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Chemie und Biologie von Alkannin, Shikonin und verwandten
Naphthazarin-Naturstoffen**

Vassilios P. Papageorgiou,” Andreana N. Assimopoulou, Elias A. Couladouros,
David Hepworth und K. C. Nicolaou*

Nur wenige Naturstoffe konnen eine
derart vielseitige Geschichte vorwei-
sen wie die enantiomeren Naphthochi-
none Alkannin und Shikonin. Extrakte
der Wurzeln von Alkanna tinctoria in
Europa und Lithospermum erythrorhi-
zon in Asien sind tiber viele Jahrhun-
derte als rote Naturfarbstoffe und als
magisches Heilmittel zur schnellen
Wundheilung verwendet worden. Erst
1935 wurden Alkannin und Shikonin
als Hauptinhaltstoffe dieser Extrakte
isoliert und als Enantiomere identifi-
ziert. 1976 wurde die wundheilende

klinische Studien belegt. Vor allem in
Japan ist Shikonin heute wegen seiner
medizinischen Wirkung und seiner
Farbeeigenschaften sehr geschitzt.
Da ein effizienter priaparativer Zugang
zu diesen Verbindungen bis vor kur-
zem nicht moglich war und die pflanz-
lichen Ressourcen zur Befriedigung
der Nachfrage nicht ausreichen, ent-
wickelten Biotechnologen ein Verfah-
ren zur Herstellung dieser Substanzen,
das zudem das erste kommerzielle
Verfahren zur Gewinnung von Verbin-
dungen aus Pflanzenzellkulturen war.

als Wirkstoffe in Salben zur Behand-\
lung von Geschwiiren und Verbren-
nungen verwendet. Dieser Aufsatz ver-
sucht, moglichst umfassend auf die
Geschichte von Alkannin und Shiko-
nin einzugehen, vom fiinften vorchrist-
lichen Jahrhundert bis zu neuesten
Erkenntnissen tiber ihre biologischen
und pharmakologischen Eigenschaften
sowie bioorganische, préparative und
medizinische Aspekte.

Stichworter: Bioorganische Chemie -
Chinone - Naturstoffe - Phytochemie

Wirkung von Alkannin auch durch

.

In Europa werden Alkanninderivate

- Wundheilung

1. Historische Einleitung

Die Geschichte der enantiomeren Naphthochinon-Natur-
stoffe Alkannin 1 und Shikonin 2 (Abbildung 1) 148t sich
mehrere Jahrhunderte zuriickverfolgen. Genaugenommen
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Abbildung 1. Strukturen von Alkannin 1 und Shikonin 2.

besteht diese Geschichte aus zwei Teilhandlungen, die in
bemerkenswert paralleler Weise in Europa und in Asien
verliefen und die erst im 20. Jahrhundert zusammengefiihrt
wurden.

In Europa kommt das (S)-Enantiomer Alkannin 1 (Abbil-
dung 2) in den Wurzeln der Pflanze Alkanna tinctoria TAUSCH
(AT) vor, auch bekannt unter dem Namen Anchusa tinctoria
(engl. alkanet; Abbildung 3a).l! Diese Verbindung ist die
Hauptkomponente der tiefroten Pigmente, die sich aus den
Waurzeln der Pflanze extrahieren lassen.?! Wahrscheinlich war
es die intensive Farbe von Alkannin, die zuerst die Auf-
merksamkeit der Botaniker erregte. Die Anfinge der Ver-
wendung dieser Substanz als Farbstoff fiir Textilien lassen sich
mit Sicherheit auf einige Jahrhunderte vor Christus datie-
ren.Pl Der vielleicht erste dokumentierte Gebrauch der AT-
Wurzeln findet sich im Werk des griechischen Arztes und
Philosophen Hippokrates (5. bis 4. Jahrhundert vor Christus),
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Abbildung 2. Computerberechnete Molekiilmodelle von Alkannin 1
(links) und Shikonin 2 (rechts). Kohlenstoff: grau, Wasserstoff: weif3,
Sauerstoff: rot.

der die Verwendung der Wurzeln zur Behandlung von
Geschwiiren beschrieb.!! Auch der Botaniker und Gelehrte
Theophrastus (4. bis 3. Jahrhundert vor Christus) verweist auf
ihre Verwendung als Farbstoff und in der Medizin.’! Von
Alexander dem GroBen ist bekannt, daf3 er in Pflanzenheil-
kunde versierte Arzte beschiftigte.l! So ist es wahrscheinlich,
dal man die medizinischen Eigenschaften der A7-Wurzel
wihrend der Feldziige zur Behandlung der Kranken und
Verwundeten nutzte. Dioskorides (Abbildung 4), den viele
fiir den Griinder der Pharmakognosie halten, beschreibt die
Eigenschaften der Wurzelextrakte ausfiihrlich in seiner De
Materia Medica aus dem Jahr 77 nach Christus (Abbil-
dung 5).1

In seinen Berichten iiber die verwandte Pflanze Anchusa
etera beschreibt Dioskorides auch recht seltsame Effekte:[®!
»--- ye roots red, ... having something like blood in them. But
ye faculty of it, and ye leaves is to help ye venemous-beast-
bitten, especially ye viper-bitten, being eaten or drank or
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Abbildung 3. Die Pflanzen a) Alkanna tinctoria TAUSCH, eine natiirliche
Quelle fiir Alkannin 1, und b) Lithospermum erythrorhizon SIEB. ET
Zucc., eine natiirliche Quelle fiir Shikonin 2 (mit freundlicher Genehmi-
gung von Medpharm Scientific Publications (a) und der Kyoto Pharma-
ceutical University (b)).

hanged about one. And if one having chewed it, do spitt it out
into ye mouth of ye venemous beast, it will kill him.“ Zwar
handelt es sich hierbei offensichtlich um ein Abgleiten in das
Reich der Phantasie, doch berichteten auch andere iiber die
wundheilenden Eigenschaften von AT — unabhingig von
seinem Zeitgenossen Dioskorides erwédhnt auch Plinius
dhnliche medizinische Eigenschaften von AT:P! Tt stains the
hands the colour of blood; it is used for imparting rich colours
to wool. Applied with cerate it heals ulcerous sores, those of
the aged in particular: it is employed also for the cure of
burns.

Uber Jahrhunderte blieb De Materia Medica eines der
Standardwerke der Botanik in Europa, und viele pflanzliche
Priaparate wurden mit Hilfe dieses Buches entwickelt. Die
heilende Wirkung von Alkannin verbeitete sich daher in ganz
Europa, vielleicht sogar dariiber hinaus.'” Der englische
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Abbildung 4. Dioskorides, der Begriinder der Pharmakognosie, beim Sammeln
von Pflanzen (mit freundlicher Genehmigung von Parke Davis).
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23. ANCHOUSA. Anchusa tinctoria
Alkanet

Anchusa, which some call Calyx, some Onoclea [Some Catan-
chusa, some Lybica, some Archibellion, some Onophyllon, some
Porphyris, some Mydusa, some Salyx, some Nomea, ye Africans
Buinesath] hath leaves like to the sharp-leaved lettuce, rough,
sharp, black, many, on every side of ye root joining to ye earth,
prickly. The root, ye thickness of a finger of ye colour almost of
blocd in ye summer becoming severe, dyeing of the hands, It
grows in good grounds. The root is of a binding nature, being good
for burnings, and old ulcers being sodden in wax & oil, and being
laid on with Polenta it cures ye Erysipelata & ye vitiligines &
Leprosies being smeared on with acetum & being given as a Pessum
it draws out ye Embrya. But ye decoction of it is given also to ye
ietericall, mephriticall & spleneticall, if they have a fever, with
melicrate. But ye leaves being drank with wine do stop ye belly.
And ye Unguentarians do use the root for ye thickening of ye
ointments,

Abbildung 5. Englische Ubersetzung eines Auszugs aus De Materia
Medica.
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»gentleman student of Physick and astrology* Nicolas Cul-
peper berichtet im 17. Jahrhundert davon, dafl Alkanet
Geschwiire, Entziindungen und Verbrennungen zu kurieren
vermag.'l Der Arzt William Salman beschreibt in seiner
Abhandlung English Herbs (ca. 1710)['” eine Zubereitung zur
Behandlung von ,,deep wounds and punctures of the nerves
made with thrusts, stabs or pricking with any pointed
weapon.“ Die Rezeptur lautet wie folgt: ,,Olive oil 2 Ibs.,
Alkanet root 3 or 4 ounces, Earthworms cleaned and purged
number 40. Boil them together, then strain out whilst hot and
keep it close for use.”

Seit dieser Zeit sind die medizinischen Eigenschaften dieser
Pflanze entweder in die Folklore iibergegangen, oder sie sind
lange Zeit ganz in Vergessenheit geraten. Tatsdchlich werden
in der modernen Literatur zur Pflanzenheilkunde die Wurzeln
beschrieben als ,rarely used for medicinal purposes®,'?l | not
widely available“[®! und ,[of] no medical importance*.['*l
Dennoch wird Alkannin 1 noch immer im Merck Index als
Adstringens aufgefiihrt.[]

1976 berichtete Papageorgiou iiber Experimente, die die
wundheilenden und antimikrobiellen Eigenschaften der AT-
Wurzelextrakte bestdtigen, und identifizierte als erster Al-
kanninderivate als deren aktive Inhaltstoffe (Abschnitte 5.1
bzw. 5.3). Vor kurzem konnten fiir diese Verbindungen auch
bedeutende Antitumoreigenschaften nachgewiesen werden,
und sie wirken antibakteriell und entziindungshemmend. Die
verschiedenen Aspekte dieses Wirkungsspektrums werden in
Abschnitt 5 diskutiert.

Die Geschichte des (R)-konfigurierten Shikonins 2 spielt in
Asien und hat ihre Urspriinge in China. Das Molekiil ist der
Hauptinhaltstoff des roten Pigments, das sich aus der Wurzel
der Pflanze Lithospermum erythrorhizon S1EB ET Zucc. (LE)
extrahieren 148t (Abbildung 6). Die Wurzeln sind in China
unter verschiedenen Namen bekannt, darunter tzu ts’ao
(Purpurwurzel) und hung-tzu ken (rotliche Purpurwurzel).
Die Anfinge des Gebrauchs von Shikonin in der Seiden-
farberei liegen vermutlich genausoweit zuriick wie die
Verwendung von Alkannin 1 in Europa. Moglicherweise hat
der bertihmte Chirurg Hua To (geboren ca. 136—141 nach
Christus), der als einer der ersten einfache Medikamente, z. B.

Abbildung 6. Wurzeln der Pflanze Lithospermum erythrorhizon SIEB. ET
Zucc. (mit freundlicher Genehmigung der Kyoto Pharmaceutical Univer-

sity).
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Antiseptika und entziindungshemmende Salben, eingesetzt
haben soll,l'®! Shikonin 2 in die traditionelle chinesische
Medizin eingefiihrt. Die Verwendung von 2 14t sich mit
Sicherheit in die spéten Jahre der Ming-Dynastie zuriick-
verfolgen, da die Wurzeln in der klassischen Zusammenstel-
lung traditioneller chinesischer Medikamente, Pen Ts’ao
Kang Mu aus dem Jahre 1596 nach Christus, aufgefiihrt
sind.['7]

Die Entwicklung der chinesischen Medizin gilt als ein
konstanter Prozef3 der Verfeinerung und der Selektion aus
allem, was jemals bekannt gewesen ist — im Unterschied zum
Verlauf, den die westliche Medizin genommen hat: Neuere
Entwicklungen bauen hier auf den Arbeiten anderer auf, und
was frither bekannt war, gerédt allméihlich in Vergessenheit.
Die Tatsache, da3 LE-Wurzeln noch immer in Werken der
traditionellen asiatischen Heilkiinste aufgefiihrt werden,[' ist
daher ein weiteres Zeugnis ihrer medizinischen Eigenschaf-
ten. Zu den mit LE-Wurzeln behandelbaren Krankheiten
zdhlen unter anderem Verbrennungen, Geschwiire im Anal-
bereich, Himorrhoiden, entziindete Blutkrusten und Druck-
geschwiire, offene Wunden und néssende Dermatitis. Diese
Indikationen stimmen bemerkenswert mit denen iiberein, die
unabhingig davon auch in vielen alten Schriften iiber AT-
Wurzeln erwidhnt werden. Noch heute werden verschiedene
Zubereitungen von Shikonin und Derivaten davon in China,
Japan und Korea zu medizinischen Zwecken genutzt. In Japan
wird Shikonin dariiber hinaus in Kosmetikal'! und als Farb-
stoff verwendet.’”) Wie bei Alkannin 1 wurden in jiingerer
Zeit auch die medizinischen Eigenschaften von Shikonin 2
wissenschaftlich untersucht. Die interessanten Ergebnisse
dieser Experimente werden ebenfalls in Abschnitt5 disku-
tiert.

In Europa und Nordamerika wird Alkannin 1 derzeit
hauptsichlich als Pigment in Lebensmittelfarben!'® 2! und fiir
Kosmetikal'* 22l verwendet, doch weltweit sind beide Natur-
stoffe Gegenstand wissenschaftlicher Forschungen in vielen
Disziplinen, mit Beriihrungsstellen sowohl in der Chemie als
auch in der Biologie. Dieser Aufsatz ist ein Versuch, die
Ergebnisse von iiber 400 Originalarbeiten und Patenten
zusammenzufassen, von denen viele erst nach einer ersten
Ubersicht aus dem Jahr 198013 erschienen sind.

2. Isolierung und Identifizierung von Alkannin und
Shikonin

Shikonin 2 wurde zuerst 1922 als sein Acetat 15 von den
japanischen Chemikern Majima und Kuroda aus L E-Wurzeln
isoliert.?!] Sie ermittelten viele der chemischen Eigenschaften
von Shikonin, erkannten die physikalischen und chemischen
Ahnlichkeiten zu dem bereits damals bekannten Naphthaza-
rin (Abschnitt 4.1) und schlugen 3 als Struktur fiir Shikonin
vor (Abbildung 7). Es entging ihnen jedoch, daB Shikonin
optisch aktiv war. Zudem wurden sie vermutlich durch den
gemeinhin akzeptierten, aber falschen Strukturvorschlag fiir
Naphthazarin 64 als 5,6-Dihydroxy-1,4-naphthochinon 4 fehl-
geleitet. Nachdem 64 korrekt als 5,8-Dihydroxy-1,4-naphtho-
chinon identifiziert worden war, untersuchte Brockmann
Shikonin von neuem.!! Er war der erste, der Alkannin 1 und

Angew. Chem. 1999, 111, 280-311
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Abbildung 7. Filschlich den Verbindungen Shikonin (3) und Naphthazarin
(4) zugeordnete Strukturen.?¥

Shikonin 2 als Enantiomere charakterisierte, ihre Strukturen
korrekt zuordnete und somit schlieBlich die Geschichten der
beiden Naturstoffe, die sich so lange parallel und unabhéngig
voneinander entwickelt hatten, zusammenfiihrte. Die ab-
solute Konfiguration von 1 und 2 konnte erst spéater durch
ihren Abbau zu Apfelsiure (Hydroxybutandisiure) bestimmt
werden.?!

Brockmann fand heraus, da3 der Betrag der spezifischen
Drehwerte von 1 und 2 nicht identisch war, sondern daf3 der
von 11im allgemeinen grofer war als der von 2. Er fiihrte dies
auf die Anwesenheit von Spuren des Racemats, das er
Shikalkin 1/2 nannte, in den Extrakten der LE-Wurzeln
zuriick. Spéter wurde das Enantiomerenverhéltnis in ver-
schiedenen Alkannin- und Shikoninquellen durch Messung
des Circulardichroismus®! und durch HPLC an chiraler
stationdrer Phase bestimmt.?’l Interessanterweise stellte sich
dabei heraus, dafl das Verhiltnis von 1:2 je nach extrahierter
Pflanzenart variiert.?) In dieser Hinsicht sind Alkannin und
Shikonin vermutlich einzigartig unter den Naturstoffen.

AuBer aus Alkanna tinctoria und Lithospermum erythro-
rhizon sind Alkannin 1 und Shikonin 2 auch aus anderen
Pflanzen der Gattung Boraginacea isoliert worden. Tabelle 1
ist eine aktuelle Zusammenstellung ausgewéhlter Naturstoffe
aus der Alkannin- und Shikoninfamilie, ihres Vorkommens
und ihrer bisher bekannten biologischen Wirkungsweisen.

3. Gewinnung von Alkannin und Shikonin

Fiir Organiker, die mit der Chemie der Chinone nicht néher
vertraut sind, mogen die Strukturen von Alkannin 1 und
Shikonin 2 sehr einfach erscheinen. Doch trotz intensiver
Bemiihungen vieler Arbeitsgruppen aus aller Welt ist ein
effizienter Syntheseweg zu diesen Enantiomeren erst in
jungster Zeit eroffnet worden (siche Abschnitt 4.3.4).

