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90. Richard Kuhn und Franz Moewus: Uber die chemische

Wirkungsweise der Gene Mot, M; und Gathe bei Chlamydomonas.

[Aus d. Kaiser Wilhelm-Institut fitr Medizin. Forschung Heidelberg, Institut fiir Biologie.]
(Eingegangen am 15. April 1940.)

Der stoffliche Zusammenhang zwischen den Befruchtungsstoffen (Ga-
monen) und Determinierungsstoffen (Termonen) bei Chlamydomonas ist bis-
her nur indirekt erschlossen. Das aufgestellte Formelschemal) stiitzt 'sich
a) auf den Nachweis, daf} die von der Griinalge ausgeschiedenen Sexualstoffe
biologisch vertreten werden konnen durch die in kryst. Zustand bekannten
Farbstoffe, den Geschmackstoff und den Riechstoff des Safrans, b) auf die
chemischen Xonstitutionsformeln dieser aus Safran gewonnenen Stoffe,
c) auf die Hypothese, dal Crocin und Pikrocrocin Zerfallsprodukte eines in
Substanz noch unbekannten Carotinoids mit der normalen Zahl von 40 C-
Atomen, des Protocrocins?), darstellen:

Protocrocin

ll.

Pikrocrocin + Crocin + Pikrocrocin

1. lm. II.
Safranal 4+ Zucker cis- und trans- Safranal 4 Zucker
Crocetindimethyl-

ester + Gentiobiose

Trifft dieses Schema zu, dann sollten I) das Gynotermon (Pikrocrocin)
und der Beweglichkeitsstoff (Crocin) nicht unabhingig voneinander auf-
treten konnen; II) die minnlichen Geschlechtszellen, welche Androtermon
{Safranal) sezernieren, zur Spaltung des Gynotermons (Pikrocrocins) befdhigt
sein; III) 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, daf} alle drei SchluBfolgerungen mit experimentell feststell-
baren Tatsachen in Einklang stehen. Die Reaktionen II und IIT werden
von Gen-abhingigen Fermenten (Gen-Fermenten) bewirkt, die sich unter
geeigneten Bedingungen aus den Geschlechtszellen in Lésung bringen und
kinetisch untersuchen lassen.

I) Protocrocin — Crocin + 2Pikrocrocin; Mot-Wirkung.

Die wechselseitige Abhingigkeit von Crocin- und Pikrocrocin-Bildung
liBt 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, daf§ 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 fiir Ver-
suche mit rotem Licht. In rotem Licht werden bekanntlich die Chlamydo-
monas-Gameten beweglich, aber nicht kopulationsfihig. Nunmehr hat sich

1) R. Kuhn, F. Moewus u. G. Wendt, B. 72, 1702 [1939].
?) R. Kuhn u. A. Winterstein, B. 67, 344 [1934].
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gezeigt, dafl 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 (643 mp) bestrahlt. Dabei
ist es gleichgiiltig, ob man unter anaeroben oder unter aeroben Bedingungen
arbeitet.

Die Geschlechtszellen von Chlamydomonas kénnen auch im Dunkeln
bheweglich gemacht werden, wenn man auf sie unter Zutritt von Luft be-
stimmte Zucker (Glucose u. a., am besten Gentiobiose) einwirken 1a8t. Wir
haben gefunden, daf3 auch in diesen Dunkelversuchen gleichzeitig mit dem
Crocin die geschlechtsbestimmenden Stoffe (Pikrocrocin und Safranal) aus-
geschieden werden.

b) Genetisch. In 60614 Mutationsversuchen, iiber die F. Moewus an
anderer Stelle eingehend berichten wird, sind 14 Klone aufgetreten, die weder
Crocin noch Gynotermon bzw. Androtermon ausscheiden (mot-Mutanten).
Diese Mutanten bleiben auch im Lichte unbeweglich (motus = Bewegung)
und sind nicht mehr befahigt, sich geschlechtlich zu vermehren. Ungeschlecht-
lich (durch Zellteilung) lassen sie sich aber auf Agar vermehren. Solche mot-
Mutanten, welche die Fihigkeit zur Bildung des Beweglichkeitsstoffes und
der geschlechtsbestimmenden Stoffe verloren haben, sind bisher nur auf-
getreten unter der Einwirkung von erhShter Temperatur, nicht aber unter
dem Einflu$ von Radium-y-Strahlen. Sie entstanden sowohl aus getrennt-
geschlechtlichen als auch aus zwittrigen Rassen.

Rasse der Thermische Zahl der auf Mutation | Zahl der entstandenen
Gameten Behandlung gepriiften Gameten mot-Mutanten

QL (FY)..... 20 (Kontrolle) 4291 0

QL (Fy..... 45 Min. bei 53° 5600 4

g oan .. 20 (Kontrolle) 3148 0

S0 & N 45 Min. bei 55° 4927 5

o (FIMY) .. 20" (Kontrolle) 7142 0)

+

ISHIN ¢ 200 L T 45 Min. bei 55° 2035

+,

o (FIMYy L. 45 Min. bei 65° 1952 4

g

Niemals sind Mutanten erhalten worden, bei denen nur die Fahigkeit
zur Bildung von Crocin oder nur das Vermégen, Gynotermon bzw. Andro-
termon zu bilden, verlorengegangen war. Wir schlieBen daraus, daB tatsich-
lich der Beweglichkeitsstoff und die geschlechtsbestimmenden
Stoffe von den Chlamydomonaszellen nicht unabhingig von-
einander gebildet werden kénnen, was mit den Folgerungen aus dem
chemischen Formelschema {ibereinstimmt. Offensichtlich wird die Bildung
beider Stoffe durch ein und dasselbe Gen (Mot) beherrscht.

