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Nachweis von h#molytisch w1rkenden Stoffen in Pilzen.
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Es ist bekannt, dass in einigen Pilzen sftark himolytisch
wirkende Substanzen vorkommen z.B. im Knollenbl&itterpilz. Die

H&molysewirkung wurde schon wiederholt zur Unterscheidung ein

zelner Pilze herangezogen,wobei man vor allem hoffte eine ein-
fache Unterscheidungsmdglichkeit zwischen giftigen und ess-
baren Pilzen zu finden .

Die Hémolyseversuche wurden bisher in der Regel so durch
gefﬁhrt;dass man wisserige kochsalzhaltige Ausziige aus den
betreffonden Pilzen herstellte und unter Zusatz von Blut adf
Hgmolyse priifte . D#e dunkle Farbe der Ausziige und die mit
dem Blut hiufig auftretenden Fédllungen wirkten dabei sehr
storend. Zu praktisch brauchbaren Ergebnissen haben diese
Versuche bisher noch nicht gefiihrt.

Esschien daher nicht auss@ihtslos mit Hilfe der Blut-
gelatine,bei der diese Schwierigkeiten wegfallen besser zum
Ziel zu kommen. Diese Mgthode ist zweifellos empfindlicher
und hat auch den Vorteil, dass nur kleine Mengen Untersu -
chungsmaterial notwendig sind.

Zu den nachstehenden Versuchen wurden hauptsichliche
getrocknete Schwimme verwendet. Eine Ausnalme war Hypholo -

ma fasciculare von dem auch frische Exemplare vorlagen
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Es zoigte sich dabek, dass die getrockneten Exemplare
des Pilzes schwicher himolytisch wirkten , als diaaﬁ}ischsn.
ius einer Arbeit von Friedberger und Brossa geht hervor,
dass die Pilzhimolysine sich gegen verschiedme Blutsorten
auch verschieden verhalten. Bei meinen Versuchen habe ich
augschliesilich defibriniertes Rinderblut verwendet.

Un gleichzeitig eine Lokalisierung der Pilzhimolysine
durchfilhren zu kénnen wurden sus verschiedenen Teilen der
Pilze Shhnitte hergestellt und diese in ungefihr Sfiger
Blutgelatine eingellegt. Die verwendete Gelatine war 8fig
und hatte eine Wasserstoffionenkonzehtration won py = 7.4
Die Prapﬁrate wurden gleichzeitig mit einer Schale voll
Wasser auf Kihlplatten gebracht und mit einer BGlasglockéd
tiberdieckt , Mm. sie in Wasserdampf gesmifitigter Atmosphiire
zu halten, denn erst nach vielen Stunden konnte der Auftritt
der himolytischen Hofe beobachtet werden.Es ergaben sich
dabei folgende Resultate.
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Clavaria aures Golggelber Korzdlenpilz
Clavaria flava Gelblicher Korallenpilz
Clavaria botrytis rotlicher Korallenpils
Sparassis crispa Krause Glucke
Calocers viscosa Klebriger Hornling
Polyperus ovinus Schafeuter

Polyperus confluens Semmelpilz
Pholista mutabilis Stockschwimmchen
Armillaria mellea Hallimasch

Lepiota procera Parasolschwamm
Lactaria deliciosa Echter Reizfer
Lactéria vellerea wolliger Milchling
Amapnita muscaria Fliegenpilz
Hypholoma fasciculare ggﬁgg%%i gﬁf
Boletus bovimus Kuhpilz

Russula alutacea Iedertéubling
Paxilus atrotomentosus %iﬁg;{ggz
Bolotus edulis Steinpilz

Boletus luteus Butterpils

Boletus scaber Birkenpilz

Pgalliota arvensis Schafchampignon
Psalliota campestris Wiesenchampignon

Boletus rufus Rothiuffchen
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Tricholoma terreus ZErdritterling

: . rotlicher
Tricholoma rutilans Ri?terp@lg
Tricholoms personatug. 1ilestidiger

Ritterpilz
Russula emetica Speiteufel

Hydnum imbricatum Hsbichtspilz
Scleroderma vulgare Kartoffelbavist
Bussula foetens Stinktsubling
Amanitopsis vaginata ScheiMenpilz
Gomphiﬂius glutinosus Kuhmaul
Boletus supipmentosus Ziegenlippe
Lactarius wolemus Bri#tling
Cantharellus cibarius ﬁfiffarling
Polyperus perennis Dauer-Porling
Riesenrdtling