Noch heute muf3 Shikonin 2 zu kommerziellen Zwecken
aus der Natur gewonnen werden. Der Versuch, LE in Japan zu
kultivieren, konnte die Nachfrage nach den kostbaren Inhalts-
stoffen nicht befriedigen. Die Pflanzen miissen iiber einen
Zeitraum von 5-7 Jahren wachsen, damit die Wurzeln einen
Shikoningehalt von 1-2 % erreichen. Frither muf3te daher der
gesamte Shikoninbedarf Japans durch Importe aus China und
Korea gedeckt werden. Wegen dieser Schwierigkeiten wurde
intensiv an Verfahren gearbeitet, mit denen 2 aus Pflanzen-
zellkulturen produziert werden sollte. Die Friichte dieser
Bemiihungen waren ein effizientes, kommerzielles Produk-
tionsverfahren fiir 2 sowie eine Fiille von Informationen iiber
die Biosynthese von 2 und verwandten Verbindungen.

Angew. Chem. 1999, 111, 280-311

3.1. Produktion von Alkannin und Shikonin aus
Pflanzenzellkulturen

Das erste erfolgreiche Herstellungsverfahren fiir Shikonin
und verschiedene Esterderivate aus Kalluskulturen wurde
1974 von Tabata und Mitarbeitern entwickelt.’] Da sich der
Naturstoff nur in den Korkschichten der Pflanzenwurzeln
anreichert, gingen diese Forscher davon aus, daf3 die Biosyn-
these von 2 durch bestimmte Umweltfaktoren ausgelost wird,
die mit der Produktion von Korkzellen im Zusammenhang
stehen.

Das Kultivieren des aus keimenden LE-Samen gewonne-
nen Kallusgewebes gelang in einem mit Kinetin (10-%M) und
2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (107°M) versetzten Linsmaier-
Skoog(LS)-Medium.? Diese Kulturen produzierten jedoch
keine Naphthochinonpigmente. Durch Transferieren dieses
Kallusgewebes nach drei Monaten in ein mit dem Auxin
3-Indolessigsdure (IAA) angereichertes Medium konnte die
Pigmentproduktion schlieBlich stimuliert werden. Geméif
dem Vorkommen der Naturstoffe in den Pflanzenwurzeln
und in Ubereinstimmung mit den urspriinglichen Annahmen
der Autoren ist eine Naphthochinonproduktion nur dann
moglich, wenn die Kulturen wihrend des gesamten Ver-
fahrens im Dunkeln gehalten werden. Die Moglichkeit, da3
das Ausbleiben der Shikoninproduktion in Zellen, die mit
weilem Licht bestrahlt werden, auf eine Zersetzung der
lichtempfindlichen Verbindung zuriickzufiihren ist, konnte
ausgeschlossen werden. Auch wenn die Zellen nur in der
Phase vor der durch IAA in Gang gesetzten Pigmentbildung
bestrahlt wurden, wurde die Shikoninbildung vollstindig
unterdriickt. Spiater wurde festgestellt, da3 durch die Licht-
einwirkung eines der entscheidenden Enzyme in der Bio-
synthese der Verbindungen zerstért wird (sieche Ab-
schnitt 3.2).

Weitere Experimente fiihrten zur Identifizierung anderer
Kontrollfaktoren im Verlauf der Biosynthese von 1 und 2.
Wihrend die Pigmentbildung in einem LS-Agar-Medium
stattfindet, bleibt sie in einem fliissigen LS-Medium ohne
Agar aus. Zur Erkldrung wurde vorgeschlagen, daf3 dieser
Effekt durch einen Sekundidrmetabolismus hervorgerufen
wird, der von einem im Agar vorhandenen Polysaccharid
ausgelost wird. Diese Hypothese konnte auch experimentell
untermauert werden.”” Ein entscheidender Fortschritt war
die Feststellung, daf3 Zellmaterial, das zunéchst in fliissigem
LS-Medium kultiviert worden war, in dem hierfiir entwik-
kelten Ndahrmedium M9 grole Mengen an Shikonin pro-
duziert.” Dieses Medium enthiilt statt Ammoniumionen (die
sich als Inhibitoren der Shikoninbiosynthese erwiesen) Nitrat
als Stickstoffquelle und Cu?*-Ionen, die die Biosynthese
aktivieren. Auch Polysaccharide, dhnlich denen, die in Agar
den Sekundidrmetabolismus stimulieren, konnten in Shikonin-
produzierenden Zellen aus dem Medium M9 nachgewiesen
werden.”” Gibberelin A; desaktiviert die Shikoninbiosyn-
these selbst in Konzentrationen von 10~7M, ohne daB3 dadurch
das Zellwachstum beeintrachtigt wiirde. Man vermutet, daf3
dies einer der wichtigen endogenen Regulationsmechanismen
der Biosynthese ist.”® Auch Glutamin konnte als Inhibitor
der Pigmentbildung identifiziert werden,””! wogegen Aktiv-
kohle stimulierend wirkt.®!
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Tabelle 1. Ausgewihlte Verbindungen aus der Familie der Alkannin- und Shikonin-Naturstoffe.[?

OH O
I,
OH O
Ver- R= Name Vorkommen und biologische Eigenschaften
bindung
1 Alkannin (auch Arnebin-4)  Wurzeln: Alkanna tinctoria,l-> 23419 Arnebia hispidissima,* 3 3 A. nobilis,'"" A.
M tinctoria,*) Macrotomia cephalotes® M. euchroma,*®) Onosma echioides*"" O. panicu-
lata,'%¢) Plagiobotrys arizonicus®®
OH Zellkulturen: Alkanna tinctoria,'** Echium lycopsis!®%)
Biologische Wirkung: wundheilend (Abschnitt 5.1), entziindungshemmend (Ab-
schnitt 5.1), antibakteriell (Abschnitt 5.3), Inhibierung der Topoisomerase I (Ab-
schnitt 5.2), antithrombotisch (Abschnitt 5.4)
5 Acetylalkannin (Arnebin-3)  Wurzeln: Alkanna tinctoria,’® >4 Arnebia euchroma,* A. hispidissima,® A. nobilis,['™
\/\7‘\ Macrotomia cephalotes?> )

Zellkulturen: Alkanna tinctoria,'"? Echium lycopsis,**) Onosma paniculatum!'*

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3), Inhibierung der Topoisomerase-1

(Abschnitt 5.2), antithrombotisch (Abschnitt 5.4), Antitumorwirkung (Abschnitt 5.2)
Isobutyrylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctorial®)

Zellkulturen: Echium lycopsist®®

Isovalerylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria,’> #7221 Arnebia hispidissima,® A. tinctoria,?*) Macrotomia
cephalotes,’>* Onosma heterophylla*!)
Zellkulturen: Echium lycopsis'®®)
Biologische Wirkung: Inhibierung der Topoisomerase I (Abschnitt 5.2)

2
O
\

o=(
%

8 a-Methylbutyrylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria,*® Macrotomia cephalotes®> >
\/\)\ Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)
o
(o]
9 B,B-Dimethylacrylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria,'>! Arnebia euchroma,>*) A. gutatta,* A. nobilis,['"
— )\ (Arnebin-1) Lithospermum erythrorhizon,”> Macrotomia cephalotes,*®) Onosma heterophylla,*
O. hookeri*?! O. paniculata®
O\{/k( Zellkulturen: Alkanna tinctoria,'* Echium lycopsis,*®) Onosma paniculatum!'%
cl) Biologische Wirkung: Inhibierung der Topoisomerase I und Antitumorwirkung
(Abschnitt 5.2), antimikrobiell (Abschnitt 5.3), antithrombotisch (Abschnitt 5.4), entziin-
dungshemmend (Abschnitt 5.1)
10 M Teracrylalkannin Wurzeln: Arnebia densifloral*l
. = Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)
O™
o
11 Angelylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria® 3 47.2021
\/\)\
o
o
12 B-Hydroxyisovalerylalkannin  Wurzeln: Arnebia euchroma,*>* A. hispidissima,® Macrotomia cephalotes!®)
M Zellkulturen: Echium lycopsis'®®)
é Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)
I Fom
(¢]
13 B-Acetoxyisovalerylalkannin ~ Wurzeln: Alkanna tinctoria,?® Arnebia euchroma,>*"! Onosma heterophylla*')
\/\)\ Moltkiopsis ciliatal™®)
O Zellkulturen: Onosma paniculatum!%>¢
WOAC Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)
(o]
14 (nicht benannt) Wurzeln: Cynoglossum officinale,* Eritrichium incanum,? E. sichotenze,**! Lappula

consanguinea,? Lappula echinata,?®) Mertensia maritima®
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Tabelle 1. (Fortsetzung)

Ver- R= Name Vorkommen und biologische Eigenschaften
bindung
2 Shikonin Wurzeln: Arnebia euchroma 4449 A hispidissima,?? A. guttata,”>" A. tibetiana,>'->® Cynoglossum
N\ officinale,*) Echium lycopsis*! E. rubrum,’> % E. vulgare,*! Eritrichium incanum,? E. sichotenze,*
Jatropha glandulifera,”® Lappula consanguinera*® L. echinata,*®) Lithospermum erythrorhizon *s 56471 [,
OH Officinale,”*? Macrotomia echioides,®) M. ugamensis,"> 3% M. euchroma,’> %> %! Mertensia maritima >
Onosma caucasicum,” 3! O. conferitum,” O. hookeri ! O. livanovii,|® O. polyphyllum [ O. tauricum 1%
O. sericium,|® O. setosum ! O. visianii|®) O. zerizaminium>-5> 7
Zellkulturen: Arnebia euchroma,""’*!! Echium lycopsis,?®) Lithospermum erythrorhizon,”"*? Onosma
paniculatum!%!
Biologische Wirkung: Antitumorwirkung (Abschnitt 5.2), antiamobisch (Abschnitt 5.3), antipyretisch und
analgetisch (Abschnitt 5.1), antimykotisch und antibakteriell (Abschnitt 5.3), wundheilend (Abschnitt 5.1),
chemoprophylaktisch (Abschnitt 5.2), entziindungshemmend (Abschnitt 5.1), Inhibierung der Topoisome-
rase I1 (Abschnitt 5.2), Inhibierung der mikrosomalen Monooxygenase,”!! Stimulierung der Peroxidase,””!
Schutz vor UV-Strahlung, Inhibierung von Testosteron-a-Reduktase,'”f! Induktion und Sekretion des
Nervenwachstumsfaktors!74
15 Acetylshikonin Wurzeln: Arnebia decumbens|™ A. euchroma,P> =441 A. guitata,> *- 3 Cynoglossum officinale,*
Y\)\ Echium vulgare,P! Eritrichium incanum,P! E. sichotenze,*®) Jatropha glandulifera,> Lappula consangui-
S nea,Pl L. echinata,*®! Lithospermum arvense " L. erythrorhizon*> "7 Mertensia maritima,*® Onosma
Y confertum,’® O. hookeri*? O. paniculatum!*!
o Zellkulturen: Arnebia euchroma,lV Echium lycopsis,?! L. erythrorhizon,”"* O. echioides!'"!
/ .
16 1-Methoxy- Wurzeln: Arnebia euchroma*!
o o
OMe acetylshikonin
(0]
\A/*
17 O\ﬂ/\ Propionylshikonin ~ Zellkulturen: Lithospermum erythrorhizon!™
o
18 Isobutyrylshikonin  Wurzeln: Cynoglossum officinale,*® Echium vulgare,*® Eritrichium sichotenze,* Lappula consanguine-
M ra,Pl L. echinata*® Lithospermum arvense"® L. erythrorhizon "% Macrotomia euchroma,*® Mertensia
! maritimal®
Zellkulturen: Arnebia euchroma,"'’! Echium lycopsis,*®! Lithospermum erythrorhizonl"
[}
19 Isovalerylshikonin ~ Wurzeln: Arnebia decumbens,®) Cynoglossum officinale,*® Echium vulgare* Lappula consanguinea,® L.
Y\)\ echinata,? Lithospermum arvense,"! L. erythrorhizon,?*>" % Macrotomia euchroma'®
3 Zellkulturen: Echium lycopsis,?®) L. erythrorhizon®" %
\‘ Biologische Wirkung: Inhibierung der Topoisomerase I (Abschnitt 5.2)
20 o a-Methyl- Wurzeln: Cynoglossum officinale,*® Echium vulgare,*® Eritrichium incanum,® E. sichotenze,* Lappula
= butyrylshikonin consanguinea,® L. echinata,”® L. erythrorhizon,”’- %2 Mertensia maritimal®
o Zellkulturen: L. erythrorhizonl®
Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)
0]
21 B,B-Dimethyl- Wurzeln: Alkanna hirsutissima,®®) Arnebia euchromaP® %% A, guttata,* ¥ A. tibetiana,® Cynoglossum
Y\)\ acrylshikonin officinale,*®) Echium vulgare*® Eritrichium incanum*® E. sichotenze,*® Jatropha glandulifera,*® Lappula
3 consanguinea,* L. echinata,*®) andere Echium-Spezies,! L. erythrorhizon,P% %% Macrotomia uga-
\H/ﬁ/ mensis,> Mertensia maritima,’® Onosma confertum,™ O. paniculatum ® O. hookeri® O. zerizaminum!>
o Moltkiopsis ciliata'™!
Zellkulturen: Arnebia euchroma,'’’¢! Echium lycopsis,?) L. erythrorhizonl"*
22 Teracrylshikonin ~ Wurzeln: Arnebia euchroma*! A. guttata,*) Lithospermum erythrorhizon,® L. euchromum!®
Y\)\ Zellkulturen: Arnebia euchromal'’l
W Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)
o ~
]
Y\)\
23 o V/Q/ Angelylshikonin ~ Wurzeln: Alkanna hirsutissimal®’ %%
.
|
24 B-Hydroxy- Wurzeln: Arnebia euchroma* A. guttata > Lithospermum arvense,U®! L. erythrorhizon 5”780 [,
isovalerylshikonin  euchromum!®)

o]
T

e
L

Zellkulturen: Arnebia euchroma,''’¢! Echium lycopsis,?® L. erythrorhizon"*
Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)
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Tabelle 1. (Fortsetzung)

Ver- R= Name Vorkommen und biologische Eigenschaften
bindung
/ . .
25 B-Acetoxyiso- Wurzeln: Macrotomia euchromal™)
o valerylshikonin
W]/W<0Ac
(o]
\‘/\)\
26 L Benzoylshikonin Moltkiopsis ciliatal™®)
(o]
N\
27 o . (unbenannt) Wurzeln: Lithospermum erythrorhizon®!)
OH
o
MOH
28 o Arnebin-2 Wurzeln: Arnebia nobilis"7')
W
[e]
MOAC
29 O Acetylarnebin-2 Wurzeln: Onosma heterophylla!)
\H/Y
o
30 MOH Arnebin-5 Wurzeln: Arnebia nobilis!']
MOH
31 O Arnebin-6 Wurzeln: Arnebia nobilis!'"')
o
32 Desoxyalkannin, Wurzeln: Alkanna tinctoria,?*'™ A. hirsutissima,®®) Arnebia decumbens,”™ A. euchroma***1 A,
M Desoxyshikonin hispidissima,’?® A. guttata,**3 A. nobilis,* Cynoglossum officinale*® E. vulgare*® Eritrichium
oder Arnebin-7 incanum,® E. sichotenze,®® Lappula consanguinea,* L. echinata,® Lithospermum erythrorhi-
zon, P> 27821 Macrotomia cephalotes,? ) M. euchroma 2! Mertensia maritima,*® Onosma confer-
tum,™ O. heterophylla*')
Zellkulturen: Arnebia euchroma,'"’s1 Echium lycopsis,?® L. erythrorhizon,*"* O. paniculatum!'%
Biologische Wirkung: antidermatophytisch und antibakteriell (Abschnitt 5.3), Antitumorwirkung
(Abschnitt 5.2)
33 Alkannan Wurzeln: Alkanna tinctoria,'! Cynoglossum officinale,*®) Echium vulgare®® Eritrichium incanum %
NP )\ E. sichotenze,* Lappula consanguinea,®® L. echinata,* Lithospermum erythrorhizon,* M.
euchroma,®® Mertensia maritimal®
34 M Anhydroalkannin Waurzeln: Lithospermum erythrorhizon Macrotomia euchroma
Y\)iOH
35 o \HA/ Lithospermidin-A ~ Wurzeln: Lithospermum erythrorhizon”)
[¢]
Y\)iOH
36 Lithospermidin-B Wurzeln: Lithospermum erythrorhizon”)

[¢]

