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90. Richard Kuhn und Franz Moewus: Uber die chemische 
Wirkungsweise der Gene Mot, MD und Gathe bei Chlamydomonas. 
rAus d. Kaiser Wilhelm-Institut fur J1edizin.Forschung Heidelberg, Institut fur Biologie.] 

(Eingegangen am 15. April 1940.) 

Der stoffliche Zusanimenhang zwischen den Befruchtungsstoffen (Ga- 
monen) und Determinierungsstoffen ( Termonen) bei Chlamydomonas ist bis- 
her nur indirekt erschlossen. Das aufgestellte Formelschema l) stiitzt sich 
a )  auf den Nachweis, da8 die von der Griinalge ausgeschiedenen Sexualstoffe 
biologisch vertreten werden konnen durch die in kryst. Zustand bekannteri 
Farbstoffe, den Geschmackstoff und den Riechstoff des Safrans, b) auf die 
chemischen Konstitutionsformeln dieser aus Safran gewonnenen Stoffe, 
c )  auf die Hypothese, da13 Crocin und Pikrocrocin Zerfallsprodukte eines in 
Substanz noch unbekannten Carotinoids mit der normalen Zahl von 40 C- 
-\tomen, des Protocrocins 2 ) ,  darstellen : 

Pro t oc r oc in 

1'. 
111. -1"'. 111. 

Pikrocrocin + Crocin + Pikrocrocin 

Safranal + Zucker cis- und tmw- Safranal + Zucker 
Crocetindimethyl- 

ester + Gentiobiose 
Trifft dieses Schema zu, dann sollten I) das Gynotermon (Pikrocrocin) 

und der Beweglichkeitsstoff (Crocin) nicht unabhangig voneinander auf- 
treten konnen ; 11) die mannlichen Geschlechtszellen, welche Androtermon 
(Safranal) sezernieren, zur Spaltung des Gynotermons (Pikrocrocins) befahigt 
sein : 111) alle Zellen, die Kopulationsgamone (cis- und trans-Crocetindimethyl- 
ester) ausscheiden, imstande sein, durch Umesterung die Gentiobiosereste 
des Crocins gegen Methyle auszutauschen. Die vorliegende Arbeit erbringt 
den Nachweis, da13 alle drei Schldfolgerungen mit experimentell feststell- 
haren Tatsachen in Einklang stehen. Die Reaktionen I1 und I11 werden 
von Gen-abhangigen Fermenten (Gen-Fermenten) bewirkt, die sich unter 
geeigneten Bedingungen aus den Geschlechtszellen in Losung bringen und 
kinetisch untersuchen lassen. 

I) Pro tocroc in  -+ Crocin + 2 Pikrocroc in ;  Blot-Wirkung. 
Die wechselseitige Abhangigkeit von Crocin- und Pikrocrocin-Bildung 

la& sich an den Gameten auf zweierlei Art erkennen: 
a) Physiologisch. Im Dunkeln bleiben die Gameten aller ,Rassen un- 

heweglich. Sie scheiden kein Crocin aus. Es hat sich ergeben, da13 unter diesen 
Bedingungen auch niemals Gynotermon (Pikrocrocin) ausgeschieden wird. 
Belichtet man die Geschlechtszellen, so wird, sobald Crocin in Losung geht, 
auch das Gynotermon nachweisbar. Dies gilt insbesondere auch fur Ver- 
suche mit rotem Licht. In rotem Licht werden bekanntlich die Chlamydo- 
monas-Gameten beweglich, aber nicht kopulationsfahig. Nunmehr hat sich 

l) R .  K u h n ,  F. Moewus u. G. W e n d t ,  B.  72, 1702 [I9391 
2, R. Kuhn u. A .  Winters te in ,  B.  67, 344 [1934]. 
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%ah1 der auf Mutation %ah1 der entstandenen 
gepriiften (;ameten mot-Mutanten 

gezeigt, daB auch die Bildung von Gynotermon (sowie diejenige des Crocins) 
bereits stattfindet, wenn man eine Suspension von Dunkelgameten mono- 
chromatisch mit dem Licht der roten Cd-Linie (b43 nip.) bestrahlt. Dabei 
ist es gleichgiiltig, oh man unter anaeroben oder unter aeroben Bedingungen 
arbeitet. 

Die Geschlechtszellen von Chlamydomonas konnen auch im Ilunkeln 
heweglich gemacht werden, wenn man auf sie unter Zutritt von Luft be- 
stimmte Zucker (Glucose u. a., am besten Gentiobiose) einwirken laat. \Vir 
haben gefunden, daIj auch in diesen Dunkelversuchen gleichzeitig mit den1 
Crocin die geschlechtsbestininienden Stoffe (Pikrocrocin uncl Safranal) aus- 
geschieden werden. 

b) Genetisch. In 60614 Mutationsversuchen, iiber die F. JIoe\I u s  an 
anderer Stelle eingehend berichten wird, sind 14 Klone aufgetreten, die weder 
Crocin noch Gynotermon bzw. Androtermon ausscheiden (mot-Mutanten) ~ 

Iliese Mutanten bleiben auch im Lichte unbeweglich (mot us = Bewegung) 
und sind nicht mehr befahigt, sich geschlechtlich zu vermehren. Vngeschlecht- 
lich (durch Zellteilung) lassen sie sich aber auf Agar verniehren. Solche mot- 
Mutanten, welche die Fahigkeit znr Bildung des Beweglichkeitsstoffes u n d 
der geschlechtsbestimnienden Stoffe verloren haben, sind bisher nur auf- 
getreten unter der Einwirkung von erhohter 'I'emperatur, nicht aber unter 
deni EinfluB von Radium-y-Strahlen. Sie entstanden sowoh1 aus getrennt- 
geschlechtlichen als auch aus zwittrigen Rassen. 

