
~ b e r  die W i r k u n g e n  v o n  A l d e h y d e n  a u i  g e s u n d e  u n d  m a l i g n e  
Ze l l en ,  2. ~I i t t . :  

S y n t h e s e  y o n  h o m o l o g e n  4 - H y d r o x y - 2 - a l k e n a l e n ,  I. 

Von 

H. Esterbauer und W. Weger 
Aus der Lehrkanzel fiir Biochemie der Universit~it Graz, 0sterreich 

(Eingegangen am 5. Mai 1967) 

r verschiedener Kettenli~nge (C5--C10) 
werden in einer mehrstufigen Synthese hergestellt: Alkanal-~ 
--~ 2-Bromalkanaldimethylacetal -> 2-AlkenaldimethylacetM-> 
-~ ~-Brom-2-alkenaldimethylacetal -> 4-Hydroxy-2-alkenaldi- 
methylacetal -~ 4-ttydroxy-2-MkenM. 

In der ersten Mitteilung dieser Reihe ~ berichteten wir fiber die wieh- 
tigsten biologischen, insbesondere carcinostatischen Eigensehaften yon 
4-ttydroxyoctenal,  einer Subst~nz, die sich bei der Autoxydation unge- 
sgttigter Fette in Gegenwart yon Wasser bildet s. Da Octanal, Octenal 
und Hydroxyoctenal-dimethylacetal sowohl bei in vitro- als auch bei 
in vivo-Versuchen keine oder nur geringe (Octen~l) Hemmaktivit~;t gegen 
Tumorzellen zeigen 3, mug als wirksames Prinzip des ttydroxyoctenMs 
die Gruppierung - - C H O H - - C H = C H - - C H O  angesehen werden. Die 
Doppelbindung muB sich in trans-Stellung befinden, da bei cis-stgndiger 

Doppelbindung eine inhere Acetalisierung unter Ausbildung des fur~noiden 
Rings eintritt. 

Die Isolierung der Substanz in reinster Form aus dem Autoxydations- 
gemisch ist guflerst umstgndlich und langwierig, zumal die Ausbeuten 
sehr beseheiden sind: Aus 100 g Linols~uremethylester erh~lt man m~xi- 
mal 0,5 g Hydroxyoctenal.  Ffir einen eingehenden biologischen Test der 
Substanzen mugten jedoch zumindest Gramm-Mengen zur Verfiigung 

1 E. Schauenstein, H. Esterbauer, G. Jaag und M. Tau]er, Mh. Chem. 95, 
180 (1964). 

2 E. Schauenstein und H. Esterbaue'~ ~, Fette, Seifen, Anstrichmittel, im 
Druck (1967). E. Schauenstein, J. Lip. Res., im Druck (1967). 

D. Conrath, Dissertation, Univ. Graz 1965. 
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stehen,  Fe rne r  war  auch die F r a g e  in teressant ,  inwieweit  sich versehie- 
dene 4 - I t y d r o x y - a l k e n a l e  in ihrer  W i r k u n g  auf mal igne und  gesunde 

Zellen unterseheiden.  Wi r  ve r sueh ten  daher ,  diese in der  L i t e r a t u r  bisher  
n icht  beschr iebenen 4 - I4ydroxya lkena le  syn the t i sch  herzustel len.  

Die Suehe naeh geeigneten Synthesewegen ffir 4-Hydroxyoetenal  bzw. 
dessen I-Iomologe wurde insoweit erleichtert,  als dis Eigensehaften des Hydro-  
xyoetenals dutch die erwiitmten Untersuehungen bereics bekannt  waren. Ins- 
besondere war es wertvoll  zu wissen, dag sieh HydroxyoetenM in alkalisehem 
Medium (pI-I > 12) innerhalb yon Sekunden, im sauren Medium (pI-I ~< 1) 
und bei Temperaturen fiber 80 ~ innerhalb von S~unden zersetzt. 

Als gangbare r  Weg erwies sieh die Umse tzung  yon  2-Alkena laee ta len  
(2) mi t  N-Bromsuee in imid  (NBS)  zu den  4- ]3romalkena ld imethy lace ta len  
(3). lViit f eueh tem Si lberoxid  ka.nn die 13romgruppe gegen H y d r o x y l  
ausge tauseh t  werden.  Das 4 - H y d r o x y a l k e n a l a e e t a l  1/~Bt sieh mi t  ver- 
d i inn te r  Ci t ronensgure  g la t t  zum 4 - H y d r o x y - a l k e n a l  (4) hyc[rolysieren, 

