pulla, Pustularia catinus, Helvella succosa und Laccaria laccata trat
in Massen auf. Auch einige Fruchtkorper von Amanita phalloides
waren vorhanden. Ich werde dieses relativ kleine Gebiet weiterhin
beobachten.

Die Exsikkate von M. ravenelii (Berk. et Curt.) Ed. Fischer iiber-
gebe ich dem Botanischen Museum Berlin-Dahlem / Herrn J iilich.
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Zum Wirkungsmechanismus der Gifte
von Amanita phalloides

Jlirgen Langner

Uber Fortschritte in der Aufklirung der Art und Wirkungsweise
von Pilzgiften ist in den letzten Jahren hier wiederholt berichtet
worden. ! 2. Im Zentrum des Interesses standen dabei stets die ver-
schiedenen Giftstoffe der Amanitaarten, deren Erforschung beson-
ders erfolgreich war. Im folgenden soll iiber einige neuere Ergebnisse
auf dem Gebiet der Amanita-phalloides-Gifte referiert werden.

Die Gruppe der Phallotoxine ist inzwischen auf fiinf Vertreter
angewachsen, von denen vier in ihrer Struktur aufgeklirt werden
konnten (Phalloidin, Phalloin, Phallisin und Phallacidin). Das Phal-
lin B scheint noch nicht ganz gesichert zu sein®. Die Gruppe der Ama-
toxine umfaBt jetzt wenigstens sechs Vertreter?; zwei von ihnen (0-
und é&-Amanitin) wurden zwar rein dargestellt, ihre eindeutigen
Strukturformeln konnten aber noch nicht aufgestellt werden. Die
Strukturformeln der 4 anderen sind bekannt (vgl. L c. 1). Wenigstens
die Namen aller Vertreter dieser Gruppe seien aufgefiihrt: Amanin,
a-, fi-, -, - und é-Amanitin, sowie das chemisch verwandte, aber
nicht toxische Amanullin. Dieses Amanitapeptid ist ein treffendes
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Beispiel dafiir, wie ganz kleine strukturelle Verdnderungen die Gift-
wirkung aufheben — bzw. bewirken kénnen. Das Amanullin hat ndm-
lich nur eine Hydroxylgruppe weniger im Molekiil als das y~Amanitin,
das mit einer LD 50 von 0,2 mg je kg weile Maus zu den stark wirk-
samen Amatoxinen gehort. Solche Beobachtungen sind fiir den Wis-
senschaftler hiufig die ersten Hinweise auf den molekularen Wir-
kungsmechanismus von Giften oder Drogen (vgl. die Erlduterung des
Rezeptorbegriffes bei Pohle, L. c. 2). Seine Aufklirung, die das Ziel
der Forschung darstellt, ist natiirlich erst nach der Isolierung und
Reindarstellung der Substanzen méglich.

So begannen auch bei den Phalloidesgiften schon Ende der 50er
Jahre nach der damaligen Reindarstellung der ersten Vertreter Un-
tersuchungen zum Wirkungsmechanismus, indem man die reinen
Gifte Versuchstieren zufiihrte und die Verdnderungen der Tiere,
ihrer Organe und deren Funktionen beobachtete. (Eine erste Zusam-
menfassung dieser Ergebnisse enthilt?).

Wie neuere Untersuchungen zeigten, (vgl.?), wird sowohl im Tier-
experiment als auch beim Menschen von beiden Giftgruppen die Le-
ber zuerst betroffen. Schon 15 min nach Zufuhr von Phalloidin konnte
man die ersten Verdnderungen an Leberzellen elektronenmikrosko-
pisch beobachten (Erweiterung der Schldauche des endoplasmatischen
Retikulums), die zu den 1—2 Stunden spédter meBbaren biochemi-
schen Verdnderungen bestimmter Zellfunktionen (Herabsetzung der
Eiwei3synthese) in Beziehung zu setzen sind. Man konnte experimen-
tell beweisen, dafl das Gift direkt und ausschlieBlich an diese intra-
zelluldren Membranstrukturen gebunden wird: Man setzte kiinstlich
radioaktiv. markiertes Phalloidin einer isoliert durchstromten Leber
zu und isolierte danach durch sogenannte fraktionierende Zentrifu-
gation die endoplasmatischen Membranen. An ihnen konnte man die
Radioaktivitdt wiederfinden. — Weitere -elektronenmikroskopisch
feststellbare Verdnderungen der Leber nach Phalloidingabe waren
Schwellungen der Mitochondrien (damit in Einklang stehen die Be-
funde tiber eine Beeintrichtigung der Energiebildung in der Leber?%)
und die Bildung von Fetttropfchen als Ausdruck einer zunehmenden
Beeintrichtigung der gesamten Leberfunktion. Als wesentlich wird
allerdings die Hemmung der Proteinsynthese angesehen, ohne daf
man schon sagen konnte, an welcher Stelle dieses sehr komplizierten
biochemischen Prozesses das-Phalloidin angreift.

