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Both, the flavonolignane silybin and the decapeptide antamanide, protect animals against the
mushroom poison phalloidin from Amanita species. The X-ray structures of silybin and anta-
manide have been solved in previous studies. Here an attempt has been made to explain the
antagonistic antihepatotoxic protection by similar chemical structure elements in the two
compounds. It can be shown that two aromatic rings in a definite arrangement are essential for
the attachment to the target structure of the liver cell membrane. Comparable pharmacological

tests are discussed.

Einleitung: Pilzgifte und deren Antagonisten

Die meisten schweren und so gut wie alle tod-
lichen Pilzvergiftungen werden in Europa durch
Pilze der Gattung Amanita (A. phalloides, der griine
Knollenblitterpilz) und die weillen Spezies A. verna,
A. virosa sowie A. bisporigera, A. suballiacea,
A, hygroscopica (in Nordamerika) verursacht
(Abb. 1). Die Pilze der Amanita-Gruppe enthalten
3 Typen von toxischen Peptiden: Amatoxine, Phallo-
toxine und Virotoxine. Die offensichtlich allein fiir
die todlichen Wirkungen verantwortlichen Ama-

Abb. 1. Griiner Knollenblétterpilz, Amanita phalloides.
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Abb. 2. Strukturformeln von «-Amanitin (oben) und
Phalloidin (unten).

toxine sind zyklische Oktapeptide (Abb. 2), die eine
R-Sulfoxid-Verbriickung zwischen dem Tryptophan
und dem gegeniiberliegenden Cystein enthalten. Sie
bilden sehr stabile Komplexe mit der eukaryo-
tischen RNS-Polymerase B, hemmen die Synthese
der Messenger-RNS, so daB die Proteinbildung zum
Stillstand kommt. Der Ausfall lebenswichtiger
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Proteine fiithrt schlieBlich nach 6—7 Tagen in die
kritische Phase und mitunter zum Tode, wobel
Erwachsenen bereits die in einem Pilz enthaltene
Menge von Amatoxinen ausreicht [1].

Etwa 10mal weniger giftig sind Phalloidin (Abb. 2)
und die #dhnlich wirkenden Virotoxine [2]. Die
Phallotoxine sind zyklische, durch eine Sulfidbin-
dung iberbriickte Heptapeptide, deren Wirkung
sich von den im Zellkern angreifenden Amatoxinen
wesentlich unterscheidet. Sie binden an Elemente
der Zellmembran, nimlich an das kontraktile Pro-
tein Aktin und verschieben irreversibel das Gleich-
gewicht zwischen dem monomeren G-Aktin und
polymeren F-Aktin zugunsten von F-Aktin [3]
Infolge dieser Modifikation wird die Plasmamem-
bran der Leberzellen so verdndert, da3 in siru Blut
eindringt und die Leber zur Schwellung bringt. An
isolierten Hepatozyten werden infolge der Mem-
branschwiche plasmagefiillte Bldaschen hervorge-
driickt (Abb. 3).

Die Wirkungen des Phalloidins konnen durch
eine Rethe von chemischen Verbindungen ver-
hindert werden. Zwei wirksame Antagonisten sind
Antamanid und Silybin (Abb. 4) [5], [6]. Antamanid,
selbst ein Inhaltsstoff des griinen Knollenblatter-
pilzes, ist ein zyklisches Dekapeptid, das aus
Aminosduren mit sdmtlich hydrophoben Seiten-
ketten besteht. Extrakte und Tinkturen des Flavo-
nolignans Silybin aus dem Samen der Mariendistel
(Silybum marianum Gaert., Abb. 5) wurden schon
seit dem Altertum als Leberheilmittel verwendet [7].

Beide Substanzen verhindern das Eindringen der
Phallotoxine ins Zellinnere, indem sie vermutlich
um einen Rezeptor an der Oberfliche der Zelle

Abb. 3. Isolierte Leberzellen nach Behandlung mit Phalloi-

din (nach M. Frimmer [4]).

Struktur-Wirkungsbeziehung antihepatotoxischer Naturstoffe
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Abb. 4. Strukturformel des Silybins und Aminosdure-
sequenz des Antamanids.

