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1. Uvod

Ptirodni cyklosporiny jsou cyklické undekapeptidy produ-
kované biotechnologicky, napt. submerzni fermentaci hub
rodu Tolypocladium'. Nejvétsi vyznam md tzv. cyklosporin A
(CsA = cyklo(-MeBmt1-AbuZ-Sar3-MeLeu4-Va15-MeLeu6-
-Ala’-D-Ala®-MeLeu’-MeLeu'>-MeVal'l-)). Aminokyselinové
zbytky CsA, kromé achirdlniho Sar’a D-Ala®, maji L-konfigu-
raci. Ve srovndni s ostatnimi peptidy, CsA obsahuje prede-
v§im neobvyklou aminokyselinu, MeBmt' = (28,3R,4R,6E)-
-3-hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)-okt-6-enovd  kyseli-
na’ (obr. 1).

Od roku 1978 se roztok CsA pouzivd v klinické praxi jako
revoluéni imunosupresivum pro potlaceni reakce hostitele na
tkanové transplandty a pro 1é€bu autoimunitnich chorob (1é-
kové formy Neoral ™, Novartis a Consupren®, Galena). Podle
soucasné predstavy® prochdzi CsA bunéénou membrinou do
cytoplazmy, kde se vdze pres rezidua 1, 2, 3,9, 10 a 11 na
cytosolicky protein cyklofilin A (CypA), peptidylprolin-cis-
-trans-isomerasu (EC 5.2.1.8). Ve vzniklém komplexu, CypA/
CsA (obr. 2) je k dispozici tzv. efektorova smycka (effector
loop), tvorend zbylymi rezidui (4-8), pro interakci s dal$im
cytosolickym proteinem — kalcineurinem (Cn), fosfoprotein
fosfohydrolasou (EC 3.1.3.16). Imunosupresivni tcinek této

interakce se projevi tlumenim tvorby interleukinu-2, rstové-
ho faktoru T lymfocytd, které jsou, jak zndmo, odpovédné za
imunitni odezvu v lidském organismu. VSechny detaily popsa-
ného mechanismu nejsou vsak dosud vysvétleny.

Ostatni piirodni cyklosporiny, které se od CsA 1is{ substi-
tuci jedné az dvou aminokyselin (v literatui'e se oznacuji napf.
pismeny B az Z nebo vyznacenim substituce vii¢i CsA, tab. I),
sivni dcinek nez ptivodni CsA. Dosud se vSak nepodafilo
nalézt ani pfipravit derivat, ktery by mél lep$i imunosupresivn{
vlastnosti pfi nizsich vedlejsich ucincich. Efekt sniZeni, resp.
ztrdta imunosupresivity je ze strukturntho hlediska pozoru-
hodnd, protoze cyklosporiny jsou pomérné velké molekuly
(M= 1200), ale piesto i nepatrnd chemickd a tudiZ i strukturni
zména na jedné aminokyseliné (napf. demethylace) muize
vyvolat zdsadni zménu biologické aktivity. Podle predbéz-
nych vyzkumi je mozné, Ze nékteré neimunosupresivni cy-
klosporiny by mohly byt naopak aktivni pfi Iécbé MDR (mul-
tidrug resistance)”.

Vzhledem k tomu, Ze zména biologické aktivity jedno-
znacéné souvisi s konformacni flexibilitou, 1ze ziskané vysled-
ky pouzit pfi korelacich typu struktura/aktivita a drug designu.
Tento ¢lanek mapuje soucasny stav znalosti o konformacn{
flexibilité cyklosporint, pfedevsim v krystalickém stavu, a je
jednim z mnoha podobnych, které prispivaji k feSeni rozsah-
Iého a nesnadného tikolu vysvétlit biologické déje na moleku-
larni drovni.