In diesen Untersuchungen wurde noch ein weiterer Tatbestand
bemerkt: Beeintrichtigungen der Leberfunktionen fanden sich nur,
wenn Phalloidin dem intakten Tier oder Organ zugefiihrt wurde. Diese
Beobachtung fiihrte einige Forscher zu der Hypothese, dal nicht das
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zugefiihrte Phalloidin selbst der wirksame Giftstoff sein kann, son-
dern eine erst daraus in der Leber entstehende Verbindung. In die-
selbe Richtung deuten Befunde, nach denen in vorher durch Tetra-
chlorkohlenstoff, ein bekanntes Leberzellgift, geschidigten Lebern
die Giftwirkung von Phalloidin viel schwécher ist. Es gibt eine ge-
wisse Gruppe von Enzymen in der Leber, die man als ,,drogenmeta-
bolisierende®“ oder ,entgiftende“ Enzyme zusammenfaf3t. Sie haben
die Aufgabe, korpereigene und kérperfremde Stoffe durch bestimmte,
oft nur kleine chemische Verdnderungen zu entgiften oder ausschei-
dungsfdhig zu machen. Beim Phalloidin konnte ihre Einwirkung aber
auch eine Verstarkung oder Herbeiftihrung der Giftigkeit bewirken.
Bei neugeborenen Ratten sind diese Enzyme noch sehr wenig aktiv;
die Ratten Uberstehen sehr hohe Phalloidindosen, ohne zu sterben.
Der Beweis dafiir, daB3 tatsdchlich das Phalloidinmolektil in der ange-
nommenen Weise modifiziert wird, konnte bisher aber nicht erbracht
werden, so dafl die Erklarung fiir die geschilderten Befunde noch als
Hypothese betrachtet werden muB. ~

Die Giftwirkung der Amatoxine, ebenfalls zuerst die Leber be-
treffend, erwies sich als von der Phalloidinwirkung deutlich verschie-
den: sie tritt betrédchtlich spéter auf und die benotigten Mengen sind
erheblich geringer. Elektronenmikroskopische Beobachtungen nach
der Giftzufuhr lieBen schon 1 Stunde spiter den beginnenden Zerfall
des Kernkorperchens in den Leberzellen erkennen, deutlich sind die
Veridnderungen nach 15 Stunden. Danach erst lassen sich cytoplasma-
tische Verdnderungen an den Leberzellen, dann auch in der Niere,
nachweisen.

Die italienischen Pathologen Stirpe und Fiume® waren die
ersten, die auch die diese morphologischen Verdnderungen bewirken-
den biochemischen Reaktionen untersuchten. Sie konnten zeigen, daf}
wihrend der ersten 24 Stunden nach der Giftzufuhr der Ribonuklein-
sduregehalt® von M#iuseleber-Zellkernen sténdig abnimmt, weil das
fur die Ribonukleinsiuresynthese benotigte Enzym (RNS-Polymerase)
gehemmt wird. Der DNS- und Proteingehalt hingegen blieb tiber 24
Stunden unverandert, 2—5 Tage nach Giftzufuhr starben die Méause
an schwerer fettiger Degeneration und Nekrose der Leber und Niere.
Die Aktivitdt des Enzyms RNS-Polymerase konnte auch gehemmt
werden, wenn man Amanitin isolierten Zellkernen zusetzte; die hier-

* Die Nukleinsduren bilden eine an den Lebensvorgingen der Vererbung
und der EiweiBsynthese maBgeblich beteiligte biochemische Stoffklasse.
Sie kommen in zwei Formen vor: als Desoxyribonukleinsdure (DNS) bil-
den sie das Erbmaterial im Kern aller Korperzellen, als Ribonukleinsdu-
re (RNS) sind sie innerhalb und auBerhalb des Zellkerns an der Eiweil3-

synthese beteiligt.