=

[a] 1. Wihrend der Extraktion kann es in manchen Féllen zur Esterhydrolyse kommen, so daB zusitzlich oder anstelle der Ester Alkannin 1 und Shikonin 2
isoliert werden. 2. Die absolute Konfiguration der Derivate wurde nur in Einzelfdllen bestimmt. Es ist daher moglich, da3 Alkanninderivate zur
Shikoninreihe gehdren und umgekehrt, oder daB es sich um Racemate handelt. Experimente zum Circulardichroismus (CD)P% 6% 172l ynd Trennungen mit
HPLC an chiraler stationdrer Phasel?] haben ergeben, daB Arnebia euchroma hauptsichlich Alkanninderivate enthilt, wihrend Shikoninderivate die
Hauptkomponenten von Onosma confertum sind. Die Konfiguration verschiedener Ester aus demselben Pflanzenmaterial kann jedoch unterschiedlich sein.
Sie variiert auch zwischen den gleichen Pflanzen von unterschiedlichen Fundorten.?! Unterschiede konnen sich auch zwischen den Extrakten aus
Pflanzenmaterial und denen aus Zellkulturen ergeben.?]
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Weitere Verbesserungen der Shikoninproduktion konnten
durch Selektion der produktivsten und stabilsten Zellinien
erzielt werden,!*”! wobei sich die intensive Farbe des Natur-
stoffs als grofe Hilfe erwies. Auch die verwendeten Nihrme-
dien wurden modifiziert.') Diese Verbesserungen ermdg-
lichten der Firma Mitsui Petrochemical, 1 und 2 in kom-
merziellem MaBstab zu produzieren.l': %21 Bemerkens-
werterweise kann 2 unter diesen Bedingungen in Mengen
von iiber 4 g pro Liter Ndhrmedium gewonnen werden.
Dieses Verfahren war die weltweit erste kommerzielle Nut-
zung von Pflanzenzellkulturen zur Gewinnung eines Sekun-
didrmetaboliten und ist noch heute eines der wenigen Ver-
fahren, das in industriellem MaBstab durchgefiihrt wird. Es ist
daher schon mehrfach dariiber berichtet worden,[ 1%l so daf3
wir uns hier auf diese kurze Zusammenfassung beschrinken
konnen. Der grof3e Erfolg dieser Methode fiihrte zu ver-
stirkten Bemiihungen, Shikonin 2 und Alkannin 1 durch
Kultivierung von Zellen auch anderer Boraginaceae-Arten zu
gewinnen. Diese Versuche waren von unterschiedlichem
Erfolg gekront.2o 1941971 Verbesserungen des Kultivierungs-
verfahrens mit LE-Zellen sind noch immer Gegenstand
intensiver Untersuchungen, und stindig erscheinen neue
Veroffentlichungen zu diesem Thema.[!%®]

3.2. Biosynthese von Alkannin und Shikonin

Die intensive Erforschung der kommerziellen Produktion
von 1 und 2 aus Pflanzenzellkulturen erleichterte die Auf-
klarung verschiedener Stadien der Biosynthese dieser und
verwandter Naturstoffe.'”] Der allgemein akzeptierte Verlauf
der Biosynthese ist in Schema 1 zusammengefaf3t. Die beiden
Hauptvorstufen sind 4-Hydroxybenzoesidure (PHB) 45 und
Geranylpyrophosphat (GPP) 54. Diese beiden Verbindungen
werden, katalysiert durch das Enzym PHB-Geranyl-Trans-
ferase, zu m-Geranyl-PHB 55 umgesetzt. Von den frithen
Stufen der Biosynthese von 2 ist wesentlich mehr bekannt als
von den spiteren.

GPP 54 entsteht auf der gut untersuchten Isoprenoid-
Routel'!% {iber Mevalonsidure als Zwischenstufe, wihrend
PHB 45 aus Phenylpropanoid-Metaboliten synthetisiert wird.
L-Phenylalanin 38, aus Shikimisdure 37 gebildet, wird durch
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) zu Zimtsdure 39 ab-
gebaut. Deren Umwandlung zu p-Hydroxyzimtsaure 40 wird
durch Cinnamat-4-Hydroxylase (C4H) katalysiert. Es beste-
hen unterschiedliche Auffassungen dariiber, ob die biosyn-
thetische Transformation von 40 zu 45 auf der S-Oxidations-
Routel""l oder iiber einen Retro-Aldol-Mechanismus!''? ver-
lauft. Die abschlieBende Beantwortung dieser Frage hat
Bedeutung iiber die Shikoninbiosynthese hinaus, da PHB 45
ein biosynthetisches Intermediat fiir eine Reihe von Metabo-
liten wie den Ubichinonen 62" und Vitamin E 6314 ist
(Abbildung 8).

Beweise dafiir, da} Shikonin tatsdchlich iiber diese biosyn-
thetische Route gebildet wird, sind auf vielfache Weise
erbracht worden. So ergaben Fiitterungsexperimente, daf
sowohl Shikimisdure 37 als auch L-Phenylalanin 38, Zimtsidu-
re 39, PHB 45, m-Geranyl-PHB 55, m-Geranylhydrochinon

Angew. Chem. 1999, 111, 280-311

56 und Mevalonsdure 50 Zwischenstufen dieser Biosynthese
sind.''S! Dariiber hinaus konnten 45, 55 und 56 auch aus
Shikonin-freien LE-Kulturen isoliert werden, die in einem
flussigen LS-Medium kultiviert wurden, das die Shikoninbio-
synthese inhibiert.">" PHB 45 liegt dort als 3-Glucosid
PHBOG 480" in den Vakuolen der Shikonin-freien Zellen
vor, was auf einen zelluliren Abwehrmechanismus schlieBen
14Bt, da von PHB 45 bekannt ist, daf} es toxisch auf Zellen
wirkt.'"”) Bis hinauf zu m-Geranyl-PHB 55 sind Intermediate
in diesen Shikonin-freien Zellkulturen nachgewiesen worden,
und es wird vermutet, daB dessen Umwandlung zu m-
Geranylhydrochinon 56 durch Ammoniumionen unterdriickt
wird."'8] Werden die Zellen in das Medium M9 transferiert,
das die Shikoninbiosynthese stimuliert, nimmt die Menge an
PHBOG 48 rasch ab, was darauf hindeutet, da3 45 oder 48 als
Zwischenstufen benotigt werden ') 1995 gelang der Nach-
weis, dal Desoxyshikonin 32 eine direkte biosynthetische
Vorstufe von Shikonin 2 ist.'"] Dieses Ergebnis ist der
einzige direkte Beweis, den man bislang fiir die Schritte nach
der Synthese von m-Geranylhydrochinon 56 hat; die weiteren
Schritte von 56 zu Shikonin 2 sind spekulativ.

Indirekte Beweise zur Unterstiitzung der vorgeschlagenen
Biosyntheseroute wurden durch die Isolierung strukturell
verwandter Sekundidrmetaboliten aus verschiedenen Boragi-
naceae-Arten sowohl aus Pflanzen als auch aus Zellkulturen
erbracht. Auf eine Beteiligung des Intermediats 61 kann aus
der Isolierung der Furan- und Dihydrofuranderivate Shiko-
nofuran 57["! Echinofuran 5801 und Dihydroechinofuran
590211 geschlossen werden. Vermutlich entsteht der cyclische
Arylether Arnebinol 60 durch eine allylische Hydroxylierung
der trans-Methylgruppe von 59, bevor es zur Makrocyclisie-
rung kommt.['??!

Mehrere an der Shikoninbiosynthese beteiligte Enzyme
sind identifiziert und ihre Wirkorte in der Zelle lokalisiert
worden. PHB-Geranyl-Transferase ist das Enzym, das durch
die Einwirkung von weilem Licht auf LE-Zellkulturen
gehemmt wird.’*! Die Shikoninbildung wird dadurch unter-
driickt. Das Enzym wurde aus zellfreien LE-Extrakten
isoliert und intensiv untersucht.!'”! Ahnliche Enzyme sind
aus der Ubichinonbiosynthese bekannt,!'' und die Niitzlich-
keit von Prenyl-Transferasen aus E. coli in der organischen
Synthese ist bekannt.['?!l Es ist auch vorgeschlagen worden,
da Licht die Biosynthese durch den Photoabbau von
Flavinmononucleotid (FMN) hemmt. FMN ist ein Cofaktor,
der fiir einen oder mehrere der zur Shikoninbiosynthese
notwendigen Oxidationsschritte notwendig sein kann. Dieses
Argument wird dadurch untermauert, dafl das aus dem
Photoabbau von FMN entstehende Lumiflavin, vermutlich
durch Zerstorung der PHB-Geranyl-Transferase, die Shiko-
ninbiosynthese hemmt.['>’]

PHB-Geranyl-Transferase ist in einer mikrosomalen Frak-
tion der LE-Zellen lokalisiert, in der spezielle Vesikelmem-
branen aus dem endoplasmatischen Reticulum enthalten
sind."?! Auch die PHB-Glucosyl-Transferase, die die Um-
wandlung von PHB 45 zu PHBOG 48 katalysiert, konnte
teilweise gereinigt und charakterisiert werden.'””) Dieses
Enzym befindet sich im Cytosol,[”® ebenso wie die Glucosi-
dase, die die Riickreaktion steuert, und das zur Produktion
von GPP 54 notwenige Enzym GPP-Synthase.'”! Es liegt
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Schema 1. Biosynthese von Shikonin 2.

daher nahe, daf3 vor Beginn der Shikoninbiosynthese 48 in
den Vakuolen gespeichert wird, um es moglicherweise vor der
Glucosidase zu schiitzen.l'”! Werden die Zellen in das Pro-
duktionsmedium transferiert, kann das gespeicherte PHBOG
48 zur Shikoninbiosynthese herangezogen werden. Es ist
vorgeschlagen worden, daf3 alle Reaktionsschritte bis ein-
schlieflich zur Kupplung von PHB 45 und GPP 54 in
speziellen Vesikeln oder in anderen definierten Biosynthe-
se-Kompartimenten ablaufen. Dies wiirde nicht nur fiir einen
geregelten Verlauf der biosynthetischen Reaktionen sorgen,
sondern wére auch fiir den Transport und die Sekretion der
Sekundirmetaboliten hilfreich.['2¢]

Arbeiten zur Shikoninbiosynthese erscheinen noch immer
regelméBig, zum grofen Teil von Tabatas Arbeitsgruppe an
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der Universitdt Kioto. Untersuchungen auf diesem Gebiet
sind vermutlich weiterhin im Gange, und so kénnen detail-
liertere Informationen iiber das spite Stadium der Biosyn-
these mit Spannung erwartet werden.

4. Die Chemie von Alkannin und Shikonin

Bevor die Chemie von Alkannin und von Shikonin erortert
werden soll, erscheint es sinnvoll, sich zunichst mit den
chemischen Eigenschaften der Stammverbindung Naphtha-
zarin 64 vertraut zu machen.

Angew. Chem. 1999, 111, 280-311



Alkannin und Shikonin

AUFSATZE

OH (0]
MeO 7
- H
— n
MeO Me
CO,H o
45 pHB 62 : Ubichinone

(Coenzyme Q)

Me
63 :vitamin E

Abbildung 8. 4-Hydroxybenzoesdure (PHB) 45 als vielseitige biosynthe-
tische Zwischenstufe.

4.1. Die Chemie von Naphthazarin

Naphthazarin (iiblicherweise dargestellt als 5,8-Dihydroxy-
1,4-naphthochinon 64a; Abbildung 9) wurde in der Vergan-
genheit als ziemlich kostspieliger purpurfarbener Farbstoff
verwendet. Als natiirliche Quelle dienen die Rinde von

64a

64c
Abbildung 9. Strukturformeln fiir Naphthazarin 64.

Lomatia obliqua™ und die Schalen der WalnuBart Juglans
mandschurica maxim var. Sieboldianna Makino.l3!l Die
Verbindung kann durch direktes Erhitzen von 1,5-Dinitro-
naphthalin mit Schwefel in rauchender Schwefelsidure'*? oder
durch zweifache Friedel-Crafts-Acylierung von Hydrochi-
non!'* oder 1,4-Dimethoxybenzol 66> mit Maleinsdurean-
hydrid in AICl;-NaCl-Gemischen hergestellt werden. Bei
beiden Verfahren sind die Ausbeuten im allgemeinen niedrig.
Um grofere Mengen an Naphthazarin fiir den Laborgebrauch
herzustellen, wird heute meist ein indirektes, dreistufiges
Verfahren unter Verwendung von Dichlormaleinsidureanhy-
drid genutzt (Schema 2; Tabelle 2).[1%]

Die symmetrische Struktur von Naphthazarin 64 war
Gegenstand einiger Diskussionen.'*! Vom préparativen
Standpunkt aus ist die rasch erfolgende Tautomerisierung
ein wichtiger Aspekt, da es dadurch zu einer zentrosymme-
trischen Struktur von 64 kommt. Fiir eine solche Struktur
spricht auch das 'H-NMR-Spektrum, das nur ein Signal bei
0 =713 aufweist, etwa in der Mitte des Erwartungsbereiches
fiir aromatische (0 =ca. 7.25) und chinoide Protonen (6 = ca.
6.95).71 Genauer betrachtet miiBte die Umwandlung der
verschiedenen Naphthazarinstrukturen ineinander als ein
Tunnelproze3 beschrieben werden, da die Signale fiir aro-
matische und chinoide Protonen nicht unterhalb einer Koa-
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Schema 2. Synthesen und Reaktionen von Naphthazarin 64.

Tabelle 2. Reaktionsbedingungen fiir die Wege A —C in Schema 2.
R A B C

Na,S,0,, NaOH

Mel (44 % )!') oder

1) H, Pd-C, DMF

2) NaH, Me,SO,, DMF
(72 % )[lSO]

Ac,0, NaOAc, Znl'*!

Me MeOTs, K,CO;
(44 % )l147-148]

Na,S,0,, NaOH
Mel (48 % )14

Ac Ac,0, NaOAc!!3] Ac,0, NaOAc
Znl133]

TMS MTMSTFA MTMSTFA, NH,I -

(]OO%)[lsla] (100%)[151!3]
TBS MTBSTFA MTBSTFA, NH,I -
(94 % )52 (89% )12

leszenztemperatur aufspalten. Im {ibrigen sind die spektro-
skopischen Eigenschaften wie auch die intensiv purpurfarbe-
nen Losungen von 64 eher mit einer 1,5-chinoiden Struktur
wie in 64b,c (Abbildung 9) im Einklang als mit der iiblicher-
weise angegebenen 1,4-chinoiden Struktur 64a.013
Kristallines Naphthazarin 64 wird als tief braunroter Fest-
stoff mit einem griingoldenen Schimmer oder als tiefgriiner
Feststoff mit metallischem Glanz beschrieben." Es 16st sich
gut in organischen Losemitteln wie Benzol oder Dichlorme-
than und ergibt blutrote Losungen. Werden diese Losungen
mit konzentrierter Alkalilauge versetzt, kann das Chinon in
Form seines kornblumenblauen Dianions in die wéBrige
Phase tiberfiihrt werden. Wegen der unterschiedlichen Farben
von Losungen des protonierten und des deprotonierten
Naphthazarins 148t sich 64 als pH-Indikator verwenden.!'*]
Wird die blaue Losung unmittelbar nach der Extraktion
angesduert, kann Naphthazarin unverandert zuriickgewonnen
werden. Ist die Losung jedoch ldngere Zeit Luftsauerstoff
ausgesetzt, wird der aromatische Ring zum Naphthopurpurin
(2,5,8-Trihydroxy-1,4-naphthochinon)  oxidiert."*?  Mit
Pb(OAc),,"™ oder noch effektiver mit Phenyliodoniumbis-
(trifluoracetat),l' 148t sich Naphthazarin 64 zum Naphtho-
dichinon 124 oxidieren (Schema 12, Abschnitt 4.3.3). Das sehr
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reaktive Dichinon 124 wurde zur Herstellung von Kéfigver-
bindungen!"*! und in einer Synthese von Cycloshikonin!!4!l
eingesetzt.

