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1. ⁄vod

P¯ÌrodnÌ cyklosporiny jsou cyklickÈ undekapeptidy produ-
kovanÈ biotechnologicky, nap¯. submerznÌ fermentacÌ hub
rodu Tolypocladium1. NejvÏtöÌ v˝znam m· tzv. cyklosporin A
(CsA = cyklo(-MeBmt1-Abu2-Sar3-MeLeu4-Val5-MeLeu6-
-Ala7-D-Ala8-MeLeu9-MeLeu10-MeVal11-)). AminokyselinovÈ
zbytky CsA, kromÏ achir·lnÌho Sar3 a D-Ala8, majÌ L-konfigu-
raci. Ve srovn·nÌ s ostatnÌmi peptidy, CsA obsahuje p¯ede-
vöÌm neobvyklou aminokyselinu, MeBmt1 = (2S,3R,4R,6E)-
-3-hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)-okt-6-enov· kyseli-
na2 (obr. 1).

Od roku 1978 se roztok CsA pouûÌv· v klinickÈ praxi jako
revoluËnÌ imunosupresivum pro potlaËenÌ reakce hostitele na
tk·ÚovÈ transplan·ty a pro lÈËbu autoimunitnÌch chorob (lÈ-
kovÈ formy NeoralÆ, Novartis a ConsuprenÆ, Galena). Podle
souËasnÈ p¯edstavy3 proch·zÌ CsA bunÏËnou membr·nou do
cytoplazmy, kde se v·ûe p¯es rezidua 1, 2, 3, 9, 10 a 11 na
cytosolick˝ protein cyklofilin A (CypA), peptidylprolin-cis-
-trans-isomerasu (EC 5.2.1.8). Ve vzniklÈm komplexu, CypA/
CsA (obr. 2) je k dispozici tzv. efektorov· smyËka (effector
loop), tvo¯en· zbyl˝mi rezidui (4ñ8), pro interakci s dalöÌm
cytosolick˝m proteinem ñ kalcineurinem (Cn), fosfoprotein
fosfohydrolasou (EC 3.1.3.16). ImunosupresivnÌ ˙Ëinek tÈto

interakce se projevÌ tlumenÌm tvorby interleukinu-2, r˘stovÈ-
ho faktoru T lymfocyt˘, kterÈ jsou, jak zn·mo, odpovÏdnÈ za
imunitnÌ odezvu v lidskÈm organismu. Vöechny detaily popsa-
nÈho mechanismu nejsou vöak dosud vysvÏtleny.

OstatnÌ p¯ÌrodnÌ cyklosporiny, kterÈ se od CsA liöÌ substi-
tucÌ jednÈ aû dvou aminokyselin (v literatu¯e se oznaËujÌ nap¯.
pÌsmeny B aû Z nebo vyznaËenÌm substituce v˘Ëi CsA, tab. I),
a r˘znÈ semisyntetickÈ deriv·ty, vykazujÌ niûöÌ imunosupre-
sivnÌ ˙Ëinek neû p˘vodnÌ CsA. Dosud se vöak nepoda¯ilo
nalÈzt ani p¯ipravit deriv·t, kter˝ by mÏl lepöÌ imunosupresivnÌ
vlastnosti p¯i niûöÌch vedlejöÌch ˙ËincÌch. Efekt snÌûenÌ, resp.
ztr·ta imunosupresivity je ze strukturnÌho hlediska pozoru-
hodn·, protoûe cyklosporiny jsou pomÏrnÏ velkÈ molekuly
(Mr » 1200), ale p¯esto i nepatrn· chemick· a tudÌû i strukturnÌ
zmÏna  na  jednÈ  aminokyselinÏ (nap¯. demethylace) m˘ûe
vyvolat z·sadnÌ zmÏnu biologickÈ aktivity. Podle p¯edbÏû-
n˝ch v˝zkum˘ je moûnÈ, ûe nÏkterÈ neimunosupresivnÌ cy-
klosporiny by mohly b˝t naopak aktivnÌ p¯i lÈËbÏ MDR (mul-
tidrug resistance)4.

Vzhledem k tomu, ûe zmÏna biologickÈ aktivity jedno-
znaËnÏ souvisÌ s konformaËnÌ flexibilitou, lze zÌskanÈ v˝sled-
ky pouûÌt p¯i korelacÌch typu struktura/aktivita a drug designu.
Tento Ël·nek mapuje souËasn˝ stav znalostÌ o konformaËnÌ
flexibilitÏ cyklosporin˘, p¯edevöÌm v krystalickÈm stavu, a je
jednÌm z mnoha podobn˝ch, kterÈ p¯ispÌvajÌ k ¯eöenÌ rozs·h-
lÈho a nesnadnÈho ˙kolu vysvÏtlit biologickÈ dÏje na moleku-
l·rnÌ ˙rovni.

