрос пред-
полагается рассмотреть в  дальнейших исследо-
ваниях.

По аналогии были определены мольные со-
отношения компонентов КВ‑ЦД, полученного 
в  аналогичных условиях из γ-ЦД и  ТГ‑2112х. 
При исходном соотношении компонентов 1  :  1 
их истинное мольное соотношение составило 
1 : 0.17, т.е. более, чем в 2.5 раза меньше, чем для 
КВ-НЦД. Стоит отметить, что на данном этапе 
исследований фактических данных для заклю-
чения о  предпочтительности образования ком-
плексов включения с  учетом гидрофильности 
и гидрофобности молекул гостя и хозяина недо-
статочно. Данный вопрос будет рассмотрен ав-
торами в дальнейшем.

Для верификации отсутствия токсичности 
и  оценки физиологической активности полу-
ченного КВ было проведено исследование его 
влияния на биологические мишени в сравнении 
с ТГ-2112х и γ-НЦД.

Установлено, что КВ сохраняет свойства 
ТГ-2112х и  не превышает его клеточную ток-
сичность: IC50(КВ) = 8.8 ± 0.4 мкМ, что практи
чески совпадает с IC50(ТГ‑2112х) = 8.8 ± 0.3 мкМ, 
в то время как в индивидуальном виде исполь-
зуемый γ-НЦД вызывал снижение выживаемо-

сти клеток нейробластомы при концентрациях 
выше 200 мкМ и его IC50(γ-НЦД) = 317 ± 28 мкМ.

Ранее было показано, что ТГ-2112х стимули-
рует полимеризацию Тб + МАБ с образованием 
микротрубочек нормальной структуры и  обла-
дает свойствами ингибитора пМП [33]. Для 
оценки сохранности фармакологической актив-
ности ТГ-2112х была проведена оценка влияния 
исследуемых соединений на сборку микротрубо-
чек, открытие пМП и митохондриальный потен-
циал (рис. 3).

Было изучено влияние исследуемых соеди-
нений на сборку микротрубочек при гуаназин-
трифосфат-зависимой (ГТФ-зависимой) поли-
меризации препарата Тб + МАБ, оцениваемой 
по изменению светопоглощения при А = 355 нм, 
нормализованного по начальной точке (A355

0 ) 
для каждой пробы. Установлено, что КВ-НЦД 
проявляет аналогичную ТГ‑2112х способность 
достоверно стимулировать полимеризацию 
Тб + МАБ (рис. 3а, кривые 3 и 2 соответствен-
но), в  то время как полимеризация Тб + МАБ 
в  присутствии γ-НЦД (кривая 1) происходит 
хоть и  незначительно интенсивнее по сравне-
нию с  контролем, но без достоверных отличий 
в скорости полимеризации.

При исследовании влияния исследуемых 
соединений на функции митохондрий найде-
но, что в  индивидуальном виде γ-НЦД в  кон-
центрациях до 40 мкМ не влияет на скорость 
“набухания” митохондрий, величину митохон-
дриального потенциала и  кальций-вызванную 
деполяризацию. В  то же время, полученный 
КВ-НЦД, как и исходное соединение ТГ-2112х, 
сохраняет свойства ингибитора пМП, сни-
жая скорость кальций-вызванного набухания 
митохондрий (рис.  3б) и  кальций-вызванной 
деполяризации митохондрий, но не обладает 
митохондриальной токсичностью  – не влияет 
на сукцинат-зависимый митохондриальный 
потенциал (рис.  3в, г). Таким образом, полу-
ченный КВ сохраняет уровень митопротектор-
ной активности, характерный для исходного 
ТГ-2112х.

С учетом ранее выявленного синергетиче-
ского проявления антиоксидантной способно-
сти КВ γ-НЦД с  никорандилом [24] была про-
ведена оценка влияния ТГ-2112х, γ-НЦД и  КВ 
на их основе на спонтанное ПОЛ в  гомогенате 
мозга крыс (рис.  4а–г). Установлено, что в  ис-
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следуемом диапазоне концентраций (5–20 мкМ) 
γ-НЦД не влияет на увеличение продуктов ПОЛ 
во времени (рис. 4а).

Для ТГ-2112х наблюдалась лишь слабая тен-
денция к  подавлению процесса спонтанного 

ПОЛ (рис. 4б), в то время как их КВ-НЦД, про-
являет свойства эффективного антиоксиданта 
(рис.  4в). Причем при увеличении концентра-
ции эффект становится более выраженным 
(рис. 4г).

