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Coprin in Boletus torosus:

Beruht die angebliche Alkoholunvertriglichkeit durch den Verzehr des
Netzstieligen Hexenrohrlings (Boletus luridus) auf einer Verwechslung?
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Summ ary : The basidiomycete Boletus luridus is supposed to produce, together with alcohol, an
enhanced alcohol sensitivity which is closely related to the antabus syndrome by an intoxication with
coprine. Newly investigated collections of B. luridus were free of coprine, the active constituent of the
inky cap (Coprinus atramentarius). But we were able do demonstrate that the rare Boletus torosus
contains coprine and therefore that this amino acid also occurs outside the Coprinaceae. Mistake of B.
torosus for B. luridus may be responsible for the reported incidents.

Zusammenfassun g: Der Netzstielige Hexenrohrling (Boletus luridus) steht im Verdacht,
zusammen mit Alkohol Unvertréiglichkeiten auszulosen, die einer Vergiftung durch Coprin, dem Wirkstoff
des Faltentintlings (Coprinus atramentarius), ahnlich sind (Antabus-Syndrom). Die von uns untersuchten
Aufsammlungen von B. luridus enthielten kein Coprin. Wir konnten nun jedoch zeigen, da8 der seltene
B. torosus Coprin enthilt und diese Aminosiure somit auch auBerhalb der Coprinaceae vorkommt. Die
angeblichen Vergiftungen durch B. luridus konnten daher auf einer Verwechslung mit B. torosus beruhen.

Der Netzstielige Hexenrohrling (Boletus luridus) ist in unseren Breiten vor allem auf Kalk-
boden ein bereits im Friithsommer recht hdufig anzutreffender Pilz. Er gilt als e3bar, sofern
zu den Mahlzeiten kein Alkohol getrunken wird. Andernfalls treten angeblich Vergif-
tungserscheinungen auf, die denen einer Faltentintling/Alkohol-Vergiftung (Antabus-Syn-
drom) sehr dhnlich sind.

Verantwortlich hierfiir ist beim Faltentintling (Coprinus atramentarius) das N°-(1-Hydro-
xycyclopropyl)-L-glutamin (Coprin 1), eine 1975 erstmals isolierte nicht-proteinogene
Aminosdure (LINDBERG et al. 1975, 1977, HATFIELD & SCHAUMBERG 1975). Coprin ruft
wie auch verschiedene synthetische Verbindungen [z.B. Cyanamid (2) im Kalkstickstoff
oder das als Antabus bekannte Disulfiram (3)] eine Uberempfindlichkeit gegen Alkohol
hervor, indem es dessen Abbau durch Blockierung der Acetaldehyd-Dehydrogenase stort:

* Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. H. Laatsch
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BRESADOLA (1906) war der erste, der auf die toxischen Wirkungen von Coprinus atramen-
tarius im Zusammenhang mit Alkoholgenu3 aufmerksam machte. Weitere Berichte iiber
dhnliche Phanomene stammen von CLEGHORN (1910) und CHIFFLOT (1916). POUCHET
(1927) und SUs (1936) sowie einige andere Autoren beschreiben Selbstversuche und
Unfille mit diesem Pilz. Ausfiihrliche Beschreibung der Symptome und Hinweise zur
Toxikologie findet man in neueren Zusammenfassungen (BRESINSKY & BESL 1985, MAT-
THIES & LAATSCH 1992).
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1 = Coprin; 2 = Cyanamid; 3 = Disulfiram

Coprin (1) wurde von HATFIELD & SCHAUMBERG (1975) aufler in Coprinus atramentarius
auch in den selteneren Arten Coprinus variegatus und C. insignis gefunden. In spiteren
Uberarbeitungen (MATTHIES & LAATSCH, 1992) konnten wir auch in C. micaceus (Glim-
mertintling) sowie im C. picaceus (Spechttintling) und C. disseminatus (Gesdter Tintling)
Coprin (1) nachweisen; sogar im als Speisepilz geschitzten Coprinus comatus (Schopftint-
ling) sind entgegen fritheren Angaben (HATFIELD & SCHAUMBERG 1975) kleinere, wenn
auch meist unbedenkliche Mengen feststellbar, was uneinheitliche Literaturangaben (Pou-
CHET 1927, MILLER 1972, CHRISTENSEN 1975, LINCOFF & MITCHEL 1977, PHILLIPS 1981)
iiber fehlende bis leichte Vergiftungserscheinungen mit diesem Pilz erklart.