2. P¯ehled cyklosporinov˝ch struktur

P¯ÌrodnÌch cyklosporin˘ a jejich metabolit˘ je dnes po-
ps·no okolo 100. Cyklosporiny mohou navÌc vystupovat jako
ligandy v komplexech, nap¯. s Li (viz 5a,c), Na (viz5b), Mg
(viz5b), Ca (viz5b,c,d), Zn (viz5d), Cu (viz5d). Na rozdÌl od line·r-
nÌch peptid˘ nem· cyklick˝ skelet cyklosporin˘ k dispozici
volnou karboxy nebo aminoskupinu a p¯ÌtomnÈ aminoky-
selinovÈ zbytky jsou neutr·lnÌ (Abu, Ala, Thr, MeVal, Val,
Nva, Sar, MeLeu, Leu, Ile a MeBmt). V d˘sledku tohoto
faktu a tÏsnÏ uspo¯·danÈ sekund·rnÌ struktury jsou cyklo-
sporiny lipofilnÌ a hydrofobnÌ. CsA m· sedm N-methylo-
van˝ch aminokyselinov˝ch zbytk˘ (1, 3, 4, 6, 9, 10, 11) a ty-
to methylace umoûÚujÌ vznik cis/trans izomer˘ peptidov˝ch
vazeb (vz·jemnÈ postavenÌ methylovÈ skupiny a atomu ky-
slÌku).

NejvÌce prostudovanou strukturou je samoz¯ejmÏ moleku-
la CsA, vzhledem ke svÈmu terapeutickÈmu pouûÌv·nÌ. Cy-
klosporin A se p˘vodnÏ poda¯ilo vykrystalovat ve formÏ di-
hydr·tu (tetragon·lnÌ prostorov· grupa P 41)

2, kter˝ vznik· i ve
v˝robnÌm procesu krystalizacÌ CsA z acetonu. VysuöenÌm
dihydr·tu lze p¯ipravit amorfnÌ CsA. PozdÏji se poda¯ilo p¯i-
pravit i bezvod˝ orthorombick˝ cyklosporin (prostorov· gru-
pa P 212121)

6. U tak v˝znamnÈho lÈËiva, jak˝m CsA bezpo-
chyby je, byla jeho nov· modifikace ihned patentov·na7 a to
i p¯esto, ûe potenci·lnÌ lÈkovÈ formy, v nichû by se krystalick˝
CsA mohl uplatnit, nap¯. topickÈ masti (masti uûÌvanÈ lok·l-
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Obr. 1. Struktura cyklosporinu v CsA dihydr·tu, systÈm intramolekul·rnÌch H-vazeb (naho¯e), antiparalelnÌ β-list (dole)

Obr. 2. Komplex cyklofilinu A (vlevo) s cyklosporinem A (vpravo), efektivnÌ smyËka na CsA z¯etelnÏ vystupuje z povrchu proteinu
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Tabulka I
P¯ÌrodnÌ cyklosporiny, kromÏ CsA, formulovanÈ jako jeho substituËnÌ deriv·ty27,28

N·zev SloûenÌ N·zev SloûenÌ

CsB [Ala2] CsA CsP [Bmt1,Thr2] CsA
CsC [Thr2] CsA CsQ [Val4] CsA
CsD [Val2] CsA CsR [Leu6,10] CsA
CsE [Val11] CsA CsS [Thr2,Val4] CsA
CsF [3í-desoxy-MeBmt1] CsA CsT [Leu10] CsA
CsG [Nva2] CsA CsU [Leu6] CsA
CsH [D-MeVal11] CsA CsV [Abu7] CsA
CsI [Val2,Leu10] CsA CsW [Thr2,Val11] CsA
CsJ [MeLeu1] CsA CsX [Nva2,Leu9] CsA
CsK [3í-desoxy-MeBmt1,Val2] CsA CsY [Nva2,Leu6] CsA
CsL [Bmt1] CsA CsZ [N-methyl-2-aminooktanov· kys.1] CsA
CsM [Nva2,5] CsA -[Leu5] CsA
CsN [Nva2, Leu10] CsA -[Leu4] CsA
CsO [MeLeu1, Nva2] CsA -[Ile4] CsA

Tabulka II
P¯ehled cyklosporinov˝ch struktur v krystalech stanoven˝ch difrakËnÌmi metodami

N·zev KÛd CSD13 Prostorov· SystÈm intramole-
grupa kul·rnÌch H-vazeb

CsA dihydr·t DEKSAN P 41 typ CsA dihydr·t
CsA monohydr·t KEPNAU P 212121 typ CsA dihydr·t
CsA dimethylisosorbid solv·t TECRIC P 21 typ CsA DMIa

