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A Crystalline Molybdophosphoric Complex of
Folic Acid

The role of molybdenum in biological systems has been
a subject of recent interest, since this trace metal is a
prosthetic group of the metalloflavoprotein enzyme,
xanthine oxidase-2. Several reports on its metabolic role
have appeared, which indicate a vital part for this mi-
neral3. Prolonged studies conducted by us on the action
of this metal have revealed a metabolic interrelationship
with the tocopherols®. Observations derived from this
work have yielded indirect evidence indicating the possi-
bility of molybdenum forming complex phospho com-
pounds iz vive with biologically vital organic molecules.

This prompted us to initiate a study of compounds of
molybdophosphoric acid with known biologically vital
substances. The first of this series; a complex of molybdo-
phosphoric acid and «-tocopherol has been reported ear-
lier® and its biological activity partially studied®. The
present communication is a brief summary dealing with
the preparation, characterisation, and biological activity
of a crystalline compound of molybdophosphoric and folic
acids.

Methods: A solution of analar molybdophosphoric
acid {B.D.H.) in glacial acetic acid {Merck G. R. No. 60}
1 gmol/ml is gradually added to a saturated solution of
folic acid in the same solvent until a clear precipitation
occurs. The crystals of the precipitated compound are
centrifuged, washed with glacial acetic and dried under
partial vacuum in a cool dark place. A part of this sub-
stance is subjected to elemental analysis. The rest of it is
dissolved in a minimum quantity of 0-1 N NaOH and
neutralised to pH 7-0. The neutral solution of the crystal-
line complex is dialysed against glass distilled water at
4°C for 24 h and the resulting solution lyophilised. The
solid complex is preserved in amber coloured vials.

Fig. 1: Microscopic appearance of the molybdophosphoric-folic acid

complex

A 2-5%, solution in Michaelis buffer pH 8-5and p = 0-1
was dialysed against the same buffer for 48 h at 4°C.
The dialysed sample was subjected to electrophoresis in
the Kern LK 30 microelectrophoresis apparatus and mole-
cular homogeneity established (Fig. 2}.

Analytical data: The substance decomposes at 340°C.
Found: C 37:3; H 4:2; N 13:2; P 0-5; Mo 18.7. C,y, Hyg,
Oy02 Ny P Moy, requires C 37-26; H 4:22; N 13-25; P 0-49;
Mo 18-49. The molybdophosphoric acid used was of Analar
grade with formula H, PO,-12 Mo O,.
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Fig. 2: Kern LK 30 electrophoretic pattern. Migration tiine 15 min

at 60 vfcm — Michaelis buffer pH 854 = 0-1

Biological activity: Normal albino rats treated parente-
rally with this compound, 10 mg/kg b. w., exhibited a
marked leucopenia. 24 h after administration of the test-
dose, there was an average fall of 4000 cells/mm?. Differ-
ential leucocyte count revealed a reversal of the normal
picture as evidenced by a suppression of the agranulocytes
(lymphocyte count) concomitant with a rise in the granu-
locytes (neutrophil count).

This complex exhibited antimetabolite activity against
folic acid using S. faecalis R. as the test organism. Dose
response against graded levels of folic acid has been noted
by inhibition of growth of S. faecalis R. in a folic acid
free basal medium.

The development of this crystalline substance is in-
teresting in that it resembles in behaviour the folic acid
antagonists such as aminopterin and methopterin?, con-
sidered to be effective tools for inducing remissions in the
acute leukemias®.

This work will be published in fuller detail elsewhere.
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Résumé

Un nouveau produit crystallin de ’acide folique avec
Pacide molybdophosphorique est décrit. Ce prodnit a été
soumis aux examens microscopique, électrophorétique et
analyse élémentaire. Ce produit provoque une leucopénie
chez les rats albines, ce qui indique une ressemblance pro-
bable aux antidotes de Vacide folique. D’autre part, P'ob-
servation a montré que ce produit a un effet inhibitif sur
la croissance des Stveptococcus faecalis R. dans des cul-
tures renfermant de l’acide folique a des degrés différents.

Uber den Phytodstrogengehalt einiger Pflanzen

In einer Reihe von Arbeiten wurden in verschiedenen
Pflanzen Stoffe nachgewiesen, die bei iiberméissiger Zu-
fuhr sexuelle Storungen bei weiblichen Tieren hervor-
rufen kénnen {Rosinson!, Buir?, Unxbperwoon?, Do-
HAN®, CHAMBERLAINS, Scuoor und Krerref). Die fiir
solche Stdrungen verantwortlichen sexualaktiven Stoffe
nannte ScHoor® Phytoo6strogene.

Die Mehrheit der erwidhnten Autoren nimmt an, dass
die PhytoOstrogene die Sterilitit der weiblichen Tiere
verursachen. Demgegeniiber stehen Arbeiten, die zeigen,
dass Phytodstrogene gewisse Funktionen des weiblichen
Organismus stimulieren konnen (BARTLETT?, CHENG ¢t al.?,
BuLASEVIC)®.

