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Zielproteine und Mechanismen der
Ochratoxintoxizitit — Ein Beitrag zur Identifikation
potentieller Ochratoxinantagonisten

Angelo Vedani und Peter Zbinden
Biografik-Labor 3R, CH-Basel

Zusammenfassung

Ochratoxine sind Mykotoxine, die von Schimmelpilzen auf
Getreide, Erdniissen und Gemiise freigesetzt werden. In
toxikologischen Untersuchungen zeigt Ochratoxin A eine
nephrotoxische, genotoxische, teratogene, kanzerogene und
immunosuppressive Wirkung. Erhithte Blutwerte bei Menschen
lassen einen Zusammenhang mit einer auf dem Balkan gehiiuft
auftretenden Nierenerkrankung (Balcan Endemic Nephropa-
thy) vermuten. Fiir die Toxizitit von Ochratoxin A wird
insbesondere dessen kompetitive Hemmung von Phenylalanin-
metabolisierenden Enzymen verantwortlich gemacht. Anhand
der dreidimensionalen Struktur von Phenvlalanin-t-RNA-
Synthetase wird die Wechselwirkungen dieses Enzyms mit
Ochratoxinen sowie Aspartam untersucht. Aspartam kann in
Tierversuchen die toxischen Effekte von Ochratoxin A weilge-
hend aufheben. Die Topologie der Bindungsstelle der Phenyl-
alanin-t-RNA-Synthetase lifit vermuten, dafi die Bindungsaffi-
nitéit von Aspartam verbessert werden kann.

Antagonisierende Substanzen zu Toxinen kénnen nur bei
bekanntem Mechanismus systematisch gesucht werden. Mit
Hilfe einer Rezeptorstruktur kénnen die Bindungseigenschaf-
ten solcher Wirkstoffe mit computergestiitzten Verfahren gezielt
gefunden und optimiert werden.

Bei der Suche in vivo, miifite eine grofie Anzahl von Tieren
besonders belastenden Experimenten ausgesetst werden. Bei
der Substanzfindung via Compuier miissen nur die aussichts-
reichsten Kandidaten einer biologischen Aktivitcitspriifung
zugefiihrt werden, was zu einer signifikanten Reduktion der in
vive zu testenden Substanzen fiihren kann.

Inwieweit die antagonistische Wirkung bei chronischen
Ochratoxinbelastungen beim Menschen realisierbar ist, muf;
Gegenstand klinischer Studien sein.

Summary: Target proteins and mechanisms of ochratoxin
toxicity. A contribution to the identification of potential
ochratoxin antagonists

Ochratoxins are mycotoxins released by moulds on grain,
peanuts and vegetables. Toxicological investigations have
shown that ochratoxin A displays nephrotoxic, genotoxic,
teratogenic, cancerogenic and immunosuppressive effects.
Increased blood levels observed in humans would seem to
suggest a link to a kidney desease (Balcan Endemic Nephropa-
1y) frequently observed in the Balkan countries. The adverse
effects of ochratoxin A are mainly associated with its impact
on phenylalanine-metabolizing enzymes. Based on the three-
dimensional structure of phenylalanine-t-RNA-synthetase, its
interactions with ochratoxins are analyzed as well as with
Aspartam. In animal models, Aspartam has been shown to
almost fully prevent toxic effects of ochratoxin A. The topology
of the binding site of phenylalanine-t-RNA-synthetase would
seem to be supportive towards a few affinity-enhancing
modifications of the Aspartame molecule.

A known molecular mechanism is a prerequisite for a systema-
tic search of antagonizing substances for toxins. Bused on a
receptor structure, binding properties of such drugs can be
identified and optimized using computer-aided drug design.
Susequently, only the most potent candidate structures must be
subjected 1o a determination of their biological activity, which
can lead to a significant reduction of substances to be tested in
vivo. Such experiments are particularly stressful as the animals
must be intoxicated beforehand.

The extent of an antagonistic impact on humans suffering from
a chronical ochratoxin A intoxication must be subject of
clinical studies.

Keywords: toxicology modeling, mechanisms of ochratoxin toxicity, 3D-QSAR, receptor-mediated toxicity.

1 Einleitung

1.1 Ochratoxintoxizitit und
Mechanismen

Ochratoxine (vgl. Abbildung 1) sind Gift-
stoffe, die von Aspergillus alutaceus und
anderen Schimmelpilzen auf Getreide, Erd-
niissen und Gemiise produziert und freige-
setzt werden. Untersuchungen von Bau-
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mann und Zimmerli (1988) haben gezeigt,
dal 2-40% der untersuchten Lebensmittel
mit Ochratoxin A (7-carboxyl-5-chloro-8-
hydroxyl-3,4-dihydro-3R-methylisocuma-
rin-7-1 -phenyl-alanin) verunreinigt sind.
Die Ochratoxinkontamination von Iebens-
mitteln ist kein lokales, sondern vielmehr
ein globales Problem (vgl. van de Stehen et
al.,1997; Marquardt and Frohlich, 1992;
Omar et al., 1990; Steyn, 1984; Cole and

Cox, 1981 sowie Chu, 1974). Relativ hohe
Konzentrationen wurden im menschlichen
Blutserum und in der Brustmilch gefunden
(Hald, 1991; Breitholz-Emanuelsson et al.,
1093), Ochratoxin A wird nur langsam aus
dem Korper eliminiert (Lietal., 1997). Auf
Grund der toxikologischen Befunde aus
Tierversuchen darf angenommen werden,
daB Ochratoxin A beim Menschen, bei ge-
niigend hoher Dosierung, eine nephrotoxi-
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sche (Gekle and Silbernagl, 1996), genoto-
xische (Degen et al [1997; Nikolov et al.,
1996; Bose and Sinha, 1994), krebserzeu-
gende und moglicherweise auch teratoge-
ne (Bruinink et al., 1997) Wirkung haben
kann. Zielgewebe in der prinatalen Phase
sind hauptsichlich Augen und Nervensy-
stem (Tamaru et al., 1988; Shirai, 1991;
Miki et al., 1994). Die im Blut von Bewoh-
nern aus Balkanlandern gefundenen erhéh-
ten Ochratoxinwerte sowie epidemiologi-
sche Befunde weisen darauf hin, daB mit
grofter Wahrscheinlichkeit ein Zusammen-
hang mit der Balcan Endemic Nephropa-
thry — einem chronischen Nierenversagen —
besteht (Boorman, 1989; Nikolov et al.,

