
Carotinoide
DOI: 10.1002/ange.200803668

3,3’-Dihydroxyisorenieratin, ein nat�rliches Carotinoid mit �berlege-
nen antioxidativen und photoprotektiven Eigenschaften**
Hans-Dieter Martin,* Sebastian Kock, Roger Scherrers, Kaya Lutter, Tanja Wagener,
Claas Hundsd�rfer, Susanne Frixel, Klaus Schaper, Hansgeorg Ernst, Wolfgang Schrader,
Helmut G�rner und Wilhelm Stahl*

Carotinoide sind eine Gruppe von gelben bis purpurnen
Farbstoffen, die im Pflanzen- und Tierreich weit verbreitet
sind. Bis jetzt sind mehr als 750 Carotinoide isoliert worden.
Sie haben eine wichtige Funktion als farbgebende Substanzen
und wirken zudem als effiziente Antioxidantien und photo-
protektive Agentien, die reaktive Sauerstoffspezies wie Sin-
gulettsauerstoff und freie Radikale abfangen. So sch�tzen sie
biologisch wichtige Molek�le vor oxidativem Abbau. In-
vitro- und In-vivo-Studien belegen, dass nat�rliche Caroti-
noide UV-induzierte DNA-Sch�digungen und Entz�ndungen
verhindern.

3,3’-Dihydroxyisorenieratin (DHIR, 1) ist ein Carotinoid
mit einer außergew�hnlichen Struktur, das an den Enden
methylierte, phenolische Endgruppen tr�gt und erstmals aus
dem Bakterium Streptomyces mediolani isoliert wurde. Es
kommt auch in den Membranen von Brevibacterium linens
vor, das in der Milch- und K�seindustrie f�r die Produktion
verschiedener Rotschimmelk�sespezialit�ten wie M�nster,
Limburger oder Romadur Verwendung findet.[1]

In vier Modellsystemen zum Studium antioxidativer Ei-
genschaften untersuchten wir verschiedene Carotinoide, die
f�r ihre hervorragende antioxidative Wirkung bekannt sind. 1
erwies sich als anderen Carotinoiden �berlegen, z. B. Asta-
xanthin, Cryptoxanthin sowie den Macula-lutea-Pigmenten
Zeaxanthin und Lutein (Strukturformeln siehe Hinter-
grundinformationen).[2] Die Messdaten zeigen, dass sich 1
wegen des Vorhandenseins von sowohl polyenischen als auch
phenolischen Strukturen als difunktioneller Radikalf�nger
verh�lt. Seine F�higkeit zum L�schen von Singulettsauerstoff
ist der von Lutein und anderen polyenischen Carotinoiden
vergleichbar; 1 wirkt als ein sehr rasch l�schendes, Energie
�bertragendes Polyen und nicht als ein langsamer desakti-
vierendes Phenol. Weitere vier Studien in komplexeren Sys-
temen wie Liposomen und humanen Fibroblasten belegen,
dass 1 gegen Licht- und photooxidativen Schaden sch�tzt. Es
verhindert eine UV-induzierte Lipidoxidation sowie die Bil-
dung von Thymidin-Dimeren und unterdr�ckt die Expression
von H�moxygenase-1 (HO-1) (acht Assays werden in den
Hintergrundinformationen beschrieben).

Die erste Synthese von 1 wurde fr�her beschrieben.[1a] Mit
diesem Zugang war es jedoch nicht m�glich, gen�gende
Mengen f�r ausgedehnte analytische, biochemische und An-
tioxidationsstudien zu erhalten. In Schema 1 wird eine neue
Totalsynthese von 1 und seinem Chinon 2, das bislang nicht
vollst�ndig charakterisiert wurde, vorgestellt.[3] Diese Syn-
these vermeidet Schutzgruppen bei der abschließenden
Wittig-Reaktion (7 + 8!1) und liefert im letzten Schritt 62%
Produktausbeute (Details und Charakterisierung: Siehe Ex-
perimentelles und Hintergrundinformationen).