2. Prehled cyklosporinovych struktur

Piirodnich cyklosporind a jejich metabolitd je dnes po-
psdno okolo 100. Cyklosporiny mohou navic vystupovat jako
ligandy v komsglexech, napf. s Li (viz >, Na (viz™), Mg
(viz®), Ca (viz*®%Y), Zn (viz’%), Cu (viz’%). Na rozdil od linedr-
nich peptidi nemd cyklicky skelet cyklosporint k dispozici
volnou karboxy nebo aminoskupinu a pfitomné aminoky-
selinové zbytky jsou neutrdlni (Abu, Ala, Thr, MeVal, Val,
Nva, Sar, MeLeu, Leu, Ile a MeBmt). V ddasledku tohoto
faktu a tésné usporddané sekundarni struktury jsou cyklo-
sporiny lipofilni a hydrofobni. CsA md sedm N-methylo-
vanych aminokyselinovych zbytkt (1, 3, 4, 6,9, 10, 11) a ty-
to methylace umoziuji vznik cis/trans izomeri peptidovych
vazeb (vzdjemné postaveni methylové skupiny a atomu ky-
sliku).

Nejvice prostudovanou strukturou je samoziejmeé moleku-
la CsA, vzhledem ke svému terapeutickému pouZzivdni. Cy-
klosporin A se piivodné podafilo vykrystalovat ve formé di-
hydrétu (tetragondlni prostorova grupaP4l)2, ktery vznikd i ve
vyrobnim procesu krystalizaci CsA z acetonu. VysuSenim
dihydratu Ize pfipravit amorfni CsA. Pozdéji se podafilo pfi-
pravit i bezvody orthorombicky cyklosporin (prostorova gru-
paP 212121)6. U tak vyznamného 1éc¢iva, jakym CsA bezpo-
chyby je, byla jeho novd modifikace ihned patentovana’ a to
i presto, Ze potencidlni Iékové formy, v nichz by se krystalicky
CsA mohl uplatnit, napf. topické masti (masti uzivané lokal-
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Obr. 1. Struktura cyklosporinu v CsA dihydratu, systém intramolekuldrnich H-vazeb (nahofe), antiparalelni B-list (dole)

Obr. 2. Komplex cyklofilinu A (vlevo) s cyklosporinem A (vpravo), efektivni smycka na CsA zietelné vystupuje z povrchu proteinu
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Tabulka I

Piirodni cyklosporiny, kromé CsA, formulované jako jeho substitu¢ni derivdty

Referaty

27,28

Nazev Slozeni Nazev Slozeni

CsB [Ala’] CsA CsP [Bmt', Thr?] CsA
CsC [Thr?] CsA CsQ [Val'] CsA

CsD [Val’] CsA CsR [Leu®'% CsA
CsE [Val'l] CsA CsS [Thr?,Val*] CsA
CsF [3’—desoxy—MeBmt'] CsA CsT [Leu'’] CsA

CsG [Nva?] CsA CsU [Leu®] CsA

CsH [D-MeVal''] CsA CsV [Abu’] CsA

Csl [Val’,Leu'"] CsA CsW [Thr?,Val''] CsA
CsJ [MeLeu'] CsA CsX [Nva®Leu’] CsA
CsK [3’—desoxy—MeBmtl,Va12] CsA CsY [Nva? Leu®] CsA
CsL [Bmt'] CsA CsZ [N-methyl-2-aminooktanova kys.l] CsA
CsM [Nva®’] CsA -[Leu’®] CsA

