


1. Historische Einleitung

Die Geschichte der enantiomeren Naphthochinon-Natur-
stoffe Alkannin 1 und Shikonin 2 (Abbildung 1) läût sich
mehrere Jahrhunderte zurückverfolgen. 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 zusammengeführt
wurden.

In Europa kommt das (S)-Enantiomer Alkannin 1 (Abbil-
dung 2) in den Wurzeln der Pflanze Alkanna tinctoriaTausch
(AT) vor, auch bekannt unter dem Namen Anchusa tinctoria
(engl. alkanet; Abbildung 3 a).[1] Diese Verbindung ist die
Hauptkomponente der tiefroten Pigmente, die sich aus den
Wurzeln der Pflanze extrahieren lassen.[2] Wahrscheinlich war
es die intensive Farbe von Alkannin, die zuerst die Auf-
merksamkeit der Botaniker erregte. Die Anfänge der Ver-
wendung dieser Substanz als Farbstoff für Textilien lassen sich
mit Sicherheit auf einige Jahrhunderte vor Christus datie-
ren.[3] 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 Molekülmodelle von Alkannin 1
(links) und Shikonin 2 (rechts). Kohlenstoff: grau, Wasserstoff : weiû,
Sauerstoff: rot.

der die Verwendung der Wurzeln zur Behandlung von
Geschwüren beschrieb.[4] Auch der Botaniker und Gelehrte
Theophrastus (4. bis 3. Jahrhundert vor Christus) verweist auf
ihre Verwendung als Farbstoff und in der Medizin.[5] Von
Alexander dem Groûen ist bekannt, daû er in Pflanzenheil-
kunde versierte ¾rzte beschäftigte.[6] So ist es wahrscheinlich,
daû man die medizinischen Eigenschaften der AT-Wurzel
während der Feldzüge zur Behandlung der Kranken und
Verwundeten nutzte. Dioskorides (Abbildung 4), den viele
für den Gründer der Pharmakognosie halten, beschreibt die
Eigenschaften der Wurzelextrakte ausführlich in seiner De
Materia Medica aus dem Jahr 77 nach Christus (Abbil-
dung 5).[7]

In seinen Berichten über die verwandte Pflanze Anchusa
etera beschreibt Dioskorides auch recht seltsame Effekte:[8]

¹.. . 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 natürliche
Quelle für Alkannin 1, und b) Lithospermum erythrorhizon Sieb. Et
Zucc. , eine natürliche Quelle für 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.ª Zwar
handelt es sich hierbei offensichtlich um ein Abgleiten in das
Reich der Phantasie, doch berichteten auch andere über die
wundheilenden Eigenschaften von AT ± unabhängig von
seinem Zeitgenossen Dioskorides erwähnt auch Plinius
ähnliche medizinische Eigenschaften von AT:[9] ¹It 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.ª

Über Jahrhunderte blieb De Materia Medica eines der
Standardwerke der Botanik in Europa, und viele pflanzliche
Präparate wurden mit Hilfe dieses Buches entwickelt. Die
heilende Wirkung von Alkannin verbeitete sich daher in ganz
Europa, vielleicht sogar darüber hinaus.[10] Der englische

Abbildung 5. Englische Übersetzung eines Auszugs aus De Materia
Medica.
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Abbildung 4. Dioskorides, der Begründer der Pharmakognosie, beim Sammeln
von Pflanzen (mit freundlicher Genehmigung von Parke Davis).
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¹gentleman student of Physick and astrologyª Nicolas Cul-
peper berichtet im 17. Jahrhundert davon, daû Alkanet
Geschwüre, Entzündungen und Verbrennungen zu kurieren
vermag.[11] Der Arzt William Salman beschreibt in seiner
Abhandlung English Herbs (ca. 1710)[12] eine Zubereitung zur
Behandlung von ¹deep wounds and punctures of the nerves
made with thrusts, stabs or pricking with any pointed
weapon.ª Die Rezeptur lautet wie folgt: ¹Olive oil 2 lbs.,
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.ª

Seit dieser Zeit sind die medizinischen Eigenschaften dieser
Pflanze entweder in die Folklore übergegangen, oder sie sind
lange Zeit ganz in Vergessenheit geraten. Tatsächlich werden
in der modernen Literatur zur Pflanzenheilkunde die Wurzeln
beschrieben als ¹rarely used for medicinal purposesª,[12] ¹not
widely availableª[13] und ¹[of] no medical importanceª.[14]

Dennoch wird Alkannin 1 noch immer im Merck Index als
Adstringens aufgeführt.[15]

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

Die Geschichte des (R)-konfigurierten Shikonins 2 spielt in
Asien und hat ihre Ursprünge in China. Das Molekül ist der
Hauptinhaltstoff des roten Pigments, das sich aus der Wurzel
der Pflanze Lithospermum erythrorhizon Sieb EtZucc. (LE)
extrahieren läût (Abbildung 6). Die Wurzeln sind in China
unter verschiedenen Namen bekannt, darunter tzu ts�ao
(Purpurwurzel) und hung-tzu ken (rötliche Purpurwurzel).
Die Anfänge des Gebrauchs von Shikonin in der Seiden-
färberei liegen vermutlich genausoweit zurück wie die
Verwendung von Alkannin 1 in Europa. Möglicherweise hat
der berühmte 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).

Antiseptika und entzündungshemmende Salben, eingesetzt
haben soll,[16] Shikonin 2 in die traditionelle chinesische
Medizin eingeführt. Die Verwendung von 2 läût sich mit
Sicherheit in die späten Jahre der Ming-Dynastie zurück-
verfolgen, da die Wurzeln in der klassischen Zusammenstel-
lung traditioneller chinesischer Medikamente, Pen Ts�ao
Kang Mu aus dem Jahre 1596 nach Christus, aufgeführt
sind.[17]

Die Entwicklung der chinesischen Medizin gilt als ein
konstanter Prozeû 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 früher bekannt war, gerät allmählich in Vergessenheit.
Die Tatsache, daû LE-Wurzeln noch immer in Werken der
traditionellen asiatischen Heilkünste aufgeführt werden,[18] ist
daher ein weiteres Zeugnis ihrer medizinischen Eigenschaf-
ten. Zu den mit LE-Wurzeln behandelbaren Krankheiten
zählen unter anderem Verbrennungen, Geschwüre im Anal-
bereich, Hämorrhoiden, entzündete Blutkrusten und Druck-
geschwüre, offene Wunden und nässende Dermatitis. Diese
Indikationen stimmen bemerkenswert mit denen überein, die
unabhängig davon auch in vielen alten Schriften über AT-
Wurzeln erwähnt werden. Noch heute werden verschiedene
Zubereitungen von Shikonin und Derivaten davon in China,
Japan und Korea zu medizinischen Zwecken genutzt. In Japan
wird Shikonin darüber hinaus in Kosmetika[19] und als Farb-
stoff verwendet.[20] Wie bei Alkannin 1 wurden in jüngerer
Zeit auch die medizinischen Eigenschaften von Shikonin 2
wissenschaftlich untersucht. Die interessanten Ergebnisse
dieser Experimente werden ebenfalls in Abschnitt 5 disku-
tiert.

In Europa und Nordamerika wird Alkannin 1 derzeit
hauptsächlich als Pigment in Lebensmittelfarben[13, 21] und für
Kosmetika[13, 22] verwendet, doch weltweit sind beide Natur-
stoffe Gegenstand wissenschaftlicher Forschungen in vielen
Disziplinen, mit Berührungsstellen sowohl in der Chemie als
auch in der Biologie. Dieser Aufsatz ist ein Versuch, die
Ergebnisse von über 400 Originalarbeiten und Patenten
zusammenzufassen, von denen viele erst nach einer ersten
Übersicht aus dem Jahr 1980[23] 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 LE-Wurzeln
isoliert.[24] Sie ermittelten viele der chemischen Eigenschaften
von Shikonin, erkannten die physikalischen und chemischen
¾hnlichkeiten zu dem bereits damals bekannten Naphthaza-
rin (Abschnitt 4.1) und schlugen 3 als Struktur für Shikonin
vor (Abbildung 7). Es entging ihnen jedoch, daû Shikonin
optisch aktiv war. Zudem wurden sie vermutlich durch den
gemeinhin akzeptierten, aber falschen Strukturvorschlag für
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.[1] Er war der erste, der Alkannin 1 und
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Abbildung 7. Fälschlich den Verbindungen Shikonin (3) und Naphthazarin
(4) zugeordnete Strukturen.[24]

Shikonin 2 als Enantiomere charakterisierte, ihre Strukturen
korrekt zuordnete und somit schlieûlich die Geschichten der
beiden Naturstoffe, die sich so lange parallel und unabhängig
voneinander entwickelt hatten, zusammenführte. Die ab-
solute Konfiguration von 1 und 2 konnte erst später durch
ihren Abbau zu ¾pfelsäure (Hydroxybutandisäure) bestimmt
werden.[25]

Brockmann fand heraus, daû der Betrag der spezifischen
Drehwerte von 1 und 2 nicht identisch war, sondern daû der
von 1 im allgemeinen gröûer war als der von 2. Er führte dies
auf die Anwesenheit von Spuren des Racemats, das er
Shikalkin 1/2 nannte, in den Extrakten der LE-Wurzeln
zurück. Später wurde das Enantiomerenverhältnis in ver-
schiedenen Alkannin- und Shikoninquellen durch Messung
des Circulardichroismus[26] und durch HPLC an chiraler
stationärer Phase bestimmt.[27] Interessanterweise stellte sich
dabei heraus, daû das Verhältnis von 1:2 je nach extrahierter
Pflanzenart variiert.[26] In dieser Hinsicht sind Alkannin und
Shikonin vermutlich einzigartig unter den Naturstoffen.

Auûer 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 ausgewählter Naturstoffe
aus der Alkannin- und Shikoninfamilie, ihres Vorkommens
und ihrer bisher bekannten biologischen Wirkungsweisen.

3. Gewinnung von Alkannin und Shikonin

Für Organiker, die mit der Chemie der Chinone nicht näher
vertraut sind, mögen die Strukturen von Alkannin 1 und
Shikonin 2 sehr einfach erscheinen. Doch trotz intensiver
Bemühungen vieler Arbeitsgruppen aus aller Welt ist ein
effizienter Syntheseweg zu diesen Enantiomeren erst in
jüngster Zeit eröffnet worden (siehe Abschnitt 4.3.4).

Noch heute muû 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 müssen über einen
Zeitraum von 5 ± 7 Jahren wachsen, damit die Wurzeln einen
Shikoningehalt von 1 ± 2 % erreichen. Früher muûte 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 Früchte dieser
Bemühungen waren ein effizientes, kommerzielles Produk-
tionsverfahren für 2 sowie eine Fülle von Informationen über
die Biosynthese von 2 und verwandten Verbindungen.

3.1. Produktion von Alkannin und Shikonin aus
Pflanzenzellkulturen

Das erste erfolgreiche Herstellungsverfahren für Shikonin
und verschiedene Esterderivate aus Kalluskulturen wurde
1974 von Tabata und Mitarbeitern entwickelt.[91] Da sich der
Naturstoff nur in den Korkschichten der Pflanzenwurzeln
anreichert, gingen diese Forscher davon aus, daû die Biosyn-
these von 2 durch bestimmte Umweltfaktoren ausgelöst 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 (10ÿ6m) und
2,4-Dichlorphenoxyessigsäure (10ÿ6m) versetzten Linsmaier-
Skoog(LS)-Medium.[92] Diese Kulturen produzierten jedoch
keine Naphthochinonpigmente. Durch Transferieren dieses
Kallusgewebes nach drei Monaten in ein mit dem Auxin
3-Indolessigsäure (IAA) angereichertes Medium konnte die
Pigmentproduktion schlieûlich stimuliert werden. Gemäû
dem Vorkommen der Naturstoffe in den Pflanzenwurzeln
und in Übereinstimmung mit den ursprünglichen Annahmen
der Autoren ist eine Naphthochinonproduktion nur dann
möglich, wenn die Kulturen während des gesamten Ver-
fahrens im Dunkeln gehalten werden. Die Möglichkeit, daû
das Ausbleiben der Shikoninproduktion in Zellen, die mit
weiûem Licht bestrahlt werden, auf eine Zersetzung der
lichtempfindlichen Verbindung zurückzuführen 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 vollständig
unterdrückt. Später wurde festgestellt, daû durch die Licht-
einwirkung eines der entscheidenden Enzyme in der Bio-
synthese der Verbindungen zerstört wird (siehe Ab-
schnitt 3.2).

