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1. Einleitung

1.1. Funktion und Vorkommen der ALDH

Die Aldehyddehydrogenasen (ALDH) (Abb.1) sind eine Superfamilie von Enzymen
die im Stoffwechsel vieler Lebewesen in Abhangigkeit von Coenzymen Aldehyde
oxidieren (Oxidoreduktasen). Bisher sind 19 Gene im menschlichen Genom
identifiziert worden, die ALDH-Isoenzyme kodieren. Die ALDH-Isoenzyme weisen
teilweise deutliche Unterschiede in ihren Aminosauresequenzen auf und sind
gro3tenteils spezifisch flr verschiedene Substrate. Sie lassen sich in mehrere
Untergruppen klassifizieren (ALDH-1, -2 etc.), die entweder cytosolisch oder
mitochondrial lokalisiert sind. Die Verteilung im menschlichen Gewebe ist
unterschiedlich mit der hdchsten Konzentration in der Leber gefolgt von Nieren,

Uterus und Gehirn (Koppaka et al., 2012) (Marchitti et al., 2008).

Abb. 1: 3-dimensionale Rekonstruktion der molekularen Architektur einer menschlichen,
mitochondrialen Aldehyddehydrogenase 2 bestehend aus 8 Proteinketten zu je 500 Aminosauren

(Apo Form). Aus ,Protein Data Bank“ code 3N80 (www.rcsb.org)



Die ALDHs erflllen ein breites Spektrum an physiologischen und toxikologischen
Funktionen. So spielt beispielsweise die ALDH1A Subfamilie eine wichtige Rolle in
der Embryogenese. ALDH1A1 (Retinol Dehydrogenase 1) und ALDH3A1 (Aldehyd-
Dehydrogenase 3Al) schitzen das Auge vor UV-Strahlung und sind zentrale
Enzyme der Phototransduktion. Die in den Hepatozyten mitochondrial lokalisierte
ALDH2 spielt in der Verstoffwechselung von Ethanol eine entscheidende Rolle,
indem es die Oxydation des Ethanol-Metaboliten Acetaldehyd zu Acetat (Essigsaure)

katalysiert (Abb.2).

H H II_i A (|)H
C C\ /C\
Th oty ' S N H,C~ O /% Hy0 % HsC™ ~O
NAD* NADH NAD* NADH
+H* +H*
Ethanol Acetaldehyd -ssigsaure

Abb. 2: Reaktionsgleichung des Ethanol Metabolismus: Ethanol wird durch die Alkoholdehydrogenase
(ADH) erst zu Acetaldehyd, und dann durch die Acetaldehyddehydrogenase (ALDH) zu Essigsaure
metabolisiert. Dadurch wird das oxidierte Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) in die reduzierte Form

(NADH) Uberflhrt.

1.2. Asian Flush Syndrome

Die niedrige Alkoholtoleranz vieler Menschen asiatischer Herkunft beruht unter
anderem auf einem Genpolymorphismus der ALDHZ2. Bei ca. 50% der ostasiatischen
Bevolkerung fihrt eine Punktmutation im rs671 Allel auf Chromosom 12 zu einem
Austausch von Glutaminsdure mit Lycin an Position 504 der ALDH2, welches in einer

ineffizient arbeitenden und instabileren ALDH2 resultiert (Eng et al., 2007) (Peng et



al.,, 2014). Die Mutation kann heterozygot und homozygot auftreten. Nach
Alkoholkonsum wird Ethanol durch die Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Acetaldehyd
metabolisiert (Abb. 2). Aufgrund der geringeren ALDH2-Aktivitat kann das anfallende
Acetaldehyd nicht in adaquatem Ausmald weiter zu Essigsaure abgebaut werden.
Das nun angereicherte Acetaldehyd verursacht Beschwerden, die unter dem Begriff
L2Asian flush syndrome® oder ,Alcohol flush reaction® zusammengefasst werden

(siehe unten).

1.3. Hemmung der ALDH durch verschiedene Substanzen

Eine Reihe von Substanzen, teils natirlicher Herkunft, teils Medikamente oder
Industriechemikalien, hemmen in vivo die ALDH.