zu bendtigten Giftkonzentrationen sind auBerordentlich gering:
0,000 000 02 g'ml bewirkten bereits eine 80%ige Hemmung. Bedenkt
man, dall die RNS-Synthese eine Voraussetzung fiir die Eiweissyn-
these ist und daB durch diesen ProzeB die weiteren Enzyme, die
»Werkzeuge“ des gesamten Stoffwechsels, gebildet werden, so kann
man sich gut vorstellen, daB3 die spezifische Hemmung des einen En-
zyms RNS-Polymerase durch Amanitin wesentlich fiir die Vergif-
tungserscheinungen beim Menschen mit verantwortlich ist.

In der schon zitierten Ubersicht von Wieland (vgl.l c. 3) fin-
det sich der Satz: ,,Sowohl fiir Phalloidin, als auch fiir die Amanitine
hat man bis jetzt keinen Einblick in den Wirkungsmechanismus auf
molekularer Basis erlangt“. Wie wir sahen, ist die Wissenschaft hier
bezliglich der Amanitine inzwischen ein Stiick weitergekommen; sinn-
gemdll fihrt Wieland dann fort, ,man kann erwarten, daB die
Vertiefung unserer Kenntnisse auf diesem Gebiet auch von allgemei-
nerem Interesse fiir die Zellphysiologie sein konnte“. Diese Aussage
bat sich voll bestétigt: die Amanitine sind auf dem besten Wege, ein
wichtiges biochemisches Hilfsmittel bei Untersuchungen tiber die Pro-
teinbicsynthese bei Tieren zu werden. Im letzten Teil dieser Uber-
sicht soll deshalb — vielleicht mehr nur fiir den an Einzelheiten ndher
interessierten Leser — hierliber noch einiges gesagt werden.

Aus methodischen Griinden (leichte Ziichtbarkeit und Aufberei-
tungsmoglichkeit, geringere Kompliziertheit der beteiligten Struk-
turen) sind die grundlegenden Untersuchungen liber den Mechanis-
mus der Eiweiflsynthese in Lebewesen mit Mikroorganismen durch-
gefiihrt worden. Die Aufklarung dieser Vorgénge, ein Glanzpunkt der
heutigen Biochemie, verwendete an vielen Stellen zur Untersuchung
von Teilreakticnen auch ihre Beeinflussung durch Hemmstoffe. Ei-
nige Antibiotika erwiesen sich als Hemmstoffe der Proteinsynthese,
d. h. ihre bakterient6tende oder ~-hemmende Wirkung wird durch eine
Hemmung der Proteinsynthese in den Bakterien verursacht. Die oben-
genannte RNS-Polymerase gehort zu einer Gruppe von Enzymen,
diec in dem komplizierten Prozel der EiweiBsynthese sowohl bei Bak-
terien als auch bei hoherentwickelten Organismen eine sehr wichtige
Rolle spielt, und man hatte bald in dem Antibiotikum Rifamycin eine
Verbindung gefunden, die das in Bakterien vorkommende Enzym,
nicht aber die RNS-Polymerasen von Sdugetieren hemmt. Zur Auf-
klirung bestimmter Teilschritte der EiweiBsynthese, die im Zellkern
stattfinden, war man aber sehr daran interessiert, auch fiir die Sau-
getier-RINS-Polymerase einen geeigneten spezifischen Hemmstoff zu
finden. !

Die Befunde von Fiume und Stirpe veranlaBten deshalb
1969/70 die Arbeitsgruppe um Sekeris in Marburg, den EinfluB des

v
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Amanitins auf eine von ihnen aus Rattenleberzellkernen isolierte
RNS-Polymerase genauer zu untersuchen®. Sie konnte die Ergebnisse
der italienischen Forscher bestéitigen und erweitern, indem sie nach-
wies, dafl es durch die Verbindung eines Molekiils Enzym mit einem
Molekiil Amanitin zur Inaktivierung des Enzyms kommt und daB
der entstehende Enzym-Amanitin-Komplex sehr besténdig ist. Wei-
tere Versuchsergebnisse mit aus Kalbsthymus gewonnener RNS-Poly-
merase deuten darauf hin, daB nur eine bestimmte Form des Enzyms
(die auBerhalb des Nukleolus befindliche Polymerase) von Amanitin
gehemmt wird®. Bisher wurden ¢- und y-Amanitin auf ihre RNS-
Polymerase-Hemmwirkung untersucht; sie wirken beide gleichartigt8.