Weitere Experimente führten zur Identifizierung anderer
Kontrollfaktoren im Verlauf der Biosynthese von 1 und 2.
Während die Pigmentbildung in einem LS-Agar-Medium
stattfindet, bleibt sie in einem flüssigen LS-Medium ohne
Agar aus. Zur Erklärung wurde vorgeschlagen, daû dieser
Effekt durch einen Sekundärmetabolismus hervorgerufen
wird, der von einem im Agar vorhandenen Polysaccharid
ausgelöst wird. Diese Hypothese konnte auch experimentell
untermauert werden.[93] Ein entscheidender Fortschritt war
die Feststellung, daû Zellmaterial, das zunächst in flüssigem
LS-Medium kultiviert worden war, in dem hierfür entwik-
kelten Nährmedium M9 groûe Mengen an Shikonin pro-
duziert.[94] Dieses Medium enthält statt Ammoniumionen (die
sich als Inhibitoren der Shikoninbiosynthese erwiesen) Nitrat
als Stickstoffquelle und Cu2�-Ionen, die die Biosynthese
aktivieren. Auch Polysaccharide, ähnlich denen, die in Agar
den Sekundärmetabolismus stimulieren, konnten in Shikonin-
produzierenden Zellen aus dem Medium M9 nachgewiesen
werden.[95] Gibberelin A3 desaktiviert die Shikoninbiosyn-
these selbst in Konzentrationen von 10ÿ7m, ohne daû dadurch
das Zellwachstum beeinträchtigt würde. Man vermutet, daû
dies einer der wichtigen endogenen Regulationsmechanismen
der Biosynthese ist.[96] Auch Glutamin konnte als Inhibitor
der Pigmentbildung identifiziert werden,[97] wogegen Aktiv-
kohle stimulierend wirkt.[98]
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Tabelle 1. Ausgewählte Verbindungen aus der Familie der Alkannin- und Shikonin-Naturstoffe.[a]

O

O

OH

OH

R

Ver-
bindung

R� Name Vorkommen und biologische Eigenschaften

1

OH

Alkannin (auch Arnebin-4) Wurzeln: Alkanna tinctoria,[1, 2, 28±31, 159] Arnebia hispidissima,[2, 32, 33] A. nobilis,[171] A.
tinctoria,[34] Macrotomia cephalotes,[35] M. euchroma,[36] Onosma echioides,[37] O. panicu-
lata,[105g] Plagiobotrys arizonicus[26]

Zellkulturen: Alkanna tinctoria,[104b] Echium lycopsis[26]

Biologische Wirkung: wundheilend (Abschnitt 5.1), entzündungshemmend (Ab-
schnitt 5.1), antibakteriell (Abschnitt 5.3), Inhibierung der Topoisomerase I (Ab-
schnitt 5.2), antithrombotisch (Abschnitt 5.4)

5

O

O

Acetylalkannin (Arnebin-3) Wurzeln: Alkanna tinctoria,[38, 241a] Arnebia euchroma,[44] A. hispidissima,[33] A. nobilis,[171]

Macrotomia cephalotes[35, 39]

Zellkulturen: Alkanna tinctoria,[104a] Echium lycopsis,[26] Onosma paniculatum[105g]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3), Inhibierung der Topoisomerase-I
(Abschnitt 5.2), antithrombotisch (Abschnitt 5.4), Antitumorwirkung (Abschnitt 5.2)

6

O

O

Isobutyrylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria[40]

Zellkulturen: Echium lycopsis[26]

7

O

O

Isovalerylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria,[38, 47, 202] Arnebia hispidissima,[33] A. tinctoria,[34] Macrotomia
cephalotes,[35, 39] Onosma heterophylla[41]

Zellkulturen: Echium lycopsis[26]

Biologische Wirkung: Inhibierung der Topoisomerase I (Abschnitt 5.2)

8

O

O

a-Methylbutyrylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria,[38] Macrotomia cephalotes[35, 39]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)

9

O

O

b,b-Dimethylacrylalkannin
(Arnebin-1)

Wurzeln: Alkanna tinctoria,[159] Arnebia euchroma,[42±45] A. gutatta,[42] A. nobilis,[171]

Lithospermum erythrorhizon,[42] Macrotomia cephalotes,[39] Onosma heterophylla,[41]

O. hookeri,[42] O. paniculata[42]

Zellkulturen: Alkanna tinctoria,[104a] Echium lycopsis,[26] Onosma paniculatum[105g]

Biologische Wirkung: Inhibierung der Topoisomerase I und Antitumorwirkung
(Abschnitt 5.2), antimikrobiell (Abschnitt 5.3), antithrombotisch (Abschnitt 5.4), entzün-
dungshemmend (Abschnitt 5.1)

10

O

O

Teracrylalkannin Wurzeln: Arnebia densiflora[46]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)

11

O

O

Angelylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria[30, 38, 47, 202]

12

O

O
OH

b-Hydroxyisovalerylalkannin Wurzeln: Arnebia euchroma,[42, 44] A. hispidissima,[33] Macrotomia cephalotes[35]

Zellkulturen: Echium lycopsis[26]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)

13

O

O
OAc

b-Acetoxyisovalerylalkannin Wurzeln: Alkanna tinctoria,[203] Arnebia euchroma,[42±44] Onosma heterophylla[41]

Moltkiopsis ciliata[85]

Zellkulturen: Onosma paniculatum[105g]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)

14

O

O

(nicht benannt) Wurzeln: Cynoglossum officinale,[36] Eritrichium incanum,[36] E. sichotenze,[36] Lappula
consanguinea,[36] Lappula echinata,[36] Mertensia maritima[36]
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Tabelle 1. (Fortsetzung)

Ver-
bindung

R� Name Vorkommen und biologische Eigenschaften

2

OH

Shikonin Wurzeln: Arnebia euchroma,[42±44, 48, 49] A. hispidissima,[32] A. guttata,[49, 50] A. tibetiana,[51±53] Cynoglossum
officinale,[36] Echium lycopsis,[54] E. rubrum,[55, 69] E. vulgare,[36] Eritrichium incanum,[36] E. sichotenze,[36]

Jatropha glandulifera,[56] Lappula consanguinera,[36] L. echinata,[36] Lithospermum erythrorhizon,[48, 57±61, 77] L.
Officinale,[58±62] Macrotomia echioides,[63] M. ugamensis,[52, 53, 64] M. euchroma,[36, 65, 66] Mertensia maritima,[36]

Onosma caucasicum,[52, 55] O. conferitum,[78] O. hookeri,[42] O. livanovii,[63] O. polyphyllum,[67] O. tauricum,[68]

O. sericium,[63] O. setosum,[63] O. visianii,[69] O. zerizaminium[52±53, 70]

Zellkulturen: Arnebia euchroma,[107e,f] Echium lycopsis,[26] Lithospermum erythrorhizon,[91, 99a] Onosma
paniculatum[105]

Biologische Wirkung: Antitumorwirkung (Abschnitt 5.2), antiamöbisch (Abschnitt 5.3), antipyretisch und
analgetisch (Abschnitt 5.1), antimykotisch und antibakteriell (Abschnitt 5.3), wundheilend (Abschnitt 5.1),
chemoprophylaktisch (Abschnitt 5.2), entzündungshemmend (Abschnitt 5.1), Inhibierung der Topoisome-
rase II (Abschnitt 5.2), Inhibierung der mikrosomalen Monooxygenase,[71] Stimulierung der Peroxidase,[72]

Schutz vor UV-Strahlung,[73] Inhibierung von Testosteron-a-Reduktase,[19f] Induktion und Sekretion des
Nervenwachstumsfaktors[74]

15

O

O

Acetylshikonin Wurzeln: Arnebia decumbens,[75] A. euchroma,[36, 42±44, 49] A. guttata,[42, 49, 50] Cynoglossum officinale,[36]

Echium vulgare,[36] Eritrichium incanum,[36] E. sichotenze,[36] Jatropha glandulifera,[56] Lappula consangui-
nea,[36] L. echinata,[36] Lithospermum arvense,[76] L. erythrorhizon,[42, 57, 77] Mertensia maritima,[36] Onosma
confertum,[78] O. hookeri,[42] O. paniculatum[42]

Zellkulturen: Arnebia euchroma,[107e,f] Echium lycopsis,[26] L. erythrorhizon,[91, 99a] O. echioides[106]

16
O

O

OMe

1-Methoxy-
acetylshikonin

Wurzeln: Arnebia euchroma[44]

17 O

O

Propionylshikonin Zellkulturen: Lithospermum erythrorhizon[79]

18

O

O

Isobutyrylshikonin Wurzeln: Cynoglossum officinale,[36] Echium vulgare,[36] Eritrichium sichotenze,[36] Lappula consanguine-
ra,[36] L. echinata,[36] Lithospermum arvense,[76] L. erythrorhizon,[57, 80] Macrotomia euchroma,[36] Mertensia
maritima[36]

Zellkulturen: Arnebia euchroma,[107f] Echium lycopsis,[26] Lithospermum erythrorhizon[91, 99a]

19

O

O

Isovalerylshikonin Wurzeln: Arnebia decumbens,[81] Cynoglossum officinale,[36] Echium vulgare,[36] Lappula consanguinea,[36] L.
echinata,[36] Lithospermum arvense,[76] L. erythrorhizon,[36, 57, 82] Macrotomia euchroma[36]

Zellkulturen: Echium lycopsis,[26] L. erythrorhizon[91, 99a]

Biologische Wirkung: Inhibierung der Topoisomerase I (Abschnitt 5.2)

20

O

O

a-Methyl-
butyrylshikonin

Wurzeln: Cynoglossum officinale,[36] Echium vulgare,[36] Eritrichium incanum,[36] E. sichotenze,[36] Lappula
consanguinea,[36] L. echinata,[36] L. erythrorhizon,[77, 82] Mertensia maritima[36]

Zellkulturen: L. erythrorhizon[99a]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)

21

O

O

b,b-Dimethyl-
acrylshikonin

Wurzeln: Alkanna hirsutissima,[83] Arnebia euchroma,[36, 49, 84] A. guttata,[49, 84] A. tibetiana,[53] Cynoglossum
officinale,[36] Echium vulgare,[36] Eritrichium incanum,[36] E. sichotenze,[36] Jatropha glandulifera,[56] Lappula
consanguinea,[36] L. echinata,[36] andere Echium-Spezies,[53] L. erythrorhizon,[36, 80, 82, 84] Macrotomia uga-
mensis,[53] Mertensia maritima,[36] Onosma confertum,[78] O. paniculatum,[84] O. hookeri,[84] O. zerizaminum[53]

Moltkiopsis ciliata[85]

Zellkulturen: Arnebia euchroma,[107e] Echium lycopsis,[26] L. erythrorhizon[91, 99a]

22

O

O

Teracrylshikonin Wurzeln: Arnebia euchroma,[49] A. guttata,[49] Lithospermum erythrorhizon,[86] L. euchromum[86]

Zellkulturen: Arnebia euchroma[107e]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)

23
O

O

Angelylshikonin Wurzeln: Alkanna hirsutissima[87, 88]

24

O

O
OH

b-Hydroxy-
isovalerylshikonin

Wurzeln: Arnebia euchroma,[49] A. guttata,[49, 50] Lithospermum arvense,[76] L. erythrorhizon,[57, 61, 77, 86] L.
euchromum[86]

Zellkulturen: Arnebia euchroma,[107e] Echium lycopsis,[26] L. erythrorhizon[91, 99a]

Biologische Wirkung: antimikrobiell (Abschnitt 5.3)



AUFS¾TZE V. P. Papageorgiou, K. C. Nicolaou et al.

288 Angew. Chem. 1999, 111, 280 ± 311

Tabelle 1. (Fortsetzung)

Ver-
bindung

R� Name Vorkommen und biologische Eigenschaften

25
O

O
OAc

b-Acetoxyiso-
valerylshikonin

Wurzeln: Macrotomia euchroma[89]

26
O

O

Ph
Benzoylshikonin Moltkiopsis ciliata[85]

27
O

O
OH

(unbenannt) Wurzeln: Lithospermum erythrorhizon[61]

28
O

O

OH

Arnebin-2 Wurzeln: Arnebia nobilis[171b]

29
O

O

OAc

Acetylarnebin-2 Wurzeln: Onosma heterophylla[41]

30 OH Arnebin-5 Wurzeln: Arnebia nobilis[171b]

31
O

O

OH

Arnebin-6 Wurzeln: Arnebia nobilis[171b]

32 Desoxyalkannin,
Desoxyshikonin
oder Arnebin-7

Wurzeln: Alkanna tinctoria,[241a] A. hirsutissima,[88] Arnebia decumbens,[75] A. euchroma,[42±44, 49] A.
hispidissima,[33] A. guttata,[42, 49, 50] A. nobilis,[90] Cynoglossum officinale,[36] E. vulgare,[36] Eritrichium
incanum,[36] E. sichotenze,[36] Lappula consanguinea,[36] L. echinata,[36] Lithospermum erythrorhi-
zon,[36, 42, 77, 82] Macrotomia cephalotes,[35, 39] M. euchroma,[82] Mertensia maritima,[36] Onosma confer-
tum,[78] O. heterophylla[41]

Zellkulturen: Arnebia euchroma,[107e,f] Echium lycopsis,[26] L. erythrorhizon,[91, 99a] O. paniculatum[105g]

Biologische Wirkung: antidermatophytisch und antibakteriell (Abschnitt 5.3), Antitumorwirkung
(Abschnitt 5.2)

33 Alkannan Wurzeln: Alkanna tinctoria,[1] Cynoglossum officinale,[36] Echium vulgare,[36] Eritrichium incanum,[36]

E. sichotenze,[36] Lappula consanguinea,[36] L. echinata,[36] Lithospermum erythrorhizon,[36] M.
euchroma,[36] Mertensia maritima[36]