Die Reduktion von Naphthazarin 64 kann mit einer
Vielzahl von Reagentien erreicht werden. Sowohl die kata-
lytische Hydrierung als auch die Umsetzung mit Natriumdi-
thionit und Zink fithren zum sehr luftempfindlichen 1,4,5,8-
Tetrahydroxynaphthalin 69.1'%] Vor allem alkalische Losun-
gen von 69 lassen sich bei Zutritt von Luft sehr rasch zum
Naphthazarindianion oxidieren.['*] Wird Naphthazarin 64 mit
Zinn(11)-chlorid in Salzsidure reduziert, so wird das luftstabi-
lere, kristalline Diketo-Tautomer 68 erhalten.'*2 %] Eine
Reduktion halogenierter Naphthazarine verlduft unter De-
halogenierung ebenfalls zu 68. Dieses Reaktionsverhalten
lie sich in einer effizienten, in groSem MaBstab durch-
fiihrbaren, dreistufigen Synthese von Naphthazarin nutzen:
Die Friedel-Crafts-Acylierung von 1,4-Dimethoxybenzol 66
mit Dichlormaleinsdureanhydrid 65 verlduft im Unterschied
zur Reaktion mit Maleinsdureanhydrid in sehr guten Aus-
beuten.'* Die Reduktion des so erhaltenen 2,3-Dichlornaph-
thazarins 67 mit Zinn(ir)-chlorid!*? und die anschlieBende
Luftoxidation einer alkalischen Losung des Leukonaphtha-
zarins 68 liefert 64 in sehr guter Gesamtausbeute.l' Einige
Methoden fiir zweifaches und fiir reduktives, vierfaches
Schiitzen von Naphthazarin 64 sind in Schema 2 zusammen-
gefalit. Eine Veretherung der phenolischen Hydroxygruppen
ist schwierig, vermutlich wegen der groflen Stabilitdt des
Naphthazarin-Dianions.

Naphthazarin 64 reagiert mit nur wenigen Elektrophilen,
was sich damit erkldren 146t, daB 64 leicht Lewis-Sduren
bindet. Zufriedenstellende Ausbeuten an Alkylierungspro-
dukten werden mit Oxoniumionen aus cyclischen Enolethern
erzielt, wie die Synthese von Cycloshikonin 73 belegt
(Schema 2).'""1 Im Zusammenhang mit einer erfolglosen
Shikoninsynthese beschrieb Brockmann, dal Kondensatio-
nen von Aldehyden mit Naphthazarin unter sauren Bedin-
gungen zu komplexen Produktgemischen fiihren, in denen
unter anderem auch Alkenderivate wie 75 vorhanden sind
(Schema 2).11

Die benachbarten Sauerstoffatome der Oxo- und der
Hydroxygruppe machen die Naphthazarine zu idealen Sub-
straten fiir die Bildung von Metallchelatkomplexen.[3¢ 140l
Komplexe dieser Art sind ausfiihrlich im Hinblick auf Eigen-
schaften wie die magnetischen Austauschwechselwirkungen
zwischen paramagnetischen Ionen untersucht worden (siche
auch Abschnitt 5.2).[136. 1461

Kontrollierte nucleophile Additionen an Naphthazarin 64
sind bislang nicht gegliickt. Im allgemeinen entstehen dabei
komplexe Gemische, die unter anderem 1,2- und 1,4-Addi-
tionsprodukte enthalten.'® Eine der wenigen niitzlichen
Verbindungen, die aus einer derartigen Reaktion erhalten
wurde, ist die Bisulfit-Additionsverbindung Alizarin-
schwarz S, die frither als Druckfarbe verwendet wurde.['*
1996 wurde iiber ein effizientes Verfahren der formalen 1,4-
Addition iiber die Leukoform des Bromderivats von Naph-
thazarin berichtet.'’® Die niitzlichsten und erfolgreichsten
Umsetzungen mit Naphthazarin 64 sind seine Cycloadditio-
nen. Vor allem Diels-Alder-Reaktionen mit Naphthazarin
sind vielfach zum Aufbau von Anthracyclinon-Antibiotika

292

verwendet worden. Dieser Aspekt der Chemie des Naphta-
zarins wurde ausfiihrlich erortert,! so da an dieser Stelle
auf eine Diskussion verzichtet werden kann.

4.2. Reaktivitiat von Alkannin und Shikonin

Die Chemie von Alkannin 1 und Shikonin 2 hat viele
Gemeinsamkeiten mit der von Naphthazarin 64. Da das
Chinongrundgeriist mit einer Elektronendonorgruppe substi-
tuiert ist, liegt hauptsdchlich das in Abbildung 1 gezeigte
Tautomer vor.’l Die Hydroxy-substituierten Seitenketten
verleihen 1, 2 und ihren Derivaten interessante Eigenschaften
und machen diese Verbindungen auch wesentlich empfindli-
cher als Naphthazarin 64.

Unter sauren Bedingungen (in Gegenwart von Brgnsted-
oder Lewis-Sduren) cyclisiert die Seitenkette leicht zum
Tetrahydrofuranisomer Cycloshikonin 73.[12 155156 Werden
die Chinone 1 und 2 Luft und Licht ausgesetzt, so werden sie
auch rasch photooxidiert. Vom Photolyse-Hauptprodukt 77
wird angenommen, daf3 es sich iiber den in Schema 3
dargestellten Mechanismus bildet. Polymerisationen von 1
und 2 werden durch die Einwirkung von S#uren, Basen,
Wirme oder Licht induziert.'® '] Unter stark sauren
Bedingungen konnen 1 und 2 auch racemisieren.l!]

OH O OH O

OH O OH O OH O

o, 0 OH ©
\
SOV EeS L
OH OH O, H OH O
2 76 77

Schema 3. Photooxidation von Shikonin 2.1'5]

Die aliphatische Hydroxygruppe von Shikonin 146t sich
bevorzugt vor den phenolischen Hydroxygruppen selektiv
durch iibliche Veresterungsmethoden acylieren.'®) Umge-
kehrt konnen die Acylshikoninderivate 78 auch durch die
selektive Hydrolyse ausgehend vom triacetylierten Shikonin
79 erhalten werden (Schema 4).['°! Die iibrigen Schiitzungs-
und Entschiitzungsreaktionen entsprechen denen bei Naph-
thazarin 64. Die Palladium-katalysierte Hydrierung von 2
fiihrt zur Reduktion sowohl der Chinon- als auch der Alken-
Substruktur zu 81, wogegen PtO, als Katalysator eine
selektive Alken-Reduktion zum Dihydroshikonin 82 ermog-
licht.['%] Die Chinon-Einheit 148t sich selektiv mit Zn oder
Na,S,0, reduzieren,'*! wodurch ein extrem luftempfindliches
Tetrahydroxynaphthalin entsteht, das als Pentaacetylderivat
80 abgefangen werden konnte.l'?] Wie bei Naphthazarin 64
gibt es bei 1 und 2 verschiedene Farben der Siure- und
Basenform (Abbildung 10).

Die einzigen Beispiele fiir Ringfunktionalisierungen von 1,
2 und ihren Derivaten wurden von Shuka und Mitarbeitern
beschrieben. Sie berichteten iiber eine zweifache Mannich-
artige Addition zu 83 sowie iiber eine Reaktion mit Diazo-
methan, die iiber eine Reaktionssequenz aus Cycloaddition
und N-Methylierung zu 85 fiihrt (Schema 5).'%1 Bei der
Isolierung einiger Alkanninester wurde eine interessante
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OH O ROCO (0]

NaOH
A —_—

(RCO),0 oder
RCOCI, py ROCO (] OCOR

OH O OCOR

78 79
(RCO),0 oder
RCOCI, py
oder RCOOH, | | NaOH NaOH
(RCO),0 oder
DCC, DMAP RCOC!, py
OH O OAc OAc

:

Zn, Ac,0O
AcONa
)\

=
OH O OH OAc OAc OAc
Ho, PtO ? \ N
2 2
q Hp, Pd-C
EtOAc (69%) AGOH (30%)

OH O OH OH O OH
82 81

Schema 4. Ausgewihlte Reaktionen von Shikonin 2.

Abbildung 10. Losungen von Alkannin 1 in CH,Cl, (rot) und in IN
wiBriger Natronlauge (kornblumenblau) sowie eine Losung des Penta-
acetatderivats 80 in CH,Cl, (farblos, kaum wahrnehmbar).

OH O OCOR

79

Schema 5. Reaktionen der Alkanninester 79.187 193]
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Umlagerung zum Cyclobutanderivat 84 beobachtet.’”l Zahl-
reiche Untersuchungsmethoden wurden zur Analyse von 1, 2
und ihren Derivaten angewendet: An chromatographischen
Methoden kamen die Diinnschichtchromatographie, 141 die
Densitometrie,'"] die Gelpermeationschromatographiel™ und
die HPLCP% 4243, 49.50. 160 zum Einsatz. Spektroskopische Un-
tersuchungsmethoden umfaBten UV/Vis-, 33 52 53,77 166c, 167, 165]
IR_7[44‘ 50, 52, 53, 77, 167] lH_NMR_[S?:‘ 44, 50, 77, 167] und 13C_NMR_Spek_
troskopiel'®® 1" sowie Massenspektrometrie, 3 40 44 89, 166ch, 171a]
Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie, 262 1665 170, 172,173 ynd
Atomabsorptionsspektroskopie.'” Quantitative und qualita-
tive Bestimmungen von 1, 2 und ihren Derivaten wurden durch
Polarographie,l'”l Voltammetrie,!””  Differentialpulsvoltam-
metriel'””! und sogar mit einer photoakustischen Methode zur
Messung der transdermalen Absorption vorgenommen.!'”®!

4.3. Die Totalsynthesen von Alkannin und Shikonin

4.3.1. Einleitung

Zur Entwicklung einer erfolgreichen und effizienten Syn-
these von Alkannin und/oder Shikonin miissen mehrere
Probleme bewiltigt werden. Wie bereits erwihnt, sind die
Naturstoffe empfindlich gegeniiber Brgnsted- und Lewis-
Sduren sowie Licht und Sauerstoff. Eine weitere Hiirde
besteht in der ausgepridgten Affinitdt der Naphthazarine zu
Kieselgel und Aluminiumoxid, so daff eine Reinigung mit
chromatographischen Methoden erschwert ist. Es ist offen-
sichtlich, daf3 der iibliche Zugang zu substituierten Naphtha-
zarinen iber die Friedel-Crafts-Acylierung von Hydrochino-
nen mit Maleinsdureanhydridderivaten (Abschnitt 4.1) hier
nicht zum Erfolg fithren kann. In einer idealen Synthese von 1
und 2 bediirfte es keines Schutzes des Naphthazarinsystems,
doch dies ist bis heute nicht erreicht worden. Die vielleicht
grofite Herausforderung dieses Syntheseproblems besteht in
der Entwicklung einer wirksamen Schutzgruppenmethode fiir
das Naphthochinongrundgeriist. Die grole Empfindlichkeit
der Naturstoffe gegeniiber einer Vielzahl von Reagentien und
Reaktionsbedingungen iiber Sduren, Licht und Sauerstoff
hinaus (zum Beispiel gegeniiber Reduktionsmitteln und
Nucleophilen) schrinkt die zur Verfiigung stehenden Mog-
lichkeiten im abschlieBenden Entschiitzungsschritt der Syn-
these drastisch ein.

Die meisten erfolgreichen Synthesen von 1 und 2 verlaufen
iber 1,4,5,8-Tetramethoxynaphthalin 88 und seine Derivate
als geschiitzte Form von Naphthazarin 64 (Schema 6). Ob-
wohl 88 direkt aus Naphthazarin 64 durch reduktive Methy-
lierung hergestellt werden kann (Schema?2), wurde von
Terada und Mitarbeitern ein 6konomischerer Zugang zu 88
entwickelt, der auf die Verwendung des kostbaren 64
verzichtet.'*) Das wohlfeile 1,5-Dihydroxynaphthalin 86
(Schema 6) wurde zunichst O-methyliert, anschlieBend bro-
miert und in einer Kupfer(1)-vermittelten Methoxylierung zu
88 umgesetzt.['¥)] Dieses reagiert in annihernd quantitativer
Ausbeute in einer Vilsmeier-Formylierung zu 89.0%1 Ein
alternativer Zugang zu 89 wurde kiirzlich von Couladouros
et al. erarbeitet (Schema 6).['1 Dieses Verfahren beruht auf
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OH Br OMe
OO 1. Me,SO,, NaOH, EtOH (95%) OO
2. Bry, CCl, (58%)
OH OMe Br
86 87
MeONa, Cul, MeOH, DMF (849%)
OMe OMe OMe OMe
DMF, POCl3, CHCl3 (99%)
H
OMe OMe O OMe OMe
89 88
1. K,CO3, Me,S0;, (71%, 2 Stufen)
2. DIBAL, CH,Cl, (88%)
OMe OH OMe  5o,ph
LDA, THF
O o1
CN CN
oMe ©
OMe OH
91 90

Schema 6. Zwei Synthesen des Schliisselintermediats 89.1'*- 7]

einer Anellierung des aus 90 erhaltenen Phthalidanions mit
Acrylnitril zu 91.0%1 Die nachfolgende O-Methylierung und
die Reduktion mit DIBAL lieferten dann 89. Diese Methode
ist nicht nur wegen der hohen Gesamtausbeute bemerkens-
wert, sie eroffnet auch die Moglichkeit, das Hydrochinon 91
zum Aufbau eines Naphthalinderivats mit zueinander ortho-
gonalen Schutzgruppen an den beiden Ringen zu verwenden.
Dies sollte die Effizienz der nachfolgenden Entschiitzung zu
einem Naphthazarinderivat erhéhen (siche unten).

Die Methoden zur Freisetzung von Naphthazarin aus
Tetramethoxynaphthalinderivaten sind intensiv von Tanoue
und Terada untersucht worden.!'8!l Sie fanden heraus, dal3
Bortribromid, ein Standardreagens zur Spaltung aromatischer
Ether, in 68% Ausbeute Tetramethoxynaphthalin 88 in
Naphthazarin 64 tiberfithrt, nach Luftoxidation des zunéchst
gebildeten Tetrahydroxynaphthalins.'*] Dieses Verfahren
146t sich jedoch nicht auf 2-substituierte Derivate von 64
anwenden, da dabei polymeres Material entsteht. Fiir die
Synthese dieser Verbindungen wurde daher ein zweistufiges
Verfahren entwickelt (Schema 7, Tabelle 3). Die Oxidation
2-substituierter Tetramethoxynaphthaline 92 mit Cerammo-

OMe OMe OMe O

OMe OMe OMe [e]
Ago HNO3 AlCl3
Methode 1 Methode 2

OHO

ﬁ##

Schema 7. Entschiitzung von Tetramethoxynaphthahnderlvaten 92.181]
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Tabelle 3. Ausbeuten der in Schema 7 gezeigten Reaktionen.

CAN-Oxidation Demethylierung

R 93[%] 94[%] Methode Ausb.[%]
a H 70 - - -
b CH,0H 75 13 1 53
¢ CH(OH)CH, 61 13 1 52
d CH(OH)(CH,);CH, 4 16 1 22
e CH(OH)(CH,);CH(CH;), 52 17 1 22
f  CH(OH)(CH,),C(CH,),0H 70 15 1 28
g CH(OH)(CH,);COCH, 33 33 1 27
h  COCH, 3 77 2 71
i CHO 0 85 2 43

niumnitrat (CAN) liefert zwei Regioisomere, wobei die
Selektivitdt von der Art des Substituenten in Position 2
abhdngt (Schema 7). Bei elektronenschiebenden Gruppen
wie Hydroxyalkylgruppen (b—g) wird bevorzugt der hoher
substituierte Ring oxidiert, wogegen elektronenziehende
Substituenten wie Acetyl oder Formyl (h, i) hauptsidchlich
zum Regioisomer 94 fithren. Im ersten Fall ist die Regiose-
lektivitdt im allgemeinen niedrig. Dimethoxychinone wie 93
lassen sich, wenn auch nur in geringen Ausbeuten, durch die
Einwirkung von AgO/HNO; demethylieren. Die regioisome-
ren Chinone 94 reagieren unter diesen Bedingungen nicht. Zu
ihrer Demethylierung muf} auf AlCl; zuriickgegriffen werden,
dessen Einsatz mit einer Synthese von 1 und 2 nicht vereinbar
wire. Zwischen 95 und 96 findet eine rasche Tautomerisie-
rung statt, wobei das Gleichgewicht zugunsten von 95
verschoben ist, wenn R elektronenschiebend ist. Umgekehrt
liegt hauptséchlich 96 vor, wenn R elektronenziehend ist.['¥7]
Tetramethoxynaphthaline waren, obwohl bei weitem nicht
ideal, bis vor kurzem die einzigen geschiitzten Derivate der
Naphthazarine, die zur Synthese von 1 und 2 eingesetzt
werden konnten.

