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Ochratoxin A und B: Ein dreidimensionales
molekulares Modell zur mechanistischen
Erklirung ihrer Toxizitit
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Zusammenfassung

Ochratoxine sind Giftstoffe, die von Aspergillus aluta-
ceus und anderen Schimmelpilzen produziert und
[freigesetzt werden. Bisher wurde allgemein angenom-
men, daf} die Hemmung des Enzyms Phenylalanin-t-
RNA-Synthetase fiir die Toxizitdt von Ochratoxin A
verantwortlich war. Neueste in vitro Untersuchungen
weisen aber auf eine nichi-kompelitive Kinetik beziiglich
Phenylalanin und damir auf die Priisenz eines eigentli-
chen Ochratoxinrezeptors hin. Basierend auf den
Strukturen von Ochratoxin A und B, Mellein und Phenyl-
alanin haben wir mittels Pseudorezeptormodeling ein
dreidimensionales molekulares Modell fiir die Bindungs-
stelle des vermuteten Ochratoxinrezeptors generiert. Das
Modell besteht aus insgesamt zwdlf Aminosduren. Die
hohe Affinitdt (und damit die rezeptor-gekoppelte
Toxizitit) von Ochratoxin A und B wird in diesem
Modell durch ein Wasserstoffbriickennetzwerk erkléirt —
ein Netzwerk, das weder mit Mellein noch mit Phenyi-
alanin als Substrat méglich ist. Diese Substanzen rufen
bei vergleichbaren Konzentrationen denn auch keine
toxischen Effekte hervor. Die Relevanz des Modells wird
durch die quantitative Voraussage der Bindungsaffinitdi-
ten von drei Testsubstanzen gestiitzt.

1 Einleitung

wurden in Blut und Brustmilch des

Summary: Ochratoxin A and B: A three-dimensional
molecular model for a mechanistic explanation of their
toxicity.

Ochratoxins are toxic substances produced and released
by Aspergillus alutaceus and other molds. So far, it was
generally believed that the inhibition of the enzyme
phenylalanine-i-RNA-synthetase was responsible for the
toxicity of ochratoxin A. Most recent in vitro results,
however, suggest u non-competitive mechanism with
respect to phenylalanine and, consequently, the existence
of a proper ochratoxin receptor. Based on the structures
ochratoxin A and B, mellein and phenylalanine, we have
generated a three-dimensional molecular model for the
binding site of a putative ochratoxin receptor by means
of pseudoreceptor modeling. The model consists of
twelve amino-acid residues. In this model, the high
affinity (and, hence, the receptor-mediated toxicity) of
ochratoxin A and B is explained by a hydrogen-bond
network — a network that is not possible with both
mellein and phenylalanine as substrates. Consequently,
these compounds do not exhibit toxic effects at compara-
ble concentrations. The relevance of the model is sup-
ported by the quantitative prediction of the binding
affinity of three test compounds.

Keywords: pseudoreceptor modeling, 3D-QSAR, ochra-

toxin receptor surrogate, receptor-mediated toxicity.

Miki et al., 1994). Der Wirkungsme-
chanismus von Ochratoxin A ist bis

Ochratoxin A und B (Abbildung la,
1b) sind Giftstoffe, die von Aspergil-
lus alutaceus (frither: Aspergillus
ochraceus) und anderen Schimmel-
pilzen produziert werden. Ochrato-
xin A (7-carboxyl-5-chloro-8-hydro-
xyl-3,4-dihydro-3R-methylisocuma-
rin-7-L-B-phenylalanin) wurde als
Lebensmittelverunreinigung nachge-
wiesen (Baumann und Zimmerli,
1088). Relativ hohe Konzentrationen
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Menschen gefunden (Hald, 1991;
Breitholz-Emanuelsson et al., 1993).
Bis heute wurden aber keine toxi-
schen Effekte von Ochratoxin A im
Menschen nachgewiesen. Aufgrund
von in vive Daten an Ratten und
Mausen wird jedoch vermutet, daB
Ochratoxin A im Menschen nephro-
toxische und teratogene Wirkungen
hervorruft. Zielgewebe in der prina-
talen Phase sind hauptsichlich Au-
gen und Nervensystem (Shirai, 1991;

