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Summary: Fruit bodies of Inonotus hispidus produce styrylpyrones (e.g. hispidin) and derivatives of coffeic acid (e.g.
hispolon) as pigments. Some of these substances have influence on the incorporation of 3H thymidine in lymphocytes, on
the production of oxygen radicals, on the 5-lipoxygenase and on some other biological targets. It is assumed that Inono-
tus hispidus could be a valuable tool for new drugs.

Zusammenfassung: Der Zottige Schillerporling, Inonotus hispidus, enthilt Pigmente vom Typ der Styrylpyrone
(z.B. Hispidin) und Kaffeesiurederivate (z.B. Hispolon). Es konnte gezeigt werden, daB einige dieser Verbindungen u.a.
Wirkungen auf den 3H-Thymidineinbau in Lymphozyten, die Sauerstoffradikalbildung und die 5-Lipoxygenase besit-
zen, die sie als potentielle therapeutische Wirkstoffe aussichtsreich erscheinen lassen.

Einleitung

Bei der Suche nach neuen pharmakologisch aktiven Naturstoffen wird den Basidiomyceten seit
einigen Jahren verstirkte Aufmerksamkeit gewidmet. Wihrend iiber die Inhaltsstoffe von Gift-
und von Speisepilzen und von einigen in der asiatischen Volksmedizin verwendeten Basidiomy-
ceten recht gute Kenntnisse existieren, werden erst in jiingster Zeit auch zihe, ungenieBbare
Aphyllophorales-Arten auf mogliche therapeutisch nutzbare Wirkstoffe analysiert. Von beson-
derem Interesse sind in diesem Zusammenhang Inhaltsstoffe, die auf die Zellen des Immunsy-
stems, virostatisch, cytostatisch und als Enzyminhibitoren wirken. Aufgrund der Lebensweise
der Pilze in einer mikrobiell stark kontaminierten Umgebung ist davon auszugehen, daB sie auf
das Vorhandensein von Sekundirstoffen mit den genannten Wirkungen zwingend angewiesen
sind. Andererseits besteht aus medizinischer Sicht fiir neue Inmunmodulatoren, Virostatika,
Antibiotika und Enzyminhibitoren ein hoher Bedarf.
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Eine wenig untersuchte Gattung ist [nonotus. Lediglich Inonotus obliquus (Pers. ex Fr.) Pilat,
der Schiefe Schillerporling, ist aufgrund seiner ethnopharmakologischen Bedeutung in der Volks-
medizin osteuropéischer und asiatischer Volker in den 50er und 60er Jahren phytochemisch und
pharmakologisch intensiv analysiert worden. Die Ergebnisse fiihrten in der ehemaligen Sowjet-
union zur Einfithrung des Préparates Befungin zur Behandlung von Magen-Darm-Erkrankun-
gen (JAKIMOV et al. 1957). Andere Inonotus-Arten sind hauptsichlich auf die in ihnen enthaltenen
Pigmente analysiert worden (FIASSON 1982). Im Rahmen unserer Screening-Untersuchungen auf
pharmakologisch aktive Pilzinhaltsstoffe wurden wir auf Inonotus hispidus (Bull. ex Fr.) Karst.,
den Zottigen Schillerporling, aufmerksam.

Im Folgenden soll eine Zusammenfassung des bisherigen Erkenntnisstandes iiber Inhaltsstoffe
und biologische Wirkungen dieses Pilzes erfolgen und ein Ausblick auf zukiinftige Forschungs-
ansitze und eventuelle Verwendungsmoglichkeiten gegeben werden.

Inhaltsstoffe von Inonotus hispidus

Aminosiuren

Im Rahmen einer Analyse der Aminosidurezusammensetzung der Proteinfraktion von 33 Arten aus
14 Familien efbarer, nicht eBbarer und giftiger Basidiomyceten wird auch iiber Inonotus hispidus
berichtet. Den hochsten Anteil am Aminoséduregemisch besitzen Asparaginsiure (8,6 %), Gluta-
minséure (13,7 %) und zwei nicht identifizierte Aminosiuren (8,5 und 10 %). Der Gehalt an den
tibrigen proteinogenen Aminosduren weicht nur unwesentlich von dem der anderen untersuchten
Arten ab (CASALICCHIO 1975b).