CsA di-n-butylether solv·t nenÌ zatÌm p¯idÏlen P 21 typ CsA dihydr·t
CsA tetrahydrofuran solv·t nenÌ zatÌm p¯idÏlen P 21 typ CsA dihydr·t
SulfhydrylCsA ZAJDUJ P 212121 typ CsA dihydr·t
ThioCsA diethylether solv·t JOKMAX P 21 typ CsA DMI
IodoCsA ICSSPA P 21 typ CsA dihydr·t
[O-acetyl-MeBmt1] CsA nenÌ zatÌm p¯idÏlen P 212121 typ CsA dihydr·t
[O-acetyl-ω-bromo-MeBmt1] CsA nenÌ zatÌm p¯idÏlen P 212121 typ CsA dihydr·t
[3,O-Didehydro-MeBmt1, Val2] CsA ZADREB P 3121 typ CsA dihydr·t
diisopropylether solv·t hemihydr·t
[3,O-Didehydro-MeBmt1, Val2] CsA ZADRIF P 3221 typ CsA dihydr·t
CsE aceton solv·t monohydr·t SUQNUM P 21 typ CsE
CsE bis(2-butanol) monohydr·t nenÌ zatÌm p¯idÏlen P 21 typ CsE
CsH diethylether hemisolv·t monohydr·t CCDC 139242 (p¯edbÏûn˝ kÛd) I 2 typ CsH
Dihydro-CsA bis(tert- CCDC 153170 (p¯edbÏûn˝ kÛd) P 21 typ CsA DMI
-butylmethylether) solv·t
CsV bis(tert-butylmethylether) solv·t CCDC 153171 (p¯edbÏûn˝ kÛd) P 21 typ CsA DMI

a Dimethylisosorbid

nÏ), p¯edstavujÌ pouh˝ zlomek trhu. NenÌ bez zajÌmavosti
uvÈst, ûe t¯etÌ dosud zn·m· krystalick· forma CsA byla pops·-
na v »ech·ch a jedn· se o monoklinick˝ CsA s r˘zn˝mi
solventy (prostorov· grupa P 21)

8,9.
KromÏ struktur CsA, krystalovan˝ch z r˘zn˝ch rozpou-

ötÏdel, byly vy¯eöeny i struktury cÌlov˝ch proteinov˝ch recep-
tor˘ s cyklosporiny. Komplex CsA s cyclofilinem A je zn·m
v nÏkolika form·ch, nap¯. monomeru10 nebo dekameru11. Jak
konformace cyklosporinovÈho skeletu, tak vazebnÈ mÌsto na
cyklofilin je vöak ve vöech tÏchto form·ch stejnÈ. Komplex

cyklofilin/cyklosporin A/kalcineurin (CypA/CsA/Cn) se za-
tÌm nepoda¯ilo vykrystalovat, takûe jeho RTG-struktura nenÌ
zn·ma. Je vöak zn·ma konformace CsA v·zanÈho na FAB
fragment monoklon·lnÌ protil·tky12.

P¯ehled vöech zn·m˝ch cyklosporinov˝ch struktur je uve-
den v tabulce II a III. Uveden˝ p¯ehled nenÌ a z¯ejmÏ ani
nem˘ûe b˝t kompletnÌ. V pozadÌ lze hledat i dosud ne˙spÏönou
snahu syntetizovat modifikovanou cyklosporinovou molekulu
s jeötÏ vyööÌm a specifiËtÏjöÌm imunosupresivnÌm ˙Ëinkem
a niûöÌ toxicitou (cyklosporin A je totiû nezanedbatelnÏ nefro-
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Tabulka III
P¯ehled cyklosporinov˝ch struktur v komplexech s proteiny a s FAB fragmentem

Experiment·lnÌ Ligand KÛd PDB14 Prostorov·
technika grupa

RTG-difrakce FAB fragment 1IKF P 212121
(imunoglobulin Ig1-κ)

RTG-difrakce Cyklofilin A 1CWH P 21212
RTG-difrakce Cyklofilin B 1CSN P 212121
RTG-difrakce Cyklofilin A 2RMA, 2RMB P 21
RTG-difrakce Cyklofilin A 1MIK, 1BCK, 1CWA, 1CWB, 1CWC, P 212121

1CWF, 1CWI, 1CWJ, 1CWM, 1CWO
NMR Cyklofilin A 1CSA, 3CSS, 1CSA, 1CSB ñ

toxick˝). Lze proto p¯edpokl·dat, ûe nÏkterÈ struktury nebyly
dosud zve¯ejnÏny. V tÈto pr·ci byl proto jako srovn·vacÌ
materi·l zvolen soubor cyklosporinov˝ch struktur obsaûen˝ch
p¯edevöÌm v datab·zÌch CSD (Cambridge Structural Databa-
se)13 a PDB (Protein Data Bank)14 a v naöich nejnovÏjöÌch
pracÌch, kde kÛd CSD nenÌ jeötÏ p¯idÏlen.