$1 (F1) . . . . . 
9' (PI) . . . . . 
oii ( 1 1 1 )  . . . . 
,?I' (MI) . . . . 
p (F1JIl) . . 
A' (P111) . . 
-t 
(;" ( P J f L )  . . + 

20° (Kontrolle) 
45 Nin. bei 5 5 O  
700 (EiontroIIe) 
45 Min. bei 5.5" 
LOo (Kontrolle) 

45 Jlin. bei 5j0 

45 Jlin. bei 6ja 

4291 
5000 
314s 
4027 
7142 

7035 

1052 

0 
4 
0 
5 
I) 

1 

1 

Niemals sind Mutanten erhalten worden, bei denen nur die Fahigkeit 
zur Bildung von Crocin oder nur das Vermogen, Gynotermon bzw. Andro- 
termon zu bilden, verlorengegangen war. Wir schlieBen daraus, da13 tatsach- 
lich d e r Be w e g 1 i c h k e i t s s t off u n d d ie  ge s c h 1 e c h t s b e s t i m m en d e n 
S to f fe  von den  Chlamydomonaszel len n i ch t  unabhang ig  von-  
e inande r  gebi lde t  werden  ki jnnen,  was mit den Folgerungen aus den1 
chemischen Formelschema iibereinstimmt. Offensichtlich wird die Bildung 
be ider  Stoffe durch ein und dasselbe Gen (Mot) beherrscht. 

Theoretisch zu beriicksichtigen ist die Jloglichkeit, da13 nus deni Protocrocin unter 
Ahspaltung von nur 1 3101. Pikrocrocin ein Polyenfarbstoff entsteht, der noch nicht \vie 
Crocin die Dunkelzellen beweglich macht. In  diesem Falle wiire mit Clem Auftreten 
von Mutanten zu, rechnen, die zwar Termon ausscheiden, aber unbeweglich bleiben. 
ba solche Mutanten noch nicht aufgefunden wurclen, der ternlire Zerfall Protocrocin 
I !  -+ Crdcln + 2 Pikrocrocin aber sehr wahrscheinlich stufeniveise verlauft, ist damit zu 
technen, da13 der fragliche Polyenfarbstoff, d. 11. das ails Protocrocin unter Bildung von 
nur 1 Pikrocrocin entstehende Spaltstiick, bereits \vie Crocin als I3ewrglichkeitsstoff 
wirkt. 
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11) Pikrocroc in  + S a f r a n a l -  Zucker;  M,-Wirkung. 
Alle getrenntgeschlechtlich- m ann l i c  hen Chlamydomonas-Gameten, die 

befahigt sind, Crocin zii bilden, scheiden im roten. bis violetten Licht Andro- 
termon (Safranal) aus. Das angegebene Formelschema lieS envarten, da13 das 
-Androtermon durch Spaltung des Gynotermons (Pikrocrocins) gebildet wird. 
I )ie Bildung des Androtermons aus dem Gynotermon ist bereits experimentell 
iestgestellt worden beim Erhitzen mit verd. Sauren und mit verd. Alkalien'). 
Diese Spaltung sollte den mannlichen Zellen auch unter physiologischen 
Bedingungen moglich sein. 

In der Absicht, ein Pikrocrocin-spaltendes Ferment in den :;'-Gameten 
nachzuweisen, haben wir zunachst folgende Versuche angestellt : Je 5 ccm 
Suspensionen von ,_)--Gameten (M1, Ma, M8 und M4), die - 2 x lo8 Zellen/ccm 
enthielten, wurden im Dunkeln unter anaeroben Bedingungen (dies ist not- 
wendig, um die Eigenbildung von Safranal zu verhindern) mit kryst. Pikro- 
crocin aus Safran (0.005-0.50/,) versetzt. Nach 2 - 4 3  Stdn. (20O) wurden 
die Gameten abfiltriert und die Filtrate mit je 5 ccm reinem Ather aus- 
geschiittelt. Die Abtrennung von unverandertem Pikrocrocin ist im Hinblick 
auf den folgenden Test unerlaSlich. Die Atherlosung, die auf Safranal zu 
priifen ist, darf nicht verdampft werden, da die geringen Mengen des Termons, 
auf die es ankommt, rnit Ather fliichtig waren. Wir haben daher die Ather- 
schicht (5 ccm) sofort niit so vie1 dest. Wasser (250 ccm) verdiinnt, d& sich 
aller &her darin loste. In  Kontrollversuchen ergab sich, daR der Andro- 
termontest durch die in Frage kommenden Athermengen nicht gestort wird. 
Die hohe Verdiinnung rnit Wasser ist leicht tragbar, da sich ja noch 10 Mo- 
lekeln Safranal je Zelle nachweisen lassen. Die mit Wasser verdiinnten Ather- 
ausziige lieSen wir bis zu 30 Min. bei ZOO auf Chl. synoiea (9.) einwirken und 
priiften, ob dabei die Zellen mannlich, d. h. gegeniiber 2 l-Gameten, kopu- 
lationsfahig wurden. Alle, oftmals und unter abgeanderten Bedingungen 
wiederholten Versuche dieser Art waren vollig ergebnislos. In keinem Falle 
lie13 sich die Bildung von Safranal im .4ndrotermontest nachweisen, auch 
wenn als Substrat an Stelle von kryst. Pikrocrocin natiirliche Gynotermon- 
lijsungen aus Q4, p3, 2 oder I angeivandt wurden. 

Der Nachweis des pikrocrocinspaltenden Ferments gelingt erst, wenn 
man die c'-Zellen, deren Lange durchschnittlich 15 11 betragt, so energisch 
mechanisch zerstort , daR man unter dem Mikroskop keine Partikelchen von 
mehr als 3 p Durchmesser mehr erkennen kann. Dies gelingt am besten, 
wenn man a) die vom -4gar abgehobenen, noch unbeweglichen Zellen unter 
Zusatz von etwas Wasser und etwa der 10-facheni Menge Glaspulver im Por- 
zellanmorser 2 Stdn. energisch 1-erreibt, b) ohne Wasser unter immer wieder- 
holtem Ubergieoen rnit fliissiger Luft liZ Stde. sehr grundlich verreibt oder 
c) die vom Agar abgehobenen, noch unbeweglichen Zellen uber Phosphor- 
pentoxyd unter 10-20 nim scharf trocknet und dann im Achatmorser rnit 
etwa 10 Tln. Glaspulver l,l2--l Stde. verreibt. In jedem Fall wird nach dem 
Verreiben mit 5 ccm Pikrocrocinlosung (lolo Molekeln/ccm = 5.5 x mg 
Pikrocrocin/ccm) iibergossen, gut durchgeschiittelt, durch Filterpapier ab- 
filtriert und das Filtrat nach bestimmten Zeiten rnit 5 ccm Ather ausgeschiittelt. 
Die Priifung der Xtherschicht auf Safranal erfolgt dann im Androtermontest. 
Die fur jeden Yersuch vom Agar abgehobene Zellmenge betragt ungefahr 
lo7, so daB im eigentlichen Versuch der Auszug aus - 2  x loo Zellen/ccm 
wirkt. 
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Unter diesen Bedingungen findet man, da13 sowohl kryst. Pikrocrocin 
wie Gynotermonlosungen aus i_ -2ellen ( :'4, (? 3, '1\ und 9 l j  unter Bildung 
von Androtermon (Safranal) gespalten werden. Der Versuch gelingt niit den 
Auszugen  samt l i che r  - - -Ze l l en  ( c - ' 4 ,  '3, ' 2  und -.l), ohne daB eine 
Beziehung zwischen der enzyniatischen Wrksamkeit und der Yalenz der 
angewandten Gameten zu erkennen ware. 

