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54. Untersuchungen iiber Enzymaktivititen der Leberzelle
bei Vitamin-E-Mangel
von Karl Bernhard und Rudolf Markstein

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Basel
Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. A. Wettstein zum 65. Geburtstag gewidmet
(14.1.72)

‘Summa‘/y. The enzymatic elongation of acyl-CoA esters by malonyl-CoA, respectively de novo
synthesis of fatty acids from malonyl-CoA by liver microsomes and non particulate fraction of
a-tocopherol deficient rats is diminished versus controls. However, liver microsomes of vitamin
E deficient rats synthesize morc ecicosatetracnic acid from y-linolenic acid and more y-linolenic
acid from linolic acid than do those of tocopherol supplemented animals. It has often been shown
that the liver phosphatides of tocopherol deficient rats contain more arachidonic acid than those
of controls, a fact which can be explained now by increased activity of the enzymes involved in
the biosynthesis of arachidonic acid. Certain polyenic fatty acids arec more rapidly synthesized
in the absence of naturally occuring antioxidants.

Some enzymes of the respiratory chain have also been examined. No vitamin E deficiency
cffect has been 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 deficient rats show a greater activity towards cytochrome-
oxydase and f-hydroxy-acetyl-CoA-dehydrogenase than controls, possibly due to ultrastructural
alteration of this particle.

Der Wirkungsmechanismus der Tocopherole ist weitgehend ungekldrt. Neben
ihrer Beteiligung an der Atmungskette steht im Vordergrund ihre Bedeutung als
natiirliche Antioxydantien. Wir haben in fritheren Versuchen gezeigt, dass bei aus-
geprigtem Vitamin-E-Mangel die Leberlipide von Ratten einen hoheren Gehalt an
Arachidonsdure aufweisen als normal gefiitterte Kontrollen [1]. Diese Befunde wur-
den von Wittig & Horwitt bestétigt und treffen auch fiir die Phospholipide aus Musku-
latur zu [2].

Die Himolyse der Erythrozyten durch Wasserstoffperoxid oder Dialursiure
in vitro ist ein Mass fiir einen bestehenden E-Mangel. Bieri & Mit. [3] bestimmten die
fiir eine Stabilisierung der Erythrozyten n6tigen Mindestgehalte des Serums an Toco-
pherol und Polyenfettsduren und ermittelten den a-Tocopherolgehalt von Erythro-
zyten und Plasma und die Konzentration ersterer an Polyenfettsduren bei gesunden
Probanden und Patienten. Es gelingt also leicht, durch den Hamolysetest einen be-
stehenden Vitamin-E-Mangel zu erfassen. Er ist bei Ratten, die mit einer Mangeldiit
ernahrt werden, schon nach vier Wochen manifest.

Seit der Auffindung der Prostaglandine durch Bergstrém begegnet die Arachidon-
sdure gesteigertem Interesse. Ihre Biosynthese aus Linol- und y-Linolensdure kénnte
als sauerstoffabhingige Reaktion durch die Tocopherole beeinflusst werden, d.h.
bei Abwesenheit solcher Antioxydantien besser verlaufen, wofiir unsere eingangs er-
wihnten Befunde sprechen wiirden. Auch wire denkbar, dass die bei E-Mangel ge-
steigerte peroxydatische Zerstérung der Polyenfettsiuren durch vermehrte Synthese
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derselben wettgemacht wiirde [2]. Es schien uns angezeigt, eine Klarung dieser Mog-
lichkeiten auf enzymatischer Ebene zu versuchen unter der hypothetischen Annahme,
dass dieses fettlosliche Vitamin in Reaktionsfolgen des Lipidstoffwechsels invol-
viert sei.

Wir haben Ratten Vitamin-E-frei erndhrt und dann gleichzeitig mit Tieren, die
zusdtzlich a-Tocopherol erhielten, get6tet. Je eine Leberprobe wurde lipidchemisch
untersucht, der Hauptanteil des Organes indessen nach erfolgter Homogenisierung
einer Fraktionierung in Mitochondrien, Mikrosomen und Cytosol unterworfen. In
solchen Zellanteilen wurde die Aktivitit folgender Enzyme gemessen: Cytochrom-
Oxydase, Succinat-Cytochrom-c-Reduktase, NADH-Cytochrom-c-Reduktase, (-
Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase, Gluconat-6-P-Dehydrogenase, Isocitrat-Dehydro-
genase, Malat-Dehydrogenase und Lactat-Dehydrogenase. Ferner wurde der Einbau
von YC-Natriumacetat in die Fettsduren 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 Fettsdurebildung aus diesen Precursors auf-
grund des Aktivititseinbaues verfolgt. Schliesslich haben wir sowohl das Ausmass
der Kettenverlingerung signierter y-Linolensdure mit Malonyl-CoA zu Eicosatrien-
sdure als auch das der Dehydrierung von ¥C-Linolsdure zu 18:3w6 y-Linolensiure
durch die Lebermikrosomen von E-Mangeltieren und Kontrollen untersucht.