4.3.2. Synthesen von Shikalkin 1/2

Nach der erfolgreichen Entwicklung einer Methode zur
Umwandlung der Tetramethoxynaphthaline in die Naphtha-
zarine waren Terada und Mitarbeiter die ersten, denen 1983
eine Synthese von Shikalkin 1/2 gelang (Schema 8).1'%21 Die
Addition des Grignard-Reagens 97 an den Aldehyd 89 liefert
in guten Ausbeuten das Dioxolan 98. Die Hydrolyse des
Ketals und die anschlieBende Reaktion mit Methylmagnesi-
umiodid fithren zum Diol 99. An dieser Stelle entschlossen sich
die Autoren dazu, das Naphthochinon mit der oben beschrie-
benen Zweistufensequenz (1. CAN, 2. AgO/HNO;) aus seiner
geschiitzten Form freizusetzen. In diesem Fall fithrt die CAN-
Oxidation in zufriedenstellend hoher Selektivitit und in
tolerierbarer Ausbeute zum gewiinschten Isomer 100. Die
AgO/HNO;-Demethylierung dagegen liefert wie iiblich in nur
geringer Ausbeute das Naphthochinon 101. Durch Umset-
zung von 101 mit Acetanhydrid wird selektiv das Triacetat 102
gebildet. Dies ermoglicht eine selektive Eliminierung mit
Thionylchlorid und Pyridin zu 103, wobei sich die niedrige
Ausbeute durch die Entstehung betrdchtlicher Mengen des
terminalen Alken-Regioisomers erklidren 14Bt. Die Synthese
wird durch die alkalische Hydrolyse der Acetatgruppen zu
Shikalkin 1/2 abgeschlossen. Die Arbeitsgruppe um Terada
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OMe OMe OMe OMe
Bng/\X —
DOURS.
THF (96%) ><
OMe OMe (e} OMe OMe OH
98
1. TsOH, CH3COCHj3 (87%)
2. MeMgl, THF (86%)
OMe O OMe OMe
_CAN (70%)
OH
OMe O OH OMe OMe OH
100
AgO, HNO3 (27%)
OH O
OAc O
AcOH
py (88%)
oH o OAc O A

SOCly, py (34%)

OH O OAc O
1) NaOH

O‘ N 2) CH3COLH (37%)

OH O OH OAc O  OAc

1/2 103

Schema 8. Die erste Synthese von Shikalkin 1/2 von Terada und Mit-
arbeitern.[14% 1821

nutzte die beschriebene Synthese auch zur Herstellung von
Shikoninisomeren.['$3]

Chemiker aus Rufland haben iiber zwei Zugédnge zu 1/2
ausgehend von 89 berichtet (Schema 9). Die Umsetzung des
Aldehyds 89 zum Epoxid 104 gelang in guten Ausbeuten mit
dem Schwefelylid-Verfahren.'® Das Epoxid wurde durch
Reaktion mit der Organolithiumverbindung 105 zu 106
geoffnet. Diese Verbindung ist auch eine Zwischenstufe des
zweiten von dieser Arbeitsgruppe entwickelten Verfahrens, in
dem 106 aus 89 iiber eine Wittig-Olefinierung mit nachfol-
gender Cyclopropanierung und zweifacher Grignard-Addi-
tion zum Schliisselintermediat 109 hergestellt wird.['> Die
Umwandlung von 109 in 106 erfolgt durch eine bemerkens-
werte sdurekatalysierte Umlagerung. Die tiber diese beiden
Routen zugéngliche Verbindung 106 wurde durch die be-
schriebene Zweistufensequenz in 1/2 iiberfiihrt. In diesem Fall
war die CAN-Oxidation von nur vernachlédssigbarer Regio-
selektivitdt, und die sich anschlieBende Demethylierung
verlief auch hier in nur niedriger Ausbeute. Versuche, das
unerwiinschte Regioisomer 111 mit AgO/HNO; in 1/2 zu
iiberfiihren, fithrten tiberraschenderweise zum Aldehyd 112.

1995 berichteten Torii und Mitarbeiter tiber eine Synthese
von 1/2, die ebenfalls vom Aldehyd 89 ausgeht (Sche-
ma 10).% Zunéchst wird 89 in einer durch niedervalentes
Vanadium vermittelten McMurry-artigen Kupplung'®”l mit
dem ungesittigten Aldehyd 113 umgesetzt. Nach der Um-
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OMe OMe
MeZS CHZ Ph3P CH2
(71%) OMe OMe o (65%)
OMe OMe OMe OMe
(@]
OMe OMe OMe OMe
104 107
[ N,CHCO,Et (71%)
OMe OMe
-~ 0
Li
105 < CO,Et
(57%) OMe OMe
108
MeMgI (66%)
OMe OMe OMe OMe
HCIO4
(58%)
OMe OMe OH OMe OMe
106
CAN l
OMe O
+
.
OMe O OH [e] OMe OH
110  47% 111 27%
AgO/HNO3 AgO/HNO;

(39%)

(19%)

OH O OMe O
Schema 9. Weitere Shikalkin-Synthesen ausgehend von 89.[18+ 18]

wandlung der Diole 114 in die cyclischen Carbonate 115
(vermutlich ein Diastereomerengemisch) ist der Weg frei fiir
eine Palladium-katalysierte allylische Reduktion. Leider
liefert diese Reaktion betriachtliche Mengen eines regioiso-
meren Alkens (ca. 28 %), und so war eine recht aufwendige
Reaktionssequenz notig, um das Acetat 116 in reiner Form zu
isolieren. Der Arbeitsgruppe um Torii gelang die Entwicklung
einer neuen Methode zur Entschiitzung des Tetramethoxy-
naphthalingrundgeriists iiber eine anodische Oxidation. Trotz
umfangreichen Experimentierens lief sich jedoch die Regio-
selektivitdt der ersten oxidativen Demethylierung nicht ver-
bessern. Leider war das gewiinschte Isomer 118 (das fiir eine
Demethylierung mit AgO/HNO; ungeeignet ist) sogar das in
niedrigeren Ausbeuten anfallende Produkt. Um die zweite
Demethylierung zu erreichen, wurde daher eine reduktive
Acylierung zu 119 notwendig, bei dem die selektive Oxidation
des methoxylierten Ringsystems dann durch eine zweite
anodische Oxidation gelingt. Durch die alkalische Hydrolyse
von 103 wird die Synthese von 1/2 abgeschlossen. Offensicht-
lich wurde nicht versucht, das unerwiinschte Regioisomer 117
zu demethylieren, obwohl eine Umwandlung zu Acetylshi-
konin 15 und somit zu 1/2 durch die Einwirkung von AgO/
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OMe OMe OMe OMe
OO VClg, Zn, THF (73%) OH
H o =
M

OMe OMe O H OMe OMe OH

89 113 114

CDI, Toluol (82%)

OMe OMe OMe OMe

1. Pd(OAc),, PPhs, THF

OO )\ HCO,H, EtsN OO =
2\ 2. Ac,0, py, DMAP

0o
3. Pd(OAc), PPhg, THF
OMe OMe OAc HCOLH, EtN OMe OMe O
116 (67%, 3 Stufen) 115 fo)
Elektrooxidation
OMe O
‘ )\ * h\(\)\
OMe O OAc OMe OAc
117 41% 118 31%
Zn, Ac,0, EtzN (81%)
OAc OMe
SOPY
OAc OMe OAc
119
; Elektrooxidation (43%)L
'
OH O OAc O
1) NaOH
= 2) CH3CO,H (72%) P
OH O OH OAc O  OAc
1/2 : Shikalkin 103

Schema 10. Die Strategie von Torii und Mitarbeitern zur Totalsynthese
von Shikalkin 1/2.11%

HNO; moglich sein sollte. Die Methode der anodischen
Oxidation ist somit komplementér zur zuvor beschriebenen
Zweistufensequenz der Demethylierung.['8!]

4.3.3. Synthesen iiber Cycloshikonin

Terada und Mitarbeiter berichteten, dafl auch Cycloshi-
konin 73 in Shikalkin 1/2 iiberfithrt werden kann (Sche-
ma 11).['*8l Eine Synthese von 73 ist daher formal auch eine
Synthese von 1/2. Der Schliisselschritt ist dabei die Offnung
des Tetrahydrofuranrings mit p-Toluolsulfonsdure in Gegen-
wart von Acetanhydrid zu 123, wobei 73 selbst oder noch
besser das Diacetat 122 als Ausgangsverbindung dient. Die
alkalische Hydrolyse von 123 fiihrt zu 101, das bereits als
Zwischenstufe in einer fritheren Shikalkin-Synthese dieser
Arbeitsgruppe verwendet wurde.['* 1821 Die urspriinglich auch
von diesem Team entwickelte Synthese von Cycloshikonin 73,
deren Schliisselschritte die Addition des Grignard-Reagens
120 und der sidurekatalysierte RingschluB sind,[!'®® ist mitt-
lerweile durch eine direkte Synthese von 73 aus Naphthazarin
64 (Abschnitt 4.1, Schema 2)['*] verbessert worden.
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OMe OMe OMe OMe
Bng
THF (95%)
OMe OMe [¢] OMe OMe OH
121
1. TsOH, PhH (51%)
2. CAN (70%)
3. AgO, HNO; (30%)
OAc O OH O
m - AcO, py (96%)
OAc O OH O
73

Ac,0, TSOH (47%) Ac,0, TSOH (26%)

OH O OAc O
OH O OAc O
101

11% uber 3 Stufen

\

1/2 : Shikalkin

Schema 11. Synthese von Shikalkin 1/2 iiber Cycloshikonin 73 nach Terada
et al.l88]

Ein interessanter, wenngleich ziemlich langwieriger Weg zu
Cycloshikonin 73 wurde von Aso und Kanematsu vorgestellt
(Schema 12).1'1 Die y-Addition des Silylketenacetals 125 an
das reaktive Naphthodichinon 124 fiihrt zu 126, das durch
zwei nacheinander ablaufende sigmatrope [3,3]-Umlagerun-
gen und anschlieBende Hydrogenolyse das Leukonaphthaza-
rin 129 in 80% Gesamtausbeute liefert. Aus dieser Verbin-

OTMS o) OH
_
MO[‘BU
125
CH,Cl,
ol|o
CO,tBuU
126
NayS;04
Et,0, H,0
OH O
CO,Bu
OH O
128 127 COBu

H,, Pd-C (80% ausgehend von 120)

OH O

OH O

CO,Bu
12 Stufen
S
OH O OH O
73

Schema 12. Synthese von Cycloshikonin 73 nach Kanematsu et al.l'#!]
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dung konnte Cycloshikonin 73 in einer eher ineffizienten,
zwolfstufigen, linearen Synthesesequenz erhalten werden.
Obwohl die beschriebene Route daher keinen praktikablen
Zugang zu Shikonin 1 und Cycloshikonin 73 eroffnet, konnte
sie zur Herstellung analoger Verbindungen von Nutzen sein.

4.3.4. Asymmetrische Synthesen

Die erste asymmetrische Synthese von 2 ist in einer
Patentschrift dokumentiert'®] und ist eine elegante Anwen-
dung der Dotz-Anellierungsreaktion (Schema 13).°1 Das
MOM-geschiitzte Hydrochinon 130 wurde in tiblicher Weise

MOMO MOMO  OMe
nBuLi, [Cr(CO)g]
Cr(CO)s
MezO* BF;~
MOMO MOMO
130 H 131
TBSO ~
132
MOMO O MOMO  OMe
DDQ
~Z 4
MOMO O  OTBS MOMO OH OTBS
134 133
H*, Ho0, THF

2 : Shikonin

Schema 13. Stereoselektive Synthese von Shikonin 2 mit der Do6tz-Anel-
lierung als Schliisselschritt.['s"]

nach ortho-Lithiierung zum Chromcarbenkomplex 131 um-
gesetzt. Dessen Thermolyse mit dem enantiomerenreinen
Alkin 132 liefert das geschiitzte Naphthazarin 133. Die
Phenolgruppe von 133 gestattet die selektive Oxidation des
hoher funktionalisierten Rings der Naphthalineinheit zum
Chinon 134, aus dem anschlieBend durch saure Hydrolyse
Shikonin 2 erhalten werden konnte. Leider machen die
Autoren keine Angaben zur Ausbeute dieser Synthese, so
daB deren Effizienz nicht eingeschitzt werden kann. Es ist
jedoch zu beachten, daf} die veroffentlichte Herstellung des
Alkins 132 eine lineare fiinfstufige Synthese aus kommerziell
erhiltlichen Ausgangsverbindungen ist, in der die korrekte
Konfiguration durch eine asymmetrische Epoxidierung nach
Sharpless erzeugt wird.[*!

Die von Braun und Bauer beschriebene asymmetrische
Synthese von 1 und 2 beruht auf einer enantioselektiven
Aldoladdition an den Aldehyd 8921 unter Verwendung des
von ihnen entwickelten chiralen Acetatenoldquivalents 135,
das aus (R)- bzw. (S)-(2-Hydroxy-1,2,2-triphenylethyl)acetat
gebildet wird (Schema 14).'1 Obwohl sich Reaktionen mit
diesem Reagens in der Regel unter hoher Stereokontrolle
durchfiihren lassen, war die Selektivitit hier eher maBig (ca.
5:1 nach der Reinigung). Der Ursprung der asymmetrischen
Induktion bei Reaktionen mit diesem Reagens wird iibli-
cherweise mit einem frithen Ubergangszustand erklirt, doch
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Ph Ph

OL' OMe OMe

i
135 Ph Ph
H  THF (32% yield, 66% de)

OMe OMe OH O Ph
136
1. KOH (80%)

2. TsOH, EtOH (99%)
3. TBSCI, DMAP (99%)

OMe OMe

OMe OMe (o]

OMe OMe OMe OMe

1. DIBAL, CH,Cl, (99%
2. PhaP-C(CHa)z (62%)

OMe OMe OTBS OMe OMe OTBSO
137
1. CAN, CHyCN, H,0 (54%)

2. AgO, HNO;, dioxane (29%)
3. TBAF (51%)

ee =~ 65%

Schema 14. Synthese von Shikonin 2 mit einer asymmetrischen Aldol-
reaktion als Schliisselschritt nach Braun und Bauer.['*?]

kann der Elektronenreichtum eines Substrates wie 89 dem
entgegenstehen und zu einer niedrigen Selektivitit fithren.
Die Umwandlung des zunéchst gebildeten Aldolproduktes
136 in 138 gelang unter Standardbedingungen. Die Autoren
hielten es fiir angebracht, die aliphatische Hydroxygruppe zu
schiitzen, um die Effizienz der abschlieBenden Entschiit-
zungsschritte zu erhohen. Es konnten bei der Demethylie-
rungssequenz jedoch keine hoheren Ausbeuten erzielt wer-
den. Durch CD-Messungen wurde fiir das so hergestellte
Shikonin 2 ein Enantiomereniiberschuf3 von ca. 65% be-
stimmt.

Couladouros und Mitarbeitern['” gelang vor kurzem durch
eine asymmetrische Allylierung mit Allyldiisopinocampheyl-
boran die Synthese der Alkanninvorstufe 138 (Schema 15).01%4
Ausgehend vom Alkohol 139, der in 82% ee (bezogen auf
80% ee des chiralen Reagens) hergestellt wurde, gelang so
der Aufbau der Seitenkette nach Schutz der Hydroxygruppe
in einer Dreistufensynthese mit hoher Gesamtausbeute.

Kiirzlich berichtete die Arbeitsgruppe von Nicolaou iiber
eine sehr effiziente Totalsynthese sowohl von Alkannin 1 als

OMe OMe OMe OMe
Ipc,Ballyl (78%)
H =
OMe OMe O OMe OMe OH
89 139

1. TBSCI, Imidazol, DMF (97%)

2. K5[0sO(OH)4], Ks[Fe(CN)e]

3. NalO4 (98% uber 2 Stufen)
OMe OMe OMe OMe

O e )
= (74%) =0

i
OMe OMe OTBS
140

Schema 15. Verbesserte Methode fiir die Herstellung von 138 durch
asymmetrische Allylierung (Couladouros und Mitarbeiter).['””]

OMe OMe OTBS
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auch von Shikonin 2 (Schema 16).'%! Bei der Entwicklung
dieser Synthesestrategie standen drei Uberlegungen im Vor-
dergrund: 1) Es sollten kommerziell erhéltliche Ausgangs-
verbindungen zum Aufbau des Naphthazaringrundgeriists
verwendet werden. 2) Aus einer im spiten Stadium der
Synthese hergestellten, gemeinsamen Zwischenstufe sollten

OH O o"™o

1. SnCly, HOI, A (93%)

cl
O‘ o) 2 BFCICH;, K,CO,, DMF (70%)

Br
OH O 0._.0
67 141a: X=H :| MBS, CHCIy
141b; X=Br (7%
142 - OMe )
~N - fBuli, THF;
Mg dann 142
o {63% sowla
23% 141a)
o7 0
C o
0._0 ©

{+)-DIP-CI, mw
o ™o

143
WP-CL THF (93%)
o ™o

0.0 OH
144 =98% ee 145 =08% ee
Elekirooxddation Elekirooxidation

(80% bai 50% Umsatz) {80% bei 50% Umsatz)

oH O OH ©
YOO

OH O OH OH O OH

1 : Alkannin 2 : Shikonin

Schema 16. Stereokontrollierte Totalsynthese von Alkannin 1 und Shi-
konin 2 nach Nicolaou et al.l'%]

sich sowohl Alkannin 1 als auch Shikonin 2 in hohen
Enantiomereniiberschiissen herstellen lassen. 3) Es sollte eine
neue Schutzgruppe fiir das Naphthazarinsystem entwickelt
werden, die sich am Ende in einem Schritt unter milden
Bedingungen entfernen lassen sollte.