R__CI_I2__CH2__CI_I _ _ C H  0 Br2/CHCl~/--25; I~__CH2__CI_Ie__CHBr__CH(0Me)~ 
" MeOIt 

1 

KOH.Schmelze ~]~ 
1 ~ R--CI-I2--C~C--CH(O~u + Isomere 

H 
2 

H 
2 SBS/CCI~ R--CHBr - -C=C- -CH(OS{e )2  Ag~o/r~,o 

H 

3 

H ~[+ t I  
I~ - -CHOH--  C :  C--CH(0Me)2 . . . . .  ~ R - - C H O H - - - C = C - - C H O  

I-I H 

4 

1--4  d : ~ ~ n-Catt v 
a :  R = H  e :  R =n-C~H,  
b :  R = Ctt a f : R = n-CSHIl  
c : 1% = C~H5 ~ :  1% = n-C,H~z 

Todd und  Teich 4 beschreiben die Bromie rung  yon Cro tona ldehyd-  
d ig thy laee ta l  mi~ N B S  und  e rha l t en  in 19}/o Ausbeu te  4 -Bromero tona l -  
dehydd ig thy laee t a l .  Andere  Ena laee ta l e  wurden  unseres Wissens  n ieht  in 
Al ly ls te l lung bromier t .  W i t  se tz ten  homologe A lkena ld ime thy laee t a l e  
(2 a - - g )  mi t  N B S  zu Broma lkena ld ime thy laee tMen  (3 a - - g )  urn. Die 
Ausbeu te  lag in allen F//l len un te r  20}'o. Das bei der  R e a k t i o n  en t s t ehende  
I - I aup tp roduk t  wurde  n icht  un te rsueh t .  

4 D. Todd und S. Teich, J. Amer. Chem. Soc. 75, 1895 (1953). 
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Die Verbindungen 3 lassen sieh auch dureh Umsetzen der entspre- 
chenden 1-Methoxy-l,3-Mkadiene mit N B S  in Methanol darstellen ~. Uber 
die Ergebnisse dieser Versuche soll sp/iter berichtet werden. 

Da die Allylbromierung nut mit geringer Ausbeute verl//uft, konnte 
die eben besehriebene Synthese der Verbindungen 4 nur dann erfolgver- 
sprechend sein, wenu 2 nach einem einfachen Verfahren mit guter Aus- 
beute herstellbar waren. B e d u k i a n  6 beriehtet fiber ein allgemein anwend- 
bares Verfahren zur Herstellung yon g,~-unges~ttigten Aldehyden, bzw. 
deren Acetalen. Nach dieser Vorschrift werden ges//ttigte Aldehyde fiber 
die Stufe der Enolacetate in 1 fibergeffihrt. Aus 1 erh//lt man dureh Ab- 
spaltung yon Brom in Methanol/Butanol 2. Wir stellten naeh dieser Me- 
rhode die Verbindungen 2 b ~ f  dar. In  keinem Fall gelang es, reine 
2-Alkenaldimethylacetale zu synthetisieren, vielmehr erhielten wir 
stets tin Gemisch yon 2-AlkenMdimethyla.eetal (ca. 5 0 % ) u n d  Alkenal- 
dimethylaeetal mit Doppelbindung in anderer Lage. 

Einfacher l~13t sich 2 in Abwandlung des Verfahrens yon Bedu]cian 

auf folgende Weise herstellen: Der ges/ittigte aliphatische Aldehyd wird 
mit Brom bei tiefer Temperatur in ~.-Stellung bromiert% s, der Brom- 
aldehyd wird - -  ohne vorherige Isolierung - -  mit Methanol acetalisiert. 
Das ]3romMk~naldimethylaeetal 1 behandelt man bei Temperaturen 
fiber 150 ~ mit gesehmolzenem KOH und erh//lt in guter Ausbeute 2- 
Alkenaldimethylacetal (2). Dieses Verfahren hat gegenfiber dem erst- 
genannten einige Vorteile: Die Darstellung der Enolacetate entfgllt, die 
Ausbenten sind in allen Fgllen besser, das bei der Kalischmelze gebildete 
Xsomerengemiseh enth/~lt einen h6heren Prozentsatz an 2-Alkenalen, 
die besonders bei Substanzen 2 a - - c  sehwierige vollkommene Abtrennung 
des Butanols entfi/llt. 