Experimentelles ')

Versuchstieve. Mit Altromin-R erndhrte minnliche weisse Wistar-Ratten unseres ctwa 40 Jahre
alten Inzuchtstammes im Alter von 8 Wochen und im Gewichte von ca. 60 g erhielten eine Vit-
amin-E-freie Didt [5], die fiir gleichaltrige Kontrollen durch 3 mg a-Tocopherol pro Woche erginzt
wurde. Die Lipidanalysc des Futters ergab 109, extrahierbare Bestandteile folgender Fettsidurc-
zusammensetzung (% Methylester): 12:0: 34,8 — 14:0: 9,2 - 16:0:17,8 - 16:1: 1,1 — 18:0: 7,0 —
18:1: 16,5 ~ 18:2: 4,0 — 18:3: 0,2 - 20:0: 0,5%,. Der eintretende Vitamin-E-Mangel wurde auf-
grund des Hamolysetestes nach Friedman [6] verfolgt. Wir toteten dic Versuchstiere und Kontrol-
len jeweils um 9 Uhr morgens, da bekanntlich die Enzymaktivititen bei der Ratte einem Tag-
Nacht-Rhythmus unterworfen sind, also ein Zeitplan strikte einzuhalten ist.

Aufarbeitung dev Lebey sur Zelifraktionierung. Dic frisch entnommenc, durch Herzpunktion ent-
blutete Rattenleber wird sofort in 60 ml eiskalter 0,25M Saccharoselésung mit einer Schere fein
zerschnitten und mehrere Male ausgewaschen. Man versetzt einen Gewichtsteil des so bzhandelten
Lebergewebes (ca. 12 g} mit 3 Volumenteilen 0,32M Saccharoselosung und homogenisiert in einem
Potter- Elvehjem-Homogenisator (200 Upm) durch drei Auf- und Abbewegungen. Von dicsem Ho-
mogenisat wird pro 12 ml mit 0,25M Saccharoselésung auf 20 ml aufgefiillt, damit das Homogenat
ctwa 159, Gewebsanteile aufweist. Mit Hilfe einer Ultrazentrifuge Spinco L mit Rotor 40 erfolgt
wahrend 10 Minuten bei 700 g (= 3500 Upm) cine Abtrennung von Zelltrimmern und Zellkernen,
worauf der Uberstand S| nach weiteren 10 Min. bei 7000 g (= 10350 Upm) im Sediment die
Mitochondrien liefert und der Uberstand S, nach 60 Min. bei 100000 g (40000 Upm) die Mikroso-
men und den Uberstand S,, d.h. das Cytosol.

Behandiung dev Sedimente filv die Enzymmessung. a) Mitochondvien: Vom hellbraunen Mito-
chondriensediment wird nur die dunklere aus intalkten Mitochondrien bestehende untere Schicht
verwendet und pro Sediment mit 1 ml 0,25m Saccharoselosung vorsichtig homogenisiert. Je 1 ml
dieses Homogenates mit 3 ml 0,25M Saccharoseldsung verdiinnt, ergibt die sog. U-Fraktion oder
die intakten Mitochondrien. Far die B-Fraktion, d.h. die zerstorten Mitochondricn {geplatzte
Mitochondricnmembran) werden je 1 ml Homogenat mit 3 ml Wasser verdannt und in der Kalte
wihrend 10 sec. in einer Ultraschallwanne behandelt (Ultraschallgerdt Elgasonic, Schallfrequenz
25 kH7, Leistung 140 Watt). Damit werden latente Enzyme aus dem Innern der Mitochondrien

1) Vgl Diss. R. Markstein [4].
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cxogenem Substrat besser zugidnglich (Enzyme der g-Oxydation, Glutamat-Dehydrogenase,
Atmungskettenenzyme}. b} Mikrvosomen: Das rotliche, opalisierende Mikrosomensediment wird mit
je 1,5ml 0,25M Saccharoselgsung homogenisiert und ohne weitere Behandlung der Verwendung zu-
gefiihrt. ¢) Cytosol: Im weiteren wurde nur die lipidfreie Cytosolfraktion, eine rétliche Fliissigkeit
fiir die Enzymbestimmung verwendet.