Antioxidative Kapazit�ten k�nnen auf einfache Weise
verglichen werden, indem man Inhibitionszeiten im Cumol-
Hydroperoxid-Inhibitionsassay bestimmt, der von Terao ein-
gef�hrt und danach vielfach modifiziert wurde.[2b,d, 4,5] F�r
Lutein (Abbildung 1) wurde eine Inhibitionszeit von 20 min
(2 � 10�4

m) bestimmt, wohingegen 1 sich als hervorragendes
Antioxidans mit 107 min Inhibitionszeit bei der gleichen
Konzentration erweist (Abbildung 1). 1 kann daher als
hocheffizientes Hybrid- oder difunktionelles Antioxidans mit
Charakteristika zwischen denen eines Polyphenols und eines
Carotinoids bezeichnet werden. Der besondere Charakter
von 1 wird noch deutlicher, wenn die Inhibitionszeiten wei-
terer antioxidativ wirksamer Carotinoide gegen die Konzen-
trationen aufgetragen werden (Abbildung 1, siehe auch Ab-
bildung 2 in den Hintergrundinformationen). Das interme-
di�re Auftreten des Chinons 2 kann bei diesem Assay durch
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Farb�nderungen von Rot nach Blau und dann nach Gelb er-
kannt werden.

1 erwies sich als das beste Antioxidans in dieser Serie.
Abbildung 1 demonstriert die konzentrationsabh�ngige In-
hibition der Cumolhydroperoxid-Bildung. Werden die phe-
nolischen Hydroxygruppen durch Methylierung blockiert
(Dimethoxyisorenieratin in Abbildung 1), f�hrt dies zu einem
deutlichen Verlust der antioxidativen Wirkung. Deshalb ist es
wahrscheinlich, dass die Oxidation der phenolischen Grup-

pen zu einem konjugierten chinoiden System 2 eine zus�tz-
liche antioxidative Option in 1 darstellt, die in typischen
nichtphenolischen Carotinoiden nicht m�glich ist.

Ein zweiter Assay, der seinen Ursprung in Studien von
Burton und Ingold hat – die von der Carotinoidkonzentration
und dem Sauerstoffpartialdruck abh�ngige Geschwindigkeit
des Sauerstoffverbrauchs –, gibt einen tieferen Einblick in
den Sauerstoffverbrauch, den Einfluss der Konzentration und
das m�gliche Auftreten prooxidativer Effekte (Abbil-
dung 2).[2b,d, 6]

Die Verbrauchsgeschwindigkeit des Sauerstoffs in Ab-
h�ngigkeit von der Carotinoidkonzentration f�llt bei 1 viel
steiler ab als bei den bekannten, antioxidativ wirksamen
Carotinoiden Cryptoxanthin, Zeaxanthin, Lutein und Asta-
xanthin. Außerdem tritt kein Wiederanstieg der Geschwin-
digkeit (d. h. kein prooxidatives Verhalten) auf – selbst bei
1013 hPa (760 torr, siehe Abbildung 2) nicht –, wie es bei
anderen Carotinoiden schon bei 200 hPa (150 torr) gefunden
wird.[6] Schließlich zeigt 1 ein tieferes Minimum (nahe bei
null) als die anderen gezeigten Carotinoide, selbst bei
1013 hPa.

Ein dritter Assay nach Re et al.[7,8] untersucht die Reak-
tivit�t gegen freie Radikale relativ zu Trolox; aufgenommen
wird die konzentrations- und zeitabh�ngige reduzierende
Wirkung des Antioxidans auf das ABTSC+-Radikalkation.[7,8]