Рис. 3. Влияние индивидуальных γ-НЦД (1), ТГ-2112х (2) и КВ-НЦД (3) на полимеризацию Тб + МАБ, измеряемую как 
увеличение светопоглощения при А = 355 нм, нормализованное по начальной точке каждой пробы А355–A355

0  (а), концен-
трационная зависимость снижения скорости кальций-вызванного набухания митохондрий печени крыс, оцениваемого 
как скорость снижения светопоглощения при А = 620 нм (dА620 /dt) × 104) (б) и митохондриальный потенциал изолирован-
ных митохондрий печени крыс для ТГ-2112х (в) и для КВ-НЦД, измеряемый по изменению интенсивности флюоресцен-
ции (∆φ, инт.фл.) потенциал-зависимого красителя сафранина А (г).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые получен комплекс включения на 
основе нитрата γ‑циклодекстрина со степенью 
замещения гидрокисльных групп 8% и  конъю-
гатом тетрагидрокарбазола и  аминоадамантана 
(потенциального лекарственного препарата 
ТГ-2112х).

Данный комплекс является водораствори-
мым, что может улучшить показатели фармако-
кинетики (биодоступности) препарата ТГ-2112х. 
Показано, что полученный комплекс сохраняет 
митопротекторную и  микротубулло-стабилизи-
рующую активности исходного ТГ-2112х. Кроме 
того, он подавляет спонтанное ПОЛ в гомогенате 
мозга крыс, проявляя более высокую антиокси-

Рис. 4. Влияние соединений γ-НЦД (а), ТГ-2112х (б) и КВ (в) на образование ТБКрв, измеряемое по разнице светопогло-
щения при 532 нм и 620 нм в гомогенате мозга крыс при различных концентрациях исследуемых соединений (** p < 0.01, 
**** p < 0.0001) и обработка данных, приведенных на графиках (а)–(в), в течение 4 ч инкубации для различных концентра-
ций действующих веществ: 5 мкМ (1), 10 мкМ (2) и 20 мкМ (3) (г). [МДА] – содержание в реакционной массе малонового 
диальдегида (по отношению к контролю).
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дантную активность, по сравнению с  исходны-
ми соединениями. Аналогичный результат был 
получен для комплекса включения на основе 
нитрата γ-циклодекстирина и никорандила [24].

Полученные данные свидетельствуют о  пер-
спективности дальнейших исследований ком-
плексов нитрата γ-циклодекстрина с  конъюга-
том тетрагидрокарбазола и  аминоадамантана 
с  целью создания потенциального лекарствен-
ного препарата для лечения нейродегенератив-
ных заболеваний, обладающего улучшенными 
показателями эффективности и  фармакокине-
тики.
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INCLUSION COMPLEX OF NITRATE γ-CYCLODEXTRINE WITH 
CONJUGATE OF TETRAHYDROCARBASOL AND AMINOADAMANTANE

Academician of the RAS Yu. M. Mikhailov, Academician of the RAS S. O. Bachurin, 
A. V. Darovskikh#, I. M. Veselov, P. N. Shevtsov, A. V. Maltsev, E. F. Shevtsova

Federal Research Center of Problems of Chemical Physics and Medicinal Chemistry of the Russian Academy of Science, 
142432 Chernogolovka, Russian Federation

#E-mail: avd@icp.ac.ru

The possibility of obtaining the inclusion complex of γ-cyclodextrin nitrate with tetrahydrocarbazole and 
aminoadamantane conjugate, a promising drug for the treatment of neurodegenerative diseases, was investigated 
and proved using XRD, DSC, HPLC and NMR. It was found that the obtained complex, unlike the active 
substance itself, is soluble in water, and its cellular toxicity does not exceed that of the active substance, 
which contributes to the increase of its bioavailability and provides the possibility of conducting the necessary 
biological studies. It was found that the formed inclusion complex preserves the medicinal properties of the active 
substance, exhibiting mitoprotective and microtubule-stabilizing activities, and also possesses a pronounced 
antioxidant activity, effectively inhibiting spontaneous lipid peroxidation in rat brain homogenate.

Keywords: γ-cyclodextrin nitrate, inclusion complex, bioavailability, antioxidant activity, neuroprotectors, 
mitochondria, microtubules