Abb. 5. Mariendistel, Silybum marianum Gaert.

konkurrieren. Sie miissen vor dem Gift (am besten
10 min vorher) 1.p. appliziert werden. Silybin zeigt
noch merkliche Schutzwirkung 10— 15 min nach der
Applikation von Phalloidin. Eine Applikation spater
als 30 min nach dem Gift ist vollig unwirksam.
Phalloidin hat bei Mausen eine LDs, von 2.0 mg/kg,
Silybin reduziert die LDgy des Phalloidins auf LD,
in Dosen von 15mg/kg (Korpergewicht), Anta-
manid die LDgy auf LD, in Gaben von 0.5-
1.0 mg/kg [8].

Antamanid und Silybin wirken nur als protektive
Agentien, nicht als curative. Dennoch ist verglei-
chende Beschiftigung mit beiden Naturstoffen
von grundsitzlichem wissenschaftlichem Interesse.
Denn. glaubt man der Grundhypothese der Struk-
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tur-Wirkungs-Beziehung von Arzneistoffen ,.Gleiche
biologische Wirksamkeit liegt in gleichen oder
dhnlichen chemischen Strukturelementen begriin-
det”, so wiirde das Auffinden dieser gleichen
Strukturelemente in Antamanid und Silybin ein
Modell dafiir liefern, welche Voraussetzungen eine
chemische Verbindung erfiillen muB8, um an Rezep-
toren in der Membran der Leberzelle zu binden.
Die Untersuchung dieser Frage geschah mittels
Réntgenstrukturanalyse beider Naturstoffe.

Rontgenstrukturanalyse von Silybin und Antamanid

Zunachst scheint es aussichtlos, zwei Verbin-
dungen so verschiedener Substanzklassen auf Ge-
meinsamkeiten hin zu untersuchen. Ermutigt wur-
den wir durch neuere Ergebnisse aus dem Gebiet
der Opioide, wo gleiche strukturelle Eigenschaften
fir Morphin und die Peptide der Endorphine und
Enkephaline wahrscheinlich gemacht wurden
(Abb. 6), nachdem pharmakologische Tests gleiche
biologische Wirkung offenbart hatten. Auch hier
gab die Rontgenstrukturanalyse Aufschluf3 iiber die
raumlichen Analogien chemisch sehr verschiedener
Naturstoffe [9].

Antamanid bildet mit Metallionen (Na™, Li*, Ca®")
stabile Komplexe, deren Konformation sich von der
nativen bei Abwesenheit von lonen aufgrund spek-
troskopischer Studien stark unterscheidet. Die
Struktur des Komplexes mit cokristallisiertem LiBr
wurde von Karle und Mitarbeitern gelost [10]. Trotz
der bekannten Atomlagen des komplexierten Anta-
manids konnte zunichst die Struktur der nativen
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Abb. 6. Gleiche Strukturelemente in Morphin und Enke-
phalin bzw. Endorphin.
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Verbindung nicht bestimmt werden. Von Wieland
wurde deshalb ein Bromderivat mit kovalent gebun-
denem Br an Prolin 7 hergestellt und aus Methanol/
Wasser (70:30) kristallisiert. Die Strukturanalyse
dieses Antamanids gelang uns durch Kombination
verschiedener kristallographischer Methoden, wie
Schweratommethode, direkte Methoden mittels
MULTAN- und SHELXTL-Programm [11, 12] und
schlieBlich  Fourierrecycling von Sim-weighted
Fouriersynthesen. An Antamanid lagern sich im
Kristallverband 8 Wassermolekiile an, von denen
vier — in der Léngsachse des Molekiils gelegen —
gegentliberliegende  Peptidstrange  iiberbriicken
(Abb. 7). Mit den zugehdrigen angelagerten 8 Was-
sermolekiillen hat das Antamanidderivat ein MG
von 1377 [13].

