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54. Untersuchungen uber Enzymaktivitaten der Leberzelle 
bei Vitamin-E-Mange1 

von Karl Bernhard und Rudolf Markstein 
Physiologisch-cheniisches Institut der Universitat Base1 

Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. A .  Wettstezn zuin 65. Geburtstag gewidmet 

(14. I.  72) 

Summary. The enzymatic elongation of acy-CoA esters by malonyl-CoA, respectively de novo 
synthesis of fatty acids from malonyl-CoA by liver microsomes and non particulate fraction of 
cc-tocopherol deficient rats is diminished versus controls. However, liver microsomes of vitamin 
E deficient rats synthesize morc eicosatetraenic acid from y-Iinolenic acid and more y-linolenic 
acid from linolic acid than do those o f  tocopherol supplemented animals. I t  has often been shown 
that the liver phosphatides of tocophcrol deficient rats contain more arachidonic acid than those 
of controls, a fact which can be explainecl now by increased activity of the enzymes involved in 
the biosynthesis of arachidonic acid. Certain polycnic fatty acids are more rapidly synthesized 
in the absence of naturally occuring antioxidants. 

Somc cnzymes of thc respiratory chain havc also been examined. No vitamin E deficiency 
cffect has bccn found on enzymes such as gluconate-6-P-dehydrogenase, isocitrate-dehydrogenase, 
malate-dehydrogenase and lactate dehydrogenase contained in the non particulate fraction. 
Sonicated mitochondria of tocopherol dcficient rats show a greater activity towards cytochrome- 
oxydase and P-hydroxy-acetyl-CoA-dehydrogenase than controls, possibly due to ultrastructural 
alteration of this particle. 

Der Wirkungsmechanismus der Tocopherole ist weitgehend ungeklart. Neben 
ihrer Beteiligung an der Atmungskette steht im Vordergrund ihre Bedeutung als 
naturliche Antioxydantien. Wir haben in fruheren Versuchen gezeigt, dass bei aus- 
gepragtem Vitamin-E-Mange1 die Leberlipide von Ratten einen hoheren Gehalt an 
Arachidonsaure aufweisen als normal gefutterte Kontrollen [l] . Diese Befunde wur- 
den von Wittig & Horwitt bestatigt und treffen auch fur die Phospholipide aus Musku- 
latur zu [ 2 ] .  

Die Hamolyse der Erythrozyten durch Wasserstoffperoxid oder Dialursaure 
iiz vitro ist ein Mass fur einen bestehenden E-Mangel. Bzeri & Mit. [3] bestimmten die 
fur eine Stabilisierung der Erythrozyten notigen Mindestgehalte des Serums an Toco- 
pherol und Polyenfettsauren und ermittelten den a-Tocopherolgehalt von Erythro- 
zyten und Plasma und die Konzentration ersterer an Polyenfettsauren bei gesunden 
Probanden und Patienten. Es gelingt also leicht, durch den Hamolysetest einen be- 
stehenden Vitamin-E-Mange1 zu erfassen. Er  ist bei Ratten, die mit einer Mangeldiat 
ernahrt werden, schon nach vier Wochen manifest. 

Seit der Auffindung der Prostaglandine durch Bergstyorit begegnet die Arachidon- 
saure gesteigertem Interesse. Ihre Biosynthese aus Linol- und y-Linolensaure konnte 
als sauerstoffabhangige Reaktion durch die Tocopherole beeinflusst werden, d. h. 
bei Abwesenheit solcher Antioxydantien besser verlaufen, wofur unsere eingangs er- 
wahnten Befunde sprechen wiirden. Auch ware denkbar, dass die bei E-Mange1 ge- 
steigerte peroxydatische Zerstorung der Polyenfettsauren durch vermehrte Synthese 



520 HELVETICA CHIMICA ACTA - 1’01. 55, Fasc 2 (1972) - Nr. 54 

derselben wettgemacht wiirde [ Z ] .  Es schien uns angezeigt, eine Klarung dieser Mog- 
lichkeiten auf enzyrnatischer Ebene zu versuchen unter der hypothetischen Annahme, 
dass dieses fettlosliche Vitamin in Reaktionsfolgen des Lipidstoffwechsels invol- 
viert sei. 

