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Впервые исследовано солюбилизирующее действие β-циклодекстрина по отношению к финголи-
моду – иммуносупрессанту нового поколения. Показано возможное повышение растворимости
финголимода в 20 раз за счет проникновения гидрофобного фрагмента молекулы лекарственного
соединения в макроциклическую полость циклодекстрина. На основе данных 1Н ЯМР-спектроско-
пии и компьютерного моделирования предложена конфигурация образующихся комплексов вклю-
чения. Рассчитаны константа устойчивости комплекса и энергия комплексообразования, рассмот-
рены процессы образования водородных связей между финголимодом и β-циклодекстрином.
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Финголимод (2-амино-2-[2-(4-октилфе-
нил)этил]пропан-1,3-диол, FTY720, Gilenya, рис.
1) представляет собой синтетическое соединение
на основе грибкового вторичного метаболита ми-
риоцина [1]. FTY720 – мощный иммунодепрес-
сант – одобрен в 2010 г. для лечения рассеянного
склероза, который считается наиболее распро-
страненным воспалительным заболеванием цен-
тральной нервной системы [2, 3]. Ингибируя вы-
ход лимфоцитов из лимфатических узлов в кровь
и ЦНС, FTY720 связывается со сфингозин-1-
фосфатными рецепторами, расположенными на
лимфоцитах, и тем самым облегчает симптомы
рассеянного склероза [4, 5]. FTY720 обладает вы-
сокой активностью и может быть также исполь-
зован при лечении онкологических заболеваний
[3]. FTY720 – эффективное противовоспалитель-
ное и антиоксидантное средство – подавляет вы-
работку свободных радикалов кислорода, умень-
шая фиброз миокарда и гибель кардиомиоцитов
[6, 7]. Было отмечено развитие более легких
симптомов протекания COVID-19 у больных,
принимающих FTY720 [8, 9].

FTY720, использующийся в медицинской
практике преимущественно перорально, плохо
растворим в водных средах. Определено, что рас-
творимость FTY720 в смеси этанол/фосфатный
буфер (рН 7.2) состава 1 : 1 составляет 0.2 мг/мл, и

это значение достигается при растворении
FTY720 сначала в этаноле с последующим добав-
лением буфера [10]. Поскольку FTY720 являет-
ся основанием (рK = 7.82 [11]), его раствори-
мость уменьшается с ростом рН. Гидрохлорид
финголимода свободно растворим в воде (более
100 мг/мл при 298.15 К) и в буферных растворах с
рН 1.0, однако слабо растворим при рН 4.0 и
практически нерастворим в фосфатном буфер-
ном растворе с рН 6.8 (менее 0.01 мг/мл при
298.15 К) [11]. Ввиду низкой растворимости си-
стемное применение FTY720 (≥0.5 мг каждые 24 ч
[12]) ограничено из-за частых достаточно серьез-
ных побочных эффектов [13].

Для повышения терапевтической активности
и уменьшения токсичности FTY720 может быть
предложено использование систем доставки ле-
карств. Как показал обзор литературы, количе-
ство таких исследований для FTY720 ограничено.
В частности, авторами работ [14, 15] проведено
инкапсулирование FTY720 в наночастицы на ос-
нове сополимера полимолочной и гликолевой
кислот с целью достижения пролонгированного и
рН-контролируемого высвобождения FTY720, а
также улучшения показателей его цитотоксично-
сти. Было показано, что FTY720, загруженный в
липосомы, проявлял улучшенные фармакокине-
тические параметры и растворимость в водных
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средах [10]. Иммобилизация FTY720 в наночасти-
цы на основе сополимера гидроксибутирата и
гидроксивалериата, иммобилизованного в мат-
рикс, состоящий из замещенного альгината, спо-
собствовало замедленному высвобождению ле-
карства и повышению периода его полувыведе-
ния [16–18]. В настоящее время разработана
чувствительная к рН система доставки FTY720 в
виде наночастиц селена, покрытых фиброином
шелка, с помощью которой осуществляется
транспорт лекарства в опухоль, и, таким образом,
повышается способность к уничтожению рако-
вых клеток [19].