1996; Bozic et al., 1995). Die toxischen
Wirkungen von Ochratoxin A und verwand-
ten Substanzen knnen mehreren direkten
(d.h. rezeptorgekoppelten) und indirekten
Effekten zugeordnet werden (Marquardt
and Frohlich, 1992). Als primiire Ursachen
werden Wechselwirkungen mit Phenylala-
nin-metabolisierenden Enzymen, eine er-
héhte Lipidperoxidation und Stérung der
mitochondrialen Funktionen postuliert.
Ochratoxin A beeinflufit DNA, RNA
und die Proteinsynthese in verschieden-
sten Organismen (Creppy et al., 1983,
1986; Meisner and Krogh, 1986, Meisner
and Polsinelly, 1986), vermutlich aufgrund
des Phenylalaninfragmentes im Ochrato-

Cl

3R-Ochratoxin o-amid

[e]
CHa
H

Cl

3R-Ochratoxin A 3S-Ochratoxin B

c) N d)
M
e}

o

H

" 0- ';’+'

’(CHa iR ,N""H
| H
3R-Mellein
(3R-Methyl-8-hydroxy-isocumarin) L-Phenylalanin
e) " f)
-
o o} o]
H\
N ]
H
s
CHa CHa

3S-Ochratoxin o

Abbildung 1: Ausgewihlte Vertreter der Ochratoxinfamilie und Phenylalanin:
a) 3R-Ochratoxin A, b.) 38-Ochratoxin B, ¢)3R-Mellein (3R-Methyl-8-hydroxy-isocuma-
rin), d) L-Phenylalanin, ¢) 3R-Ochratoxin-o-amid), f) 3S-Ochratoxin c.
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xinmolekdil (vgl. Abbildung la,b). Wesent-
lichster Faktor der Ochratoxintoxizitit
scheint die Hemmung des Enzyms Phe-
nylalanin-t-RNA-Synthetase (Creppy et
al., 1983) und somit der Proteinsynthese
zu sein. Eine neuere in vitro Studie unter-
suchte das neurotoxische Potential von
Ochratoxinen in drei Zelltypen aus dem
Gehirn von embryonalen Hiihnchen
(Bruinink und Sidler, 1997). Ochratoxin
A hemmt auch das Enzym Phenylalanin
Hydroxylase (vgl. Creppy et al., 1984,
Dhondt et al., 1980). Im Gegensatz hier-
zu zeigt Ochratoxin-o (5-chloro-7-Mell-
einkarbonsiure, vgl. Abbildung 1f) keine
hemmende Wirkung, was dahingehend in-
terpretiert wird, daf der Isocumarinteil des
Molekiils fiir die Bindung an das Enzym
von untergeordneter Bedeutung ist.

Die zweite Wirkungsweise von Ochra-
toxin A wurde von Rahimtula und Mitar-
beitern postuliert (1988): Sie zeigten, dall
Ochratoxin A die Fettoxidation in vive
fordert, wenn das Toxin Leber- oder Nie-
renmikrosomen beigefiigt wird. In vitro
stimuliert Ochratoxin A sowohl die NAD-
PH-abhiingige Mikrosomen- als auch die
Vitamin C-abhingige Fettoxidation.
Hasinoff et al. (1990) zeigten, dall in An-
wesenheit des NADPH-Cytochrom P-450
Reduktase Systems — via Eisen-Ochrato-
xin A-Komplex — das extrem reaktive und
giftige Hydroxylradikal entsteht, und
machten dieses fiir einen Teil der Ochra-
toxin A-Toxizitit verantwortlich. Die In-
duktion von freien, reaktiven Radikalen
konnte in Hepatozyten, Mitochondrien
und Mikrosomen nachgewiesen werden
(Hoehler et al., 1997).

Ein dritter Mechanismus der Ochrato-
xin A-Toxizitit wird mit seiner Wirkung
auf die mitochondriale ATP-Produktion in
Verbindung gebracht: Es wurde beobach-
tet, daf3 Ochratoxin A in virro die Zellat-
mung von Leberzellenmitochondrien re-
duziert, weil es Transportproteine der in-
neren mitochondrialen Membran kompe-
titiv hemmt (Meisner and Chan, 1974; Wei
et al., 1985). Andere Untersuchungen an
mitochondrischen Priiparaten zeigten, dal3
die mitochondriale Aufnahme von Och-
ratoxin A einen Energie-verbrauchenden
Prozef darstellt, der zu einer Verminde-
rung von intra-mitochondrialem ATP
fiihrt, und daf} Ochratoxin A den intra-mi-
tochondrialen Phosphattransport behin-
dert, was einen Zerfall der Mitochondrien
nach sich zieht (Meisner, 1976).
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Xiao und Mitarbeiter (Xiao et al.,
1996a,b) identifizierten weitere Zielpro-
teine der Ochratoxintoxizitdt. lhnen gelang
die Isolierung von Ochratoxin-bindenden
Proteinen aus Kilberhirn, Schweineniere
und einem zytosolischen Leberextrakt.
Wiihrend das Protein, das aus Hirn- und
Nierenmasse isoliert wurde, ein moleku-
lares Gewicht von 30+5 kD aufweist und
daher in der GroBe mit Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase (39kD) vergleichbar ist,
wies das aus Leberextrakt isolierte Prote-
in ein molekulares Gewicht von 55+5 kD
auf. Dies entspricht grob dem doppelten
Molekulargewicht und konnte auf ein di-
meres Protein (Phenylalanin-t-RNA-Syn-
thetase ist als Tetramer bioaktiv) hinwei-
sen. Zusitzlich konnten sie ein kovalent
gebundenes Ochratoxinaddukt isolieren.
Xiao et al. untersuchten auch die Wirkun-
gen, die von Ochratoxinmetaboliten aus-
gehen konnen (1996b). Die Rolle von
Ochratoxinmetaboliten — hierbei handelt
es sich hauptsichlich um 4R-Hydroxyl-
Ochratoxin A und 4S-Hydroxyl-Ochrato-
xin A — wurde auch beziiglich der Induk-
tion von Cytochrom P450 untersucht
(Omar et al., 1996).