Uni ein quantitatives Ma0 fur die Wirksanikeit des pikrocrocinspaltenden 
Ferments zu gewinnen, haben wir ini allgerneinen die Zeiten (Min.) bestimmt, 
nach denen bei 20° 500& des angewandten Pikrocrocins bzw. Gynotermons 
gespalten, d. h. 5 x los Molekeln Safranaliccm gebildet waren. Eine unter 
den angegebenen Standardbedingungen zu 500/b gespaltene Losung ist nach 
100-facher Yerdiinnung noch sehr deutlich niannlich determinierend, wenn sie 
mit soviel synoicu-Zellen versetzt wird, daW 2 x l(i6 Zellen/ccm kommen. 
Nach 1000-facher Verdiinnung hat die ZU 50"; gespaltene Pikrocrocinlosung 
keine deterniinierende Wirkung rnehr. 

Die Zeit, nach der 5004 der maximal moglichen Safranalnienge gebildet 
sind, kann man auf zwei Xrten ermitteln: 1) Man bestimmt, nach welch-r 
Zeit die Wirksamkeit des hherauszuges ebenso groW ist wie diejenige einer 
Vergleichslosung, die 5 x lo9 Molekeln Safranal in 1 ccm Ather enthalt. 
2) Man athert nicht aus und bestimrnt die Zeit, nach der die synoim-Zellen 
synocisch bleiben. War die Zeit zu kurz, so werden unter dem EinfluW des 
iiberschiissigen Pikrocrocins die synoica-Zellen zu 2 spater weiblich sub- 
heterocisch. War die Zeit zu lang, so dal3 bereits mehr Safranal als Pikro- 
crocin vorlag, so beobachtet man die Uniwandlung der synoica-Zellen in 
mannlich subheterocische, nach noch langerer Zeit in 'l-Zellen. Dieser sehr 
rasch ausfiihrbare Test gestattet festzustellen, wann 45-55y0 gespalten sind. 

Beide Verfahren fiihren zu befriedigend iibereinstimmenden Ergebnissen, 
z. B. 1) rnit Ausathern des Safranals: 43, 5-1 Min., 2 )  ohne Busath-rn: 45. 
50, 55 Minuten. 

H i t  zeernp f i nd l ic  h k e i  t .  Erwarrnt nian Losungen des Ferments aus 
6-Zellen im Wasserbad 10 Min. auf 80°, so erlischt jede Wirksamkeit gegen- 
iiber kryst. Pikrocrocin und gegenuber Gynotermonlosungen aus Q -2ellen. 
Das pikrocrocinspaltende Ferment wird durch Hitze leicht zerstort. 

Abhang igke i t  vom S u b s t r a t .  Es  gibt 2 Substrate, die vom Ferment 
gespalten werden : Pikrocrocin (aus Safran) und Gynotermon (aus '-, -Chla- 
mydomonas-Zellen) , das pikrocrocinahnlich gebaut ist, aber an Stelle der 
&Glucose verniutlich einen anderen, noch unbekannten Zuckerrest tragt l )  . 
Das Gynotermon wird 4--6-ma1 rascher gespalten als Pikrocrocin. 

Ze i ten  f u r  50% S p a l t u n g ,  Substratkonzentration aquimolar, so dalJ 
nach 100-proz. Spaltung je 5 x loll Molekeln Safrana1,'ccni (nicht 5 x109 
wie unter den Standardbedingungen) gebildet werden. Synoica-Test 2 (nhne 
Ausathern). 

Gynotermon: 4 Stdn., 5 Stdn. 
Pikrocrocin : 22 Stdn., 24 Stdn. 

Diese Zeiten waren sehr lang, da die Substratkonzentration noch zu hoch 
bemessen war. Alle folgenden Yersuche sind niit Gynotermonlosung aus 
Z,z--Zellen angestellt worden. 
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Abhangigkeit  von der Substratkonzentration.  Synoica-Test 2 (ohm 
Ausathern). 

Molekeln Zeit fur 50 % Spaltung Mittelwert 
Cynotermon/ccm bei 26O (Min.) 

3' 50". 4'10''. 3' 35". 3' 55" 
50'. 45', 55' 

300'. 330' 
2760', 2940', 3000' 

3' 53" 
50' 

315' 
z9ow 

Alan erkennt, daB die fiir 50% Spaltung benotigten Zeiten der Substrat- 
konzentration annahernd proportional sind. Das bedeutet, daB die Disso- 
ziationskonstante der Ferment-Substrat-Verbindung unerwartet klein ist. 
Das Ferment ist selbst in einer log x 1@:6 x los = 0.0000000000016 mo- 
laren Gynotermonlosung noch mit seinem Substrat gesattigt. .\us diesem 
Grunde bleibt der, auch der unter optimalen Bedingungen erzielbare, ab- 
solute Umsatz so ungeheuer klein, daB es ganz hoffnungslos erscheint, die 
enzymatische Spaltung des Pikrocrocins etwa polarimetrisch oder mit einer 
der bekannten Mikro-Zucker-Methoden feststellen zu wollen. 

Absolu te  W i r k s a m  k ei t .  Wir wollen annehmen, daU entsprechend 
der in der Fermentchemie iiblichen Methodik 10 ccm 0.1 mol. Pikrocrocin- 
losung mit 0.1 g F*ermentpraparat (Trockengameten) im Thermostaten bei 
26O angesetzt wiirden und wollen berechnen, nach welcher Zeit man am 
Polarisationsapparat 50% Spaltung wiirde feststellen konnen. 