В данной работе в качестве солюбилизатора и
молекулярного контейнера был предложен β-цик-
лодекстрин (β-CD). Циклодекстрины – это цик-
лические природные олигосахариды, состоящие
из разного количества глюкопиранозных остат-
ков, связанных α-D-1.4-гликозидными связями.
β-CD содержит семь субъединиц глюкозы в мак-
роцикле и имеет диаметр внутренней полости
≈6.6 Å, который подходит для образования ком-
плексов включения с большим количеством орга-
нических соединений [20–22]. Циклодекстрины
получают путем ферментативного расщепления
крахмала, и они являются полностью биодоступ-
ными соединениями [23]. В настоящее время
β-CD зарегистрирован в качестве пищевой до-
бавки E459 и применяется в различных областях,
в том числе и в фармацевтике для повышения
растворимости плохорастворимых лекарствен-
ных соединений [24].

Цель настоящей работы состояла в выявле-
нии солюбилизирующего действия и комплек-
сообразующей способности β-CD по отноше-
нию к FTY720 в фосфатном буферном растворе,
который используется для моделирования фи-
зиологических жидкостей (кровь, кишечник) и в
котором FTY720 практически нерастворим [11].
Для оценки деталей межмолекулярного взаимо-
действия между FTY720 и β-CD, а также опреде-
ления способа связывания, были проведены ис-
следования молекулярной стыковки и молеку-

лярно-динамическое моделирование системы β-
CD/FTY720.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Коммерчески доступные гидрохлорид финго-
лимода и β-циклодекстрин (Sigma-Aldrich) ис-
пользовали без дополнительной очистки. Стан-
дартный буферный раствор, (фосфатный буфер,
pH 6.8) готовили по общеизвестной методике
ГОСТ 4919.2-77 (СТ СЭВ 808-77). Компоненты
буферных растворов имели квалификацию
“ч.д.а.”. Для приготовления растворов использо-
вали свежеприготовленную бидистиллирован-
ную воду. Показатель pH буферного раствора
контролировали с помощью рН-метра Five Easy
(Mettler Toledo).

Для определения растворимости FTY720 ис-
пользовали метод изотермического насыщения.
Избыточное количество FTY720 суспензировали
в 1 мл буферного раствора. Образцы встряхивали
на шейкере (Eppendorf ThermoMixer) при посто-
янной температуре (298.15 К) в течение 3 суток
для достижения равновесия. Далее образцы цен-
трифугировали при 298.15 К (Thermo Scientific
MicroCL 21 R) и анализировали спектрофотомет-
рически (спектрофотометр Shimadzu UV-1800).
Все измерения проводили трижды.

Для изучения стехиометрии комплексов
β-CD/FTY720 использовали метод изомолярных
серий (метод Жоба) [25]. Исходные растворы
β-CD и FTY720 одинаковой концентрации (7 ×
× 10–4 М) смешивали в разных соотношениях та-
ким образом, что суммарные молярные концен-
трации (β-CD + FTY720) поддерживались посто-
янными, а отношение молярных концентраций
R = [FTY720]/([FTY720] + [β-CD]) изменялось от
0 до 1. УФ-спектроскопические измерения про-
водили на спектрофотометре Shimadzu UV-1800
при λ = 272 нм. На полученной зависимости ин-
тенсивности сигнала поглощения от параметра R
точка экстремума соответствовала стехиометрии
образующихся комплексов.

Рис. 1. Структурная формула финголимода.
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1Н ЯМР-спектры регистрировали на спектро-
метре Bruker-AV-500. Измерения проводили при
постоянной температуре 298.15 К, которую под-
держивали с помощью терморегулятора Bruker
BVT-3000. Во всех 1Н ЯМР экспериментах ис-
пользовали дейтерированную воду с содержани-
ем дейтерия не менее 99.9%.