Lipidanalysen. Leberproben und Mikrosomensediment wurden mit CHCl;:MeOH 2:1 er-
schopfend extrahiert und die erhaltenen Rohlipide nach Williams & Mevrilees [7] mit Sephadex
G-25 von den wasserloslichen Anteilen befreit. Die Auftrennung der so resultierenden Reinlipide
in Neutralfette und Phospholipide erfolgte nach Borgstrém [8]. Die Reinheit aller Fraktionen
priiften wir durch Diinnschichtchromatographie. Aus den Lipidfraktionen wurden dic Fettsaure-
methylester durch Umesterung mit 12,59, methanolischer HCl gewonnen. Die Ermittlung der
Fettsdurezusammensetzung erfolgte mit dem Gaschromatographen Perkin-Elmer Modell 800 mit
Flammenionisationsdetektor, Pyrexsdule von 2,5 m ILidnge, 20% DEGS auf Chromosorb W,
Trigergas N, 20 ml pro Min., Arbeitstemperatur 190°.

Enzymbestimmungen. Die Enzymaktivititen der einzelnen Zellfraktionen werden im Falle der
Oxyreduktasen aufgrund der Extinktionsinderungen bei konstanter Wellenlinge (550 nm fiir
Cytochrom-abhingige Reaktionen, 340 nm fiir NAD- und NADP-abhingige Reaktionen) ermit-
telt. Verwendet wurde der 2-Strahl-Spektrophotometer Unicam-SP 800 B [9]. Angabe der Aktivi-
titen in internationalen Einheiten pro mg Biuret-Eiweiss. Die Messungen crfolgen bei einem Total-
volumen von 3 ml bei 23° in Kiivetten von 1 cm Schichtdicke. Von den enzymhaltigen Zellfraktio-
nen wurde meistens 0,05 ml mit einem Proteingehalt von 5 und 10 mg pro ml verwendet. Die Be-
stimmung der einzelnen Enzyme erfolgte zumeist nach von uns modifizierten Angaben der Litera-
tur. Einzelheiten sind aus [4] ersichtlich.

Messung dev Radioaktivititen signieviey Vevbindungen. Die markierten Verbindungen haben wir
nach bekannten Methoden hergestellt, und zwar 1-14C-Natriumacetat nach Lamprecht & Rehbevg
[10], 1-14C-Acetyl-CoA nach Simon & Shemin [11], 2-14C-Malonyl-CoA nach Tvams & Brady [12].
Uniform labelled y-Linolen- und Linolsdure gewannen wir wie frither [13] auf biologischem Wege,
indem der Fettsiure-synthetisicrende Schimmelpilz Phycomyces Blakesleeanus in 1-14C-Natrium-
acetat-haltiger Nahrlosung geziichtet wurde. Von den durch Extraktion des Mycels und anschlies-
sender Verseifung erhaltencn Fettsduren wurden durch zweimaliges Auskristallisieren aus Aceton
bei — 30° (10 ml Aceton pro g Fettsiuren) die gesidttigten Sauren abgetrennt und die ungesattigten
Fettsauremethylester in die Quecksilber-Addukte iibergefiithrt [14]. Trennung derselben iiber cine
Kieselgelsaule in eine gesittigte, eine Monocn- und eine Polyenfraktion. Umwandlung der Addukte
in die Methylester mit methanolischer Salzsiureldsung (keine merkliche Isomerisierung). Durch
Verteilungschromatographie [15] lassen sich aus den Polyenfettsiuremethylestern reine Linol- und
y-Linolensidure gewinnen.