CsN [NvaZ Leu'%) CsA -[Leu*] CsA

CsO [MeLeu', Nva’] CsA -[1le*] CsA
Tabulka Il

Ptehled cyklosporinovych struktur v krystalech stanovenych difrakénimi metodami

Naézev K6d CSD" Prostorova Systém intramole-
grupa kuldrnich H-vazeb
CsA dihydrat DEKSAN P4, typ CsA dihydrat
CsA monohydrat KEPNAU P222, typ CsA dihydrat
CsA dimethylisosorbid solvét TECRIC P2, typ CsA DMI*
CsA di-n-butylether solvt neni zatim pridélen P2, typ CsA dihydrat
CsA tetrahydrofuran solvat neni zatim pridélen P2, typ CsA dihydrat
SulthydrylCsA ZAJDUJ P222, typ CsA dihydrat
ThioCsA diethylether solvit JOKMAX 2, typ CsA DMI
IodoCsA ICSSPA P2, typ CsA dihydrat
[O-acetyl-MeBmt'] CsA neni zatim pfidélen P222, typ CsA dihydrat
[O-acetyl-m-bromo-MeBmt'] CsA neni zatim pridélen P222, typ CsA dihydrat
[3,0-Didehydro-MeBmt', Val*] CsA ZADREB P 321 typ CsA dihydrat
diisopropylether solvat hemihydrat
[3,0-Didehydro-MeBmt', Val*] CsA ZADRIF P 3,21 typ CsA dihydrat
CsE aceton solvat monohydrat SUQNUM P2, typ CsE
CsE bis(2-butanol) monohydrat neni zatim pifidélen P2, typ CsE
CsH diethylether hemisolvdt monohydrdt CCDC 139242 (predbézny kod) 12 typ CsH
Dihydro-CsA bis(tert- CCDC 153170 (ptedbézny kod) P2, typ CsA DMI
-butylmethylether) solvat
CsV bis(tert-butylmethylether) solvit CCDC 153171 (ptedbézny kod) P2, typ CsA DMI

# Dimethylisosorbid

né¢), predstavuji pouhy zlomek trhu. Neni bez zajimavosti
uvést, Ze tieti dosud zndmad krystalickd forma CsA byla popsd-
na v Cechdch a jednd se o monoklinicky CsA s riznymi
solventy (prostorova grupa P 21)8’9.

Kromé struktur CsA, krystalovanych z raznych rozpou-
stédel, byly vyfeSeny i struktury cilovych proteinovych recep-
tort s cyklosporiny. Komplex CsA s cg/clofilinem A je zndm
v nékolika formach, napt. monomeru'’ nebo dekameru'l. Jak
konformace cyklosporinového skeletu, tak vazebné misto na
cyklofilin je vSak ve vsech téchto formdch stejné. Komplex

11

cyklofilin/cyklosporin A/kalcineurin (CypA/CsA/Cn) se za-
tim nepodafilo vykrystalovat, takZe jeho RTG-struktura neni
znama. Je vSak zndma konformace CsA vdzaného na FAB
fragment monoklonalni protildtky'>.

Prehled vSech zndmych cyklosporinovych struktur je uve-
den v tabulce II a IIl. Uvedeny piehled neni a zfejmé ani
nemtize byt kompletni. V pozadi Ize hledat i dosud netispéSnou
snahu syntetizovat modifikovanou cyklosporinovou molekulu
s jesté vysSim a specifictéjSim imunosupresivnim tcinkem
a nizsi toxicitou (cyklosporin A je totiZ nezanedbatelné nefro-
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Tabulka IIT

Prehled cyklosporinovych struktur v komplexech s proteiny a s FAB fragmentem
Experimentdlni Ligand Kod PDB' Prostorova
technika grupa
RTG-difrakce FAB fragment 1IKF P222,

(imunoglobulin Ig1-x)
RTG-difrakce Cyklofilin A 1CWH P222
RTG-difrakce Cyklofilin B 1ICSN P222,
RTG-difrakce Cyklofilin A 2RMA, 2RMB P2,
RTG-difrakce Cyklofilin A IMIK, 1BCK, 1CWA, ICWB, 1CWC, P222,
ICWF, 1CWI, ICWJ, ICWM, 1ICWO

NMR Cyklofilin A ICSA, 3CSS, ICSA, 1CSB -

i1

Obr. 3. Konvence znaceni torznich wihli peptidovych vazeb podle
doporuceni IUPAC-IUB komise pro biochemickou nomenkla-
turu (J. Mol. Biol. 52, 1 (1970)). Prevzato z knihy: Fundamentals of
Crystallography (Giacovazzo C. ed.). IUCr and Oxford University
Press, New York 1992

toxicky). Lze proto predpoklddat, Ze nékteré struktury nebyly
dosud zvefejnény. V této prdaci byl proto jako srovndvaci
materidl zvolen soubor cyklosporinovych struktur obsazenych
predevsim v databdzich CSD (Cambridge Structural Databa-
se)'* a PDB (Protein Data Bank)'* a v nagich nejnovgjsich
pracich, kde kéd CSD nentf jesté pridélen.