Оптимизацию молекулярной структуры
β-циклодекстрина и финголимода проводили в
рамках DFT с использованием функционала
B3LYP [26, 27] и базисного набора 6-31G. Отсут-
ствие мнимых частот колебаний подтвердило ста-
ционарный характер полученных структур. Рас-
четы проводили в программном комплексе
Gaussian 16 [28].

Предварительный поиск оптимальной кон-
фигурации комплекса включения β-CD/FTY720
выполняли с использованием метода молеку-
лярного докинга, реализованного в программ-
ном пакете Autodock (версия 4.2) [29]. Затем про-
водили оптимизацию структуры комплекса ме-
тодом DFT–B3LYP/6-31G и определяли заряды
на атомах.

Далее методом молекулярной динамики вы-
полняли моделирование раствора, содержащего
комплекс включения. Моделирование проводили
в NVT-ансамбле с использованием программного
пакета GROMACS 2019.6 [30] с GPU-ускорителя-
ми, позволяющими выполнять высокопроизво-
дительные параллельные вычисления. Постоян-
ную температуру системы поддерживали термо-
статом Нозе–Хувера [31, 32]. Использовали
периодические граничные условия. Интегриро-
вание уравнений движения проводили по алго-
ритму Верле [33]. Модифицированный метод
суммирования по Эвальду [34, 35] применяли для
учета поправок дальнодействующих электроста-
тических взаимодействий с радиусом отсечки
1.5 нм. Такой же радиус отсечки выбирали для
ван-дер-ваальсовых взаимодействий. Для фик-
сации длины связей использовали алгоритм
LINCS [36].

Силовое поле β-CD и FTY720 создавали с
помощью LigParGenServer [37–39]. Заряды бра-
ли из квантово-химического расчета комплекса
включения. Молекулярная геометрия и пара-
метры взаимодействия для воды соответствова-
ли модели TIP4P в силовом поле OPLS-AA [40].
Подготавливали МД-ячейку, содержащую
5832 молекулы воды при температуре 298 K и
плотности 0.997 г/см3. Ячейку минимизировали
по энергии и уравновешивали в течение 2 нс. На
следующем этапе в ячейку с растворителем поме-
щали оптимизированный комплекс включения.
Одновременно корректировали длину ребра
ячейки для сохранения заданной плотности.
Процесс минимизации энергии составлял 10 нс.
Для расчета свойств исследуемых систем получа-

ли траектории в течение 150 нс с шагом 1 фс. Ана-
лиз рассчитываемых траекторий проводили с по-
мощью графической программы VMD [41].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Растворимость – одно из важных физико-хи-
мических свойств, определяющих биодоступ-
ность лекарственного соединения. Исследования
растворимости FTY720 и возможности ее повы-
шения проводили в фосфатном буферном раство-
ре (рH 6.8), поскольку в данном буфере раствори-
мость лекарства минимальна и, как было нами
определено, не превышает 4 × 10–5 M (298.15 K).

Для повышения растворимости FTY720 было
предложено использование β-CD. С этой целью
растворимость FTY720 определяли в буферных
растворах (рH 6.8) с переменным содержанием
β-CD (0–0.14 М). Обнаружено, что раствори-
мость FTY720 линейно возрастает с ростом кон-
центрации β-CD (рис. 2). В присутствии макси-
мально возможного количества β-CD (0.014 М)
растворимость FTY720 повышается в 20 раз. По-
лученная фазовая диаграмма растворимости
FTY720 линейна, и по классификации, предло-
женной Хигучи и Коннорсом [42], относится к
AL-типу, который характеризует образование во-
дорастворимых комплексов β-CD/FTY720 пре-
имущественно состава 1 : 1 [43]. Наклон диаграм-
мы растворимости используется для определения
стехиометрии и устойчивости комплексов. Уста-
новлено [43], что наклон диаграммы растворимо-
сти <1 соответствует образованию водораствори-
мых комплексов состава 1 : 1. В нашем случае на-
клон равен 0.06, что позволяет считать, что одна
молекула β-CD связывается с одной молекулой
FTY720.