Selbst der in Afrika beheimatete und in der Sprache der Yoruba in Nigeria als Ajemutin be-
zeichnete Coprinus africanus scheint eine Alkoholiiberempfindlichkeit auszulsen, wie die
Bedeutung seines Namens (je = Essen, imu = ohne trinken, otin = Alkohol) vermuten 146t.
Coprin (1) ist in der Familie der Coprinaceae offenbar weit verbreitet.

Obwohl auch fiir Clitocybe clavipes (z.B. COCHRAN & COCHRAN 1978) und Boletus luridus
(z.B. ZEITLMAYR 1955, LINCOFF & MITCHEL 1977) eine Antabuswirkung wiederholt be-
schrieben wurde, gibt es iiber deren Ursachen oder das Vorkommen von 1 in anderen Pilz-
familien bisher keine Belege. Obwohl von HATFIELD analysierte Exemplare von Boletus
luridus kein Coprin (1) enthielten, fanden wir in fritheren Untersuchungen dennoch Anzei-
chen fiir eine Aminosédure mit gleichem oder dhnlichem Laufverhalten, die jedoch noch der
Bestitigung bedurften.

Trennung und Identifizierung von Aminosiuren

Fiir die Isolierung bzw. Anreicherung von Aminosduren sind in der Literatur zahlreiche
Aufarbeitungsmethoden beschrieben. Die meisten beinhalten Trennungen an Ionenaustau-
schern als zentrale Operationen, die gleichermaflen fiir préparative Isolierungen wie auch
fiir analytische Quantifizierungen nutzbar sind.

Das analytische Prinzip der Aminosdureanalysatoren nutzt einen pH-Gradienten, der es er-
moglicht, die Aminosiuren in reproduzierbaren Zeitabstinden aus einer Kationenaustau-
schersdule zu eluieren. Anschlieend erfolgt eine Ninhydrin-Farbung (Nachsédulen-Derivati-
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sierung), woran sich eine Extinktionsmessung anschlieBt, deren Ergebnisse von einem
Schreiber aufgezeichnet werden. Bei einem von der jeweiligen Struktur abhingigen pH-
Wert, dem isoelektrischen Punkt, erreicht die Konzentration der zwitterionischen Form der
Aminosidure ihr Maximum, wihrend die kationischen und anionischen Strukturen in
einander gleicher (geringer) Konzentration vorliegen. Die Aminosdure ist nach aufen
neutral und kann in diesem Zustand nicht an das Harz der Séule gebunden werden. Der
Vorteil dieser Analysenmethode besteht neben der hohen Nachweisempfindlichkeit in der
sehr guten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Nach fritheren Untersuchungen (MATTHIES 1986, 1991) liegt der isoelektrische Punkt - und
damit auch die Retentionszeit - von Coprin (1) zwischen denen der Aminoséuren Aspara-
ginsdure und Threonin. Die Abgrenzung der Signale ist jedoch schlecht, und bei Kon-
zentrationen von Threonin und Coprin (1) im Verhiltnis 3 : 1 wurde nur noch ein sym-
metrisches Signal erhalten, bei dem kein Riickschlu mehr auf zwei sich iiberlappende
Peaks moglich war. Die jetzige Untersuchung von wilrigen Pilzextrakten aus Boletus
luridus ergab keinen Hinweis auf 1, das demnach allenfalls in sehr geringen Mengen
enthalten war.

Elutionsdiagramme des PreBsaftes von Boletus luridus enthielten zwar das schon friiher be-
obachtete Signal zwischen Threonin und Glycin im Retentionsbereich des Coprins (1), das
sich von diesem jedoch bei Co-chromatographie eindeutig unterschied. Auch in Fraktionen,
die an Anionen- oder Kationenaustauschern wie bei unseren fritheren Arbeiten an Tintlingen
(MATTHIES & LAATSCH 1992) angereichert worden waren, lie sich auf diesem Weg kein
Coprin nachweisen.

In verdiinnter wéBriger Losung ist Coprin (1) nicht stabil, und selbst bei -20 °C nimmt der
1-Gehalt der Pilze allméhlich ab. Bei den langwierigen Trennungen an Ionenaustauschern
sind die Verluste dadurch erheblich, und der Nachweis kleiner Mengen ist dementsprechend
schwierig. Alternativ haben wir deshalb auch Anreicherungen durch préparative Schicht-
chromatographie an Cellulose und Kieselgel versucht, jedoch nur an letzterem eine Tren-
nungen von Coprin und Threonin erreichen konnen.