Die Petrischalen, in denen die Gameten auf Agar gezuchtet werden, 
haben eine Oberflache von 75 qcm. Auf 1 qcm befinden sich 2 x 108 Ga- 
meten. Isoliert man die Zellen von 70 Petrischalen und trocknet sie uber 
P,O,, so erhalt man 0.60 g Trockengameten. 1 g Trockengameten bedeutet 
daher 2 x 108 x 75 x 70 x 1.67 = 17 x lo9 Zellen. Wenn also 0.1 g 
Trockengameten im 10 ccm-MeBkolbchen angesetzt wiirden, hatte man 
1.7 x lo8 Zellen/ccm. 

bfit 109 Molekeln Gynotermon/ccm und 2 x lo6 Zellen/ccm erhalt man 
50-proz. Spaltung nach 4 Min., mit log Molekeln Pikrocrocin/ccm nach 20Min. ; 
109 Molekeln/ccm = 10l2 Molekeln/Z bedeuten eine 10l2 : (6.06 x los) = 1.67 
x 10-lp molare Gsung. 

Eine 10-1 molare Pikrocrocinlosung kann somit durch 1.7 x 108 Zellen/ccm 
zu 500/0 erst gespalten sein nach 

2 x 10' lo-' 
1 . 7 ~  10 1.67 x 20x-- - - - ,x  - -~ = -15 x 1 0 9  Min.= -30000 Jahren ! 

Den handgreiflichen chemischen Beweis fur die Existenz des pikro- 
crocinspaltenden Ferments in den mannlichen Gameten von Chlamydomonas 
werden wir also nicht erleben. Es ware sinnlos, einen solchen Versuch unter 
aseptischen Bedingungen dennoch anzusetzen und von Generation zu Gene- 
ration dafur zu sorgen, daB der Thermostat auf 26O bleibt und jemand am 
Polarisationsapparat nach 30000 Jahren abliest. Denn die H+-Ionenkonzen- 
tration des reinsten Wassers - gegen OH--1onen ist das Pikrocrocin noch 
enipfindlicher - wiirde das Glykosid schon friiher gespalten haben, und 
uberdies ware die Fermentlosung langst inaktiv. 
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phatgemische. Als Ordinaten sind 
in Abbildd. 1 und 2 die Rezi- 
prokwerte der fur 50°/b Spal- 
tung erforderlichen Zeiten (lOO!t, 
t in Min.) aufgetragen. 

Abhangigkei t  von d e r  
Tempera tu r .  DasOptimum der 
Wirksamkeit liegt auffallend nie- 
drig. namlich bei 260 (-4bhild. 2 ) .  

v o ni G en  .4 b h a n  g i g ke  i t 

111) Croci n -P Croce t i n d ime t h y les t e r ; G a t  he - W i r k u ng. 
L)as Kopulationsvermogen der einzelnen Chlamydomonasrassen ist an  

bestimnite Temperaturgrenzen gebunden. Es kopulieren 
Chl. philothermos bei 
Chl. typicu bei 
Chl. dresdenais bei 
C h l .  rigophilos bei 

4 O  bis 36O 
4 O  bis 36O 
2 O  bis 25O 
l o  his 16O. 

l P  
la- 
LT 

CS; 

&I,). Das pikrocrocinspaltende 
\ Ferment findet sich nur in den 

mannlichen Geschlechtszellen und 
fehlt in den weiblichen. Gene- 

- p 'h \ a  
\ I 

* I  'b - ' 4  

nun noch ein besonderes Gen 15- 
vererbt, das bewirkt, dafi die 
mannlichen Zellen eine Determi- 
nierung des Geschlechts hei bo 
Zwitterkulturen hervorrufen, in- 
dem sie zur Bildung und -4~s -  
scheidung des Androtermons be- 
fahigt werden: &,. Das Saf ra-  45. 
na l  i s t  de r  vom Gen MD a b -  / \ 

hangige  Wirbtoff,  d a s  eben  
b e s c h r i e b e n e d e r P e r  ni e n t 
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C'hl. rigophihs stammt aus der Gegend von Petsamo (Nordfinnland), was die 
merkwiirdige Eigenschaft verstandlich macht, da13 sich diese Griinalge nur 
unterhalb von 16O geschlechtlich vermehren kann. Das Gen, welches fur die 
G amonausscheidung und deren t h e  r mische Grenzen verantwortlich ist, hat 
die Bezeichnung Gathe erhalten. Es handelt sich um das Gen Nr. 31 in der 
von F. Moewus aufgestellten genetischen Systematik. 

Nur innerhalb der angefiihrten Temperaturgrenzen scheiden die Algen 
unter dem EinfluB von Licht die Kopulationsgamone (cis- und tranrr-Crocetin- 
dimethylester) aus. Daruber hinaus lie13 sich feststellen, da13 die Gameten 
Fermente enthalten, die nur innerhalb dieser Temperaturgrenzen imstande 
sind, durch Umesterung von Crocin Crocetindimethylester zu bilden. Diese 
umesternden Fermente findet man im Gegensatz zum pikrocrocinspaltenden 
Ferment sowohl in den weiblichen wie in den mannlichen Geschlechtszellen. 
Die Umesterung von trans-Crocin zu trans-Crocetindimethylester und von 
cis-Crocin zu cis-Crocetindimethylester werden allem -4nscheine nach durch 
2 besondere Fermente bewirkt. 

Versuchsansatz: 20x10'3 Gameten von Chlamydomonas eugameto8 
f. simplex, d. h. die von 10 qcm Agarkultur abgehobene Zellmenge (9 8 ) ,  

werden im feuchten Zustande mit etwa der 10-fachen Menge Glaspulver in 
der Porzellanschale ' i2  Stde. energisch verrieben. Man iibergieat im Dunkeln 
mit 10 ccm einer Msung von 4x101* Molekeln Crocin in einem Gemisch  
von 99.5% Wasser und 0.5% Methanol, schwenkt gut um, giel3t durch 
FiltrieQapier und IkBt im Thermostaten unter AusschluB von Licht stehen. 