Дополнительно стехиометрию комплексов
определяли методом изомолярных серий (метод
Жоба) [25]. Данный метод основан на определе-
нии отношения изомолярных концентраций реа-
гирующих веществ, отвечающего максимальному
выходу образующегося комплексного соедине-
ния. Кривая зависимости выхода комплекса от
состава раствора характеризуется экстремальной
точкой (рис. 3). Объемное соотношение компо-
нентов изомолярных серий, относящееся к точке
экстремума на данной кривой, соответствует сте-
хиометрическому соотношению реагирующих
веществ. На полученной кривой минимум был
получен при R = 0.5, что подтверждает образова-
ние комплексов состава 1 : 1.

Процесс комплексообразования описывается
уравнением:

(1)β + = β-CD FTY720 -CD/FTY720.
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Константа равновесия процесса комплексооб-
разования выражается как

(2)

и может быть рассчитана на основе фазовой диа-
граммы растворимости [43]:

(3)

где slope – наклон фазовой диаграммы, S0 – рас-
творимость чистого FTY720. Полученное значе-
ние константы устойчивости составило 1503 ±
± 100 М–1. Обычно константы устойчивости 1 : 1
комплексов β-CD с различными органическими
молекулами находятся в диапазоне 50–20000 М–1

[44], на основании чего комплекс с FTY720 мож-
но считать достаточно стабильным.

Для определения способа взаимодействия ор-
ганических субстратов с циклодекстринами ши-
роко используется 1Н ЯМР-спектроскопия.
Однако очень низкая растворимость FTY720 в
фосфатном буферном растворе ограничила при-
менение этого метода, и лишь качественные 1Н
ЯМР-эксперименты были проведены в дейтери-
рованной воде. На рис. 4а приведены фрагменты
спектров β-CD без и с содержанием FTY720.
Протоны β-CD: Н(2), Н(4) и Н(6) находятся на
внешней поверхности молекулы макроцикла, в
то время как протоны H(3) и H(5) расположены
внутри макроциклической полости и чувстви-
тельны к образованию комплекса включения.
Сравнительный анализ приведенных спектров по-
казывает, что химические сдвиги протонов H(3) и
H(5) заметно смещаются в сильное поле в присут-
ствии FTY720, и этот факт указывает на проникно-
вение FTY720 в полость макроцикла и образова-
ние комплексов включения β-CD/FTY720.

β=
β
[ -CD/FTY720]
[ -CD][FTY720]

K

=
−0(

,
1 )
slopeK

S slope

Для выявления центров комплексообразова-
ния FTY720 с β-CD были определены измене-
ния химических сдвигов протонов лекарствен-
ного соединения (Δδ), обусловленные присут-
ствием β-CD:

(4)

Значения Δδ приведены на рис. 4б. Как видно,
наибольшие изменения наблюдаются для прото-
нов FTY720: Н2, Н3, Н5 и Н6, принадлежащих
бензольному кольцу. Вероятно, именно этот
фрагмент молекулы FTY720 как наиболее гидро-
фобный располагается в макроциклической по-
лости. Полярный фрагмент молекулы FTY720 с
NH2- и OH-группами располагается снаружи и
потенциально может участвовать в образовании
водородных связей с ОН-группами, окружающи-
ми полость.

Для установления более точной конфигурации
комплекса β-CD/FTY720 использовались методы
компьютерного моделирования. На рис. 5 пред-
ставлена в разных ракурсах конфигурация ком-
плекса включения β-CD/FTY720, оптимизиро-
ванная методом DFT–B3LYP/6-31G. Энергия
связывания составляет –67.7 кДж/моль. Для ком-
плекса включения характерно образование водо-
родных связей через OH- и NH2-группы FTY720 и
OH-группы обода β-CD.