34 Anhydroalkannin Wurzeln: Lithospermum erythrorhizon Macrotomia euchroma

35
O

O

OH

Lithospermidin-A Wurzeln: Lithospermum erythrorhizon[77]

36
O

O

OH

Lithospermidin-B Wurzeln: Lithospermum erythrorhizon[77]

[a] 1. Während der Extraktion kann es in manchen Fällen zur Esterhydrolyse kommen, so daû zusätzlich oder anstelle der Ester Alkannin 1 und Shikonin 2
isoliert werden. 2. Die absolute Konfiguration der Derivate wurde nur in Einzelfällen bestimmt. Es ist daher möglich, daû Alkanninderivate zur
Shikoninreihe gehören und umgekehrt, oder daû es sich um Racemate handelt. Experimente zum Circulardichroismus (CD)[26, 166f, 172] und Trennungen mit
HPLC an chiraler stationärer Phase[27] haben ergeben, daû Arnebia euchroma hauptsächlich Alkanninderivate enthält, während 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.[26] Unterschiede können sich auch zwischen den Extrakten aus
Pflanzenmaterial und denen aus Zellkulturen ergeben.[26]
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Weitere Verbesserungen der Shikoninproduktion konnten
durch Selektion der produktivsten und stabilsten Zellinien
erzielt werden,[99] wobei sich die intensive Farbe des Natur-
stoffs als groûe Hilfe erwies. Auch die verwendeten Nährme-
dien wurden modifiziert.[100] Diese Verbesserungen ermög-
lichten der Firma Mitsui Petrochemical, 1 und 2 in kom-
merziellem Maûstab zu produzieren.[101, 102] Bemerkens-
werterweise kann 2 unter diesen Bedingungen in Mengen
von über 4 g pro Liter Nährmedium gewonnen werden.
Dieses Verfahren war die weltweit erste kommerzielle Nut-
zung von Pflanzenzellkulturen zur Gewinnung eines Sekun-
därmetaboliten und ist noch heute eines der wenigen Ver-
fahren, das in industriellem Maûstab durchgeführt wird. Es ist
daher schon mehrfach darüber berichtet worden,[99c, 103] so daû
wir uns hier auf diese kurze Zusammenfassung beschränken
können. Der groûe Erfolg dieser Methode führte zu ver-
stärkten Bemühungen, Shikonin 2 und Alkannin 1 durch
Kultivierung von Zellen auch anderer Boraginaceae-Arten zu
gewinnen. Diese Versuche waren von unterschiedlichem
Erfolg gekrönt.[26, 104±107] Verbesserungen des Kultivierungs-
verfahrens mit LE-Zellen sind noch immer Gegenstand
intensiver Untersuchungen, und ständig erscheinen neue
Veröffentlichungen zu diesem Thema.[108]

3.2. Biosynthese von Alkannin und Shikonin

Die intensive Erforschung der kommerziellen Produktion
von 1 und 2 aus Pflanzenzellkulturen erleichterte die Auf-
klärung verschiedener Stadien der Biosynthese dieser und
verwandter Naturstoffe.[109] Der allgemein akzeptierte Verlauf
der Biosynthese ist in Schema 1 zusammengefaût. Die beiden
Hauptvorstufen sind 4-Hydroxybenzoesäure (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 frühen
Stufen der Biosynthese von 2 ist wesentlich mehr bekannt als
von den späteren.

GPP 54 entsteht auf der gut untersuchten Isoprenoid-
Route[110] über Mevalonsäure als Zwischenstufe, während
PHB 45 aus Phenylpropanoid-Metaboliten synthetisiert wird.
l-Phenylalanin 38, aus Shikimisäure 37 gebildet, wird durch
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) zu Zimtsäure 39 ab-
gebaut. Deren Umwandlung zu p-Hydroxyzimtsäure 40 wird
durch Cinnamat-4-Hydroxylase (C4H) katalysiert. Es beste-
hen unterschiedliche Auffassungen darüber, ob die biosyn-
thetische Transformation von 40 zu 45 auf der b-Oxidations-
Route[111] oder über einen Retro-Aldol-Mechanismus[112] ver-
läuft. Die abschlieûende Beantwortung dieser Frage hat
Bedeutung über die Shikoninbiosynthese hinaus, da PHB 45
ein biosynthetisches Intermediat für eine Reihe von Metabo-
liten wie den Ubichinonen 62[113] und Vitamin E 63[114] ist
(Abbildung 8).

Beweise dafür, daû Shikonin tatsächlich über diese biosyn-
thetische Route gebildet wird, sind auf vielfache Weise
erbracht worden. So ergaben Fütterungsexperimente, daû
sowohl Shikimisäure 37 als auch l-Phenylalanin 38, Zimtsäu-
re 39, PHB 45, m-Geranyl-PHB 55, m-Geranylhydrochinon

56 und Mevalonsäure 50 Zwischenstufen dieser Biosynthese
sind.[115] Darüber hinaus konnten 45, 55 und 56 auch aus
Shikonin-freien LE-Kulturen isoliert werden, die in einem
flüssigen LS-Medium kultiviert wurden, das die Shikoninbio-
synthese inhibiert.[115b] PHB 45 liegt dort als b-Glucosid
PHBOG 48[116] in den Vakuolen der Shikonin-freien Zellen
vor, was auf einen zellulären Abwehrmechanismus schlieûen
läût, da von PHB 45 bekannt ist, daû es toxisch auf Zellen
wirkt.[117] Bis hinauf zu m-Geranyl-PHB 55 sind Intermediate
in diesen Shikonin-freien Zellkulturen nachgewiesen worden,
und es wird vermutet, daû dessen Umwandlung zu m-
Geranylhydrochinon 56 durch Ammoniumionen unterdrückt
wird.[118] Werden die Zellen in das Medium M9 transferiert,
das die Shikoninbiosynthese stimuliert, nimmt die Menge an
PHBOG 48 rasch ab, was darauf hindeutet, daû 45 oder 48 als
Zwischenstufen benötigt werden.[116] 1995 gelang der Nach-
weis, daû Desoxyshikonin 32 eine direkte biosynthetische
Vorstufe von Shikonin 2 ist.[115c] Dieses Ergebnis ist der
einzige direkte Beweis, den man bislang für die Schritte nach
der Synthese von m-Geranylhydrochinon 56 hat; die weiteren
Schritte von 56 zu Shikonin 2 sind spekulativ.

Indirekte Beweise zur Unterstützung der vorgeschlagenen
Biosyntheseroute wurden durch die Isolierung strukturell
verwandter Sekundärmetaboliten 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,[119] Echinofuran 58[120] und Dihydroechinofuran
59[121] geschlossen werden. Vermutlich entsteht der cyclische
Arylether Arnebinol 60 durch eine allylische Hydroxylierung
der trans-Methylgruppe von 59, bevor es zur Makrocyclisie-
rung kommt.[122]

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 weiûem Licht auf LE-Zellkulturen
gehemmt wird.[94c] Die Shikoninbildung wird dadurch unter-
drückt. Das Enzym wurde aus zellfreien LE-Extrakten
isoliert und intensiv untersucht.[123] ¾hnliche Enzyme sind
aus der Ubichinonbiosynthese bekannt,[114] und die Nützlich-
keit von Prenyl-Transferasen aus E. coli in der organischen
Synthese ist bekannt.[124] Es ist auch vorgeschlagen worden,
daû Licht die Biosynthese durch den Photoabbau von
Flavinmononucleotid (FMN) hemmt. FMN ist ein Cofaktor,
der für einen oder mehrere der zur Shikoninbiosynthese
notwendigen Oxidationsschritte notwendig sein kann. Dieses
Argument wird dadurch untermauert, daû das aus dem
Photoabbau von FMN entstehende Lumiflavin, vermutlich
durch Zerstörung der PHB-Geranyl-Transferase, die Shiko-
ninbiosynthese hemmt.[125]

PHB-Geranyl-Transferase ist in einer mikrosomalen Frak-
tion der LE-Zellen lokalisiert, in der spezielle Vesikelmem-
branen aus dem endoplasmatischen Reticulum enthalten
sind.[126] Auch die PHB-Glucosyl-Transferase, die die Um-
wandlung von PHB 45 zu PHBOG 48 katalysiert, konnte
teilweise gereinigt und charakterisiert werden.[127] Dieses
Enzym befindet sich im Cytosol,[128] ebenso wie die Glucosi-
dase, die die Rückreaktion steuert, und das zur Produktion
von GPP 54 notwenige Enzym GPP-Synthase.[129] Es liegt
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daher nahe, daû vor Beginn der Shikoninbiosynthese 48 in
den Vakuolen gespeichert wird, um es möglicherweise vor der
Glucosidase zu schützen.[128] Werden die Zellen in das Pro-
duktionsmedium transferiert, kann das gespeicherte PHBOG
48 zur Shikoninbiosynthese herangezogen werden. Es ist
vorgeschlagen worden, daû alle Reaktionsschritte bis ein-
schlieûlich zur Kupplung von PHB 45 und GPP 54 in
speziellen Vesikeln oder in anderen definierten Biosynthe-
se-Kompartimenten ablaufen. Dies würde nicht nur für einen
geregelten Verlauf der biosynthetischen Reaktionen sorgen,
sondern wäre auch für den Transport und die Sekretion der
Sekundärmetaboliten hilfreich.[126]

Arbeiten zur Shikoninbiosynthese erscheinen noch immer
regelmäûig, zum groûen Teil von Tabatas Arbeitsgruppe an

der Universität Kioto. Untersuchungen auf diesem Gebiet
sind vermutlich weiterhin im Gange, und so können detail-
liertere Informationen über das späte Stadium der Biosyn-
these mit Spannung erwartet werden.

4. Die Chemie von Alkannin und Shikonin

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

290 Angew. Chem. 1999, 111, 280 ± 311

Schema 1. Biosynthese von Shikonin 2.
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Abbildung 8. 4-Hydroxybenzoesäure (PHB) 45 als vielseitige biosynthe-
tische Zwischenstufe.

4.1. Die Chemie von Naphthazarin

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

OH

O

O

OH

O

O

O

O

H

H

O

O

O

O

H

H

64a 64b 64c

Abbildung 9. Strukturformeln für Naphthazarin 64.

Lomatia obliqua[130] und die Schalen der Walnuûart Juglans
mandschurica maxim var. Sieboldianna Makino.[131] Die
Verbindung kann durch direktes Erhitzen von 1,5-Dinitro-
naphthalin mit Schwefel in rauchender Schwefelsäure[132] oder
durch zweifache Friedel-Crafts-Acylierung von Hydrochi-
non[133] oder 1,4-Dimethoxybenzol 66[134] mit Maleinsäurean-
hydrid in AlCl3-NaCl-Gemischen hergestellt werden. Bei
beiden Verfahren sind die Ausbeuten im allgemeinen niedrig.
Um gröûere Mengen an Naphthazarin für den Laborgebrauch
herzustellen, wird heute meist ein indirektes, dreistufiges
Verfahren unter Verwendung von Dichlormaleinsäureanhy-
drid genutzt (Schema 2; Tabelle 2).[135]

Die symmetrische Struktur von Naphthazarin 64 war
Gegenstand einiger Diskussionen.[136] Vom präparativen
Standpunkt aus ist die rasch erfolgende Tautomerisierung
ein wichtiger Aspekt, da es dadurch zu einer zentrosymme-
trischen Struktur von 64 kommt. Für eine solche Struktur
spricht auch das 1H-NMR-Spektrum, das nur ein Signal bei
d� 7.13 aufweist, etwa in der Mitte des Erwartungsbereiches
für aromatische (d� ca. 7.25) und chinoide Protonen (d� ca.
6.95).[137] Genauer betrachtet müûte die Umwandlung der
verschiedenen Naphthazarinstrukturen ineinander als ein
Tunnelprozeû beschrieben werden, da die Signale für aro-
matische und chinoide Protonen nicht unterhalb einer Koa-

leszenztemperatur aufspalten. Im übrigen sind die spektro-
skopischen Eigenschaften wie auch die intensiv purpurfarbe-
nen Lösungen von 64 eher mit einer 1,5-chinoiden Struktur
wie in 64 b,c (Abbildung 9) im Einklang als mit der üblicher-
weise angegebenen 1,4-chinoiden Struktur 64 a.[138]

Kristallines Naphthazarin 64 wird als tief braunroter Fest-
stoff mit einem grüngoldenen Schimmer oder als tiefgrüner
Feststoff mit metallischem Glanz beschrieben.[139] Es löst sich
gut in organischen Lösemitteln wie Benzol oder Dichlorme-
than und ergibt blutrote Lösungen. Werden diese Lösungen
mit konzentrierter Alkalilauge versetzt, kann das Chinon in
Form seines kornblumenblauen Dianions in die wäûrige
Phase überführt werden. Wegen der unterschiedlichen Farben
von Lösungen des protonierten und des deprotonierten
Naphthazarins läût sich 64 als pH-Indikator verwenden.[139]

Wird die blaue Lösung unmittelbar nach der Extraktion
angesäuert, kann Naphthazarin unverändert zurückgewonnen
werden. Ist die Lösung jedoch längere Zeit Luftsauerstoff
ausgesetzt, wird der aromatische Ring zum Naphthopurpurin
(2,5,8-Trihydroxy-1,4-naphthochinon) oxidiert.[132] Mit
Pb(OAc)4,[133] oder noch effektiver mit Phenyliodoniumbis-
(trifluoracetat),[140] läût sich Naphthazarin 64 zum Naphtho-
dichinon 124 oxidieren (Schema 12, Abschnitt 4.3.3). Das sehr

Angew. Chem. 1999, 111, 280 ± 311 291

OR

OR

OR

OR

OH

O

O

OH

OR

O

O

OR

O

O

OH

OH

O

O

O

O

OH

OH

O

H

OH

OH OH

OH

OH

O

O

OH

OH

O

O

OH

Cl

Cl

O

O

O
Cl

Cl

OMe

OMe

64 70

71

BF3·OEt2
AcOH (40%)

Luft

H2, Pd-C oder
Zn, AcOH oder

Na2S2O4

+
AlCl3-NaCl 

(97%)

SnCl2, HCl (93%)

NaOH, Luft (93%)

H+

A

B
C

656667

68

73

72

74

75

69

SnCl2, HCl (70%)

Schema 2. Synthesen und Reaktionen von Naphthazarin 64.