Radiogaschvomatogrvaphie. Der bei der gas-chromatographischen Trennung aus dem Siulen-
cnde austretende Gasstrom gelangt in eine Verbrennungsapparatur bestehend aus einem 8 cm
langen mit Cuprox gefiilltem Rohr aus rostfreiem Stahl. Es wird durch an den Rohrenden zuge-
leiteten Strom von ca. 50 A und 2,5V auf 750° erhitzt. (Mittels eines Regel-Transformators gelingt
cine durch ein Thermoclement kontrollierte Warmezufuhr.) Die Fettsauremethylester werden ver-
brannt. Dazu wird dem aus der Saule austretenden Gasstrom mittelst einer Stahlkapillare Sauer-
stoff beigemischt. Die Rohrleitungen sind méglichst kurz zu wahlen, um das Totalvolumen klcin zu
halten. Die cntstchende Kohlensiure gelangt in 10 ml Athanolaminlésung (120 ml/lt. MeOH) zur
Absorption und kann nach Zusatz von Scintillatorlésung im Liguid Scintillation Counter gemesscen
werden, Um Dei den gas-chromatographisch zu trennenden kleinen Substanzmengen geniigende
Aktivitit zu erhalten, haben wir das Splitterverhaltnis am Detcktor 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 Kérper- und Lebergewicht, Lipidgehalt der Leber und
Anteil Neutralfette und Phosphatide gegeniiber den Kontrollen kein signifikanter
Unterschied besteht. Die Analyse der Phosphatidfettsiuren (Tab.2) ergibt wiederum
eine signifikante Zunahme der Arachidonsiure, deren Anstieg indessen zufolge des
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gewdhlten an Polyenfettsiuren armen Futters nicht so betrichtlich ist wie etwa nach
Gaben einer viel Linolsdure enthaltenden Nahrung [1].

Tabelle 1. Kdrper- und Lebergewichte, Lipidmengen usw. nach 40-54 Wochen dauerndem E-Mangel
Mittelwert und Strewungen

EMa) Kontrollen

X s x, s
I<orpergewicht 460 38 488 19
Leber
Gewicht 16,2 2.4 17,3 2
In Y%, des IKorpergewichtes 3,53 0,31 3,55 0,25
Totallipide in 9 6,34 0,7 7,4 1,5
davon Neutralfett in Y 58,23 4.2 54,8 5,7
davon Phosphatide in 9 41,76 4,2 43,2 5,7

a) Vgl Tab. 2.

Die Aktivititen der im Cytosol lokalisierten Enzyme (vgl. Tab.3) Gluconat-6-P-
Dehydrogenase, Isocitrat-Dehydrogenase, Malat-Dehydrogenase und Lactat-De-
hydrogenase werden durch den E-Mangel offenbar nicht beeinflusst. Indessen sind
die Enzymaktivititen der beschallten Mitochondrien fiir die Cytochrom-Oxydase
und die f-Hydroxy-Acetyl-CoA-Dehydrogenase bei den E-Mangeltieren signifikant
hoher. Die qualitative Zusammensetzung der Fettsiuren aus den durch 4C-Acetat
im Cytosol gebildeten Lipide ist bei E-Mangel gegeniiber den Kontrollen wenig ver-
schieden. Palmitin- und Stearinsdure herrschen vor (Tab.4). Der Hauptanteil des
eingesetzten Natriumacetates wird unverindert vorgefunden, der Acetat-Einbau ist
also gering.

Hinsichtlich der Fettsduresynthese ist bekannt, dass das Enzymsystem der Mito-
chondrien Acetyl-CoA-Ester mit Acetyl-CoA und NADH als Wasserstofidonator ver-
langert. Wir fanden in den Mitochondrien aus der Leber der E-Mangeltiere eine gegen-
iiber den Kontrollen deutlich gesteigerte Fettsiuresynthese (Tab.5}). In den Mikro-
somen findet eine Verlingerung von langkettigen Acyl-CoA-Estern mit Malonyl-CoA
und NADPH als Wasserstoffdonator statt. Diese Reaktionsfolge ist bei den E-Mangel-
tieren stark eingeschrinkt. Im Cytosol werden aus Malonyl-CoA und NADPH als
Wasserstoffdonator langkettige gesittigte Fettsiduren gebildet. Die de novo-Synthese
verlduft im Cytosol der E-Mangeltiere gleichfalls in geringerem Ausmasse als bei den
Kontrollen. Tocopherol-Mangel wirkt sich demzufolge fiir diese synthetisclien Lei-
stungen von Mikrosomen und Cytosol hemmend aus.