Theoretisch zu beriicksichtigen ist die Moglichkeit, daBl aus dem Protocrocin unter
Abspaltung von nur 1 Mol. Pikrocrocin ein Polyenfarbstoff entsteht, der noch nicht wie
Crocin die Dunkelzellen beweglich macht. In diesem Falle wiire mit dem Auftreten
von Mutanten zu rechmnen, die zwar Termon ausscheiden, aber unbeweglich bleiben.
Da solche Mutanten noch nicht aufgefunden wurden, der terniire Zerfall Protocrocin
'L> Crécin + 2 Pikrocrocin® aber sehr wahrscheinlich stufenweise verldnft, ist damit zu
technen, daB der fragliche Polyenfarbstoff, d. h. das aus Protocrocin unter Bildung von
nur 1 Pikrocrocin entstehende Spaltstiick, bereits wie Crocin als Beweglichkeitsstoff
wirkt.
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II) Pikrocrocin — Safranal + Zucker; My-Wirkung.

Alle getrenntgeschlechtlich-mannlichen Chlamydomonas-Gameten, die
befahigt sind, Crocin zu bilden, scheiden im roten-bis violetten Licht Andro-
termon (Safranal) aus. Das angegebene Formelschema lieB erwarten, da das
Androtermon durch Spaltung des Gynotermons (Pikrocrocins) gebildet wird.
Die Bildung des Androtermons aus dem Gynotermon ist bereits experimentell
festgestellt worden beim Erhitzen mit verd. Sduren und mit verd. Alkalien?).
Diese Spaltung sollte den mainnlichen Zellen auch unter physiologischen
Bedingungen moglich sein.

In der Absicht, ein Pikrocrocin-spaltendes Ferment in den <'-Gameten
nachzuweisen, haben wir zunichst folgende Versuche angestellt: Je 5 ccm
Suspensionen von -y -Gameten (M?, M2, M® und M%), die ~ 2 x 10% 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—0.59%,) versetzt. Nach 2—48 Stdn. (20°) wurden
die Gameten abfiltriert und die Filtrate mit je 5 ccm reinem Ather aus-
geschiittelt. Die Abtrennung von unverindertem Pikrocrocin ist im Hinblick
auf den folgenden Test unerlaBlich. Die Atherlésung, die auf Safranal zu
priifen ist, darf nicht verdampft werden, da die geringen Mengen des Termons,
auf die es ankommt, mit Ather fliichtig waren. Wir haben daher die Ather-
schicht (5 ccm) sofort mit so viel dest. Wasser (250 ccm) verdiinnt, daB8 sich
aller Ather darin léste. In Kontrollversuchen ergab sich, daB der Andro-
termontest durch die in Frage kommenden Athermengen nicht gestért wird.
Die hohe Verdiinnung mit Wasser ist leicht tragbar, da sich ja noch 10 Mo-
lekeln Safranal je Zelle nachweisen lassen. Die mit Wasser verdiinnten Ather-
ausziige lieBen wir bis zu 30 Min. bei 20° auf Chl. synoica (g) einwirken und

priiften, ob dabei die Zellen minnlich, d.h. gegeniiber ’!-Gameten, kopu-
lationsfahig wurden. Alle, oftmals und unter abgeinderten Bedingungen
wiederholten Versuche dieser Art waren vollig ergebnislos. In keinem Falle
lieB sich die Bildung von Safranal im Androtermontest nachweisen, auch
wenn als Substrat an Stelle von kryst. Pikrocrocin natiirliche Gynotermon-
16sungen aus @3, @3, ©2 oder 7! angewandt wurden.

Der Nachweis des pikrocrocinspaltenden Ferments gelingt erst, wenn
man die ¢ -Zellen, deren Linge durchschnittlich 15 p betrigt, so energisch
mechanisch zerstort, dall man unter dem Mikroskop keine Partikelchen von
mehr als 3 u Durchmesser mehr erkennen kann. Dies gelingt am besten,
wenn man a) die vom Agar abgehobenen, noch unbeweglichen Zellen unter
Zusatz von etwas Wasser und etwa der 10-fachen Menge Glaspulver im Por-
zellanmorser 2 Stdn. energisch verreibt, b) ohne Wasser unter immer wieder-
holtem UbergieBen mit fliissiger Luft 1/, Stde. sehr griindlich verreibt oder
c) die vom Agar abgehobenen, noch unbeweglichen Zellen iiber Phosphor-
pentoxyd unter 10—20 mm scharf trocknet und dann im Achatmérser mit
etwa 10 TIn. Glaspulver /,—1 Stde. verreibt. In jedem Fall wird nach dem
Verreiben mit 5 ccm Pikrocrocinlésung (10'° Molekeln/ccm = 5.5 x 10-% mg
Pikfocrocin/cem) iibergossen, gut durchgeschiittelt, durch Filterpapier ab-
filtriert und das Filtrat nach bestimmten Zeiten mit 5 ccm Ather ausgeschiittelt.
Die Priifung der Atherschicht auf Safranal erfolgt dann im Androtermontest.
Die fiir jeden Versuch vem Agar abgehobene Zellmenge betrigt ungefihr
107, so daB im eigentlichen Versuch der Auszug aus ~2 x 10% Zellen/ccm
wirkt. :
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Unter diesen Bedingungen findet man, dafl sowohl kryst. Pikrocrocin
wie Gynotermonlosungen aus C-Zellen (¢4, ©3, 22 und ¢!) unter Bildung
von Androtermon (Safranal) gespalten werden. Der Versuch gelingt mit den
Ausziigen siamtlicher ~'-Zellen (%, -3, "2 und !), ohne dal eine
Beziehung zwischen der enzymatischen Wirksamkeit und der Valenz der
angewandten Gameten zu erkennen wire.

