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60. RichWd Kulin und Irmentraut Low:  fjber die Isolierung von 
krystfl&ertem Rutin, Quercetin, Isorhamnetin und trans-Crocetindime- 

thylester aus Gameten yon Chlamydomonas-Mutanten. 

CHBMIBCBE BE&ICETE 1 

--A+ 

[Aus dem Kaiser-Wilhelrn-Iwtitut fur- Medizinische Forschung Heidelberg, 
Institut fur Chemie.] 

(Eixgegangeq am 7. Jus i  1948.) 

Far die Isolieruqg gameten-wirksamer Stoffe hahcn sich gewisse 
Mutanten von Chlam ydomonus als besoqders gccignet enviesen. Die 
Nomenklutur der Gene und die genetischen Formeln der priiparativ 
aufgearbeiteten Klone werdcn kurz erliiutert. Als kopulationsverhin- 
derqder Wirkstoff, den die kopulatioqsunfahigen ru+-Zellen (Mutante 
Nr. 1) ausscheiden, wurde Quercetin-3-rutino~id (Rutin) isoliert. Eine 
Vorstufe dieses Plavoqolglykosids, die von NO -Zellen (Mutante Nr. 2) 
gebildet wird, hat sich als Quercetin enviesen. Als Gmotermcm der 
irha+-Zellen (Mutante Nr. 3) gelanges Quercetin-3’-methyliither (Iso- 
rhanqetin) krystallisiert zu gewinqen. Der Geifielwuchsstoff, den so- 
wohl 8 wie 9 Gameten der cro+-Rasseq (Mutanten Nr.5 und 6) 
produzieren, konnte durch Umesterung in krystallisierten trans-Cro- 
cetindimethylester (0.5% des Trockerigewichts der Gameten) vom 
Schmp. und Miudi-Schmp. 215O verwandelt werden. 

Die Gameten von Chlam ydomonas eugametos scheiden Wirkstof fe aus, die 
durch krystallisierte Stoffe aus den Sexualorganen einer Blutenpflanze, nam- 
lich durch Crocin, cis- und trans-Crocetindimethylester, 4-Oxy-2.6.6-trimethyl- 
A‘-tetrahydrobenzaldehyd und Isorhamnetin aus den Narben bzw. Pollen von 
Crocus (salivus und Sir fohn Bright) ersetzt werden konntenl-7). Die Aus- 
sicht, diese hochwirksamen Stoffe aus den Gameten der Grunalge selbst zu 
isolieren, erschien gering angesichts der iiuUerst kleinen ausgeschiedenen 
Mengen. 

Ein vor 10 Jahren unternommener Versuchl) hat aus 117 1 Kulturfiltrat 
der Wildform von Chlamydomonas eugametos zu einem Ronzentrat gefuhrt, 
in dern etwa 0.3 mg eines Carotinoids colorimetrisch nachweisbar waren, das 
durch Einwirkung von Alkali auf die methanolische Lijsung7) in einen chloro- 
formloslichen Farbstoff mit den Absorptionsbanden des trans-Crocetindime- 
thylesters verwandelt werden konnte. 

, 

Nomenk la tu r  d e r  Gene und  Mutanten.  
Im Lauf der letzten Jahre ist es F. Moewus gelungen in den Besitz von 

Chlamydomonas-Mutanten zu gelangen, von denen einzelne auf Ornnd der bio- 

1) R. Kuhn ,  P. Moewus u. D. Jerche l ,  B. 71, 1541 [1938]. 
2) R. K u h n ,  F. Maewus u. G. W e s d t ,  B. 72, 2187 [1939]. 
3) R. K u h n  u. F. Moewus, B. 73, 647, 559 [1940]. 
4)  R. K u h n  u. I. Low, B. 74, 219 [1941]. 
6 )  R. K u h n  u. I. Low, B. 77, 196, 202, 211 [1944]. 
6) R. K u h n ,  F. Moewus u. I. Low, B. 77,219 [1944]. 
7) P. Kar re r  u. A. Helfenstein,  Helv. chim.Acta 13, 392 [1930]. 
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logischen .Teste solche Stoffe anscheinend in erheblichexl Mengen bilden und 
ausscheiden. Von diesen Mutanten hat F. Moewus bishe die folgenden in 
groBeren Mengen herangeziichtet und uns zur praparativen Aufbbeitung uber- 
geben : 