Die chromatographische Trennung an Kieselgel muf3te wegen der Zersetzlichkeit von 1 an
diesem Triger rasch erfolgen. Die besten Trennungen wurden an Testmischungen mit
einem Gemisch von 30 % Wasser in Ethanol erhalten, in dem eine vollstdndige Separation
von Coprin (1) und Threonin zu zwei gut unterscheidbaren Zonen erfolgte; dies war fiir
eine nachfolgende Analyse der isolierten Inhaltsstoffe durch Ionenaustausch oder HPLC der
Dabsylderivate (KNECHT et al. 1985) besonders wichtig.

Auch bei der DC- oder HPLC-Trennung eines wiBrigen Gesamtextraktes aus Boletus
luridus gab der Bereich mit den Laufeigenschaften von authentischem 1 bzw. seinem Um-
setzungsprodukt mit 4-Dimethylaminoazobenzol-4 -sulfonylchlorid keinen Hinweis auf
Coprin. Durch zweidimensionale Diinnschichtchromatographie der fluoreszierenden Dansyl-
Aminosiuren an Polyamid (LAATSCH 1979) konnte ein Nachweis von 1 in Pilzproben
verschiedener Herkunft sowie in durch Ionenaustausch angereicherten Extrakten ebenfalls
nicht erbracht werden.

Boletus torosus (Ochsenrohrling), ein Doppelginger des Boletus luridus?

Zwar kann es bei der Aufarbeitung des Pilzmaterials zu erheblichen Verlusten an 1 ge-
kommen sein; auch ist bekannt, da der Corpin-Gehalt in Tintlingen verschiedener Fruktifi-
kationsschiibe stark schwanken kann. Da aber Aufsammlungen von B. luridus verschiedener
Jahrgiinge von unterschiedlichen Standorten und in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
zusammen verarbeitet wurden, ist es hochst unwahrscheinlich, daB es sich bei dem bearbei-
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teten Pilzmaterial ausschlieBlich um Exemplare mit sehr unterdurchschnittlichen Copringe-
halten gehandelt haben konnte.

Geht man weiter davon aus, da3 es aufgrund der Lagerung bei -30 °C nicht zu einem voll-
standigen Verlust der aktiven Substanz gekommen ist, so bleiben nur noch zwei Erklarungs-
moglichkeiten fiir die beschriebenen Vergiftungen: Entweder enthélt B. luridus anstatt 1
einen anderen Pilzinhaltsstoff mit Antabus-Wirkung, oder es muf3 andere Pilze mit gleicher
Wirkung geben, die in ihrem Erscheinungsbild dem Boletus luridus zum Verwechseln dhn-
lich sind. Diese Doppelgidnger-Theorie wiirde erklaren, warum es beim Verzehr des Boletus
luridus zusammen mit Alkohol zwar teilweise, jedoch nicht immer zu Vergiftungserschei-
nungen kam.

Besonders auffillig sind bei Boletus luridus das rote, den Stiel umfassende Netz und die
Blaufiarbung im Anschnitt. In der Familie der Rohrlinge gibt es noch weitere Arten, die
dieselben Merkmale in mehr oder weniger deutlicher Ausprigung besitzen: Dies sind z.B.
Xerocomus spadiceus (Brauner Filzrohrling), Boletus satanas (Satansrohrling), Boletus
rhodoxanthus (Dunkler Purpurrdhrling), Boletus calopus (SchonfuBBrohrling) oder Boletus
torosus (Ochsenrohrling). Einige dieser Pilze gelten als eBbar (Brauner Filzrohrling und
Dunkler Purpurrdhrling) und Vergiftungserscheinungen beim gleichzeitigen Genuf3 von
Alkohol sind nicht bekannt. Andere (SchonfuBrohrling und Satansrohrling) rufen gastrointe-
stinale Storungen hervor; Unwohlsein mit Symptomen dhnlich einer Coprinvergiftung ist
daher auch ohne Alkoholeinflul moglich.

Bei Boletus satanas liel sich am Aminosiureanalysator und durch HPLC kein Coprin (1)
nachweisen. Interessanter erschien in diesem Zusammenhang jedoch der Boletus torosus:
Neben der bereits erwihnten Ubereinstimmung der netzformigen Stieloberfliche und Bléu-
ungsreaktion sind auch weitere Gemeinsamkeiten in Bezug auf Farbe, Form und Grofe zu
erkennen. In keinem der gingigen Pilzbiichern wird er beschrieben, was auf sein spérliches
Vorkommen besonders in Norddeutschland zuriickzufiihren sein diirfte. Man findet ihn zwar
in der wissenschaftlichen Bestimmungsliteratur (z.B. MOSER 1983), in der allerdings Hin-
weise auf eine UngenieBbarkeit bzw. Unvertraglichkeit sowohl allein oder auch zusammen
mit Alkohol fehlen.