3. Konformace cyklosporinovÈho skeletu

Konformace neboli prostorovÈ uspo¯·d·nÌ cyklosporino-
vÈho skeletu je prim·rnÏ d·no energetickou v˝hodnostÌ systÈ-
mu. V tomto systÈmu se vytv·¯Ì intramolekul·rnÌ vodÌkovÈ
vazby, kterÈ jsou d·ny jednak poËtem donor˘ a akceptor˘ pro-
ton˘, kterÈ m· skelet k dispozici, a d·le jejich prostorovou
orientacÌ. Nap¯. sekund·rnÌ struktura CsA v krystalickÈm stavu2

m· tvar antiparalelnÌho sloûenÈho β-listu se Ëty¯mi intramo-
lekul·rnÌmi vodÌkov˝mi vazbami: D-Ala8NHÖCOMeLeu6,
Ala7NHÖCOMeVal11, Abu2NHÖCOVal5, Val5NHÖCOAbu2,
(viz obr. 1). KvalitativnÌ informaci o urËitÈ konformaci po-
skytuje obr·zek tvaru molekuly, kvantitativnÌm vyj·d¯enÌm
jsou hodnoty konvenËnÌch torznÌch ˙hl˘ (znaËen˝ch φ, ψ, ω)
peptidov˝ch vazeb, obr. 3, tab. IV.

U CsA lze rozliöit t¯i z·sadnÌ konformace cyklosporinovÈ-
ho skeletu (obr. 4):

ñ Konformace ve volnÈ formÏ v roztoku a v krystalech
ñ Konformace v komplexech s cyklofilinem
ñ Konformace p¯i nav·z·nÌ na FAB fragment monoklon·lnÌ

protil·tky

Obr. 3. Konvence znaËenÌ torznÌch ˙hl˘ peptidov˝ch vazeb podle
doporuËenÌ IUPAC-IUB komise pro biochemickou nomenkla-
turu (J. Mol. Biol. 52, 1 (1970)). P¯evzato z knihy: Fundamentals of
Crystallography (Giacovazzo C. ed.). IUCr and Oxford University
Press, New York 1992

a b

c

Obr. 4. T¯i z·sadnÌ konformace cyklosporinovÈho skeletu; a ñ ve
volnÈ formÏ v krystalech (pro ilustraci nakreslen p¯ekryv Cs-skelet˘
v DEKSAN, JOKMAX, KEPNAU, TECRIC, SUQNUM, ZAJDUJ
ñ viz tab. II), b ñ v komplexech s cyklofilinem A (p¯ekryv Cs-skelet˘
v 2RMA, 2RMB ñ viz tab. III), c ñ s FAB fragmentem

Cαiñ1
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3 . 1 . K o n f o r m a c e c y k l o s p o r i n ˘ v e v o l n È
f o r m Ï v r o z t o k u a v k r y s t a l e c h

Konformace CsA v nepol·rnÌch rozpouötÏdlech (benzen,
chloroform) je velmi podobn· jeho konformaci v krystalov˝ch
form·ch (viz tab. II). V pol·rnÌch rozpouötÏdlech vöak existuje
nÏkolik konformacÌ. PodobnÏ se chov· i vÏtöina ostatnÌch
p¯ÌrodnÌch cyklosporin˘. T¯i r˘znÈ konformace CsA byly na-
lezeny i v pevnÈm stavu a aËkoli jsou velmi podobnÈ, lze i zde
nalÈzt zajÌmavÈ rozdÌly. Nap¯. struktura CsA dihydr·tu2 (viz
typ CsA dihydr·t, tab. II) obsahuje Ëty¯i intramolekul·rnÌ
vodÌkovÈ vazby (viz obr. 1), p¯iËemû atom kyslÌku a methylo-
v· skupina peptidovÈ vazby mezi MeLeu9a MeLeu10 jsou v˘Ëi
sobÏ v uspo¯·d·nÌ cis. Struktura CsA dimethylisosorbid kla-
tr·tu8 (viz typ CsA DMI, tab. II) obsahuje rovnÏû Ëty¯i intra-
molekul·rnÌ vazby, ale ve srovn·nÌ s CsA dihydr·tem t¯i stejnÈ
a jednu odliönou (obr. 5): MeBmt1OHÖCOSar3, Ala7NHÖ
COMeVal11, Abu2NHÖCOVal5, Val5NHÖCOAbu2. Stejnou
sÌù intramolekul·rnÌch H-vazeb m· i CsV (Ala7 je zde substi-
tuov·no za Abu7) a dihydro-CsA (oba viz15).