Lipide, Kohlenwasserstoffe

Die Lipidfraktion von in Japan gesammelten /nonotus hispidus-Exemplaren enthilt gesittigte
(C12, C14, C16, C18) und ungesittigte (C18:1, C18:2) Fettsduren. Hauptsterol ist eine als
Ergosterol D bezeichnete Verbindung (ENDE et al. 1975). Im unverseifbaren Anteil der Lipid-
fraktion kommen Kohlenwasserstoffe mit Kettenldngen zwischen C16 und C26 (Hauptmenge
C22=23,9 %, C20=16,7 %, C21 = 12,2 %) vor (CASALICCHIO 1975a).

Aus dem Mycel von Inonotus hispidus konnen nach Entfernen der Sterolfraktion mit Leicht-
benzin das tetracyclische Triterpen Eburicolsidure und Spuren von Dehydroeburicolsiure isoliert
werden (CORT et al. 1954).

Enzyme

Das parasitische Wachstum von Inonotus hispidus auf Holz setzt das Vorhandensein von Enzy-
men, die zum Holzabbau in der Lage sind, voraus. In Ubereinstimmung damit wurde in Frucht-
korpern von Inonotus hispidus Cellulase- und Hemicellulase-Aktivitit nachgewiesen. Auch
Amylase- und Catalase-Aktivitit wurde gefunden (LAMAISON 1976). Wiirige Extrakte junger,
unreifer Fruchtkorper enthalten eine starke Catecholoxidase-Aktivitit (Bu'Lock & SmiTH 1961).

Kultivierte Mycelien (Oberflachenkulturen auf agarhaltigem Medium) besitzen Cellulase- und
fiir Weilfaulepilze charakteristische Phenoloxidase-Aktivitit. Als Substrate werden u.a. unlosliche
Cellulose (Avicel), 16sliche Cellulose (Carboxymethylcellulose), Catechol und Gallussidure
verwertet (RODEIA 1983, RODEIA et al. 1990).

In einem fliissigen Komplexmedium bilden kultivierte Mycelien extrazellulidre Lipasen, die bei
pH 8,0 Triolein abbauen (NERUD et al. 1982).
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Pigmente

Pigmente sind im Pilzreich weit verbreitet (GILL & STEGLICH 1987). Bei den Pigmenten einer
groBen Zahl von Inonotus-Arten und einigen Vertretern der Gattungen Hymenochaete, Onnia,
Phaeolus, Phellinus und Phylloporia handelt es sich mit wenigen Einschrinkungen um Styryl-
pyronderivate (FiassoN 1982). Diese gelben bis goldgelben Verbindungen sind die bisher am
umfangreichsten untersuchte Stoffgruppe von Inonotus hispidus.

Zu ihnen gehoren Hispidin, Bisnoryangonin, 3,14"-Bishispidinyl und Hypholomin B vom Typ
der Styrylpyrone. Biogenetisch eng damit verwandt ist Hispolon als Derivat der Kaffeeséure.

Das Hauptpigment Hispidin ist bis zu 7,2% vom Trockengewicht (FIASSON 1982) in Abhiingig-
keit vom Reifestadium des Pilzes und von der Isolierungs- sowie Bestimmungsmethode enthal-
ten. Erstmalig wurde es im Gemisch mit anderen Farbstoffen aus dem Pilz von ZopF (1889) und
30 Jahre spiter auch von ZELLNER (1920) extrahiert. Die Aufkldrung der Struktur als 6-(3",4"-
Dihydroxystyryl)-4-hydroxy-2-pyron erfolgte dann durch EDWARDS et al.(1961) und Bu'Lock
et al. (1962). Bisnoryangonin konnte im Pilz nur in geringen Mengen (FiassoN 1982) und nach
Angaben von PERRIN & TOWERS (1973) auch in einem Extrakt des Mediums kultivierter Myze-
lien nachgewiesen werden. Bishispidinyl (FiassoN 1982) und Hyopholomin B (Fiasson 1982,
FIASSSON & BERNILLON 1977), Dimerisierungsprodukte des Hispidins, kommen ebenfalls nur in
sehr geringer Konzentration vor.

Beim Kaffeesdurederivat Inonotin C, das von SCHRAMM (1976) in dufSerst geringen Mengen in
den Pilzen gefunden wurde, handelt es sich moglicherweise um ein Abbauprodukt des Hispidins.
In unserer Arbeitsgruppe wurde in jiingster Zeit die vorher nicht beschriebene Verbindung Hispo-
lon aus den Fruchtkorpern der Pilze isoliert (0,06 %/TG) und in ihrer Struktur aufgeklart (ALI et
al. 1996a). Sie wurde als 6-(9,10-Dihydroxy-phenyl)-3,5(E)-hexadien-4-ol-2-on bestimmt.