Um ein quantitatives MaQ fiir die Wirksamkeit des pikrocrocinspaltenden
Ferments zu gewinnen, haben wir im allgemeinen die Zeiten (Min.) bestimmt,
nach denen bei 20° 50%, des angewandten Pikrocrocins bzw. Gynotermons
gespalten, d. h. 5 x10° Molekeln Safranal/ccm gebildet waren. Eine unter
den angegebenen Standardbedingungen zu 509, gespaltene Losung ist nach
100-facher Verdiinnung noch sehr deutlich minnlich determinierend, wenn sie
mit soviel synoica-Zellen versetzt wird, daB 2 x 108 Zellen/ccm kommen.
Nach 1000-facher Verdiinnung hat die zu 50°; gespaltene Pikrocrocinlésung
keine determinierende Wirkung mehr.

Die Zeit, nach der 50%, der maximal méglichen Safranalmenge gebildet
sind, kann man auf zwei Arten ermitteln: 1) Man bestimmt, nach welcher
Zeit die Wirksamkeit des Atherauszuges ebenso grol3 ist wie diejenige einer
Vergleichslosung, die 5 x 10° Molekeln Safranal in 1 ccm Ather enthalt.
2) Man dthert nicht aus und bestimmt die Zeit, nach der die synoica-Zellen
synocisch bleiben. War die Zeit zu kurz, so werden unter dem Einflufl des
iiberschiissigen Pikrocrocins die synoica-Zellen zu ¢!, spiter weiblich sub-
heterdcisch. War die Zeit zu lang, so dal} bereits mehr Safranal als Pikro-
crocin vorlag, so beobachtet man die Umwandlung der synoica-Zellen in
ménnlich subheterécische, nach noch lingerer Zeit in 1-Zellen. Dieser sehr
rasch ausfithrbare Test gestattet festzustellen, wann 45559, gespalten sind.

Beide Verfahren fithren zu befriedigend iibereinstimmenden Ergebnissen,
z. B. 1) mit Ausdthern des Safranals: 43, 52 Min., 2) ohne Ausithern: 45,
50, 55 Minuten.

Hitzeempfindlichkeit. Erwiarmt man Lésungen des Ferments aus
o'-Zellen im Wasserbad 10 Min. auf 808, so erlischt jede Wirksamkeit gegen-
iiber kryst. Pikrocrocin und gegeniiber Gvnotermonlésungen aus @ -Zellen.
Das pikrocrocinspaltende Ferment wird durch Hitze leicht zerstért.

Abhingigkeit vom Substrat. Es gibt 2 Substrate, die vom Ferment
gespalten werden: Pikrocrocin (aus Safran) und Gynotermon (aus ¢ -Chla-
mydomonas-Zellen), das pikrocrocinihnlich gebaut ist, aber an Stelle der
d-Glucose vermutlich einen anderen, noch unbekannten Zuckerrest tragt!).
Das Gynotermon wird 4—6-mal rascher gespalten als Pikrocrocin.

Zeiten fiir 509, Spaltung, Substratkonzentration dquimolar, so dal
nach 100-proz. Spaltung je 5 X 10! Molekeln Safranal/ccm (nicht 5 x 109

wie unter den Standardbedingungen) gebildet werden. Synoica-Test 2 (ohne
Ausithern).

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

Diese Zeiten waren sehr lang, da die Substratkonzentration noch zu hoch
bemessen war. Alle folgenden Versuche sind mit Gynotermonlésung aus
¢:2-Zellen angestellt worden.
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Abhingigkeit von der Substratkonzentration. Synoica-Test 2 (ohne

Ausithern).
Molekeln Zeit fiir 50 9, Spaltung Mittelwert
Gynotermon/ccm bei 26° (Min.)
10° 350", 4'10”, 3" 35", 3* 55" 3753”
101 50’, 457, 55’ 507
101 3007, 330’ 315’
101 2760, 2940, 3000” 2900’

Man erkennt, daf die fiir 509 Spaltung bendétigten Zeiten der Substrat-
konzentration annihernd proportional sind. Das bedeutet, dal die Disso-
ziationskonstante der Ferment-Substrat-Verbindung unerwartet klein ist.
Das Ferment ist selbst in einer 10° x 10%:6 x 102 = 0.0000000000016 mo-
laren Gynotermonlésung noch mit seinem Substrat gesittigt. Aus diesem
Grunde bleibt der, auch der unter optimalen Bedingungen erzielbare, ab-
solute Umsatz so ungeheuer klein, daBl es ganz hoffnungslos erscheint, die
enzymatische Spaltung des Pikrocrocins etwa polarimetrisch oder mit einer
der bekannten Mikro-Zucker-Methoden feststellen zu wollen.

Absolute Wirksamkeit. Wir wollen annehmen, dal entsprechend
der in der Fermentchemie iiblichen Methodik 10 ccm 0.1 mol. Pikrocrocin-
losung mit 0.1 g Fermentpriparat (Trockengameten) im Thermostaten bei
26° angesetzt wiirden und wollen berechnen, nach wélcher Zeit man am
Polarisationsapparat 509, Spaltung wiirde feststellen konnen.

Die Petrischalen, in denen die Gameten auf Agar geziichtet werden,
haben eine Oberfliche von 75 qem. Auf 1 gem befinden sich 2 x 108 Ga-
meten. Isoliert man die Zellen von 70 Petrischalen und trocknet sie iiber
P,O;, so erhalt man 0.60 g Trockengameten. 1 g Trockengameten bedeutet
daher 2 x 10% x 75 x 70 x 1.67 = 17 x 10° Zellen. Wenn also 0.1 g
Trockengameten im 10 ccm-MeBkélbchen angesetzt wiirden, hitte man
1.7 x 108 Zellen/ccm.