3. Konformace cyklosporinového skeletu

Konformace neboli prostorové uspotadani cyklosporino-
vého skeletu je primdrné ddno energetickou vyhodnost{ systé-
mu. V tomto systému se vytvaii intramolekuldrni vodikové
vazby, které jsou ddny jednak poctem donord a akceptort pro-
tont, které md skelet k dispozici, a déle jejich prostorovou
orientaci. Napi. sekundarni struktura CsA v krystalickém stavu®
ma tvar antiparalelniho slozeného B-listu se ¢tyfmi intramo-
lekuldrnimi vodikovymi vazbami: D-Ala®NH...COMeLeu®,
Ala’NH...COMeVal'!, Abu’NH...COVal’, Val’NH...COAbu’,
(viz obr. 1). Kvalitativni informaci o ur¢ité konformaci po-
skytuje obrazek tvaru molekuly, kvantitativnim vyjadienim
jsou hodnoty konvencnich torznich dhli (znacenych ¢, y, ®)
peptidovych vazeb, obr. 3, tab. IV.

U CsA lze rozlisit tfi zdsadni konformace cyklosporinové-
ho skeletu (obr. 4):
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Obr. 4. Tri zasadni konformace cyklosporinového skeletu; a — ve
volné formé v krystalech (pro ilustraci nakreslen piekryv Cs-skelett
v DEKSAN, JOKMAX, KEPNAU, TECRIC, SUQNUM, ZAJDUJ
—viz tab. II), b — v komplexech s cyklofilinem A (piekryv Cs-skelett
v 2RMA, 2RMB - viz tab. III), ¢ — s FAB fragmentem

Konformace ve volné formé v roztoku a v krystalech
Konformace v komplexech s cyklofilinem

Konformace pfi navazani na FAB fragment monoklondlni
protildtky
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Obr. 5. Systém intramolekularnich H-vazeb ve struktuie CsA dimethylisosorbid Kklatratu
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Obr. 6. Systém intramolekuldrnich H-vazeb ve struktuie CsE

3.1. Konformace cyklosporinid ve volné

formé v roztoku a v krystalech

Konformace CsA v nepolarnich rozpoustédlech (benzen,
chloroform) je velmi podobna jeho konformaci v krystalovych
formdch (viz tab. II). V poldrnich rozpoustédlech vsak existuje
nékolik konformaci. Podobné se chovd i vétSina ostatnich
piirodnich cyklosporind. Tfi rdzné konformace CsA byly na-
lezeny i v pevném stavu a ackoli jsou velmi podobné, lze i zde
nalézt zajimavé rozdily. Napf. struktura CsA dihydrdtu® (viz
typ CsA dihydrat, tab. II) obsahuje Ctyfi intramolekuldrni
vodikové vazby (viz obr. 1), pfi¢emz atom kysliku a methylo-
vd skupina peptidové vazby mezi MeLeu’a MeLeu'’ jsou vici
sobe v uspofdddni cis. Struktura CsA dimethylisosorbid kla-
tratu® (viz typ CsA DMI, tab. II) obsahuje rovnéz &tyfi intra-
molekuldrni vazby, ale ve srovndni s CsA dihydratem tfi stejné
a jednu odlignou (obr. 5): MeBmt'OH...COSar’, Ala’NH...
COMeVal'!, Abu?NH...COVal®, Val’NH...COAbu?. Stejnou
sit intramolekularnich H-vazeb ma i CsV (Ala’ je zde substi-
tuovano za Abu’) a dihydro-CsA (oba viz").