Damit erwies sich das Amanitin als der erste spezifische Hemm-
stoff fiir RNS-Polymerasen in Sdugetieren, dhnlich dem Rifamycin
fiir das Bakterienenzym. Es deuten sich auch schon Modellvorstellun-
gen an, die erklidren konnten, warum die Bakterien-RNS-Polymerasen
nicht durch Amanitin hemmbar sind. Sie bestehen nédmlich aus 3 Un-
tereinheiten, die S&dugetier-RNS-Polymerasen hingegen aus 4, wobei
die vierte eine besonders hochmolekulare Komponente darstellt. Diese
tragt offenbar den Amanitin-Bindungsort?. Inzwischen ist auch schon
eine Arbeit erschienen, in der durch Einsatz des Amanitins eine ganz
bestimmte, bisher nicht eindeutig klidrbare Frage gelost werden konn-
te!). Bestimmte Hormone der Nebenniere kénnen in der Leber die
Synthese spezifischer Enzyme (z. B. Tyrosin aminotransferase) stei-
gern. Bisher war nicht klar, ob an dieser Hormonwirkung eine RNS-
Synthese beteiligt oder gar Voraussetzung ist. Da in Tieren nach
vorheriger Amanitinapplikation die Steigerung der Enzymsynthese
durch Nebennierenhormongabe nicht mehr beobachtet werden konnte,
kann diese Frage nun eindeutig bejaht werden. Die Biochemiker und
Zellphysiologen haben also bereits von der Aufkldrung des moleku-
laren Mechanismus der Amanitinwirkung profitieren koénnen.

Ob die RNS-Polymerase der einzige Angriffsort der Amanitine
in der Leber ist, muBl noch abgewartet werden, jedenfalls aber ist die
Hemmung dieses Enzyms so folgenschwer, daf3 man die fatalen Konse-
quenzen der Knollenblétterpilzvergiftung schon aus dieser einen Gift-
wirkung verstehen konnte. Auch die beobachteten Nierenschidigun-
gen konnten auf diese Enzymhemmung zurickzufithren sein. Da auch
das Phalloidin die Eiweifisynthese beeintrachtigt, wenn auch mit
anderem Angriffsort als die Amanitine, wiirde seine Giftwirkung die
der Amanitine sicher verstirken.

Ein besseres Verstdndnis der Wirkungen eines Giftes hat schon
oft zu besseren Heilungsmdglichkeiten gefiihrt. Vielleicht bietet sich
auch hier diese Aussicht in absehbarer Zeit.
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Dr. J. Lan gner, Physiologisch-chemisches
Institut der Martin-Luther-Universitit, 402 Halle/S.

Exkursionstagung vom 9.—13. September 1970
in Martinfeld (Eichsfeld)

Heinrich Dorfelt

Die Arbeitsgruppe Mykologie (Sektion Mikrobiologie) der Biolo-
gischen Gesellschaft der DDR kam im Spétsommer 1970 in Martin-
feld gerade rechtzeitig, um reichlich Pilze ernten zu konnen. Die or-
ganisatorischen Dinge lagen in den bewédhrten Hinden von Dr. Peter
Hiibsch, wodurch ein reibungsloser Ablauf garantiert war. Exkur-
sionen fiihrten die nahezu 20 Teilnehmer wahrend der ersten beiden
Tage in die ndhere Umgebung von Martinfeld, am dritten Tag in das
Pferdebachtal bei Flinsberg. Meist wurden die Pilze in Buchenwail-
dern Uber Kalkgesteinen gesammelt, aber auch die Fichtenforste, Ge-
biische, Weiden und Wiesen blieben nicht unbeachtet. Zur Bestim-
mungsarbeit standen mehrere Mikroskope und sehr viel einschlagige
Fachliteratur zur Verfligung. Jeder war bemiiht, die grofle Fiille des
angefallenen Materiales zu bewdltigen. Ohne den selbstlosen Einsatz
von Prof. H H. Hand ke und von F. Gr 6 ger, die einen Mammut-
anteil der Arbeit bewéltigten, wire sicher die Ausbeute viel geringer
gewesen. Besonders zu erwéhnen ist auch die Arbeit von Dr. G.
Arnold, der kleine Ascomyceten, z. B. der Ordnung Sphaeriales,
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