Mit 10° Molekeln Gynotermon/cem und 2 x 106 Zellen/ccm erhdlt man
50-proz. Spaltung nach 4 Min., mit 10° Molekeln Pikrocrocin/ccm nach 20Min. ;
10° Molekeln/ccm = 10'2 Molekeln/! bedeuten eine 1012:(6.06 x 10%) = 1.67
X 10-12 molare Losung.

Eine 10! molare Pikrocrocinlgsung kann somit durch 1.7 x 108 Zellen/ccm
zu 509, erst gespalten sein nach

2x10¢ 10t

20 17%100 = 1.67x10-12

= ~15x%10° Min.= ~30000 Jahren!

Den handgreiflichen chemischen Beweis fiir die Existenz des pikro-
crocinspaltenden Ferments in den ménnlichen Gameten von Chlamydomonas
werden wir also nicht erleben. Es wire sinnlos, einen solchen Versuch unter
aseptischen Bedingungen dennoch anzusetzen und von Generation zu Gene-
ration dafiir zu sorgen, daB der Thermostat auf 26° bleibt und jemand am
Polarisationsapparat nach 30000 Jahren abliest. Denn die H+*-Ionenkonzen-
tration des reinsten Wassers — gegen OH—-Ionen ist das Pikrocrocin noch
empfindlicher — wiirde das Glykosid schon frither gespalten haben, und
iiberdies wire die Fermentlosung lingst inaktiv.
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Man erkennt: Die synoica-Zellen sind wohl das einzige Reagens, das
uns den Nachweis des pikrocrocinspaitenden Ferments méglich macht.

Abhidngigkeit vom p;. Die optimale Wasserstoffzahl des Gyno-
termonspaltenden Ferments liegt bei py 7.0.
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Abbild. 1. py-Abhingigkeit des pikro-
crocinspaltenden Fermentes.

X —x Versuchsreihe I, 0—o Versuchs-
reihe II.

mone. Zusammen mit M wird

Als Puffer dienten m/,,-Phos-
phatgemische. Als Ordinaten sind
in Abbildd. 1 und 2 die Rezi-
prokwerte der fir 509, Spal-
tung erforderlichen Zeiten (100/t,
t in Min.) aufgetragen.

Abhiangigkeit von der
Temperatur. DasOptimum der
Wirksamkeit liegt auffallend nie-
drig, namlich bei 26° (Abbild. 2).

Abhingigkeit vom Gen
M,. Das pikrocrocinspaltende
Ferment findet sich nur in den
ménnlichen Geschlechtszellen und
fehlt in den weiblichen. Gene-
tisch sind die mannlichen Ga-
meten durch das Gen M (M?!, M2,
M3, M%), die weiblichen durch F
(F', F2, F3, F4) ausgezeichnet.
Diese Gene sind verantwortlich
fiir die charakteristischen cts/trans-
Zahlen der ausgeschiedenen Ga-

nun noch ein besonderes Gen 5
vererbt, das bewirkt, daB} die
mainnlichen Zellen eine Determi-
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X

/
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mit diesem identische Kataly-  Abbild. 2. Temperatur-Abhingigkeit des

sator, der das Termon erzeugt.

pikrocrocinspaltenden Fermentes.

1I1) Crocin — Crocetindimethylester; Gathe-Wirkung.

Das Kopulationsvermégen der einzelnen Chlamydomonasrassen ist an

bestimmte Temperaturgrenzen gebunden.

Es kopulieren

Chl. philothermos bei 4° bis 36°

Chl. typica bei
Chl. dresdensis bei
Chl.. rigophilos bei

49 bis 369
20 bis 259
10 bis 169
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Chl. rigophilos stammt aus der Gegend von Petsamo (Nordfinnland), was die
merkwiirdige Eigenschaft verstindlich macht, da8 sich diese Griinalge nur
unterhalb von 169 geschlechtlich vermehren kann. Das Gen, welches fiir die
Gamonausscheidung und deren thermische Grenzen verantwortlich ist, hat
die Bezeichnung Gathe erhalten. Es handelt sich um das Gen Nr. 31 in det
von F. Moewus aufgestellten genetischen Systematik.

Nur innerhalb der angefiihrten Temperaturgrenzen scheiden die Algen
unter dem Einfluf von Licht die Kopulationsgamone (cis- und trans-Crocetin-
dimethylester) aus. Dariiber hinaus lie§ sich feststellen, da die Gamieten
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 minnlichen Geschlechtszellen..
Die Umesterung von frans-Crocin zu trans-Crocetindimethylester und von
cts-Crocin zu cis-Crocetindimethylester werden allem Anscheine nach durch
2 besondere Fermente bewirkt.

Versuchsansatz: 20x10° Gameten von Chlamydomonas eugametos
f- simplex, d.h. die von 10 gcm Agarkultur abgehobene Zellmenge (Q3),
werden im feuchten Zustande mit etwa der 10-fachen Menge Glaspulver in
der Porzellanschale 1/, Stde. energisch verrieben. Man ubergleBt im Dunkeln
mit 10 ccm einer Lésung von 4 x 108 Molekeln Crocin in einem Gemisch
von 99.5% Wasser und 0.5% Methanol, schwenkt gut um, gieft durch
Filtrierpapier ‘und 148t im Thermostaten unter AusschiuB von Licht stehen.

