Uber die Wirkungen von Aldehyden auf gesunde und maligne
Zellen, 2. Mitt.:

Synthese von homologen 4-Hydroxy-2-alkenalen, I.
Von

H. Esterbauer und W. Weger

Aus der Lehrkanzel fiir Biochemie der Universitét Graz, Osterreich
( Eingegangen am 5. Mai 1967 )

4-Hydroxy-2-alkenale verschiedener Kettenlinge (C5—Cio)
werden in einer mehrstufigen Synthese hergestellt: Alkanal
- 2-Bromalkanaldimethylacetal — 2-Alkenaldimethylacetal —
-+ 4-Brom-2-alkenaldimethylacetal — 4-Hydroxy-2-alkenaldi-
methylacetal —» 4-Hydroxy-2-alkenal.

In der ersten Mitteilung dieser Reihe! berichteten wir itber die wich-
tigsten biologischen, insbesondere carcinostatischen Eigenschaften von
4-Hydroxyoctenal, einer Substanz, die sich bei der Autoxydation unge-
sdttigter Fette in (legenwart von Wasser bildet?. Da Octanal, Octenal
und Hydroxyoctenal-dimethylacetal sowohl bei in vitro- als auch bei
in vivo-Versuchen keine oder nur geringe (Octenal) Hemmaktivitdt gegen
Tumorzellen zeigen®, mull als wirksames Prinzip des Hydroxyoctenals
die Gruppierung —CHOH-—CH=CH-—CHO angeschen werden. Die
Doppelbindung muf sich in trans-Stellung befinden, da bei cis-sténdiger
Doppelbindung eine innere Acetalisierung unter Ausbildung des furanoiden
Rings eintritt.

Die Isolierung der Substanz in reinster Form aus dem Autoxydations-
gemisch ist duflerst umstindlich und langwierig, zumal die Ausbeuten
sehr bescheiden sind: Aus 100 g Linolséiuremethylester erhdlt man maxi-
mal 0,5 g Hydroxyoctenal. Fiir einen eingehenden biologischen Test der
Substanzen mufiten jedoch zumindest Gramm-Mengen zur Verfiigung
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3 D. Conrath, Dissertation, Univ. Graz 1965.
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stehen. Ferner war auch die Frage interessant, inwieweit sich verschie-
dene 4-Hydroxy-alkenale in ihrer Wirkung auf maligne und gesunde
Zellen unterscheiden. Wir versuchten daher, diese in der Literatur bisher
nicht beschriebenen 4-Hydroxyalkenale synthetisch herzustellen.

Die Suche nach geeigneten Synthesewegen fiir 4-Hydroxyoctenal bzw.
dessen Homologe wurde insoweit erleichtert, als die Eigenschaften des Hydro-
xyoctenals durch die erwihnten Untersuchungen bereits bekannt waren. Ins-
besondere war es wertvoll zu wissen, dall sich Hydroxyoctenal in alkalischem
Medium (pH = 12} innerbalb von Sekunden, im sauren Medium (pH < 1)
und bei Temperaturen tiber 80° innerhalb von Stunden zersetzt.

Als gangbarer Weg erwies sich die Umsetzung von 2-Alkenalacetalen
(2) mit N-Bromsuceinimid (¥ BS) zu den 4-Bromalkenaldimethylacetalen
(3). Mit feuchtem Silberoxid kann die Bromgruppe gegen Hydroxyl
ausgetauscht werden. Das 4-Hydroxyalkenalacetal 1a6t sich mit ver-
diinnter Citronensiure glatt zum 4-Hydroxy-alkenal (4) hydrolysieren.
Br,/CHCL/ —25°
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1—4 d: R =nCH,
a: R=H e: R =n-CH,
b: R =CH, f: R=nCH,
c: R=CH;, g: R =nCH,

Todd und Teich* beschreiben die Bromierung von Crotonaldehyd-
didthylacetal mit NBS und erhalten in 19%, Ausbeute 4-Bromcrotonal-
dehyddidthylacetal. Andere Enalacetale wurden unseres Wissens nicht in
Allylstellung bromiert. Wir setzten homologe Alkenaldimethylacetale
(2a—g) mit NBS zu Bromalkenaldimethylacetalen (3 a—g) um. Die
Ausbeute lag in allen Fallen unter 209,. Das bei der Reaktion entstehende
Hauptprodukt wurde nicht untersucht.