V cyklosporinu E, obsahujÌcÌm Val11 (mÌsto MeVal11

v CsA) je k dispozici skupina NH valinu, coû d·v· vzniknout

novÈ intramolekul·rnÌ vodÌkovÈ vazbÏ Val11NHÖD-Ala8CO.
Struktura CsE aceton solv·tu monohydr·tu16 (viz typ CsE,
tab. II) obsahuje celkem pÏt intramolekul·rnÌch H-vazeb (obr. 6).
Srovn·nÌ tvar˘ molekul CsA, CsE ukazuje, ûe smyËka reziduÌ
8ñ11 je u CsE vlivem p¯Ìtomnosti novÈ H-vazby (Val11NHÖ
D-Ala8CO) podstatnÏ vÌce Ñzaökrcenaì (zhruba ze 4 Å u CsA
na 3 Å u CsE). P·t· vodÌkov· vazba podstatnÏ p¯ispÌv· ke
stabilitÏ konformace a CsE m· pouze jednu identickou kon-
formaci v nepol·rnÌch i pol·rnÌch rozpouötÏdlech.

CsH poskytuje v roztoku celou ¯adu konformer˘, jejichû
strukturu se dosud nepoda¯ilo ˙spÏönÏ rozöifrovat17. U CsH
v pevnÈm stavu H-vazby D-Ala8NHÖCOMeLeu6 a Ala7NHÖ
COMeVal11 zanikajÌ a mÌsto nich se vytv·¯Ì nov· Ala7NHÖ
COVal5 (obr. 7). Diference mezi torznÌmi ˙hly v CsA dihy-
dr·tu a v CsH (tab. IV) jsou v˝sledkem opaËn˝ch prostoro-
v˝ch orientacÌ smyËky D-Ala8-MeLeu9-MeLeu10-MeVal11(D-
-MeVal11) v cyklosporinovÈm skeletu a jemn˝ch rozdÌl˘ mezi
rezidui MeBmt1 Val5 a MeLeu6(obr. 8). Z tohoto d˘vodu m˘ûe
CsH b˝t povaûov·n za samostatn˝ konformaËnÌ typ (tab. II).
P¯esto, ûe je molekula CsH velmi flexibilnÌ nevykazuje û·d-
nou imunosupresivnÌ aktivitu, neboù nenÌ schopna vytvo¯it
konformaci umoûÚujÌcÌ vazbu na cyklofilin. CsH vöak vyka-

Obr. 5. SystÈm intramolekul·rnÌch H-vazeb ve struktu¯e CsA dimethylisosorbid klatr·tu

Obr. 6. SystÈm intramolekul·rnÌch H-vazeb ve struktu¯e CsE
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Tabulka IV
Srovn·nÌ torznÌch ˙hl˘ peptidov˝ch vazeb aminokyselinov˝ch zbytk˘ u vybran˝ch cyklosporin˘

TorznÌ CsA dihydr·t CsH.DEM a CsA.DMIb CsE.AMc CsA/CypA
˙hel [∞]

φ1 ψ1 ω1 ñ84 122 ñ175 ñ103 105 ñ177 ñ93 156 167 ñ103 159 167 ñ109 171 ñ178
φ2 ψ2 ω2 ñ120 90 ñ177 ñ105 107 ñ173 ñ118 99 ñ167 ñ118 97 ñ167 ñ116 93 ñ179
φ3 ψ3 ω3 71 ñ128 173 61 ñ132 176 68 ñ133 172 68 ñ130 170 128 ñ72 173
φ4 ψ4 ω4 ñ99 22 ñ180 ñ105 23 ñ176 ñ98 9 ñ177 ñ100 9 ñ179 ñ108 103 ñ177
φ5 ψ5 ω5 ñ113 125 167 ñ121 155 174 ñ85 134 176 ñ78 134 174 ñ76 122 ñ176
φ6 ψ6 ω6 ñ90 100 ñ165 ñ99 85 ñ173 ñ79 128 ñ174 ñ74 122 ñ175 ñ96 168 179
φ7 ψ7 ω7 ñ83 52 178 ñ157 142 164 ñ98 ñ5 180 ñ104 ñ13 179 ñ63 156 173
φ8 ψ8 ω8 88 ñ125 ñ167 67 ñ128 ñ175 150 ñ133 ñ173 163 ñ162 ñ166 100 ñ141 178
φ9 ψ9 ω9 ñ119 100 ñ6 ñ102 120 ñ7 ñ120 99 ñ1 ñ109 110 ñ8 ñ123 72 ñ178
φ10 ψ10 ω10 ñ139 65 ñ167 ñ146 70 178 ñ139 64 ñ178 ñ119 87 ñ167 ñ108 170 174
φ11 ψ11 ω11 ñ103 125 173 127 ñ86 170 ñ95 142 166 ñ123 137 171 ñ123 83 ñ179

a Diethylether hemisolv·t monohydr·t, b dimethylisosorbid, c aceton solv·t monohydr·t

zuje nÏkterÈ zajÌmavÈ biologickÈ aktivity17, kterÈ vöak nepro-
bÌhajÌ p¯es jeho vazbu na cyklofilin, ale pravdÏpodobnÏ na
jinÈ, n·m dosud nezn·mÈ, vazebnÈ struktury.