Tabelle 2. Reaktionsbedingungen für die Wege A ± C in Schema 2.

R A B C

Me MeOTs, K2CO3 Na2S2O4, NaOH Na2S2O4, NaOH
(44 %)[147±148] MeI (44 %)[149] oder MeI (48 %)[149]

1) H2 Pd-C, DMF
2) NaH, Me2SO4, DMF
(72 %)[150]

Ac Ac2O, NaOAc[133] Ac2O, NaOAc, Zn[133] Ac2O, NaOAc
Zn[133]

TMS MTMSTFA MTMSTFA, NH4I ±
(100 %)[151a] (100 %)[151b]

TBS MTBSTFA MTBSTFA, NH4I ±
(94 %)[152] (89 %)[152]
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reaktive Dichinon 124 wurde zur Herstellung von Käfigver-
bindungen[140] und in einer Synthese von Cycloshikonin[141]

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 führen zum sehr luftempfindlichen 1,4,5,8-
Tetrahydroxynaphthalin 69.[139] Vor allem alkalische Lösun-
gen von 69 lassen sich bei Zutritt von Luft sehr rasch zum
Naphthazarindianion oxidieren.[135] Wird Naphthazarin 64 mit
Zinn(ii)-chlorid in Salzsäure reduziert, so wird das luftstabi-
lere, kristalline Diketo-Tautomer 68 erhalten.[142, 143] Eine
Reduktion halogenierter Naphthazarine verläuft unter De-
halogenierung ebenfalls zu 68. Dieses Reaktionsverhalten
lieû sich in einer effizienten, in groûem Maûstab durch-
führbaren, dreistufigen Synthese von Naphthazarin nutzen:
Die Friedel-Crafts-Acylierung von 1,4-Dimethoxybenzol 66
mit Dichlormaleinsäureanhydrid 65 verläuft im Unterschied
zur Reaktion mit Maleinsäureanhydrid in sehr guten Aus-
beuten.[144] Die Reduktion des so erhaltenen 2,3-Dichlornaph-
thazarins 67 mit Zinn(ii)-chlorid[142] und die anschlieûende
Luftoxidation einer alkalischen Lösung des Leukonaphtha-
zarins 68 liefert 64 in sehr guter Gesamtausbeute.[135] Einige
Methoden für zweifaches und für reduktives, vierfaches
Schützen von Naphthazarin 64 sind in Schema 2 zusammen-
gefaût. Eine Veretherung der phenolischen Hydroxygruppen
ist schwierig, vermutlich wegen der groûen Stabilität des
Naphthazarin-Dianions.

Naphthazarin 64 reagiert mit nur wenigen Elektrophilen,
was sich damit erklären läût, daû 64 leicht Lewis-Säuren
bindet. Zufriedenstellende Ausbeuten an Alkylierungspro-
dukten werden mit Oxoniumionen aus cyclischen Enolethern
erzielt, wie die Synthese von Cycloshikonin 73 belegt
(Schema 2).[145] Im Zusammenhang mit einer erfolglosen
Shikoninsynthese beschrieb Brockmann, daû Kondensatio-
nen von Aldehyden mit Naphthazarin unter sauren Bedin-
gungen zu komplexen Produktgemischen führen, in denen
unter anderem auch Alkenderivate wie 75 vorhanden sind
(Schema 2).[1]

Die benachbarten Sauerstoffatome der Oxo- und der
Hydroxygruppe machen die Naphthazarine zu idealen Sub-
straten für die Bildung von Metallchelatkomplexen.[136, 146]

Komplexe dieser Art sind ausführlich im Hinblick auf Eigen-
schaften wie die magnetischen Austauschwechselwirkungen
zwischen paramagnetischen Ionen untersucht worden (siehe
auch Abschnitt 5.2).[136, 146]

Kontrollierte nucleophile Additionen an Naphthazarin 64
sind bislang nicht geglückt. Im allgemeinen entstehen dabei
komplexe Gemische, die unter anderem 1,2- und 1,4-Addi-
tionsprodukte enthalten.[153] Eine der wenigen nützlichen
Verbindungen, die aus einer derartigen Reaktion erhalten
wurde, ist die Bisulfit-Additionsverbindung Alizarin-
schwarz S, die früher als Druckfarbe verwendet wurde.[142]

1996 wurde über ein effizientes Verfahren der formalen 1,4-
Addition über die Leukoform des Bromderivats von Naph-
thazarin berichtet.[153] Die nützlichsten und erfolgreichsten
Umsetzungen mit Naphthazarin 64 sind seine Cycloadditio-
nen. Vor allem Diels-Alder-Reaktionen mit Naphthazarin
sind vielfach zum Aufbau von Anthracyclinon-Antibiotika

verwendet worden. Dieser Aspekt der Chemie des Naphta-
zarins wurde ausführlich erörtert,[154] so daû an dieser Stelle
auf eine Diskussion verzichtet werden kann.

4.2. Reaktivität von Alkannin und Shikonin

Die Chemie von Alkannin 1 und Shikonin 2 hat viele
Gemeinsamkeiten mit der von Naphthazarin 64. Da das
Chinongrundgerüst mit einer Elektronendonorgruppe substi-
tuiert ist, liegt hauptsächlich das in Abbildung 1 gezeigte
Tautomer vor.[137] 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 Brùnsted-
oder Lewis-Säuren) cyclisiert die Seitenkette leicht zum
Tetrahydrofuranisomer Cycloshikonin 73.[1, 2, 155, 156] Werden
die Chinone 1 und 2 Luft und Licht ausgesetzt, so werden sie
auch rasch photooxidiert. Vom Photolyse-Hauptprodukt 77
wird angenommen, daû es sich über den in Schema 3
dargestellten Mechanismus bildet. Polymerisationen von 1
und 2 werden durch die Einwirkung von Säuren, Basen,
Wärme oder Licht induziert.[158, 159] Unter stark sauren
Bedingungen können 1 und 2 auch racemisieren.[1]

OH O

OH O OH O
O

H

OH O

OH O OH

OH O

OH O OH O

772 76

O2 –H2O

Schema 3. Photooxidation von Shikonin 2.[157]

Die aliphatische Hydroxygruppe von Shikonin läût sich
bevorzugt vor den phenolischen Hydroxygruppen selektiv
durch übliche Veresterungsmethoden acylieren.[160] Umge-
kehrt können die Acylshikoninderivate 78 auch durch die
selektive Hydrolyse ausgehend vom triacetylierten Shikonin
79 erhalten werden (Schema 4).[161] Die übrigen Schützungs-
und Entschützungsreaktionen entsprechen denen bei Naph-
thazarin 64. Die Palladium-katalysierte Hydrierung von 2
führt zur Reduktion sowohl der Chinon- als auch der Alken-
Substruktur zu 81, wogegen PtO2 als Katalysator eine
selektive Alken-Reduktion zum Dihydroshikonin 82 ermög-
licht.[156a] Die Chinon-Einheit läût sich selektiv mit Zn oder
Na2S2O4 reduzieren,[139] wodurch ein extrem luftempfindliches
Tetrahydroxynaphthalin entsteht, das als Pentaacetylderivat
80 abgefangen werden konnte.[162] Wie bei Naphthazarin 64
gibt es bei 1 und 2 verschiedene Farben der Säure- und
Basenform (Abbildung 10).

Die einzigen Beispiele für Ringfunktionalisierungen von 1,
2 und ihren Derivaten wurden von Shuka und Mitarbeitern
beschrieben. Sie berichteten über eine zweifache Mannich-
artige Addition zu 83 sowie über eine Reaktion mit Diazo-
methan, die über eine Reaktionssequenz aus Cycloaddition
und N-Methylierung zu 85 führt (Schema 5).[163] Bei der
Isolierung einiger Alkanninester wurde eine interessante
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Schema 4. Ausgewählte Reaktionen von Shikonin 2.

Abbildung 10. Lösungen von Alkannin 1 in CH2Cl2 (rot) und in 1n
wäûriger Natronlauge (kornblumenblau) sowie eine Lösung des Penta-
acetatderivats 80 in CH2Cl2 (farblos, kaum wahrnehmbar).

Schema 5. Reaktionen der Alkanninester 79.[87, 163]

Umlagerung zum Cyclobutanderivat 84 beobachtet.[87] Zahl-
reiche Untersuchungsmethoden wurden zur Analyse von 1, 2
und ihren Derivaten angewendet: An chromatographischen
Methoden kamen die Dünnschichtchromatographie,[87, 164] die
Densitometrie,[165] die Gelpermeationschromatographie[159] und
die HPLC[27, 42, 43, 49, 50, 166] zum Einsatz. Spektroskopische Un-
tersuchungsmethoden umfaûten UV/Vis-,[33, 52, 53, 77, 166c, 167, 168]

IR-,[44, 50, 52, 53, 77, 167] 1H-NMR-[33, 44, 50, 77, 167] und 13C-NMR-Spek-
troskopie[169a, 170] sowie Massenspektrometrie,[38, 40, 44, 89, 166c,h, 171a]

Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie,[26a, 166f, 170, 172, 173] und
Atomabsorptionsspektroskopie.[174] Quantitative und qualita-
tive Bestimmungen von 1, 2 und ihren Derivaten wurden durch
Polarographie,[175] Voltammetrie,[176] Differentialpulsvoltam-
metrie[177] und sogar mit einer photoakustischen Methode zur
Messung der transdermalen Absorption vorgenommen.[178]

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 müssen mehrere
Probleme bewältigt werden. Wie bereits erwähnt, sind die
Naturstoffe empfindlich gegenüber Brùnsted- und Lewis-
Säuren sowie Licht und Sauerstoff. Eine weitere Hürde
besteht in der ausgeprägten Affinität der Naphthazarine zu
Kieselgel und Aluminiumoxid, so daû eine Reinigung mit
chromatographischen Methoden erschwert ist. Es ist offen-
sichtlich, daû der übliche Zugang zu substituierten Naphtha-
zarinen über die Friedel-Crafts-Acylierung von Hydrochino-
nen mit Maleinsäureanhydridderivaten (Abschnitt 4.1) hier
nicht zum Erfolg führen kann. In einer idealen Synthese von 1
und 2 bedürfte es keines Schutzes des Naphthazarinsystems,
doch dies ist bis heute nicht erreicht worden. Die vielleicht
gröûte Herausforderung dieses Syntheseproblems besteht in
der Entwicklung einer wirksamen Schutzgruppenmethode für
das Naphthochinongrundgerüst. Die groûe Empfindlichkeit
der Naturstoffe gegenüber einer Vielzahl von Reagentien und
Reaktionsbedingungen über Säuren, Licht und Sauerstoff
hinaus (zum Beispiel gegenüber Reduktionsmitteln und
Nucleophilen) schränkt die zur Verfügung stehenden Mög-
lichkeiten im abschlieûenden Entschützungsschritt der Syn-
these drastisch ein.

Die meisten erfolgreichen Synthesen von 1 und 2 verlaufen
über 1,4,5,8-Tetramethoxynaphthalin 88 und seine Derivate
als geschützte 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 ökonomischerer Zugang zu 88
entwickelt, der auf die Verwendung des kostbaren 64
verzichtet.[149] Das wohlfeile 1,5-Dihydroxynaphthalin 86
(Schema 6) wurde zunächst O-methyliert, anschlieûend bro-
miert und in einer Kupfer(i)-vermittelten Methoxylierung zu
88 umgesetzt.[149] Dieses reagiert in annähernd quantitativer
Ausbeute in einer Vilsmeier-Formylierung zu 89.[149] Ein
alternativer Zugang zu 89 wurde kürzlich von Couladouros
et al. erarbeitet (Schema 6).[179] Dieses Verfahren beruht auf
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Schema 6. Zwei Synthesen des Schlüsselintermediats 89.[149, 179]

einer Anellierung des aus 90 erhaltenen Phthalidanions mit
Acrylnitril zu 91.[180] Die nachfolgende O-Methylierung und
die Reduktion mit DIBAL lieferten dann 89. Diese Methode
ist nicht nur wegen der hohen Gesamtausbeute bemerkens-
wert, sie eröffnet auch die Möglichkeit, das Hydrochinon 91
zum Aufbau eines Naphthalinderivats mit zueinander ortho-
gonalen Schutzgruppen an den beiden Ringen zu verwenden.
Dies sollte die Effizienz der nachfolgenden Entschützung zu
einem Naphthazarinderivat erhöhen (siehe unten).