Experimenteller Teil 

I .  Darstellwng der 2.Bromalkanaldimethylacetale  (1 a--~) 

Zu einer L6sung yon 2 Molen Alkanal in 150 ml CttC13 tropft man unter 
l~flhren 2 Mole Brom, gel6st in 100 ml CHCla. Die Temp. soll dabei - - 3 0  ~ 
nieht fibersteigen. Naeh beendeter Zugabe rfihrt man solange bei - - 3 0  ~ 
weiter, bis die ursprflnglieh rot gef~rbte L6sung gelb geworden ist. Zu dieser 
L6sung werden unter Rfihren bei - -  10 ~ 500 ml Methanol zugetropff~. Man liiBt 
ca. 24 Stdn. bei Zimmertemp. stehen und giegt dann das Reaktionsgemiseh 

5 W.  tZlaig, Ann. Chem. 568, 24 (1950); S. M .  Malcin und B. K .  Kruptsov ,  
Chem. Abstr. 55, 27 030 (1961). 

6 p .  Z.  Bedulcian, J. Amer. Chem. Soe. 79, 889 (1957). 
T'. G. Fischer,  L.  Ertel  und K .  L6wenberg, Ber. dr. Chem. Ges. 64, 32 

(1931); H. Erlenmeyer  und J .  P .  Jung ,  I-Ielv. Chim. Aeta 32, 37 (1949); 
S. M .  3geElva in  tmd L.  R .  Morr is ,  J. Amer. Chem. Soe. 74, 2657 (1952). 

s R.  K u h n  und C. Grundmann ,  Bet. dtsch, chem. Ges. 70, 1898 (1937). 
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unter Rtihren zu einer L6sung yon 2 ~[olen Na-Aeetat  in 1,5 1 Wasser. Die 
organisehe Phase wird abgetrennt, mit  Na2COs-L6sung neutralisiert und mit 
wasserfr. Na2CO3 getroeknet. Das LSsungsmittel wird abdestilliert, der 
Btiekstand im Wasserstrahlvak. fraktioniert (vgl. Tab. 1). 

I I .  Da,mtdIung tier AlkenaldimethylacetaIe (2 a - - g )  

In einen 1 l-Dreihalskolben mit I~iihrer, RiiekfhlBkiihler und Dest, illations- 
aufsatz gibt man 1 Mol Bromalkanaldimethylaeetal  und 400 g KOt-I. Die 
Misehung wird am 01bad unt.er R~ihren auf 155 ~ (Badtemp.) erw~irmt. Der 
Grol3teil des KOI-I wird yore Bromprodukt bei dieser Temp. gelSst (ein Teil 
wird wahrseheinlieh infolge Sehmelzpunktserniedrigung bereits bei 150 ~ 
sehmelzen), so dag man eine nahezu homogene 3/Iisehung erh&b. Sobald der 
Grogteil des K O H  gelSst ist, setzt die I-IBr-Abspalttmg ein. Die l~eaktion 
verlfi.uft stark exotherm und kann unter Umsti~nden so heftig werden, dag der 
Destillationsaufsatz das gebildete Alkenaldimethylaeetal nieht bew/iltigen 
kann. Aus diesem Grund ist ein zus/itzlieher RfiekfluBkiihler zur Sieherheit 
unbedingt empfehtenswert.. 

Bei Einsatz yon 1 a - - d  destillieren die gebildeten Verbindungen 2 a - - d  
innerhalb yon 30 Min. zum Grol3teil ab. Der Rest  wird bei 200--100 mm Hg 
abgesaugt, gleichzeitig wird die Badtemp. auf 200 ~ gesteiger< Bei Einsatz der 
Verbindungen 1 e - - ~  r~ihrt man 1 Stde. bei 160 ~ und destilliert ansehlie/3end 
die gebildeten Verbindungen 2e - - -g  bei 2 0 0 - - 1 0 0 m m H g ;  gegen Ende 
steigert man die Badtemp. auf 200 ~ Im R/iekst~nd bleibt ein festes dunkeL 
braunes Gemiseh aus KO}I und KBr,  das nur wenig 1 bzw. 2 enth/ilt. Das 
Destillat wird mit  Na2CO3 getroeknet und mit  einer gut wirksamen Kolonne 
fraktioniert (vgl. Tab. 1 u. Tab. 4). 

Bes~immung des Gehaltes an 2-AlkenaldimethyIaeetaI: 

10-3Mole Alkenaldimethylaeetal (Isomerengemiseh) "~erden in einem 
Sehliffk61behen eingewogen und mit  10 ml 10proz. w~3r. Citronens~iure ver- 
setzt. Bei Verbindung 2 a - - c  l~13t man 30 Min. bei Zimmertemp. stehen, bei 
Verbindung 2 d - - ~  sehiittelt man 30 Min. Naeh entspreehender Verdiinnung 
(1 ml Probe, 99 ml destill. ~Vasser, d = 0,1 era), bestimmt man UV-spektro- 
skopiseh die Konzentrat ion an AlkenM. ])as UV-Absorptionsmaximum e,~- 
unges~ttigter Aldehyde in Wasser ]iegt bei 44700--44900 em-L Der molare 
Extinktionskoeffizient z betr/~gt im Mittel ca. 15 500. 

