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Der Orangefuchsige Schleierling (Cortinarius orellanus (Fr.)
Fr.) geh�rt zu den gef�hrlichsten Giftpilzen,[1] und sein
Genuss f�hrt nach einer Latenzzeit von ein bis zwei
Wochen zum irreversiblen Verlust der Nierenfunktion.[2]

Die Giftigkeit des Pilzes wurde erst vor etwa 50 Jahren
bemerkt, nachdem eine Massenvergiftung in Polen zu zahl-
reichen Todesf�llen gef�hrt hatte.[3] Dem aus dem Pilz
isolierten Toxin Orellanin[4] wurde die Struktur des 2,2’-

Bipyridin-3,3’,4,4’-tetrol-1,1’-dioxids 1 zugeordnet,[5] die
durch mehrere Synthesen[6] und eine R�ntgenstrukturana-
lyse[7] best�tigt wurde.

Hier berichten wir �ber erste Untersuchungen zur Bio-
synthese des Orellanins und die Entdeckung, dass das Toxin
im Pilz haupts�chlich als das wasserl�sliche 4,4’-Diglucopy-
ranosid 5 vorliegt.

Die symmetrische Struktur von Orellanin (1) l�sst auf
seine Bildung aus 3-Hydroxy-1H-pyridin-4-on (3) durch
oxidative Kupplung und doppelte N-Oxidation des entste-
henden 2,2’-Dimers Orellin (2) schließen. Dies wird durch
den Nachweis von 3 im sauren methanolischen Rohextrakt
von C. orellanus gest�tzt, der außerdem noch 3,4-Dihydroxy-
pyridin-2-carbons�ure (4) als m�gliches Intermediat der
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Biosynthese enth�lt. Beide Verbindungen wurden durch GC/
MS-Vergleich mit synthetischen Proben identifiziert. 3 war
bereits als Abbauprodukt von Mimosin bekannt und kommt
in getrockneten Bl�ttern der Leguminose Leucaena leucoce-
phala vor.[8]

F�r die Biosynthese einfacher Pyridin-Derivate kommen
mehrere Wege in Betracht. Wie beim Mimosin[9] k�nnte der
Pyridinring aus Lysin entstehen. Alternativ k�nnte sich 3 aus
Ammoniak und 3-Hydroxy-4H-pyran-4-on bilden, das sich
wie Maltol[10] von Kohlenhydraten ableiten l�sst. Weiterhin
sind Anthranils�ure und Tryptophan als Vorstufen denkbar,
die von Tieren und Hefen �ber 3-Hydroxyanthranils�ure in
Nicotins�ure umgewandelt werden.[11] In Bakterien und
H�heren Pflanzen wird Nicotins�ure dagegen aus Aspara-
gins�ure und Dihydroxyacetonphosphat aufgebaut.[12]

Zur Kl�rung der Orellanin-Biosynthese wurden Verf�tte-
rungsexperimente mit Fruchtk�rpern am nat�rlichen Stand-
ort ausgef�hrt. Da C. orellanus in Deutschland sehr selten ist,
wurde an seiner Stelle der in Bayern h�ufigere Spitzbuckelige
Orangeschleierling (C. rubellus Cooke=C. speciosissimus
K�hn. Romagn.) verwendet, der die gleichen Inhaltsstoffe
enth�lt.[13] Nach Injektion einer w�sserigen L�sung der
markierten Vorstufe in 5–20 Fruchtk�rper von C. rubellus
wurden die Pilze 5–12 Tage im Wald belassen, daraufhin
eingesammelt und aufgearbeitet. Verf�tterungsexperimente
mit [U-13C]Glucose oder einer Mischung U-13C-markierter
Aminos�uren f�hrten gem�ß 13C-NMR-Analyse zu keiner
signifikanten 13C-Anreicherung, was gegen eine Beteiligung
von Lysin oder Glucose an der Orellanin-Biosynthese spricht.
Ebenso erfolglos verlief die Verf�tterung von [U-13C]Glyce-
rin.