Die Methoden zur Freisetzung von Naphthazarin aus
Tetramethoxynaphthalinderivaten sind intensiv von Tanoue
und Terada untersucht worden.[181] Sie fanden heraus, daû
Bortribromid, ein Standardreagens zur Spaltung aromatischer
Ether, in 68 % Ausbeute Tetramethoxynaphthalin 88 in
Naphthazarin 64 überführt, nach Luftoxidation des zunächst
gebildeten Tetrahydroxynaphthalins.[149] Dieses Verfahren
läût sich jedoch nicht auf 2-substituierte Derivate von 64
anwenden, da dabei polymeres Material entsteht. Für die
Synthese dieser Verbindungen wurde daher ein zweistufiges
Verfahren entwickelt (Schema 7, Tabelle 3). Die Oxidation
2-substituierter Tetramethoxynaphthaline 92 mit Cerammo-
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Schema 7. Entschützung von Tetramethoxynaphthalinderivaten 92.[181]

niumnitrat (CAN) liefert zwei Regioisomere, wobei die
Selektivität von der Art des Substituenten in Position 2
abhängt (Schema 7). Bei elektronenschiebenden Gruppen
wie Hydroxyalkylgruppen (b ± g) wird bevorzugt der höher
substituierte Ring oxidiert, wogegen elektronenziehende
Substituenten wie Acetyl oder Formyl (h, i) hauptsächlich
zum Regioisomer 94 führen. Im ersten Fall ist die Regiose-
lektivität im allgemeinen niedrig. Dimethoxychinone wie 93
lassen sich, wenn auch nur in geringen Ausbeuten, durch die
Einwirkung von AgO/HNO3 demethylieren. Die regioisome-
ren Chinone 94 reagieren unter diesen Bedingungen nicht. Zu
ihrer Demethylierung muû auf AlCl3 zurückgegriffen werden,
dessen Einsatz mit einer Synthese von 1 und 2 nicht vereinbar
wäre. Zwischen 95 und 96 findet eine rasche Tautomerisie-
rung statt, wobei das Gleichgewicht zugunsten von 95
verschoben ist, wenn R elektronenschiebend ist. Umgekehrt
liegt hauptsächlich 96 vor, wenn R elektronenziehend ist.[137]

Tetramethoxynaphthaline waren, obwohl bei weitem nicht
ideal, bis vor kurzem die einzigen geschützten 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).[182] Die
Addition des Grignard-Reagens 97 an den Aldehyd 89 liefert
in guten Ausbeuten das Dioxolan 98. Die Hydrolyse des
Ketals und die anschlieûende Reaktion mit Methylmagnesi-
umiodid führen zum Diol 99. An dieser Stelle entschlossen sich
die Autoren dazu, das Naphthochinon mit der oben beschrie-
benen Zweistufensequenz (1. CAN, 2. AgO/HNO3) aus seiner
geschützten Form freizusetzen. In diesem Fall führt die CAN-
Oxidation in zufriedenstellend hoher Selektivität und in
tolerierbarer Ausbeute zum gewünschten Isomer 100. Die
AgO/HNO3-Demethylierung dagegen liefert wie üblich in nur
geringer Ausbeute das Naphthochinon 101. Durch Umset-
zung von 101 mit Acetanhydrid wird selektiv das Triacetat 102
gebildet. Dies ermöglicht eine selektive Eliminierung mit
Thionylchlorid und Pyridin zu 103, wobei sich die niedrige
Ausbeute durch die Entstehung beträchtlicher Mengen des
terminalen Alken-Regioisomers erklären läût. Die Synthese
wird durch die alkalische Hydrolyse der Acetatgruppen zu
Shikalkin 1/2 abgeschlossen. Die Arbeitsgruppe um Terada
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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 CH2OH 75 13 1 53
c CH(OH)CH3 61 13 1 52
d CH(OH)(CH2)3CH3 42 16 1 22
e CH(OH)(CH2)3CH(CH3)2 52 17 1 22
f CH(OH)(CH2)3C(CH3)2OH 70 15 1 28
g CH(OH)(CH2)3COCH3 33 33 1 27
h COCH3 3 77 2 71
i CHO 0 85 2 43
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Schema 8. Die erste Synthese von Shikalkin 1/2 von Terada und Mit-
arbeitern.[149, 182]

nutzte die beschriebene Synthese auch zur Herstellung von
Shikoninisomeren.[183]

Chemiker aus Ruûland haben über zwei Zugänge 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.[184] Das Epoxid wurde durch
Reaktion mit der Organolithiumverbindung 105 zu 106
geöffnet. Diese Verbindung ist auch eine Zwischenstufe des
zweiten von dieser Arbeitsgruppe entwickelten Verfahrens, in
dem 106 aus 89 über eine Wittig-Olefinierung mit nachfol-
gender Cyclopropanierung und zweifacher Grignard-Addi-
tion zum Schlüsselintermediat 109 hergestellt wird.[185] Die
Umwandlung von 109 in 106 erfolgt durch eine bemerkens-
werte säurekatalysierte Umlagerung. Die über diese beiden
Routen zugängliche Verbindung 106 wurde durch die be-
schriebene Zweistufensequenz in 1/2 überführt. In diesem Fall
war die CAN-Oxidation von nur vernachlässigbarer Regio-
selektivität, und die sich anschlieûende Demethylierung
verlief auch hier in nur niedriger Ausbeute. Versuche, das
unerwünschte Regioisomer 111 mit AgO/HNO3 in 1/2 zu
überführen, führten überraschenderweise zum Aldehyd 112.

1995 berichteten Torii und Mitarbeiter über eine Synthese
von 1/2, die ebenfalls vom Aldehyd 89 ausgeht (Sche-
ma 10).[186] Zunächst wird 89 in einer durch niedervalentes
Vanadium vermittelten McMurry-artigen Kupplung[187] mit
dem ungesättigten Aldehyd 113 umgesetzt. Nach der Um-
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Schema 9. Weitere Shikalkin-Synthesen ausgehend von 89.[184, 185]

wandlung der Diole 114 in die cyclischen Carbonate 115
(vermutlich ein Diastereomerengemisch) ist der Weg frei für
eine Palladium-katalysierte allylische Reduktion. Leider
liefert diese Reaktion beträchtliche Mengen eines regioiso-
meren Alkens (ca. 28 %), und so war eine recht aufwendige
Reaktionssequenz nötig, um das Acetat 116 in reiner Form zu
isolieren. Der Arbeitsgruppe um Torii gelang die Entwicklung
einer neuen Methode zur Entschützung des Tetramethoxy-
naphthalingrundgerüsts über eine anodische Oxidation. Trotz
umfangreichen Experimentierens lieû sich jedoch die Regio-
selektivität der ersten oxidativen Demethylierung nicht ver-
bessern. Leider war das gewünschte Isomer 118 (das für eine
Demethylierung mit AgO/HNO3 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 unerwünschte 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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Schema 10. Die Strategie von Torii und Mitarbeitern zur Totalsynthese
von Shikalkin 1/2.[186]

HNO3 möglich sein sollte. Die Methode der anodischen
Oxidation ist somit komplementär zur zuvor beschriebenen
Zweistufensequenz der Demethylierung.[181]

4.3.3. Synthesen über Cycloshikonin

Terada und Mitarbeiter berichteten, daû auch Cycloshi-
konin 73 in Shikalkin 1/2 überführt werden kann (Sche-
ma 11).[188] Eine Synthese von 73 ist daher formal auch eine
Synthese von 1/2. Der Schlüsselschritt ist dabei die Öffnung
des Tetrahydrofuranrings mit p-Toluolsulfonsäure in Gegen-
wart von Acetanhydrid zu 123, wobei 73 selbst oder noch
besser das Diacetat 122 als Ausgangsverbindung dient. Die
alkalische Hydrolyse von 123 führt zu 101, das bereits als
Zwischenstufe in einer früheren Shikalkin-Synthese dieser
Arbeitsgruppe verwendet wurde.[149, 182] Die ursprünglich auch
von diesem Team entwickelte Synthese von Cycloshikonin 73,
deren Schlüsselschritte die Addition des Grignard-Reagens
120 und der säurekatalysierte Ringschluû sind,[188] ist mitt-
lerweile durch eine direkte Synthese von 73 aus Naphthazarin
64 (Abschnitt 4.1, Schema 2)[145] verbessert worden.
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73

Ac2O, py (96%)
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1/2 : Shikalkin

11% über 3 Stufen

122

Ac2O, TsOH (26%)

123101
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Schema 11. Synthese von Shikalkin 1/2 über Cycloshikonin 73 nach Terada
et al.[188]

Ein interessanter, wenngleich ziemlich langwieriger Weg zu
Cycloshikonin 73 wurde von Aso und Kanematsu vorgestellt
(Schema 12).[141] Die g-Addition des Silylketenacetals 125 an
das reaktive Naphthodichinon 124 führt zu 126, das durch
zwei nacheinander ablaufende sigmatrope [3,3]-Umlagerun-
gen und anschlieûende Hydrogenolyse das Leukonaphthaza-
rin 129 in 80 % Gesamtausbeute liefert. Aus dieser Verbin-
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12 Stufen

CH2Cl2 
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127128
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Schema 12. Synthese von Cycloshikonin 73 nach Kanematsu et al.[141]
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dung konnte Cycloshikonin 73 in einer eher ineffizienten,
zwölfstufigen, linearen Synthesesequenz erhalten werden.
Obwohl die beschriebene Route daher keinen praktikablen
Zugang zu Shikonin 1 und Cycloshikonin 73 eröffnet, könnte
sie zur Herstellung analoger Verbindungen von Nutzen sein.

4.3.4. Asymmetrische Synthesen

Die erste asymmetrische Synthese von 2 ist in einer
Patentschrift dokumentiert[189] und ist eine elegante Anwen-
dung der Dötz-Anellierungsreaktion (Schema 13).[190] Das
MOM-geschützte Hydrochinon 130 wurde in üblicher Weise

MOMO

MOMO

TBSO

OMe

OH

MOMO

MOMO OTBS

O

O

MOMO

MOMO OTBS

MOMO

MOMO

Cr(CO)5

OMe

134

nBuLi, [Cr(CO)6]

Me3O+ BF4
–

DDQ

2 : Shikonin

H+, H2O, THF

130 131

132

133

Schema 13. Stereoselektive Synthese von Shikonin 2 mit der Dötz-Anel-
lierung als Schlüsselschritt.[189]

nach ortho-Lithiierung zum Chromcarbenkomplex 131 um-
gesetzt. Dessen Thermolyse mit dem enantiomerenreinen
Alkin 132 liefert das geschützte Naphthazarin 133. Die
Phenolgruppe von 133 gestattet die selektive Oxidation des
höher funktionalisierten Rings der Naphthalineinheit zum
Chinon 134, aus dem anschlieûend durch saure Hydrolyse
Shikonin 2 erhalten werden konnte. Leider machen die
Autoren keine Angaben zur Ausbeute dieser Synthese, so
daû deren Effizienz nicht eingeschätzt werden kann. Es ist
jedoch zu beachten, daû die veröffentlichte Herstellung des
Alkins 132 eine lineare fünfstufige Synthese aus kommerziell
erhältlichen Ausgangsverbindungen ist, in der die korrekte
Konfiguration durch eine asymmetrische Epoxidierung nach
Sharpless erzeugt wird.[191]

Die von Braun und Bauer beschriebene asymmetrische
Synthese von 1 und 2 beruht auf einer enantioselektiven
Aldoladdition an den Aldehyd 89[192] unter Verwendung des
von ihnen entwickelten chiralen Acetatenoläquivalents 135,
das aus (R)- bzw. (S)-(2-Hydroxy-1,2,2-triphenylethyl)acetat
gebildet wird (Schema 14).[193] Obwohl sich Reaktionen mit
diesem Reagens in der Regel unter hoher Stereokontrolle
durchführen lassen, war die Selektivität hier eher mäûig (ca.
5:1 nach der Reinigung). Der Ursprung der asymmetrischen
Induktion bei Reaktionen mit diesem Reagens wird übli-
cherweise mit einem frühen Übergangszustand erklärt, doch

Schema 14. Synthese von Shikonin 2 mit einer asymmetrischen Aldol-
reaktion als Schlüsselschritt nach Braun und Bauer.[192]

kann der Elektronenreichtum eines Substrates wie 89 dem
entgegenstehen und zu einer niedrigen Selektivität führen.
Die Umwandlung des zunächst gebildeten Aldolproduktes
136 in 138 gelang unter Standardbedingungen. Die Autoren
hielten es für angebracht, die aliphatische Hydroxygruppe zu
schützen, um die Effizienz der abschlieûenden Entschüt-
zungsschritte zu erhöhen. Es konnten bei der Demethylie-
rungssequenz jedoch keine höheren Ausbeuten erzielt wer-
den. Durch CD-Messungen wurde für das so hergestellte
Shikonin 2 ein Enantiomerenüberschuû von ca. 65 % be-
stimmt.