Die erste Bedingung wurde durch die Verwendung von
kauflichem 2,3-Dichlornaphthazarin 67 als Ausgangsmaterial
erfiillt (Abschnitt 4.1).[441 Es wurde vermutet, daB das Keton
143 cine ideale Vorstufe fiir beide enantiomeren Verbin-
dungsreihen ist, da Arylalkylketone dieser Art sich im
allgemeinen hervorragend als Substrate fiir viele enantiose-
lektive Reduktionsmittel eignen.'”! Ferner konnte man
davon ausgehen, daB Bismethylenacetale vom Typ A (Abbil-
dung 11) der Schliissel zur Losung der Probleme bei der
Schutzgruppenabspaltung sein konnten. Zwar wiirde eine
Oxidation zu den regioisomeren Verbindungen B und C
fihren, doch die spontane Eliminierung von Formaldehyd
sollte die beiden Naphthazarinderivate D und E liefern. Diese
wiederum sollten rasch tautomerisieren, und zwar wegen des
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* Oxicaton_ * “

A

—CHZO —CHZO

OH o)
Tautomensmrun@\
OH ©

Abbildung 11. Vorausgesagte Entschiitzung von Bismethylenacetalderi-
vaten und die bevorzugte Bildung des Naphthazarinisomers D (Nicolaou
und Hepworth).["%]

elektronenschiebenden Effekts der Alkylgruppen zugunsten
der gewiinschten Form D.[¥7]

Diese Pliane konnten in einer kurzen und sehr effizienten
Synthese realisiert werden: Das bromierte Bismethylenacetal
141 b wurde ausgehend von 2,3-Dichlornaphthazarin 67 durch
Reduktion mit Zinn()-chlorid,*?  O-Alkylierung mit
Bromchlormethan™! und anschlieBende Bromierung mit
NBS erhalten. Der Halogen-Metall-Austausch mit ¢(BuLi
und die Umsetzung mit dem Weinreb-Amid 142 fiihrten
zum Keton 143. Die Reduktion von 143 mit jeweils einem
Enantiomer von DIP-CI' lieferte in hohen Ausbeuten und
mit exzellenten Enantiomereniiberschiissen die enantiome-
ren Alkohole 144 und 145. Die Methylenacetal-Schutzgrup-
pen lieen sich durch anodische Oxidation abspalten. Blieb
der Umsatz unter 50 %, so betrug die Ausbeute an Shikonin
bzw. Alkannin ca. 80 %. Ansonsten erforderte die Oxidation
keinen anspruchsvollen elektrochemischen Versuchsaufbau:
Es wurden eine konstante Zellspannung von 3 V und preis-
werte Graphitelektroden verwendet.l'””] Diese Route kdnnte
daher auch als Grundlage einer kommerziellen Synthese von
1 und 2 dienen.

5. Die biologische Aktivitiit von Alkannin, Shikonin
und ihren Derivaten

Biologische Untersuchungen in den vergangenen 25 Jahren
haben ergeben, daf viele der in historischen Texten erwéhn-
ten medizinischen Eigenschaften von AT und LE tatsichlich
eine fundierte wissenschaftliche Basis haben und daf die
aktiven Bestandteile der Pflanzen die Verbindungen 1, 2
sowie deren Derivate sind. In diesem Abschnitt werden ihre
biologischen Hauptwirkungsweisen diskutiert, d. h. die Wund-
heilung, die Antitumorwirkung sowie die antimikrobiellen
und antithrombotischen Eigenschaften. Verweise auf bio-
logische Eigenschaften, die hier nicht erortert werden, finden
sich in Tabelle 1.

5.1. Wundheilung und entziindungshemmende Wirkung
Wie bereits in der Einleitung ausgefiihrt, werden A7- und
LE-Wurzeln bereits seit dem Altertum zur Behandlung von

Wunden verwendet. Doch erst 1976 konnte die medizinische
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Wirksamkeit auch experimentell bestétigt und die aktiven
Inhaltstoffe durch Papageorgiou identifiziert werden.?® AT-
Pflanzen wurden in verschiedenen Gegenden gesammelt und
ihre Wurzeln extrahiert. Der so erhaltene Mutterextrakt
aus Hexan wurde nach weiterer Extraktion und chromato-
graphischer Aufbereitung in Wachse,?’!l fluoreszierende Ver-
bindungen, natiirliche Polymerel'*’ und Pigmentel? unterteilt.
Diese Fraktionen wurden fiir die ortliche Anwendung bei
kiinstlich hervorgerufenen Hautgeschwiiren von Versuchs-
tieren (z.B. Ratten, Katzen und Hunden) getestet. Einzig die
Pigmentfraktion zeigte dabei eine hervorragende Wundhei-
lungswirkung, wéihrend die anderen Fraktionen vollig unwirk-
sam waren. Durch chemische Analyse der Pigmente konnten
die folgenden Alkanninester identifiziert werden: 5,3-Dime-
thylacrylat 9, Angelat 11,?%? Tsovalerat 7% und das -
Acetoxyisovalerat 13.2%] Interessanterweise ist freies Alkan-
nin 1 wihrend der Isolierung nicht detektiert worden.?4l
Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Tierversuche
wurde eine Salbe mit Alkanninestern aus A7-Wurzeln entwik-
kelt und patentiert (HISTOPLASTIN RED, spiter HELI-
DERM).# 2051 Diese Zubereitung wurde in klinischen Unter-
suchungen an Patienten mit indolenten Geschwiiren im
unteren Beinbereich, bei denen alle vorausgegangenen Be-
handlungsmethoden erfolglos geblieben waren, durch tigli-
ches Auftragen an den Rindern der Geschwiire getestet.[2%]
Die Erfolge waren spektakulédr (Abbildung 12): Nach drei bis

Abbildung 12. Ein indolentes Geschwiir vor (rechts) und nach (links)
vierwdchiger Behandlung mit HISTOPLASTIN RED. Die Patientin war
eine 62jahrige Frau, deren Geschwiir am rechten Bein zehn Jahre lang nicht
auf Behandlungen angesprochen hatte.

vier Wochen wurde ein starkes Wachstum des Granulations-
gewebes beobachtet, und innerhalb von fiinf bis sechs Wochen
heilte das Geschwiir vollstindig ab oder hatte zumindest
betrichtlich in seinem Ausmall abgenommen. Die Erfolgs-
quote lag bei 80 %, ohne dafl wéhrend irgendeiner Phase der
Behandlung eine Entziindung der Haut beobachtet worden
wire. Die Wirksamkeit dieser Salbe wurde auch bei der
Behandlung von Verbrennungen untersucht, wobei sie sich
gegeniiber Medikamenten wie Betadin und Fucidin als
deutlich iiberlegen erwies.?” Sie wurde ebenso erfolgreich
zur Therapie von Lepra-Geschwiiren, Druckgeschwiiren,
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traumatischen Geschwiiren®® und Analfissuren®”! einge-
setzt.

In Japan sind Tierversuche zur Beurteilung der Wirksam-
keit von Shikonin 2 und seinen Derivaten bei verschiedenen
Wundheilungsprozessen durchgefithrt worden. 1977 berich-
tete Hayashi liber die Ergebnisse umfangreicher Tests an
Ratten mit Shikonin 2, Acetylshikonin 15, dem japanischen
Hausmittel Shiunko und den Ether-Rohextrakten von ,,Shi-
kon“, der LE-Wurzel.?" Jede dieser Zubereitungen bewirkte
ein erhohtes Wachstum des durch Baumwollpfropfen indu-
zierten Granulationsgewebes. Bei Ortlicher Anwendung zeig-
ten die untersuchten Wirkstoffe auch entziindungshemmende
Eigenschaften gegeniiber akuten Odemen, die auf verschie-
dene Weise, unter anderem durch Histamin, Serotonin, Hitze
und UV-Strahlung, hervorgerufen wurden, und beschleunig-
ten die Wundheilung. Schwach antipyretische und analge-
tische Effekte wurden ebenfalls beobachtet. Hayashi schlof3
daraus, dafl die Wirkstoffe sich zur Behandlung von Haut-
verletzungen eignen.

Ozaki und Mitarbeiter verglichen ,,Shikon“, ,, Koushikon*
(beides sind LE-Wurzeln mit Shikonin und seinen Estern als
Hauptkomponenten) und ,Nanshikon“ (die Wurzel von
Macrotomia euchroma PauLs, bestehend hauptsichlich aus
Alkanninestern). Sie stellten fest, da das Wachstum des
Granulationsgewebes, das durch die Etherextrakte dieser
Wurzeln stimuliert wird, gut mit dem gesamten Naphthochi-
non-Pigment-Inhalt korreliert. Die Wirksamkeit schien dabei
weder mit der Konfiguration der Seitenkette noch mit der Art
der aliphatischen Estergruppe zusammenzuhingen.?'l In
einer unabhingigen Vergleichsstudie iiber die entziindungs-
hemmenden Eigenschaften von Alkannin 1 und Shikonin 2
wurde ebenfalls der Schlu3 gezogen, daB3 die absolute Kon-
figuration nur einen geringen Einflufl auf die biologische
Wirksamkeit hat.?'?!

Seto und Mitarbeiter haben die Wirkung von Shikonin und
seinen Derivaten in Reinsubstanz im Hinblick auf verschie-
dene Aspekte der Wundheilung, darunter der Entziindungs-
hemmung, untersucht.'®? Hinsichtlich der beschleunigten
Bildung von Granulationsgewebe erwies sich Shikonin 2 als
wirksamer als Acetylshikonin 15, aber ebenso aktiv war das
Pentaacetylderivat MDS-004 80 (Abbildung 13). Dariiber

ﬁ\ N “Y\/K &Y\*
OH O OAc OAc OAc OAc

Abblldung 13. Shikonin 2, Acetylshlkonm 15 und MDS-004 80 unter-
scheiden sich in ihrer pharmazeutischen Wirkung.

hinaus, und im Gegensatz zu 2 und 15, wirkte MDS-004 80 bei
topischer Anwendung stark hemmend bei Allergien, die
durch Oxazolon und Dinitrofluorbenzol hervorgerufen wur-
den. AuBerdem hat 80 einen wichtigen Marketingvorteil, da
es im Unterschied zu den Pigmentwirkstoffen farblos ist.
Auch erwies sich 80 anders als 2 und 15 als oral wirksam gegen
Hinterpfotenddeme, induziert durch irldndisches Moos, und
hat einen positiven Einflu3 auf Essigsdure-induzierte Magen-
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geschwiire. Diese Modellstudien belegen somit, dal MDS-004
80 bessere pharmakologische Eigenschaften als Shikonin 2
aufweist. Interessanterweise und im Widerspruch zu den
Arbeiten von Hayashi’!l konnte bei keinem der untersuchten
Derivate eine heilende Wirkung bei Schnittwunden oder
anderen offenen Verletzungen nachgewiesen werden. Auch
wurden bislang keine Berichte zu klinischen Studien iiber
MDS-004 80 oder Shikonin 2 veroffentlicht.

Untersuchungen zur entziindungshemmenden Wirkung
von Extrakten der Pflanze Arnebia euchroma (Alkannin-
ester)?®l und insbesondere von J,3-Dimethylacrylalkannin
92214 fiihrten zu dhnlichen Ergebnissen.l'%2 2102121 Vor kurzem
wurde gezeigt, da3 Shikonin die Biosynthese von Leuko-
trien B, und 5-Hydroxyeicosantetrasdure inhibiert. Die Auto-
ren vermuten, daf} diesen Verbindungen eine wichtige Funk-
tion beim Mechanismus der entziindungshemmenden Wir-
kung zukommt.?%!

In den vergangenen Jahren sind beim Verstindnis der
Biochemie von Wundheil- und Gewebereparaturprozessen,
die eine komplexe Balance von Abbau- und Regenerations-
vorgingen sind, bedeutende Fortschritte erzielt worden.'!
Obwohl die Wirksamkeit von Alkannin- und Shikoninderi-
vaten in vivo nachgewiesen werden konnte, ist ihr Wirkungs-
mechanismus bislang noch vollig ungeklart.

5.2. Antitumoreigenschaften

LE-Wurzelextrakte werden nicht nur wegen ihrer oben
beschriebenen Wundheilungseigenschaften, sondern in der
chinesischen Volksmedizin seit vielen Jahren auch als Mittel
gegen Krebs eingesetzt.?!”) Dieses Anwendungsgebiet findet
jedoch in den Arzneibiichern chinesischer Medizin!'®! keine
Erwidhnung und ist somit vermutlich weniger verbreitet als
andere Anwendungen. Wihrend verschiedene Anchusa-Ar-
ten bereits seit dem 12. Jahrhundert?'®! in der Krebstherapie
verwendet werden, kam AT dabei wohl nicht zum Einsatz.
Trotzdem sind 1, 2 und einige ihrer Derivate in den letzten 25
Jahren als potentielle Kandidaten fiir die Therapie verschie-
dener Krebsarten untersucht worden.

Die in den Industrienationen zunehmende Gefahr durch
Krebs, der mittlerweile nach kardiovaskuldren Krankheiten
die zweithiufigste Todesursache ist, hat in den vergangenen
Jahren zu einem sprunghaften Anstieg der Forschung auf
diesem Gebiet gefiihrt. In groen Screening-Programmen des
National Cancer Institute in den USA wurde die Chinonein-
heit als Pharmakophor mit cytotoxischer Aktivitdt identifi-
ziert.2"l Von den iiber 1500 Chinonen, die in einer Studie von
1974 getestet wurden, zeigten iiber 10% eine signifikante
Aktivitdt gegen mindestens eine der folgenden Zellinien:
Leukdmie L1210, Walker-Carcinosarkom 256 (W256), Ade-
nocarcinom 755, Sarkom 180, Lewis-Lungencarcinom; alle
zeigten In-vivo- (Maus oder Ratte) und In-vitro-Cytotoxizitét
gegeniiber KB-Zellkulturen. Unter den getesteten aktiven
Chinonen waren Alkannin 1, sein Acetat 5, sein Isobutyrat 6
und sein f,-Dimethylacrylat 9, und alle wirkten in vitro
cytotoxisch gegen KB-Zellen.?'"] Bereits friiher wurde bei den
aus Wurzeln von Arnebia nobilis isolierten Alkanninderiva-
ten 1, 5, 9 und 28 (Tabelle 1) eine Aktivitidt gegen W256 in
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Ratten und gegen P388 (lymphatische Leukdmie) in Miusen
nachgewiesen.['* 220 Die synthetischen Verbindungen 83 und
85 (Schema 5) waren dhnlich aktiv.

Ahnliche Ergebnisse wurden von Sankawa et al.l'’6! erhal-
ten: Shikonin 2 und eine Reihe einfacher Derivate konnten
das Tumorwachstum bei einer Dosis von 5-10 mgkg~' Tag™!
vollstindig unterdriicken. Dabei war Shikonin 2 in hoheren
Dosen akut toxisch (siche Abschnitt5.5), in niedrigeren
hingegen war es inaktiv. Auf der anderen Seite ergaben
jungere Studien, dafl Alkannin 1 und Shikonin 2 zwar in
Konzentrationen von 100 ugmL~'-10 ngmL~" cytotoxisch
sind, bei sehr niedrigen Konzentrationen (10ngmL~!-
10 fgmL-!) dagegen immunstimulierend auf menschliche
Granulocyten und Lymphocyten wirken.??!

Die chemoprophylaktischen Eigenschaften von Alkannin-
und Shikoninderivaten wurden auch von anderen Arbeits-
gruppen untersucht. Die Chemoprophylaxe beruht auf dem
Prinzip, dal nichtcarcinogene, synthetische oder natiirliche
Substanzen den Prozef3 der Carcinogenese inhibieren konnen.
Die mutagene Wirkung von Pikrolonséure, Benzo[a]pyren(???!
und 4-Nitrochinolin-1-oxid®?! auf das Bakterium Salmonella
typhimurium TA98 konnte durch Extrakte der LE-Wurzeln in
vitro inhibiert werden. Shikonin 2 hemmt auch die friithe
Antigenaktivierung des Epstein-Barr-Virus durch 12-O-Te-
tradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) in Raji-Zellen.?> Bei
den verwendeten Konzentrationen wurde jedoch eine signi-
fikant hohe Cytotoxizitit festgestellt. Eine chemoprophylak-
tische Wirkung wurde auch in vivo beobachtet, denn Shikonin
2 verringert in Ratten das Vorkommen von durch Azoxyme-
than hervorgerufenen Darmtumoren.?