Aufarbeitung: Nach 2 Stdn. bzw. nach deir im folgenden angegebenen 
Zeiten, wird 1 ccm der %sung mit insgesamt 9 ccm Chloroform im Scheide- 
trichter ausgeschiittelt, das Chloroform abgelassen, durch ein trocknes Papier- 
filter gegossen und im WasSerbad verdampft. Den Ruckstand nimmt man 
in 1 ccm dest. Wasser auf. Die darin nachweisbare Menge Crocetindimethyl- 
ester stammt also aus 4 x 10l2 Molekeln Crocin. Man konnte meinen, daB 
das Eintreten der enzymatischen Umesterung bereits mit freiem Auge 
erkennbar sein werde, wenn man von einer farbigen Losung des wasserloslichen 
Crocins ausgeht und nach dem Ausschutteln mit Chloroform Farbstoff in 
der unteren Schicht findet3). Die absolut erzielbaren Umsatze sind jedoch 
hier wie beim pikrocrocinspaltenden Ferment so ungeheuer klein, da13 es 
aussichtslos erscheint, den Eintritt der Umesterung auf diese Art oder mit 
irgendeinem bekannten chemischen bzw. physikalischen Hilfsmittel erkennen 
zu wollen. Auch hier wieder sind geeignete Chlamydomonas-Zellen das 
einzige Reagens, das den Nachweis der Fermentwirkung gestattet. Die als 
Substrat dienende Crocinlosung ist so verdiinnt, da13 sie farblos erscheint. 

Nachweis: Der unter den angefiihrten Bedingungen entstandene, in 
Chloroform losliche ,,Farbstoff" hat sich zu unserer aerraschung im Gamon- 
Test als praktisch reiner cis-Crocetindimethylester erwiesen, obwohl das 
angewandte Crocin ganz iiberwiegend aus trans-Crocin bestehen m a t e .  
In oftmals wiederholten Versuchen hat sich ergeben, da13 bei Innehaltung 
der angegebenen Bedingungen tatsachlich nur &-Ester als chloroformlosliches 
Reaktionsprodukt auftritt. Als Beleg seien zwei Versuchsreihen angefiihrt , 
in denen der in Wasser aufgenommene Ruckstand des Chloroformauszuges 

*) Vergl. die Urnesterung von Crocin zu Crocetindimethylester mit Natronlauge 
in wal3r. Methanol nach F. Karrer u. A. Helfenstein, Helv. chim. Acta 18, 392 [1930]. 
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unter Standardbedingungen bestrahlt und die Zeit bestimmt wurde, nach 
der 2 x los Dunkelzellen von Q4, Qs, Q2 usw. durch 1 ccm der Losung kopu- 
lationsfahig wurden. 
Rasse der Test-Gameten . o 4  Q s  Q’ 0’ 6’ d z  Sa d4 
Kopulationsfahig nach . . . 10 20 30 40 70 80 90 105 Min. 
Kopulationsfahig nach . .. 5 15 25 35 65 75 85 95 Min. 

Beweisend fiir die Bildung von praktisch reinem cis-Crocetindimethylester 
ist ferner folgender Versuch : Der in Wasser aufgenommene Ruckstand der 
Chloroformlosung wurde in 2 Tle. geteilt; der eine im Dunkeln aufbewahrt, 
der andere dem ungefilterten Licht einer Quecksilberlampe ausgesetzt, bis 
die cis-trans-Umlagerung vollstandig sein m d t e .  Wurden nun 3 ccm un- 
bestrahlte und 1 ccm bestrahlte Losung gemischt, so wurden Q 2-Dunkelzellen 
kopulationsfahig, wahrend ein Gemisch von 1 ccm unbelichteter und 3 ccm 
belichteter Lijsung d2-Dunkelzel1en zur Kopulation brachte. 

Kon t ro l l en :  Lakit man imversuchsansatz entweder den Methylalkohol 
oder das Crocin oder die zerriebenen Gameten weg, so geht beim Ausschiitteln 
mit Chloroform kein Wirkstoff in dieses. Wird die Fermentlosung 10 Min. 
im Wasserbad auf 80° erhitzt, so ist ebenfalls jede umesternde Wirkung 
erloschen. 

cis-Crocin i n  Croc inp rapa ra t en  a u s  Saf ran :  Es ist eine im Laufe 
der letzten Jahre wiederholt gemachte, betrubliche Erfahrung unseres Instituts, 
da13 sich aus den meisten Safransorten und dem daraus gewonnenen Crocin, 
auch wenn man sorgfaltig im Dunkeln arbeitet, nach der Vorschrift von 
R. K u h n  und A. Win te r s t e in  kein cis-Crocetindimethylester, sondern 
nur die trans-Verbindung gewinnen lafit. Aus diesem Grunde ist es verstandlich, 
daS das cis-Crocin bis heute eine hypothetische Substanz geblieben ist, deren 
praparative Gewinnung noch aussteht. Die eben beschriebene fermentative 
Bildung von cis-Crocetindimethylester fiihrte zu dem Schld ,  da13 das als 
Substrat angewandte Crocinpraparat, das noch den Untersuchungen mit 
A. W i n t e r  s t e in  entstammte, einen gewissen Prozentsatz an cis-Crocin 
enthalten musse. Diese Folgerung wurde erhartet durch die Feststellung, 
daS die Bildung von cis-Crocetindimethylester vollig ausblieb, wenn als 
Substrat ein 1938 dargestelltes Crocinpraparat, das wir der Firma E. Merck- 
Darmstadt verdanken, angewandt wurde. Das letztere enthalt offenbar nur 
trans-Crocin. 

Eine annahernd quantitative Bestimmung des cis-Gehalts in dem mit 
A. Winte r s  t e in  isolierten Crocin war uns auf 2 Wegen moglich : 

1) 10 ccm einer Losung dieses Praparates, die 4 x 1012 Molekeln Farb- 
stoff /ccm enthielt, wurden fermentativ in 0.5-proz. Methanol umgeestert, 
mit Chloroform ausgeschuttelt und der Ruckstand in 10 ccm Wasser auf- 
genommen. Den in dieser wa13rigen Losung enthaltenen cis-Farbstoff haben 
wir durch Belichten vollig in die trans-Form umgelagert und ermittelt, wie 
weit eine Wsung von kryst. trans-Crocetindimethylester verdunnt werden 
m d ,  damit sie in Gemischen mit cis-Crocetindimethylester genau so wirksam 
ist. Testobjekt waren Q 2- und d’2-Dunkelzellen. 