Couladouros und Mitarbeitern[179] gelang vor kurzem durch
eine asymmetrische Allylierung mit Allyldiisopinocampheyl-
boran die Synthese der Alkanninvorstufe 138 (Schema 15).[194]

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.

Kürzlich berichtete die Arbeitsgruppe von Nicolaou über
eine sehr effiziente Totalsynthese sowohl von Alkannin 1 als
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3.  NaIO4 (98% über 2 Stufen)

Ph3P=C(CH3)2
 

(74%)
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Schema 15. Verbesserte Methode für die Herstellung von 138 durch
asymmetrische Allylierung (Couladouros und Mitarbeiter).[179]
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auch von Shikonin 2 (Schema 16).[195] Bei der Entwicklung
dieser Synthesestrategie standen drei Überlegungen im Vor-
dergrund: 1) Es sollten kommerziell erhältliche Ausgangs-
verbindungen zum Aufbau des Naphthazaringrundgerüsts
verwendet werden. 2) Aus einer im späten Stadium der
Synthese hergestellten, gemeinsamen Zwischenstufe sollten

Schema 16. Stereokontrollierte Totalsynthese von Alkannin 1 und Shi-
konin 2 nach Nicolaou et al.[195]

sich sowohl Alkannin 1 als auch Shikonin 2 in hohen
Enantiomerenüberschüssen herstellen lassen. 3) Es sollte eine
neue Schutzgruppe für 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
käuflichem 2,3-Dichlornaphthazarin 67 als Ausgangsmaterial
erfüllt (Abschnitt 4.1).[144] Es wurde vermutet, daû das Keton
143 eine ideale Vorstufe für beide enantiomeren Verbin-
dungsreihen ist, da Arylalkylketone dieser Art sich im
allgemeinen hervorragend als Substrate für viele enantiose-
lektive Reduktionsmittel eignen.[196] Ferner konnte man
davon ausgehen, daû Bismethylenacetale vom Typ A (Abbil-
dung 11) der Schlüssel zur Lösung der Probleme bei der
Schutzgruppenabspaltung sein könnten. Zwar würde eine
Oxidation zu den regioisomeren Verbindungen B und C
führen, 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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O O

O O

R
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Tautomerisierung

–CH2O–CH2O

A

Abbildung 11. Vorausgesagte Entschützung von Bismethylenacetalderi-
vaten und die bevorzugte Bildung des Naphthazarinisomers D (Nicolaou
und Hepworth).[195]

elektronenschiebenden Effekts der Alkylgruppen zugunsten
der gewünschten Form D.[137]

Diese Pläne 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(ii)-chlorid,[142] O-Alkylierung mit
Bromchlormethan[197] und anschlieûende Bromierung mit
NBS erhalten. Der Halogen-Metall-Austausch mit tBuLi
und die Umsetzung mit dem Weinreb-Amid 142 führten
zum Keton 143. Die Reduktion von 143 mit jeweils einem
Enantiomer von DIP-Cl[198] lieferte in hohen Ausbeuten und
mit exzellenten Enantiomerenüberschüssen die enantiome-
ren Alkohole 144 und 145. Die Methylenacetal-Schutzgrup-
pen lieûen 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.[199] Diese Route könnte
daher auch als Grundlage einer kommerziellen Synthese von
1 und 2 dienen.

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

Biologische Untersuchungen in den vergangenen 25 Jahren
haben ergeben, daû viele der in historischen Texten erwähn-
ten medizinischen Eigenschaften von AT und LE tatsächlich
eine fundierte wissenschaftliche Basis haben und daû 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 erörtert werden, finden
sich in Tabelle 1.

5.1. Wundheilung und entzündungshemmende Wirkung

Wie bereits in der Einleitung ausgeführt, werden AT- 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 bestätigt und die aktiven
Inhaltstoffe durch Papageorgiou identifiziert werden.[200] AT-
Pflanzen wurden in verschiedenen Gegenden gesammelt und
ihre Wurzeln extrahiert.[159] Der so erhaltene Mutterextrakt
aus Hexan wurde nach weiterer Extraktion und chromato-
graphischer Aufbereitung in Wachse,[201] fluoreszierende Ver-
bindungen, natürliche Polymere[159] und Pigmente[2] unterteilt.
Diese Fraktionen wurden für die örtliche Anwendung bei
künstlich hervorgerufenen Hautgeschwüren von Versuchs-
tieren (z. B. Ratten, Katzen und Hunden) getestet. Einzig die
Pigmentfraktion zeigte dabei eine hervorragende Wundhei-
lungswirkung, während die anderen Fraktionen völlig unwirk-
sam waren. Durch chemische Analyse der Pigmente konnten
die folgenden Alkanninester identifiziert werden: b,b-Dime-
thylacrylat 9,[159] Angelat 11,[202] Isovalerat 7[202] und das b-
Acetoxyisovalerat 13.[203] Interessanterweise ist freies Alkan-
nin 1 während der Isolierung nicht detektiert worden.[204]

Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Tierversuche
wurde eine Salbe mit Alkanninestern aus AT-Wurzeln entwik-
kelt und patentiert (HISTOPLASTIN RED, später HELI-
DERM).[47, 205] Diese Zubereitung wurde in klinischen Unter-
suchungen an Patienten mit indolenten Geschwüren im
unteren Beinbereich, bei denen alle vorausgegangenen Be-
handlungsmethoden erfolglos geblieben waren, durch tägli-
ches Auftragen an den Rändern der Geschwüre getestet.[206]

Die Erfolge waren spektakulär (Abbildung 12): Nach drei bis

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

vier Wochen wurde ein starkes Wachstum des Granulations-
gewebes beobachtet, und innerhalb von fünf bis sechs Wochen
heilte das Geschwür vollständig ab oder hatte zumindest
beträchtlich in seinem Ausmaû abgenommen. Die Erfolgs-
quote lag bei 80 %, ohne daû während irgendeiner Phase der
Behandlung eine Entzündung der Haut beobachtet worden
wäre. Die Wirksamkeit dieser Salbe wurde auch bei der
Behandlung von Verbrennungen untersucht, wobei sie sich
gegenüber Medikamenten wie Betadin und Fucidin als
deutlich überlegen erwies.[207] Sie wurde ebenso erfolgreich
zur Therapie von Lepra-Geschwüren, Druckgeschwüren,

traumatischen Geschwüren[208] und Analfissuren[209] einge-
setzt.

In Japan sind Tierversuche zur Beurteilung der Wirksam-
keit von Shikonin 2 und seinen Derivaten bei verschiedenen
Wundheilungsprozessen durchgeführt worden. 1977 berich-
tete Hayashi über die Ergebnisse umfangreicher Tests an
Ratten mit Shikonin 2, Acetylshikonin 15, dem japanischen
Hausmittel Shiunko und den Ether-Rohextrakten von ¹Shi-
konª, der LE-Wurzel.[210] Jede dieser Zubereitungen bewirkte
ein erhöhtes Wachstum des durch Baumwollpfropfen indu-
zierten Granulationsgewebes. Bei örtlicher Anwendung zeig-
ten die untersuchten Wirkstoffe auch entzündungshemmende
Eigenschaften gegenüber akuten Ödemen, 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 schloû
daraus, daû die Wirkstoffe sich zur Behandlung von Haut-
verletzungen eignen.

Ozaki und Mitarbeiter verglichen ¹Shikonª, ¹Koushikonª
(beides sind LE-Wurzeln mit Shikonin und seinen Estern als
Hauptkomponenten) und ¹Nanshikonª (die Wurzel von
Macrotomia euchroma Pauls, bestehend hauptsächlich aus
Alkanninestern). Sie stellten fest, daû 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 zusammenzuhängen.[211] In
einer unabhängigen Vergleichsstudie über die entzündungs-
hemmenden Eigenschaften von Alkannin 1 und Shikonin 2
wurde ebenfalls der Schluû gezogen, daû die absolute Kon-
figuration nur einen geringen Einfluû auf die biologische
Wirksamkeit hat.[212]

Seto und Mitarbeiter haben die Wirkung von Shikonin und
seinen Derivaten in Reinsubstanz im Hinblick auf verschie-
dene Aspekte der Wundheilung, darunter der Entzündungs-
hemmung, untersucht.[162] 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). Darüber

OH O

OOH OAc

OAc OAc

OAcOAc OAc

OH O

OOH OH

2 15 80

Abbildung 13. Shikonin 2, Acetylshikonin 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. Auûerdem 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
Hinterpfotenödeme, induziert durch irländisches Moos, und
hat einen positiven Einfluû auf Essigsäure-induzierte Magen-

Angew. Chem. 1999, 111, 280 ± 311 299



AUFS¾TZE V. P. Papageorgiou, K. C. Nicolaou et al.

geschwüre. Diese Modellstudien belegen somit, daû MDS-004
80 bessere pharmakologische Eigenschaften als Shikonin 2
aufweist. Interessanterweise und im Widerspruch zu den
Arbeiten von Hayashi[201] 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 über
MDS-004 80 oder Shikonin 2 veröffentlicht.

Untersuchungen zur entzündungshemmenden Wirkung
von Extrakten der Pflanze Arnebia euchroma (Alkannin-
ester)[213] und insbesondere von b,b-Dimethylacrylalkannin
9[214] führten zu ähnlichen Ergebnissen.[162, 210, 212] Vor kurzem
wurde gezeigt, daû Shikonin die Biosynthese von Leuko-
trien B4 und 5-Hydroxyeicosantetrasäure inhibiert. Die Auto-
ren vermuten, daû diesen Verbindungen eine wichtige Funk-
tion beim Mechanismus der entzündungshemmenden Wir-
kung zukommt.[215]

In den vergangenen Jahren sind beim Verständnis der
Biochemie von Wundheil- und Gewebereparaturprozessen,
die eine komplexe Balance von Abbau- und Regenerations-
vorgängen sind, bedeutende Fortschritte erzielt worden.[216]

Obwohl die Wirksamkeit von Alkannin- und Shikoninderi-
vaten in vivo nachgewiesen werden konnte, ist ihr Wirkungs-
mechanismus bislang noch völlig ungeklärt.

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.[217] Dieses Anwendungsgebiet findet
jedoch in den Arzneibüchern chinesischer Medizin[18] keine
Erwähnung und ist somit vermutlich weniger verbreitet als
andere Anwendungen. Während verschiedene Anchusa-Ar-
ten bereits seit dem 12. Jahrhundert[218] 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 für die Therapie verschie-
dener Krebsarten untersucht worden.

Die in den Industrienationen zunehmende Gefahr durch
Krebs, der mittlerweile nach kardiovaskulären Krankheiten
die zweithäufigste Todesursache ist, hat in den vergangenen
Jahren zu einem sprunghaften Anstieg der Forschung auf
diesem Gebiet geführt. In groûen Screening-Programmen des
National Cancer Institute in den USA wurde die Chinonein-
heit als Pharmakophor mit cytotoxischer Aktivität identifi-
ziert.[219] Von den über 1500 Chinonen, die in einer Studie von
1974 getestet wurden, zeigten über 10 % eine signifikante
Aktivität gegen mindestens eine der folgenden Zellinien:
Leukämie L1210, Walker-Carcinosarkom 256 (W256), Ade-
nocarcinom 755, Sarkom 180, Lewis-Lungencarcinom; alle
zeigten In-vivo- (Maus oder Ratte) und In-vitro-Cytotoxizität
gegenüber KB-Zellkulturen. Unter den getesteten aktiven
Chinonen waren Alkannin 1, sein Acetat 5, sein Isobutyrat 6
und sein b,b-Dimethylacrylat 9, und alle wirkten in vitro
cytotoxisch gegen KB-Zellen.[219] Bereits früher wurde bei den
aus Wurzeln von Arnebia nobilis isolierten Alkanninderiva-
ten 1, 5, 9 und 28 (Tabelle 1) eine Aktivität gegen W256 in

Ratten und gegen P388 (lymphatische Leukämie) in Mäusen
nachgewiesen.[163, 220] Die synthetischen Verbindungen 83 und
85 (Schema 5) waren ähnlich aktiv.