Platinkomplexe der Naphthazarine, auch solche von 1, 2
und einigen ihrer Derivate, haben eine dhnlich hohe Anti-
tumoraktivitdt wie Cisplatin, sind aber weniger nephroto-
xisch.??l Kupferkomplexe von Shikonin 2 sind als DNA-
spaltende Verbindungen patentiert worden.??’]

Mehrere Arbeitsgruppen haben die biologischen Mecha-
nismen der Cytotoxizitdt von 1, 2 und ihren Derivaten
untersucht. Dabei stellte sich heraus, da mehrere Moglich-
keiten zur Unterbrechung zelluldrer Prozesse durch Chinone
existieren.”®! Einer der am haufigsten vorgeschlagenen
Mechanismen der Chinon-Cytotoxizitdt ist der ,,oxidative
StreB“, der auf der Eigenschaft der Chinone beruht, in
zelluldre Redoxkreisldufe einzugreifen. So konnen Chinone,
katalysiert durch Enzyme wie NADPH-Cytochrom-P450-
Reduktase, in einer Ein-Elektronen-Reduktion zum Semi-
chinon-Radikal reduziert werden.””® Von diesem Radikal
wird vermutet, dal es einen Redoxcyclus initiiert, da es in
Gegenwart von Sauerstoff unter Bildung des Superoxid-
Radikalanions leicht autoxidiert. In einer Kettenreaktion, die
vom Superoxid-Radikalanion oder vom Semichinon-Radikal
eingeleitet wird, konnte dann die Bildung freier Radikale aus
einer Kettenreaktion zu Zellschidigungen fiihren, die zur
Cytotoxizitit beitragen. Es ist auch vorgeschlagen worden,
daf3 die beobachtete Cytotoxizitit der Chinone zumindest
teilweise mit ihren Reaktionen als Elektrophile mit zelluldren
Nucleophilen erklirt werden kann.??! Der vielleicht inter-
essante Ansatz zur Erkldrung der Cytotoxizitdt der Chinone,
zumindest vom chemischen Standpunkt aus betrachtet, ist der
der bioreduktiven Alkylierung.??! Nach diesem Modell

Angew. Chem. 1999, 111, 280-311



Alkannin und Shikonin

AUFSATZE

bewirkt die In-vivo-Reduktion eines Molekiils die Eliminie-
rung einer geeignet positionierten Abgangsgruppe und er-
zeugt dadurch ein hochpotentes Alkylierungsmittel. Dieses
Elektrophil kann dann zelluldre Nucleophile wie Glutathion
oder DNA abfangen und so schlieBlich zum Zelltod fiihren.
Dieser ProzeB3, in Abbildung 14 fiir 1, 2 und einige Derivate
davon dargestellt, ist gut etabliert und vielleicht vom natiirlich
vorkommenden Antitumorwirkstoff Mitomycin C am ehesten
bekannt.”*) Moore war der erste, der vorschlug, daf auch 1, 2
und ihre Derivate nach diesem Mechanismus wirken konnten,
doch wurde diese Hypothese nicht mit Beweisen untermau-
ert.??]

—HOR
OH OH OH OH
“Wk
OH OH Nu

Abbildung 14. Ein moglicher bioreduktiver Alkyllerungsmcchanismus
von Alkannin 1 und Shikonin 2 nach Moore.’” a) Reduktion. Nu= Nu-
cleophil.

Die Inhibierung von Enzymen, die fiir den Zellmetabolis-
mus oder fiir die Zellfortpflanzung essentiell sind, ist ein
weiterer moglicher Mechanismus fiir die toxische Wirkung
von Chinonen auf Zellen. Es wurde gezeigt, daf3 Shikonin 2
und einige Derivate in vitro stark mit DNA-Topoisomerasen
wechselwirken konnen.['®" 21 Diese Enzyme kontrollieren
den topologischen Zustand der DNA durch konzertiertes
Trennen und erneutes Verbinden der DNA-Stringe.*” Da
die Topoisomerasen an vielen wichtigen Prozessen wie der
DNA-Replikation, der Transkription und der Rekombination
beteiligt sind, sind sie ein interessantes Ziel fiir die Chemo-
therapie. Eine Reihe von Shikoninestern sind hinsichtlich
einer inhibierenden Wirkung auf Topoisomerase I untersucht
worden.'®] Der Wirkungsmechanismus des bekannten Anti-
tumorwirkstoffs Camptothecin beruht auf der Hemmung
dieses Enzyms. Eine Auswahl typischer Derivate ist in
Tabelle 4 zusammengestellt. Aus diesen Daten geht hervor,
daf einige der untersuchten Verbindungen in vivo potentere
Inhibitoren sind als Camptothecin. Im allgmeinen sind
kurzkettige Ester (C,—Cq) aktiver als langkettige. In dieser
Studie wird auch iiber die selektive Inhibierung der Topoiso-
merase I bei unverdndert aktiver Topoisomerase II (aus
Hella-Zellen) berichtet.?*) In einer anderen Untersuchung
stellte sich jedoch heraus, da3 Shikonin 2 durch Bildung eines
spaltbaren Komplexes eine durch Topoisomerase II vermit-
telte DNA-Spaltung bewirkt.*!] Die Autoren konnten durch
Verwendung eines DNA-Entfaltungs-Assays zeigen, daf3 Shi-
konin nicht in die DNA intercaliert. Das Ergebnis dieser
Arbeiten legt nahe, daf3 die cytotoxische Aktivitdt von 1, 2
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Tabelle 4. Inhibierung der Topoisomerase I durch Shikoninester.!'*!]

OH O

OH O OCOR

Vbdg. R ICs [um]
15 CH; 4543
146 CH,=CHCH, 40+3
147 CH;(CH,), 144+10
148 CH;(CH,), 207+15
149 CH;(CH,); > 625
Shikonin 2 - 208+10
Camptothecin - 12749

und ihren Derivaten zumindest teilweise auf ihren Wechsel-
wirkungen mit diesen Enzymen beruht.

Ahn und Mitarbeiter fiihrten eine detailliertere Studie zur
Aufkldrung des Mechanismus der Cytotoxizitdt von 1, 2 und
ihren Derivaten durch. Sie stellten auBerdem eine Reihe
von analogen Verbindungen her, um Struktur-Wirkungs-
Beziehungen zu untersuchen und um darauf aufbauend
aktivere Derivate zu synthetisieren. Diese racemischen Ana-
loga wurden nach einer ,modifizierten Terada-Methode*
hergestellt.[14% 153]

Um herauszufinden, ob eine elektrophile Arylierung bei
der Wirkungsweise dieser Molekiile eine Rolle spielt, haben
Ahn und Mitarbeiter 5,8-Dimethoxy-1,4-naphthochi-
non(DMNQ)-Derivate synthetisiert und deren biologische
Daten mit denen der Naphthazarine verglichen. Die Autoren
waren dabei von der Uberlegung ausgegangen, daB eine
solche strukturelle Modifizierung zu einer erhohten Elektro-
philie der Chinoneinheit fithren sollte (da die rasche Tauto-
merisierung wie in den Naphthazarinen unterbunden ist).[>]
Auf der anderen Seite sollte die Neigung der Naphthochinone
zur Ein-Elektronen-Reduktion erniedrigt sein, da bei dem
durch Reduktion der Naphthazarine entstehenden Semichi-
non ausgeprigtere Delokalisierung zu erwarten sein sollte als
beim entsprechenden Radikal eines DMNQ-Derivats. Die
Fahigkeit der Verbindungen, mit zelluldren Nucleophilen zu
reagieren, wurde durch Inkubation der Chinone mit Gluta-
thion gepriift. Wie die Autoren vermuteten, ergab sich dabei
die Reihenfolge 6-substituierte DMNQs > 2-substituierte
DMNQs > Naphthazarine. Wurde dagegen die Cytotoxizitét
der 2-substituierten Naphthazarine 150a—c¢ mit der der
DMNQ-Derivate 150d-f gegeniiber L1210-Zellen vergli-
chen, zeigte sich, daf} letztere drei- bis zehnmal weniger aktiv
waren (Tabelle 5). Aus diesen Ergebnissen schlieBen die
Autoren, dafl Redoxkreisldufe bei der Cytotoxizitit 2-substi-
tuierter Naphthazarine eine entscheidende Rolle spielen.

Untersuchungen zum Zellschutz ergaben, dal Tocopherol,
ein Antioxidans, das dazu genutzt wird, in Redoxkreislaufen
entstehende Radikale abzufangen, die Cytotoxizitdt von
Shikonin 2 um 25% vermindert. Aurintricarbonsédure
(ATA), ein Inhibitor von Endonucleasen, hat in einer Kon-
zentration von 1 pum eine Schutzwirkung von 50% (Ta-
belle 6).2%1 Die Kombination von ATA und Tocopherol fiihrt
zu einer Schutzwirkung von 80 %. Diese Ergebnisse deuten
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Tabelle 5. Cytotoxizitdt und In-vivo-Aktivitdt von Shikoninanaloga. 2323l

OR! 0 OR® OR® OR! O
SOA.
OR! O OR! O
150 151
Vbdg. R! R? R3 EDs, T/C
[ngmLE %]
2 H 3-Methyl- H 0.02 925
but-2-enyl

150a H Bu H 0.03 -
150b H Pentyl H 0.04 -
150¢ H i-Pentenyl H 0.05 -
150d Me Bu H 0.41 -
150e Me Pentyl H 0.37 -
150 f Me i-Pentenyl H 0.15 -
150¢g Me Bu Ac 0.07 -
150h Me Pentyl Ac 0.06 -
150i Me i-Pentenyl Ac 0.05 -
150j H Pentyl Ac - 255
150k H Nonyl Ac - 197
151a Me Bu H 0.05 141
151b Me Pentyl H 0.06 110
151c¢ Me i-Pentenyl H 1.10 -
151d Me Me Ac 0.09 -
151e Me Bu Ac 0.03 -
151¢F Me i-Pentenyl COPr 0.03 -
151¢g Me i-Pentenyl Ac 0.02 148
151h Me i-Pentenyl COPr 0.03 198
151i Me i-Pentenyl COPentyl 0.03 217
151j Me i-Pentenyl COHeptyl 0.10 205

[a] Die Cytotoxizitit wurde in vitro gegeniiber L1210-Tumorzellen be-
stimmt. [b] Erhohung der Lebensdauer bei Mausen mit S-180-Zellen im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe (Dosis 10 mgkg—! Tag™").

Tabelle 6. Schutzwirkung vor der durch Shikonin verursachten Cytotoxi-
zitit, 2]

schiitzende Verbindung Konzentration!? Schutzwirkung [%]

Tocopherol 0.3mm 2540.23
ATA 1um 50+0.81
Tocopherol und ATA keine Angabe 80

[a] Konzentration der schiitzenden Verbindung. Die Shikoninkonzentra-
tion betrug durchgehend 60 nm.

darauf hin, dafB} die cytotoxische Wirkung Shikonin-artiger
Verbindungen zumindest auf zwei unterschiedlichen Mecha-
nismen beruht.

Aus Tabelle 5 lassen sich noch weitere Trends zur Cytoto-
xizitdt entnehmen. Die Acetylierung der 2-substituierten
DMNQ-Derivate 150d-f liefert die Verbindungen 150g-1,
die eine etwa dreimal hohere Aktivitdt aufweisen. Die
6-substituierten DMNQ-Derivate 151a- ¢ haben Cytotoxizi-
taten, die dhnlich hoch sind wie die der entsprechenden
Naphthazarinderivate 150a—c (Tabelle 5). Durch Variation
von R! und R? konnte eine Reihe 6-substituierter DMNQ-
Analoga untersucht werden. Keine dieser Verbindungen war
in vivo signifikant potenter als 2 oder andere der untersuchten
Substanzen.

Viele der Analoga wurden in vivo an Méusen mit S-180-
Zellen getestet. Dabei wurde eine Dosis von 10 mgkg = Tag™!
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verabreicht und die verldngerte Lebensdauer relativ zu der in
einer Kontrollgruppe bestimmt. Die Ergebnisse, die in Ta-
belle 5 aufgefiihrt sind, konnen mit Resultaten von In-vitro-
Untersuchungen und denen aus einer ilteren Studie'**! an
Shikonin 2 mit identischer Dosis verglichen werden. Es ergibt
sich keine Korrelation zwischen der In-vivo-Cytotoxizitdt und
der Verlingerung der Lebensdauer. Dennoch haben die
untersuchten Analoga, die kiirzlich auch patentiert worden
sind,?*! bessere Antitumoreigenschaften als Shikonin. Die
Autoren kamen zu dem Schluf3, da3 die Bindung dieser
Substanzen an Endonucleasen wie die Topoisomerase I der
plausibelste Wirkungsmechanismus ist, der in vivo zu Anti-
tumoreigenschaften fiihrt. Sie schlagen vor, daf3 strukturelle
Modifikationen, die die selektive Bindung an Endonucleasen
fordern und gleichzeitig die nichtselektive Bindung an
zelluldre Nucleophile und die Teilnahme an Redoxkreisldufen
vermindern, die vielversprechendste Strategie fiir zukiinftige
Entwicklungen seien.

Um dies zu erreichen, sollte die Konfiguration nicht langer
ignoriert werden. Vor kurzem erschienene Berichte aus
demselben Arbeitskreis haben sich dieser Problematik ge-
widmet. In ihnen werden Untersuchungen iiber die Anti-
tumoreigenschaften von Arylacetylestern von Shikonin dis-
kutiert.?*” 2 Die Cytotoxizitit von 17 Analoga gegeniiber
AS549-, L1210- und K562-Krebszellen wurde in vitro ermittelt.
Die Analoga waren gegen die Tumorzellinie A549 sehr viel
weniger aktiv als gegen die Leukidmiezellen L1210 und K562.
Die Cytotoxizitdt dieser Analoga gegen AS549 korreliert
jedoch mit ihren Antizelladhésionseigenschaften,”®! was die
Autoren als Hinweis auf den Wirkungsmechanismus dieser
Verbindungen deuten. Das 4-(N,N-Dimethylamino)phenyl-
acetylderivat von Shikonin 2, das zur Erhohung der Wasser-
16slichkeit synthetisiert wurde, war mit einem T/C-Wert von
192 % eine der aktivsten Substanzen. Obwohl weiterhin aktiv
auf diesem Gebiet geforscht werden wird, bleibt abzuwarten,
ob diese Arbeiten zu einem klinisch verwertbaren Wirkstoff
gegen Krebs fithren werden.

5.3. Antimikrobielle Eigenschaften

In den vergangenen 30 Jahren ist die antimikrobielle
Wirkung von 1, 2 und ihren Derivaten von mehreren Arbeits-
gruppen untersucht worden. Bei Rohzubereitungen des
Pflanzenmaterials mit diesen Inhaltstoffen wurde zunédchst
eine anibakterielle und eine antimykotische Wirkung nach-
gewiesen.?®! Diese Untersuchungen reichten jedoch nicht
aus, um 1, 2 und ihre Derivate als die aktiven Inhaltsstoffe zu
identifizieren, und so wurden an den Pflanzen LE,[% 24
AT 241 ynd Arnebia nobilis,'""! den natiirlichen Quellen
dieser Verbindungen, systematische Studien durchgefiihrt,
um die antimikrobielle Wirkung dieser Substanzen eindeutig
nachzuweisen. Extrakte von Pigment-produzierenden Kallus-
Kulturen von LE waren antibakteriell genauso aktiv wie die
Pflanzenwurzeln selbst.?#!

In den meisten Fillen waren 1, 2 und ihre Derivate gegen
Gram-positive Bakterien wie Staphylococcus aureus, Entero-
coccus faecium und Bacillus subtilis wirksam, wobei die
minimale Inhibierungskonzentration (MIC) zwischen 0.3 und
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6.25 pgmL! lag [231, 240eb, 241ab, 2483] Dje Verbindungen erwiesen
sich jedoch als inaktiv gegeniiber Gram-negativen Bakterien-
stimmen wie Escherichia coli und Pseudomonas aerugino-
sa.1231. 24000, 2416] Pflanzenextrakte, die 1, 2 und Derivate davon
enthielten, zeigten dariiber hinaus Aktivitdt gegen verschie-
dene Spezies von Milchsdurebakterien.?*4

Obwohl es einige frithe Berichte iiber die bakteriostatische
Wirkung von 1, 2 und ihren Derivaten gibt,?*] belegt eine
kiirzlich erschienene Studie, daf3 diese Wirkung tatséchlich
bakterizid ist.?*! In derselben Untersuchung wird auch
nachgewiesen, daf die Verbindungen selektiv gegen Methi-
cillin-resistente und Methicillin-empfindliche Staphylococcus-
aureus-Stamme (MRSA bzw. MSSA) wirksam sind. Wegen
seiner geringen Toxizitdt wurde Shikonin 2 darauthin als
niitzliches Therapeutikum gegen MRSA vorgeschlagen.