Wir haben Ratten Vitamin-E-frei ernahrt und dann gleichzeitig mit Tieren, die 
zusatzlich a-Tocopherol erhielten, getotet. Je eine Leberprobe wurde lipidchemisch 
untersucht, der Hauptanteil des Organes indessen nach erfolgter Homogenisierung 
einer Fraktionierung in Mitochondrien, Mikrosomen und Cytosol unterworfen. In 
solchen Zellanteileni wurde die Aktivitat folgender Enzyme gemessen : Cytochrom- 
Oxydase, Succinat-Cytochrom-c-Reduktase, NADH-Cytochrom-c-Reduktase, 8- 
Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase, Gluconat-6-P-Dehydrogenase, Isocitrat-Dehydro- 
genase, Malat-Dehydrogenase und Lactat-Dehydrogenase. Ferner wurde der Einbau 
von l4C-Natriurnacetat in die Fettsauren der Cytosol-Fraktion gepriift und durch Zu- 
gabe von CoA-Derivaten (Acetyl-CoA und Malonyl-CoA) zu Mitochondrien, Mikro- 
somen und Cytosol das Ausmass der Fettsaurebildung aus diesen Precursors auf- 
grund des Aktivita tseinbaues verfolgt. Schliesslich haben wir sowohl das Ausmass 
der Kettenverlangerung signierter y-Iholensaure mit Malonyl-CoA zu Eicosatrien- 
saure als auch das der Dehydrierung von 14C-Linolsaure zu 18 : 3 o 6 y-Linolensaure 
durch die Lebermikrosomen von E-Mangeltieren und Kontrollen untersucht. 

Experimentelles 1) 

Versuchstieve.  Mit Altromin-R ernahrte mannliche wcisse Wistar-Ratten unseres ctwa 40 Jahrc 
alten Inzuchtstammes im Alter von 8 Wochen und im Gewichtc von ca. GO g erhielten eine Vit- 
amin-E-freie Diat [S], die fur gleichaltrige Kontrollen durch 3 mg a-Tocopherol pro Woche erganzt 
wurde. Die Lipidanalysc des Futters ergab 10% extrahierbare Restandteile folgendcr Fettsaurc- 
zusammensetzung (% Methylester): 1 2 : O :  34,8 - 14:O: 9,2 - 1 G : O :  17,8 - 1 6 : l :  1,l ~ 1 8 : O :  7,0 - 
18 : l :  16,5 - 1 8 : Z :  4,O - 18:3: 0,2 - 20:O: 0,5%. Der eintretende Vitamin-E-Mange1 wurde auf- 
grund des Hamolysetestes nach Friedman [GI verfolgt. Wir toteten dic Versuchstierc und Kontrol- 
len jeweils uni 9 Uhr morgens, da  bekanntlich die Enzymaktivitaten bci der Rat te  einem Tag- 
Nacht-Rhythmus untcrworfen sind, also ein Zeitplan strikte einzuhalten ist. 

Aufarbe i tung  der Leber zurZellfraktiol.tierung. Dic frisch entnommenc, durch Hei-zpunktion ent- 
blutetc Rattenleber wird sofort in GO ml eiskalter 0,25 M Saccharoselosung mit eincr Scherc fein 
zerschnitten und mehrere Male ausgcwaschcn. Man versetzt einen Gewichtsteil des so behandelten 
Lebergewebes (ca. 12 g), mit 3 Volumenteilcn O,32 M Saccharoselosung und homogenisicrt in einem 
Potter-Elvehjenz-Hoinogenisator (200 Upm) durch drei Auf- und Abbewcgungen. Von dicsem Ho- 
mogenisat wird pro 12 in1 mit 0 , 2 5 ~  Saccharoselosung auf 20 ml aufgefiillt, damit das Homogenat 
ctwa 1 5 %  Gewebsanteile aufwcist. Mit Hilfc ciner Ultrazentrifugc Spinco L mit Rotor 40 erfolgt 
wahrend 10 Minuten bei 700 g ( =  3500 Upm) cine Abtrennung von Zelltriiinmern und Zellkepen, 
worauf cler Uberstand S, nach weiteren 10 Min. bei 7000 g ( =  10350 Upm) im Sediment die 
Mitochondrien licfert und der Uberstand S, nach GO Min. bei 100000 g (40000 Upm) die Mikroso- 
men und den ifberstand S,, d.h.  das Cytosol. 