4 D. Todd und S. Teich, J. Amer. Chem. Soc. 75, 1895 (1953).
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Die Verbindungen 3 lassen sich auch durch Umsetzen der entspre-
chenden 1-Methoxy-1,3-alkadiene mit NBS in Methanol darstellen. Uber
die Ergebnisse dieser Versuche soll spéter berichtet werden.

Da die Allylbromierung nur mit geringer Ausbeute verlduft, konnte
die eben beschriebene Synthese der Verbindungen 4 nur dann erfolgver-
sprechend sein, wenn 2 nach einem einfachen Verfahren mit guter Aus-
beute herstellbar waren. Bedukian® berichtet iiber ein allgemein anwend-
bares Verfahren zur Herstellung von «,8-ungesittigten Aldehyden, bzw.
deren Acetalen. Nach dieser Vorschrift werden geséttigte Aldehyde iiber
die Stufe der Enolacetate in 1 iibergefiihrt. Aus 1 erhilt man durch Ab-
spaltung von Brom in Methanol/Butanol 2. Wir stellten nach dieser Me-
thode die Verbindungen 2b—f dar. In keinem TFall gelang es, reine
2-Alkenaldimethylacetale zu synthetisieren, vielmehr erhielten wir
stets ein Gemisch von 2-Alkenaldimethylacetal (ca.509,) und Alkenal-
dimethylacetal mit Doppelbindung in anderer Lage.

Einfacher 146t sich 2 in Abwandlung des Verfahrens von Bedukian
auf folgende Weise herstellen: Der geséttigte aliphatische Aldehyd wird
mit Brom bei tiefer Temperatur in «-Stellung bromiert™ 8, der Brom-
aldehyd wird — ohne vorherige Isolierung — mit Methanol acetalisiert.
Das Bromalkanaldimethylacetal 1 behandelt man bei Temperaturen
iber 150° mit geschmolzenem KOH und erbédlt in guter Ausbeute 2-
Alkenaldimethylacetal (2). Dieses Verfahren hat gegeniiber dem erst-
genannten einige Vorteile: Die Darstellung der Enolacetate entfillt, die
Ausbeuten sind in allen Féllen besser, das bei der Kalischmelze gebildete
Tsomerengemisch enthélt einen héheren Prozentsatz an 2-Alkenalen,
die besonders bei Substanzen 2 a—c schwierige vollkommene Abtrennung
des Butanols entfallt.

Experimenteller Teil

I. Darstellung der 2-Bromalkanaldimethylacetale (1 a—g)

Zu einer Losung von 2 Molen Alkanal in 150 ml CHClz tropft man unter
Ritbren 2 Mole Brom, geldst in 100 ml CHCls. Die Temp. soll dabei — 30°
nicht ibersteigen. Nach beendeter Zugabe rithrt man solange bei — 30°
weiter, bis die urspringlich rot geférbte Losung gelb geworden ist. Zu dieser
Losung werden unter Rithren bei — 10° 500 ml Methanol zugetropft. Man 148t
ca. 24 Stdn. bei Zimmertemp. stehen und gieBt dann das Reaktionsgemisch

5 W. Flaig, Ann. Chem. 568, 24 (1950); §. M. Makin und B. K. Kruptsov,
Chem. Abstr. 55, 27 030 (1961).
8 P. Z. Bedukian, J. Amer. Chem. Soc. 79, 889 (1957).
? F. Q. Fischer, L. Ertel und K. Léwenberg, Ber. dt. Chem. Ges. 64, 32
1931); H. Erlenmeyer und J. P. Jung, Helv. Chim. Acta 32, 37 (1949);
S. M. MecElain und L. R. Morris, J. Amer. Chem. Soc. 74, 2657 (1952).
8 R. Kuhn und C. Grundmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1898 (1937).
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unter Rithren zu einer Losung von 2 Molen Na-Acetat in 1,51 Wasser. Die
organische Phase wird abgetrennt, mit NagCOs-Losung neutralisiert und mit
wasserfr. NaoCO3 getrocknet. Das Loésungsmittel wird abdestilliert, der
Riickstand im Wasserstrahlvak. fraktioniert (vgl. Tab. 1).