Bei einer Hemmung der ALDH2 mit gleichzeitiger Einnahme von Alkohol ist die
Umwandlung von Acetaldehyd in Acetat inhibiert, es kommt somit zu einer
Anreicherung von Acetaldehyd im Korper (Abb. 2). Dies aul3ert sich in einer Reihe
klinischer Symptome, die unter den Namen Acetaldehydsyndrom, Flush-Syndrom
oder - wenn durch coprinhaltige Pilze ausgeldst - Coprinussyndrom bekannt sind. Die
Symptome  beinhalten  Tachykardie,  Hypertension,  Schwitzen,  Tremor,
Kopfschmerzen, Juckreiz, Ubelkeit und Erbrechen sowie eine rotlich-livide
Verfarbung der Haut (,flush®) mit Hitzegefuihl, besonders des Gesichts, Halses und
Thorax. Nicht selten wird die Symptomatik initial als akutes Koronarsyndrom

fehlinterpretiert (Amuchastegui et al., 2014).



1.3.1. Kalkstickstoff Krankheit

Erstmals beschrieben wurde dieses Phanomen 1914 vom ersten bayrischen
Gewerbearzt Prof. Franz Kolsch bei Arbeitern in der Kalkstickstoff Herstellung
(Calciumcyanamid) welches als Dungemittel benutzt wurde. Nach Exposition
gegenuber Kalkstickstoff reichten bereits geringe Mengen Alkohol, um starke
Beschwerden auszulésen. Darunter Hautrétung an Kopf und Oberkdrper, vertiefte
Atmung, Tachykardie, Hypertonie, Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen und Zittern,
sogar Todesfalle wurden beschrieben (Hauschild, 1953). Ausléser dieses als
,Kalkstickstoff-Krankheit‘ bekannt gewordenen Syndroms ist Cyanamid (Abb. 3),
welches aus Calciumcyanamid und Wasser entsteht, Gber Schleimhéute resorbiert

werden kann und ein Inhibitor der ALDH2 ist.

Dies hat zur Anwendung von Cyanamid als Alkoholaversionsmittel gefuihrt. Aufgrund
der Lebertoxizitat der Verbindung wurde die Substanz aber bald durch Disulfiram

ersetzt (Tamai et al., 2000).

/H /H
\ /
H H

Abb. 3: Tautomerengleichgewicht Cyanamid

1.3.2. Disulfiram

Im frihen 20. Jahrhundert wurde Tetraethylthiuramdisulfid (Disulfiram) (Abb. 4) in der
Gummiindustrie zum Vulkanisieren, aber auch in der Medizin als Antihelminthikum

verwendet. Auch hier kam es bei Arbeitern in verarbeitenden Industrien zu den oben



beschriebenen Symptomen, wenn diese nach Exposition gegeniber Disulfiram
Alkohol konsumierten. Seit 1948 macht man sich die Hemmwirkung des Disulfiram
auf die ALDH2 in der Medizin bei alkoholsuchtkranken Menschen zu Nutze. Als
pharmakologisches Praparat eingenommen soll es eine Alkoholabstinenz durch
Aversion bewirken (,Antabus®-Syndrom®). Diese Therapie ist inzwischen etabliert
(Zindel and Kranzler, 2014), in ihrer Rolle zur Abstinenzerhaltung aber nicht

unumestritten.

Abb. 4: Strukturformel Disulfiram

1.3.3. Weitere Substanzen

Auch fir eine Reihe anderer Medikamente ist eine Hemmung der ALDH bekannt,
hierunter die Antibiotika Metronidazol und die Gruppe der Cephalosporine, das
Hypnotikum Chloralhydrat, orale Antidiabetika aus der Gruppe der Sulfonylharnstoffe
(Koppaka et al., 2012) sowie der in der japanischen Kudzu Pflanze (Pueraria Sp.
.~Japanese arrowroot“) enthaltene Stoff Daidzin (Keung and Vallee, 1993).