Wird dagegen dem Pilz [15N]Anthranils�ure appliziert, so
deuten 15N-NMR-Messungen auf einen geringen Einbau in
Orellanin hin. Allerdings ist das Ergebnis wegen der sehr
geringen Einbaurate von etwa 0.1–0.2% nicht eindeutig.
Daher wurde der Einbau mit der hochempfindlichen und
pr�zisen 15N/14N-Isotopenverh�ltnis-Massenspektrometrie
(IRMS) �berpr�ft,[14] die erst in den letzten Jahren ausgehend
von der bereits l�nger verwendeten 13C/12C-IRMS entwickelt
wurde.[15] Die nach Verf�tterung von [15N]Anthranils�ure
erhaltenen 15N-Anreicherungen sind in Tabelle 1 aufgef�hrt.
Die gemessene 15N-Anreicherung von etwa 30% beweist
zweifelsfrei den Einbau von Anthranils�ure. Die Nachweis-

grenze liegt mit dieser Methode bei einer Anreicherung von
unter 0.1%.

Bei Verimpfung von [ring-15N]Tryptophan betrug die 15N-
Anreicherung etwa 7%. Dies spricht f�r eine direkte
Umwandlung der Anthranils�ure in 3-Hydroxyanthranil-
s�ure, w�hrend der von Tryptophan ausgehende Kynurenin-
Weg offenbar f�r die Biosynthese des Orellanins von unter-
geordneter Bedeutung ist.

Um auszuschließen, dass die 15N-Anreicherung von einem
Abbau der 15N-Anthranils�ure und einer unspezifischen
Verteilung von 15N im Pilz herr�hrt, wurde auch 15NH4

15NO3

in hoher Dosis (50 mg pro Fruchtk�rper) an C. rubellus
verf�ttert. Die 15N-Anreicherung betrug lediglich um 13%.

Bei der Aufarbeitung von C. rubellus oder C. orellanus
war die Ausbeute an Orellanin stets wesentlich h�her, wenn
dem methanolischen Rohextrakt vorher einige Tropfen 2n
HCl zugesetzt wurden. Eine Untersuchung dieses Befundes
ergab, dass der neutrale Rohextrakt zus�tzlich zwei sehr
polare Verbindungen enth�lt, die beimAns�uern in Orellanin
�bergehen. Die LC/MS-Spektren sprechen daf�r, dass es sich
um Di- und Monoglycoside des Orellanins handelt. Die
Hauptkomponente ließ sich durch sorgf�ltige HPLC an einer
Aminophase von Begleitzuckern abtrennen und mit ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie als Orellanin-4,4’-di-
b-d-glucopyranosid (5) identifizieren.[16] Bei Verf�tterungs-
experimenten mit [U-13C]Glucose werden bis zu 10% der
Vorstufe in den Zuckeranteil von 5 eingebaut. Der Einbau
gibt sich dabei durch die Erh�hung der Molek�lmasse um 6
bzw. 12 Einheiten im LC/MS sowie durch das Fragmentie-
rungsmuster im LC/MSMS (Verlust von m/z 168 (13C6H4O5))
zu erkennen. Die Position der Glucosereste wird durch die in
Abbildung 1 angegebenen HMBC-Korrelationen bewiesen.
Das Vorliegen von Orellanin als wasserl�sliches Diglucosid
erkl�rt die widerspr�chlichen Literaturbefunde zur L�slich-
keit des Orellanus-Toxins.[17]

F�r die Biosynthese des Orellanins schlagen wir aufgrund
der genannten Befunde den in Schema 1 dargestellten Reak-
tionsweg vor, wobei die Abfolge einiger Schritte willk�rlich
ist. Danach geht die Biosynthese von Anthranils�ure (6) aus,
die �ber 3-Hydroxyanthranils�ure (7) in 3,6-Dihydroxyan-
thranils�ure (8) �berf�hrt wird. 8 wurde von uns k�rzlich als
Baustein des Pilzfarbstoffs Blennion erkannt.[18] Nach oxida-
tiver Ringspaltung und erneutem Ringschluss k�nnte aus 8
4-Hydroxypyridin-2,3-dicarbons�ure (9) entstehen, die

Tabelle 1: Einbauexperimente mit 15N-markierten Verbindungen an
C. rubellus.

Verimpfungsstoff 15N/14N-Verh#lt-
nis [%][a]

15N-Anreiche-
rung [%][a]

Einbaurate
[%]

Wasser (Blind-
probe)

0.36705 0.20 0.00075

[15N]Anthranils#ure
(Probe 1)

0.46010 25.62 0.0938

[15N]Anthranils#ure
(Probe 2)

0.48497 32.40 0.1187

[ring-15N]-d,l-Trp 0.39323 7.35 0.0269
15NH4

15NO3 0.41544 13.42 0.0491

[a] Die 15N-Anreicherungen im isolierten Orellanin aus C. rubellus
beziehen sich auf das nat.rliche 15N/14N-Verh#ltnis des Luftstickstoffs
von 0.36630% (internationaler Standardwert).