heute unbekannt; im allgemeinen
wird aber angenommen, daB die
Hemmung des Enzyms Phenylala-
nin-t-RNA-Synthetase fiir die Toxi-
zitat von Ochratoxin A verantwort-
lich ist (Creppy et al., 1983). Kiirz-
lich wurde nachgewiesen (Studer et
al., 1995), daB sich 3R-Ochratoxin A
bei erhohter Temperatur — wie sie
beispielsweise beim Kochen oder
Rosten von Nahrungsmitteln auftritt
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- teilweise in das 3S-Epimer um-
wandelt. Weitere Untersuchungen
zeigten, dafl in menschlichem Serum
nachgewiesenes Ochratoxin A teil-
weisc in der 3S-Form vorliegt (Stu-
der et al., eingesandt). Eine neueste
in vitro Studie untersuchte das neu-
rotoxische Potential von 3R- und 3S-
Ochratoxin A sowie 3R-Ochratoxin
B in drei verschiedenen Zellkulturen.
Es zeigte sich, daB die mitochondri-
sche und lysozomale Aktivitit, aber
auch der Kulturproteingehalt in ver-
gleichbarer Weise durch diese Och-
ratoxine beeinflubt werden (Bruinink
et al., eingesandt). Der geringe Un-
terschied zwischen den IC;-Werten
fiir Ochratoxin A und B sind nicht
mit der Hemmung der Phenylalanin-
t-RNA-Synthetase (vgl. Creppy et
al., 1983) als toxischem Mechanis-
mus vereinbar. Die Vermutung wird
auch dadurch gestiitzt, da8 die Toxi-
zitiit von Ochratoxin A durch Phe-
nylalanin  nicht verdndert wird
(nicht-kompetitive Kinetik; Bruinink
und Sidler, in Vorbereitung). Diese
Erkenntnis hat uns stimuliert, mittels
computergestiitzten Methoden ein
Modell fiir die Bindungsstelle des
hypothetischen Ochratoxinrezeptors
zu erstellen und an einem Testsatz
von Substanzen zu priifen.

~Computer-gestiitzte ~ Verfahren
zur rationalen Entwicklung neuer
Wirkstoffe” (CADD) erlauben die
Simulation der Wechselwirkungen
eines Wirkstoffes mit einem Rezep-
tor (oder einem Enzym) auf atomarer
Ebene. Aus einer solchen Simulation
148t sich die Affinitdt der Wirksub-
stanz an den Rezeptor abschitzen
(vgl. z.B. Ramsden, 1990; Vedani,
1994; Folkers 1995). In Abwesenheit
einer Rezeptorstruktur erlaubt Pseu-
dorezeptormodeling - basierend auf
einem Satz von aktiven Wirkstoffen
(Agonisten oder Antagonisten) - die
Konstruktion eines dreidimensiona-
len Modells der Bindungsstelle. An
einem solchen Surrogat lassen sich
Wechselwirkungen bekannter oder
hypothetischer Wirkstoffe simulie-
ren und deren Bindungsaffinititen
semi-quantitativ abschitzen (Vedani
et al., 1995; Vedani und Zbinden,
1996).
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Abbildung 1.

Fur das Pseudorezeptormodeling verwendete Wirkstoffe: a) 3R-

Ochratoxin A, b) 35-Ochratoxin B, ¢) 3R-Mellein, d) L-Phenylalanin, e) 3R-Melleinamid
(3R-Ochratoxin-c-amid), f) 3S-Melleinkarbonsaure. 3S-Ochratoxin A, 3R-Ochratoxin
B, 38-Mellein, 38-Melleinamid und 3R-Melleinkarbons&ure sind nicht dargestellt. Sie
lassen sich aber leicht aus den abgebildeten Wirkstoffen ableiten.