Die HPLC-Analyse eines willrigen Rohextraktes aus Boletus torosus erbrachte nach Dabsy-
lierung (KNECHT et al. 1985) zwischen Threonin und Glycin zwar kein getrenntes Signal
mit der Retentionszeit des Coprins (1); jedoch war am abfallenden Threonin-Signal eine
Schulter sichtbar, deren Intensitit durch zugesetztes synthetisches Coprin (1) verstarkt
wurde.

Das Diinnschichtchromatogramm des Rohextraktes zeigte eine Zone mit den Laufeigen-
schaften des synthetischen Coprins (1), die sich durch Ansprithen mit frisch angesetzter
Eisen(III)-chlorid-/Kaliumhexacyanoferrat(III)-Losung wie 1 blau anfarben lie3. Diese Farb-
reaktion tritt zwar bei allen reduzierenden Verbindungen auf, ist jedoch gemeinsam mit dem
R-Wert ein wichtiger Hinweis auf 1. In Chromatogrammen von Coprinus atramentarius-
Extrakten trat diese Blaufarbung mit starkerer Intensitit auf, wihrend sie bei Boletus luridus
vollstandig fehlte.

Trotz der Zersetzlichkeit von 1 an Kieselgel haben wir den Rohextrakt daher durch prapara-
tive Dickschichtchromatographie aufgetrennt, den Bereich mit dem Ri-Wert von syntheti-
schem Coprin eluiert und die Fraktion durch DC, HPLC und Ionenaustausch analysiert: Die
Ubereinstimmung der R-Werte bzw. Retentionszeiten bei allen Trennungen und die typi-
sche Anfirbung mit Eisen(III)-chlorid-/Kaliumhexacyanoferrat(Ill) bei DC sichern die
Identitdt mit Coprin (1) weitgehend ab (Abb. 1).
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Abb. 1: Diinnschichtchromatogramm der Aminoséure mit den Laufeigenschaften von Coprin (1) aus
Boletus torosus (links Gesamtextrakt, rechts Zonen nach Anreicherung durch priparative DC) und von
authentischem 1 (Mitte) an Kieselgel nach Anfirbung mit Eisen(III)-chlorid/Kaliumhexacyano-
ferrat(IIT)-Losung.

Ein weiterer Beweis lieB sich durch die Zersetzlichkeit der isolierten Aminoséure fiihren:
Bei Raumtemperatur kommt es in Losungen von 1 oder seinem Dabsyl-Derivat innerhalb
weniger Tage zu einer stetigen Verringerung des Coprin-Gehaltes bei gleichzeitiger Erho-
hung der Konzentration einer kurz nach Glutaminsaure bzw. deren Dabsyl-Derivat eluierten
Aminosiure. Exakt das gleiche Verhalten zeigte auch die aus B. torosus isolierte Fraktion:
In Proben, die bei Raumtemperatur stehengelassen und nach Ablauf einiger Tage erneut am
Aminosiure-Analysator oder durch HPLC untersucht wurden, hatte das Coprin-Signal stark
abgenommen, wihrend sich die Konzentration des Zersetzungsproduktes erhoht hatte; Abb.
2 zeigt die erhaltenen Chromatogramme.

Zusammenfassung

Unsere Befunde lassen sich kaum anders deuten, als daB der Ochsenrdhrling (B. torosus)
Coprin (1) enthilt: Es ist dies der erste Nachweis dieser Aminosdure auBerhalb der Co-
prinaceae.

Unsere Ergebnisse liefern dagegen keinerlei Hinweise auf einen Gehalt von Coprin (1) in
Boletus luridus. Sie schlieBen allerdings auch nicht aus, da es weitere den Alkoholabbau
hemmende Inhaltsstoffe in diesem Pilz gibt, deren Identitat bzw. Wirkungsweise bislang
nicht bekannt ist. Ob Alkohol unter bestimmten Umsténden ein Cofaktor bei den beschrie-
benen Vergiftungsfillen war, mufl daher weiter offen bleiben.
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Abb. 2: a) Ionenaustausch-Chromatogramm der durch préparative DC aus B. torosus isolierten
Substanz mit den chromatographischen Eigenschaften von 1; b) gleiche Probe bei Wiederholungsmes-
sung nach 4 Tagen, in der das Zersetungsprodukt COP-X nachweisbar ist.

