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Ochratoxine: Molekulare Strategien
zur Entwicklung eines Gegengiftes

Daniel R. McMasters und Angelo Vedani
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Zusammenfassung

Ochratoxin A (OcA) ist der prominenteste Vertreter einer
Gruppe von Mykotoxinen, die nephrotoxische, genotoxische,
teratogene, kanzerogene und immunosuppressive Wirkungen
zeigen sowie mit der Balkan Endemic Nephropathy (ein
chronisches Nierenversagen) in Verbindung gebracht werden.
Fiir die Toxizitdt von OcA wird hauptsdchlich dessen Hem-
mung von Phenylalanin-t-RNA-Synthetase, einem Phenylala-
nin-metabolisierenden Enzym, verantwortlich gemacht.
Anhand der dreidimensionalen Struktur von Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase haben wir mittels Molekiildynamik-Simulatio-
nen die Wechselwirkungen dieses Enzyms mit OcA untersucht
und drei sehr unterschiedliche Bindungsmodi gefunden, die
aber lediglich eine Affinitit im millimolaren Bereich erwarten
lassen. Dies widerspicht géingigen Lehrbuchmeinungen, ist
aber in Ubereinstimmung mit neueren in vitro Studien an
reiner Phenylalanin-t-RNA-Synthetase, welche dieses Enzym
ebenfalls als Hauptangriffspunkt von OcA ausschliefen.

In vivo bindet OcA bevorzugt an Serumalbumin, einem
Plasmaprotein, mit entsprechender Auswirkung auf seine
Toxikokinetik (Retention). Eine Antagonisierung dieses Effekts
wiirde zu einer erhéhten Eliminationsrate fiihren und dabei
alle von OcA ausgehenden toxischen Effekte reduzieren, was
an Méusen mit Albuminmangel nachgewiesen wurde. Anhand
der dreidimensionalen Struktur von Serumalbumin haben wir
dessen Interaktion mit OcA simuliert. Langfristiges Ziel ist es,
mittels computer-gestiitzter Verfahren ohne Tierversuche einen
synthetischen Antagonisten (Gegengift) zu finden, der eine
Affinitit zwischen jenen von endogenen Liganden (z.B.
Bilirubin) und OcA aufweist. Ein solcher Wirkstoff kéinnte —
durch verkiirzte Retention des Toxins im Organismus — in der
Lage sein, alle toxischen Wirkungen von OcA gleichzeitig zu
eliminieren.

Summary: Ochratoxins: Molecular strategies for developing
an antidote

Ochratoxin A (OcA) is a prominent member of a group of
mycotoxins which display nephrotoxic, genotoxic, teratogenic,
carcinogenic and immunosuppressive effects and which have
also been linked to Balkan Endemic Nephropathy. The toxicity
of OcA is thought to be primarily due to its inhibition of
phenylalanine-t-RNA synthetase, a phenylalanine-metabolizing
enzyme.

Based on the three-dimensional structure of phenylalanine-t-
RNA synthetase, we have analyzed its interactions with OcA by
means of molecular-dynamical simulations and identified three
quite different binding modes, all of which suggest an affinity
only in the millimolar range. This would seem to be in conflict
with toxicological findings frequently cited in textbooks but is
in agreement with recent in vitro studies on purified phenylala-
nine-t-RNA synthetase, which also exclude this enzyme as the
main target for OcA action.

In vivo, OcA binds preferentially to serum albumin, a plasma
protein, with a corresponding effect on its toxicokinetics
(retention). Antagonizing this effect would lead to an enhanced
elimination rate, thereby reducing all adverse effects of OcA,
as has been demonstrated using albumin-deficient mice. Based
on the three-dimensional structure of serum albumin, we have
simulated its interaction with OcA. The long-term goal is the
animal-free identification of a synthetic antagonist with an
affinity between that of the endogenous ligands (e.g. bilirubin)
and OcA. Such a substance could — by reducing the retention
time of the toxin in the body — potentially eliminate all toxic
effects of OcA.