Es ergab sich, da13 eine Losung von 2 x 1Olo Molekeln kryst. truns-Ester/ccm 
dieselbe Wirksamkeit wie die bestrahlte Losung aus dem Umesterungsversuch 
b e d .  Da letztere aus 4 x 10l2 Molekeln Crocin hervorgegangen war, betragt 
das Verhaltnis von einge’etAtem Crocin zu erhaltenem cisiE9ter 4 x 1012: 
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2 x 1Olo = 200 : 1. Dazu sol1 bemerkt werden, dal3 die Umesterung offenbar 
vollstandig war. Denn wenn die vom Chloroform abgetrennte warige Msung 
mit 1/2y0 Methanol und mit frischem Ferment versetzt wurde, so trat keine 
Neubildung von &-Ester ein. 

2) Wir wissen, daB eine einzelne Q2- bzw. d2-Zelle, um kopulationsfiihig 
zu werden, rund 10000 Molekeln cis-trans-Estergemisch benotigt. Man 
kann nun die Substratkonzentration im Umesterungsversuch vaqeren - 
wir wandten 4 x 4 x 1014, 4 x 10ls, 4 x 10l2, 4 x 1011 und 4 x 1Olo Molekeln 
Crocin ,,Winterstein" je ccm an - und priifen, bei welcher Verdiinnung in 
das Chloroform eben noch soviel &-Ester geht, da13 im Verlaufe der an- 
schlieaenden Belichtung ein Zeitpunkt auftritt, in dem noch mehr als 95% 
von 2 x lo6 Q 2-Gameten und spater von 2 x 106 d2-Gameten kopulationsfahig 
werden. Wir fanden, da13 aus 4 x1013 Molekeln Crocin/ccm so viel Ester 
entsteht, da13 der Ruckstand der Chloroformlosung in 10 ccm Wasser auf- 
genommen werden kann; da13 aus 4 x 10l2 Molekeln Crocin/ccm gerade so viel 
Ester gebildet wird, als zur Kopulation notig ist, wenn man in 1 ccm lost; 
da13 4 x 10" Molekeln Crocinlccm nicht mehr ausreichen. Dies bedeutet 
ein Verhaltnis von angewandtem Crocin zu gebildetem &-Ester von 
4x1012: 2x10~x10000 = 200: 1. 

Auf beiden Wegen ergibt sich somit iibereinstimmend fur 
Crocin ,,Winters t ein" . . . . . . . . . . . 
Crocin ,,Merck" . . . . . . . . . . . . . . . . . 

0.5% cis-Crocin, 
0.00% cis-Crocin. 

Umesterung von trans-Crocin: ImDunkeln sind die aus denGametea 
gewonnenen Fermentlosungen ohne jede Wirkung auf Crocin ,,Merck" in 
0.5-proz. Methanol. Belichtet man aber denVersuchsansatz, so wird chloroform- 
loslicher trans-Dimethylester gebildet, und zwar bei hinreichender Verdiinnung 
in guter Ausbeute: 8 x 1Olo Molekeln trans-Dimethylesterlccm aus 4 x 1011 
Molekeln Crocin/ccm mit dem Ferment aus 2 x lo6 Gameten nach 5 Stdn. 
bei ZOO und pa 7.0 (Test-Gameten Q 2  und 8 2 ) .  

Abhangigkeit von der Substratkonzentration: Um die fiir  
50% cis-Umesterung erforderlichen Zeiten zu bestimmen, wurden 10 ccm 
einer Liisung, die 8 x 10l2 Molekeln Crocin/ccm in m/,,-Phosphatpuffer von 
pH 7.0 und 1/2yo Methanol enthielt, mit der aus je 20 x lo6 Gameten stammenden 
Fermentmenge bei den laut Abbild. 4 jeweils optimalen Temperaturen 
angesetzt, d. h. die Versuche mit Chlamydomonas typicu bei 27O, mit Chkcmy- 
domonas dresdensis bei 19O, mit Chlamydomonas rigophilos bei 120. Die 
Substratkonzentration von 8 x 10l2 Molekeln/ccm war so bemessen, da13 bei 
vollsthdiger Umesterung 8 x 10l2 : 200 = 4 x 1O1O Molekeln cis-Croc,etin- 
dimethylester/ccm entstehen konnten, bei 50-proz. Umesterung also 2 x 1O1O 
Molekeln/ccm. Schiittelt man daher nach bestimmten Zeiten n ccrn des 
-4nsatzes mit Chloroform aus, und lost man den Ruckstand des Chloroform- 
auszugs in n ccm Wasser, so hat man, wenn 50y0.Umesterung eingetreten 
sind, gerade so viel cis-Crocetinester/ccm als notwendig ist, um nach ent- 
sprechend langer Belichtung 2 x lo6 Gameten, von denen jeder lo4 Molekeln 
cis-trans-Estergemisch benotigt, kopulationsfahig zu machen : 2 x 1Olo 
= 104 x 2 x 106. Man bestimmt also, wie lange das Ferment auf die Crocin- 
Methanol-Losung einwirken mul3, bis dieser Punkt erreicht wird, d. h. mehr 
als 95 % der Test-Gameten kopulationsfahig werden. 

36* 
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513, 
Crocinlccm I ChZ. lypica (27") (19") 
Molekeln 313, 

C'hl. rigophiZos (11.5O) 

8 x 10l2 . . . . , 
8 x 1013 . . . . . 
8 x 1014 . . . . . 
~ ~ 1 0 1 5  . . . . . 

30 Min. (30, 35, 25') 50 X n .  (50, 50') 47 Yin. (40, 50. 50') 

48 Stdn. (45, 55,45) 57l/, Stdn. (55, 60) 55 Stdti. (50, 60, 55) 
5 Stdn. (5, 5, 5) 6 Stdn. (6. 6) 51/3Stdn. (5, 51/2, 5l/*) 

durchnegs noch nach 6 Tagen unnirksam. 

F3 

I/*' 

5' 

I 
I 

Molekeln 
Crocin / ccrn F4 

8 x 10'2 . . . . . 
8%10*3 . . . . .  3' 

~ I 
F' 11' 312 I 513 1 1\14 

2' 3' 8' 120' 

F? 