Der Vergleich des nativen Antamanids mit dem
Komplex bestitigte, was aus spektroskopischen
Messungen und aus Strukturanalysen von Karle
[14] an einem modifizierten Antamanid-Analogen
geschlossen wurde, namlich da Antamanid als
sehr flexibles Molekiil vorliegt mit zwei stabilen
Konformationen (Abb. §): In unpolaren Losungs-
mitteln (und mit wenig Wasser) liegt das Molekiil
gestreckt vor mit 2 Wasserstoffbriicken zwischen
den Aminosduren 1-5 und 6-10. In der kom-
plexierten Form hat es eine ,Tassen“-dhnliche
Gestalt mit Wasserstoffbriicken zwischen den
Aminosauren Pro 3—Phe 6 und Pro8-Vall, in
deren Inneren das Kation durch 4 Carbonyle des
Backbones festgehalten wird. Das Molekil stiilpt
sich sozusagen um.

Natiirlich vorkommendes Silybin kristallisiert
duBerst langsam aus 0,5mg in 1ml Methanol/
Wasser (20/1), in der triklinen Raumgruppe P1 mit
2 Molekiilen in der Elementarzelle (asymmetrische
Einheit). Wir bestimmten die Struktur von Silybin -
1 MeOH mit direkten Methoden und Fourierre-
cycling entsprechend Abb. 9. Danach liegt es als
Diastereomerengemisch (1:1) vor, bei dem der
Flavanonolteil seine Konfiguration am 2R, 3R bei-
behilt, wihrend am C,, C; im Benzodioxanteil
beide Konfigurationen jeweils zweimal mit R bzw.
S auftreten [15]. Dies bestétigte bislang aufgrund
von NMR-Messungen vermutete Ergebnisse [16].
Silybin besitzt zwischen dem Flavanonolteil und
dem Benzodioxan freie Drehbarkeit zwischen Ring
C und B mit nur geringer Potentialhemmung in der
parallelen Lage beider Ringsysteme; das ist fiir die
Anpassung wichtig, wie spéter ausgefiihrt wird.
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Abb. 7. Die Molekiilstruktur
des Antamanid-Bromderivates
mit umgebenden und inner-
halb gelegenen Wassermole-
kilen. Die intra- und inter-
molekularen Wasserstoffbriik-
ken zwischen Backboneatomen
sind gestrichelt. Die Nume-
rierung der C,-Atome des
Peptidgeriistes entspricht der
liblichen Zdhlweise aus Abb. 4.

hydrophilic area

N
H hydrophobic area
Abb. 8. Backbone der beiden stabilen Konformationen des Antamanids, links der Komplex mit einem Metallion [10];
rechts das native Molekiill mit angelagerten innermolekularen Wassern, die auf der Oberseite einen hydrophilen
Molekiilbereich ausbilden, wéihrend die Unterseite hydrophob ist — ,,geschiitzt durch die Seitenketten des Phe 5 und

Phe 10.

Abb. 9. Kristallstruktur des Silybin.

Anpassung nach Strukturihnlichkeiten
des Sibylins und Antamanids

Zur Auffindung von gleichen Strukturmerkmalen
der beiden hier untersuchten antihepatotoxisch
wirksamen Naturstoffe wurden zunichst aus den
Atompositionen der X-Ray-Analyse naturgetreue

Modelle gebaut, sowohl Kendrew- als auch
(schwieriger aber bessser wegen der Einschidtzung
von Drehbarkeit und Raumerfiillung) Kalotten-
modelle. Mit Erkenntnissen aus dieser ersten groben
Vergleichsbetrachtung stellt man beide Molekiile
oder die in Frage kommenden Teile mittels ihrer
kristallographischen Atomkoordinaten auf einem
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rechnergesteuerten Bildschirm dar. Diese Prozedur
wurde gerechnet mit den Programmen von A. Jones
[17] auf einer PDP 11/40 mit angeschlossenem
Graphic Display (Vector General VG 3400) des
Rechenzentrums im MPI fiir Biochemie in Martins-
ried. Urspriinglich dient dieses Rechnersystem mit
Bildschirm zum Modellbau von Proteinen aus Con-
tourplots von Fouriersynthesen und der Verfeine-
rung von Makromolekiilen. Von uns wurden die
Moglichkeiten des Systems modifiziert verwendet.
Das Programm mit zugehoriger Hardware erlaubt
die Drehung beider zu untersuchenden Molekiile als
ganzes in eine glnstige Blickrichtung sowie die
Rotation und Translation des einen Molekiils gegen
das andere, so daB geeignete gleiche Struktur-
elemente sich iiberdecken, und auch Drehungen von
innermolekularen Gruppen um Winkel von er-
laubter freier Drehbarkeit (z.B. Seitenketten der
Aminosduren des Antamanids). Bei diesen vielen
Freiheitsgraden gelingt erst in mehreren Iterations-
schritten die gesuchte Anpassung der Teilstrukturen
beider Molekiile. Die Feststellung der ,besten*
Uberlagerung geschieht vorerst noch nach subjek-
tiven visuellen Kriterien. Ein sicherlich sehr auf-
wendiges Computerprogramm, das die Summe der
quadratischen Abstinde von Atomen und Ebenen
minimalisiert und so die ,,beste Anpassung* festlegt,
existiert bislang hier noch nicht.