2 Methodik

Das Pseudorezeptor-Konzept besteht
darin, die gebundenen Spezies
(Wirkstoffe) in geniigend, spezifisch
nicht-kovalente Wechselwirkungen
mit dem Pseudorezeptor einzubin-
den, um so die wichtigsten Ligand-
Rezeptor-Wechselwirkungen am
wahren Rezeptor zu simulieren. Ein
Pscudorezeptor kann nicht als rdum-
liches Abbild des biologischen Re-
zeptors verstanden werden; vielmehr
miissen seine Bausteine (Aminosiu-
ren) dergestalt im dreidimensionalen
Raum angeordnet sein, daBl der Pseu-
dorezeptor einen Satz von Wirkstof-

fen in der gleichen Stirke wie der
biologische Rezeptor zu diskriminie-
ren vermag: Berechnete Unterschie-
de in der Bindungsaffinitit an den
Pseudorezeptor sollten in semi-quan-
titativer Weise mit den experimente]-
len Werten gegeniiber dem wahren
biologischen Rezeptor iibereinstim-
men (Snyder et al., 1993).

Ein an unserem Labor entwickeltes
Pseudorezeptormodeling-Konzept
crlaubt die Konstruktion eines drei-
dimensionalen, peptidischen Pseudo-
rezeptors — eines Miniproteins — um
ein beliebiges molekulares Geriist.
Auf Details der Konstruktion eines
Pseudorezeptors soll an dieser Stelle
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nicht eingegangen werden (vgl. hie-
zu Vedani et al., 1995: Vedani und
Zbinden, 1996); hingegen soll dic
Abschiatzung der Bindungsalfinitir
aus einem solchen dreidimensiona-
len, molekularen Modcll hergeleitet
werden.

Zwischen  einer  molekularen
Struktur und ihrer Energie besteht
eine quantitative Beziehung. Fiir
kleine Molekille kann diese mit
quantenchemischen Methoden sehr
genau berechnet werden. Fiir grosse-
re Systeme wie Proteine und Rezep-
toren iibersteigt die Komplexitit sol-
cher Rechnungen die heute zur Ver-
fiigung stehende Computerleistung
bei weitem. Hier wird auf empirische
Verfahren (z.B. Kraftfeldmethoden)
zuriickgegriffen. Der in unserem
Konzept verwendete Algorithmus
berechnet mit Hilfe eines solchen
Kraftfeldes (Vedani, 1994; Vedani
und Huhta, 1990) fiir jeden Wirk-
stoff eine Wechselwirkungsenergie,
AE, mit dem Pseudorezeptor. Um
aus der relativen Wechselwirkungs-
energie eines einzelnen Wirkstoffs,
AAE, (beziiglich eines Referenzwirk-
stoffs) die Bindungsaffinitit, k, ge-
geniber dem wahren biologischen
Rezeptor abzuleiten, beniitzen wir
eine Niherung von Blaney und Mit-
arbeitern (1984):

A(AGohn.) = &(AEI’\EI‘.) - A(’TASBindung)
= A(AGS()]Vmulion. Wirkslul’f)
sowie:

k = e 20" RThzw,
k]./k2 = efMGWRT

Die freie Solvatationsenergie der
WirkStOffC, AGSﬁivatalion, Wirkstoff» bﬂrﬂCh*
nen wir nach einem semi-analyti-
schen Ansatz (Still et al., 1990);
Unterschiede in der Bindungsentro-
pie, TASg; 4, konnen aufgrund der
Torsionsfreiheitsgrade der einzelnen
Wirkstoffe abgeschiitzt werden (Se-
arle and Williams, 1992).
Quantitativ gesehen, diskriminiert
ein Pscudorezeptor nicht immer im
gleichen AusmaB wie der entspre-
chende biologische Rezeptor. Um
semi-quantitative Voraussagen zu
machen, kinnen berechnete Werte
anhand einer linearen Regression
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(Steigung a, Achsenahschnitt b) mit
den Datenpaaren des Trainingssatzes
korrigiert werden:

AAG ) =1l AAG ) +b

Um wilhrend der Strukturverfeine-
rung die Korrelation zu maximieren,
d.h. ein aussagekriiftiges Modell zu
erhalten, wird im Kraftfeld-Energie-
ausdruck ein zusitzlicher Kopp-
lungsterm eingefithrt (Vedani et al,,
eingesandt):

Ewlal i EK.raftl'cld + kKuppI.' E lA(AGObeL)_
AAGE )P

Dieser Ansalz erlaubt es, fiir einen
gegebenen Trainingssatz an Wirk-
stoffen ein Modell mit hoher Korre-
lation (>0,95) zu finden. Fiir die
Giite des Surrogates ist eine solche
notwendig, aber nicht hinreichend.
Vielmehr muf3 das Rezeptormodell
anschlieBend an einem Satz von Test-
wirkstoffen validiert werden, d.h. an
Substanzen, die nicht zur Erstellung
des Modelles verwendet wurden.

Um die gegenseitige Anpassung
von Wirkstoff und Rezeptor zu simu-
lieren, haben wir den Algorithmus so
erweitert, da zuniichst der Rezeptor
mit Korrelationskopplung optimiert
wird. Dies fiihrt zu einem Modell mit
hoher Korrelation (>0,95) fiir die
Wirkstoffe des Trainingssatzes. In
einem zweiten Schritt werden die
Wirkstoffe frei (d.h. ohne Korrelati-
onskopplung) relaxiert. Dies fiihrt
zwangsweise zu einem Modell mit
geringerer Korrelation. Danach wird
wiederum der Rezeptor mit Korrela-
tionskopplung optimiert, und die
Korrelation wird wieder hoch. Im
nichsten Schritt (Relaxation der
Wirkstoffe) wird die Korrelation
abermals abnehmen, aber nicht mehr
so stark wie beim ersten Mal, da sich
das Rezeptormodell im zweiten
Schritt den relaxierten Wirkstoffen
bereits angepalt hat. In einem iterati-
ven Verfahren werden nun diese
beiden Schritte so lange ausgefiihrt,
bis das relaxierte Modell ebenfalls
eine hohe Korrelation aufweist. Man
spricht dann von einem ,,equilibrier-
ten System*,

&

Anschlieend werden die Wirk-
stoffe des Testsatzes zugefiigt und
ohne Korrelationskopplung relaxiert
(denn sonst wiirden sic lediglich
cinem erweiterten Trainingssatz ent-
sprechen). Das Rezeptormodell und
die Wirkstoffe des Trainingssatzes
werden dabei nicht mehr verindert.
Die Wirkstoffe des Testsatzes kon-
nen sich so — withrend der Simulati-
on — individuell an die Rezeptortopo-
logie anpassen, was ja auch am
biologischen Rezeptor der Fall 1st.
AuBerdem werden so die Wirkstotfe
des Testsatzes gleich wie diejenigen
des Trainingssatzes behandelt.