V cyklosporinu E, obsahujicim Val'! (misto MeVal'!
v CsA) je k dispozici skupina NH valinu, coz davd vzniknout

13
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nové intramolekuldrni vodikové vazbé Val''NH...D-Ala*CO.
Struktura CsE aceton solvitu monohydratu'® (viz typ CsE,
tab. I) obsahuje celkem pét intramolekuldrnich H-vazeb (obr. 6).
Srovnani tvar molekul CsA, CsE ukazuje, Ze smycka reziduf
8-11 je u CsE vlivem piitomnosti nové H-vazby (Val''NH. ..
D-Ala®CO) podstatné vice ,,zaskrcena® (zhruba ze 4 A u CsA
na 3 A u CsE). Pétd vodikové vazba podstatné piispiva ke
stabilit¢ konformace a CsE md pouze jednu identickou kon-
formaci v nepoldrnich i poldrnich rozpoustédlech.

CsH poskytuje v roztoku celou fadu konformerd, jejichz
strukturu se dosud nepodatilo tspésné rozsifrovat'”. U CsH
v pevném stavu H-vazby D-Ala®NH...COMeLeu®a Ala’NH...
COMeVal'! zanikaji a misto nich se vytvdii nova Ala’NH...
COVal’ (obr. 7). Diference mezi torznimi ﬁhly v CsA dihy-
dritu a v CsH (tab. IV) jsou Vysledkem opacnych prostoro-
vych orientaci smycky D-Ala®-MeLeu’-MeLeu'*-MeVal'(p-
-MeVal'') v cyklosporinovém skeletu a jemnych rozdilii mezi
rezidui MeBmt' Val® a MeLeu®(obr. 8). Z tohoto diivodu mize
CsH byt povazovan za samostatny konformacni typ (tab. II).
Presto, Ze je molekula CsH velmi flexibilni nevykazuje zad-
nou imunosupresivni aktivitu, nebof neni schopna vytvofit
konformaci umoziujici vazbu na cyklofilin. CsH vSak vyka-
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Obr. 7. Systém intramolekularnich H-vazeb ve struktui‘e krystalického CsH
Tabulka IV
Srovndni torznich thll peptidovych vazeb aminokyselinovych zbytkt u vybranych cyklosporind
Torzni CsA dihydrat CsH.DEM* CsA.DMI® CsE.AM® CsA/CypA
thel [°]
0, v, o, -84 122 -175 -103 105 -177 -93 156 167 -103 159 167 -109 171 -178
0, v, ®, -120 90 -177 -105 107 -173 -118 99 -167 -118 97 -167 -116 93 -179
O3 Y5 0 71 -128 173 61 -132 176 68 —-133 172 68 -130 170 128 -72 173
O,y 0 -99 22 -180 -105 23 176 -98 9 -177 -100 9 -179 -108 103 -177
05 Y5 05 -113 125 167 -121 155 174 -85 134 176 -78 134 174 -76 122 -176
O Wg -90 100 -165 99 8 -173 -79 128 -174 74 122 -175 96 168 179
0, ¥, 0 -83 52 178 -157 142 164 -98 -5 180 -104 -13 179 -63 156 173
g Yy g 88 —-125 -167 67 -128 -175 150 -133 -173 163 -162 -166 100 -141 178
Oy Yy 0y -119 100 -6 -102 120 -7 -120 99 -1 -109 110 -8 -123 72 -178
010 Wip Oy -139 65 -167 -146 70 178 -139 64 -178 -119 87 -167 -108 170 174
O V0 -103 125 173 127 -86 170 95 142 166 -123 137 171 -123 83 -179

* Diethylether hemisolvat monohydrat, ® dimethylisosorbid, € aceton solvat monohydrat

zuje n&které zajimavé biologické aktivity'”, které vsak nepro-
bihaji pres jeho vazbu na cyklofilin, ale pravdépodobné na
jiné, ndm dosud nezndmé, vazebné struktury.