Keywords: receptor-mediated toxicity, molecular-dynamical simulations, mechanisms of ochratoxin toxicity, phenylalanine-t-RNA

synthetase, serum albumin

1 Einleitung

Ochratoxine (Abb. 1) sind Mykotoxine,
die von Schimmelpilzen auf Getreide, Erd-
niissen, Kaffee und Gemiise freigesetzt
werden und als Folge zahlreiche Lebens-
mittel verunreinigen (Marquardt and Froh-
lich, 1992; Baumann und Zimmerli, 1988;
van de Stegen et al., 1997). In toxikologi-
schen Untersuchungen zeigt Ochratoxin A
(OcA; der prominenteste Vertreter dieser
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Gruppe) nephrotoxische, genotoxische,
teratogene, kanzerogene und immunosup-
pressive Wirkungen. Erhohte Blutwerte
bei Menschen in osteuropéischen Lindern
lassen einen Zusammenhang mit der im
Balkan gehiuft auftretenden Nierener-
krankung Balkan Endemic Nephropathy
vermuten (Boorman, 1989; Nikolov et al.,
1996; Bozic et al., 1995). Als primire
Ursachen der Ochratoxintoxizitit werden
Wechselwirkungen mit Phenylalanin-meta-

bolisierenden Enzymen, erhhte Lipidper-
oxidation sowie Storung der mitochondria-
len Funktionen postuliert (Marquardt and
Frohlich, 1992). Als wesentlichster Faktor
der Ochratoxintoxizitit wurde bis anhin die
Hemmung des Enzyms Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase und damit der Proteinsyn-
these postuliert (Creppy et al., 1983).

Wir haben kiirzlich tiber die erste Pha-
se einer Modellierungsstudie berichtet, in
der wir die Wechselwirkungen von OcA
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mit dem Enzym Phenylalanin-t-RNA-
Synthetase — mittels interaktivem Docking
— auf molekularer Ebene untersucht ha-
ben (Vedani und Zbinden, 1997). Diese
lediglich qualitative Betrachtungsweise
hat aber bereits die in Lehrbiichern auf-
grund der zweidimensionalen Strukturver-
wandschaft postulierte analoge Bindungs-
weise von OcA und dem natiirlichen Sub-
strat, Phenylalaninadenylat (Phe-AMP,
Abb. 1) in Frage gestellt. Auch auf expe-
rimenteller Ebene wurde — durch Verwen-
dung von reinerem Enzym — die urspriing-
liche Messung (Creppy et al., 1983) revi-
diert und die kompetitive Hemmung durch
QOcA als fiir die Toxizitit auschlaggeben-
der Mechanismus praktisch verworfen
(Roth et al., 1993; Bruinink and Sidler,
1997).

Eine kompetitive Hemmung eines En-
zyms beruht immer auf einer dreidimen-
sionalen (!) Strukturanalogie zwischen
natiirlichem Substrat und Inhibitor. Dies
ist bei Phe-AMP und OcA — als Folge ih-
rer rdumlichen Faltung und Stereochemie
—aber nicht gegeben: Wihrend Phe-AMP
an der C-Position beispielsweise eine po-
sitiv geladene Ammoniumgruppe trigt,
weist OcA an derselben Stelle eine nega-
tiv geladene Carboxylgruppe auf. In Phe-
AMP folgt eine negativ geladene Phos-
phatgruppe. in OcA aber eine elektrisch
neutrale Amidgruppe. Als Gesamteinheit
ist Phe-AMP elektrisch neutral, wihrend
OcA eine negativ geladene Spezies ist. Das
Enzym Phenylalanin-t-RNA-Synthetase
wurde im Laufe der Evolution sicherlich
fiir die Erkennung und Bindung von Phe-
AMP optimiert, denn es muf} ja wihrend
der Proteinsynthese zwischen Phenylala-
nin und den 19 iibrigen Aminoséduren dis-
kriminieren kénnen. Der Versuch, OcA
-analog” zu Phe-AMP in die Bindungsta-
sche einzupassen, entspricht daher dem
Unterfangen, eine ,,rechte Hand in einen
linken Handschuh zu zwingen”.