Weisser Baumschwamnm

Grauer Baumsc hyamn

an%%rwulstling

Rhodosporus Prunulus igéggﬂgn-

Paxilluns involutus thle?
Erampling

Isuchochwindling

Hy#imm reparedum  Rehpilz
Speisetaubling

Inoloma traganus Lila Dickfiss
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Lycoperdon gemmatum -gggigging

Hygrophorus ceracens gggffggébar chii|s o8
Iactaria torminosa Giftreizger

Maronenrthrling ®
Gebrechlicher T8ubling it

Aus der Tabelle ergibt sich , dass bei viel mehr .

Pilzen Hiémolyse eintrat als man erwartet hatte; In den
‘meisten Fillen tritt sie aber erst nach 12 - 24 Stunden
suf und zwer ist in der Zeitdauer kein Unterschied zwi
schsn‘?iftigen und essharen Pilzen mu bemerken. Die
_ kiirzeste von mir becobachtete Zeit bis zuw Himolyseauf -
tritt hatte sogar ein essbarer Schwamm und zwar Pholiota
mutabilis mit einer Stunde ,

Auch in der Griosse der Hofe die nach Ablauf
einer bestiumten Zeit festgestellt wurde ist koin Unter-
schied zu sehen. Bei jubgen Schwimmen trat die Himolyse
frither auf als bei alten ,doch wurde der Umfang des Hofes
bei den alten Schwimmen bedeutend grosser die Methode
der Blutgelatine ermdglichte eine Lokalisierung der
Pilzhéimolysine. Die Himolyse &ritt niimlich bei den meisten

Pilzen merst und em deutlichsten in den Sporentrégern
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( Lamellen,RShrchen,Stacheln) aﬁf. Dies liess sich aubh
bei Amanita muscaria beobachten, der in keinem Teil mit
Ausmehme der Lemellen ( und da such nur schwach ) Himolyse
zeigte, Speziell wurde von diesem Pilz die Oberhaut un-
tersucht , doch auch sis wirkte nicht himolytisch. Aus den
vorliegenden Versuchen eorgibt sich ,dass die Giftigkeit der
Schwimme und die Pilzh&molysmine in keinem nachweisbaren
Zusamienhang stehen. Bei der Untersuchung zeigten einige
Schwimme eigentimliche in der Blutgelatine noch nicht beob-
achtéte Ribgbildungen , die manchmal gleichzeitig mit den
Himolysehtfen ,manclhmal fiir sich allein auftraten .

Der Schwammschnitt ist von einer verdichiteten
Schichte umgeben in welcher die Blutkdrperchen intensiver
geférbt sind, und dichter beieinander liegen, ( ohne aber
die fiir die Agglutination charakteristische Zusammenballung
zu zeigen ). Oie liegen auch in einer anderen Hohe als dis
unverénderten Blutkdrperchen ausserhalb der Verdichtungs -
zone. An der Berfihrungszone entsteht ( vielleicht durch den
Hhemunterschied ) ein halb durchsichtiger Ring , in dem
sich vereinzelte Blutkirperchen befinden .

In der Verdicht ungszone befinden sich bei
einigen Pilzen aussabdém noch ringformig ( konzentrisch)

. gelagerte sekundire Verdichtungen , doch sind die Blut-
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korperchen dieser Zone =lle in gleicher Hohe.
Un die Entstehung dieser Ringbildungen erklkéren

zu kOnnen, wurdem folgende Versuche gemacht:
I.) 1. Doppelts Gelatinschichte
Blutgelatine wurde auf 2 Objekttriger gleichmissig sufpe-
strichen und auf der Kithlplatte halb erstarren gelassen.
Dann wurde ein Schwemmschnitt auf den einen Objektirdger
gelegt und mit dom anderen iiberdeckt. Nach 48 Stunden trdl
Ausbildung der Verdichtungszons ein.