Abbildung 1. Orellanin-4,4’-diglucopyranosid 5 mit ausgew#hlten
HMBC-Korrelationen.
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anschließend durch oxidative Decarboxylierung in 3,4-Dihy-
droxypyridin-2-carbons�ure (4), der Vorstufe von 3, umge-
wandelt wird. Sp�testens jetzt sollte die Glucosylierung in
Position 4 stattfinden, die die regioselektive Kupplung von 10
zu Orellin-4,4’-di-b-d-glucopyranosid (11) durch Bildung
eines Phenoxyradikals in 2-Stellung gew�hrleistet.[19] Zwei-
fache N-Oxidation k�nnte schließlich zum Orellanin-4,4’-di-
b-d-glucopyranosid (5) f�hren. Orellanin selbst wird durch
Hydrolyse von 5 �ber das Monoglucosid gebildet.

Im Einklang mit der vorgeschlagenen Biosynthese ist das
Ergebnis einer 18O/16O-IRMS-Messung.[20] Dabei zeigte sich,
dass alle Sauerstoffatome des Orellanins aus Luftsauerstoff
stammen, da f�r D18O ein Wert von 11% gemessen wurde.
F�r Sauerstoff aus Wasser w�rde dieser Wert bei 30%
liegen,[21] womit Vorstufen aus dem Kohlenhydratstoffwech-
sel ausgeschlossen sind.

Orellanin ist ein weiteres Beispiel f�r die Rolle der
Anthranils�ure bei der Bildung von Pilzmetaboliten. Von ihr
leiten sich außerdem 2-Aminobenzaldehyd, der Geruchsstoff
des S�ßriechenden F�lblings (Hebeloma sacchariolens),[22]

das Chromoalkaloid Necatoron[23] aus dem Tannenreizker
(Lactarius necator) und die Aminobenzochinon-Farbstoffe
Blennion[18] und Lilacinon[24] aus Lactarius-Arten ab.

Experimentelles
Die Verf�tterungsexperimente mit C. rubellus wurden in einem
feuchten Fichtenforst in der N�he von Penzberg oder Leutstetten/
Oberbayern von Juli bis September in den Jahren 1998 bis 2001
ausgef�hrt. ImAllgemeinen wurden f�r jedes einzelne Experiment 5–
20 Fruchtk�rper verwendet. In jeden Pilz wurden mit einer Spritze je
20 mg der potenziellen Vorstufe, gel�st in ca. 50 mLWasser, injiziert.
Die so behandelten Pilze wurden nach 5–12 Tagen eingesammelt und
eingefroren.

Isolierung von 1: In einem Becherglas wurden 10 g gefrorene
Fruchtk�rper mit MeOH (3J 100 mL) je 30 min bei 25 8C extrahiert.
Die Extrakte wurden filtriert, vereinigt und mit 10 mL 2n HCl
versetzt. Nach Eindampfen bei 60 8C im Vakuum wurde der R�ck-
stand in 1 mLMeOH gel�st, �ber eine RP-18-Kartusche vorgereinigt
und 1 durch pr�parative HPLC isoliert. tR= 23.5 min (S�ule: Nucleo-
sil 100 C-18, 7 mm, 20J 250 mm (Knauer); Gradient: 100% H2O
linear in 40 min auf 100%MeOH; Flussgeschwindigkeit: 6 mLmin�1;

Detektion: UV bei l= 280 nm). Aus-
beute: 12 mg (0.12% bezogen auf das
Frischgewicht). 15N-NMR (61 MHz,
[D6]DMSO, Bezugspunkt: DMF d=
77.7): d= 207.8 ppm. LC/ESI-MS: tR=
16.4 min (S�ule: Nucleosil 100 C-18,
5 mm, 250J 2 mm (Macherey-Nagel); Gra-
dient: 5 min mit 100% H2O, dann linear
von 100% H2O in 30 min auf 100%
MeCN, Flussgeschwindigkeit:
0.25 mLmin�1; Detektion: UV bei l=