3.2. Cyklosporinové klatrdty

Pojem cyklosporinové klatrdty byl poprvé pouzit Jegoro-
vem a spol.” a pravdépodobné se jednd o prvni popis klatratt
tvofenych peptidy. Molekuly cyklosporind jsou v krystalech
uspofdddny tak, Ze se mezi nimi vytvaif rizné velké a riizné
orientované dutiny neboli kavity. Zatim v§ak nebyl pozorovin
ptipad, Ze by molekula solventu vstoupila dovniti cyklospori-
nového skeletu, jako napi. u cyklodextrind pfi separaci enan-
tiomert'®. Tvar a objem kavit 1ze vypocitat a graficky mode-
lovat, obr. 9 (napf. grogramem PLATON" nebo programem
MarchingCubeELD?’). Tak Ize pro riizné cyklosporinové kla-
traty stanovit maximdlni pocet nevodikovych atomd, které 1ze
do kavity sméstnat. Cyklosporinovy klatrat vSak zddrné kry-
staluje i molekulou rozpoustédla, kterda obsahuje i polovinu
maximdlniho poctu nevodikovych atomi teoreticky umistitel-
nych do kavity.
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Chiralita samotného cyklosporinového skeletu, disymetrie
kavit a moznost vytvareni vodikovych vazeb s hostujici mole-
kulou solventu nabizi i moznost vyuziti preferencni krysta-
lizace k separaci riiznych enantiomert. Husdk a spol.” testo-
vali inkorporaci celkem tif typd chirdlnich molekul. Byly
syntetizovany nesymetrické chirdlni ethery, avsak nepodafilo
se nalézt vhodny analyticky systém pro separaci enantiomerd.
Inkorporace (R,S)-2-butanolu do CsE prokdzala, Ze tato mole-
kula je pfili§ mald a v kavité byly nalezeny oba enantiomery.
Kazdy z téchto enantiomert vSak zaujima specifickou pozici,
coz podporuje potencidlni moznost diskriminace vétsich chi-
rdlnich molekul. Jako dalsi byl testovan (R,S)-butyl-laktat,
avsSak i zde bylo u klatratu CsE nalezeno zastoupeni obou
enantiomerd v poméru 1:1. I tato molekula s 10 nevodikovymi
atomy je zjevneé pfili§ mald vzhledem k velikosti kavity. Bylo
prokdzano, ze diverzita cyklosporini potencidlné umoziuje
modifikaci nejen velikost kavity, ale i symetrii inkorporace
hostujici molekuly. Napf. v klatratech dihydro-CsA a CsV
s tert-butylmethyletherem md jedna z molekul fert-butylme-
thyletheru zcela odli$nou orientaci v kavité.

Dile bylo zjiSténo, Ze relativné velkd konformacni stabilita
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Obr. 8. CsH (vlevo), CsA dihydrat (vpravo)
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Obr. 9. Modelovani kavity v CsA dimethylisosorbid klatratu pro lokalizaci dimethylisosorbidu

cyklosporinovych molekul v krystalickém stavu zptlisobuje
preferenci urcitého symetrického uspotaddni. Z tohoto hledis-
ka byla identifikovdna dvé vyrazné preferovand usporadani
a sice symetrie monoklinické prostorové grupy P 2,a symetrie
orthorombické prostorové grupy P 2,2,2,. Pro typ P2, a poet
vzorcovych jednotek v elementarni buiice Z = 2 je charakte-
ristickd pravé piitomnost velkych kavit (az 562 A%), pro typ
P2,2,2, pfitomnost malych kavit (okolo 20 A3), které nejsou
obsazeny bud zZddnym solventem (napf. acetyl-CsA nebo ace-
tylbromo-CsA (oba viz 22) nebo pouze molekulou vody (napf.
CsA dihydrat).

Konformace cyklosporint v klatrdtech se 1isi od konfor-
mace cyklosporinu A v dihydratu v zdsadé pouze orientaci po-
stranniho fetézce rezidua MeBmt!, pficemz samotnd rezidua
1-5 jsou, podobné jako u CsA dihydratu, v uspordddni nesouh-
lasné orientovaného B-sklddaného listu a rezidua 7-11 tvoii

otevienou smycku s peptidovou cis-vazbou mezi rezidui 9-10.