3 Resultate und Diskussion

Unser Modell fiir den vermuteten
Ochratoxinrezeptor wurde basierend
auf einem Trainingssatz von vier
Wirkstoffen (3R-Ochratoxin A, 3R-
Qchratoxin B, 35-Ochratoxin B, 3S-
Mellein) erstellt und anschliefend an
einem Testsatz von drei Wirkstoffen
(3S8-Ochratoxin A, 3R-Mellein, L-
Phenylalanin) gepriift. Die IC,-Wer-
te von 3R-Ochratoxin A, 3S-Ochra-
toxin A, 3R-Ochratoxin B, +Mellein
und L-Phenylalanin stammen aus
Experimenten, in welchen die Effek-
te dieser Substanzen auf den Protein-
gehalt von Hirn- und Hirnhautzellen
des Hithnerembryos in Flachkulturen
bestimmt wurden (Bruinink et al.,
eingesandt). Die IC,,-Werte von 3R-
Ochratoxin A und 3S-Ochratoxin A
unterscheiden sich im Experiment
um einen Faktor 12. Derselbe Faktor
wurde verwendet, um die IC,,-Werte
fiir 3S-Ochratoxin B und 3S-Mellein
zu bestimmen. Dabei wurde ange-
nommen, dal sich die Bindungsaffi-
nititen der 3R und 3S-Formen von
Ochratoxin B und Mellein um den-
selben Faktor 12 unterscheiden wie
diejenigen des Ochratoxin A. Zu-
sdtzlich wurde angenommen, daB
alle Testsubstanzen gleich stabil wie
3R-Ochratoxin A, 3S-Ochratoxin A,
3R-Ochratoxin B (Bruinink et al.,
eingesandt) sind.

Die dreidimensionalen Strukturen
der untersuchten Wirkstoffe wurden
mit MacroModel 5.0 (Mohamadi et
al., 1990) erzeugt und unter Bertick-
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sichugung von Solvatationseffekten
oprimiert. Die Siuregruppe der Och
ratoxine ist bei physiologischem pH
nicht protoniert (Abhb. la, 1h); L-
Phenylalanin liegt in wiissriger Li-
sung als Zwitterion vor (Abb. 1d).
ESP (electrostatic potential fitted)-
Ladungen wurden mit MOPAC 6.0
(QCPE, 1992) bestimmt, die Solvat-
ationsenergien der freien Wirkstoffe
nach einem semi-analytischen An-
satz berechnet (Still, 1990). Das Mo-
dell fiir den Ochratoxinrezeptor wur-
de mit der an unserem Labor entwik-
kelten Pseudorezeptormodelingsoft-
ware Yak 4.1 (Vedani et al., 1995;
Vedani und Zbinden, 1996, Vedani et
al., eingesandt) erstellt und optimiert.

In diesem Modell betrigt der Kor-
relationskoeffizient berechneter und
experimenteller Bindungsaffinitéiten
fiir die vier Wirkstoffe des Trai-
ningssatzes 1,00 (Tabelle). Die Stei-
gung der Regressionsgeraden errech-
net sich zu 0,94, was zeigt, daBl der
Psendorezeptor die gepriiflen Wirk-
stoffe fast gleich wie der biologische
Rezeptor diskriminiert. Der mittlere
Fehler in der Voraussage der Bin-
dungsaffinitit fiir einen Testsatz von
drei Wirkstoffen betrdgt 0,182 kcal/
mol, entsprechend einem Faktor 1,4
im IC;-Wert. Ein Vertrauensbereich
mit 99,7% Wahrscheinlichkeit (30)
entspricht 0,669 kcal/mol bzw. ei-
nem Faktor 3,2 im IC,-Wert. Dies
ist bei einem Affinititsbereich von
10° und einem mittleren Fehler in der
experimentellen Bestimmung der
IC,,-Werte von einem Faktor [,5
(Bruinink et al., eingesandt) hinrei-
chend klein, um eine sichere Klassie-
rung der gepriiften Substanzen vor-
zunehmen.