K u h n , Low : Isolierung von krystallisier’lfm Rutin, __ 

Mutante Nr. 1 irhao moto cro+ gathe+ ru+ pyo . . . . 
Mutante Nr. 2 irhao moto cro+ gathe+ ru0 pyo , . . . 
Mutante Nr. 3 irha+ mot+ croo gathe+ 111710 py+ . . . . 
Mutante Nr. 5 9 irhao mot+ cro+ gatheo ru0  py+ . . . . 
Mutante Xr. 6 irhao mot+ crof gathe0 ruo py+ . . . . 

9 
9 
9 

d 
Zur Erlauterung der genetischen Symbole sei der folgende Auszug aus einer 

Tabelle von F. Moewus, die sich auf 60 festgestellte und lokalisierte Gene 
bezieht, hier wiedegegeben : 

Bezeichnung der  Gene bei C h l a m y d o m o n a s  nach F. Moewus. 
F = Realisator fur 9 Geechlecht, M = Realisator fur d Geschlecht. 

Symbol*) Die Zelle bildet 
mot+ Gamone und Termone 
cro+ GeiSelwuchsstoff 
gathe+ Gamone 
MD+ 
irha+ Gynotermon 
P+ Androtennos I1 
N+ kopulatioqsverhindernden Wirkstoff 

s+ 

pikrocrocinspaltendea Ferment u. Androtermdn 1 

Pyrenoid 
Augenfleck 

PY+ 

Chlamydomonas eugametos f .  typica (Wildform von 1928)8): 
3 M irhao MD+ mot+ cro+ gathe+ pae+ NO .... Py+ 8+ .... 
9 F irha+ MDO mot+ cro+ gathe+ paeo NO . . . . py+ 0+ .... 

*) Die gleichen Symbole mit dem Index 0 (also z.B. moto) bedeuten, da13 das betref- 
fende genetische Merkmal bzw. der von diesem Merkmal abhiisgige Stoff nicht vorkommt. 

Der  kopulations-verhindernde Wirkstoff .  
Die Mutante Nr. 1 ist hervorgegangen aus der kopulationsunfahigen Chla- 

mydomonas eugametos f. agametos, die in Portugal 1934 aufgefunden und be- 
reits kurz beschrieben wurdeO). So wie die Wildform Chl. eugametos f. agametos 
scheidet auch die Mutante Nr.1 in die Kulturlosungen einen Stoff ab, der kopu- 
laqonsfahige Gameten von Chl. eugametos f .  typica daran verhindert, Kopu- 
lationspaare und Zygoten zu bilden. Es war bekannts), da13 Rutin kopulations- 
verhindernd wirkt und dalb unter den Standardbedingungen - 50000 Molekiile 
Rutin pro Zelle erforderlich sind. Die weitere Feststellungs), daB von 30 ge- 
priiften Plavonol-, Flavanon- und Chalkon-glykosiden einzig und allein Rutin 
wirksam war, lieB bereits die Vermutung zu, da13 Chl. f. agametos dieses oder 
ein sehr iihnliches Glykosid des Quercetins bildet. 

Es ist jetzt gelungen, aus der Mutante Nr.1 R u t i n  in krystallisierter Form 
zii gewinnenlo). Der aus den Gsmeten gewonnene Stoff stimmt nicht nur im 
Schmelzpunkt, in der elementaren Zusammensetzung und krystallographisch 

9 F. Moewus, Naturwiss. 84, 282 [1947]; in dieser Yitteilung erscheint die Mu- 
lo) VorliiUrige Mitteil.: Naturwiss. 84, 283 [1947]. 