Aufarbeitung: Nach 2 Stdn. bzw. nach dett im folgenden angegebenen
Zeiten, wird 1 ccm der Lisung mit insgesamt 9 cem Chloroform im Scheide-
trichter ausgeschiittelt, das Chloroform abgelassen, durch ein trocknes Papier-
filter gegossen und im Wasserbad verdampft. Den Riickstand nimmt man
in 1 ccm dest. Wasser auf. Die darin nachweisbare Menge Crocetindimethyl-
ester stammt also aus 4 x10'2 Molekeln Crocin. Man koénnte meinen, dal
das Eintreten der enzymatischen Umesterung bereits mit freiem Auge
erkennbar sein werde, wenn man von einer farbigen I,6sung des wasserlgslichen
Crocins ausgeht und nach dem Ausschiitteln mit Chloroform Farbstoff in
der unteren Schicht findet3). Die absolut erzielbaren Umsitze sind jedoch
hier wie beim pikrocrocinspaltenden Ferment so urgeheuer klein, daB 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 Crocinlsung ist so verdiinnt, daB sie farblos erscheint.

" Nachweis: Der unter den angefiihrten Bedingungen entstandene, in
Chloroform 16sliche ,, Farbstoff‘‘ hat sich zu unserer U’berraschung im Gamon-
Test als praktisch reiner cis-Crocetindimethylester erwiesen, obwohl das
angewandte Crocin ganz iiberwiegend aus trans-Crocin bestehen muflte.
In oftmals wiederholten Versuchen hat sich ergeben, dafl bei Innehaltung
der angegebenen Bedingungen tatsichlich nur cis-Ester als chloroformldsliches
Reaktionsprodukt auftritt. Als Beleg seien zwei Versuchsreihen angefiihrt,
in denen der in Wasser aufgenommene Riickstand des Chloroformauszuges

3 Vergl. die Umesterung von Crocin zu Crocetindimethylester mit Natronlauge
in widBr. Methanol nach P. Karrer u. A. Helfenstein, Helv. chim. Acta 18, 392 [1930].

Berichte d; D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXXIII. 36
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unter Standardbedingungen bestrahlt und die Zeit bestimmt wurde, nach
der 2 x10% Dunkelzellen von 94, @3, Q2 usw. durch 1 ccm der Lésung kopu-
lationsfahig wurden. ‘

Rasse der Test-Gameten . Q¢ Q@3 Q2 Q1 1 2 3 4
Kopulationsfihig nach ... 10 20 30 40 70 80 90 105 Min.
Kopulationsfihig nach ... 5 15 25 35 65 75 85 95 Min.

Beweisend fiir die Bildung von praktisch reinem ¢is-Crocetindimethylester
ist ferner folgender Versuch: Der in Wasser aufgenommene Riickstand der
Chloroformlésung wurde in 2 Tle. geteilt; der eine im Dunkeln aufbewahrt,
der andere dem ungefilterten Licht einer Quecksilberlampe ausgesetzt, bis
die cis-trans-Umlagerung vollstindig sein mufite. Wurden nun 3 ccm un-
bestrahlte und 1 ccm bestrahlte Lésung gemischt, so wurden Q2-Dunkelzellen
kopulationsfahig, wahrend ein Gemisch von 1 cem unbelichteter und 3 cem
belichteter Losung ¢'2-Dunkelzellen zur Kopulation brachte.

Kontrollen: LaBt 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 Fermentlésung 10 Min.
im Wasserbad auf 80° erhitzt, so ist ebenfalls jede umesternde Wirkung
erloschen.

cis-Crocin in Crocinpriaparaten aus Safran: Es ist eine im Laufe
der letzten Jahre wiederholt gemachte, betriibliche Erfahrung unseres Instituts,
daf} sich aus den meisten Safransorten und dem daraus gewonnenen Crocin,
auch wenn man sorgfiltig im Dunkeln arbeitet, nach der Vorschrift von
R.Kuhn und A. Winterstein kein cis- Crocetmdlmethylester sondern
nur die trans- Verbmdung gewmnen 1483t. Ausdiesem Grunde ist es verstindlich,
daB das cis-Crocin bis heute eine hypothetische Substanz geblieben ist, deren
priparative Gewinnung noch aussteht. Die eben beschriebene fermentative
Bildung von cis-Crocetindimethylester fiithrte zu dem SchluB3, daf} das als
Substrat angewandte Crocinpriparat, das noch den Untersuchungen mit
A.Winterstein entstammte, einen gewissen Prozentsatz an c¢is-Crocin
enthalten miisse. Diese Folgerung wurde erhidrtet durch die Feststellung,
daBl die Bildung von cis-Crocetindimethylester vollig ausblieb, wenn als
Substrat ein 1938 dargestelltes Crocinpriaparat, das wir der Firma E. Merck-
Darmstadt verdanken, angewandt wurde. Das letztere enthilt offenbar nur
trans-Crocin.

Eine annihernd quantitative Bestimmung des ¢is-Gehalts in dem mit
A.Winterstein isolierten Crocin war uns auf 2 Wegen méglich:

1) 10 com einer Losung dieses Priaparates, die 4 x10'2 Molekeln Farb-
stoff/ccm enthielt, wurden fermentativ in 0.5-proz. Methanol umgeestert,
mit Chloroform ausgeschiittelt und der Riickstand in 10 ccm Wasser auf-
genommen. Den in dieser wifirigen Losung enthaltenen cis-Farbstoff haben
wir durch Belichten vollig in die frans-Form umgelagert und ermittelt, wie
weit eine Ldsung von kryst. trans-Crocetindimethylester verdiinnt werden
muB, damit sie in Gemischen mit cis-Crocetindimethylester genau so wirksam
ist. Testobjekt. waren Q2% und ¢'2-Dunkelzellen.