Behand lung  dev SeiZimente f u r  die Enzynzmessung.  a) Mitochondr ien:  Vom hellbraunen Mito- 
chondriensediment wird nur die dunklere aus intalrten Mitochondrien bestehencle untere Schicht 
verwendct und pro Sediment rnit 1 ml 0,ZSiv Saccharoselosung vorsichtig honiogcnisiert. Je 1 ml 
dieses Homogenates mit 3 ml 0,25111 Saccharoselosung verdunnt, ergibt die sog. U-Fraktion odcr 
die intakten Mitochondrien. Fur  die B-Fraktion, d .  h. die zcrstortcn Mitochondricn (geplatztc 
Mitochondricnmembran) werden je 1 ml Homogenat mit 3 in1 Wasser verdunnt und in der Kaltc 
wahrend 10 sec. in einer Ultraschallwanne bchandelt (Ultraschallgerat Elgasonic, Schallfrequenz 
25 kH7,  Leistung 140 Watt) .  Damit werden latcnte Enzyme ans dem Innern der Mitochondrien 

l) Vgl. Uiss. X. M a r k s t e i n  [4]. 
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cxogenem Substrat besser zuganglich (Enzyme dcr B-Oxydation, Glutamat-Dehydrogenase, 
:2tmungskettenenzyme). b) Mikrosome3t; Uas rotliche, opitlisierende Mikrosomensediment wird mit 
je 1,5 nil 0.25 &I Saccharoselosung homogenisiert und ohne weitere Behandlung der Verwendung zu- 
gefiihrt. c) Cytosol; I m  weiteren wurde nur die lipidfreie Cytosolfraktion, eine rotliche Flussigkeit 
fur die Enzyinbestimmung verwendet. 

Lipidanalysen. Leberprobcn und Mikrosomensediment wurden mit CHCI,: MeOH 2 :1 er- 
schopfend extrahiert und die erhaltenen Rohlipidc nach Will iams & Mervilees [7] mit Sephadex 
G-25 von den wasserloslichen Anteilen befreit. Die A4uftrennung der so resultierenden Reinlipide 
in Neutralfette und Phospholipide erfolgte nach Bovgstrom [8]. Die Reinheit aller Fraktionen 
pruften wir durch Uunnschichtchroniatographie. Aus den Lipidfraktionen wurden dic Fettsaurc- 
methylester durch Umesterung mit 12,5% methanolischer HCI gewonnen. Die Ermittlung der 
Fetts~~rezusammensetzung erfolgte mil dem Gaschromatographen Perkin-Elmer Model1 800 mit 
Flainmenionisationsdetektor, Pyrexsaule von 2,s ni I.ange, 20% DEGS auf Chromosorb W, 
Tragergas W, 20 ml pro Min., Arbeitstemperatur 190'. 

Enzymbestimmungen. Die Enzymaktivitatcn der einzelnen Zellfraktionen werden im Falle der 
Oxyreduktasen aufgrund der Extinktionsanderungen bzi konstanter Wellenlange (550 nm fur 
Cytochrom-abhangige Reaktionen, 340 nm fur NAD- und NADP-abhangige Reaktionen) ernlit- 
tell. Verwendet wurde der 2-Strahl-Spektrophotometer Unicum-SP 800 B [9]. Angabc der Aktivi- 
taten in internationalen Einheiten pro mg Biuret-Eiweiss. Die Messungen crfolgen bei einem Total- 
volumen von 3 ml bei 23" in Kuvetten von 1 cm Schichtdicke. Von den enzymhaltigen Zellfraktio- 
nen wui-de meistcns 0,05 ml niit einem Protcingehalt von 5 und 10 mg pro ml vcrwendet. Die Be- 
stimmung der einzelnen Enzyme erfolgte zumeist nach von uns modifizierten hngaben der Litera- 
tur. Einzelheiten sind aus [4] ersichtlich. 