III. Darstellung der 4-Bromalkenaldimethylaeetale 3 a---g 

Eine !VIisehung von 0,25 3'Iolen Alkenaldimethylaeet~l, 44 g Bromsueein- 
imid (0,25 Mol l  0,2 g Azoisobutyronitril, 300 ml CCl4 wird 30 Min. unter  
RfiekfluB geriihrt. Der Ansatz verfgrbt sieh sehwaeh rotbraun. Man kiihlt 
auf - -  10 ~ ab und filtriert das ausgefallene Sueeinimid ab. Das Fi l t ra t  wird 
2real mit  NaI-ICO3-LSsung gewasehen und ansehliegend mit  Na2CO3 ge- 
troeknet. 5Ian destilliert das L6sungsmittel am Rotavapor  ab. Der Riiek- 
stand wird im Vak. destilliert. Die bei der Destillation anfallenden 4-Brom- 
alkenaldime~hylaeetale waren in keinem Fall rein und konnten wegen ihrer 
Zersetzliehkeit (I-IBr-Abspaltung) aueh dutch wiederholtes Destillieren nieht 
gereinigt werden. Die Ausbeute bzw. Reinheit  der Verbindungen 3 wurde 
dureh adsorptive S/iutenehroma~ographie bestimmt (Tab. 2). 
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Tabelle 2. 4 - D r o m - 2 - a l k e n a l d i m e t h y l a c e t a l e  

Sdp., Destillat- Reinheit n~)0 d20 
Nr. Formel ~ C/Torr menge in g* % 

3 a C6IYllBrO2 40--47/ i  13,5 60--70 1,459 1,390 
S D CTHI~BrO.2 55--62/1 20 55--60 1,468 1,342 
3 c CsH15BrO2 98--103/10 14 60--70 1,471 1,300 
3 d C9~I17BrO2 85--95/1 18 50 1,478 1,309 
3 e C10H19BrO2 95--107/1 20 45 1~448 1,219 
3 f Cl1~:[21BrO2 107--120/1 22 40 - -  - -  
3 ~ C12H23BFO2 125--135/1 25 35 - -  - -  

* Bei Einsatz yon 0,25 Molen 2. 

IV. DarsteUung der 4-Hydroxyallcenaldimethylacetale und 4-Hydroxyalkenale (4) 

a) Zu einer Suspension yon Silberoxid (8,5 g Ag~NO~ in 50 ml Wasser, 
gef/~llt mit 2,5 g KOEI in 50 ml Wasser, abgenu~scht und mit  500 ml Wasser 
gewaschen) in 50 ml Wasser und 50 ml Aceton gibt man ca. 10 g rohes 4-Brem- 
alkenyldimethylacetal (die bei der Destillafion anfa]lenden Rohprodukbe). 
Die Suspension wird 2 Stdn. bei Zimmertemp. geschiittelt. Silberoxid und 
AgBr werden abgenutscht, man w/~scht mit Aeeton den Niederschlag griind- 
lich aus. Das Fil trat  versefzt man mit 200 ml Wasser und extrahiert 3real mit 
50 ml CHC13. ]:)as LSsungsmittelgemisch wird am Rotavapor abdestilliert. 
3 a konnte mit Silberoxid bei Zimmertemp. nieht in die entspreehende lalydroxy- 
verbindung tibergefiihrt werden, bei erhShter Temp. entstanden andere 
Produkte. Zur Bestimmung der Ausb. (80--90~ und fiir die IR-Spektren 
wurden die I-Iydroxyalkenyldimethylaeetale (200rag des l~ohproduktes) 
s~iulenchromatographisch gereinigt. Die wichtigsten IR-Absorptionsbanden 
der I-Iydroxyalkenaldimethylacetale gehen aus Tab. 4, Sp. 2, hervor. 