2009 konnte nachgewiesen werden, dass auch die Durian-Frucht (Durio zibethinus;
vulgo ,Stinkfrucht®), die in Sudostasien gerne verzehrt wird, die ALDH hemmt

(Maninang et al., 2009).



ALDH-hemmende Substanzen sind nicht nur wissenschaftlich, sondern auch

therapeutisch interessant:

1.4. Hemmung der ALDH in der Tumortherapie

Eine weitere Anwendung der ALDH-Hemmung findet sich in der Tumortherapie:
ALDH-Isoenzyme sind mutmalllich an der Entstehung von Malignomen beteiligt
(Marchitti et al.,, 2008) (Jelski and Szmitkowski, 2008). Verschiedene bésartige
Tumore haben eine gesteigerte Genexpression und Aktivitat von ALDHs (Ma et al.,
2008) (Yao et al., 2014) oder weisen einen funktionalen Polymorphismus der ALDH
auf (Moreb et al., 2008). Diese Veranderungen sind mit einer Resistenz gegenuber
Bestrahlung und Chemotherapeutika assoziiert. Durch eine Hemmung der ALDH
konnte in menschlichen Mammakarzinomzellen eine Resensibilisierung der
Tumorzellen fur Chemotherapeutika und Bestrahlung erreicht werden (Croker and
Allan, 2011). Fur den ALDH-Inhibitor Disulfiram (Handelsname Antabus ®), der wie
oben erwéhnt seit Jahrzehnten in der Alkoholaversionstherapie eingesetzt wird, ist
schon seit den 1970er Jahren eine antitumortse Eigenschaft bekannt. Seine
Metaboliten wirken als potente Proteasom-Inhibitoren, die bei Tumorzellen die
Chemotherapeutikaresistenz, Angiogenese und Invasivitat herabsetzen. Im Rahmen
einer Medikamentenrepositionierung wird das fir eine andere Indikation bereits
zugelassene Disulfiram heute in humanklinischen Studien als Therapeutikum gegen
u.a. Prostata- und Lungenkarzinome sowie Lebermetastasen verschiedener
Primartumore eingesetzt (Cvek, 2011).

Obwohl schon eine Reihe an Hemmstoffen der ALDH bekannt sind, lasst dies

vermuten, dass die Entdeckung weiterer Hemmsubstanzen mit unterschiedlicher



Spezifitat fur Untergruppen der ALDHs auch in Zukunft durchaus von klinischem

Nutzen sein konnte.

1.5. Hemmung der ALDH durch verschiedene Pilze

Das prominenteste Beispiel fur eine naturlich vorkommende Substanz mit starker
ALDH-Hemmung ist Coprin. Reversible, lastige Effekte des kombinierten Verzehrs
von Standerpilzen mit Alkohol sind spatestens seit 1906 fir den Faltentintling
(Coprinus atramentarius) und den Glimmertintling (Coprinus micaceus) beschrieben
(Matthies and Laatsch, 1992) (Michelot, 1992). Es dauerte aber noch bis 1975 bis
Coprin als Hemmsubstanz aus dem Faltentintling isoliert und beschrieben werden
konnte (Vanhaelen et al., 1976) (Abb. 5). Der Faltentinting gilt als
wohlschmeckender Speisepilz, sofern kein Alkohol zu den Mabhlzeiten getrunken
wird. In Kombination mit alkoholischen Getranken fuhrt er zu den als Coprinus-
Syndrom zusammengefassten Symptomen Flush, Tachykardie, Hypotonie sowie
Ubelkeit und Erbrechen, die teilweise als sehr bedrohlich empfunden werden. Coprin
wirkt hierbei als pro-drug, der als Hemmsubstanz wirksame Metabolit ist

Aminocylopropanol (Matthies and Laatsch, 1992).
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Abb. 5: Saure Hydrolyse von Coprin (Summenformel CgH14N,Oy)



Weitere Tintlinge in denen Coprin nachgewiesen wurde sind z.B. der Spechttintling
(Coprinus picaceus) oder der Glimmertintling (Coprinus micaceus) (Michelot, 1992).
Der als Speisepilz bekannte Schopftintling (C. comatus) enthalt hingegen keine

Acetaldehyd hemmende Substanz und kann mit Alkohol verzehrt werden.