Weitere Enzyme, von denen gegenwir-
tig bekannt ist, daf} sie durch Ochratoxin
A inhibiert werden, schliefen Succinat
Dehydrogenase und Cytochrom C Oxid-
ase (Wei et al., 1985), aber auch Carboxi-
peptidase (Parker et al., 1982) ein. Aus den
Ergebnissen mit Zellkulturen kann ange-
nommen werden, daf} fiir die toxische
Wirkung von Ochratoxin A keine meta-
bolische Aktivierung notwendig ist.

1.2 Computersimulationen von
toxikologischen Phiinomenen

Bis heute konnten nur einige wenige toxi-
kologische Phiinomene auf rezeptorgekop-
pelte Mechanismen zurtickgefiithrt wer-
den. Diese schlieBen den Aryl hydrocar-
bon (Ah) Rezeptor (siche z.B. Safe and
Krishnan, 1995) und gewisse Aspekte der
Ochratoxintoxizitit ein. Die Struktur des
Ah-Rezeptors konnte jedoch bisher nicht
in atomarer Auflésung bestimmt werden.
Dagegen wurde ein dreidimensionales
Modell der Bindungsstelle erstellt und zur
Voraussage der Bindungsstérke (und da-
mit, indirekt, der 'loxizitiit) einer Seric von
2,34, 5-Terachlorbiphenylenen verwendet
(Vedani and Zbinden, 1996). Die von Och-
ratoxinen ausgehenden fatalen Wirkungen
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konnen zu einem groBen Teil mit der Hem-
mung von Enzymen, die im Phenylalanin-
metabolismus eingebunden sind, erkliirt
werden. Dazu gehoren z.B. Phenylalanin-
t-RNA-Synthetase, Phenylalanin-Trans-
ferase und Phenylalanin-Hydroxylase.
Kinetische Messungen (vgl. z.B. Creppy
et al., 1983) belegen die kompetitiven
Mechanismen der Enzym-Hemmung.
Kiirzlich wurde nun die dreidimensionale
Struktur der Phenylalanin-t-RNA-Synthe-
tase gelost (Goldgur et al., 1997), was er-
laubt, die Mechanismen der Ochratoxin-
toxizitidt aul molekularer Ebene noch ge-
nauer zu verstehen.

Voraussetzungen fiir die rechnerische
Simulation eines rezeptorgekoppelten to-
xikologischen Phinomens sind die drei-
dimensionale Struktur (experimentell oder
Modell) und ein mathematisches Konzept
zur Ableitung von freien Bindungsener-
gien AG®). Das toxikologische Potential
einer Substanz kann aber auch aus der
molekularen Topologie des Wirkstoftes
abgeleitet werden, ohne die Wechselwir-
kungen mit dem Rezeptor zu analysieren
(vgl. Andersen et al., 1992; Sanderson and
Earnshaw, 1991). Wenn keine experimen-
telle Struktur zur Verfiigung steht, kann
der Zielrezeptor (Modeling by Homology,
vgl. Sali et al., 1990) oder seine Bindungs-
stelle (Pseudorezeptormodeling, vgl. Sny-
der et al., 1993; Vedani et al., 1995) mo-
delliert werden. Beim Homologiemode-
ling wird die Struktur des gesuchten Re-
zeptors aus der experimentellen Struktur
eines nahe verwandten Proteins (des Ho-
mologen) und den beiden Primirsequen-
zen abgeleitet (vel. Blundell et al., 1987).
Pseudorezeptormodeling erlaubt die Kon-
struktion eines dreidimensionalen Surro-
gates fiir die Bindungsstelle des ge-
wiinschten Rezeptors (vgl. Snyder et al.,
1993; Walters and Hinds, 1994; Hahn and
Rogers, 1995; Vedani et al. 1995; Zbin-
den et al., eingesandt). Die Philosophie des
Pseudorezeptorkonzepts besteht darin, die
verwendeten Wirkstoffe in gentigend
Wechselwirkungen mit dem Pseudorezep-
tor einzubinden, um so die Verhiltnisse am
wahren Rezeptor zu simulieren. Wiahrend
fiir Simulationen an der Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase die experimentelle
Struktur (Goldberg et al., 1997) des frei-
en und komplexierten Enzyms verwendet
werden kann, miissen entsprechende Stu-
dicn an der Phenylalanin-Transferase und
Phenylalanin-Hydroxylase von Homolo-

giemodellen bzw. Rezeptorsurrogaten aus-
gehen.