In diesem Bericht werden die energeti-
schen Verhiltnisse der Bindung von Phe-
AMP und OcA an das Enzym Phenylala-
nin-t-RNA-Synthetase diskutiert. Semi-
quantitative Energiewerte kdnnen mittels
Molekiilmechanik- und Molekiildynamik-
simulationen der Ligand-Enzym-Komple-
xe abgeschiitzt werden. Molekiildynamik-
simulationen sind rechenmissig sehr viel
aufwendiger und dann angezeigt, wenn
beim Bindungsvorgang des Liganden
(Substrat, Inhibitor) eine erhebliche An-

ALTEX 15, 4/98

Ochratoxin A

aee
H
“CHg

Ochratoxin B

OgEt o o™

Ochratoxin C

NH,
o c?jp‘i?a ¢ \)N
NH5 S

Phenylalanin-Adenylat (Phe-AMP)

@Jka

Aspartam

0

Piroxicam

Abbildung 1: Ubersicht der Strukturen von Phenylalanin-Adenylat (Phe-AMP), verschie-
dener Ochratoxine, Aspartam und Piroxicam

derung in der Konformation des freien
Enzyms zu erwarten ist oder — wie bei OcA
— Unsicherheit iiber das AusmaB des sog.
induced fit besteht.

In vive bindet OcA bevorzugt an Serum-
albumin — ein Plasmaprotein, das unter
anderem fiir den Transport schwer 16sli-
cher endogener Substanzen (wie z.B. Bil-
lirubin) zustiindig ist — mit entsprechen-
der Auswirkung auf seine Toxikokinetik
(verlingerte Retentionszeit). Eine Antago-
nisierung dieses Effekts wiirde zu einer
erhohten Eliminationsrate fithren und
konnte dabei alle von OcA ausgehenden
toxischen Effekte reduzieren (Baudrimont
et al., 1995). Dieser Effekt wurde an M#u-
sen mit Albuminmangel nachgewiesen
(Kumagai, 1985).

Im zweiten Teil berichten wir daher tiber
die Simulationen der Wechselwirkungen
von OcA mit dem Transportprotein Se-
rumalbumin. Obschon dieses Protein im
Gegensatz zu Phenylalanin-t-RNA-Syn-
thetase (02P2-Tetramer) ein Monomer ist,
ist die Anzahl der méglichen Bindungs-
modi gleichwohl sehr grof3, denn Serum-
albumin verfiigt tiber zwei Bindungsstel-
len flir negativ geladene, kleine organische

Molekiile, zwei fiir langkettige Fettsiuren
sowie zwei fiir Metallionen (Carter and
Ho, 1994).

2 Material und Methoden

Die dreidimensionalen Strukturen von
Phenylalanin-t-RNA-Synthetase (Goldgur
et al., 1995) und Serumalbumin (Carter
and Ho, 1994) wurden von der Brookha-
ven Protein Data Bank (>
www.pdb.bnl.gov) bezogen. Die Wasser-
stoffpositionen wurden mit PrGen 2.1
(Zbinden et al., 1998) berechnet, und das
gesamte Protein wurde anschlieBend mit-
tels MacroModel 5.0 (Mohamadi et al.,
1990) unter Verwendung des AMBER-
Kraftfeldes (Weiner et al., 1984) in wiB-
riger Lésung optimiert. Die raumlichen
Strukturen von Phe-AMP und OcA wur-
den mit MacroModel erzeugt und opti-
miert. Die elektrostatische Ladungsvertei-
Iung von Phe-AMP und OcA wurde mit
MOPAC 6.0 (MNDO/ESP-Ansatz, Ste-
wart, 1990) berechnet. Die Konformeren-
suche wurde ebenfalls mit MacroModel
ausgefiihrt, wobei simtliche Strukturen
innerhalb 25 kJ/Mol des energetisch tief-
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sten Konformers fiir die weiteren Simula-
tionen beriicksichtigt wurden.