Поведение комплекса включения в водном рас-
творе было исследовано методом молекулярной
динамики. Как известно, глубина полости цикло-
декстринов (расстояние между ободами) составля-
ет 0.78 нм [45, 46], т.е. расстояние от центра поло-
сти циклодекстрина до ободов равно 0.39 нм. На
рис. 6 представлено изменение расстояния Rц.м
между центром масс молекулы FTY720 и центром
полости β-CD в течение всего времени наблюде-
ния (150 нс). Как можно видеть, Rц.м всегда было
меньше 0.39 нм, т.е. центр масс молекулы-гостя
постоянно находился в полости молекулы-хозяи-

Δδ = δ − δβ-CD/FTY20 FTY20.

Рис. 2. Растворимость (S) FTY720 в присутствии
β-CD в фосфатном буферном растворе (pH 6.8,
Т = 298.15 K).
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Рис. 3. График Жоба для комплексообразования
FTY720 с β-CD в буферном растворе при pH 6.8
(298.15 K).
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на, и комплекс включения не разрушился в вод-
ной среде.

Молекулу FTY720 можно условно разделить на
три фрагмента: I – разветвленный заместитель,
содержащий OH- и NH2-группы, II – бензольное
кольцо, III – н-октильный радикал (рис. 1). Что-
бы выяснить, насколько отдельные фрагменты
молекулы FTY720, находящейся в полости β-CD,
контактируют с водой (вододоступность этих
фрагментов), мы построили атом-атомные функ-

ции радиального распределения (ФРР) g(r) кис-
лорода воды OВ относительно атомов FTY720:
атомов углерода CФ(I), CФ(II), CФ(III), принадле-
жащих отдельным фрагментам молекулы, атомов
кислорода OФ и азота NФ. Графики ФРР пред-
ставлены на рис. 7.

Как можно видеть, высота всех пиков на
ФРР, за исключением первого пика ФРР OФOВ
(рис. 7а), меньше единицы. Это показывает, что в
ближайшем окружении FTY720 значительно

Рис. 4. Данные 1H ЯМР для комплексообразования β-CD с FTY720 (D2O, 298.15 K): а – фрагменты спектров чистого
β-CD и β-CD в присутствии FTY720; б – изменения химических сдвигов протонов FTY720.
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Рис. 5. Оптимизированная методом DFT–B3LYP/6-31G конфигурация комплекса β-CD/FTY720 (разные ракурсы,
фиолетовым цветом обозначены водородные связи между β-CD и FTY720).
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меньше воды, чем в объеме раствора, и подтвер-
ждает, что молекула-гость находится в полости β-
CD. В то же время OH-группы FTY720 окружены
молекулами воды, т.е. выходят за пределы поло-
сти. Основной пик на ФРР NФOВ расположен на
0.474 нм (рис. 7б), т.е. вклад в него дают молекулы
воды, локализованные у OH-групп FTY720 и на-
ружного обода β-CD. Молекулам воды, находя-

щимся в окружении самой NH2-группы, соответ-
ствует предшествующее этому пику “плечо” в об-
ласти 0.37–0.41 нм. Аналогично, на всех ФРР
CФOВ (рис. 7в–7д) основной пик на расстоянии
0.47 нм и более обусловлен молекулами воды во-
круг OH-групп β-CD. Присутствие воды в бли-
жайшем окружении углеродов финголимода ха-
рактеризуют первый, более низкий пик на ФРР
CФ(I)OВ (рис. 7в) и “плечо” на ФРР CФ(II)OВ и
CФ(III)OВ (рис. 7г, 7д).