Es ergab sich, daf} eine Losung von 2 x 1019 Molekeln kryst. tmn.s-Ester/ccm
dieselbe Wirksamkeit wie die bestrahlte Lsung aus dem Umesterungsversuch
besall.  Da letztere aus 4:x 10 Molekeln Crocin hervorgegangen war, betrigt
das Verhiltnis von ‘eingesetztern Crocin ‘zu erhaltenem 'cis-Estér 4 x1012:
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2x101° = 200:1. Dazu soll bemerkt werden, daf} die Umesterung offenbar
vollstindig war. Denn wenn die vom Chloroform abgetrennte wiBrige Losung
mit 1/,%, Methanol und mit frischem Ferment versetzt wurde, so trat keine
Neubildung von cis-Ester ein.

2) Wir wissen, daf} eine einzelne 92 bzw. '%-Zelle, um kopulationsfihig
zu werden, rund 10000 Molekeln cis-trans-Estergemisch benétigt. Man
kann nun die Substratkonzentration im Umesterungsversuch varijeren —
wir wandten 4 x 108, 4 x 1014, 4 x10'8, 4 x 102, 4 x 10'! und 4 x10'° Molekeln
Crocin ,,Winterstein* je ccm an — und priifen, bei welcher Verdiinnung in
das Chloroform eben noch soviel cis-Ester geht, dafl im Verlaufe der an-
schlieBenden Belichtung ein Zeitpunkt auftritt, in dem noch mehr als 959,
von 2 x10% Q2-Gameten und spiter von 2 x 108 '?-Gameten kopulationsfihig
werden. Wir fanden, daBl aus 4 x10!® Molekeln Crocin/ccm so viel Ester
entsteht, daBl der Riickstand der Chloroformlésung in 10 ccm Wasser auf-
genommen werden kann; dal aus 4 x 102 Molekeln Crocin/cem gerade so viel
Ester gebildet wird, als zur Kopulation nétig ist, wenn man in 1 ccm 16st;
daB 4x10! Molekeln Crocin/ccm nicht mehr ausreichen. Dies bedeutet
ein Verhiltnis von angewandtem Crocin zu gebildetem cis-Ester von
4x10%:2x10%x10000 = 200: 1.

Auf beiden Wegen ergibt sich somit iibereinstimmend fiir

Crocin ,,Winterstein“........ v.. 0.59%, cis-Crocin,
Crocin , Merck™ ................. 0.00%, cis-Crocin.

Umesterung von {rans-Crocin: Im Dunkeln sind die aus den Gameten
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 x10° Molekeln trans-Dimethylester/ccm aus 4 x 101!
Molekeln Crocin/cem mit dem Ferment aus 2x 108 Gameten nach 5 Stdn.
bei 20° und py 7.0 (Test-Gameten Q2 und J'%9).

Abhingigkeit von der Substratkonzentration: Um die fiir
509, cis-Umesterung erforderlichen Zeiten zu bestimmen, wurden 10 ccm
einer Losung, die 8 x10'2 Molekeln Crocin/ccm in m/ ;-Phosphatpuffer von
Pr 7.0und /,% Methanol enthielt, mit der aus je 20 x 108 Gameten stammenden
Fermentmenge bei den laut Abbild.4 jeweils optimalen Temperaturen
angesetzt, d. h. die Versuche mit Chlamydomonas typica bei 27°, mit Chlamy-
domonas dresdensis bei 19°, mit Chlamydomonas rigophilos bei 129 Die
Substratkonzentration von 8x10'2 Molekeln/ccm war so bemessen, da bei
vollstindiger Umesterung 8x10'2: 200 = 4 x101® Molekeln cis-Crocetin-
dimethylester/ccm entstehen konnten, bei 50-proz. Umesterung also 2 x 10
Molekeln/ccm. Schiittelt man daher nach bestimmten Zeiten n ccm des
Ansatzes mit Chloroform aus, und 16st man den Riickstand des Chloroform-
auszugs in n ccm Wasser, so hat man, wenn 509, Umesterung eingetreten
sind, gerade so viel cis-Crocetinester/ccm als notwendig ist, um nach ent-
sprechend langer Belichtung 2 x 108 Gameten, von denen jeder 10* Molekeln
cis-trans-Estergemisch benétigt, kopulationsfihig zu machen: 2x101
= 10*x2x10%. Man bestimmt also, wie lange das Ferment auf die Crocin-
Methanol-Lésung einwirken muf}, bis dieser Punkt erreicht wird, d. h. mehr
als- 959, der Test-Gameten kopulationsfihig .werden.

36*
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Erhéht man jetzt die Substratkonzentration von 8x10'? auf 8 x 1013,
8 %10 usw. Molekeln Crocin/ccm, so wird auch die Wassermenge, in der
man den Chloroformriickstand (der 1 cem der urspriinglichen Ldsung ent-
spricht) auflést, von 1 cem auf 10 cem, 100 cem usw. erhoht. Als Zeiten fiir
50 -proz. Umesterung wurden so gefunden:

Molekeln M3, M3, M3,
Crocinfccm Chl. typica (27%) Chl. dresdensis (19°) Chl. rigophilos (11.5%)
8x10t ..., 30 Min. (30, 35, 25%) 50 Min. (50, 50%) 47 Min. (40, 50, 50")
gx10w ... 5 Stdn. (5, 5, 5) 6 Stdn. (6. 6) . 51/, 8tdn. (5,5, 5Y,)
gx10w1 . .. 48 Stdn. (45, 55, 45) 57Y, Stdn. (55, 60) 55 Stdu. (50, 60, 55)
8x101 ... .. durchwegs noch nach 6 Tagen unwirksam.