G:' ~ 2;' 1 1250' 21' 33' 85' 

Xuhn,  Moewus: Uber die 

Erhoht man jetzt die Substratkonzentration von 8 x 10'2 auf 8 x 1013, 
8 x 1014 usw. Molekeln Crocin/ccm, so wird auch die Wassermenge, in der 
man den Chloroformriickstand (der 1 ccm der ursprunglichen %sung ent- 
spricht) auflost, von 1 ccm auf 10 ccm, 100 ccm usm. erhoht. Als Zeiten fiir 
50 -proz. Umesterung wurden so gefunden : 

Man erkennt, daB die fur 50% Umsetzung erforderlichen Zeiten der 
Substratkonzentration annahernd proportional sind. Eine gegebene Ferment- 
menge estert in dem untersuchten Bereich unabhangig von der gebotenen 
Crocinmenge in gleichen Zeiten gleich viele Molekeln Farbstoffglykosid um. 
Das crocinumesternde Ferment ist also wie das pikrocrocinspaltende schon 
in erstaunlich verdunntenLosungen (8 x lo1? x lo3) : (6.06 x loz3) = 0.000000012 
molar, mit seinem Substrat gesattigt. 

Absolute  Wirksamkei t  : Die zuletzt angefthrte \:ersuchsreihe zeigt, 
dalj bei den jeweils optimalen Temperaturen die Wirksamkeit VOQ typicu-, 
dradensis- und rigophiZos-Zellen annahernd gleich groB ist. Die aus 1 Zelle 
stammende Fermentmenge vermag in 1 Sekunde -5 Molekeln cis-Crocin 
umzuestern. Diese Ubereinstimmung gilt aber durchaus nicht fiir alle Chlamy- 
domonas-Gameten, sondern nur deshalb, weil die , ,Valenz" von Chlamydo- 
m m s  typica, Chlumydomonas dresdensis und Chlumydomms rigophilos 
dieselbe ist (3) und weil zu den Versuchen des letzten Absatzes durchwegs 
mannliche Gameten verwendet wurden (M3). 

Priift man die Gameten beiderlei Geschlechts und aller 4 Valenzstarken, 
so ergeben sich groBe Unterschiede des Umesterungsvermogens. 

Zeiten 50-prOz. cis-Umsetzung in Minuten (') bei pH 7.0 ( i n  115-Phosphat); Ferment aus 
je 2 x los Zellen/ccm; Testzellen (k und c'~. 

Die weiblichen Geschlechtszellen sind also vie1 wirksamer als die miinn- 
lichen. Die Wirksamkeit nimmt in der Reihe F4 -+ F1 und M1 --f M4 geetz- 
maI3ig ab. Es ist dieselbe Reihenfolge wie fur das T'erhaltnis cis : trow- 
Crocetindimethylester, welches diese Gameten unter dem EinfluB des Lichtes 
ausscheiden. Es liegt nahe, hier einen ursachlichen Zusammenhang zu ver- 
muten. 

pR-Abhangigkei t :  Die optimale Wasserstoffzahl fur die fermentative 
Umesterung des ck-Crocins ist prr 7.0. In Abbild. 3 findet man die pR-Kurven 
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fiir C'hlamydomonas typica (&I3), .Chlamydomonas rigophilos (&f3), Chlawiydo- 
nwnas rlrpsdensis (M3) und Chlamydomonas philothermos (M3). Die Versuche 
sind mit 4 x Molekeln Crocinjccm 0.5-proz. Methanol bei der jeweils 
optimalen Temperatur angestellt. Als Puffer dienten wL/,,-Phosphatgemische. 
-1usgetestet wurde an M2- und F2-Gameten. Die Ordinaten in Abbild. 3 
geben an lOO]t (t = die fur praktisch vollstandige cis-Umesterung erforderliche 
Zeit in Minuten). Da ein solches Ma13, aber auch die ganze Analysenmethode 
in der Fernientkinetik nicht gelaufig ist, sol1 die Bedeutung eines Einzel- 
pmktes eincr pH-T<urve genatier erlautert werden. 4uf der typicu-Kurve 
liest man bei pH 8.0 als Ordinate 0.4 ah. 13s waren also 100/0.4 = 250 Min. 
Einwirkungszeit bei 270 erforderlich, his am den angewandten 4 x 
Molekeln Crocin;ccm = 2 x 101O Molekeln cis-Crocin/ccm so vie1 chloroform- 
loslicher cis-Dimethylesterlccm entstanden war, als 2 x los Test-Gameten 
(Chlamydornonas f .  simplex) zur Kopulation benotigten. Um diese Zeit zu 
ermitteln, wurde dem Umesterungsansatz zunachst alle 15 Min., von 3 Stdn. 
ah alle 30 Min. eine Probe von 1 ccni entnommen, niit Chloroform ausge- 
schiittelt und der Ruckstand der Chloroformlosung in 1 ccm Wasser gelost. 
Diese Liisung wurde dann unter Standardbedingungen mit der Hg-Lampe 
bestrahlt und festgestellt, oh nach der fur die Umlagerung von 25% er- 
fahrungsgeniafi erforderlichen Belichtungsdauer von 25-35 Min. sich ein 
cis- : trans-Diniethplestergemisch 3 : 1 gebildet hatte, dessen Konzentration 
hinreichend war, um 2 x 106 Test-Gameten zu niehr als 95% in1 Dunkeln 
kopulationsfahig zu niachen 

Abbild. 3. pa-Abhiingigkeit der umesternden Fermente. 

X-x Chlamydomonas typica ( ~ ~ 8 )  bei 27O 
0-0 Chlamydomonas rigophilos ( 8 8 )  bei 12O 
0-3 Chlamydomonas philothermos ( 8 8 )  bei 27O 
A-A Chlamydomonas dresdensis (d*) bei 1 9 O  
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Die Gameten 
kopulieren hei 

ChZ. typica (p) . . . . . . . . . . . . . . .  4-36 
4-36 ChZ. phiZothemoe ( oi3) . . . . . . . . . .  

Chl. dreadensis (da) . . . . . . . . . . . .  2-25 
chl. Tigophilo8 (d') . . . . . . . . . . . .  1- -1h 

Die Fermentlosung Temp. 
estert um bei opt. 

in a C 

5-36 27 
7--36 27 
2.-2.+ 19 
2-10 12 

Al )h i l t I .  4. ' l ' e i i i p e r a t u r - . ~ l , l i ~ i i i ~ i ~ ~ ~ i t  tlri 
umcstcriiden Vernientc.. 