Messung der Radioaktiuitaten signierter Verbindungen. Die markierten Verbindungen haben wir 
nach bekannten Methoden hergestellt, und zwar l-14C-Natriumacetat nach LampYecht & Iiehberg 
[lo], l-14C-Acetyl-Co.4 nach Simon & Shenzin [ l l ] ,  2-14C-Malonyl-CoA nach Trams & B r a d y  [12j. 
Uniform labelled y-Linolen- und Linolsaure gewanneii wir wic friiher [13] auf biologischem Wcgc, 
indem der Fettsaure-synthetisierende Schimrnelpilz Phycomyces Blakesleeanus in l-14C-Natrium- 
acetat-haltiger Nahrlosung gezuchtet wurde. Von den durch Extraktion des Mycels und anschlies- 
sender Verseifung erhaltenen Fettsauren wurdcn durch zweirnaliges Auskristallisieren aus Aceton 
bci - 30' (10 ml Aceton pro g Fettsauren) die gesattigten Sauren abgetrennt und die ungesattigten 
Fcttsaureniethylester in die Quecksilber-Addukte ubergefuhrt [14]. Trcnnung derselben iiber cine 
I<ieselgelsaule in eine gesattigte, eine Monoen- und einc Polycnfralrtion. Umwandlung der Addukte 
in die Methylester mil methanolischer Salzsaurelosung (keine merkliche Isomcrisierung). Durch 
Verteilungschromatographie [15] lassen sich aus den Polyenfettsauremethylestern rcine Linol- und 
y-Linolcnsaure gewinnen. 

Radiogaschromatogrup~zze. Der bei tler gas-chromatographiscben Trennung aus dcin Saulen- 
cnde austretendc Gasstrom gelangt in eine Verbrennungsapparatur bestehcnd aus cincm 8 cm 
langen mit Cuprox gefulltem Rohr aus rostfreiem Stahl. Es wird durch an den Rohrcnden zuge- 
leiteten Strom von ca. 50 A und 2,5V auf 750" erhitzt. (Mittels eines Regel-Transformators gclingt 
cine durch cin Thermoclement kontrollierte Warmezufuhr.) Die Fettsauremcthylester werdcn vcr- 
brannt. Dazu wird dem aus der Saule austretenden Gasstrom mittelst eincr Stahlkapillare Sauer- 
stoff beigcmischt. Die Rohrleitungen sind moglichst kurz zu wahlen, uni das Totalvolumcn klcin z i i  
halten. Die entstehende Kohlensaure gelangt in 10 ml Athanolaminlosung (120 ml/lt. MeOH) zur 
Absorption und kann nach Zusatz von Scintillatorlosung iiii Liquid Scintillation Cozmter gernesscn 
wcrden. Um bei den gas-chromatographisch zu trcnncndcn kleinen Substanzmengen genugendc 
Xktivitat zu erhalten, haben wir das Splitterverhaltnis am Dctcktor von 1 : 10 auf etwa 1 : 100 zu- 
gunsten des austretenden Gasstromes geandert. 

Ergebnisse. - Aus Tab. 1 geht hervor, dass nach 40-54 Wochen andauerndem 
Vitaminmangel hinsichtlich Korper- und Lebergewicht, Lipidgehalt der Leber und 
Anteil Neutralfette und Phosphatide gegenuber den Kontrollen kein signifikanter 
Unterschied besteht. Die Analyse der Phosphatidfettsauren (Tab. 2 )  ergibt wiederum 
eine signifikante Zunahme der Arachidonsaure, deren Anstieg indessen zufolge des 
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gewahlten an Polyenfettsauren ariiien Futters niclit so betriichtlich ist wie etwa nach 
Gaben einer vie1 Linolsaure enthaltenden Nahrung 11. 

Korpcrge\\richt 460 i 8 

Lciier 
C;cwiclit 16,2 2 , 1  
In % tlcs li8rpergcwichtcs 3 .53  0,31 
'l'otallipitlc in 9 6  6,.34 0,7 
tlavon Kcutralfcti in c'u .i8,23 4,2 
dnvon l'hosphatidc in u.;l 41,76 4 2  