Vzhledem ke snadné tvorbg, tvaru i kvalité krystalt pred-
stavuje postup krystalizace cyklosporinti ve formé izostruktur-
nich klatratd i vybornou metodu jak pfimét ke krystalizaci
nezndmé cyklosporiny. Tato metoda byla napt. ispésné pouzi-
ta pro primdrni identifikaci CsV. Postup byl testovdn i pro
rizné metabolity cyklosporinu a podafilo se takto vyfeSit
strukturu dihydro-CsA (dihydro-metabolity vznikaji pravdé-
podobné zpétnou resorpci ze stieva v diisledku plisobeni stiev-
ni mikroflory).

3.3. Konformace cyklosporint
v komplexech s cyklofilinem

Vazba cyklosporini na cyklofilin piimo koreluje s je-
jich immunosupresni aktivitou®. Pii interakci volného cyklo-
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Obr. 10. Systém intramolekuldrnich H-vazeb CsA v komplexu CsA/CypA
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Obr. 11. Trajektorie konformaé¢ni zmény: volny CsA (vlevo) — receptorové-vazany CsA (vpravo) (pievzato a upraveno z cit.”)

sporinu A s cyklofilinem A se razantné méni konformace
cyklosporinového skeletu. Pivodni ¢tyfi intramolekuldrni H-
-vazby ve volném CsA (viz obr. 1) se redukuji na jednu
(MeBmt'OH...COMeLeu*) v CsA vdzaném v komplexu
s CypA (obr. 10). Ddle je podstatné, Ze pfi této interakci se
meéni i vzdjemné postaveni atomu kysliku a methylové skupiny
peptidové vazby mezi MeLeu’ a MeLeu'® z konfigurace cis
(volny CsA) na trans (vizany CsA). Kock a spol.24 modelovali
molekuldrni mechanikou konformacni pfechod: volny CsA
(v chloroformu, resp. v tetrahydrofuranu) — vazany CsA (v kom-
plexu s receptorem). Zjistili, Ze ke konverzi dojde béhem
nékolika desitek ps. Trajektorie této konverze zahrnuje proto-
&eni postrannich fetézct MeBmt'a Val® a jiz zmin&nou zménu
izomerie cis/trans (obr. 11).

Kallen a spol.3 porovnali RTG-struktury desiti komplext
ruznych cyklosporini s cyklofilinem A. Zjistili, Ze vSechny
komplexy jsou izomorfni, krystalizujici v prostorové grupé
P2,2,2, s velmi blizkymi miiZkovymi parametry, s jedinou
vyjimkou CypA/[D-MeSer’] CsA, ktery krystaluje v grupé
P2,2,2. Méfeni imunosupresivni aktivity téchto analogi (pro-
dukce interleukinu-2) potvrdilo, Ze zZddny nevykazuje veétsi
aktivitu nez CypA/CsA. Vazebnou doménu CsA pro interakci
s cyklofilinem tvoii vzdy fetézec MeLeu’-MeLeu'®-MeVal''-
-MeBmt'-Abu*-Sar’

3.4. Konformace cyklosporinu A
vidzaného na FAB fragment
monoklondlni protildtky

Zatimco mechanismus imunosupresivniho tic¢inku cyklo-
sporint je zprostiedkovan jejich vazbou na cyklofilin, neni to
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zdaleka jediny protein, ktery je schopen cyklosporiny vazat.
Kromé struktur s cyklofilinem byla RTG difrakci studovdna
konformace CsA navdzaného na FAB fragment monoklondlni
protildtky, zejména pro lepsi pochopeni mechanismu rozpoz-
néni antigenu (cyklosporinu) protildtkou. Nalezend konforma-
ce CsA je velmi oteviend a neobsahuje ani jednu intramoleku-
larni H-vazbu, ¢imz se vyrazné lis{ od struktur volného CsA
i jeho komplexu s cyklofilinem. Predstavuje tudiz tieti, vyraz-
né odlisny typ konformace CsA (viz obr. 4c). Dal§im protei-
nem schopnym vdzat cyklosporiny je napt. P-glykoprotein
podilejici se na transmembranovém transportu cyklosporinu
(a mnoha dalSich latek) a vzniku MDR, kdy molekuly 1é¢iv
jsou exportovdny ven z bunék a tak neni mozné dosdhnout
jejich dcinné koncentrace. Vazba cyklosporint nijak neko-
reluje s jejich imunosupresivni aktivitou a P-glykoprotein
se vdZe na doménu CsA tvofenou fetézcem aminokyselin
MeLeu*-Val>-MeLeu®-Ala’-D-Ala®, tj. &4st rozpozndvanou rov-
n&Z kalcineurinem®. NejucinnéjSimi moduldtory jsou napf.
[3,0—didehydr0—MeBmt1, Valz] CsA a acetylcyklosporin A,
jejichz struktura byla rovnéz vyfesena RTG difrakci 226,