2. Einfache Gelatinschichte.
Blutgelatine wurde zuf einem Objekttrigergleichmissig ver-
teilt und auf der Kiihlplatte halb erstarren gelassen. Dann
warde ein Schwommschnitt darauf gelegt und mit einem Deckglas
berdeckt. Die Ausbildung der Verdichtungszone erfolgte
nach ungefdhr 48 Stunden .
II.) Schwammauziige . ‘
a) 0.5g goldgelber Korallempilz wurde mit 5 cem physiolo .
gischer Kochsalzlésung ungeféhr 12 Stunden unter &fterenm
Schiittelmextrahisrt. Dann wurde das Filtrat nit der glei -
chen Menge oiner Blutaufschwemmung versdszt ; Die Farhe
schlégt schnell inxﬁ}aun um .
b) 0.5g Erdritterling wurden mit 5 ccm physiologischer
Kochselzlbsung ungefdhr 12 Stunden unter &fterem Schiitteln



extrahiert . Das Filtratv wurde mit der gleichen Menge
Blutaufschwemmung versetzt . Die Farbe schligt in braun
um und nach ungefihr 3 Stunden +tritt Himolyse: ein .
III.) Schwemmschnitte wurden in eine Blutldsung ( ohne
Gelatinezusatz ) eingelegt. Nach kurzer Zeit wZhrend der
das Prédparat unter dem liikroskop nicht verschoben werden

dari , zeigt sich folgendes Bild:

Erdritterling.
o a Schnitt, b Himolytischer Hof ,
¢ unveridnderte Blutschichte, d verdichtete

Zone ,@ unveridnderte Blutschichte .

SN Lilastidiger Rittorpilz.
\'?@4?4 < a Schnitt, b hémolytischer Hof, ¢ verdichtete
/ Zom(Blut]’sﬁrperchen gind stérker geférbt, sie
e S liegen alle in einer Hohe,sind aber zwel mal

ringférmig in verschiedensr Dichte sngeordmet.)
d halbdurchsichtige Zone ( durch des Zusammen-

treffen von ¢ und e.) e Blutkbrperchen 1liegen in einer
anderen Hohe als bei ¢ , sie sind aber sonst normal.
IV.) Es wurden Schnitte durch Stoffe gemacht, bei denen
eine #hnliche Ringbildung z.B. durch Agglutinierend wir-
kende Substanzen erwartet wurde.

Semen Ricinus ——— zeigte nichts.

Gerbst offdrogen Badix Tormentilla zeigten nichts .
Cortex Quercus
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bestrahltes Cholesterin + Blutgelatine---nach 3 Stunden

| starke Himolyse.
bestrahltes Cholesterin + Reisstérkegelatine --——- nichts
V.) Die BlutkOrperchen in der Gelatine wurden durch

otédrke ersetzt.

i Reisstirkegelatine Verdichtungsring
Schwamnschnitt + -—-- wie in der Blut-
PH = 7.4 gelatine .

( Eine Btérkekdrnerfreie Zoms , Verdichtungszone , eine
Zone in der die Sgirkek®rner scheinbsr in einer anderen

Hohe liegen , dann normale Zono .« )

Schwanmschnitt + TKartoffelstérkegelatine ————- Vardinhtungariﬁ&
( Eine ganz schmale Zome ohne Stérkekormer , Verdichtungs -

zone, zweiter Stérkekdrnerfreier Ring , aussen normal. )

Um etwas iiber die Eigenschaften der ring -
bildenden Substanzen zu erfshren wurden nachstehende Ver-
suche unternommen .

VI. Dialysierversuche ; Schnitte durch Schwimme wurden
verschieden 1énge in Wasser , Alkohol und Aether gelegt,

getrocknet, damn in Blut-( oder Reisgelatine)eingelegte
um zu sehen ob sich die wirksamen Substanzen der Pilze

dadurch hersuslisen lassen .
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A Schnitte nach 3 Stunden Beobachtung

8 Std.susgelaugt  HgO Alkohol Aether
Blutgelatine Himolyse Himolyse Hémolyse
Reisstirkegela~ Stérkekdrner- Ring- Ring -

ine - freier Hof bildung bildung
26 Std.ausgelaugt H,0 Alkchol Aether
Plutgelatine - Himolyse Himolyse
Reisstérkege- - Ringbildung Ringbildung
latine

B Schnitte nach 24 Stunden beobachtet:

8 Std.ausgelaugt Héo Alkohol Aether
7)
Blutgelatine ® g
Baisstﬁrkega- ) @) (2)
latine - \_/
26 Std.ausgelaugt 320 Alkohol Aether
Blutgelatins £ ) @)
Reigstidrkege- @ )
latine 2
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Die Ringe treten in Reisstédrkegelatine frither auf
und werden grosser sls in Bluigelatine . Die Ringe der
Schwammschnitte , welche man inAether gelegt hatte, werden
bedsutend grosser als die von den Schwémmen ,welche man
in Wasser legte aber auch grdsser als von Schwimmen, die
in Alkohol lagen und von frischen Schwémmen.