Man erkennt, dall die fir 509, Umsetzung erforderlichen Zeiten der
Substratkonzentration annihernd proportional sind. Eine gegebene Ferment-
menge estert in dem untersuchten Bereich unabhingig von der gebotenen
Crocinmenge in gleichen Zeiten gleich viele Molekeln Farbstoffglykosid um.
Das crocinumesternde Ferment ist also wie das pikrocrocinspaltende schon
in erstaunlich verdiinnten Losungen (8 X 10'2 x 108} : (6.06 x 10%) = 0.000000012
molar, mit seinem Substrat gesittigt.

Absolute Wirksamkeit: Die zuletzt angefiihrte Versuchsreihe zeigt,
daf} ‘bei den jeweils optimalen Temperaturen die Wirksamkeit von typica-,
dresdensis- und rigophilos-Zellen annihernd gleich gro3 ist. Die aus 1 Zelle
stammende Fermentmenge vermag in 1 Sekunde ~35 Molekeln cis-Crocin
umzuestern. Diese Ubereinstimmung gilt aber durchaus nicht fiir alle Chlamy-
domonas-Gameten, -sondern nur deshalb, weil die ,,Valenz'‘ von Chlamydo-
monas typica, Chlamydomonas dresdensis und Chlamydomonas rigophilos
dieselbe ist (3) und weil zu den Versuchen des letzten Absatzes durchwegs
minnliche Gameten verwendet wurden (M3).

Priift man die Gameten beiderlei Geschlechts und aller 4 Valenzstirken,
so ergeben sich grofle Unterschiede des Umesterungsvermdégens.

Zeiten 50-proz. cis-Umsetzung in Minuten () bei py 7.0 (n/15-Phosphat); Ferment aus
je 2x10° Zellen/cem; Testzellen (2 und 2.

Molekeln ! }
Crocin /ccm F4 F3 F* F1 M1 M2 i M3 I
|
8x1012, . | g 1y 2’ 3 8’ 20’ l 40’ 120°
8x1013. ... 3 5 21’ 33’ 85’ 190" | 4207 1250"

Die weiblichen Geschlechtszellen sind also viel wirksamer als die ménn-
lichen. Die Wirksamkeit nimmt in der Reihe F*— F! und M! —» M* gesetz-
mafig ab. Es ist dieselbe Reihenfolge wie fiir das Verhdltnis cis: trans-
Crocetindimethylester, welches diese Gameten unter dem EinfluB des Lichtes
ausscheiden. Es .liegt nahe, hier einen ursichlichen Zusammenhang zu ver-
muten.

pr-Abhingigkeit: Die optimale Wasserstoffzahl fiir die fermentative
Umesterung des cis-Crocins ist pg 7.0. In Abbild. 3 findet man die pg-Kurven
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fiir  Chlamydomonas typica (M?), -Chlamydomonas rigophilos (M3), Chlamydo-
monas dresdensis (M®) und Chlamydomonas philothermos (M3). Die Versuche
sind mit 4 x1012 Molekeln Crocinjccm 0.5-proz. Methanol bei der jeweils
optimalen Temperatur angestellt. Als Puffer dienten m/,;-Phosphatgemische.
Ausgetestet wurde an M2 und F?-Gameten. Die Ordinaten in Abbild. 3
geben an 100/t (t = die fiir praktisch vollstiandige cis-Umesterung erforderliche
Zeit in Minuten). Da ein solches Mal}, aber auch die ganze Analysenmethode
in der Fermentkinetik nicht geldufig ist, soll die Bedeutung eines Einzel-
punktes einer py-Kurve genauer erliutert werden. Auf der typica-Kurve
liest man bei py 8.0 als Ordinate 0.4 ab. Jis waren also 100/0.4 = 250 Min.
Einwirkungszeit bei 27° erforderlich, bis aus den angewandten 4 x10!2
Molekeln Crocin;cem = 2 x 10'° Molekeln cis-Crocinjcem so viel chloroform-
16slicher cis-Dimethylester/ccm  entstanden war, als 2 x10® Test-Gameten
(Chlamydomonas f. simplex) zur Kopulation benétigten. Um diese Zeit zu
ermitteln, wurde dem Umesterungsansatz zunichst alle 15 Min., von 3 Stdn.
ab alle 30 Min. eine Probe von 1 cem entnommen, mit Chloroform ausge-
schitttelt und der Riickstand der Chloroformlésung in 1 ccm Wasser geldst.
Diese Losung wurde dann unter Standardbedingungen mit der Hg-Lampe
bestrahlt und festgestellt, ob nach der fiir die Umlagerung von 25%, er-
fahrungsgemaf} erforderlichen Belichtungsdauer von 25—35 Min. sich ein
cis-: trans-Dimethylestergemisch 3:1 gebildet hatte, dessen Konzentration
hinreichend war, um 2x10% Test-Gameten zu niehr als 95%, im Dunkeln
kopulationsfahig zu machen.
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Abbild. 3. pp-Abhiingigkeit der umesternden Fermente.