Zum Vergleich mit Silybin wurden die Koordi-
naten der Komplex-Konformation des Antamanids
(nach [10]) verwendet. Denn es ist nicht unwahr-
scheinlich, daB Antamanid im Korper mit Ca?*-
Ionen, die in der Zellmembran oder Proteinen

Abb. 10. Antamanid-Silybin-Anpassung. Die Seitenketten
von Phe9 und Phe 10 des Antamanids passen auf die
aromatischen Ringe des Silybins (Antamanid ist mit
Kreisen als Atome und durch Kegel verbunden, Silybin
als gerade Striche dargestellt).

gebunden sind, einen stabilen Komplex eingeht [8].
Es ist ausfiihrlich diskutiert worden, ob die Féhig-
keit zur Komplexbildung, die auch von anderen
zyklischen Peptiden wie Valinomycin bekannt ist,
der entscheidende strukturelle Grund fiir die Anti-
toxizitat ist. Das muB verneint werden, da das
enantiomere Antamanid mit ausschlieBlich D-
Aminosduren nur geringe Wirkung hat, obwohl es
gleiches Verhalten zur Komplexbildung zeigt. Die
Form des Peptidbackbones wurde bei unseren
Untersuchungen wie die im Kristall des Metall-
komplexes angenommen und nicht verdndert, da sie
durch die zwei H-Briicken und die Carbonyl-
Metallionbindung sehr stabil ist.

Das Ergebnis der nach obigem Verfahren er-
haltenen Uberlagerung von Antamanid und Silybin
gibt die Abb. 10 wieder. Daraus lassen sich diese
Folgerungen ziehen:

1. Die Phenylgruppen von Phe9 und Phe 10
konnen durch erlaubte Drehung um die jeweiligen
C,—Csp und Cz—C,Bindungen so ausgerichtet
werden, daB sie mit den Ringen A und B des
Silybins gut zur Deckung kommen. Die Phenyl-
alanine 9 und 10 beim Antamanid und die Aro-
maten A und B des Silybins sind offenbar fiir die
Antitoxizitét essentiell.

2. Der Ring C des Silybins diirfte selbst keine
Rolle bei der Bindung an den Rezeptor spielen. Er
legt nur den Abstand der Ringe A und B fest. Eine
Ringoffnung von C wiirde das nicht beeintrdch-
tigen.

3. Die funktionellen Gruppen des Silybins kom-
men in die Ndhe der Peptidbildungen des Back-
bones im Antamanid, also der etwas polareren
Teile des Molekiils.

4. Die Diastereomerie des Silybins ist bei der
Anlagerung ohne Bedeutung, beide Diastereomeren
sind zur Bindung befahigt.

5. Die Seitenketten des Benzodioxanteils sind
vermutlich nur fir die Loslichkeit und den Trans-
portmechanismus, also die Pharmakokinetik, von
Bedeutung.