4. Zavér

Cyklosporiny jsou piekvapivé rigidni molekuly preferujici
ve volné formé v krystalech symetrické uspotfadani prostorové
grupy P 2, a ve vazbé na cyklofilinovy receptor prostorovou
symetrii P2,2,2,. Konformace cyklosporinii v kapalindch od-
povidaji konformacim nalezenym v krystalech. Predpokladem
biologické aktivity cyklosporint je konformacni flexibilita
jejich cyklického skeletu. Ve volné formé v krystalech cyklo-
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sporiny zaujimaji t&snou konformaci antiparalelniho B-listu,
pfi vazbé na proteinovy receptor se cyklosporinovy skelet
otvird. Tato konforma¢ni zména je -charakterizovdna
sniZenim pocCtu intramolekuldrnich vodikovych vazeb ze Ctyt
na jednu a zménou konfigurace peptidové vazby mezi MeLeu’
a MeLeu'’ z cis (volny CsA) na trans (vazany CsA). Tim jsou
splnény sterické naroky pfi vazbé CsA (ptes jeho rezidua 1, 2,
3,9, 10 a 11) na proteinovy receptor cyklofilin A. Energetické
ndroky konformacni zmény CsA (volny) — CsA(vdzany) jsou
uhrazeny z konformac¢nich zmén receptoru.

Seznam nekddovanych aminokyselin

MeBmt  (4R)-4-((E)-but-2en-1-yl)-4,N-dimethyl-L-threonin
Bmt (4R)-4-((E)-but-2en-1-yl)-4-methyl-L-threonin
Abu 2-aminobutanovd kyselina

Sar sarkosin, N-methylglycin

MeLeu  N-methylleucin

MeVal  N-methy-valin

Nva norvalin

Tato prdce byla podporena Ministerstvem mlddeZe,
Skolstvi a télovychovy (vyzkumny zdmér ¢. CEZ: MSM
223100002). Vyhleddvdni v databdzi CSD bylo umoznéno
na zdkladé grantu GA CR 203/99/0067.
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B. Kratochvil®, M. Husdk? and A. Jegorov® (“Depart-
ment of Solid State Chemistry, Institute of Chemical Techno-
logy, Prague,”Galena Co., Research Unit, Ceské Budéjovice):
Conformational Flexibility of Cyclosporins

This review summarizes the present knowledge of confor-
mations of cyclosporins mainly in the solid state. A very small
chemical change of the cyclosporin backbone causes a signifi-
cant change in biological properties. The mechanism of im-
munosuppressive activity of cyclosporin A is explained on the
basis of conformational flexibility of the cyclosporin skeleton.
Cyclosporin A adopts three main conformations: the tightly
folded one of free cyclosporin in crystals and solution, the
open one in the receptor-bound state in cyclosporin complexes
with cyclophilin A and the very open one in the cyclospo-
rinFAB (fragment of antibody) complex. A conformational
comparison of variously solvated cyclosporin A with its non-
immunosuppressive derivatives (cyclosporins E and H) shows
some small differences in the system of intramolecular H-
-bonds of cyclosporin skeletons. The inclusion effect of
packed cyclosporin molecules in crystalline cyclosporin clath-
rates enables preferential crystallization of cyclosporins with
various chiral molecules of organic solvents.