F. MOBWUB, Arch. Protistenkunde 76,284 [1931]. 

ate Nr.1 unter der Bezeichnung ru+ moto. 
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(Debye-  S c h e r r e r -  A$&hnien) mit einem Vergleichspraparat aus Buch- 
weizen uherein, Ksndern auch in der Wirksamkeit gegenuber kopulationsfahigen 
Chlamydmonas-Ganieten (-50000 Mol. pro Zelle). Ershunlich hoch war die 
Ausbeute (7-8% vom Trockengenicht der Zellen). Die Ausbeute an Rutin.  
scheint allerdings von noch unbekarintcn Faktoren bei der Ziichtung, Isolie- 
rung und Trocknung der Klone abzuhhngen. 

Q u e r s m r h a m n e t  in und trans- Crocet indim ethylester. - 

V o rs t 11 f e d e s k o p u 1 a t  i o n  s v e r h i n d e r n den  W i r k s  t o  f f s .  
Die Mutante Nr.2 scheidet keinen kopulationsverhindernden Wirkstoff aus, 

obwohl sie aus der kopulationsunfiihigen Mutante Nr. 1 hervorgegangen ist. 
In  Ubereinstimmung damit hat die prkparative Aufarbeitung von Klonen der 
Wutante Nr. 3 kein Hutin ergeben. Dafiir konnten wir daraus Quer  ce  ti n 
(2 yo vom Trockengewicht der Zellen) krystallisiert erhalten. Dieses wurde 
durch Elementltranalyse und durch den Hisch-Schmp. (192-lO3O) der Penta- 
acetyl-Verbindungen mit einem durch Hydrolyse von Quercitrin gewonnenen 
Quercetin-Praparat identifizieft. Will man die Ausbeute mit derjenigen von 
Rutin aus der Mutante Nr. 1 vergleichen, SO ist zu beriicksichtigen, daB sich 
die Mo1.-Gewichte von Quercetin und Hutin wie 302 : 610 verhalten. 

Eine Wirkung von Quercetin auf Chlamydornhs-Gameten ist bisher nicht 
bekannt. Als chemischer Grundstoff des Rutins und des Isorhamnetins kommt 
jedoch das Quercetin auch biogenetisch als Vorstufe dieser beiden Wirkstoffe 
in Bet&cht. 

G y n o t e r r n o n  v o n  Chlamydornonm.  
Die Mutante Nr. 3, ein weibliches Klon mit pyrenoidhaltigen Zellen, stammt 

von der U'ildform Chl. f. euganietos a b  und zeichnet sich durch starke Termon- 
wirkung gegenuber Zwitterzellen aus. Die im Versuchsteil beschriebene pra- 
parative Aufarbeitung hat zu krystallisiertem I s o r h a m n e t i n  (1.4% des 
Trockengewichts) gefiihrt. Die daraus dargestellte Acetylverbindung ergab 
mit totslsynthetischem Tetraacetyl-isorhamnetinll) keine Erniedrigung des 
Schmelzpunkte (205-207O). Wahrend bis jetzt lediglich nachgewiesen war, 
daB Isorhamnetin als Gynotermon auf Zwitterzellen von C h b t  ydomonas zu 
wirken vermag be), ist nunmehr erwiesenIa), daB dieser bisher nur in Bliiten- 
pflanzen nachgewiesene Flavonol-Farbgtoff in unserem Phytoflagellaten tat-  
sachlich vorkommt und hier die physiologische Rolle eines phanotypisch ge- 
schlechts-determinierenden Stoffs spielt. Das &us den Gameten der Mutante 
Nr. 3 isolierte Isorhamnetin hat F. Moewus im Termon-Test nicht von syn-  
thetischem Qu e r  ce  tin-3'- rn e t h  y l a  t h e r  unterscheiden konnen. 

Fur dtls Vorliegen von Quercetin, Rutin oder anderen Flavonol-Farbstoffen 
hat sich bei der Verarbeitung von Mutante Nr. 3 kein Anhaltspunkt ergeben. 
Hervorzuheben ist, daB im Methanolauszug auch, kein Crocin ohemisch naoh- 
gewiesen werden konnte, was damit ubereinstimmt, daB Nr. 3 keinen GeiSel- 
wuchsstoff'3) abgibt und eine woo-Mutante darstellt. 