Pharmakologisch vergleichbare Ergebnisse

Nach der Feststellung der fiir die Wirkung des
Silybins wesentlichen Strukturmerkmale erhebt sich
die Frage, welche bekannten Untersuchungen zur
biologischen Wirksamkeit in diesen Rahmen gestellt
werden konnen, um das Ergebnis abzusichern.
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1. Zunachst sei eine Untersuchung genannt, die
sich mit der Anlagerung von Silybin am Zellkern be-
schiiftigt. Wenn es sich hier auch um die Wirkung
an anderen Zellbausteinen als an der Membran han-
delt, so ist das Ergebnis tber die Wirksamkeit
verschiedener Flavonoide auch fiir unsere Arbeit
von Interesse. Der Mechanismus einer erhohten
Regenerationsfdahigkeit der Leber nach Silybin-
Eingabe durch EinfluB des Prdaparates auf die
Proteinbiosynthese wurde von Sonnenbichler und
Mitarbeitern [18] untersucht. Es wurde gefunden
[19], daB Silybin die enzymatische Aktivitdt der
r-RNS-Polymerase erhoht. Durch Stimulierung der
r-RNS-Synthese kommt es zu einer vermehrten
Ribosomenbildung, wodurch die Proteinbiosynthese
beschleunigt wird. In einer weiteren Arbeit [20]
wurden zur Bestimmung der Strukturelemente, die
fir den Stimulierungseffekt notwendig sind, eine
Reihe strukturdhnlicher Flavonoide in ihrem Ein-
fluB auf die RNS-Synthese in vitro untersucht.
Unter 27 verschiedenen Flavonoiden zeigten die
sechs Verbindungen der Abb. 11 zumindest abge-
schwiachte Stimulation, wahrend alle anderen
unwirksam waren.

Es zeigt sich, da das Vorhandensein und der
Abstand der beiden aromatischen Ringe A und B
wesentlich ist. Der Hydrierungsgrad im Ring C ist
offensichtlich ebenso wie die Substitution an C3
von untergeordneter Bedeutung. Wenn diese Unter-
suchung von Sonnenbichler auch zu denselben
Strukturmerkmalen wie unser Silybin-Antamanid-
Vergleich fithrt, so muf3 doch darauf hingewiesen
werden, daf3 das erstere sich auf eine Wirkung im
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e
OH

Hesperetin

Catechin Taxifolin

Irigenin

Gossypetin
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Zellkern bezieht, wdhrend der Phalloidin-Anta-
gonismus einen Membraneffekt darstellt. Beide so
gut zusammenpassenden Ergebnisse sind also nur
beschrinkt vergleichbar.

2. Von Wieland und Mitarbeitern wurde Anta-
manid synthetisiert [21]. Um die Teile des Deka-
peptids zu bestimmen, die fiir die antagonistische
Wirkung gegen Phalloidin wesentlich sind, wurde
durch Austausch von Aminosduren auch eine grof3e
Zahl von Analogen des Antamanids hergestellt und
in vivo an der perfundierten Rattenleber auf anti-
toxische Wirksamkeit getestet [8]. Die Ergebnisse
dieser Testserien zeigt Abb. 12.

Unter den Analogen, bei denen die antitoxische
Wirkung auf Null reduziert ist, sind die, in denen
wenigstens eines der Proline gegen eine andere
Aminosdure ausgetauscht wurde (Nr.8 und 18).
Dies ist bei Kenntnis der Struktur recht plausibel.
Denn die Proline spannen an vier Ecken den Rah-
men, der die Struktur bestimmt und dem Molekiil
erlaubt, eine passende Konformation fiir die Kom-
plexbildung einzugehen und an einen moglichen
Rezeptor an den Hepatozyten zu passen. Der Ersatz
eines Prolins dndert die Gestalt des Peptidback-
bones vollig. Die obige Aufstellung zeigt weiter,
daB eine Anderung von Aminosiuren an anderen
Positionen keine grof3e Minderung der Antitoxizitit
nach sich zieht. Dies gilt mit Ausnahme der Phenyl-
alanine in 9 und 10, und das ist auch fiir unsere
Aussage wichtig. Denn genau die Seitenketten
dieser Aminosduren sind es, auf die sich nach
unserer Untersuchung (Abb. 10) das Ringsystem des
Silybins einpassen 146t. Es ergibt sich also eine sehr

Abb. 11. Silybin und strukturdhnliche
Flavonoide. Taxifolin und Hesperetin
zeigen deutliche, die anderen abge-
schwichte Stimulation.
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No. Position der Aminosauren % Antitox.A'tivitat
1 2 3 4 5 6 7 ¢ 10
1 —Val— Pro Pro —— Ala —— Phe —— Phe Pro Pro Phe —— Phe 100 O
2 —lle 170
3 —Lleu 100 SO
4 —Glu 100 O
5 — GysOqt ¥ —
6 — Abu 25 mmm
7 —Ala 0 =
8 X—or —X 01
9 val 30
10 Phe val 35—
n Ahu 50 N
12 Asp 60—
13 Gly 5 ==
14 Tyr 100 C—
15 Cha 30 e
16 Tyr 100 E—
17 Cha 100
18 A—or —X 01
19 Tyr 30—
20 Cha Cha 60 .
21 Tyr—— 10 =
22 Tyr Tyr 0 =
23 Cha Cha 5 8
24 Tyr Typ——————————————Tyr Tyr 01
25 Cha——Cha Cha——Cha 01