VII. Die Ringe bildende Substanz wird durch Erhitzen

zerstort. Der bei 85° wihrend zwei Stunden getrocknmete

Schwamm ( Erdritterling) gibt mit Reisstirke- und Blut -
golatine - eine Ringbildung .

Der bei loo® wihrend 2 Stunden getrocknete Schwamm
gibt weder mit Blut noch mit Reisstérkegelatine irgend -
welche Reaktion.

VIII. Die Verdichtungsringe hatten eine gewisse Aehnlich -
keit mit den sogenamnten Liesegangschen Ringen. Um eine
Diffusion festzustellen wurden folgende Versuche unter -
nommen

1.) PFoste Blutgelatine wurde im Reagenzglas mit
logigem Schwammeuszug iberschichtet, doch zeigte sich iiber
Wacht Ikeine Tiefenwirkung.

2.) Feste Reisstirkegelatine wurde im Reagumzglas
mit einem lofigen Schwammauszug fiberschichtet . Es bil -
dete sich an der Gronzfliche eine durchsichtige Zome dach

erfolgte keine weitere Tiefemwirkung .
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Ein kleines Stiick eines Glycerin Suppositoriums wur-
dex anm Objekttriiger erhitzt ; bei 87° ist die Hasse ge -
schmolzen, dann wurde Reisstirke 'damit vermischt auf
759 gbgekiihlt, der Schwammselmitt eingelegt, doch zeigte
sich iiber Nacht keinerlei Reaktion .

Opodeldock wurde am Wasserbade erhitzt, mit Stérke
vermischt , dann ein Schwammschnitt eingelegt. Die
Masse vertrocknet aber sehr schnell, bevor noch der
Schwammsehmitt wirken kinnte.

Kieselséuregallerte: Dis ligsse wurde nach der Vor -
schrift von Dstwald hergestellt, doch nicht stehen ge-

lassen bis sie zur Gallerte erstarrt, sondern noch im
fliissigen Zustand mit Reisstiirke vermischt, auf den
Objektitréger gebracht und mit den Schnitten belegt.

Es zeigte sich auch iiber Nacht nichts.
Aga.r ( Die Masse ist gut) .

0.5g Agar wird in 50 cem physiologischer Kochsalz -
losung in der Hitze gelist, auskiihlen gelassen und
mit Blut versetzt . Die eingelegten Schwammschnitte
zeigten Himolpse , doch keine Ringbildung .

Schnitte von Erdritterling wurden zwei Stunden in Xylol
gekocht ; im Blutgelatines eingelet, zeigte sich nach
ungeféhr 24 Stunden Himolyse , doch keine Ringbildung.



- ) -

XIV. a) Es wurde Celstine mit Methylonmblau gefZbbt , und

XV,

b) Geletine mit saurer Fuchsinldsung geférbt.

Bei den beiden Priipsraten szeigte sich um den Schwamm-
schnitt berum eine Farbstofffreie Zono ,.in oiniger
Entfernung vom S:hnitt eine Ringzone, #ie malmoskopisch
wie eine Verdichtung aussisht, mikroskopisch aber
nicht erkennbar war.

Ein Schwamnschnitt wmrde auf den Objokttriger gelegt,
mit Gelatinme {berschichtet und auf die Kihlplatte ge-
bracht. Die @elatine wird fest, doch bildet sich iber

dem Schwamm ein Flissigkeitstropfen aus.

Zusannenfassung:

Dio Giftigkeit der Schwimme liésst sich auf Grund des
h#imolytischen Hofes nicht feststellen.

II. Die eigentiimliche Ringbildung wird durch Verfliissigung

der Gelatine hervorgerufen. Die verfliissigenden Stoffe
in den Schwimmen sind thermolsbil und werden durch
Brhitzen auf 100° unwirksam gomacht . Auch durch
Hochen mit Xylol werden sie zerstirt , wihrend dise
Pilzhimolysine dadurch nicht ihre Wirksankeif ver -

lieren .
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