¾hnliche Ergebnisse wurden von Sankawa et al.[156] erhal-
ten: Shikonin 2 und eine Reihe einfacher Derivate konnten
das Tumorwachstum bei einer Dosis von 5 ± 10 mg kgÿ1 Tagÿ1

vollständig unterdrücken. Dabei war Shikonin 2 in höheren
Dosen akut toxisch (siehe Abschnitt 5.5), in niedrigeren
hingegen war es inaktiv. Auf der anderen Seite ergaben
jüngere Studien, daû Alkannin 1 und Shikonin 2 zwar in
Konzentrationen von 100 mg mLÿ1 ± 10 ngmLÿ1 cytotoxisch
sind, bei sehr niedrigen Konzentrationen (10 ng mLÿ1 ±
10 fg mLÿ1) dagegen immunstimulierend auf menschliche
Granulocyten und Lymphocyten wirken.[221]

Die chemoprophylaktischen Eigenschaften von Alkannin-
und Shikoninderivaten wurden auch von anderen Arbeits-
gruppen untersucht. Die Chemoprophylaxe beruht auf dem
Prinzip, daû nichtcarcinogene, synthetische oder natürliche
Substanzen den Prozeû der Carcinogenese inhibieren können.
Die mutagene Wirkung von Pikrolonsäure, Benzo[a]pyren[222]

und 4-Nitrochinolin-1-oxid[223] auf das Bakterium Salmonella
typhimurium TA98 konnte durch Extrakte der LE-Wurzeln in
vitro inhibiert werden. Shikonin 2 hemmt auch die frühe
Antigenaktivierung des Epstein-Barr-Virus durch 12-O-Te-
tradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) in Raji-Zellen.[224] Bei
den verwendeten Konzentrationen wurde jedoch eine signi-
fikant hohe Cytotoxizität festgestellt. Eine chemoprophylak-
tische Wirkung wurde auch in vivo beobachtet, denn Shikonin
2 verringert in Ratten das Vorkommen von durch Azoxyme-
than hervorgerufenen Darmtumoren.[225]

Platinkomplexe der Naphthazarine, auch solche von 1, 2
und einigen ihrer Derivate, haben eine ähnlich hohe Anti-
tumoraktivität wie Cisplatin, sind aber weniger nephroto-
xisch.[226] Kupferkomplexe von Shikonin 2 sind als DNA-
spaltende Verbindungen patentiert worden.[227]

Mehrere Arbeitsgruppen haben die biologischen Mecha-
nismen der Cytotoxizität von 1, 2 und ihren Derivaten
untersucht. Dabei stellte sich heraus, daû mehrere Möglich-
keiten zur Unterbrechung zellulärer Prozesse durch Chinone
existieren.[228] Einer der am häufigsten vorgeschlagenen
Mechanismen der Chinon-Cytotoxizität ist der ¹oxidative
Streûª, der auf der Eigenschaft der Chinone beruht, in
zelluläre Redoxkreisläufe einzugreifen. So können Chinone,
katalysiert durch Enzyme wie NADPH-Cytochrom-P450-
Reduktase, in einer Ein-Elektronen-Reduktion zum Semi-
chinon-Radikal reduziert werden.[228] Von diesem Radikal
wird vermutet, daû 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, könnte dann die Bildung freier Radikale aus
einer Kettenreaktion zu Zellschädigungen führen, die zur
Cytotoxizität beitragen. Es ist auch vorgeschlagen worden,
daû die beobachtete Cytotoxizität der Chinone zumindest
teilweise mit ihren Reaktionen als Elektrophile mit zellulären
Nucleophilen erklärt werden kann.[228] Der vielleicht inter-
essante Ansatz zur Erklärung der Cytotoxizität der Chinone,
zumindest vom chemischen Standpunkt aus betrachtet, ist der
der bioreduktiven Alkylierung.[229] Nach diesem Modell
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bewirkt die In-vivo-Reduktion eines Moleküls die Eliminie-
rung einer geeignet positionierten Abgangsgruppe und er-
zeugt dadurch ein hochpotentes Alkylierungsmittel. Dieses
Elektrophil kann dann zelluläre Nucleophile wie Glutathion
oder DNA abfangen und so schlieûlich zum Zelltod führen.
Dieser Prozeû, in Abbildung 14 für 1, 2 und einige Derivate
davon dargestellt, ist gut etabliert und vielleicht vom natürlich
vorkommenden Antitumorwirkstoff Mitomycin C am ehesten
bekannt.[230] Moore war der erste, der vorschlug, daû auch 1, 2
und ihre Derivate nach diesem Mechanismus wirken könnten,
doch wurde diese Hypothese nicht mit Beweisen untermau-
ert.[229]
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Abbildung 14. Ein möglicher bioreduktiver Alkylierungsmechanismus
von Alkannin 1 und Shikonin 2 nach Moore.[229] a) Reduktion. Nu�Nu-
cleophil.

Die Inhibierung von Enzymen, die für den Zellmetabolis-
mus oder für die Zellfortpflanzung essentiell sind, ist ein
weiterer möglicher Mechanismus für die toxische Wirkung
von Chinonen auf Zellen. Es wurde gezeigt, daû Shikonin 2
und einige Derivate in vitro stark mit DNA-Topoisomerasen
wechselwirken können.[160, 231] Diese Enzyme kontrollieren
den topologischen Zustand der DNA durch konzertiertes
Trennen und erneutes Verbinden der DNA-Stränge.[232] Da
die Topoisomerasen an vielen wichtigen Prozessen wie der
DNA-Replikation, der Transkription und der Rekombination
beteiligt sind, sind sie ein interessantes Ziel für die Chemo-
therapie. Eine Reihe von Shikoninestern sind hinsichtlich
einer inhibierenden Wirkung auf Topoisomerase I untersucht
worden.[160] 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,
daû einige der untersuchten Verbindungen in vivo potentere
Inhibitoren sind als Camptothecin. Im allgmeinen sind
kurzkettige Ester (C2 ± C6) aktiver als langkettige. In dieser
Studie wird auch über die selektive Inhibierung der Topoiso-
merase I bei unverändert aktiver Topoisomerase II (aus
Hella-Zellen) berichtet.[233] In einer anderen Untersuchung
stellte sich jedoch heraus, daû Shikonin 2 durch Bildung eines
spaltbaren Komplexes eine durch Topoisomerase II vermit-
telte DNA-Spaltung bewirkt.[231] Die Autoren konnten durch
Verwendung eines DNA-Entfaltungs-Assays zeigen, daû Shi-
konin nicht in die DNA intercaliert. Das Ergebnis dieser
Arbeiten legt nahe, daû die cytotoxische Aktivität von 1, 2

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

Ahn und Mitarbeiter führten eine detailliertere Studie zur
Aufklärung des Mechanismus der Cytotoxizität von 1, 2 und
ihren Derivaten durch.[234] Sie stellten auûerdem 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 ¹modifizierten Terada-Methodeª
hergestellt.[149, 153]

Um herauszufinden, ob eine elektrophile Arylierung bei
der Wirkungsweise dieser Moleküle 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 Überlegung ausgegangen, daû eine
solche strukturelle Modifizierung zu einer erhöhten Elektro-
philie der Chinoneinheit führen sollte (da die rasche Tauto-
merisierung wie in den Naphthazarinen unterbunden ist).[137]

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 ausgeprägtere Delokalisierung zu erwarten sein sollte als
beim entsprechenden Radikal eines DMNQ-Derivats. Die
Fähigkeit der Verbindungen, mit zellulären Nucleophilen zu
reagieren, wurde durch Inkubation der Chinone mit Gluta-
thion geprüft. Wie die Autoren vermuteten, ergab sich dabei
die Reihenfolge 6-substituierte DMNQs> 2-substituierte
DMNQs>Naphthazarine. Wurde dagegen die Cytotoxizität
der 2-substituierten Naphthazarine 150 a ± c mit der der
DMNQ-Derivate 150 d ± f gegenüber L1210-Zellen vergli-
chen, zeigte sich, daû letztere drei- bis zehnmal weniger aktiv
waren (Tabelle 5). Aus diesen Ergebnissen schlieûen die
Autoren, daû Redoxkreisläufe bei der Cytotoxizität 2-substi-
tuierter Naphthazarine eine entscheidende Rolle spielen.

Untersuchungen zum Zellschutz ergaben, daû Tocopherol,
ein Antioxidans, das dazu genutzt wird, in Redoxkreisläufen
entstehende Radikale abzufangen, die Cytotoxizität von
Shikonin 2 um 25 % vermindert. Aurintricarbonsäure
(ATA), ein Inhibitor von Endonucleasen, hat in einer Kon-
zentration von 1 mm eine Schutzwirkung von 50 % (Ta-
belle 6).[235] Die Kombination von ATA und Tocopherol führt
zu einer Schutzwirkung von 80 %. Diese Ergebnisse deuten
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Tabelle 4. Inhibierung der Topoisomerase I durch Shikoninester.[161]

O

O

OH

OH

OCOR

Vbdg. R IC50 [mm]

15 CH3 45� 3
146 CH2�CHCH2 40� 3
147 CH3(CH2)2 144� 10
148 CH3(CH2)4 207� 15
149 CH3(CH2)6 > 625
Shikonin 2 ± 208� 10
Camptothecin ± 127� 9
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darauf hin, daû die cytotoxische Wirkung Shikonin-artiger
Verbindungen zumindest auf zwei unterschiedlichen Mecha-
nismen beruht.

Aus Tabelle 5 lassen sich noch weitere Trends zur Cytoto-
xizität entnehmen. Die Acetylierung der 2-substituierten
DMNQ-Derivate 150 d ± f liefert die Verbindungen 150 g ± i,
die eine etwa dreimal höhere Aktivität aufweisen. Die
6-substituierten DMNQ-Derivate 151 a ± c haben Cytotoxizi-
täten, die ähnlich hoch sind wie die der entsprechenden
Naphthazarinderivate 150 a ± c (Tabelle 5). Durch Variation
von R1 und R3 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 Mäusen mit S-180-
Zellen getestet. Dabei wurde eine Dosis von 10 mg kgÿ1 Tagÿ1

verabreicht und die verlängerte Lebensdauer relativ zu der in
einer Kontrollgruppe bestimmt. Die Ergebnisse, die in Ta-
belle 5 aufgeführt sind, können mit Resultaten von In-vitro-
Untersuchungen und denen aus einer älteren Studie[156a] an
Shikonin 2 mit identischer Dosis verglichen werden. Es ergibt
sich keine Korrelation zwischen der In-vivo-Cytotoxizität und
der Verlängerung der Lebensdauer. Dennoch haben die
untersuchten Analoga, die kürzlich auch patentiert worden
sind,[236] bessere Antitumoreigenschaften als Shikonin. Die
Autoren kamen zu dem Schluû, daû die Bindung dieser
Substanzen an Endonucleasen wie die Topoisomerase I der
plausibelste Wirkungsmechanismus ist, der in vivo zu Anti-
tumoreigenschaften führt. Sie schlagen vor, daû strukturelle
Modifikationen, die die selektive Bindung an Endonucleasen
fördern und gleichzeitig die nichtselektive Bindung an
zelluläre Nucleophile und die Teilnahme an Redoxkreisläufen
vermindern, die vielversprechendste Strategie für zukünftige
Entwicklungen seien.

Um dies zu erreichen, sollte die Konfiguration nicht länger
ignoriert werden. Vor kurzem erschienene Berichte aus
demselben Arbeitskreis haben sich dieser Problematik ge-
widmet. In ihnen werden Untersuchungen über die Anti-
tumoreigenschaften von Arylacetylestern von Shikonin dis-
kutiert.[237, 238] Die Cytotoxizität von 17 Analoga gegenüber
A549-, L1210- und K562-Krebszellen wurde in vitro ermittelt.
Die Analoga waren gegen die Tumorzellinie A549 sehr viel
weniger aktiv als gegen die Leukämiezellen L1210 und K562.
Die Cytotoxizität dieser Analoga gegen A549 korreliert
jedoch mit ihren Antizelladhäsionseigenschaften,[238] was die
Autoren als Hinweis auf den Wirkungsmechanismus dieser
Verbindungen deuten. Das 4-(N,N-Dimethylamino)phenyl-
acetylderivat von Shikonin 2, das zur Erhöhung der Wasser-
löslichkeit 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 führen 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 zunächst
eine anibakterielle und eine antimykotische Wirkung nach-
gewiesen.[239] 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,[82, 240]

AT[164, 241] und Arnebia nobilis,[171] den natürlichen Quellen
dieser Verbindungen, systematische Studien durchgeführt,
um die antimikrobielle Wirkung dieser Substanzen eindeutig
nachzuweisen. Extrakte von Pigment-produzierenden Kallus-
Kulturen von LE waren antibakteriell genauso aktiv wie die
Pflanzenwurzeln selbst.[242]

In den meisten Fällen 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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Tabelle 5. Cytotoxizität und In-vivo-Aktivität von Shikoninanaloga.[234±238]

O

O

OR1

OR1

R2

OR3

O

O

OR1

OR1

R2

OR3

150 151

Vbdg. R1 R2 R3 ED50 T/C
[mgmLÿ1][a] [%][b]

2 H 3-Methyl- H 0.02 92.5
but-2-enyl

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

[a] Die Cytotoxizität wurde in vitro gegenüber L1210-Tumorzellen be-
stimmt. [b] Erhöhung der Lebensdauer bei Mäusen mit S-180-Zellen im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe (Dosis 10 mg kgÿ1 Tagÿ1).