0-0 Chlamydomonas rigophilos 
A-A Chlamydonionas dresdensis 
x - x Chlaniydomonas typicn 
D--O Chlamydomonas philotlieriiios 

Es ist unerwartet, daW die 
leniperaturgrenzen der aus den 
Gameten gewonnenen Ferment- 
losungen so nahe niit denjenigen 
Ubereinstininien, die fur das Ko- 
pulationsverm6gen der leben- 
den Geschlechtszellen mafigebend 
sind. 

{Tmesterung du rch  Fe r -  
m e  n t 1 ii s u nge n a us Zw i t t e r - 
z e 11 e 11 : Soivie aus den (hineten 
der getrennt-geschlechtlichen For- 
inen lassen sic11 auch aus syno- 
cischen Rassen Fermentlosungen 
gewinnen, die im Dunkeln aus 
cis-haltigeni Crocin in Gegennart 
von l/z% Methanol c i s  -Crocetin- 
dimethylester bilden. 1:' hll-Zellen 
waren an1 starksten, I:4 L13-Zellen 
mi schwachsten wirksani. Die 
geschlechtsdeterniiiierende W r -  
kung von Pikrocrocin und Sa- 
franal gab I'eranlassung, Uni- 
esterungsversuche auch unter Zu- 
satz der beiden Ternlone anzu- 
stellen. Wir fanden, daB Pi- 
krocroc in  a k t i v i e r t  und Sa- 

,, 

f r a n a l  henimt.  Die Aktivierung durch den Bitterstoff ist hei F4W am 
starksten ausgepragt. 

Diese Versuche bedeuten einen ersten Schritt auf dein Wege Zuni I-er- 
standnis der Termon-Wirkung. Bisher wuI3te man, dafi synoica-Zellen, die 
man mit Pikrocrocin versetzt hat, mehr cis- als trans-Crocetindiniethylester 
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Zcitcn fiir .iO-proz. T;niestcriinx bei PIX 7.0 iind ZOO. Pikrocrorin je 10" Jlnlvkcln/ccm, 
Safrannl je 100 hIolekeln/ccin ziigesetzt. 

R a s e  der Gameten 

1:1111 (:.I) . . . . . . . . . . .  
v1111 ( 1) . . . . . . . . . . .  
1 : l l I I  ( lj . . . . . . . . . . .  
I : z l t ?  ( 2) . . . . . . . . . . .  
l>%IZ ( 2) . . . . . . . . . . .  
P l I ?  (~ 2 )  . . . . . . . . . . .  

P-3113 ( 3) . . . . . . . . . . .  
1:3513 (L  3) . . . . . . . . . . .  
F ' M 4  [ 4) . . . . . . . . . . .  
F'JI' ( ') . . . . . . . . . . .  

+. 
t- 

1 

1 

t 

i~ 
V 3 N 3  ( , 1 3 )  . . . . . . . . . . .  

+ ~ .  

+.  

t 

'- 
~ 4 ~ 1 4  [ 'j . . . . . . . . . . .  

Ziisatz 

- 

l'ikrocrociii 

$:if r :in a1 

- 

I'ikrocrociii 

Safranal 
. ~. 

I'ikrocrocin 

Safrannl 

Pikrocrociii 

Safrannl 

2 x lo1* JIolekeln 
Crocin/ccni 

5 Min. 

3 Min. 

0 Jliii. 

1 1 lliii. 

2 Miti. 

20 Min. 

20 Jlin. 

Min. 

42 Min. 

60 Min. 

Min. 

120 Jlin. 

8 x loi3 Molekeln 
Crocin/ccni 

1 Sttle. 

Stdr .  

l ' i ,  Stllil. 

2 Stdn. 

Sttlr. 

3l/, Stdn. 

3l/, Stdn. 

'ill Stdc. 

711, Stdll. 

6 Stdn. 

Stde. 

14 Stdii. 

ausscheiden, d. h. weibliche Eigenschaften zeigen, wahrend nach Zusatz 
von Safranal mehr trans- als &-Ester ausgeschieden wird, d. h. funktionell 
mannliche Zellen entstehen. Nachdem sich jetzt gezeigt hat, daL3 die Bildung 
von cis-Crocetindimethylester durch Pikrocrocin gefordert, durch Safranal 
aber gehenimt wird, kann man erkennen, wie die Verschiebung des cis : trans- 
Verhaltnisses zustande komnit: Die Termone a k t i v i e r e n  hzw. hemnien  
d i e  umes te rnden  F e r m e n t e ,  denen  d i e  B i ldung  d e r  Gnmoae 
obl ieg t .  Dabei mu0 betont werden, da13 eine Termonwirkung nur bei 
Zwittern nachweisbar ist. Die Gameten der getrennt-geschlechtlichen Rassen 
sprechen weder auf Pikrocrocin noch auf Safranal an. Das c is  : trans-Yer- 
haltnis der zur Ausscheidung gelangenden Ganione ist bei den getrennt- 
geschlechtlichen Chlam?-do~nonas-Rasst.I1 erhlich festgelegt und cheniisch his- 
her unverriickhar. 

91. Richard Kuhn und Franz Moewus: Wie kommen die Verhaltnis- 
zahlen cis- : trans-Crocetindimethylester bei den getrennt-geschlecht- 

lichen Rassen von Chlamydomonas zustande ? 
-4 iis (1. Kaiser \Villielm-Institiit fiir blcdizin. Forschung. Heidelberg, Institut fiir Binlogic.:, 

(Ringegangeii aiii 1.5. April 1940.) 

Die Canlone von ~'hlutrLyrloi,ronas eugametos f .  simplex, die bei Uelichtiing 
der Gameten gebildet werden, sind keine einheitlichen Wirkstoffe, sondern 
Geniische. Die weiblicheii Geschlechtszellen ( '; z, scheiden ein Geniisch von 
3 'l'eilen cis- und 1 Teil trans-Crocetindimethylester, die mannlichen ( , ' 2 )  

cin Gemisch von 1 Teil cis- und 3 Teilen trans-Ester ausl). Das cis- : trans- 

I )  R .  K i i h n ,  F. X o e w u s  11. L). J e r c h e l ,  B. 71, 1541 [1938]. 