Fir das Enzym Phenylalanin-t-RNA-
Synthetase wurde zunéchst das natiirliche
Substrat Phe-AMP eingedockt (Vedani
und Zbinden, 1997) und energetisch opti-
miert. Stereochemisch mogliche Bin-
dungsmodi fiir OcA wurden mittels inter-
aktivem Docking und Monte-Carlo-Algo-
rithmen gesucht und aus der Protein-OcA-
Wechselwirkung die Bindungsaffinitat
abgeschiitzt (vgl. Zbinden et al., 1998).

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Phenylalanin-t-RNA-Synthetase
In einem ersten Schritt haben wir OcA
analog zu Phe-AMP in die aktive Stelle
eingedockt. Um ein verniinftiges Wech-
selwirkungsmuster zu erhalten, mufte fiir
einige Seitenketten von Aminosiuren des
Enzyms eine andere Konformation (Fal-
tung) gefunden werden. Wir haben dazu
die Ponder-Richards rotamer library ver-
wendet, die fiir alle Aminosiiuren die ex-
perimentell am hiufigsten beobachteten
Seitenkettenkonformere enthilt (Ponder
and Richards, 1987). Danach wurde der
Enzym-Inhibitor-Komplex mit Macro-
Model in Losung energetisch optimiert.
Das resultierende Bindungsmuster ist in
Abbildung 2 gezeigt.

Um bevorzugt an einen Rezeptor bin-
den zu konnen, muB ein Wirkstoft (Sub-

strat oder Inhibitor) nicht nur seine Was-
serstoffbriicken absittigen knnen — diese
kompensieren ja lediglich fiir den Verlust
der Wasserhiille im ungebundenen Zustand
—, sondern inshesondere auch seine hydro-
phoben Gruppen in 16sungsmittelunzu-
gangliche Taschen oder Einbuchtungen der
aktiven Stelle plazieren. Vergleicht man
nun die Position des Phenylringes in OcA
mit demjenigen in Phe-AMP, stellt man
fest, daB er bei OcA nicht besonders tief
in die entsprechende hydrophobe Tasche
binden kann. Dies ist eine Folge des Un-
terschiedes in der Topologie der beiden
Molekiile. Als Resultat ergibt unsere Rech-
nung, daf OcA in dieser, dem Phe-AMP
analogen Bindungsweise, gar nicht an das
Enzym binden wiirde (AG°>0.0 3 K>1.0).
An dieser Stelle ist anzumerken, daff auf
Molekiilmechaniksimulationen basierende
Abschitzungen der Bindungsaffinitét zu-
riickhaltend interpretiert werden sollten.
Entsprechende Molekiildynamikstudien
sind demnéchst abgeschlossen und werden
anderswo verdffentlicht (McMasters und
Vedani, in Vorbereitung). Nichtsdestotrotz
diirften diese Werte nicht allzu realitits-
fremd sein, was mit der Berechnung der
Affinitit eines Inhibitors — durch einen
Ather ersetzte Esterfunktion in Phe-AMP
— belegt werden konnte (K=5.5-10" M).
Ein zweiter Bindungsmodus sieht eine in-
verse Bindungsweise vor, d.h. der Isocu-
marinteil von OcA bindet in die Phenyl-
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alaninbindungstasche (Vedani und Zbin-
den, 1997). Diese Bindungsart erlaubt eine
etwas andere Faltung des OcA und ver-
langt vom Enzym eine kleinere Konfor-
mationsénderung, was insgesamt in einer
millimolaren Bindungsaffinitit resultiert
(K=2.0-10° M). Diese abgeschiitzte Affi-
nitdt stimmt auch mit neueren experimen-
tellen Werten iiberein (Roth et al., 1993).