Tabelle 6. Schutzwirkung vor der durch Shikonin verursachten Cytotoxi-
zität.[235]

schützende Verbindung Konzentration[a] Schutzwirkung [%]

Tocopherol 0.3mm 25� 0.23
ATA 1mm 50� 0.81
Tocopherol und ATA keine Angabe 80

[a] Konzentration der schützenden Verbindung. Die Shikoninkonzentra-
tion betrug durchgehend 60 nm.
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6.25 mg mLÿ1 lag.[231, 240c,b, 241a,b, 243] Die Verbindungen erwiesen
sich jedoch als inaktiv gegenüber Gram-negativen Bakterien-
stämmen wie Escherichia coli und Pseudomonas aerugino-
sa.[231, 240a,b, 241b] Pflanzenextrakte, die 1, 2 und Derivate davon
enthielten, zeigten darüber hinaus Aktivität gegen verschie-
dene Spezies von Milchsäurebakterien.[244]

Obwohl es einige frühe Berichte über die bakteriostatische
Wirkung von 1, 2 und ihren Derivaten gibt,[245] belegt eine
kürzlich erschienene Studie, daû diese Wirkung tatsächlich
bakterizid ist.[246] In derselben Untersuchung wird auch
nachgewiesen, daû die Verbindungen selektiv gegen Methi-
cillin-resistente und Methicillin-empfindliche Staphylococcus-
aureus-Stämme (MRSA bzw. MSSA) wirksam sind. Wegen
seiner geringen Toxizität wurde Shikonin 2 daraufhin als
nützliches Therapeutikum gegen MRSA vorgeschlagen.

Hinsichtlich der antimykotischen Wirkungen von 1, 2 und
ihren Derivaten besteht in der Literatur weniger Überein-
stimmung. Honda und Mitarbeiter haben gezeigt, daû Shi-
konin 2 und Desoxyshikonin 32 aus den Extrakten von LE-
Zellkulturen signifikante antidermatophytische Eigenschaf-
ten gegen folgende fünf untersuchte Pilzarten aufweisen:
Saccharomyces sake, Trichophyton rubrum, T. mentagrophy-
tes, T. Tonsulans var. sulfureum, Microsporum gypseum und
Epidermophyton fluccosum (MIC< 25 mg mLÿ1).[247] 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 Fuûpilz ist patentiert worden.[248] Andere
antimikrobielle Zubereitungen mit Shikonin als Wirkstoff
sind ebenfalls patentiert worden.[249] Shikonin 2 und Des-
oxyshikonin 32 erwiesen sich jedoch als inaktiv (MIC>

200 mg mLÿ1) gegen eine Reihe anderer Pilzarten, darunter
Candida albicans.[247] Auch andere Arbeitsgruppen stimmen
darin überein, daû 1, 2 und ihre Derivate keine Wirkung auf
Candida albicans haben,[231, 243, 247] obwohl einige Untersuchun-
gen zu gegenteiligen Ergebnissen gekommen sind.[171a, 239, 241a]

So wurde der Ethanolrohextrakt von Arnebia nobilis an
Meerschweinchen getestet, die mit Candida albicans infiziert
worden waren.[250] Bei örtlicher Anwendung zweimal täglich
mit 0.1 mL einer 5proz. Polyethylenglykollösung war die
Infektion innerhalb von 6 Tagen geheilt.

Von Shikonin ist in vitro auch eine antiamöbische Wirkung
gegen Entamoeba histolytica dokumentiert, doch ist der
therapeutische Effekt gering, wenn 2 an Ratten mit inte-
stinaler Amöbiasis oral verabreicht wird.[251] Eine Wirkung
von Shikonin gegen Larven von Aedes aegypti konnte
ebenfalls nachgewiesen werden.[252]

Papageorgiou und Mitarbeiter untersuchten die Struktur-
Wirkungs-Beziehungen der antimikrobiellen Eigenschaften
von Inhaltstoffen von AT[241b] und kamen zu folgenden
Schlüssen: 1) Der antibakterielle Effekt des Hexanextraktes
ist auf das Naphthochinon-Pigment zurückzuführen, wobei
das Naphthazarinsystem für eine Wirkung absolut notwendig
ist. 2) Die Alkylierung der Phenolgruppen führt zu voll-
ständigem Verlust der Aktivität. 3) Eine Polymerisation führt
zu vollständigem Verlust der Aktivität. 4) Da 1, 2 und ihre
Ester alle aktiv sind, ist es möglich, daû die aliphatische
Seitenkette dazu dient, das Naphthazarin an den Wirkort
heranzuführen. Es wurde daher vorgeschlagen, daû ein

Screening verschiedener Esterderivate zu Produkten mit
höherer Aktivität führen könnte. 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 Ischämie
führen. Eine Thromboembolie kann fatal sein und ist eine
häufige Todesursache. Die Aggregation von Blutplättchen
wird als der pathogene Hauptmechanismus angesehen, der zu
arterieller Thrombose führt. Arnebia euchroma ist eines der
vasoaktiv-antithrombotisch wirkenden Kräuter der chinesi-
schen Volksheilkunde. Vor kurzem wurden vier Substanzen
aus den Rohextrakten isoliert, die eine durch Kollagen
induzierte Plättchenaggregation unterdrücken. Die Struktu-
ren wurden Shikonin 2, Acetylshikonin 15, b,b-Dimethyl-
acrylshikonin 21 und Teracrylshikonin 22 zugeordnet,[253] doch
bleiben Zweifel an dieser Zuordnung, da auch Alkanninde-
rivate (1, 5, 9, 10) aus demselben Material isoliert wurden
(siehe Tabelle 1, Anmerkung 2).[42, 44] Die Ergebnisse der In-
vitro-Tests sind in Tabelle 7 zusammengestellt. Acetylshiko-

nin 15 inhibiert auch die durch Arachidonsäure hervorge-
rufene Blutplättchenaggregation. Es wird vermutet, daû die
Wirkung von 15 auf der Unterdrückung des Phosphoinositid-
Abbaus beruht.[253b]

5.5. Toxizität, Pharmakokinetik und andere
pharmakologische Aspekte

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

In Fütterungsexperimenten an Ratten wurde für oral
verabreichtes Alkannin 1 eine niedrige Toxizität festge-
stellt ;[254] Der LD50-Wert betrug 3 g kgÿ1 bei Mäusen und
>1 g kgÿ1 bei Ratten. Wurde 1 über 15 Wochen an Mäuse
verfüttert (1 % der Gesamtnahrungsmenge, durchschnittliche
Gesamtaufnahme 3.38 g), ergab sich kein Hinweis auf toxi-
sche Wirkungen. Die Autopsien ergaben, daû die Tiere keine
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Tabelle 7. Inhibierung der Kollagen-induzierten Blutplättchenaggregation
durch Alkannin 1 und seine Ester.[253]

Verbindung Aggregation [%][a] IC50 [mgmLÿ1]

Kontrolle 89.0� 0.3 ±
b,b-Dimethylacrylshikonin 21 21.0� 18.1 4.2
Teracrylshikonin 22 0 2.8
Acetylshikonin 15 0 2.1
Shikonin 2 67.5� 4.9 10.7

[a] Bei einer Substratkonzentration von 20 mgmLÿ1 bestimmt.
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Heinz-Körper hatten und die Morphologie der lebensnot-
wendigen Organe unverändert war. Alkannin wurde mit dem
Urin ausgeschieden und nicht im Bauchfettgewebe angerei-
chert. ¾hnliche Ergebnisse ergaben sich aus Untersuchungen
mit Shikonin 2 und Acetylshikonin 15.[210] Bei der intraperi-
tonealen Verabreichung bei Mäusen erwiesen sich 2 und seine
Derivate als sehr viel toxischer. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 8 zusammengefaût.

Darüber hinaus wurden toxische Effekte von 1, 2 und ihren
Derivaten bei In-vivo-Untersuchungen zur Antitumorwir-
kung beobachtet. In Tabelle 9 sind die Derivate aufgeführt,
für die dies der Fall war (die Dosen wurden intraperitoneal
verabreicht). Alkannin 1[255] und die Alkanninester 5 ± 13[200]

erwiesen sich im Ames-Test[256] als nicht mutagen.

Über die Ergebnisse einer pharmakokinetischen Studie mit
[3H]Shikonin an Mäusen wurde berichtet.[257] Die Absorption
erfolgte sowohl nach oraler als auch nach intramuskulärer
Verabreichung rasch, wobei jeweils nach etwa einer Minute
Radioaktivität im Plasma nachgewiesen werden konnte.
Andere Ergebnisse sind in Tabelle 10 zusammengestellt.

Innerhalb von 96 h nach einer intravenösen Injektion betrug
die insgesamt ausgeschiedene Radioaktivitätsmenge 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.[258] Zehn Meta-
boliten wurden nachgewiesen: fünf Monomere, darunter

Anhydroalkannin 34, Desoxyshikonin 32 und Cycloshikonin
73, und fünf dimere Verbindungen wie Shikometabolin A 152.

O O

O OH

OH

OHOHOH

OH

152

Cheng und Mitarbeiter konnten die pharmazeutischen
Eigenschaften von 1 und 2 durch die Bildung von 1:1-
Einschluûkomplexen mit Hydroxypropyl-b-cyclodextrin
deutlich verbessern.[259] Die Wasserlöslichkeit wurde um das
200fache erhöht und die Geschwindigkeit des photochemi-
schen Abbaus von 0.329 auf 0.156 hÿ1 gesenkt. Darüber
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 bestätigt werden. Diese Untersuchungen führten zur
Identifizierung von Alkannin 1, Shikonin 2 und verwandten
Derivaten als den aktiven Pflanzeninhaltstoffen. Die klinische
Anwendung von Präparaten mit Esterderivaten von 1 aus AT-
Extrakten zur Behandlung von Verbrennungen und Ge-
schwüren 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 veranlaûte Biotechnologen,
die erste Produktionsanlage zu entwickeln, die mit Pflanzen-
zellkulturen arbeitet. Die dafür notwendige Forschung führte
zu einem enormen Zuwachs an Wissen in der Biotechnologie.
Darüber hinaus wurden bedeutende Einblicke in die Biosyn-
these dieser Naturstoffe erhalten, und auch unser allgemeines
Verständnis über den Sekundärmetabolismus der Pflanzen
hat enorm von diesen Arbeiten profitiert.

Die Herausforderung, die so täuschend einfach anmuten-
den Verbindungen zu synthetisieren, hat zahlreiche Synthe-
sechemiker weltweit über viele Jahre beschäftigt. Die Pionier-
arbeiten von Terada und anderen Chemikern haben eine
Grundlage geschaffen, auf die die kürzlich erzielten Fort-
schritte bei der Synthese der Verbindungen aufbauen. Diese
Entwicklungen dürften noch zu vielen weiteren Abenteuern
bei der Chemie, der Biologie und den medizinischen Aspek-
ten von Alkannin 1, Shikonin 2 und verwandten Naphthaza-
rinen führen.
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Tabelle 8. Toxizität von Shikonin und seinen Estern bei Mäusen bei
intraperitonealer Verabreichung.

Verbindung LD50 [mg kgÿ1]

Shikonin 2 20� 5[210b]

Acetylshikonin 15 41� 10[210b], 22.75[213]

b,b-Dimethylacrylshikonin 21 48� 5[214]

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

Verbindung toxische Dosis

Shikonin 2 10� 5 mg kgÿ1 Tagÿ1 [156a]

Shikonin 2 30 mg kgÿ1 Tagÿ1 [156a]

Alkannan 33 30 mg kgÿ1 Tagÿ1 [156b]

Alkannanleukoacetat 30 mg kgÿ1 Tagÿ1 [156b]

Cycloalkannindiacetat 30 mg kgÿ1 Tagÿ1 [156b]

b,b-Dimethylacrylalkannin 9 10 mg kgÿ1 Tagÿ1 [220]

a-Methoxyphenylacetylshikonin 7.75 mg kgÿ1 Tagÿ1 [237]

Tabelle 10. Phamakokinetische Daten für Shikonin 2 bei Verabreichung
an Mäuse.[257]

Verabreichung Spitzenwert im Plasma [min] Bioverfügbarkeit [%]

oral 5.78 34.3
intramuskulär 7.62 64.7
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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 einschlieûlich zum 30. November 1998 abzudek-
ken, sind diese am Schluû der Literaturliste angefügt und in
folgende Abschnitte unterteilt : medizinische Eigenschaf-
ten,[260] physikalische Daten und Analytik,[261] Zellkulturen
und Biosynthese,[262] Färbeeigenschaften[263] und verschiedene
biologische Eigenschaften.[264]

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

Auûerdem haben wir erfahren, daû in China weitere
Forschungsarbeit zu den Antitumoreigenschaften der ¹Shi-
konin-Mischungª geleistet wurde: Es wurden In-vitro-Expe-
rimente durchgeführt, die darauf hinwiesen, daû die Pigment-
mischung gegen Magen- und Speiseröhrenkrebszellen wirk-
sam ist.[265] Von vielleicht noch gröûerer Bedeutung sind
klinische Versuche, die mit der ¹Shikonin-Mischungª an 19
Patienten mit Lungenkrebs im Spätstadium durchgeführt
wurden. Aus dieser Studie schlossen die Autoren, die Shi-
konin-Mischung sei ¹safe and effective for later-stage can-
cerª.[266] Um diese Behauptung zu überprüfen, sind sicherlich
weitere Studien erforderlich.

Anhang: Liste der Abkürzungen

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
hn 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
TMS Trimethylsilyl
Ts p-Toluolsulfonyl
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