Insbesondere musste der Ablanf der Verlingerung der y-Linolensdure durch
Malonyl-CoA zur Eicosatetraensiure interessieren. Unsere radiogaschromatographi-
schen Messungen (vgl. Tab.6) liessen erkennen, dass das Verhéltnis 18:3w6/20:3w6
bei den Lebermikrosomen der Mangeltiere gegeniiber den Kontrollen verschoben ist,
die eingesetzte y-Linolensidure wird vermehrt in die Eicosatetraensdure umgewandelt.
Auch die Dehydrierung der Linol- zu y-Linolensdure findet auf Grund der Aktivitéts-
verhiltnisse der beiden Sauren bei E-Mangel bevorzugt statt (Tab. 7). Diese Beobach-
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Tabelle 3. Mittelwerte (Milli- Einheiten) dev A kiivititen vevschiedeney Enzyme®) aus unbeschallten (A)
und beschallten (B) Mitochondrien und aus Cytosolfraktionen

EM = E-Mangeltiere, K = Kontrollen, ( ) = Anzahl der Messungen

Enzyme EM Kontrollen

x (n) s x (m) s

Cytochromoxvdase EC1.9.3.1

A 68,3 (8) 29,5 56,4 (6) 21,0

B 158,06 {8) 39,9 118,9  (6) 20,2
Succinat Cyt. ¢ Red. EC 1.3.99.1

A 254 (8) 6,8 18,9 (7) 8.6

B 350 (8) 10,0 27,0 (7) 4,3
NADH-Cyt. ¢ Red. EC1.6.2.1

A 82,5 (0) 31,3 86,7 (3) 15,3

B 65,9 (6) 17,8 79,1 (3) 15,1
p-Hydroxyacyl-CoA-Deh.

B 10,9 (&) 5.4 6,2 (7) 3.2
Gluconat-6-1>-Dehydrog. KC1.1.1.44

Cvtosolfralktion 30,1 (9) 7,7 344 (7 12,7
Isocitratdchydrogzenase 1.1.1.42

Cvtosolfraktion 84,5 (9) 13,5 88,3 (7) 10,6
Malatdchvdrogenase 1.1.1.40

Cytosol{raktion 3,1 (5) 4.4 4.2 (5 99

¥) Lactatdehydrogenase 1.1.1.28
Cytosolfraktion 2,3 (8) 0,6 2,5 (6) 0,8

3y Nomenklatur und Numerierung entsprechen den Recommendation of the International Union of
Biochemistry. Elsevier Publ. Co. Amsterdam 1965.
»)  Angaben in Einheiten.

Tabelle 4. Enzvinatischer Einbaw von |-Y3C-Na-Acetat in die Fettsduven dev Cytosol-Lipide in %, ihver
Total-Aktivitit

(Dic Menge der Cytosolfraktion entspricht 120 mg Biureteiweiss)

EM-Tiere Kontrollen

Daucr Wochen 46 50 52 54 46 50 52 54
Sduren

12:0 0,5 0,7 0,9 2,4 0,7 1,2 23 7.8
14:0 4,6 1,4 2,9 3,3 5,5 5,8 5,9 6,1
16:0 36,4 34,3 43,0 38,5 326 336 36,2 276
16:1w7 4,5 4,2 5,0 5,0 4,4 5,2 6,7 4,9
18:0 18,0 12,2 24,8 19,0 16,2 159 16,6 14,8
18:1w9 12,1 11,2 8,9 9,0 140 121 108 114
18:2m6 1,0 2,6 1,0 1,8 1,1 1,9 2,2 1,2
20:0 5,7 4,0 5,0 6,3 5,4 5,8 4,1
20:1->20:2 4,5 16,3 4,9 4,5 4,2 6,5 56 12,8

20:3—>20:5 4,7 5,6 5,0 4,2 6,8 7,8 8,9
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tungen befinden sich in guter Ubereinstimmung mit der wiederholt festgestellten Zu-
nahme des Arachidonsduregehaltes der Leberphosphatide bei E-Mangel. Infolge
Fehlens des als Antioxydans wirkenden Tocopherols tritt ein vermehrter Zerfall der
Polyenfettsduren ein, deren Regeneration durch vermehrte Synthese iiber den Weg
eintretender Enzyminduktion kompensiert wird. Dass eine solche bei E-Mangel auf-
treten kann, haben wir kiirzlich fiir das Enzymsystem der oxydativen Demethvlie-
rung bewiesen [16].