11) T. Heap u. R. Robinson,  J a m .  &em. SOC. London 19'26, 2336; R. K u h s  u. 
I. Lbw, B. 77, 196 [1944]. 

12) Vorleufige Mitteil.: Naturwies. 84, 374 [1947]. 
13) In friiheren Mittcilungcn ale Beweglichkeitestoff bezeichnct. 
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D e r G e i 13 e lw u c h s s i. o f f. 
Fiir Versuchc zur Isolierung des GeiRelw~iclisst.offs (Ne'li ~~lichl;eit.sstoffs), 

der nicht geschlechts-spezifisch ist, standen die Nutanten XI.. 6 imd Xr. 6 ziir 
Verfiigung. Rlit Ausnahme des Oeschlechts (Xr. 5 ist 9, Kr. 6 ist stininirri 
diese heiden Mutanten genetisch iiberein : die Farbe der getrockneten Zelleri 
war schon fur das freie Auge voii derjenigen der bisher beschriebeneri Khiire 
erheblich verschieden, riiimlich nicht griin, sondern .mehr olivbraun. 

Xwh Estraldion der Chlorophylle durch Benzol und Xther erhiilt inan iiiit 
70-proz. iMethaiiol aus Nr. 5 und uus Nr.6 tief orangefarbene Liisungen,. die 
nach dein Verdiinnen niit Wasser keinen Farbstoff an Chloroform abgebeii. 
Versetzt, nian jedocli die Metlianolauszuge mit etwas I<alilauge, so lLBt sicli 
fast aller Farbstoff nach Zusatz von Wasser niit Chloroform ausschutt.eln. Ks 
war noch nicht miiglich, den ~vasserlosliclien ora.ngerot.en Farbstoff, der sich 
im Uniesteruiigsrersiich wie Crocin i ius  Safrnn verhlilt, krystallisiert zn gv- 
wiimen. Der durch alldische T Tmesterung daraus hervorgegiingene chloro- 
forinldsliche Farbst,off murde jedoch nacli chroinatographischer Keiniguiig so- 
fort in schijnen ziegelroten Ithoiiihen erhalten, die nach den1 -l;itikl.\-~tallisiei,eii 
AUS Chloroform + Methanol init, truns- Cro ce t i nd i  me t hyles t e r  iius Safraii 
keine 'Erniedrigung des Schmelzpunkts (21.50) gaben und niit dieseiii auch 
spekt,roskopisch genau iibereinstimniten. Die' Ausbeute betrug 0.5:" \'oiii 

Trockengewicht, der Gumeten (Nr. 5 )  ; der walire Gehalt diirfte in Anbe!trucht 
des glntten Yerlaufs der TTmesterung und der Kiptallisation niir wenig hiihei. 
liegen. 

Das Vorkoinrnen eines crocinahnlichen Crocetin-Derivats hat sicli soiiiit, f i i r  
flilnn~~rlonion~us-Cra.nieteii priiparutiv sicherstellen lassen. 

Beschroibung der Versuohe. 

1.) H u t i n  a u s  r i t f -Zel len (Mutaqte  Xr.1): 4.2 g bei 500 getrocknetr Zellen drr 
Mutank Xr.1 wurden 2mal mit jc BOO ccm Mctliaaol je 1 Stdc. unter RiickfluI? ausgr- 
kocht. Die vcreisigten tiefgrusen Auszugc haben wir i.Vak. auf 15 ccm.eiqccngt, niit 
90 ccm Wusser verdiisat uqd durch eiqe 2 cm hohe Talkschicht (Glas-Sintenutsche 3(+3 
\'on 4 cm Durchmesscr) vollkommen klar filtriert. EH wurde so Iangc Methanol Wasser 
(1 : 2) auf die Nutsche gegebea, bis die ablaufende Fliissigkeit nicht mehr gelb war (-1.50 
ccrn). Wischt man zu lang, so geht Chlorophyll in das Filtrat, uad nian mu13 nochmals 
durch Talk filtriercq. 