3 . 2 . C y k l o s p o r i n o v È k l a t r · t y

Pojem cyklosporinovÈ klatr·ty byl poprvÈ pouûit Jegoro-
vem a spol.9 a pravdÏpodobnÏ se jedn· o prvnÌ popis klatr·t˘
tvo¯en˝ch peptidy. Molekuly cyklosporin˘ jsou v krystalech
uspo¯·d·ny tak, ûe se mezi nimi vytv·¯Ì r˘znÏ velkÈ a r˘znÏ
orientovanÈ dutiny neboli kavity. ZatÌm vöak nebyl pozorov·n
p¯Ìpad, ûe by molekula solventu vstoupila dovnit¯ cyklospori-
novÈho skeletu, jako nap¯. u cyklodextrin˘ p¯i separaci enan-
tiomer˘18. Tvar a objem kavit lze vypoËÌtat a graficky mode-
lovat, obr. 9 (nap¯. programem PLATON19 nebo programem
MarchingCubeELD20). Tak lze pro r˘znÈ cyklosporinovÈ kla-
tr·ty stanovit maxim·lnÌ poËet nevodÌkov˝ch atom˘, kterÈ lze
do kavity smÏstnat. Cyklosporinov˝ klatr·t vöak zd·rnÏ kry-
staluje i molekulou rozpouötÏdla, kter· obsahuje i polovinu
maxim·lnÌho poËtu nevodÌkov˝ch atom˘ teoreticky umÌstitel-
n˝ch do kavity.

Chiralita samotnÈho cyklosporinovÈho skeletu, disymetrie
kavit a moûnost vytv·¯enÌ vodÌkov˝ch vazeb s hostujÌcÌ mole-
kulou solventu nabÌzÌ i moûnost vyuûitÌ preferenËnÌ krysta-
lizace k separaci r˘zn˝ch enantiomer˘. Huö·k a spol.21 testo-
vali inkorporaci celkem t¯Ì typ˘ chir·lnÌch molekul. Byly
syntetizov·ny nesymetrickÈ chir·lnÌ ethery, avöak nepoda¯ilo
se nalÈzt vhodn˝ analytick˝ systÈm pro separaci enantiomer˘.
Inkorporace (R,S)-2-butanolu do CsE prok·zala, ûe tato mole-
kula je p¯Ìliö mal· a v kavitÏ byly nalezeny oba enantiomery.
Kaûd˝ z tÏchto enantiomer˘ vöak zaujÌm· specifickou pozici,
coû podporuje potenci·lnÌ moûnost diskriminace vÏtöÌch chi-
r·lnÌch molekul. Jako dalöÌ byl testov·n (R,S)-butyl-lakt·t,
avöak i zde bylo u klatr·tu CsE nalezeno zastoupenÌ obou
enantiomer˘ v pomÏru 1:1. I tato molekula s 10 nevodÌkov˝mi
atomy je zjevnÏ p¯Ìliö mal· vzhledem k velikosti kavity. Bylo
prok·z·no, ûe diverzita cyklosporin˘ potenci·lnÏ umoûÚuje
modifikaci nejen velikost kavity, ale i symetrii inkorporace
hostujÌcÌ molekuly. Nap¯. v klatr·tech dihydro-CsA a CsV
s tert-butylmethyletherem m· jedna z molekul tert-butylme-
thyletheru zcela odliönou orientaci v kavitÏ.

D·le bylo zjiötÏno, ûe relativnÏ velk· konformaËnÌ stabilita

Obr. 7. SystÈm intramolekul·rnÌch H-vazeb ve struktu¯e krystalickÈho CsH
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cyklosporinov˝ch molekul v krystalickÈm stavu zp˘sobuje
preferenci urËitÈho symetrickÈho uspo¯·d·nÌ. Z tohoto hledis-
ka byla identifikov·na dvÏ v˝raznÏ preferovan· uspo¯·d·nÌ
a sice symetrie monoklinickÈ prostorovÈ grupy P 21a symetrie
orthorombickÈ prostorovÈ grupy P 212121. Pro typ P21 a poËet
vzorcov˝ch jednotek v element·rnÌ buÚce Z = 2 je charakte-
ristick· pr·vÏ p¯Ìtomnost velk˝ch kavit (aû 562 Å3), pro typ
P212121 p¯Ìtomnost mal˝ch kavit (okolo 20 Å3), kterÈ nejsou
obsazeny buÔ û·dn˝m solventem (nap¯. acetyl-CsA nebo ace-
tylbromo-CsA (oba viz 22) nebo pouze molekulou vody (nap¯.
CsA dihydr·t).