Die Doppelginger-Theorie liefert jedoch eine plausible Erklarung, fiir die alle experimentel-
len Befunde sprechen. Wir mochten deshalb anregen, bei neuerlichen Antabus-Intoxikatio-
nen mit netzstieligen blduenden Rohrlingen das Untersuchungsmaterial einer genauen myko-
logischen Bestimmung und wenn mdglich auch chemischen Untersuchung zuzufiihren.

Experimenteller Teil

Herkunft der Pilze: Boletus luridus wurde 1988-1991 im Raum Goéttingen gesammelt und
seither bei -30 °C aufbewahrt. Die Exemplare des Boletus torosus wurden anldBlich der
Tiroler Pilzschau in Jenbach (Osterreich) im August 1993 im Raum Innsbruck (Osterreich)
gesammelt und frisch verarbeitet.

Gewinnung des PilzpreBsaftes: Das frische oder tiefgefrorene Pilzmaterial wurde homoge-
nisiert und 20 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der klare braune Uberstand wurde im An-
schluB i. Vak. iiber Celite filtriert und anschlieBend lyophilisiert.

Aminosiurenvollanalysen am automatischen Aminosiure-Analysator: In einem 2 ml-
Flachbodenglas wurden 0.05 ml des zentrifugierten Pilzsaftes bei 15 Torr/40 °C bis zur
Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde in 0.2 ml Natriumcitrat-Puffer (pH 2.2, 0.2
% Phenol und 2 % Thiodiglycol enthaltend, Pierce Chemical Comp. Illinois, USA) aufge-
nommen. Zur Unterstiitzung des Losevorgangs beschallte man die Proben wenige Sekun-
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den mit Ultraschall und zentrifugierte im Anschluf erneut. Vom Uberstand wurden 0.02 ml
am Aminosiureanalysator (Typ D500, Fa. Durrum, Palo Alto, USA) chromatographiert. Bei
zu hohen Konzentrationen wurden die Proben nach Bedarf mit Puffer weiter verdiinnt oder
ein geringeres Volumen chromatographiert.

Diinnschichtchromatographie (DC) von Aminoséiuren an Kieselgel: Die Trennung ami-
noséurehaltiger Fraktionen wurde an Kieselgel-DC-Folien (Polygram Sil G/UV,s,, Mache-
rey, Nagel & Co) mit Ethanol/Wasser (7 : 3) als Laufmittel durchgefiihrt. Zur Referenzie-
rung wurden die R-Werte der folgenden Aminosduren durch Bespriithen der entwickelten
Chromatogramme mit Ninhydrin-Sprithreagenz bestimmt: Alanin 0.49; Arginin 0.08;
Asparaginsiure 0.52; Cystein 0.56; Glutaminsiure 0.63; Glycin 0.43; Histidin 0.34; Isoleu-
cin 0.74; Leucin 0.73; Lysin 0.06; Methionin 0.65; Phenylalanin 0.63; Prolin 0.37; Serin
0.52; Threonin 0.54; Tyrosin 0.78; Tryptophan 0.80; Valin 0.61; Coprin 0.72.

Priparative Schichtchromatographie (PDC) an Kieselgel: Je 50 mg des Rohextrakt-
Lyophilisats wurden als wiBrige Losung auf Kieselgel Fertigplatten (60 F254, Schichtdicke
0.5 mm, 20 x 20 cm, Merck) aufgetragen und mit Ethanol/Wasser (7 : 3) entwickelt
(Laufzeit ca. 3.5 h). Die Zone mit dem R-Wert von authentischem Coprin wurde aus-
gekratzt, das Kieselgel in wenig dest. Wasser suspendiert und das Filtrat zur Analyse
eingesetzt.

Eisen(III)-chlorid/Hexacyanoferrat/III)-Spriihreagenz: Gleiche Volumina einer frisch an-
gesetzten 2% Eisen(IIl)-chlorid- und einer 1lproz. Kaliumhexacyanoferrat(IlI)-Losung
jeweils in 20% Ethanol wurden unmittelbar vor Gebrauch gemischt. Coprin wird nach dem
Ansprithen der Chromatogramme durch eine sofort auftretende Blaufarbung sichtbar.
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