Nach dem Einewen des gelben Filtrats auf etwa 100 ccm fielea uber Nacht 280 mp 
hellgelbe, glitzernde Kadels aus, deren Menge beim Eincngen der Mutterlauge auf 60 ccm 
nur noch urn 10 mg zunahm. Ausb. 70,; des Trockengewichts. Zur Analyse wurde ails 
Wasser umkrystallisiert und bei 110" i.Vak. getrocknet. 

C,,H,,O,, (610.3) Ber. C53.13 H 4.96 Gef. C53.17,54.97 H5.24,5.13. 
Die methoxylfreie Substunz schmolz bei 189-1!100 (unkorr.) und zersetzte sicli bci 

ctwa 200Oso wieaus Buchweizeqbliltterngewonnc~esRutin. AuchdieDe b y e - S c h e r r e r -  
Aufnahmcn baider Priiparate waren identisch. 

In weiteren Versuchen wurden &us 4.0 g Trockenzellen 90 nig und aus 1.i g Trocken- 
aellen 12 mg Rutin erhalten. 

2.) Q u e r c e t i n  a u s  ruo-Zel len  ( M u t a n t e  Nr.2): 5.0 g hei SOo getrocknete Zellen 
tlcr Mutante Xr.2 wurden 2mal mit je 250 ccm trockencin Ather ausgekocht. Nach dem 
Verdampfeq des Liisimgsmittals hinterblieb ein gelbgriiner, wachsartiger Riickstand, dcr 
mit 50 ccm Rewin+ Benzol(1 : 1) digeriert wurde. Das &bei nicht is Li)suw gegtngerie 
rahe Quercetis (100 mg) habra wir bei 130° i.Vak. getrocknet und mit 10 ccm Essigsaurv- 
anhydricl+ 4 Tropfen Pyridin 2 Stdn. unter RiirkfluD gekocht. Nach dem Zersetzrn mit 



Nr. 5/1948] Quercetin: Imrhamnetin und trans&ocetindimethylester. 367 -- 
Eiswasser U S ~ .  wude bus 96-pro~. Alkohol Pentaacc tg l -querce t in  in farbloses Na- 
deln vom Schmp. uWI Wch-Schmp. 192-193O (unkorr.) crhalten. 

Die Substam erwies sich als methoxylfrei. AmchlieBcnd an die hherextraktios wur- 
dw db ~ ‘ ~ - Z e l l e n  noch mit Methanol ausgekocht. Dieser Methanolauszug wurde mit 
.T+%f? nicht gelb, und es lieB sich daraus weder Quercetiq noch Rutis isolieren. Selbst 
dle empfindliche Fluorescenzreaktion rnit Borsaure-Citroneqsiure auf Flavonole fie1 
negativ aus. 

3.) Isorhamnetin aus irha+-Zellcn (Mutante Nr.3): 5.0 g bei 500 getrocknete 
Zellen der Mutante Xr. 3 wurden 2mal mit 500 ccm Benzol je 1 Stde. ausgekocht uqd die 
vereinigtes Susziige zur Trockne eingeengt. Beim Anreibeq rnit 25 ccm Benzol hinter- 
blieben etwa 15 mg krystalliner Flavonol-Farb&off. Die Hauptmerge ging in Losung, 
als das rnit Iknzol erschopftc Zellmaterial rnit Ather (2mal je 500 ccm, trocken) ausge- 
kocht wurde. Der Ather hhkrlieB cis gruwtichig gelbes Krystallisat, nach dem Waschen 
mit wenig Methanol 70 mg. Hiervon haben wir 60 mg mit 5 ccm Essigsaureanhydrid + 
3 Tropfes Pyridis 2 S a .  gckocht. Nach der ublichen Aufarbeitux krystallisierte aus 
20 ccm Methanol Tetraaeetyl-isorhamqotin in farblosen Nadeln vom Schmp. und 
Misch-Srhmp. 205-207° (unkorr.). Zur Analyse wurde bei 80° i.Vak. getrocknet. 

c,~,)T,,,o,, (512.2) Ber. C 58.58 H 3.94 Gef. C 58.71 H 4.05. 