488 19 

Die A4ktivitiiten der ini Cytosol lokalisierten Enzyme (vgl. Tab. 3) Gluconat-6-P- 
Dehydrogenase, Iiocitrat-Deliydrogcnasc, Rlalat-Dehydrogenase und Lactat-De- 
hydrogenase werden durch den E-Mange1 offenbar nicht beeinflusst. Indessen sind 
die Enzymaktivitiiten der beschallten Nlitoc,hondrien fur die Cytochrom-Oxydase 
und die p-Hydrox:y-Acetyl-CoA-Deliydrogenase bei den E-Mangeltieren signifikant 
hoher. Die qualitative Zusammensetzung der Fettsauren aus den durch Y-Aceta t  
im Cytosol gebilde ten Lipide ist hei E-Mange1 gegeniiber den Kontrollen wenig ver- 
schieden. Palmitin- und Stearinsaure lierrschen vor (Tab. 4). Der Hauptanteil des 
eingesetzten Katriumacetates wird unverandert vorgefunden, der Acetat-Einbau ist 
also gering. 

Hinsichtlicli der Fettsauresyiitliese ist bekannt, dass das Enzymsystem der Mito- 
chondrien Rcetyl-ChA-Ester rnit Acetyl-CoA und NADH als Wasserstoffdonator ver- 
langert. Wir fanderi in den Mitochondrien aus der Leber der E-Mangeltiere eine gegen- 
uber den Kontrollen deutlich gesteigerte Fettsauresynthese (Tab. 5 ) .  In den NIikro- 
somen findet eine Verlangerung von langkettigen Acyl-CoA-Estern mit Malonyl-CoA 
und NADPH als Wasserstoffdonator statt .  Diese Keaktionsfolge ist bei den E-Mangel- 
tieren stark eingeschrankt. Im Cytosol werden aus Malonyl-CoA und NADPH als 
Wasserstoffdonator langkettige gesattigte Fettsauren gebildet. Die de novo-Synthese 
verlauft im Cytosol der E-Mangeltiere gleichfalls in geringerem Ausmasse als bei den 
Kontrollen. Tocopherol-Mange1 wirkt sich demzufolge fur diese synthetisclien Lei- 
stungen von Mikrosomen und Cytosol hemmend aus. 

Insbesondere rnusste der Ablauf der Verlangerung der y-Linolensaure durch 
Malonyl-CoA zur Eicosatetraensaure interessieren. Unsere radiogaschroinatographi- 
schen Messungen (vgl. Tab. 6) liessen erkenneii, dass das Verhaltnis 18: 3cu6/20: 3w6 
bei den Leberrnikrosoineii der Mangeltiere gegenuber deli Kontrollen verschoben ist, 
die eiiigesetzte y-Linolensaure wird vermehrt in die Eicosatetraensaure urngewandelt. 
Such die Dehydrierung der Linol- zu y-Liiiolensiiure Iindet auf Grund der Aktivitats- 
verlialtnisse der beiden Sauren bei E-Mange1 bevorzugt statt  (Tab. 7). Diese Beobach- 
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'Tabelle 3. ,l.Iittelwerte (Milli-Einheiten) der A htzvitaten uerschiede+zev Enzyme a) aus unbeschalltevi ( A  ) 
unrl beschallten ( B )  Mitochondvien i m d  aus Cytosoljraktioneiz 

Hm.vr.ricx C'H1~11C.k A \ ~ T . ~  ~ \'01. 55, L'asc. 2 (1972) ~ Br. 54 

E M  ES-Mangeltiere, K = Kontrollcn, ( ) = Anzahl der Mcssungen 

Enzyme E M  Kontrollen 

x (n) 

Cytochromoxydase EC 1.9.3.1 
.z 
13 

Succinat Cyt. c Ked. FX' 1.3.99.1 
A 
H 

NAUH-Cyt. c lied. EC 1.6.2.1 
A 
B 

/~-I-Iydrox~ac~l-C:oi~-Dcli. 

(;luconat-O- l'-I)chytlrog. EC 1.1.1.44 

Isocitratdchyclro~:-na:je 1.1.1.42 

Malatdcli~~lrogcnasc :1.1.1.40 

") 1,ac t~r t t l~ l i~ t l ro~ena .se  1.1.1.28 

n 

C ytosolfralition 

Cytosolfraktion 

Cljtosol fraktioii 

Cytosolfraktion 

os,3 
158,O 

25,4 
35,o 

82,s 
65,O 

10,O 

30,l 

S4, i 

X , 1  

1,3  

2 9 5  56,4 (6) 
39,') 118,9 (6) 

6,s 1 8 , O  (7) 
10,O 27,O (7) 

31,3 S6,7 ( 3 )  
17,8 79,l  (3) 

i , 4  6 2  (7)  

7,7 31,4 (7)  

13,s 88,3 (7) 

4,4 4,2  (5) 

0,6 2.5 (6) 

:b) 

tJ) Angabcn in Einhc~itcn. 