Konformace cyklosporin˘ v klatr·tech se liöÌ od konfor-
mace cyklosporinu A v dihydr·tu v z·sadÏ pouze orientacÌ po-
strannÌho ¯etÏzce rezidua MeBmt1, p¯iËemû samotn· rezidua
1ñ5 jsou, podobnÏ jako u CsA dihydr·tu, v uspo¯·d·nÌ nesouh-
lasnÏ orientovanÈho β-skl·danÈho listu a rezidua 7ñ11 tvo¯Ì

otev¯enou smyËku s peptidovou cis-vazbou mezi rezidui 9ñ10.
Vzhledem ke snadnÈ tvorbÏ, tvaru i kvalitÏ krystal˘ p¯ed-

stavuje postup krystalizace cyklosporin˘ ve formÏ izostruktur-
nÌch klatr·t˘ i v˝bornou metodu jak p¯imÏt ke krystalizaci
nezn·mÈ cyklosporiny. Tato metoda byla nap¯. ˙spÏönÏ pouûi-
ta pro prim·rnÌ identifikaci CsV. Postup byl testov·n i pro
r˘znÈ metabolity cyklosporinu a poda¯ilo se takto vy¯eöit
strukturu dihydro-CsA (dihydro-metabolity vznikajÌ pravdÏ-
podobnÏ zpÏtnou resorpcÌ ze st¯eva v d˘sledku p˘sobenÌ st¯ev-
nÌ mikroflory).

3 . 3 . K o n f o r m a c e c y k l o s p o r i n ˘
v k o m p l e x e c h s c y k l o f i l i n e m

Vazba cyklosporin˘ na cyklofilin p¯Ìmo koreluje s je-
jich immunosupresnÌ aktivitou23. P¯i interakci volnÈho cyklo-

Obr. 8. CsH (vlevo), CsA dihydr·t (vpravo)

Obr. 9. ModelovanÌ kavity v CsA dimethylisosorbid klatr·tu pro lokalizaci dimethylisosorbidu
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sporinu A s cyklofilinem A se razantnÏ mÏnÌ konformace
cyklosporinovÈho skeletu. P˘vodnÌ Ëty¯i intramolekul·rnÌ H-
-vazby ve volnÈm CsA (viz obr. 1) se redukujÌ na jednu
(MeBmt1OHÖCOMeLeu4) v CsA v·zanÈm v komplexu
s CypA (obr. 10). D·le je podstatnÈ, ûe p¯i tÈto interakci se
mÏnÌ i vz·jemnÈ postavenÌ atomu kyslÌku a methylovÈ skupiny
peptidovÈ vazby mezi MeLeu9 a MeLeu10 z konfigurace cis
(voln˝ CsA) na trans (v·zan˝ CsA). Kˆck a spol.24 modelovali
molekul·rnÌ mechanikou konformaËnÌ p¯echod: voln˝ CsA
(v chloroformu, resp. v tetrahydrofuranu) → v·zan˝ CsA (v kom-
plexu s receptorem). Zjistili, ûe ke konverzi dojde bÏhem
nÏkolika desÌtek ps. Trajektorie tÈto konverze zahrnuje proto-
ËenÌ postrannÌch ¯etÏzc˘ MeBmt1a Val5 a jiû zmÌnÏnou zmÏnu
izomerie cis/trans (obr. 11).

Kallen a spol.3 porovnali RTG-struktury desÌti komplex˘
r˘zn˝ch cyklosporin˘ s cyklofilinem A. Zjistili, ûe vöechny
komplexy jsou izomorfnÌ, krystalizujÌcÌ v prostorovÈ grupÏ
P212121 s velmi blÌzk˝mi m¯Ìûkov˝mi parametry, s jedinou
v˝jimkou CypA/[D-MeSer3] CsA, kter˝ krystaluje v grupÏ
P21212. MÏ¯enÌ imunosupresivnÌ aktivity tÏchto analog˘ (pro-
dukce interleukinu-2) potvrdilo, ûe û·dn˝ nevykazuje vÏtöÌ
aktivitu neû CypA/CsA. Vazebnou domÈnu CsA pro interakci
s cyklofilinem tvo¯Ì vûdy ¯etÏzec MeLeu9-MeLeu10-MeVal11-
-MeBmt1-Abu2-Sar3

.