Abu = L-a-Aminobuttersaure
Cha = L-Lyclohexylalanin

X = Aminosaure aufer Prolin

befriedigende Ubereinstimmung zwischen dem
biologischen Test mit dem Peptid und unseren
Strukturuntersuchungen.

3. Genuines Silybin besitzt im Flavanonol an der
Verbindung zum Benzdioxan ein chirales C-Atom
in R-Konfiguration. Bei unvorsichtiger Aufarbei-
tung oder bei lingerer Aufbewahrung entsteht aus
Silybin leicht 2,3-Dehydrosilybin mit einer Doppel-
bindung zwischen C2 und C3. Was unser Modell
der Struktur-Wirkungsbeziehung dazu aussagen
kann, soll Abb. 13 verdeutlichen.

Abb. 13. Sterischer Vergleich Silybin und 2,3-Dehydro-
silybin (Silybin stark durchgezogen, 2,3-Dehydrosilybin
gestrichelt).

Abb. 12. Analoge des Anta-
manids und 1hre antito-
xische Wirkung bezogen
auf Antamanid (100%).

Sie gibt den rdumlichen Unterschied zwischen
den fiir die biologische Wirkung wichtigen Teilen
des Silybin und 2,3-Dehydrosilybin wieder, be-
trachtet nahezu in Blickrichtung der Ebene von
Ring A bzw. B. Wichtig fiir die gegenseitige Stel-
lung der beiden Aromaten A und B ist die Bin-
dungsart am C2. Durch das tetragonale C2 entsteht
in der Molekiilstruktur von Silybin zwischen A
und B sowohl ein kleiner Hohenunterschied (~ 0.5 A)
als auch ein Winkel von etwa 20° zwischen beiden
Ebenen, wihrend das dehydrierte Produkt eben sein
muB. Das Anpassen des 2,3-Dehydrosilybins an die
Seitenketten des Phe 9 und Phe 10 von Antamanid
gelingt im Modellbau nicht so gut. Mit anderen
Worten, die Existenz oder das Fehlen einer Doppel-
bindung zwischen C2 und C3 kann fiir die anta-
gonistische Wirkung des Silybins nicht ohne Wir-
kung sein. In der Tat bestatigen Untersuchungen
von Halbach [22], daB8 Dehydrosilybin nur 35% der
antagonistischen Wirkung des Silybins erreicht
(Abb. 14). Und mehr noch, z-Diketon, das durch
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2,3-Dehydrosilybin
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HO OH Q ot cH,0H ]
OCH 10
c” c\/ 4 oR 3
OH " H H OH Kontrolle  Silybin -Diketon  2,3-Dehydro -

silybin

Abb. 14. Antitoxische Aktivitdt von 2,3-Dehydrosilybin und -Diketon nach [22].

Ringoffnung aus Silybin entsteht und bei dem  Danksagung

Ring A und B gegeneinander einstellbar sind, be- Der Autor dankt der DFG (Bonn) fiir die Uber-
sitzt die gleiche antagonistische Wirkung wie lassung von Sachmitteln. Prof. Th. Wieland (Heidel-
Silybin selbst. In Abstand und Stellung der aro-  berg) und Prof. D.J. Abraham (Pittsburgh) sei
matischen Ringe A und B zueinander miissen also  gedankt fiir wertvolle private Hinweise, Herrn Dr.
die wesentlichen Strukturmerkmale der antihepato-  J. Deisenhofer fiir die Hilfe beim Gebrauch des

toxischen Wirkung begriindet sein. Computer-Display-Programms.
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Binding Studies, in Falk Symposium 22, ed. by of  [4-cis-Br-Pro’Jantamanide  crystallized  from
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