X —x Chlamydomonas typica (J'?) bei 27°

0—0 Chlamydomonas rigophilos ('3) bei 12¢
00— “Chlamydomonas philothermos (J'®) bei 27°
A—a Chlamydomonas dresdensis ('3) bei 19°
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Temperaturoptina: Mit derselben Methodik, die zur Ermittlung
der py-Kurven gedient hatte, wurden die Temperaturbereiche, innerhalb
deren die Umesterung des cis-Crocins cintritt, in m/,;-Phosphat von py 7.0
festgestellt. Das Ergebnis ist aus Abbild. 4 ersichtlich. Wihlen wir jene
Temperaturen, bei denen nach 500 Min. gerade noch die Mindestzahl von
10* Molekeln e¢is-Dimethylester/cem gebildet wurde, d. h. 0.2 als Ordinate
(sind die erforderlichen Zeiten noch langer, so werden die Werte zu ungenau),
so findet man die folgenden Grenzen, denen die Temperaturgrenzen fiir das
Kopulationsvermogen der intakten Gameten gegeniibergestellt werden. Die
letzte Spalte gibt die optimalen I'emperaturen an:

Die Gameten Die Fermentlésung | Temp.
kopulieren bei estert um bei opt.
in °C
Chl. typica (J®) . .ovvvviinnns 4—36 5—36 27
Chl. philothermos (5% .......... 4—30 7—-36 27
Chl. dresdensis (%) ............ 225 2—24 19
CHhl. rigophilos (F'¥) ............ 1--16 2—16 12
25 Es ist unerwartet, dal} die
o

Temperaturgrenzen der aus den
Gameten gewonnenen Ferment-
losungen so nahe mit denjenigen
iibereinstimmen, die fiir das Ko-
pulationsvermégen  der leben-
den Geschlechtszellen nafBlgebend
sind.

Umesterung durch Fer-
mentlésungen aus Zwitter-
zellen: Sowie aus den Gameten
der getrennt-geschlechtlichen For-
men lassen sich auch aus syné-
cischen Rassen Fermentlosungen
gewinnen, die im Dunkeln aus
cis-haltigen1 Crocin in Gegenwart
von 1/,9% Methanol cis-Crocetin-
dimethylester bilden. F!M!-Zellen
waren am stirksten, F4M!-Zellen

1 1 L 1 1 | . 5 N o M
4 7K u H w w w M schwichsten wirksam. Die

geschlechtsdeterminierende  Wir-
kung von Pikrocrocin und Sa-
franal gab Veranlassung, Um-

Abbild. 4. Temperatur-Abhiingigkeit der
umesternden Fermente,
0—0 Chlamydomonas rigophilos

A—A Chlamydomonas dresdensis esterungsversuche auch unter Zu-
X—x Chlamydomonas typica satz der beiden Termone anzu-
00— Chlamydomonas philothermos stellen. Wir fanden, daB Pi-

kroerocin aktiviert und Sa-

franal hemmt. :Die Aktivierung durch den Bitterstoff ist hei F4M! am
starksten ausgepragt.

Diese Versuche bedeuten einen ersten Schritt auf dem Wege zuni Ver-

stindnis der Termon-Wirkung. Bisher wullte man, dal} synoica-Zellen, die

man mit Pikrocrocin versetzt hat, mehr cis- als trans-Crocetindimethylester
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Zeiten fiir 50-proz. Umesterung bei pyp 7.0 und 20°. Pikrocrocin je 102 Molekeln/cem,
Safranal je 10® Molekeln/cem zugesetzt.

Rasse der Gameten Zusatz 2 Xclr(::;;:j(;l:ieln 8 Xcll_()(:;:{/(;l:;el“
FIMD (Y — 5 Min. 1 Stde.
IR (/+") ........... PPikrocrocin 3 Min. Y, stde.
F1 ! ('- Ho Safranal 9 Min. 11/, Stdn.
P (L — 11 Min, 2 Stdn.
17202 (ﬂt H o Pikrocrocin 2 Min. 1y Stde.
T2 (: S T Safranal 20 Min. 3t/, Stdn.
FMB3 (8 L - 20 Min. 31/, Stdu.
FaM? | ;‘3) ........... Pikrocrocin 1, Min. e Stde.
1733 (I'a) ........... Safranal 42 Min. 7Y, Stdn.
B 60 Min. 6 Stdn.
FaM4 ( h‘) ........... Pikrocrocin 1/ Min. 1/,, Stde.
M4 (f ) I Safranal 120 Min. 24 Stdn.

ausscheiden, d.h. weibliche FEigenschaften zeigen, wihrend nach Zusatz
von Safranal mehr trans- als cis-Ester ausgeschieden wird, d. h. funktionell
ménnliche Zellen entstehen. Nachdem sich jetzt gezeigt hat, da} die Bildung
von cis-Crocetindimethylester durch Pikrocrocin geférdert, durch Safranal
aber gehemmt wird, kann man erkennen, wie die Verschiebung des cis : trans-
Verhiltnisses zustande kommt: Die Termone aktivieren bzw., hemmen
die umesternden Fermente, denen die Bildung der Gamone
obliegt. Dabei mull betont werden, daBl eine Termonwirkung nur bei
Zwittern nachweisbar ist. Die Gameten der getrennt-geschlechtlichen Rassen
sprechen weder auf Pikrocrocin noch auf Safranal an. Das cis: trans-Ver-
hiltnis der zur Ausscheidung gelangenden Gamone ist bei den getrennt-
geschlechtlichen Chlamydomonas-Rassen erblich festgelegt und chemisch bis-
her unverriickbar.

91. Richard Kuhn und Franz Moewus: Wie kommen die Verhiltnis-
zahlen c¢is-:trans-Crocetindimethylester bei den getrennt-geschlecht-
lichen Rassen von Chlamydomonas zustande?

Aus d. Kaiser Wilhelm-TInstitut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Biologie.}

(Tiingegangen am 15. April 1940.)

Die Gamone von Chlamydomonus eugametos f. simplex, die bei Belichtung
der Gameten gebildet werden, sind keine einheitlichen Wirkstoffe, soudern
Gemische. Die weiblichen Geschlechtszellen (%) scheiden ein Gemisch von
3 Teilen cis- und 1 Teil trans-Crocetindimethylester, die méannlichen (:.%)
cin Gemisch von 1 Teil cis- und 3 Teilen trans-Ester aus!). Das cis-: trans-

1 R. Kuhn, F. Moewus u. D. Jerchel, B. 71, 1541 [1938].