3 . 4 . K o n f o r m a c e c y k l o s p o r i n u A
v · z a n È h o n a F A B f r a g m e n t
m o n o k l o n · l n Ì p r o t i l · t k y

ZatÌmco mechanismus imunosupresivnÌho ˙Ëinku cyklo-
sporin˘ je zprost¯edkov·n jejich vazbou na cyklofilin, nenÌ to

zdaleka jedin˝ protein, kter˝ je schopen cyklosporiny v·zat.
KromÏ struktur s cyklofilinem byla RTG difrakcÌ studov·na
konformace CsA nav·zanÈho na FAB fragment monoklon·lnÌ
protil·tky, zejmÈna pro lepöÌ pochopenÌ mechanismu rozpoz-
n·nÌ antigenu (cyklosporinu) protil·tkou. Nalezen· konforma-
ce CsA je velmi otev¯en· a neobsahuje ani jednu intramoleku-
l·rnÌ H-vazbu, ËÌmû se v˝raznÏ liöÌ od struktur volnÈho CsA
i jeho komplexu s cyklofilinem. P¯edstavuje tudÌû t¯etÌ, v˝raz-
nÏ odliön˝ typ konformace CsA (viz obr. 4c). DalöÌm protei-
nem schopn˝m v·zat cyklosporiny je nap¯. P-glykoprotein
podÌlejÌcÌ se na transmembr·novÈm transportu cyklosporinu
(a mnoha dalöÌch l·tek) a vzniku MDR, kdy molekuly lÈËiv
jsou exportov·ny ven z bunÏk a tak nenÌ moûnÈ dos·hnout
jejich ˙ËinnÈ koncentrace. Vazba cyklosporin˘ nijak neko-
reluje s jejich imunosupresivnÌ aktivitou a P-glykoprotein
se v·ûe na domÈnu CsA tvo¯enou ¯etÏzcem aminokyselin
MeLeu4-Val5-MeLeu6-Ala7-D-Ala8, tj. Ë·st rozpozn·vanou rov-
nÏû kalcineurinem25. Nej˙ËinnÏjöÌmi modul·tory jsou nap¯.
[3,O-didehydro-MeBmt1, Val2] CsA a acetylcyklosporin A,
jejichû struktura byla rovnÏû vy¯eöena RTG difrakcÌ22,26.

4. Z·vÏr

Cyklosporiny jsou p¯ekvapivÏ rigidnÌ molekuly preferujÌcÌ
ve volnÈ formÏ v krystalech symetrickÈ uspo¯·d·nÌ prostorovÈ
grupy P 21 a ve vazbÏ na cyklofilinov˝ receptor prostorovou
symetrii P212121. Konformace cyklosporin˘ v kapalin·ch od-
povÌdajÌ konformacÌm nalezen˝m v krystalech. P¯edpokladem
biologickÈ aktivity cyklosporin˘ je konformaËnÌ flexibilita
jejich cyklickÈho skeletu. Ve volnÈ formÏ v krystalech cyklo-

Obr. 10. SystÈm intramolekul·rnÌch H-vazeb CsA v komplexu CsA/CypA

Obr. 11. Trajektorie konformaËnÌ zmÏny: voln˝ CsA (vlevo) → receptorovÏ-v·zan˝ CsA (vpravo) (p¯evzato a upraveno z cit.24)
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sporiny zaujÌmajÌ tÏsnou konformaci antiparalelnÌho β-listu,
p¯i vazbÏ na proteinov˝ receptor se cyklosporinov˝ skelet
otvÌr·. Tato konformaËnÌ zmÏna je charakterizov·na
snÌûenÌm poËtu intramolekul·rnÌch vodÌkov˝ch vazeb ze Ëty¯
na jednu a zmÏnou konfigurace peptidovÈ vazby mezi MeLeu9

a MeLeu10 z cis (voln˝ CsA) na trans (v·zan˝ CsA). TÌm jsou
splnÏny sterickÈ n·roky p¯i vazbÏ CsA (p¯es jeho rezidua 1, 2,
3, 9, 10 a 11) na proteinov˝ receptor cyklofilin A. EnergetickÈ
n·roky konformaËnÌ zmÏny CsA (voln˝) → CsA(v·zan˝) jsou
uhrazeny z konformaËnÌch zmÏn receptoru.

S e z n a m n e k Û d o v a n ˝ c h a m i n o k y s e l i n

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-aminobutanov· kyselina
Sar sarkosin, N-methylglycin
MeLeu N-methylleucin
MeVal N-methy-valin
Nva norvalin

Tato pr·ce byla podpo¯ena Ministerstvem ml·deûe,
ökolstvÌ a tÏlov˝chovy (v˝zkumn˝ z·mÏr Ë. CEZ: MSM
223100002). Vyhled·v·nÌ v datab·zi CSD bylo umoûnÏno
na z·kladÏ grantu GA »R 203/99/0067.
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B. KratochvÌla, M. Huö·ka, and A. Jegorovb (aDepart-
ment of Solid State Chemistry, Institute of Chemical Techno-
logy, Prague,bGalena Co., Research Unit, »eskÈ BudÏjovice):
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.
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