Weitere Pilze von denen ein Antabus-Syndrom berichtet wurde sind die Runzel-
Verpel (Verpa bohemica), der Sparrige Schiuppling (Pholiota squarrosa) oder der
Gelbgrine Ritterling (Tricholoma flavovirens) (Michelot, 1992).

Diese Pilze sind aber, auf3er evtl. Tricholoma flavovirens, der auch aus anderen
Grunden mit Vorsicht zu konsumieren ist, keine Speisepilze. Hingegen wurden aus
der Gattung Boletus (Rohrlinge), zu der auch viele populéare Speisepilze wie der
Steinpilz (Boletus edulis) zéhlen, mehrere Pilze in Zusammenhang mit einem
Antabus Syndrom nach Alkoholkonsum gebracht, darunter der Ochsenrdhrling

(Boletus torosus) und der Netzstielige Hexenrdhrling (Boletus luridus).

1994 wurde der Nachweis von Coprin in B. torosus publiziert (Kiwitt and Laatsch,
1994) Dieser kann aber angezweifelt werden. B. torosus gilt in Frankreich als guter
Speisepilz, dort wurden keine Falle von Alkoholunvertraglichkeit in Zusammenhang
mit diesem Pilz beobachtet. Zudem wurde hier (Kiwitt and Laatsch, 1994) lediglich
ein Extrakt von B. torosus Uber eine mit einer zur Aminoséurenanalytik verwendeten
Saulenchromatographiemethode aufgetrennt. Hierbei fand sich eine Bande mit
gleicher Retentionszeit wie Coprin. Es wurde weder die angereicherte Substanz
aufgearbeitet und mit spektroskopischen Methoden wie Kernspinresonanz-
Spektroskopie und Massenspektrometrie identifiziert, noch der Aktivitatsnachweis in

einem Assay zur ALDH Hemmung gefuhrt.



Ahnlich unsicher ist die Datenlage bei dem in der Minchner Gegend haufig
vorkommenden Netzstieligen Hexenrdhrling (Boletus luridus). Er wird von der
Deutschen Gesellschaft fur Mykologie als ,Pilz mit uneinheitlich beurteiltem
Speisewert® mit der Bemerkung “selten individuelle Unvertraglichkeit mit Alkohol*
gefuhrt (www.dgfm-ev.de). Auch in renommierten Pilzfihrern wird B. luridus fraglich
mit dem Coprinus-Syndrom in Zusammenhang gebracht (Flammer and Horak, 2003)
(Bresinsky and Besl, 1985). Eine sorgfaltige Recherche ergibt, dass der Giftverdacht
auf wenigen Fallbeispielen beruht. Die am haufigsten genannte Kasuistik ist ein Fall
aus dem Jahr 1981. Hier wird das Auftreten einer Alkoholunvertraglichkeit als
Reaktion bei einem Ereignis, bei dem drei Betroffene ein Mischpilzgericht aus B.
luridus, Tricholoma terreum (Verwandter des oben erwahnten Tricholoma
flavovirens) und Lycoperdon umbrinum verzehrt hatten, beschrieben. Die zwei
Manner und eine Frau, alle Mitte vierzig, tranken zu der Mahlzeit Rotwein. Nach
wenigen Minuten trat bei allen drei Personen allgemeines Unwohlsein, Ubelkeit,
Erbrechen, Herzklopfen, Warmegefuhl im ganzen Kérper, Schwitzen und Schwindel
auf. Einer der Patienten fuhrte sich zur Starkung noch einen Cognac zu, hierunter
verstarkten sich die Symptome. Bei Krankenhausaufnahme ca. eine Stunde spater
klagten die Patienten noch (ber Ubelkeit und Brechreiz. Bei zwei Patienten wurde
ein hypotoner Blutdruck von 90/70 mmHg erhoben. Eine Rickfrage bei der
Schweizerischen Vereinigung Amtlicher Pilzkontrollorgane (VAPKO) bzw. dem
Giftnotruf Zurich (Tox Info Suisse) ergab, dass man dort eher von einer
Unvertraglichkeit mit Boletus luridus ausgeht (personliche Mitteilung von Frau Dr. K.
Schenk-Jager, Toxinfo Suisse). Unter Uberwachung und symptomatischer Therapie
waren die Symptome aller drei Patienten innerhalb der folgenden Stunden komplett
racklaufig, sie wurden nach 12 Stunden nach Hause entlassen (Budmiger and