Fasst man die bisherigen Befunde der Phytostrogen-
forschung zusammen (KoLLERI®, CHURY 1), so kann man
sagen, dass das einseitige Betonen der Unfruchtbarkeits-
wirkung dieser Stoffe auf die geringe Kenntnis der Phy-
siologie der Karenz dieser Stoffe zuriickzufithren ist.
Nach den Ergebnissen der ausgedehnten Untersuchungen
von Scuoopr und KLETTE® 14sst sich eine Arbeitshypothese
aufstellen, die besagt, dass die Phytodstrogene sowohl nor-
male Reservoire sexualaktiver Stoffe wie auch phylo-
genetisch fixierte Stimulatoren der weiblichen sexuellen
Funktionen darstellen. Somit wire denkbar, dass eine
Uberdosierung, ebenso aber auch ein Mangel an diesen
Stoffen, zu unregelmissiger Sexualtitigkeit der Haustiere
fiihrt.

Diese theoretische Annahme iiber die biologische Be-
dentung der Phytodstrogene weist auf die Wichtigkeit
ihrer Erforschung hin.

In unseren bisherigen Versuchen priiften wir den Gehalt
dieser Stoffe in Hopfen, Rotklee, Erbsmehl und Kohl:
Hopfen soll von den bisher untersuchten Pflanzen die
grosste Phytodstrogenmenge enthalten (KocH und
Heim!?); die Verfiitterung von Erbsen fithrt bei Ratten-
weibchen zur Sterilitit (Sanyal!®); Rotklee wurde als
Phytodstrogendepot von verschiedenen Autoren beschrie-
ben; Kohl soll nach RosENBERGER* bei Kiihen nebst
«Kohlanimie» auch zu sexuellen Storungen fithren.

In diesen Pflanzen wurde der Phytodstrogengehalt an
kastrierten Rattenweibchen und infantilen M&usen be-
stimmt. Bei den Ratten wurden die Proben intravaginal,
bei den Miausen subkutan oder peroral gegeben. Die
Menge der verabreichten Olldsung betrug bei Miusen
0,01-0,04 ml pro Tag, bei den Ratten 0,02-0,04 ml. Die
Ollssungen wurden wihrend 4 Tagen verabreicht. 48 h
nach der letzten Injektion wurden die Mause getttet und
die Uterusgrosse bestimmt. Die RoBinsonsche! Methodik
der Uterusgrissebestimmung haben wir modifiziert: das
Herauspriaparieren der Uteri wurde erst nach einer
24stiindigen Alkohol-Formalin-Fixation vorgenommen.
Die Organe wurden mit Filterpapier getrocknet und auf
einer Torsionswage gewogen. Bei Ratten wurde die Wir-
kung mittels Vaginalabstrichen verfolgt.
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Der Effekt der so gepriiften Olldsungen wurde auch
histologisch an Schnitten von Vagina und Uterus verfolgt.
Die Empfindlichkeit der Mause und Ratten wurde durch
Titration mit Ostradiolbenzoat ermittelt. Bei Miunsen
wurde die Menge der Phytodstrogene im Material mittels
einer Titrationskurve von 0,002-0,012 y Ostradiolbenzoat
bestimmt.

Die Extraktion der Phytodstrogene aus dem Pflanzen-
material wurde mit kochendem 969, Alkohol 3mal wieder-
holt und die Extrakte nach Verdampfen durch Ansduern
mit Oxalsiure von Phytin und Chlorophyll befreit. Nach
Filtration und Alkalisierung mit N NaOH wurde bei
100°C 10 min hydrolysiert, dann mit N HCl angesduert
und nachher mit Ather extrahiert." Die Atherextrakte
wurden iiber Natrinmsulfat getrocknet, der Ather ab-
destilliert und das Residuum in Olivendl gelost. Die Menge
des Oles wurde so gewdhlt, dass 1 ml der Ollésung 5-10 g
des Pflanzenmaterials entsprach.

In allen von uns untersuchten Pflanzen wurden Phyto-
bstrogene nachgewiesen (Abb. 1-4). Im Hopfen betrigt
die Menge der Phytodstrogene 1050 bis 2000 y/kg, im
Rotklee 6 bis 9 y, im Erbsenmehl 4-6 y und im Kohlkraut
24 y/kg.

‘Vergleichen wir unsere Versuchsergebnisse mit den An-
gaben der Literatur, so finden wir gute Ubereinstimmung
beim Rotklee; nach BARTLETT® enthdlt diese Pflanze
7 v/kg, nach CaENG? 8-16 y/kg. Beim Hopfen sind unsere
Befunde von jenen Kocus und HEurvs? verschieden; sie
stimmen jedoch mit der Angabe iiberein, dass Hopfen die
bisher an Phytodstrogenen reichste Pflanze ist. Betref-
fend der Befunde beim Kohl konnten wir unsere Befunde
nicht vergleichen, weil diese Pflanze bisher auf Phyto-
dstrogengehalt nicht untersucht wurde. Nach unseren
Befunden kénnen nun die dlteren Befunde und Angaben
ROSENBERGERS M iiber die Sexualstorungen bei Kiihen
nach Kohlverfiitterung durch die Anwesenheit von Phyto-
dstrogenen erklirt werden.

Abb. 1: Gebidrmutter von Versuchs- und Kontrolimiusen; 1. Maus,
mit Hopfenextrakt behandelt; 2. Kontrollmaus, Olivensibehandlung;
3. Maus mit Ostradiolbenzoat behandelt; 3,5fache lineare Vergrds-
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