Zur Bestimmung von relativen freien
Bindungsenergien AG® und damit der
Abschitzung von Bindungsaffinititen (k;
AG® =-RT:In k) aus dreidimensionalen
Wirkstoff-Rezeptorkomplexen wurden
verschiedenste Ansitze hergeleitet (vgl.
z.B. Blaney et al., 1982; Krystek et al.,
1993; Bohm, 1994; Holloway et al., 1995,
Vedani et al., 1995). Unser Ansatz leitet
sich von demjenigen von Blaney ab und
enthilt vier Terme: die direkte Wechsel-
wirkungsenergie mit dem Rezeptor, die
Desolvatation des Wirkstoffes (er bindet
ja aus einer ,,wissrigen Umgebung® an
eine meist hydrophobe Rezeptorkavitit),
der Verlust von entropischen Freiheitsgra-
den (eingeschriinkte Bewegungsfreiheit
innerhalb der Rezeptorkavitit) und die
innere Energie des Wirkstoffes:

T ASBinduﬂu N
+ AE

~Ligand-intern

Bindung = Ligand-Rezeptor 3

Solvatation, Ligand

Freie Bindungsenergien der verschiede-
nen Wirkstoffen, AG®, werden anhand ei-
ner linearen Regression zwischen AG“L_\p_
und E ermittelt:

Bindung

AG® =lal-E +b

pred Bindung
2 Bindungsstellenmodell fiir einen
Ochratoxinrezeptor

Um aus kinetischen Studien (Creppy et al.,
1983) und Messungen an Zellinien
(Bruinink et al., im Druck) abgeleitete
Mechanismen auf atomarer Ebene struk-
turell zu iiberpriifen, haben wir ein drei-
dimensionales, peptidisches Modell der
Bindungsstelle eines hypothetischen Och-
ratoxinrezeptors entworfen (Vedani und
Bruinink, 1996). In diesem Modell wird
die hohe Bindungsaffinitit von Ochrato-
xin A durch ein Wasserstoffbriickennetz-
werk erklirt, das weder zu Mellein noch
Phenylalanin komplementir ist. Diese bei-
den Substanzen binden denn auch nur sehr
schwach an das Surrogat und lassen bei
vergleichbaren Konzentrationen keine
Toxizitit erwarten. Dies ist mit in vitro
Daten in Ubereinstimmung.

Tnteressant ist natiirlich ein Vergleich
mit der experimentellen Struktur von Phe-
nylalanin-t-RNA-Synthetase (Goldgur et
al., 1997), die erst nachtriiglich publiziert
wurde. Unser Bindungsstellenmodell ent-
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Abbildung 2: Potentielle Ochratoxinantagonisten (vgl. Text).

hiilt ebenso wie die experimentelle Struk-
tur eine hydrophobe Tasche, welche den
Phenylalaninring bindet. Von besonderem
Interesse sind die Wechselwirkungen der
Ammonium- und Phosphatgruppe (Phe-
nylalanin-AMP) und des Carboxylates
bzw. der Amidfunktion (Ochratoxin A) mit
dem Enzym: Das Bindungsstellenmodell
hat hier ein Arg postuliert. welches auch
in der experimentellen Struktur auftritt
(Arg 204). Dagegen wird die Amidfunk-
tion im Surrogat nur von einem Gln koor-
diniert, wihrend sie in der wahren Struk-
tur an Glu 220 und - etwas schwicher —
an His 178 und Ser 180 gebunden wird.
Die Amidgruppe des Ochratoxins (siehe
unten) ist im wahren Modell nur intramo-
lekular sowie an einen Wasserkanal ge-
bunden, withrend im Surrogat eine oxyan-
ionhole-dhnliche Struktur postuliert wor-
den war.

3 Phenylalaninmetabolisierende
Ochratoxinrezeptoren (Enzyme)

Wirksame Ochratoxinantagonisten miis-
sen hauptsiichlich in der Lage sein, die
Affinitit von Ochratoxin A bei phenylala-
ninmetabolisicrenden Enzymen wie z. B.

158

Phenylalanin-t-RNA-Synthetase (vgl.
Creppy et al., 1983) kompetitiv zu redu-
zieren, ohne die Bindung des natiirlichen
Substrats (L-Phenylalanin-AMP) signifi-
kant zu hemmen. Phenylalanin selbst ist
natiirlich auch ein ,,Ochratoxinantago-
nist”, hat aber die unerwiinschte Eigen-
schaft, bei den notwendigen Dosierungen
selbst toxisch zu wirken (Bruinink A.,
pers. Mittcilung). Andere zum Teil gut
wirksame Substanzen, die schon in der
Literatur beschrieben worden sind, schlie-
Ben Aspartam (Reduktion des Nephroto-
xitidtpotentials; Creppy et al., 1995), Vit-
amin C (Reduktion der Genotoxizitit;
Bose and Sinha, 1994), Retinol (Redukti-
on der Genotoxizitit; Kumari and Sinha,
1994) und Diacetoxyscirpenol (DAS:
Kubena et al., 1994) ein (vgl. Abbildung
2),

Wiihrend die antagonistische Wirkungs-
weise von Aspartam beziiglich phenylala-
ninmetabolisierenden Enzymen offen-
sichtlich ist, entziehen sich Vitamin C,
Retinol und Diacetoxyscirpenol (DAS)
derzeit einer mechanistischen Erkldrung
auf molckularer Ebene.

Fs ist nattirlich unmoglich, in einem ein-
zigen Beitrag alle potentiell mechanisti-

e
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schen Wirkungen von Ochratoxin A ab-
zudecken. Wir méchten uns vielmehr auf
die Klasse der phenylalaninmetabolisie-
renden Enzyme beschriinken und unser
Augenmerk insbesondere auf die Hem-
mung von Phenylalanin-t- RNA-Syntheta-
se richten, weil hier auf cine dreidimen-
sionale Struktur zurtickgegriffen werden
kann (Goldgur et al., 1997). Allerdings
wurde die Struktur mit gebundener t-
RNAP® pestimmt und nicht, wie bei der
Tyrosyl-t-RNA-Synthetase mit L-Tyrosin-
AMP als Substrat (Brick et al., 1989).
Aufgrund der Position des 3‘-Endes der t-
RNA (Ade 76), das ja mit dem Substrat
L-Phenylalanin-AMP in Wechselwirkung
treten muf3, kann die Bindungsstelle des
Substrates [-Phenylalanin-AMP in Phe-
nylalanin-t-RNA-Synthetase eindeutig
lokalisiert werden. Die Bindungsverhalt-
nisse sind in Abbildung 3 schematisch
dargestellt.