Nomenldatur uncl Nutncrierung cntsprcchen den IZeconzmendatiuiz of the Iizfernatzonal Union of 
Uiochemistvy. Elsevier Publ. Co. .Amsterdam 1965. 

Tab:.lle 4. EnzwzatrsL k e y  Eizzbuu uo~z I-14C-Nu-A celut i n  die l~ettsiiztven dev Cyto.so1-Lipide in yo i h m ,  
Total-A ktivitdt 

(Die Mcngr der Cytosolfraktion entspricht 120 mg Biuretciweiss) 

EM-Tiere Kontrollen 

llaucr Wochcn 46 50 52 54 46 50 52 54 

Siiurezr 

12:u  
14 : 0 
16 : 0 
16:l  ( 1 )  7 
1 8 : O  
18 : l  (1) 9 
18: 2 a) 6 
2 O : O  
2O:l->20:2 
20:  3+ 20 : 5 

O , 5  0,7 0,9 2,4 
4,6 1,4 2,0 3,3 

36,4 34,3 43,O 38,5 
4,s 4,2 5,0 5,0 
18,O 12 ,2  24,s 1 9 , O  
12 , l  11,2 8,9 9,0 
l,o 2,h l,o 1,s 
5,7 4,o 5,o 
4,5 16,3 4,9 4,5 
4,7 5,6 5,0 

u,7 1,2 2,3 7,8 
.5,5 5,s 5,9 6.1 

32,6 33.6 36,2 27,6 
4,4 5,2 6,7 4,9 

16,2 15,9 16,6 14,s 
14,O 1 2 , l  10,s 11.4 

6,3 5,4 5.8 4 , l  
4,2 6,5 5,6 12,8 
4,2 6 , s  7,8 8.9 

1,s 1,9 2,2 1,2  
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tungen befinden sich in guter i'bereinstimmung mit der wiederholt festgestellten Zu- 
nahme des Arachidonsauregehaltes der Leberphosphatide bei E-Mangel. Infolge 
Fehlens des als Antioxydans wirkenden Tocopherols tritt ein vermehrter Zerfall der 
Polyenfettsauren ein, deren Regeneration durch vermehrte Synthese iiber den Weg 
eintretender Enzyminduktion kompensiert wird. Dass eine solche bei E-Mange1 auf- 
treten kann, haben wir kiirzlich fur das Enzymsystem der oxydativen Demethylie- 
rung bewiesen !16]. 

Tabe!le 5. Feftsdures.vnthese in Leberzellfraktaonen u o n  E-Mangel-Ratten und Kontrollen aus Coil - 
13erivaten bezogen auf 7 nzg Biureteiweiss 

Daucr Wochen 20 46 49 50 51 52 54 

Mztochondr~en 
Kontrolltiere cpm 425 
E-Mangeltiere cpm 607 
Relative Aktivitat a) 142 

151 
209 
138 

90 
88 
97,7 

Makrosomen 
Kontrolltiere cpm 
E-Mangeltiere cpm 
Relative Aktivitata) 

4780 3423 2 628 2 449 1 564 1913 
1400 1328 1007 1783 1733 1238 

29,3 38,s  38,3 72,8 110 h4,7 

Cytosol 
Iiontrolltiere cpm 98 048 104 368 99 534 116 335 194 005 103 601 110 493 
E-Mangeltiere cpm 69 017 104 639 73 260 76 094 125 344 95 951 106 783 
Relative Aktivitata) 70,4 100 73,6 65,4 64,6 92,6 96,6 

a) Bezogen auf die Aktivitat der Kontrolltiere = 100 

Tabdle 6. Kettenuerlungerung van 14C-)l-Linolensaure durch Lebermikrosomen-Enzyme 
Radio-gas-chrornatographisch bestimmtes Aktivitats-Verhaltnis von y-Linolensaure zu Eicosa- 

triensaure (18:3 (11 6/20: 3 w 6) 