Die Ergebnisse werden als TEAC („Trolox Equivalent An-
tioxidant Capacity“ zu bestimmten Zeitpunkten, z. B. 1 min
oder 3 min) und/oder RAA(AUC) („relative antioxidant ac-
tivity as area under curve“ f�r die gesamte Reaktionszeit, z. B.
5 min) tabelliert.[7] Resultate f�r 1 sind: TEAC1 min = 1.46,
TEAC5 min = 2.48, RAA(AUC)5 min = 1.86 [vgl. RAA(AUC)-
Werte der zwei Phenole a-Tocopherol (0.90) und Luteolin
(1.49)[7] sowie der drei Polyene b-Carotin (2.50),[7] Lycopin
(3.04)[7] und Lutein (1.35); Mittelwert ca. 1.9 (Abbildung 3)].
Phenole geben h�ufig kleinere Werte, die im Laufe der Zeit
ansteigen k�nnen, Carotinoide liefern hingegen oft von
Beginn an h�here Werte. 1 zeigt zun�chst Phenolverhalten

Schema 1. a) BBr3, 0 8C, CH2Cl2; b) (Triphenylphosphaniumyl)propan-2-
on-1-id, 110 8C, Toluol; c) Vinylmagnesiumbromid, �5 8C, THF; d) Tri-
phenylphosphan-Hydrobromid, 0 8C, CH2Cl2; e) 1,2-Epoxybutan, R�ck-
fluss, Ethanol; f) Ag2CO3, Aceton (die ausf�hrliche Synthese ist in den
Hintergrundinformationen zu finden).

Abbildung 1. Konzentrationsabh�ngige Hemmung der Cumolhydroper-
oxidbildung. Die antioxidative Kapazit�t nimmt in der gezeigten Se-
quenz von oben (1, &) nach unten (Lutein, ^) ab. Das Konzept der
Induktionsperiode, der Inhibitionszeiten und der Ketten brechenden
Antioxidantien ist weiter in den Hintergrundhinterformationen erl�u-
tert.[5]

Abbildung 2. Abh�ngigkeit der relativen Sauerstoffverbrauchsgeschwin-
digkeit von der Konzentration des Carotinoids und dem Partialdruck
des Sauerstoffs. Die Geschwindigkeiten sind f�r 1 bei einem Partial-
druck des Sauerstoffs von 200 hPa (150 torr) und 1013 hPa (760 torr)
aufgetragen.[2b,d, 6] F�r 1 wird keine Prooxidation festgestellt, selbst
nicht bei 1013 hPa (760 torr) Partialdruck von Sauerstoff.
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und nach einigen Minuten schließlich Polyenverhalten, ein
Beleg f�r seine Difunktionalit�t. Der Durchschnittswert von
ca. 1.9 f�r den RAA(AUC)-Wert der f�nf Vergleichsverbin-
dungen �hnelt dem RAA(AUC)-Wert von 1. Lutein ist we-
niger aktiv, m�glicherweise, weil es eine konjugierte Dop-
pelbindung weniger enth�lt (Abbildung 3).

Der vierte Assay untersucht die Aktivit�t gegen reaktive
Sauerstoffspezies im angeregten Zustand, also auch gegen
O2(

1Dg)-Singulettsauerstoff.[9, 2a,c,d] Die meisten Carotinoide
l�schen Singulettsauerstoff �ber einen Mechanismus, bei dem
ein Begegnungskomplex 1(1D·S0) durch innere Umwandlung
(internal conversion) in einen anderen Begegnungskomplex
1(3S·T1) �berf�hrt wird.[9c,d] Von besonderem Interesse war, ob
1 �berwiegend phenolisches oder polyenisches L�schverhal-
ten zeigt. Die Geschwindigkeitskonstante kq f�r das L�schen
von Singulettsauerstoff durch 1 wird wie folgt bestimmt: O2-
(1Dg) bildet sich durch Bestrahlung in Gegenwart des Sensi-
bilisators Acridin (lexc = 308 nm) und L�schen des so er-
zeugten Triplettzustandes von Acridin durch Sauerstoff. Die
Lebensdauer ts = 1/kS des erhaltenen Singulettsauerstoffs ist
l�sungsmittelabh�ngig und betr�gt z.B. tS = 0.03 ms in Di-
chlormethan. In Gegenwart eines L�schers steigt die Ge-
schwindigkeitskonstante kS mit der Konzentration des L�-
schers an. Der molare dekadische Absorptionskoeffizient f�r
1 in Dichlormethan betr�gt e466 = 1.3 � 105