Das Surrogat fiir die Bindungsstel-
le des Ochratoxinrezeptors (Abbil-
dung 2) besteht aus insgesamt zwolf
Aminoséduren (Arg, Gly, Gly, Phe,
Tyr, GIn, Trp, Phe, Ile, Thr, Val,
Ala). Die hohe Affinitit von Ochra-
toxin A und B wird in diesem
Modell durch vier Wechselwirkun-
gen erklirt, die weder bei Mellein
noch bei Phenylalanin als Substrat
moglich sind: Eine Salzbriicke' zur
Guanidiniumgruppe eines Arginins
und drei Wasserstoffbriicken zu zwei
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Tabelle:  Vergleich berechneter und experimenteller Dissoziationskonstanten fiir
den hypothetischen Ochratoxinrezeplor. A: Trainingssatz; B: Testsatz;

G: Voraussagen

Wirkstoff Experimentelle Berechnele Ko/ ko' Relativer Fehler
Dissoziations-  Dissoziations- (Faktor in k) *
Konstanle Konstante
(IC5y-Protein) Pseudorezep-
[mol/] tor [mol/l]
A
3R-Ochratoxin A 1,32.107 1,32.107 Referenz Referenz
3R-Ochratoxin B 3,31-10°° 3,63.10° 0,94 1,07
35-Ochratoxin B * 3,98-10-% 3,65.10° 1,09 1,09
3S-Mellein * 1,20-1072 1,23-102 0,98 1,03
B
3S-Ochratoxin A 1,58-10°% 1,12-10°¢ 1,41 1,41
3R-Mellein 1,00-10°° 1,79-10° 0,56 1,79
L-Phenylalanin ~ 6,01-107° 6,05-10°° 0,99 1,01
RMS? 1,44
C
3R-Melleinamid  ? 0,77-10° - -
3S-Melleinamid ~ ? 6,38-10° - -

3R-Melleinsdure 7?7 *
3S-Melleinsaure ? *

nicht bindend - =
nicht bindend - -

"Kexp/ Koe>1,0: zu stark vorausgesagt; .,/ Ke., <1,0: zu schwach vorausgesagt
*Kexp! Kper>1,0 — Rel.Fehler=K,,/ ke Kegp /Koo <1,0 — Rel.Fehler=ky, / kg,
3RMS = ( £ [Rel.Fehler]?/ n)°% n=3: Anzahl Wirkstoffe im Testsatz

4 In vivo nicht toxisch (Chu, 1974)

* Affinitat des 3S-Epimers aus derjenigen des 3R-Analogons abgeleitet (vgl. Text).

Glycins sowie zum Seitenkettenamid
eines Glutamins.

Die (bei physiologischem pH) po-
sitiv geladene Guanidiniumgruppe
des Arginins ist optimal positioniert,
um eine Salzbriicke mit der (bei
physiologischem pH) negativ gela-
denen Carboxylgruppe des Ochrato-
xins einzugehen (H---O-Distanz: 1,81
A bzw. 1,85 A).? In Abwesenheit
von Substrat konnte das Arginin iiber
eine Wasserstoffbriicke mit dem be-
nachbarten Glutamin stabilisiert wer-
den. Im Komplex mit Ochratoxin
bildet dessen Amid-Stickstoffatom
eine Wasserstoffbriicke mit dem Sei-
tenkettenamid des Glutamins (H---N-
Distanz: 1,96 A).

Die Amid-Stickstoffatome der bei-
den Glycine gehen je eine Wasser-

stoffbriicke mit dem Amid-Sauer-
stoffatom des Ochratoxins (H---N-
Distanz: 1,81 bzw. 1,87 A) ein. Eine
solche rdumliche Anordnung zweier
Glycine (Prisentierung zweier ge-
richteter Wasserstoffbriicken fiir ein
Carbonylsauerstoffatom eines Sub-
strates) ist mit dem sog. oxyanion hole
vergleichbar, wie es in den Strukturen
von Serinproteasen (z.B. Trypsin oder
Elastase) gefunden wird.