Tier 
Wochen 
1 s :  3 w 6/20: 3 w 6 

~ _ _ _ _ _ _ _  

K EM I< EM K EM 
52 52 51 51 50 50 
6,6 3 J  4,O 3,3 4,0 3>7 

Tabelle 7. Dehydrierung uon Linolsaure zu y-Linolensuuve durch Lebermikrosomen-Enzyme 
Radio-gas-chromatographisch bestimmtes Aktivitatsverhaltnis von Linolsaure zu y-Linolensaure 

(18: 2 w 6/18: 3 o 6) 

Tier K EM K EM I< EM K EM 
Wochen 52 52 51 51 50 50 46 46 
18: 2 w 6/18:3 w 6 4,6 2,7 3,6 2,3 5,9 4,6 7,9 2,6 

Wir danken Fraulein H .  Reinert und Herrn M .  Tottoli fur ihre geschiclrte experimentelle 
Hilfe. 
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55. Intramolekulare Diels-Alder-Additionen in 6-Methyl-6-(penta- 
-2,4-dienyl)-cyclohexa-2,4-dien- 1-on-Systemen 

Vorlaufige Mitteilungl) 

vtm H. Greutera), Gy. Fraterb) und H. Schmida) 
a )  Organisch-Lhemisclies lnstitut tic1 Universitat Zurich 

1,) F Hoffmanw 1 n I<orhr & c'o , &scl 

Ht.irn Prof Ui- A Wrftstein ~ u i n  65 Gchnrtstag gewidmrt 

(17 XI 71) 

Sunzmavy. Thermal rearrangement of trans-penta-2,4-dienyl mcsityl ether (Iruns-1) gave, 
besides trans, cis-2 and trans, tvaizs-2, the homotmistanone derivative l13,10-trimethyl-tri- 
cpclo[5.4.0.O3~~]undec.a-5,10-dicn-2-one (3) as well as its isomer 1,3,9-trimethyl-tri- 
cycl0[5.3.1.0~~ R]undec.a-5,9-dien-Z-one (4). The tricyclic kctoncs 3 und 4 were shown to be products 
of intramolecular Ui,:Zs-Alder addition in the intermcdiate 2,4,6-trimethyl-6-(penta-2, 4-dienyl) - 
cyelohexa-2,4-dien-l-one ( 5 ) .  Preparation of 2,6-mcthyl-6- (3-methyl-penta-2,4-dienyl)-cyclohexa- 
2,4-dien-l-one (6) and subsequcnt heating of 6 in bcnzene gave the homotwistanone derivative 
1,3,6-trimethyI-tricyclo[5.4.0.0~~ s]undeca-5,10-dien-2-onc (7) togethcr with its isomer 1,3,6-tri- 
mcthyl-tricyclo[5.3.1 .0Y,8]undeca-5, 9-(lien-2-one (8) in good yield. 

Im Zusammenhang mit Arbeiten iiber tliermische 15 s, 5 s]-sigmatropische Um- 
lagerungen von (Penta-2,4-dienyl)-plienyl-atliern 1 1 J [2] wurde auch das thermische 
Verhalten von trans-(Penta-Z, 4-dienyl)-mesityl-ather (trans-1) untersucht. Erhitzen 
dieses Athers in der hundertfachen Menge (g/ml) Nonan (Sdp. 145-148") wahrend 
29 Std. unter Riickfluss gab 22,5y0 Mesitolz), 24,4y0 trans-l,cis-3-(Penta-l, 3-dieny1)- 
rnesityl-ather (trans, cis-2) 3) ,  2,6% trans-1, trans-%(Penta-l, 3-dienyl)-mesityl-ather 

1) 

2, 

3) 

Eine ausfiihrliche Mittcilung sol1 in dieser Zeitschrift erscheinen. 
Die Tdentifizierung der Produkte geschah durch Vergleich mit authentischcn Verbindungen 
bzw. anhand der IR:, NMR.- und Massen-Spcktren. 
Entstanden durch [ l , 5  s]-H-Verschiebung in1 czs-Penta-2,4-dienyl-ather, der durch reversible 
[3s, 3s) bzw. [5s, 5sl-Umlagerung aus trans-1 gebildet w-ordcn ist (vgl. 121). 