I1. Darstellung der Alkenoldimethylocetale (2 a—g)

In einen 1 1-Dreihalskolben mit Rithrer, Rickflufikithler und Destillations-
aufsatz gibt man 1 Mol Bromalkanaldimethylacetal und 400 g KOH. Die
Mischung wird am Olbad unter Rilhren auf 155° (Badtemp.) erwiirmt. Der
GroBteil des KOH. wird vom Bromprodukt bei dieser Temp. geldst (ein Teil
wird wahrscheinlich infolge Schmelzpunktserniedrigung bereits bei 150°
schmelzen), so daBl man eine nahezu homogene Mischung erhilt. Sobald der
GroBteil des KOH geldst ist, setzt die HBr-Abspaltung ein. Die Reaktion
verlauft stark exotherm und kann unter Umstédnden so heftig werden, dafi der
Destillationsaufsatz das gebildete Alkenaldimethylacetal nicht bewiltigen
kann. Aus diesem Grund ist ein zusétzlicher RuckfluBkithler zur Sicherheit
unbedingt empfehlenswert.

Bei Einsatz von 1 a—d destillieren die gebildeten Verbindungen 2 a—d
innerhalb von 30 Min. zum Grofiteil ab. Der Rest wird bei 200-—100 mm Hg
abgesaugt, gleichzeitig wird die Badtemp. auf 200° gesteigert. Bel Einsatz der
Verbindungen 1 e—g rithrt man 1 Stde. bei 160° und destilliert anschliefend
die gebildeten Verbindungen 2e-—g bei 200—100 mm Hg; gegen Ende
steigert man die Badtemp. auf 200°. Im Riuckstand bleibt ein festes dunkel-
braunes Gemisch aus KOH und KBr, das nur wenig 1 bzw. 2 enthilt. Das
Destillat wird mit NazCO3 getrocknet und mit einer gut wirksamen Kolonne
fraktioniert (vgl. Tab. 1 u. Tab. 4).

Bestimmung des Gebaltes an 2-Alkenaldimethylacetal:

16-3 Mole Alkenaldimethylacetal (Isomerengemisch) werden in einem
Schliffkélbehen eingewogen und mit 10 ml 10proz. wifir. Citronensdure ver-
setzt. Bei Verbindung 2 a—c 148t man 30 Min. bei Zimmertemp. stehen, bei
Verbindung 2 d—¢ schiittelt man 30 Min. Nach entsprechender Verdiinnung
(1 ml Probe, 99 ml destill. Wasser, d = 0,1 ¢m), bestitmmt man UV-spektro-
skopisch die Konzentration an Alkenal. Das UV-Absorptionsmaximum e, B-
ungesittigter Aldehyde in Wasser liegt bei 44700—44 900 ecm 2. Der molare
Extinktionskoeffizient ¢ betridgt im Mittel ca. 15500.

IT1. Darsteliung der 4-Bromolkenoldimethylocetale 3 a—g

Eine Mischung von 0,25 Molen Alkenaldimethylacetal, 44 g Bromsuccin-
imid (0,25 Mol), 0,2 g Azoisobutyronitril, 300 ml CCly wird 30 Min. unter
Riickflufl gerithrt. Der Ansatz verfarbt sich schwach rotbraun. Man kiihlt
auf — 10° ab und filtriert das ausgefallene Suceinimid ab. Das Filtrat wird
Zmal mit NaHCOy-Losung gewaschen und anschlieBend mit NazCOs ge-
trocknet. Man destilliert das Losungsmittel am Rotavapor ab. Der Riick-
stand wird im Vak. destilliert. Die bei der Destillation anfallenden 4-Brom-
alkenaldimethylacetale waren in keinem Fall rein und konnten wegen ihrer
Zersetzlichkeit (HBr-Abspaltung) auch durch wiederholtes Destillieren nicht
gereinigt werden. Die Ausbeute bzw. Reinheit der Verbindungen 3 wurde
durch adsorptive Sdulenchromatographie bestimmt (Tab. 2).



[Mh. Chem., Bd. 98

H. Esterbauer und W. Weger

1888

-UteIegn UO7ZUeASIoYaf J03Uo qQRUISUUL *1oq [OULIO] oUaceSodus oIp anj Uep I oyo[om ‘0104 qedie ([ID) osA[euy o1 |

A1®rﬁ ~rodxo Mm\c A} WI 816190y S0P .mﬁﬂ#wﬂ&mh@x/ J9P Uoeu JUIuiigsaq Pﬂmﬁﬁ,@mﬁﬁ@@ﬂ.\ﬁm\ﬁﬂ&@gmﬁﬂawﬂ@uﬂa.mBN ®