Zwel hydrophobe Bindungsta-
schen sind fiir die Erkennung der
aromatischen Seitenketten des Och-
ratoxins, Melleins und Phenylalanins
verantwortlich. Das 3R-Isomere pal3t
besser in die hydrophobe Tasche II
(Abbildung 2), was in einer héheren
Affinitiit an den Ochratoxinrezeptor
resultiert (Ochratoxin A: 8,5; Ochra-

" Unter einer Salzbriicke verstehf man eine
starke nicht-kovalente Wechselwirkung zwi-
schen zwei elektrisch entgegengesetzt ge-
ladenen Molekiilen oder Molekulfragmen-
ten. Oft besteht eine Salzbricke aus zwei
Wassersioffbriicken wie z.B. zwischen den
Aminosduren Arginin und Glutamat oder
den Aminosduren Lysin und Aspartat.

2 Die optimale Lénge einer O-H---O-Wasser-
stoffbriicke betragt 1,79 A, diejenige einer
N-H-.O  bzw. O-H---N-Wasserstoffbriicke
1,89 A und diejenige einer N----N-Wasser-
stoffbriicke 1,99 A. Salzbricken sind - je
nach elektrischer Ladung der Partner — 0,05
bis 0,2 A kiirzer.
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Abbildung 2:  Schematische Darstellung des Modelles fur die Bindungstasche im
Ochratoxinrezeptor und seiner Wechselwirkungen mit 3R-Ochtratoxin A (oben) und
3S-Mellein (unten). Salz- und Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte Linien wieder-
gegeben, ebenso die Wechselwirkung des Chloratoms von 3R-Ochtratoxin A mit dem

n-Elektronensystem eines Phenylalanins.

toxin B: 10,3; Mellein: 6,9; der
experimentelle Wert fiir Ochratoxin
A betragt 12,0). Ochratoxin A, das
gegenilber dem Ochratoxin B in der
Ring-5-Stellung eine Cl-Substitution
aufweist, bindet 27 mal stirker an
den Ochratoxinrezeptor (Experi-
ment: 25) und ist dadurch vermutlich
auch stérker toxisch. Die maligeben-
de Wechselwirkung ist die Interaklti-
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on des (positiv polarisierten) Chlor-
atoms mit dem 7-Elektronensystem
einer Phenylalanylseitenkette des
Rezeptors (C.--Cl-Distanz: 3,5 bis
3.8 A). In Abwesenheit einer Amid-
gruppe kann Mellein — gemifl unse-
rem Modell — nur sehr schwach an
den  Ochratoxinrezeptor  binden
(13600 mal schwicher als Ochrato-
xin A; Experiment: 7600) und wird

Vo

als daher als nicht toxisch eingestuft.
Auch L-Phenylalanin vermag nur
sehr schwach zu binden (Modell:
45800 mal schwiacher als Ochratoxin
A; Experiment: 45500). Um unsere
Amidbindungshypothese zu priifen,
haben wir 7-CONH2-Mellein (Och-
ratoxin-a-amid; in dieser Arbeit als
.Melleinamid*“ bezeichnet; Abbil-
dung 1le) und 7-COOH-Mellein
(,.Melleinkarbonsiiure®, Abbildung
1f) an diesem Modell gepriift. Mell-
einamid wird als sehr stark bindend
(und damit auch sehr toxisch) vor-
ausgesagt. Iim Gegensatz dazu ver-
mag Melleinkarbonsiure nicht an
den Ochratoxinrezeptor zu binden (K
> 1,0) und wird als ,,nicht toxisch®
vorausgesagt, was mit in vivo Daten
aus der Literatur in Einklang ist
(Chu, 1974). Es ist geplant (AB),
Melleinamid und Melleinkarbonsiu-
re zu synthetisieren und ihre toxische
Wirkung unter identischen Bedin-
gungen (Bruinink et al., eingesandt)
in vitro zu bestimmen.