C24H20011 (484.2) Ber. C 59.4 OCH3 6.40 

99 6.60 (synthet.Vergleichs- 
priiparat). 

Gef. $ 9  60.0 B , 60.12 9 )  4.45, *.16 4.55 9 9  6.30 (qstiirl. Praparat) 
$ 9  w 59.36 91 4.25 

4.) trans-Crocetindimethylester aus cro+-Zellen (Mutante Nr  5): 8.8 g bei 
500 getrocknete 2-diozische Zellen der Mutante Nr. 5 wurden 2mal rnit je 750 ccm Bern01 
unter gelegentlichem Umschutteln 24 SMn. bei etwa 20” stehengelassen und hierauf 2mal 
mit je 750 ccm trockenem Ather in gleicher Wcisc extrahiert. AnschlieSedd crfolgte die 
Extraktion des Crocks mit 70-proz. Xethanol. Dcr 1. Auszug (mit 60 ccm 70-proz. 3fe- 
thanol, 3 Stdn. bei etwa 20°) ergab 50 ccm ciner tief orangefarbencn Lijsung, von der eine 
Probe nach Zusatz von Wasser gar keinen Farbstoff an Chloroform abgab. Diesen Auszug 
hsben wir rnit 5 ccm 10-proz. Kalilauge vmetzt, wobei ein hellgelbcr flocki er Nieder- 
schlag susfiel, der mit ziegelroten Krystiillchen durchsetzt war. Kin zweiter u s 1  ein dritter 
Auszug mit 70-proz. Methanol (je 60 ccm) wuden in gleicher Weise verarbeitet. Die ab- 
zestrifugicrtea Fallungen wurdes mit Methanol -I Wasser (1 : 1) in einen Seheidetrichter 
gespiilt und 2mal mit Chloroform, insgcsamt 50 ccm, ausgeschiittelt. Die tief orange- 
farbese Chloroformschicht haben wir sehr griindlich rnit Wasser gewaschen, iiber Natrium- 
s’ulfat kurz getrocknet und i.Vak. verdampft. Der rote krystallin. Riickstand wurde in 
50 ccni Benxol warm gelost, mit 50 ccrn Benzin (Sdp. 80-110°) vercluwt m d  an Alumi- 
niwnoxyd (Brockmaqn, Hohe der Siiule 15 cm, Durchmesser 2 cm) chromatographiort. 
Eqtwickelt wurde mit 180 ccm reinem Bewol, wobci zuoberst in der Saule nur wenig 
Vernnreiniguagcn hiingen blieben und der trans-Ester in breiter orangefarbener Zone bis 
gcgen das uqtere Ende der Saule wanderte. Eluiert wurde rnit Bewol unter Zusatz von 
etwas Methanol und das Eluat i.Vak. zur Troche eingeengt. Es hinterblieben 40 mg 
srhiin krptallisierter trans - Cro ce t in  dime t hy les t e r  (0.5% voin Trockengew. der Game- 
ten), dio zur Analyse aus Chloroform -+ Vethanol 2mal umkrystallisiert wurden. Schmp. 
und Misch-Schmp. mit einem aus Safran gewowenen, gleichfalls chromatographisch gerei- 
ni@q und umkrystallisierten Priiparat 215O (uqkorr.) 

C,&,,,O, (356.2) Ber. C 74.12 H 7.92 
9 )  7-98, 7.85, 7.83. 

sorptiomspektrum ,(GittermelJspektroskop nach Lowe-Schumm) uberein : 

Gef. 39 73.65,73.48, 73.53 
Beide haparate stimmtcn auch krystallographisch (ziegelrotc Ithomben) w d  im Ab- 

Liisungsmittel : Benzin vom Sdp. 80-4100; trans-Ester aus Chlainydonionas 450.5 
425 mp, frans-Ester aus Safran 46Q.5 425 mp. 