“UOJUIUIL)S

‘uozeapAqidueqdon -5 = BANA ==

09 ‘63T Gg 09 $9°09 %29 £€98°0 9e¥1 01/911 BQVREELD 8¢
0g P31 eg 09 1L‘Gg 18°6a $98°0 €57 01/80T—001 20%EHID ¥4
qg LT Gg gl 96°0¢ 81°IG $98°0 92%°‘1 0T/06—88 BO0EHOIY X4
a9 gIgT 0L 08 LGOP 869¥ $98°0 BEV°1 01/8L BOSTHS) [ X4
oL 671 89 LL LY TF 96°1¥ €L8 0 STFT 09L/F91 BOITHSED 27
gL 091 39 < 90°LE ¥ELE GL8°0 9TFT  09L/0FT—SET BOVIHLD az
0¥ 061 e¥ 09 9L°G8 £L°38 £88°0 eIF1 09L/031 BOETH) 1:X4
— — — 1¢ F¥°89 LL‘89 917 88FT  OT/39T—0GT 20IgCHED 81
- — — LS 0899 099 1€1°1 €e%‘'T  0T/9gT—0agl 30IgEHTD ¥t
— - — I8 1868 £¥°69 6711 39%T  01/€3T—38! BOIGIEHOTD ag
—- — — G OLFG £8%¢ %817 1S¥T 0T/011—807 808 TISD Pi
— — — 89 0g0¢ 0%°0¢ L6TT 0gF1 0T/96—¥6 BQIgLTHED o
— - —- 0L 09°e¥ 860y 995°1 6b%'1 01/18 BOIgETHED ar
- — —= 08 08°0% 06°0¥ 6081 165°1 071/99 BOIgETHD ey
R T T By powar

918200R[AYI0WIPIRULN]Y PUN 0]e400e[AYloWIP[BUBY[BWOIG -F T O[[eqe],



H. 5/1967] Uber die Wirkungen von Aldehyden 1889

Tabelle 2. 4-Brom-2-alkenaldimethylacetale

R N <
3a C¢Hi1BrOs 40—47/1 13,5 60—70 1,459 1,390
3b CyH;3BrO: 55—62/1 20 556—60 1,468 1,342
3c CgH;5BrO» 98-—103/10 14 60—70 1,471 1,300
3d CyH;BrOs 85-—95/1 18 50 1,478 1,309
3e C10H19BrO2 95—107/1 20 45 1,448 1,219
3f C11Ho1BrO2 107—120/1 22 40 — —_
3 g C12H23Br0Os 125&135/1 25 35 — —

* Bei Einsatz von 0,25 Molen 2.

IV. Darstellung der 4-Hydroxyalkenaldimethylacetale und 4-Hydroxzyalkenale (4)

a) Zu einer Suspension von Silberoxid (8,5 g AgNOj in 50 ml Wasser,
gefillt mit 2,56 g KOH in 50 ml Wasser, abgenutscht und mit 500 ml Wasser
gewaschen) in 50 ml Wasser und 50 ml Aceton gibt man ca. 10 g rohes 4-Brom-
alkenyldimethylacetal (die bei der Destillation anfallenden Rohprodukte).
Die Suspension wird 2 Stdn. bei Zimmertemp. geschiittelt. Silberoxid und
AgBr werden abgenutscht, man wéscht mit Aceton den Niederschlag griind-
lich aus. Das Filtrat versetzt man mit 200 ml Wasser und extrahiert 3mal mit
50 ml CHCl3. Das Ldsungsmittelgemisch wird am Rotavapor abdestilliert.
3 a konnte mit Silberoxid bei Zimmertemp. nicht in die entsprechende Hydroxy-
verbindung tbergefiihrt werden, bei erhdhter Temp. entstanden andere
Produkte. Zur Bestimmung der Ausb. (80—90%) und {iir die IR-Spektren
wurden die Hydroxyalkenyldimethylacetale (200 mg des Rohproduktes)
sdulenchromatographisch gereinigt. Die wichtigsten IR-Absorptionsbanden
der Hydroxyalkenaldimethylacetale gehen aus Tab. 4, Sp. 2, hervor.