Атомы бензольного кольца (фрагмент II) в
наименьшей степени контактируют с водой, что
мы видим из поведения ФРР CФ(II)OВ (рис. 7г):
пики на этой ФРР самые низкие. Перед слабовы-
раженным пиком выделяется “плечо” на 0.35–
0.39 нм. Как следует из его малой высоты, вода
вокруг бензольного кольца FTY720 присутствует
в очень незначительном количестве.

Рисунок 7д характеризует распределение воды
вокруг гидрофобного алкильного радикала
FTY720 (фрагмент III). Этот фрагмент в полости
циклодекстрина находится ближе к ободу, чем
бензольное кольцо, поэтому более доступным для
воды, о чем свидетельствуют более высокие “пле-
чо” и пик (на 0.39–0.42 и 0.476 нм, соответственно).

В окружении атомов углерода, принадлежа-
щих заместителю с полярными OH- и NH2-груп-
пами (фрагмент I), локализовано значительно

Рис. 6. Изменение расстояния Rц.м между центром
масс молекулы FTY720 и центром полости β-CD в те-
чение наблюдения (t – время наблюдения).
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Рис. 7. Атом-атомные ФРР g(r) финголимод – вода: а – OФOВ, б – NФOВ, в – CФ(I)OВ, г – CФ(II)OВ, д – CФ(III)OВ.
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большее количество воды. Первую координаци-
онную сферу характеризует не “плечо”, а выра-
женный пик на 0.378 нм, а второй пик располо-
жен на 0.547 нм (рис. 7в). Поведение ФРР OФOВ
показывает, что OH-группы FTY720 окружены
водой и находятся за пределами полости β-CD,
следовательно, связанные с ними атомы углерода
находятся на границе полости, вблизи обода цик-
лодекстрина. Вторая координационная сфера
этих атомов – молекулы воды, связанные с OH- и
NH2-группами FTY720 и с OH-группами β-CD.
Второй пик ФРР CФ(I)OВ шире и расположен на
больших расстояниях, чем пики ФРР CФ(II)OВ и
CФ(III)OВ.

Используя геометрический критерий: rXX ≤
≤ 0.35 нм, rXH ≤ 0.26 нм, ∠(H–X⋅⋅⋅X) ≤ 30° (X – кис-
лород воды и кислород либо азот FTY720), мы
оценили количество водородных связей nВС, об-
разованных молекулой FTY720 с водой и β-CD на
каждом шаге наблюдения (рис. 8). Как можно ви-
деть, FTY720 образует от 1 до 8 водородных связей
с водой и от 0 до 2 (в единичных случаях более
двух) водородных связей с β-CD. Средние числа
водородных связей FTY720–вода и FTY720–β-
CD составили 4.74 и 0.24 соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данном исследовании представлен механизм

инкапсуляции FTY720 с помощью β-CD. C ис-
пользованием ЯМР-анализа, молекулярного до-
кинга и молекулярно-динамического моделиро-
вания показан наиболее возможный способ взаи-
модействия между FTY720 и β-CD и предложена
конфигурация образующихся комплексов вклю-
чения. При исследовании методом МД поведе-
ния комплекса включения β-CD/FTY720 уста-

новлено, что молекула FTY720 в течение всего
времени наблюдения не покидала полости цик-
лодекстрина, но OH-группы FTY720 находились
за пределами полости. Водородные связи OH- и
NH2-групп финголимода с OH-группами обода
циклодекстрина, характерные для комплекса
включения в вакууме, были разрушены, при этом
FTY720 и β-CD образовывали водородные связи с
водой. Гидрофобные фрагменты молекулы
FTY720 находились внутри макроциклической
полости, причем наименее вододоступными бы-
ли атомы бензольного кольца, т.е. молекулы воды
в глубину полости β-CD не проникали.

Работа выполнена в соответствии с планами по
темам госзадания ИХР РАН (тема № 122040500044-
4 – экспериментальное исследование комплексо-
образования и тема № 122040600072-6 – моделиро-
вание процессов образования комплексов вклю-
чения).
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