In Phenylalanin-t-RNA-Synthetase ist
die Phenylgruppe des Substrats L-Phenyl-
alanin-AMP 1in einer aus Phe 258, Phe 260
und Ala 314 gebildeten hydrophoben Ta-
sche eingebettet. Die Ammoniumgruppe
ist iiber drei Wasserstoffbriicken mit Glu
220, His 178 und Ser 180 optimal gebun-
den. Die Phosphatgruppe bildet eine Salz-
briicke mit Arg 204 sowie eine Wasser-
stoffbriicke mit Trp 149. Die beiden Hy-
droxylgruppen der Ribose sind an dic Pro-
teinhauptkette (Met 148) bzw. tiber verb-
riickende Wassermolekiile an das Enzym
gebunden. Die Amingruppe in der 4-Stel-
lung des Adenins, der an einer losungs-
mittelzugidnglichen Stelle bindet, hildet
eine starke Wasserstoffbriicke mit Glu
206.

Interessant erscheint auch ein Vergleich
der Bindungsmodi von L-Phenylalanin-
AMP in Phenylalanin-t-RNA-Synthetase
(Goldgur et al., 1997; diese Arbeit) und
L-Tyrosyl-AMP in Tyrosyl-t-RNA-Syn-
thetase (Brick et al., 1989): Wiihrend zur
Diskriminierung von L-Tyrosyl-AMP und
beispielsweise L-Phenylalanin-AMP in
Tyrosyl-t-RNA-Synthetase Wasserstoff-
briickendonoren und -akzeptoren (Tyr 24,
Asp 176) vorhanden sind. ist die entspre-
chende Bindungstasche in Phenylalanin-
t-RNA-Synthetase hauptsichlich aus aro-
matischen (Phe 258 und 260) und alipha-
tischen (Ala 314, Val 261) Aminosiiuren
aufgebaut. L-Tyrosyl-AMP wiirde rium-
lich zwar hineinpassen, doch wiirde der
Verlust von Wasserstoffbriicken beim
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Ubergang von einem wiissrigen Medium
(Plasma) nicht kompensiert, was in einer
niedrigeren Affinitdt an Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase resultiert. Die Ammoni-
umfunktionalitdt in L-Tyrosyl-AMP wird
an Asp 78 und Tyr 109 koordiniert, die
Phosphatgruppe aber lediglich an His 48;
ansonsten steht sie in Kontakt mit dem
Losungsmittel. Die Hydroxylgruppen der
Ribose sind — gegeniiber Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase — stirker gebunden (GlIn
192 bzw. Asp 194). Der Adeninring koor-
diniert in Tyrosyl-t-RNA-Synthetase an
die Proteinhauptkette.

In einem néchsten Schritt haben wir
untersucht, wie Ochratoxin A an die akti-
ve Stelle von Phenylalanin-t-RNA-Syn-
thetase binden kdnnte. Da die Inhibierung
kompetitiv ist (Creppy et al., 1983), sind
wir davon ausgegangen, dal Ochratoxin
A an die gleiche Stelle bindet wie das na-
tiirliche Substrat Phenylalanin-AMP. Im
Analogieschluf wiirde man zunichst da-
von ausgehen, daf der Phenylring in Och-
ratoxin A (vgl. Abbildung 1) in dieselbe
hydrophobe Tasche bindet, die auch den
Phenylring von Phenylalanin-AMP beher-
bergt (vgl. Abbildung 3). Eine solche Bin-
dungsweise erscheint zwar plausibel, birgt
aber ein fundamentales Problem: Uberla-
gert man die Phenylringe von Phenylala-
nin und Ochratoxin A, so beanspruchen
auch die Ammoniumgruppe des Phenyl-
alanins bzw. die Carboxylgruppe des Och-
ratoxin A gleiche Halbrdume. Aus der ex-
perimentellen Struktur (Goldgur et al.,
1997) ist ersichtlich, dal} die Ammonium-
gruppe des Phenylalanins eine Salzbrik-
ke mit Glu 220 bildet; dic Aminosiiure
Glutamat (pK=1,99 und 3,90 fiir Haupt-
und Seitenkettencarboxylat) wird jedoch
bei physiologischem pH immer als Anion
vorliegen, d.h. eine Carboxylgruppe (des
Ochratoxin A) abstof3en. Man konnte da-
her argumentieren, daf3 der Phenylring von
Ochratoxin A um 180° gedreht in die hy-
drophobe Tasche bindet; dann aber findet
dic Carboxylgruppe gar keinen Bindungs-
partner mehr am Enzym. Dies macht den
- zunichst etwas fremd anmutenden - Ge-
danken verstindlicher, daB Ochratoxin A
nicht mit dem Phenylring, sondern mit
seinem Isocumarinteil in die hydrophobe
Tasche hindet. Eine inverse Bindungsart
wiirde vielleicht auch erklidren, warum die
Toxizitidt von Qchratoxin bei Zugabe von
Mellein (Isocumarin) leicht erhoht wird
(Brunink A., personliche Miiteilung). Wir
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haben beide Bindungsmodi (modelliert;
von der Ausbildung des Wasscrstoffbriik-
kennetzwerkes her geschen, ist die inver-
se Bindungsweise klar favorisiert (Abbil-
dung 4).

Der Isocumarinring von Ochratoxin A
ist — wie der Phenylring des natiirlichen
Substrates L-Phenylalanin-AMP — iiber
hydrophobe und p-p Wechselwirkungen
mit Phe 258 und Phe 260 stabilisiert und
kann zwei Wasserstoffbriicken ausbilden
(GIn 183 und Ser 180). Die (bei physiolo-
gischem pH) deprotonierte Carboxylgrup-
pe geht mit Arg 204 eine Salz- und mit
Gln 218 eine Wasserstoftbriicke ein. Der
Chlorsubstituent wird von Phe 258 und Val
261 stabilisiert. Die Amidcarbonylfunkti-

on hat Kontakt zu einem Wasserkanal; das
Amid-Stickstoffatom bildet cine intramo-
lekulare Wasserstottbriicke mit dem der
Hydroxylgruppe in der 8-Stellung des Iso-
cumarinringes. Dieses ausgeprigte Was-
serstoffbriickennetzwerk erkldrt wohl
auch die hohe Affinitdt von Ochratoxin A.