Die Biosynthese des Hispidins durch Inonotus hispidus wurde unter Verwendung von kultivier-
ten Myzelien und 14C markierter Prikursoren nachgewiesen und erfolgt mit groer Wahrschein-
lichkeit von Phenylalanin ausgehend iiber Zimtsdure, p-Cumarsiure, Coffeoyl-CoA und Anlage-
rung von 2 Acetat- bzw. Malonylresten (PERRIN & TOWERs 1973). Es ist sehr wahrscheinlich,
daf der in der Natur Weilifdaule verursachende Pilz durch Abbau pflanzlichen Lignins Vorstufen
zur Biosynthese erschliefen kann.

Die Bildung der gelben Pigmente ist lichtabhingig, wobei schon eine Belichtung der Kulturen von
10 sec mit weilem Licht innerhalb eines Tages zur Induktion ausreicht. Unbelichtete Kulturen
bilden keine Pigmente. Phenylalanin-ammonium-lyase (PAL) und Zimtsdure-4-hydroxylase werden
durch Licht stimuliert (NAMBUDIRI et al. 1973, TOWERS et al. 1974, VANCE et al. 1974, 1975).
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Die Aktivitit der p-Cumarsiure-hydroxylase, die die essentielle Hydroxylierung der p-Cumar-
sdure zu Kaffeesdure katalysiert, korreliert mit der Pigmentbildung. Dieses Enzym, das in 2 unter-
schiedlichen Molmassen (185000 und 45000) vorkommt, ist auch in der Lage, Bisnoryangonin
in Hispidin zu tiberfiihren (NAMBUDIRI et al. 1974).

Bei der Reifung und Alterung oder durch Quetschung jungen Pilzmaterials entsteht eine dunkel-
braune bis schwarzbraune Verfarbung des Pilzes. Diese ist auf die oxidative Polymerisation von
phenolischen Phenylpropanderivaten unter Einschlufl von Hispidin und moglicherweise weiterer
Pigmente zuriickzufiihren. Fiir diese Polymere wurde der Begriff Fungus”Lignin” geprigt
(BULock & SMITH 1961). Die phenolischen Komponenten sind in dem Polymer durch C-C und
C-O-C Bindungen verbunden und bedingen eine hohe Stabilitit gegeniiber Hydrolyse (Bu'Lock
& WALKER 1967). Der Anteil an Methoxygruppen ist im Unterschied zum pflanzlichen Lignin
wesentlich geringer.

Das an das Strukturmaterial der Zellen gebundene Polymer ist nach PARMASTO verantwortlich
fiir die xanthochroische Reaktion, bei der es unter Einwirkung von Alkali zu einer dunklen Verfir-
bung des Pilzmaterials kommt (PARMASTO & PARMASTO 1979).

Bei der Bildung des Fungus*Lignin” sind die vom Pilz gebildeten Oxidasen, die fiir WeiRfiule-
pilze charakteristisch sind, von ausschlaggebender Bedeutung (NOBLES 1958).

Biologische Aktivitiit des Pilzes und der Pigmente

In Screening-Untersuchungen zeigte ein ethanolischer Extrakt der Fruchtkorper von Inonotus
hispidus hemmende Effekte auf die Teilung und die Stoffwechselaktivitit von Zellen des Immun-
systems, antivirale Wirksamkeit gegen Herpes- und gegen Influenza-Viren und inhibitorischen
Einflu auf am Entziindungsgeschehen beteiligte Enzyme. Bei der Isolierung der fiir die beobach-
teten Effekte verantwortlichen Inhaltsstoffe anhand einer ,,bioactivity guided fractionation” erwies
sich neben Hispidin insbesondere Hispolon als pharmakologisch hoch aktive Verbindung.

Immunsuppressive Aktivitit

Geeignete in-vitro-Testmodelle zur Erfassung immunsuppressiver Effekte sind der Lympho-
zyten-Transformations-Test (Bestimmung der DNS-Synthese und damit der Teilung von Zellen
des Immunsystems), der MTT-Test (Erfassung der Stoffwechselaktivitit von Zellen iiber die
durch mitochondriale Enzyme bewirkte Reduktion eines Tetrazoliumfarbstoffs) und der Chemo-
lumineszenztest, in dem die Sauerstoffradikalbildung von Immunzellen unter dem EinfluB von
Testsubstanzen ermittelt wird.