Tabelle 5. Fettsduvesynthese in Lebevzellfraktionen von E-Mangel- Ratten und Kontrollen aus CoA-
Derivaten bezogen auf 1 mg Biuveteiweiss

Dauer Wochen 20 46 49 50 51 52 54
Matochondrien

Kontrolltiere cpm 425 151 90
E-Mangeltiere cpm 607 209 88

Relative Aktivitit?) 142 138 97,7
Mikvosomen

Kontrolltiere cpm 4780 3423 2628 2449 1564 1913
E-Mangeltiere cpm 1 400 1328 1007 1783 1733 1238
Relative Aktivitata) 29,3 38,8 38,3 72,8 110 64,7
Cylosol

Kontrolltierecpm 98 048 104 368 99 534 116 335 194 005 103601 110493
E-Mangeltiere cpm 69017 104 639 73 260 76 094 125 344 95951 106 783
Relative Aktivitata) 70,4 100 73,6 65,4 64,6 92,6 96,6

3} Bezogen auf die Aktivitiat der Kontrolltiere = 100.

Tabelle 6. Kettenverldngerung von 11C-y- Linolensdure durch Lebevmikvosomen-Enzyme

Radio-gas-chromatographisch bestimmtes Aktivitats-Verhiltnis von y-Linolensiure zu Eicosa-
triensdure (18:3 w 6/20:3 w 6)

Tier K EM K EM K EM
‘Wochen 52 52 51 51 50 50
18:3w6/20:3w 6 6,6 31 4,0 3,3 4,0 3,7

Tabelle 7. Dehydvierung von Linolsdure zu y-Linolensdure durch Lebermikvosomen-Enzyme

Radio-gas-chromatographisch bestimmtes Aktivitdtsverhaltnis von Linolsiure zu y-Linolensiure
(18:2w 6/18:3 w 6)

Tier K EM K EM K EM K EM
Wochen 52 52 51 51 50 50 46 46
18:2w6/18:3w6 4,6 2,7 3,6 2,3 5.9 4,6 7.9 2,6

Wir danken Friulein H. Reinert und Herrn M. Tottoli fiir ihre geschickte 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 Mitteilung?)
von H. Greuterz), Gy.Frater®) und H. Schmid?)

a) Organisch-chemisches Institut der Universitit Ziirich
b) FF.Hoffmann-La Roche & Co., Basel

Herrn Prof. Dr. A. Wettstein zum 65. Geburtstag gewidmet

7. XI. 71)

Summary. Thermal rcarrangement of frans-penta-2,4-dienyl mesityl ether (trans-1) gave,
besides trans,cis-2 and trawms,trans-2, thc homotwistanone derivative 1,3,10-trimethyl-tri-
cyclo[5.4.0.0% *Jundeca-5,10-dien-2-one  (3) as well as its isomer 1,3,9-trimethyl-tri-
cyclo[5.3.1.0%:8]undeca-5, 9-dien-2-one (4). The tricyclic ketones 3 und 4 were shown to be products
of intramolecular Diels-Alder addition in the intermediate 2,4,6-trimethyl-6-(penta-2,4-dienyl)-
cyclohexa-2,4-dien-1-one (5). Preparation of 2,6-methyl-6-(3-methyl-penta-2, 4-dienyl)-cyclohexa-
2,4-dien-1-one (6) and subsequent heating of 6 in benzene gave the homotwistanone derivative
1,3, 6-trimethyl-tricyclo(5.4.0.0%. °lundeca-5,10-dien- 2-onc (7) together with its isomer 1,3,6-tri-
methyl-tricyclo[5.3.1.0% 8]Jundeca-5, 9-dien-2-one (8) in good yield.

Im Zusammenhang mit Arbeiten iiber thermische [5s, 5s]-sigmatropische Um-
lagerungen von (Penta-2,4-dienyl)-phenyl-dthern [1] [2] wurde auch das thermische
Verhalten von trans-(Penta-2,4-dienyl)-mesityl-dther (frans-1) untersucht. Erhitzen
dieses Athers in der hundertfachen Menge (g/ml) Nonan (Sdp. 145-148°) wihrend
29 Std. unter Riickfluss gab 22,59, Mesitol?), 24,49, trans-1,cts-3-(Penta-1, 3-dienyl)-
mesityl-dther (frans,cis-2)3), 2,69, trans-1,trans-3-(Penta-1,3-dienyl)-mesityl-dther

1) Eine ausfithrliche Mittcilung soll in diescr Zeitschrift erscheinen.

2)  Die Identifizierung der Produkte geschah durch Vergleich mit authentischen Verbindungen
bzw. anhand der IR.-, NMR.- und Massen-Spcktren.

3)  Entstanden durch [1, 55]-H-Verschiebung im cis-Penta-2,4-dienyl-dther, der durch reversible
[35,3s]- bzw. (55, 55]-Umlagerung aus trans-1 gebildet worden ist (vgl. [21).