Die Bindungsweise von Ochratoxin o
(nicht toxisch: vgl. Abbildung 1. S.4) und
Ochratoxin o-amid (toxisch; vgl. Abbil-
dung 1) unterscheidet sich beziiglich der
Fihigkeit, sich ins Wasserstoffbriicken-
netzwerk des Enzyms einzubinden. Dies
ist leicht aus Abbildung 4 (mit Ochrato-
xin A als Inhibitor) ableitbar: Der Isocu-
marinring bindet analog wie in Ochrato-
xin A; die Amid/Carboxylgruppen haben

Phe 258

Phe 260

Met 148
o o T
| I |

.-H H His 178

H ‘,O-—p Q-
: —=

TN : - 0 N

asserkan : o
\H/O\H" -_,.N\___

wasserzuginglicher Teil

Asp 156

Abbildung 3: Aktive Stelle des Enzyms Phenylalanin-t-RNA-Synthetase (Goldgur et al.,
1997) mit eingelagertem L-Phenylalanin-AMP als Substrat (modeliiert, fett hervorgeho-

ben).
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Kontakt zum Wasserkanal bzw. Gln 218.
Fiir Ochratoxin c-amid entspricht dies ei-
ner Absiittigung seiner Wasserstoftbriik-
kenpartner, wihrend der Carboxylsauer-
stoff von Ochratoxin ¢ von Glu 220 ab-
gestoBen (Gln 218 — aufgrund eines zu
grofien Abstandes — nur als schwacher
Partner). Insgesamt licke dies eine etwas
schwiichere Bindungsaffinitat fiir Ochra-
toxin o erwarten. Im Experiment (Chu,
1974) wird aber fiir Ochratoxin o gar kei-
ne Toxizitit festgestellt, wihrend Ochra-
toxin o-amid toxisch wirkt. Ein Grund fiir
die vergleichsweise schwache Affinitit
von Ochratoxin o ist durch die Tatsache
gegeben, dal} Ochratoxin o bei physiolo-
gischem pH als Anion vorliegt, im Gegen-
satz zu Ochratoxin A aber keine entspre-
chenden Salzbriicken am Enzym ausbil-
den kann, welche die hohe Desolvatations-
energic kompensieren kiinnten, was die
Alfinitit stark reduziert.

3.1 Aspartam, ein potentieller
Ochratoxinantagonist

Obschon sich (sub-)chronische Toxinbela-
stungen naturgemals schlecht antagonisie-
ren lassen, konnten Creppy und Mitarbei-
ter (1995) zeigen, daff Aspartam (ein kiinst-
licher SiiBstoff, der strukturell dem nattirli-
chen Substrat L-Phenylalanin-AMP ver-
wandtist; vgl. Abbildung 2), ein geeigneter
Kandidat fiir die Reduktion von chronischen
Effekten im Zusammenhang mit Ochrato-
xin A-Vergiftungen ist. Durch Verfiitterung
von Aspartam (25 mg/kg) wihrend 48 Stun-
den in Kombination mit Ochratoxin A (0,3
mg/keg) an Ratten konnten sowohl nephro-
als auch genotoxische Effekte wihrend
mehrerer Wochen unterbunden werden.
Wird Aspartam nach einer Intoxifizierung
in vivo verabreicht, vermag es das Toxin
vollstiindig auszuwaschen. Eine gleicharti-
ge Schutzwirkung von Aspartam auf die

‘Wasserkanal

‘\H/O\H--,

Phe 258

CH, H &
N
S
H
Phe 260
Gln 183

wasserzuginglicher Teil

Arg 204

. o— ’

Ser 180

Abbildung 4: Aktive Stelle des Enzyms Phenylalanin-l-RNA-Synthetase (Goldgur et al.,
1997) mit eingelagertem Ochratoxin A als Inhibitor (modelliert, fett hervorgehoben).
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Proteinsynthese konnte vor kurzem in Zell-
kulturen nachgewiesen werden (Baudri-
mont et al., 1997).

Die zur Verhinderung von chronischen
Effekten bzw. Antagonisierung von aku-
ten Ochratoxinvergiftungen vergleichs-
weise hohen erforderlichen Aspartam-
dosierungen (25 mg/kg) sind - insbeson-
dere fiir therapeutische Anwendungen bei
chronischer Vergiftung - vergleichsweise
hoch und lassen die Suche nach einer po-
tenteren Wirksubstanz als dringlich er-
scheinen. Um dies auf rationalem Weg zu
erreichen, sind die Kenntnisse der dreidi-
mensionalen Strukturverhadltnisse in den
aktiven Stellen der verschiedenen Zielpro-
teine unabdingbar.

Aspartam ist nicht nur dem natiirlichen
Substrat der Phenylalanin-t-RNA-Synthe-
tase dhnlich, sondern auch Ochratoxin A.
Wir haben daher auch die Wechselwirkun-
gen von Aspartam mit Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase gepriift (Abbildung 5).
Um als guter Antagonist zu wirken, mtif-
te Aspartam etwas schlechter als Ochra-
toxin A oder L-Phenylalanin-AMP binden,
um letzteres nicht — analog Ochratoxin A
— aus der Bindungstasche zu verdringen.

Der Phenylring von Aspartam ist — wie
derjenige des natiirlichen Substrates L-
Phenylalanin-AMP — iiber hydrophobe
Wechselwirkungen mit den Aminoséuren
Phe 258 und Phe 260 stabilisiert. Die Car-
boxylgruppe bildet mit Arg 204 eine Salz-
briicke. die Ammoniumgruppe wird durch
Gln 218 gebunden, das zusitzlich eine
Wasserstoffbriicke mit der Amidcarbonyl-
gruppe bildet. Der Ester ist doppelt stabi-
lisicrt: die Methylgruppe bindet in eine aus
Trp 149 und Phe 260 gebildete hydropho-
be Tasche, die Carbonylgruppe ist iiber
eine Wasserstoffbricke mit dem Wasser-
kanal verbunden. Das Wasserstoffbriik-
kennetzwerk ist im Vergleich zu Ochrato-
Xin A etwas weniger ausgeprigt, vermag
aber Aspartam hinreichend zu stabilisie-
ren.