300 nm); m/z : 253 [MþH]+.
Isolierung von 5 : Die Herstellung des

Rohextraktes erfolgte wie bei der Isolie-
rung von 1 beschrieben, nur wurde auf den
S�urezusatz verzichtet und von 50 g ein-
gefrorenen Pilzen ausgegangen. Aus
diesem Extrakt wurde 5 durch HPLC
isoliert. tR= 7–12 min (S�ule: Nucleo-
sil 100 NH2, 5 mm, 25 cmJ4.6 mm (Mache-
rey-Nagel); Laufmittel: MeCN/H2O (1:1),
isokratisch; Flussgeschwindigkeit:

2 mLmin�1; Detektion: UV bei l= 330 nm). Ausbeute: 12 mg
(0.024% bezogen auf das Frischgewicht),[16] farbloser Feststoff. UV/
Vis (H2O): lmax (lge)= 237 (3.68), 262 (sh, 3.14), 318 nm (3.15); CD
(H2O): lmax (De)= 220 (�1.5), 237 (�16.5), 257 (sh, �5.1), 284 (0.1),
314 (�5.6), 344 (0.9), 360 (�0.1), 373 (0.7); 1H-NMR (600 MHz,
D2O): d= 3.43 (dd, 3J= 9.0, 8.4 Hz, 2H, 4’’/4’’’-H), 3.53 (dd, 3J= 9.4,
9.0 Hz, 2H, 3’’/3’’’-H), 3.58 (dd, 3J= 9.4, 7.5 Hz, 2H, 2’’/2’’’-H), 3.63
(dd, 3J= 8.4, 5.5 Hz, 2H, 5’’/5’’’-H), 3.68 (dd, 2J= 12.6, 3J= 5.5 Hz, 2H,
6’’/6’’’-H), 3.84 (dd, 2J= 12.6, 3J= 1.8 Hz, 2H, 6’’/6’’’-H), 5.07 (dd, 3J=
7.5, 4J= 1.6 Hz, 2H, 1’’/1’’’-H), 7.01 (d, 3J= 6.8 Hz, 2H, 5/5’-H),
7.53 ppm (d, 3J= 6.8 Hz, 2H, 6/6’-H); 13C-NMR (151 MHz, D2O): d=
61.1 (C-6’’/6’’’), 69.9 (C-4’’/4’’’), 73.2 (C-2’’/2’’’), 75.7 (C-3’’/3’’’), 76.9 (C-
5’’/5’’’), 100.9 (C-1’’/1’’’), 111.0 (C-5/5’), 126.3 (C-6/6’), 132.7 (C-2/2’),
151.5 (C-4/4’), 154.5 ppm (C-3/3’). LC/ESI-MS: tR= 13.1 min (Pro-
gramm und S�ule wie bei der Isolierung von 1)m/z : 577 [MþH]+. LC/
ESI-MS/MS (Mutterion: m/z 577, 25 eV) m/z (%): 577 (24) [MþH]+,
415 (65) [MþH�C6H10O5]+, 253 (100) [MþH�(2 JC6H10O5)]+.

Nachweis der Verbindungen 3 und 4 durch GC/MS: 2 g eines
eingefrorenen Fruchtk�rperst�ckes von C. rubellus oder C. orellanus
wurden mit MeOH (2J 20 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte
wurden filtriert und das Filtrat nach Zugabe von 2 mL 2n HCl bei
50 8C imVakuum eingedampft. Der R�ckstand wurde in 2 mLMeOH
aufgenommen und durch pr�parative HPLC an RP-18 von Zuckern
befreit. Das Eluat wurde vollst�ndig eingeengt und der R�ckstand
mit 100 mL N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) 2 h
bei 40 8C pertrimethylsilyliert. Der GC/MS-Vergleich erfolgte durch
Coinjektion mit den entsprechenden synthetischen Derivaten, die in
Anlehnung an Lit. [6e] hergestellt wurden.

3,4-Bis(trimethylsilyloxy)pyridin: GC/MS (S�ule: DB5ms, 30 mJ
0.25 mm, 0.25 mm, Programm: 2 min isotherm bei 50 8C dann mit
10 8Cmin�1 linear auf 300 8C): Ri= 1430; EI-MS: m/z (%): 255 (76),
240 (100), 182 (1), 168 (17), 147 (21), 152 (7), 75 (23), 73 (77), 45 (8).

3,4-Bis(trimethylsilyloxy)pyridin-2-carbons�uretrimethylsilyles-
ter: GC/MS (gleiche Messbedingungen wie oben): Ri= 1820; EI-MS:
m/z (%): 371 (4), 356 (100), 298 (9), 254 (4), 194 (3), 147 (2), 73 (15).
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