Hinsichtlich der antimykotischen Wirkungen von 1, 2 und
ihren Derivaten besteht in der Literatur weniger Uberein-
stimmung. Honda und Mitarbeiter haben gezeigt, daf3 Shi-
konin 2 und Desoxyshikonin 32 aus den Extrakten von LE-
Zellkulturen signifikante antidermatophytische Eigenschaf-
ten gegen folgende fiinf untersuchte Pilzarten aufweisen:
Saccharomyces sake, Trichophyton rubrum, T. mentagrophy-
tes, T. Tonsulans var. sulfureum, Microsporum gypseum und
Epidermophyton fluccosum (MIC < 25 pgmL~1).2*l Die Wir-
kungsweise dieser Verbindungen war dabei eher fungistatisch
als fungizid; Desoxyshikonin 32 war generell aktiver. Eine
Salbe auf der Grundlage von 32 als aktivem Wirkstoff zur
Behandlung von FuBpilz ist patentiert worden.?* Andere
antimikrobielle Zubereitungen mit Shikonin als Wirkstoff
sind ebenfalls patentiert worden.?*! Shikonin 2 und Des-
oxyshikonin 32 erwiesen sich jedoch als inaktiv (MIC >
200 uygmL') gegen eine Reihe anderer Pilzarten, darunter
Candida albicans.?*"! Auch andere Arbeitsgruppen stimmen
darin iiberein, daf 1, 2 und ihre Derivate keine Wirkung auf
Candida albicans haben,[?" 232471 gbwohl einige Untersuchun-
gen zu gegenteiligen Ergebnissen gekommen sind.[1712 239 241a]
So wurde der Ethanolrohextrakt von Arnebia nobilis an
Meerschweinchen getestet, die mit Candida albicans infiziert
worden waren.”" Bei ortlicher Anwendung zweimal téglich
mit 0.1 mL einer Sproz. Polyethylenglykollosung war die
Infektion innerhalb von 6 Tagen geheilt.

Von Shikonin ist in vitro auch eine antiamébische Wirkung
gegen Entamoeba histolytica dokumentiert, doch ist der
therapeutische Effekt gering, wenn 2 an Ratten mit inte-
stinaler Amdbiasis oral verabreicht wird.?>'! Eine Wirkung
von Shikonin gegen Larven von Aedes aegypti konnte
ebenfalls nachgewiesen werden.??

Papageorgiou und Mitarbeiter untersuchten die Struktur-
Wirkungs-Beziehungen der antimikrobiellen Eigenschaften
von Inhaltstoffen von AT?4® und kamen zu folgenden
Schliissen: 1) Der antibakterielle Effekt des Hexanextraktes
ist auf das Naphthochinon-Pigment zuriickzufiihren, wobei
das Naphthazarinsystem fiir eine Wirkung absolut notwendig
ist. 2) Die Alkylierung der Phenolgruppen fiithrt zu voll-
standigem Verlust der Aktivitit. 3) Eine Polymerisation fiihrt
zu vollstindigem Verlust der Aktivitdt. 4) Da 1, 2 und ihre
Ester alle aktiv sind, ist es moglich, dal die aliphatische
Seitenkette dazu dient, das Naphthazarin an den Wirkort
heranzufithren. Es wurde daher vorgeschlagen, daB ein
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Screening verschiedener Esterderivate zu Produkten mit
hoherer Aktivitdt fithren konnte. Dieses Ziel ist aber noch
nicht erreicht.

5.4. Antithrombotische Eigenschaften

Beim Menschen kann die Bildung eines Thrombus die
Blutversorgung von Geweben oder Organen unterbrechen
und zu peripherer, cerebraler oder koronarer Ischédmie
fiihren. Eine Thromboembolie kann fatal sein und ist eine
héufige Todesursache. Die Aggregation von Blutplidttchen
wird als der pathogene Hauptmechanismus angesehen, der zu
arterieller Thrombose fiihrt. Arnebia euchroma ist eines der
vasoaktiv-antithrombotisch wirkenden Kriuter der chinesi-
schen Volksheilkunde. Vor kurzem wurden vier Substanzen
aus den Rohextrakten isoliert, die eine durch Kollagen
induzierte Plittchenaggregation unterdriicken. Die Struktu-
ren wurden Shikonin 2, Acetylshikonin 15, §,5-Dimethyl-
acrylshikonin 21 und Teracrylshikonin 22 zugeordnet,/>>*! doch
bleiben Zweifel an dieser Zuordnung, da auch Alkanninde-
rivate (1, 5, 9, 10) aus demselben Material isoliert wurden
(siehe Tabelle 1, Anmerkung 2).“>*1 Die Ergebnisse der In-
vitro-Tests sind in Tabelle 7 zusammengestellt. Acetylshiko-

Tabelle 7. Inhibierung der Kollagen-induzierten Blutplittchenaggregation
durch Alkannin 1 und seine Ester.[?>!

Verbindung Aggregation [% ] ICs) [pgmL~1]
Kontrolle 89.0+0.3 -
B,p-Dimethylacrylshikonin 21~ 21.0+18.1 42
Teracrylshikonin 22 0 2.8
Acetylshikonin 15 0 2.1

Shikonin 2 67.5+£49 10.7

[a] Bei einer Substratkonzentration von 20 ugmL~! bestimmt.

nin 15 inhibiert auch die durch Arachidonsidure hervorge-
rufene Blutplidttchenaggregation. Es wird vermutet, da3 die
Wirkung von 15 auf der Unterdriickung des Phosphoinositid-
Abbaus beruht.?>3®]

5.5. Toxizitit, Pharmakokinetik und andere
pharmakologische Aspekte

In-vitro- und In-vivo-Wirkungen sind nicht die einzigen
Faktoren, die beriicksichtigt werden miissen, wenn aus 1, 2
und/oder ihren Derivaten therapeutisch nutzbare Medika-
mente zubereitet werden sollen. Andere Aspekte wie Toxi-
zitdt, Metabolismus und Formulierung sind mindestens
genauso wichtig.

In Fiitterungsexperimenten an Ratten wurde fiir oral
verabreichtes Alkannin 1 eine niedrige Toxizitdt festge-
stellt;®4 Der LDs,-Wert betrug 3 gkg~! bei Miusen und
>1 gkg! bei Ratten. Wurde 1 iiber 15 Wochen an Miuse
verfiittert (1% der Gesamtnahrungsmenge, durchschnittliche
Gesamtaufnahme 3.38 g), ergab sich kein Hinweis auf toxi-
sche Wirkungen. Die Autopsien ergaben, daf} die Tiere keine
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Heinz-Korper hatten und die Morphologie der lebensnot-
wendigen Organe unveridndert war. Alkannin wurde mit dem
Urin ausgeschieden und nicht im Bauchfettgewebe angerei-
chert. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich aus Untersuchungen
mit Shikonin 2 und Acetylshikonin 15.7'% Bei der intraperi-
tonealen Verabreichung bei Mausen erwiesen sich 2 und seine
Derivate als sehr viel toxischer. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 8 zusammengefalt.

Tabelle 8. Toxizitit von Shikonin und seinen Estern bei Maiusen bei
intraperitonealer Verabreichung.

Verbindung LD;, [mgkg!]
Shikonin 2 20 + 5[2100]
Acetylshikonin 15 41 410121001 22 750213]
B,8-Dimethylacrylshikonin 21 48 451214

Dariiber hinaus wurden toxische Effekte von 1, 2 und ihren
Derivaten bei In-vivo-Untersuchungen zur Antitumorwir-
kung beobachtet. In Tabelle 9 sind die Derivate aufgefiihrt,
fiir die dies der Fall war (die Dosen wurden intraperitoneal
verabreicht). Alkannin 1% und die Alkanninester 5-130%
erwiesen sich im Ames-Test?* als nicht mutagen.

Tabelle 9. Toxische Dosen von 1, 2 und ihren Derivaten bei Miusen und
Ratten.

Verbindung toxische Dosis
Shikonin 2 10 x 5 mgkg ! Tag~! 1156
Shikonin 2 30 mgkg ! Tag~!1156al
Alkannan 33 30 mgkg ! Tag![156]
Alkannanleukoacetat 30 mgkg ! Tag~![15¢]

Cycloalkannindiacetat ~1[156b]

B,p-Dimethylacrylalkannin 9
a-Methoxyphenylacetylshikonin

30 mgkg ! Tag
10 mgkg ! Tag~" 220l
7.75 mgkg ! Tag 11337

Uber die Ergebnisse einer pharmakokinetischen Studie mit
[*H]Shikonin an M&usen wurde berichtet.> Die Absorption
erfolgte sowohl nach oraler als auch nach intramuskuldrer
Verabreichung rasch, wobei jeweils nach etwa einer Minute
Radioaktivitit im Plasma nachgewiesen werden konnte.
Andere Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengestellt.

Tabelle 10. Phamakokinetische Daten fiir Shikonin 2 bei Verabreichung
an Miuse.>]

Verabreichung  Spitzenwert im Plasma [min]  Bioverfiigbarkeit [%]

oral 5.78 343
intramuskulir 7.62 64.7

Innerhalb von 96 h nach einer intravenosen Injektion betrug
die insgesamt ausgeschiedene Radioaktivitdtsmenge 40.5 %
im Urin und 30.3 % im Stuhl, wovon 3.6 % bzw. 7.7 % jeweils
nichtmetabolisiert vorlagen.

Als Modell zur Vorhersage der Biotransformation von
Shikonin 2 im menschlichen Magen-Darm-Trakt haben Ka-
dota und Mitarbeiter 2 mit Bacteroides fragilis subsp.
thetaotus aus menschlichem Stuhl inkubiert.?*®! Zehn Meta-
boliten wurden nachgewiesen: fiinf Monomere, darunter
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Anhydroalkannin 34, Desoxyshikonin 32 und Cycloshikonin
73, und fiinf dimere Verbindungen wie Shikometabolin A 152.

Cheng und Mitarbeiter konnten die pharmazeutischen
Eigenschaften von 1 und 2 durch die Bildung von 1:1-
EinschluBkomplexen mit Hydroxypropyl-3-cyclodextrin
deutlich verbessern.?! Die Wasserloslichkeit wurde um das
200fache erhoht und die Geschwindigkeit des photochemi-
schen Abbaus von 0.329 auf 0.156 h~! gesenkt. Dariiber
hinaus waren die Freisetzungsgeschwindigkeiten von 1 und 2
wesentlich besser und betrugen ein Zehntel des Wertes der als
Kontrollprobe verwendeten Shiunko-Salbe.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die AT und LE bereits im Altertum zugeschriebenen
medizinischen Eigenschaften konnten zumindest teilweise in
den vergangenen 25 Jahren durch wissenschaftliche Experi-
mente bestdtigt werden. Diese Untersuchungen fiithrten zur
Identifizierung von Alkannin 1, Shikonin 2 und verwandten
Derivaten als den aktiven Pflanzeninhaltstoffen. Die klinische
Anwendung von Préparaten mit Esterderivaten von 1 aus A7-
Extrakten zur Behandlung von Verbrennungen und Ge-
schwiiren ist die vielleicht bemerkenswerteste Entwicklung.
Die Verwendung von 1, 2 und verwandten Verbindungen in
anderen therapeutischen Bereichen, besonders bei der Che-
motherapie gegen Krebs, ist noch in der Entwicklung. In
diesen Bereichen ist in der Zukunft mit entscheidenden
Fortschritten zu rechnen.

Der hohe Wert von 2 in Japan veranlafite Biotechnologen,
die erste Produktionsanlage zu entwickeln, die mit Pflanzen-
zellkulturen arbeitet. Die dafiir notwendige Forschung fiihrte
zu einem enormen Zuwachs an Wissen in der Biotechnologie.
Dariiber hinaus wurden bedeutende Einblicke in die Biosyn-
these dieser Naturstoffe erhalten, und auch unser allgemeines
Versténdnis liber den Sekunddrmetabolismus der Pflanzen
hat enorm von diesen Arbeiten profitiert.

Die Herausforderung, die so tduschend einfach anmuten-
den Verbindungen zu synthetisieren, hat zahlreiche Synthe-
sechemiker weltweit tiber viele Jahre beschéftigt. Die Pionier-
arbeiten von Terada und anderen Chemikern haben eine
Grundlage geschaffen, auf die die kiirzlich erzielten Fort-
schritte bei der Synthese der Verbindungen aufbauen. Diese
Entwicklungen diirften noch zu vielen weiteren Abenteuern
bei der Chemie, der Biologie und den medizinischen Aspek-
ten von Alkannin 1, Shikonin 2 und verwandten Naphthaza-
rinen fithren.
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Addendum

Seit dem Einreichen dieses Aufsatzes ist eine Reihe von
Zuschriften zu verschiedenen Aspekten der Chemie und
Biologie von Alkannin und Shikonin erschienen. Um die
Literatur bis einschlieBlich zum 30. November 1998 abzudek-
ken, sind diese am Schluf3 der Literaturliste angefiigt und in
folgende Abschnitte unterteilt: medizinische Eigenschaf-
ten,?! physikalische Daten und Analytik,?*!! Zellkulturen
und Biosynthese,?® Firbeeigenschaften?®! und verschiedene
biologische Eigenschaften.[?¢4

Kiirzlich wurde die wundheilende Wirkung von HELIX-
DERM in weiteren klinischen Studien untersucht. Diese
Arbeiten wurden an der Freien Universitdt Berlin unter der
Leitung von Prof. C. E. Orfanos durchgefiihrt und ergaben,
dal HELIXDERM sehr gute Resultate bei der Granulation
und bei der Epithelisierung erzielte.

AuBBerdem haben wir erfahren, daf3 in China weitere
Forschungsarbeit zu den Antitumoreigenschaften der ,,Shi-
konin-Mischung® geleistet wurde: Es wurden In-vitro-Expe-
rimente durchgefiihrt, die darauf hinwiesen, daf die Pigment-
mischung gegen Magen- und Speiserohrenkrebszellen wirk-
sam ist.?%l Von vielleicht noch groBerer Bedeutung sind
klinische Versuche, die mit der ,,Shikonin-Mischung* an 19
Patienten mit Lungenkrebs im Spétstadium durchgefiihrt
wurden. Aus dieser Studie schlossen die Autoren, die Shi-
konin-Mischung sei ,safe and effective for later-stage can-
cer*.2l Um diese Behauptung zu iiberpriifen, sind sicherlich
weitere Studien erforderlich.

Anhang: Liste der Abkiirzungen

CDI N,N'-Carbonyldiimidazol
DCC Dicyclohexylcarbodiimid

DDQ 2,3-Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon
DIBAL Diisobutylaluminiumhydrid

DIP-Cl B-Chlordiisopinocampheylboran
DMAP 4-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

hv Licht

Ipc Isopinocampheyl

LDA Lithiumdiisopropylamid

MOM Methoxymethyl

MTBSTFA  N-Methyl-N-tert-butyldimethylsilylacetamid
MTMSTFA N-Methyl-N-trimethylsilylacetamid
NBS N-Bromsuccinimid

py Pyridin

TBAF Tetrabutylammoniumfluorid

TBS tert-Butyldimethylsilyl

THF Tetrahydrofuran

T™S Trimethylsilyl

Ts p-Toluolsulfonyl

V.P.P. dankt Professor A. Sagredos und Assistant Professor
A. Mellidis fiir ihre Beitrdge zu diesem Projekt. Auch Dr.
Christos Verelis, Under-Secretary of Environment, Physical
Planning and Public Works of Greece, mochten wir fiir sein
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Interesse, seine wertvolle Hilfe und fiir die Unterstiitzung bei
der Entwicklung von HISTOPLASTIN RED und HELIX-
DERM danken. K.C.N. und D.H. bedanken sich bei Dr. Paul
King, Christopher Boddy und Nicolas Winssinger fiir ihre
Mitarbeit bei der Fertigstellung dieses Manuskripts. Wir
danken K. Goto und Dr. T. Konoshima von der Kyoto
Pharmaceutical University, Parke-Davis und Medpharm
Scientific Publications fiir die Illustrationen. Diese Arbeit
wurde finanziell von den National Institutes of Health (USA)
und dem Skaggs Institute for Chemical Biology unterstiitzt.

Eingegangen am 27. November 1997,
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