b) Das bei a) anfallende Rohprodukt wird mit  dem 3fachen Volumen 
lproz, w~il3r. Ci~ronens~iure versetzt und 1 Stde. bei Zimmertemp. geschtittelt. 
Man extrahiert 4 ersehSpfend mit  CHC13. Naeh Abdunsten des CHC13 im 
Vak. wird der Riickstand in 100 ml Petrol~ither (P~) aufgenommen. Die 
Verbindungen 4 werden mit  Wasser ersch6pfend extrahiert. Bei 4 b geniigt 
3maliges Extrahieren mit  je 100 m] t/sO, bei 4 f muI~ mindes~ens 10real mit  
je 100 ml I~I20 extrahiert werden. Der extrahierte P ~  enth~.lt den Haupttei l  
der Verunreinigungen und  wird verworfen. Die VVasserphase enth~tlt 4 mit  
etwa 70% Reinheit. Der Oroi3teil des ~ATassers wird im Vak. abdesfilliert und 
4 erneut mit  CHCls extrahiert. Der nach Abdestillieren des CHC18 im Vak. ver. 
bleibende Riiekstand wird durch multiplikative Verteilung im System CHCI~/ 
I-Io, O (ftir Subst.anzen 4 b, 4 c, 4 d) bzw. Petrolather/Wasser (ftir Substanzen 
4 e- -g ) -we i te r  gereinigt. Als 1Reinheitskriterium dien~e die Konstanz des 
spezif, dekadischen Extink~ionskoeffizienten ~ bei 45250 cm -1 (Alkohol). 
Die Verbindungen 4 sind farblose, geruchlose Fltissigkeiten. Sie zeigen im UV 
das ftir z.,~-unges~itti~e Aldehyde charakteristisehe Absorptionsspektrum 
rail dem Hauptmaximum bei 45250 em-I  ~md mit einem Vormaximum bei 
32000 cm 1 (vgl. Tab. 3, oben). Die polarographisehe Reduktionsstufe El/2 
der Verbindungen 4 liegt bei - -  1,55 V (LSsungsmittel: ]Benzol/Methanol 1:1, 
0,3m-LiC1). Die wiehtigsten IR-Absorptionsbanden der Verbindimgen 4 sind 
in Tab. 4, Sp. 3, zus~mmengefai3t.. Zur weiteren Charakterisierung wurden 
4 b - - g  in die 2,4-Dinitrophenylhydrazone bzw. Semicarbazone tibergefiihrt, 
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e) 0,001 Mol I-tydroxya.lkena.ldimethylaeetal oderI~IydroxyMkenal ( 4 b - - g )  
werden im ~tquimol. Verh~tltnis mit  2,4-Dinitrophenylhydrazinreagens (0,1 g 
2,4-DNPH, 0,75 ml konz. I-I2SOa, 7,5 ml fixthanol, 17 ml Wasser) verse~zt 
und einige Min. kr~ftig gesehfittelt. Der Niedersehlag wird abgenutseht,  mi t  
Wasser sfiurefrei gewasehen und anschliel~end s/~ulenehromatographiseh 
gereinigt (S/~ule 2 em • 50 era, 20 g t(ieselgel, CtICla als Elufionsmittel) .  Naeh 
der S~ulentrennung wird 2mal umkristallisiert. (Alkohol/Wasser) (vgl. Tab. 3, 
Mitre). 

Tabelle4.  I R - A b s o r p t i o n s b a n d e n  v o n  O e t e n a l d i m e t h y l a c e t a l  (a), 
4 - H y d r o x y - o e t e n a l d i m e t h y l a e e t a l  (b) u n d  4 - I - t y d r o x y o e t e n a l  (c)*. 

L6sungsmittel  CHC13, c = 7 ,5 .10  -2 m/1 

a b c Z u o r d n u n g  

- -  2,82 2,73 OH-Valenz, nieht 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 CI-IO 
- -  - -  5,90 C=O-Valenz  der - - C H = C t I - - C H 0  
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 .-~ } 

C--O-Valenz 8,85 8,90 ~,~3 

9,30 9,35 - -  ~ C--O--C-Valenz  der Aeetalgruppe 
9,50 9,55 - -  

H 
10,33 10,30 10,23) ~ 
10,50 10,50 __ ~ CH wagging - - C = C - -  

r 
H 

* Homologe Verbindungen unterseheiden sieh nut  in den dureh den 
Paraffinrest  bewirkten Banden. 

d) Zu einer ges/~tt, w/~$r. LSsung yon Hydroxyalkenal  (4 b - - g )  gibt man 
festes Semicarbazidhy~'oehlorid (1,5faehe Menge) und /iberl/~l~t die L6sung 
24 Stdn. bei Zimmertemp. sieh selbst. Der Niedersehlag wird abgesaugt 
und 2mal aus Wasser umka'istallisiert (vgl. Tab. 3, unten). 

Die Arbe i t  wurde  unterstt i tzC durcb eine Subven t ion  des 0s ter re ichi -  
schen Forsehungsra tes ,  Wien.  

120"  