m
�1 cm�1. Eine

Analyse der Daten durch eine Stern-Volmer-Gleichung findet
sich in Abbildung 4 in den Hintergrundinformationen und
liefert kq = 9.7 � 109

m
�1 cm�1. Beim Vergleich mit den Werten

anderer Carotinoide (typische Werte: kq = 109–1010
m
�1 cm�1;

kq(Lutein) = (12� 4) � 109
m
�1 cm�1)[9,2a,c,d] und Phenole (kq

� 106
m
�1 cm�1)[10]) zeigen diese Daten, dass 1 die Polyenkette

und nicht die langsamer reagierenden Phenolgruppen ein-

setzt.[10] Das Auftreten des Chinons 2 kann in Assay 1 (wie
oben erw�hnt) anhand einer Verf�rbung beobachtet werden,
ob 2 aber auch bei den anderen drei Assays eine Rolle spielt,
ist noch nicht gekl�rt.

F�r die Untersuchung auf eine m�gliche Schutzwirkung
von 1 gegen photooxidative Sch�digungen wurde ein Lipo-
somenmodell verwendet (Details siehe Hintergrundinfor-
mationen). Dazu wurden 1 und, zum Vergleich, Lutein in
multilamellare Liposomen aus Eigelb-Lipiden eingebaut.
Zum Ausl�sen der Photooxidation wurde mit UV-Licht (UV-
A- oder UV-B-Licht) bestrahlt, und als Parameter der oxi-
dativen Lipidsch�digung wurde die Bildung von Malondial-
dehyd gemessen. Ein typisches Experiment ist in Abbildung 4

dargestellt. Nach Bestrahlung der Kontroll-Liposomen mit
UV-A-Licht von 27.5 J cm�2 werden etwa 2.1 mmol MDA pro
mg Phospholipid gebildet (schwarze Linie). In Gegenwart
von 1 (0.01–50 nmol mg�1 Phospholipid) nimmt die MDA-
Bildung bis auf einen Wert von etwa 0.5 mmol MDA pro mg
Phospholipid ab, ein Hinweis auf die antioxidative Wirkung
der Substanz. Im Vergleich zeigt Lutein nur schwache anti-
oxidative Wirkung. Protektive Wirkungen von DHIR 1
wurden auch bei Dosen von 10 Jcm�2 UV-A gemessen; die
Schutzwirkung der Substanz war unter UV-B-Bestrahlung
(0.5 und 1.5 J cm�2) weniger ausgepr�gt. In diesem System ist
vermutlich ebenfalls die strukturbedingte Difunktionalit�t
von 1 – Absorption im UV-Bereich und Radikalf�nger – f�r
die �berlegene Wirkung verantwortlich. HPLC-Analysen
haben zudem gezeigt, dass die Substanz unter UV-Bestrah-
lung stabiler ist als Lutein. Die Schutzwirkung von 1 gegen
UV-Licht wurde auch in Zellkulturexperimenten an humanen
Hautfibroblasten (ATCC-CRL-2076) untersucht, wobei
wieder Lutein als Vergleichssubstanz fungierte. Dabei war
keine der Verbindungen, mit oder ohne UV-Bestrahlung,
zelltoxisch (Sulforhodamin-B-Test).[11] Die Expression von
HO-1 als zellul�re Antwort auf eine UV-Bestrahlung wurde
auf Proteinebene durch Western-Blot-Analyse untersucht.
Nach UV-A-induzierter Photooxidation war die Expression
von HO-1 erh�ht. Die Expression von HO-1 war hingegen

Abbildung 4. Malondialdehyd(MDA)-Konzentrationen in Liposomen,
die mit 1 oder Lutein beladen sind, nach Bestrahlung mit UV-A-Licht
(27.5 J cm�2).