b) Das bei a) anfallende Rohprodukt wird mit dem 3fachen Volumen
iproz. wiBr. Citronenséure versetzt und 1 Stde. bei Zimmertemp. geschiittelt.
Man extrahiert 4 erschopfend mit CHCls. Nach Abdunsten des CHCls im
Vak. wird der Riickstand in 100 ml Petrolither (P4) aufgenommen. Die
Verbindungen 4 werden mit Wasser erschépfend extrahiert. Bei 4 b geniigt
3maliges Extrahieren mit je 100 ml o0, bei 4 f muBl mindestens 10mal mit
je 100 ml H20 extrahiert werden. Der extrahierte PA enthilt den Hauptteil
der Verunreinigungen und wird verworfen. Die Wasserphase enthilt 4 mit
etwa 709, Reinheit. Der GroB8teil des Wassers wird im Vak. abdestilliert und
4 erneut mit CHCl; extrahiert. Der nach Abdestillieren des CHCl; im Vak. ver.
bleibende Riickstand wird durch multiplikative Verteilung im System CHCly/
HoO (fiir Substanzen 4b, 4¢, 4d) bzw. Petroldther/Wasser (fiir Substanzen
4 e—g) weiter gereinigt. Als Reinheitskriterium diente die Konstanz des
spezif. dekadischen Extinktionskoeffizienten ¢ bei 45250 em~! (Alkohol).
Die Verbindungen 4 sind farblose, geruchlose Fliissigkeiten. Sie zeigen im UV
das flir o,B-ungesiittigte Aldehyde charakteristische Absorptionsspektrum
mit dem Hauptmaximum bei 45250 cm~! und mit einem Vormaximum bei
32000 cm™! (vgl. Tab. 3, oben). Die polarographische Reduktionsstufe Ky
der Verbindungen 4 liegt bei — 1,55 V (Loésungsmittel : Benzol/Methanol 1:1,
0,3m-LiCl). Die wichtigsten IR-Absorptionsbanden der Verbindungen 4 sind
in Tab. 4, Sp. 3, zusammengefafBt. Zur weiteren Charakterisierung wurden
4 b—g in die 2,4-Dinitrophenylhydrazone bzw. Semicarbazone iibergefithrt.

Monatshefte flir Chemie, Bd. 98/5 120
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¢) 0,001 Mol Hydroxyalkenaldimethylacetal oder Hydroxyalkenal (4b—g)
werden im dquimol. Verhiltnis mit 2,4-Dinitrophenylhydrazinreagens (0,1 g
2,4-DNPH, 0,75 ml konz. HsS04 7,5 ml Athanol, 17 ml Wasser) versetzt
und einige Min. kraftig geschiittelt. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit
Wasser si@urefrei gewaschen und anschliefend sdulenchromatographisch
gereinigt (Saule 2 em x 50 cm, 20 g Kieselgel, CHCl3 als Elutionsmittel). Nach
der Séulentrennung wird 2mal umbkristallisiert (Alkohol/Wasser) (vgl. Tab. 3,
Mitte).

Tabelle 4. IR-Absorptionsbanden von Octenaldimethylacetal (a),
4-Hydroxy-octenaldimethylacetal (b)und 4-Hydroxyoctenal(c)*.
Losungsmittel CHCls, ¢ = 7,5 - 102 m/1

a b c Zuordnung
—_ 2,82 2,73 OH-Valenz, nicht assoz.
—_— 2,88 2,85 OH-Valenz, assoz.

3,38 3,44 3,44
3,50 3,55 3,50} CH-Valenz

— — 3,65 CH-Valenz der CHO
— — 5,90 C=0-Valenz der —CH=CH-—CHO

6,00 6,27 6,07  C=C-Valenz

6,83 6,88 6,85

7,25 7,26 7,25 CH Deform.

7,36 7,42 —

8,40 8,75 — )

8.85 8.90 8, 3} C—0-Valenz

9,30 , —

9.50 3}?? o } C—0—C-Valenz der Acetalgruppe
H

10,33 10,30 10,23 , ;

10,50 10,50 — } CH wagging —U=C—

I

H

* Homologe Verbindungen unterscheiden sich nur in den dureh den
Paraffinrest bewirkten Banden.

d) Zu einer gesitt. willr. Losung von Hydroxyalkenal (4 b—g) gibt man
festes Semicarbazidhydrochlorid (1,5fache Menge) und tberlifit die Losung
24 Stdn. bei Zimmertemp. sich selbst. Der Niederschlag wird abgesaugt
und 2mal aus Wasser umkristallisiert (vgl. Tab. 3, unten).

Die Arbeit wurde unterstiitzt durch eine Subvention des Osterreichi-
schen Forschungsrates, Wien.