Die Effekte, die von Vitamin C (Reduk-
tion der Genotoxizitit; vgl. Bose and Sin-
ha, 1994), Retinol (Reduktion der Geno-
toxizitdt; vgl. Kumari and Sinha, 1994)
und Diacetoxyscirpenol (DAS; vgl. Ku-
bena et al.. 1994) ausgehen, lassen sich
nicht direkt auf eine Wechselwirkung mit
Phenylalanin-t-RNA-Synthetase zurfick-
fiihren. Diese Substanzen beeinflussen
denn auch die Genotoxizitit und nicht, wie
Aspartam, vor allem die Nephrotoxizitit,

%
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3.2 Identifikation von selektiven
Ochratoxinantagonisten

Wirksame Ochratoxinantagonisten miis-
sen allem vorab zwei Bedingungen erfiil-
len: 1. Sie miissen mit einer (gegeniiber
Ochratoxin A) hinreichenden Affinitit ans
Enzym binden und 2. diirfen sie das na-
tiirliche Substrat (hier: L-Phenylalanin-
AMP) nicht wesentlich hemmen. Dies
scheint der Quadratur der Kreises zu ent-
sprechen; es mufl aber bedacht werden,
dal3 eine vergleichsweise bescheidene Af-
finitit des Antagonisten mit einer thera-
peutischen Uberdosierung kompensiert
werden kann, solange dessen Toxizitits-
schwelle dabei nicht iiberschritten wird.

Aufbauend auf den Untersuchungen von
Creppy et al. (1995) erscheint es sinnvoll,
von Aspartam (vgl. Abbildung 5) als Leit-
substanz auszugehen und dieses Molekiil
—den strukturellen Gegebenheiten am En-
zym entsprechend — zu optimieren. Als
erster ,,Angriffspunkt” dringt sich die
Esterfunktion auf. Diese kinnte leicht —
und affinitatsverstirkend — in einen Ae-
thyl- oder Isopropylester umgewandelt
werden. Damit ergiibe sich eine zusitzli-
che hydrophobe Stabilisierung. Weitere
Modifikationen sind in der meta- und para-
Stellung des Phenylrings denkbar. Hier
liefen sich — in Analogie zu dem Bin-
dungsmodus des natiirlichen Substrates L-
Phe-AMP — funktionelle Gruppen (z.B.
Hydroxyl-, Halogen-, Cyano- oder Amid-
funktionen) einfiihren, die ein Wasserstoff-
briickennetzwerk mit Gln 183 und Glu 220
ausbilden kdnnten.

Eine andere Moglichkeit wiire es, von
Mellein — oder noch genereller — von ei-
nem substituierten Isocumaringertist aus-
zugehen. Hier miifite man aber Verhiiltnis-
se zu verhindern wissen, wie sie beim
Ochratoxin ¢-amid anzutreffen sind, denn
der Antagonist soll zwar ,,Wirkung zei-
gen”, aber keinesfalls bei den erforderli-
chen Dosierungen selbst toxisch wirken.

Schlieflich muf} beriicksichtigt werden,
daf} die toxischen Wirkungen von Ochra-
toxin A nicht ausschlieBlich auf seiner
Wechselwirkung mit Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase beruhen. Analog miis-
sten daher die Verhiiltnisse an Phenylala-
nin Hydroxylase und Phenylalanin Trans-
ferase studiert werden. Hier stehen derzeit
leider keine dreidimensionalen Strukturen
zur Verfiigung, sodall Modeling by Homo-
logy als aussichtsreichster Weg zu einem
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Abbildung 5: Aktive Stelle des Enzyms Phenylalanin-t-RNA-Synthetase (Goldgur et al.,
1997) mit eingelagertem Aspartam als Inhibitor (modelliert, fett hervorgehoben).

aussagekriftigen Modell angesehen wer-
den darf.

An dieser Stelle kann eingewendet wer-
den, dal die Suche nach einem wirkungs-
vollen Ochratoxinantagonisten nicht aus-
schlieBlich an Phenylalaninmetabolisie-
renden Enzymen gesucht und {iberpriift
werden darf. Weitere unerwiinschte Wir-
kungen dieses Toxins beruhen auf seiner
Beeinflussung der Fettoxidation und mi-
tochondrialer Funktionen (siche oben).
Daoch alle diese Effekte mit einem einzi-
gen Antagonisten abdecken zu wollen, er-
scheint nicht sehr zielfithrend. Realisti-
scher ist wohl die Entwicklung mehrerer
.unabhiingiger” Therapeutika und deren
Einsatz in Kombination.

3.3 Semi-quantitative Voraussagen

Der néchste Schritt schliet die semi-quan-
titative Voraussage der Bindungsalflinitiiten
(und damit der rezeptor-gekoppelten Toxi-
zitiit) der untersuchten Spezies ein (fiir
Methodik, vgl. Vedani et al., 1995; Zbin-
den et al., eingesandt). Fiir die Validierung
soll aber — gegeniiber dem Bindungsstel-
lenmodell (Vedani und Bruinink, 1996) —
auf eine grofere Anzahl von Ochratoxinen
und verwandten Substanzen zurlickgegrif-
fen werden (siche z.B. Creppy et al., 1990,
1083; Steyn, 1984; Stormer et al., 1983:
Cole and Cox, 1981; Chu. 1974).