Abbildung 3. Die auf der Ordinate dieses Graphen aufgetragene Stei-
gung wird wie folgt ermittelt: Die prozentuale Inhibition der ABTS+-
Absorption bei 734 nm nach Zugabe eines Antioxidans wird gegen un-
terschiedliche Konzentrationen des Antioxidans aufgetragen.[7] Da-
durch entstehen Geraden, deren Steigungen in dem hier gezeigten
Diagramm gegen ausgew�hlte Zeitpunkte und die Gesamtzeit von
5 min aufgetragen sind. Die Fl�che unter der Steigungs-Zeit-Kurve
(AUC, area under curve) wird dann bestimmt (ABTS= 2,2’-Azinobis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfons�ure).[7,8] Das Verh�ltnis zwischen dem
AUC-Wert eines spezifischen Antioxidans und dem AUC-Wert f�r
Trolox gibt den RAA(AUC)-Wert (RAA: relative antioxidant activity)
einer Verbindung. Trolox: RAA(AUC)[5min] =1.00 (per Definition),
Lutein: RAA(AUC)[5min] = 1.35, 1: RAA(AUC)[5min] =1.86.
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um 30 % geringer als bei der bestrahlten Kontrolle
(20 J cm�2), wenn die Zellen vor Bestrahlung 24 h lang mit
1.5 mm 1 behandelt wurden. Die gleiche Vorbehandlung mit
Lutein hatte keine Auswirkungen.

Die Bildung von Cyclobutanpyrimidin-Dimeren ist eine
Hauptsch�digung der DNA bei Bestrahlung von Gewebe mit
UV-B-Licht. In humanen Hautfibroblasten finden sich nach
Exposition mit UV-B-Licht (300 mJcm�2) Thymidin-Dimere,
die mit spezifischen Antik�rpern sichtbar gemacht werden
k�nnen (Abbildung 5A). Wurden die Zellen 24 h lang mit 1

vorbehandelt, werden unter gleichen Bedingungen weniger
Thymidin-Dimere gebildet (Abbildung 5B). Die quantitative
Auswertung ergab, dass die Bildung von Thymidin-Dimeren
in Gegenwart von 1 um 25 % geringer war als bei der unbe-
handelten Kontrolle; Lutein hatte keine Wirkung (Abbil-
dung 6). Da die Bildung von Cyclobutanpyrimidin-Dimeren

eine photochemische Reaktion der DNA-Basen ist und nicht
mit photooxidativen Prozessen zusammenh�ngt, ist wahr-
scheinlich eine Absorption von UV-B-Licht durch 1 f�r
diesen Schutzeffekt verantwortlich.

Das nat�rliche phenolische Carotinoid 1 zeichnet sich
durch herausragende antioxidative und photoprotektive Ei-
genschaften aus, wie in acht unabh�ngigen Testsystemen de-

monstriert wurde. 1 ist anderen Carotinoiden, z.B. Lutein,
dem Hauptcarotinoid in der Macula lutea, �berlegen. Die
m�gliche Verwendung von 1 und seinem Oxidationsprodukt,
dem Chinon 2, als Lebensmittel- und Futterfarbstoff, Kos-
metikbestandteil, Lichtschutzkomponente und Antioxidans
werden zurzeit untersucht. Die Verbindungen k�nnten auch
bei der Pr�vention degenerativer Erkrankungen, z. B. der al-
tersabh�ngigen Degeneration der Macula lutea, Anwendung
finden.

Experimentelles
Die vollst�ndigen Synthesen, allgemeinen Methoden, Charakterisie-
rung der Substanzen und Strukturformeln aller Verbindungen sind in
den Hintergrundinformationen aufgef�hrt.

Wichtige Daten von 1 und 2. 1: Ausbeute: 62%; Schmp. 228–
230 8C; UV/Vis (THF): lmax (e) = 280 (25970), 466 nm (130000); HR-
MS (Finnigan MAT95/70 eV, EI): ber. (C40H48O2): 560.365057, gef.:
560.365431. 2 : Ausbeute: 61%; Schmp. > 250 8C; Vis (n-Hexan): lmax

(e) = 548 nm (151000); HR-MS (ESIpos): ber. (C40H46O2Na):
581.339270, gef.: 581.338995.
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