1,6 uM Hispidin hemmen im Lymphozyten-Transformations-Test den Einbau von 3H-Thymidin
in mitogen-stimulierte Mdusemilzlymphozyten und damit die Proliferation dieser Zellen um ca.
50 %. Die IC 50 (Testkonzentration, bei der 50 % Hemmung erreicht werden) von Hispolon liegt
in diesem Modell bei 15,5 pM. Die Effekte sind nicht auf zytotoxische Wirkungen zuriickzu-
fiihren. Im MTT-Test mit Mdusemilzlymphozyten werden #hnliche Effekte erreicht.

Die Anderung der Chemolumineszenz LPS- bzw. Zymosan-stimulierter humaner Monozyten
nach Inkubation mit Testsubstanzen wird als Mal} der Beeinflussung der Sauerstoffradikalbil-
dung gewertet. Hispidin und Hispolon bewirken in dem Testmodell eine Senkung der Sauer-
stoffradikalbildung (ALI et al. 1997b) Die Sauerstoffradikalbildung humaner Monozyten wird
durch Hispolon mit einer IC 50 von 20,3 bis 21,2 uM und durch Hispidin mit einer IC 50 von <
0,4 bis 6,0 uM reduziert (ALI 1996, ALl at al. 1996b).
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Antivirale und antibakterielle Aktivitit

Der ethanolische Extrakt der Fruchtkorper hemmt schon in geringen Konzentrationen in vitro die
Vermehrung von Influenza A-Viren um mehr als 90 %. Ubereinstimmend damit 148t sich der
Effekt auch bei Hispidin und bei Hispolon, das auBerdem in einer Konzentration von 20 pg/ml
auch die Vermehrung von Influenza-Viren des Typs B inhibiert, nachweisen (ALI et al. 1997a).

Im Unterschied zur deutlich ausgeprigten antiviralen Wirkung ist die antibakterielle Aktivitit des
Extraktes nur gering und lediglich gegen Bacillus subtilis nachweisbar (ALI 1996). Aus der Litera-
tur ist bekannt, da Hispidin und Bisnoryangonin in vitro antimikrobielle Aktivitit gegen die
Gram-positiven Testorganismen Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus sowie gegen das
siurestabile Mycobacterium smegmatis aufweisen (BENEDICT & BRADY 1961). Hispolon (100
bzw. 200ug/Testplittchen) hat im Pléttchendiffusionstest im Vergleich zu 10png Ampicillin/
Testplittchen nur eine schwache antimikrobielle Wirkung gegen Bacillus subtilis und Escheri-
chia coli. Gegen Candida maltosa war Hispolon (500pg/Testplittchen) ohne Wirkung (AL 1996).

Enzyminhibitorische Aktivitiit

Hier ist insbesondere die starke Hemmwirkung von Hispolon gegeniiber der 5-Lipoxygenase
hervorzuheben. Die IC 50 liegt in vitro bei nur 2,3 uM (ALI et al. 1997b). Lipoxygenase und
Cyclooxygenase sind Enzyme, die beim Menschen die Biosynthese von Entziindungsmediato-
ren aus Arachidonsiure katalysieren. Hemmstoffe dieser Enzyme sind infolgedessen als Antiphlo-
gistika von groBem medizinischen Interesse.

Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dal in der Gattung /nonotus nicht nur der bekannte
Tschaga-Pilz, Inonotus obliquus, medizinisches Interesse verdient, sondern daf3 auch der in dieser
Hinsicht bisher nicht untersuchte Zottige Schillerporling, Inonotus hispidus, Inhaltsstoffe mit
hoher pharmakologischer Aktivitit enthilt. Thre potentielle Nutzbarmachung erfordert jedoch
weitere pharmakologisch-toxikologische Priifungen und die Entwicklung geeigneter Synthese-
bzw. biotechnologischer Produktionsverfahren. Die Untersuchungen zur Chemie der Inhaltsstoffe
konnen in Zukunft auch zur Klidrung taxonomischer Zusammenhénge innerhalb der Gattung
Inonotus dienlich sein.

Inonotus hispidus ist ein Beispiel dafiir, dal Basidiomyceten ein noch grofles Reservoir an neuen
Wirkstoffen bieten, dessen Erschlieung auch fiir die europdische Medizin von Nutzen sein kann.
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