Eine solche Voraussagekraft ist zwar
eine notwendige, aber nicht hinreichende
Bedingung fiir die Abstiitzung eines Me-
chanismus. Es wiire im weiteren erforder-
lich, mit der Beobachtung kompatibel zu
sein, daff Aspartam™ (Methylester des
Dipeptides ,,Asp-Phe”, ein kiinstlicher
SiiBstoff; Abb. 1), die toxischen Wirkun-
gen von OcA zu reduzieren vermag (Crep-
py et al., 1995; Baudrimont et al., 1997).
Dies ist aber in beiden Fallen nicht gege-
ben, denn um OcA kompetitiv zu verdrin-
gen, miifite Aspartam an dieselbe Stelle
wie OcA binden, was wiederum das na-
tiirliche Substrat Phe-AMP hemmen wiir-
de. Wir haben daher nach einer alternati-
ven Bindungsstelle fiir OcA und Aspartam
gesucht und in der Nihe der Offnung der
aktiven Stelle eine grofere seitliche Aus-
buchtung gefunden, die — relativ reich an
elektrische geladenen Aminoséduren —eine
Bindungsmoglichkeit bieten wiirde. As-
partam wiirde sehr stark an diese Stelle
binden (K=2.9-10" M), OcA aber wieder-
um lediglich im millimolaren Bereich
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Bindungsweise von
Ochratoxin A im Enzym Phenylalanin-i-RNA-Synthetase
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Bindungsweise von
Ochratoxin A im Transportprotein Serumalbumin
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(K=1.0-10" M). Obschon die Molekiildy-
namikstudien noch nicht ganz abgeschlos-
sen sind, 1dBt sich vermuten, daB die kom-
petitive Hemmung von Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase kaum fiir die starke To-
xizitat von OcA verantwortlich ist, was in
Einklang mit experimentellen Befunden
steht (Roth et al., 1993).

3.2 Serumalbumin

In einer ersten Phase haben wir die Bin-
dung von OcA an den warfarin binding
site — eine der beiden Bindungsstellen fiir
kleine organische Molekiile — in mensch-
lichem Serumalbumin simuliert. Es wird
vermutet, da der Wirkstoff Piroxicam
(ein NSAID), der die Retentionszeit und
damit die toxischen Wirkungen von OcA
zu reduzieren vermag (Baudrimont et al.,
1995), an dieselbe Stelle am Rezeptor bin-
det. Die Wasserstoffbriicken von OcA
werden im Vergleich zur Bindung an Phe-
nylalanin-t-RNA-Synthetase in vergleich-
barer Weise (Intensitit) abgesittigt; hin-
gegen sind der Phenylring und die Isocu-
maringruppe im Serumalbumin besser in
hydrophobe Taschen eingebettet (Abb. 3),
was die hohere Bindungsaffinitiit erkliiren
konnte.

Liefe sich eine Bindungsstirke im UM
Bereich mittels Molekiildynamikstudien
quantifizieren, bestiinde ein erster Ansatz,
ohne Tierversuche einen potenten Ochra-
toxin-Antagonisten in der Modifikation
von Piroxicam zu entwicklen. Piroxicam
selber kann nicht als Gegengift eingesetzt
werden, weil bei der erforderlichen Do-
sierung starke Nebenwirkungen auftreten.
Es sind aber auch durchaus de novo de-
sign Ansitze denkbar, wo von der Topo-
logie der warfarin binding site ausgegan-
gen wird. Giinstig erscheint das “Aktivi-
titsfenster”, d.h. der Bereich zwischen der
Affinitdt der endogenen Liganden (z.B.
Bilirubin, K=20pM) und OcA
(K=20mM), in der der Antagonist binden
muf. Eine niedrige intrinsische Bioakti-
vitit sowic eine vergleichsweise lange
Halbwertszeit und eine niedrige metabo-
lische Rate bleiben dabei wiinschenswert.
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