Kocher, 1982). Da ein Mischpilzgericht verzehrt wurde, ist nicht sicher ob hierbei



Uberhaupt der Netzstielige Hexenréhring der verantwortliche Pilz war. In
Pilzsammlerkreisen wird die potentielle Giftigkeit kontrovers und oft emotional
diskutiert. Mitarbeiter der Toxikologischen Abteilung haben auch bei eigenem,

wiederholtem Konsum von B. luridus nie eine Alkoholunvertraglichkeit bemerkt.

In Japan wird der Keulenful3trichterling (Clitocybe clavipes) als Speisepilz
konsumiert. C. clavipes wachst auch in Deutschland, wird aber hier nicht als
Speisepilz gesammelt. In Japan wurde Uber Alkoholunvertraglichkeit nach Konsum
von C. clavipes berichtet. Daraufhin wurden aus dem Pilz ALDH-hemmende,
ungesattige C18-Fettsduren mit Ketogruppen an C8 bzw. C9 isoliert und als ALDH-
hemmende Verbindungen beschrieben (Abb.6) (Kawagishi et al., 2002). Diese
Verbindungen haben keinerlei strukturelle Ahnlichkeit mit Coprin, Disulfiram oder

anderen als ALDH-Hemmern bekannte Substanzen.

\/\/\/‘\/\_)J\/\/\/\COOH

\/\/\/\/\\)\/\/\/\Coocsz
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Abb 6: Aus (Kawagishi et al., 2002): Die aus C. clavipes isolierten, ungeséttigten C-18 Fettsauren

kénnen ALDH Inhibieren.
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1.6. Fallberichte tber Vergiftungen mit Echinoderma asperum

2008 wurde in der Toxikologischen Abteilung des Klinikums Rechts der Isar
Minchen erstmalig ein Fall von Antabus—Syndrom bei zwei Betroffenen nach
Verzehr des Schirmlings Lepiota aspera (spater Echinoderma asperum genannt)
beobachtet. Die Pilzgattung Lepiota wurde bisher nicht in Zusammenhang mit
Alkoholunvertraglichkeit gebracht, allerdings gibt es darunter auch einige stark
giftige, amatoxinhaltige Vertreter. Lepiota aspera gilt nicht als Speisepilz, die

Ingestion beruhte auf einer Verwechslung.

Im Oktober 2008 hatte ein Ehepaar selbst gesammelte Pilze, vermeintlich
Riesenchampignons (Agaricus augustus), zubereitet und gemeinsam gegessen.
Initial traten keine Beschwerden auf, als die Ehepartner ca. 4 Stunden spéater jedoch
beide ein Bier zu sich nahmen reagierten beide mit den Symptomen Flush, Atemnot,
Kopfschmerzen, Tachykardie und Hypertonie. Der Rettungsdienst brachte die
Patienten in die medizinische Nothilfe des Klinikums Rechts der Isar. Dort wurde bei
Verdacht auf ein akutes Koronarsyndrom primar eine stationar kardiologische
Abklarung veranlasst. Ein Myokardinfarkt konnte ausgeschlossen werden. Die
Ehefrau verdachtigte die Pilze als Ausloser der Symptomatik, sodass Kontakt mit
unserer toxikologischen Abteilung aufgenommen wurde. Erfreulicherweise waren
Pilzreste der Aufsammlung noch vorhanden. Hier konnte dann statt der initial
vermuteten Coprinus Spezies Echinoderma asperum identifiziert werden. Im
weiteren Verlauf konnten Uber den Giftnotruf Minchen in Deutschland zwischen
2008 und 2013 noch weitere Falle des Acetaldehyd-Syndroms dokumentiert werden,

bei denen Pilzsachversandige E. asperum als zuvor verzehrte Pilze identifizieren
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konnten (Tab. 1). In zwei dieser Falle l6ste eine erneute Alkoholingestion noch bis zu
zwei Tage nach dem Pilzkonsum die Symptomatik erneut aus.