Es gibt Hinweise, dall die Hemmung
dieser phenalalaninmetabolisierenden En-
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zyme nicht ausschlieBlich iiber einen kom-
petitiven Mechanismus erfolgt. Interessant
istin diesem Zusammenhang vor allem die
Beobachtung, dall Mellein die Toxizitdt
von Ochratoxin A noch erhoht (Bruinink
und Sidler, eingesandt) — dies wiire bei rei-
ner Kompetitivitit nur schwer erklirbar.
Strukturell gesehen, konnten die kleineren
Vertreter der Ochratoxinfamilie (z.B. Och-
ratoxin o) auch an eine andere Stelle in-
nerhalb der aktiven Stelle binden. Aber
auch Ochratoxin A selbst kénnte seine to-
xische Wirkung iiber allosterische Effekte
erzielen (Phenylalanin-t-RNA-Synthetase
ist beispielsweise als Tetramer aktiv). Dar-
aus ergeben sich zwei Fragen: 1. Bindet
Ochratoxin A an die Phenylalaninbin-
dungsstelle im Enzym? und 2. Gibt es Hin-
weise fiir allosterische Effekte? Der .,rein
kompetitive Bindungsmodus* kann durch
eine hohe Korrelation zwischen experi-
mentellen und berechneten Bindungsaffi-
nititen gestiitzt (bzw. geschwiicht) werden.
Ein zweiter kompetitiver Bindungsmodus
kann mittels sog. Monte-Carlo Suchalgo-
rithmen (vgl. z.B. Zbinden et al.. einge-
sandt) gefunden und tiberpriift werden.

Die Suche nach einer allosterischen Bin-
dungsstelle kann ,,im Prinzip® wiederum
mittels Monte-Carlo Suchalgorithmen an-
gegangen werden, d.h. alle Ochratoxinver-
treter werden in einem Boltzmann-gewich-
teten zufiilligen Auswahlverfahren (Mon-
te Carlo) an eine grisBere Anzahl von Bin-
dungsstellen angedockt und anschlielend
cnergetisch optimiert. Leider sind solche
Simulationen extrem rechenintensiv; auch
kann der dreidimensionale Raum (hier: die
Bindungstasche des Enzyms) nie erschdp-
fend abgesucht werden kann, d.h. eine
Restunsicherheit bleibt — vor allem bei
negativem Ergebnis — bestehen.

Der Einfluss einer allfilligen Bindung
von Ochratoxin A an eine allosterische
Bindungsstelle auf die quaterndre Struk-
tur des Enzyms ist deutlich schwieriger zu
beantworten. Hier erscheint es sinnvoll,
zunidchst das molekulardynamische Ver-
halten des Komplexes mit dem natiirlichen
Substrat zu studieren. Anschliefend mub
die Dynamik der quaterniren Struktur mit
gchundenem Ochratoxin A —in Kombina-
tion mit Monte-Carlo Suchalgorithmen —
analysiert werden. Eine erschopfende Si-
mulation aller Moglichkeiten liegt hier
aber nicht im Bereich der heute verfiigba-
ren Rechenleistungen. Dies impliziert, dal}
bei einem ,,negativen Ergebnis™ (d.h. kei-
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ne allosterische Bindungsstelle) nur sehr
vorsichtig argumentiert werden darf. Bei
einem positiven Ausgang andererseits,
haftet dem Modell wohl eine gewisse Si-
gnifikanz an. Um ganz vollstindig sein zu
wollen, miissen diese Untersuchungen
auch auf die Enzyme Phenylalanin Trans-
ferase und Phenylalanin Hydroxylase aus-
geweitet werden.

Die Identifikation potentieller Ochrato-
xinantagonisten kann — basierend auf ei-
nem verfeinerten Modell — mittels de novo
design Algorithmen bewerkstelligt werden
(vgl. z.B. Bohm, 1992). Ideale Wirkstoffe
sollten keine strukturellen Elemente ein-
schlieflen, die zu einer starken Hemmung
fuhren, wie zum Beispiel die Amidfunkti-
on, die das Isocumarinfragment mit dem
Phenylalanin verbriickt (vgl. Vedani und
Bruinink, 1996). Aufgrund unserer bishe-
rigen Untersuchungen (siehe oben) ist dies
am ehesten ausgehend vom Aspartammo-
lekiil sinnvoll. Denkbar sind aber auch
Variationen basierend auf dem Isocuma-
rolgeriist oder aul substituierten D*-Dihy-
dropyran-2-on-Verbindungen.

4 3R-Relevanz

Antagonisierende Substanzen zu Toxinen
(,,Gegengifte™) kénnen — abgesehen von
natiirlich vorkommenden Hemmstoffen —
nur bei bekanntem Mechanismus systema-
tisch gesucht werden. Mit Hilfe einer Re-
zeptorstruktur (experimentell oder model-
liert) kénnen die Bindungseigenschaften
solcher Wirkstoffe am Computer gezielt
gefunden und optimiert werden. Anschlie-
Bend miissen nur die aussichtsreichsten
Kandidaten einer biologischen Aktivitits-
priifung (inklusive Tierversuche) zuge-
fiihrt werden, was zu einer signifikanten
Reduktion der in vivo zu testeten Substan-
zen fithren kann. Da die toxischen Wir-
kungen von Ochratoxinen durch Wechsel-
wirkung mit mindestens drei grundsitz-
lich verschiedenen Rezeptorklassen zu-
standekommen, erscheint der Versuch,
Ochratoxinantagonisten ,,zuféllig" zu ent-
decken, als wenig rationaler Weg, potente
Gegenmittel zu finden. Um unnétige Tier-
versuche einzusparen, ist es zweckmiissi-
ger, die Bestimmung der dreidimensiona-
len Strukturen (Rontgenbeugung oder
NMR) zu forcieren. Stehen keine solchen
zur Verfiigung, ist es sinnvoll, mittels
Computermodellen (Homologie oder Bin-
dungsstellensurrogate) Leitsubstanzen zu

o
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suchen. Wiinschenswert erscheint, dass in
vitro Tests unter Beriicksichtigung von
pharmakokinetischen und metabolischen
Phiinomenen méglichst friihzeitig mit der

Modellierung verkniipft werden (Folkers,
1995).
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