Zusammen mit der experimentell
beobachteten nicht-kompetitiven Ki-
netik. beziiglich Phenylalanin kann
dieses molekulare Modell als zweiter
Hinweis auf die Existenz eines ei-
gentlichen Ochratoxinrezeptors ge-
wertet werden, vermag das Modell
doch die Bindungsaffinitiiten eines -
wenngleich kleinen - Testsatzes an
Wirkstoffen mit vergleichbarer Ge-
nauvigkeit wie die experimentelle Mes-
sung vorauszusagen. Die mikromolare
Affinitiit von Ochratoxin A (Experi-
ment: 1,3-107 mol/l; Modell: 1,3-107
mol/1) und Ochratoxin B (3,3-10°mol/
I; 3,5-10°mol/l) zeigt, da3 es sich um
eine spezifische Rezeptorbindung
handelt. Die millimolare Affinitéit von
Mellein (1,0-107 mol/l) und Phenyl-
alanin (6,0- 10~ mol/l) kann nicht als
spezifische Bindung an den Ochrato-
xinrezeptor interpretiert werden und
steht somit nicht im Widerspruch mit
der experimentell beobachteten nicht-
kompetitiven Kinetik (Bruinink und
Sidler, eingesandt).

Hervorzuheben ist, dal dieses mo-
lekulare Modell einen Affinititsbe-
reich von fiinf Grofenordnungen
(3R-Ochratoxin  A: 1C,=1,32-107
mol/l; 35-Mellein: ICs,=1,2-107* mol/
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1) zu erkliiren vermag, Lbenso erklart
es die Bindung elckirisch unter-
schiedlichst  geladener Wirkstotfe:
Alle Ochratoxine und Melleinkar
bonsauren binden bei physiologi-
schem pH als Anionen; L-Phenylala-
nin ist ein Zwitterion, wihrend die
Melleine und Melleinamide neutrale
Spezies darstellen. Was im Modell
nicht simuliert worden ist, sind Phi-
nomene der Metabolisierung, Elimi-
nation, Aufnahme und Verteilung
der Wirkstoffe im Gewebe. Es wurde
vielmehr angenommen, dafl die un-
tersuchten Wirkstoffe in der oben
beschriebenen Form an den hypothe-
tischen Rezeptor binden. Dies ist
jedoch mit den in vitro-Studien
(Bruinink und Sidler, eingesandt) in
Einklang.

Dieses molekulare Modell liefert
nebst den semi-quantitativen Werten
fiir die Affinitit einer Serie von
Wirkstoffen an den hypothetischen
Ochratoxinrezeptor auch einen indi-
rekten Hinweis fiir ihre toxische
Wirkung, indem es das Vorliegen
einer rezeptor-gekoppelten Toxizitit
vermuten 14Bt. Ein Schwachpunkt
des Modelles kann in der geringfiigi-
gen Anzahl an Ochratoxin-Deriva-
ten, die zur Zeit zur Verfiigung
stehen, um es zu iiberpriifen, gesehen
werden.

Der Sinn eines kombinierten Ein-
satzes von in vitro und computer-
gestiitzten Methoden kann natiirlich
nicht darin gesehen werden, ,alter-
native Toxine” zu finden, sondern
vielmehr — im Sinne einer 3R-For-
schung — als Screeningmethode zur
Priifung potentieller Toxine. Im wei-
teren konnen damit mechanistische
Erkldrungen fiir (rezeptor-gekoppel-
te) toxische Phdnome gefunden wer-
den. Basierend auf einem solchen
molekularen Modell konnten in ei-
nem nachsten Schritt Substanzen
entwickelt werden, welche die toxi-
sche Wirkung von Ochratoxin A
antagonisieren. Wiinschenswert er-
scheint, daB in virro Tests unter
Beriicksichtigung von pharmakoki-
netischen und metabolischen Phiino-
menen moglichst frithzeitig mit der
Modellierung  verkniipft ~ werden
(Folkers, 1995).
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Zusatzmaterial

Die dreidimensionalen Koordinaten
des in diesem Artikel diskutierten
Modelles der Bindungsstelle des ver-
muteten Ochratoxinrezeptors kdnnen
via E-Mail angefordert werden
(siat@ dial.eunet.ch).
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