Drei dieser Ereignisse wurden als Fallserie veroffentlicht (Haberl et al., 2011).

Diese Fallserie war Anlass, im Rahmen dieser Dissertation experimentell zu

untersuchen, ob E. asperum tatsachlich die Acetaldehyddehydrogenase hemmt.
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Monat/

Jahr

Bundesland

Ge-
schlecht

Alter in
Jahren

Vorerkrankung/
Medikation

Pilz Identi-
fikation durch
Pilzsachver-
standigen

Anzahl Pilze /
Verwechselt mit

Zubereitung

Alkoholmenge

Latenzzeit
zwischen
Pilz und
Alkohol

Latenzzeit
zwischen
Alkohol und
Symptomen

Symptome

Therapie und
Verlauf

2009*

Berlin

Jalteres
Ehepaar*

n.B.

ja

Macrolepiota
procera (gemeiner
Riesenschirmling)

geschmort

Etwas Wein

3h

15-20 min

Flush Kopf und
Hals,
Angstgefihl,
Zittern

Spontan ricklaufige
Symptomatik Gber
mehrere Stunden.
Nach erneutem
Schluck Wein am
gleichen Abend
erneute
Symptomatik aber
schwécher als
zuvor. Am Folgetag
wurde Wein wieder
vertragen.

2009*

Berlin

Lalteres
Ehepaar’

n.B.

Macrolepiota
procera (gemeiner
Riesenschirmling)

geschmort

Etwas Wein

3h

15-20 min

Flush Kopf und
Hals,
Angstgefihl,
Zittern

Spontan riicklaufige
Symptomatik Gber
mehrere Stunden.
Nach erneutem
Schluck Wein am
gleichen Abend
erneute
Symptomatik aber
schwacher als
zuvor.

8/2010

Bayern

69

Koronare
Herzkrankheit,
zn.
Myokardinfarkt/
ASS, Enalapril,
Bisoprolol)

3-4

Macrolepiota
procera (gemeiner
Riesenschirmling)

20 min
gebraten

0,25-0,5 Liter
Bier

6h

15 min

Gesichtsrote,
Palpitationen,
Kurzatmigkeit,
Schwindel

Spontan komplett
rucklaufige
Symptomatik
innerhalb von 45
min. Nach erneutem
Alkoholgenuss von 1
Schluck Bier 24h
spater erneut
Gesichtsrétung und
Palpitationen.

8/2010

Bayern

62

keine

ja

34

Macrolepiota
procera (gemeiner
Riesenschirmling)

20 min
gebraten

0,25-0,5 Liter
Bier

6h

15 min

Gesichtsrote,
Palpitationen,
Kurzatmigkeit,
Schwindel

Spontan komplett
rucklaufige
Symptomatik nach
45 min.
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10/2010 | Bayern a7 keine ja 7 Gut gebraten | 0,5 L Bier 4h 5 min Gesichtsrote, Spontan komplett
Warmegefihl, rucklaufige
Amanita rubescens Tachykardi_e _Sym ptomatik
(Perlpilz) (HF 110/min), innerhalb von 90
Kurzatmigkeit, min. Ein Schluck
Schwindel, Bier nach ca. 24 h
Schléafrigkeit und nach ca. 48 h
rief erneut
Gesichtsrote hervor.
10/2010 | Nieder- n.B. n.B. ja n.B. Paniert und 1 Schluck Wein | 10 h 10 min Gesichtsrote, Spontan komplett
sachsen gebraten Atemnot, rucklaufige
. Tachykardie Symptomatik
Erwachsen Macrolepiota _ y insll*ner%alb von 60
procera (gemeiner .
] N min.
Riesenschirmling)
10/2010 | Niedersachs