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A Crystalline Molybdophosphoric Complex of 
Folic Acid 

The rote of m o l y b d e n u m  in biological sy s t ems  has  been 
a sub jec t  of recen t  in teres t ,  since th is  t race  meta l  is a 
pros thet ic  g roup  of t he  me ta l lo f l avopro te in  enzyme,  
xan th ine  oxidase  ~,~. Several  repor t s  on i ts  metabol ic  role 
have appeared ,  which  indica te  a v i ta l  p a r t  for th is  mi- 
neral 3. P ro longed  s tudies  conduc t ed  by  us on the  act ion 
of th is  me ta l  have  revea led  a metabol ic  in te r re la t ionsh ip  
with the  tocophero l s  4. Obse rva t ions  der ived  f rom this  
work h a v e  yie lded ind i rec t  ev idence  ind ica t ing  the  possi- 
bil i ty of m o l y b d e n u m  forming  complex  phospho  com- 
pounds  in  vivo wi th  biological ly v i ta l  organic  molecules.  

This  p r o m p t e d  us  to  in i t ia te  a s t u d y  of compouflds  of 
mo lybdophosphor i c  a~id wi th  k n o w n  bioIogically v i ta l  
substances .  The first  of  th is  series ; a complex  of molybdo-  
phosphor ic  acid and  e - tocophero l  has  been  repor ted  ear-  
lier 5 and  i ts  biological  a c t i v i t y  pa r t i a l ly  s tudied  ~. The 
present  c o m m u n i c a t i o n  is a br ief  s u m m a r y  dealing wi th  
the p repa ra t ion ,  character !sa t !on,  and  biological ac t iv i ty  
of a c rys ta l l ine  c o m p o u n d  of mo lybdophospho r i e  and folic 
acids. 

Methods:  A solut ion of ana la r  mo lybdophosphor i c  
acid (B.D.H.)  in glacial  acet ic  ac id  (Merck G. R. No. 60) 
1 #mol /ml  is g radua l ly  a d d e d  to  a s a t u r a t e d  solut ion of 
folic acid in t he  s a m e  so lven t  unt i l  a c lear  p rec ip i ta t ion  
occurs. The  c rys ta l s  of t h e  p rec ip i t a t ed  c o m p o u n d  are 
centr i fuged,  washed  wi th  glacial acet ic  and  dr ied  unde r  
part ia l  v a c u u m  in a cool da rk  place.  A p a r t  of th is  sub-  
stance is sub jec t ed  to  e l emen ta l  analysis .  The res t  of it is 
dissolved in a m i n i m u m  q u a n t i t y  of 0.1 N N a O H  and  
neutral ised to  p H  7.0. The neu t r a l  solut ion of the  crys ta l -  
line complex  is d ia lysed  aga ins t  glass dist i l led wa te r  a t  
4°C for 24 h and  the  resu l t ing  solut ion lyophil ised.  The 
solid complex  is p rese rved  in a m b e r  coloured vials. 

Fig. ~: Kern LK 30 electrophoretic pattern. Migration time 15 rain 
at 6-0 v/cm - Michaelis buffer pH 8-5/* = 0"1 

Biological  act ivi ty:  Normal  a lbino ra t s  t r ea t ed  pa ren te -  
ra l ly  w i th  th is  c o m p o u n d ,  10 mg/kg  b . w . ,  exh ib i t ed  a 
m a r k e d  leucopenia .  24 h a f te r  a d m i n i s t r a t i o n  of the  test"  
dose, t he re  was an average  fall of 4000 cel ls / ram 3. Differ-  
en t ia l  l eucocyte  coun t  revealed  a reversa l  of the  no rma l  
p ic tu re  as ev idenced  by  a suppress ion of the  ag ranu locy tes  
( l y m p h o c y t e  count)  c o n c o m i t a n t  wi th  a rise in the  granu-  
locytes  (neut rophi l  count) .  

This  co mp l ex  exh ib i t ed  an t i me t ab o l i t e  ac t iv i ty  aga ins t  
folic acid us ing S. ]aecatis R. as t he  t e s t  organism.  Dose 
re sponse  aga ins t  g raded  levels of folic acid has  been  no ted  
b y  inh ib i t ion  of g ro w t h  of S . /aeca l i s  R. in a folic acid 
free basa l  med ium.  

The  d e v e l o p m e n t  of  th is  c rys ta l l ine  subs t ance  is in- 
t e res t ing  in t h a t  it  resembles  in behav iou r  t he  folic acid 
an t agon i s t s  such  as a m i n o p t e r i n  and  m e t h o p t e r i n  7, con- 
s idered to  be ef fec t ive  tools  for induc ing  remiss ions  in the  
acute  leukemias  8. 

This  work  will be  pub l i shed  in fuller de ta i l  e l sewhere .  
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Fig. 1: Microscopic appearance of the molybdophosphoric-folic acid 
complex 

A 2.5% so lu t ion  in Michaelis  buffer  p H  8.5 and  # = 0.1 
was d ia lysed  aga ins t  t he  s ame  buffer  for  48 h a t  4°C. 
The d ia lysed  sample  was  sub j ec t ed  to  e lec t rophores is  in 
the  K e r n  L K  30 microe lee t rophores i s  a p p a r a t u s  and  mole- 
cular h o m o g e n e i t y  es tab l i shed  (Fig. 2). 

Analy t ica l  d a t a :  The subs t ance  decomposes  a t  340°C. 
Found :  C 37.3; H 4.2; N 13.2; P 0.5; Mo 18.7. Ca94 H,~, 
Ox02N~* PMOl2 requ i r e s  C 37.26; H 4,22; N 13.25; P 0.49; 
Mo 18.49. The m o l y b d o p h o s p h o r i c  acid used was of Anala r  
grade wi th  fo rmula  H a PO4" 12 Mo 0 3. 
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Rdsumd 

U n  n o u v e a u  p r o d u i t  c rys t a l l i n  de  l ' ac ide  fol ique avec  
t ' ac ide  m o l y b d o p h o s p h o r i q u e  es t  d6cri t .  Ce p r o d u i t  a 6t6 
soumis  a u x  e x a m e n s  microscopique ,  61ec t rophor6 t ique  e t  
ana lyse  616mentaire.  Ce p r o d u i t  p r o v o q u e  une  leucop6nie  
chez  les r a t s  a lb ines ,  ce qu i  i nd ique  une  r e s s e m b l a n c e  pro-  
b a b l e  a u x  a n t i d o t e s  de  l ' ac ide  folique. D ' a u t r e  p a r t ,  Fob-  
s e r v a t i o n  a m o n t r 6  que  ce p r o d u i t  a u n  ef fe t  i n h i b i t i f  sur  
la  c ro issance  des Streptococcus [aecalis R. d a n s  des  cul-  
tu res  r e n f e r m a n t  de l ' ac ide  fol ique ~ des  degr6s di f f6rents .  

t~ber den PhytoOstrogengehalt einiger Pflanzen 

I n  e iner  Re ihe  yon  A r b e i t e n  w u r d e n  in v e r s c h i e d e n e n  
P f l a n z e n  Stoffe nachgewiesen ,  die bei i iberm~issiger Zu-  
fuh r  sexuel le  S t 6 r u n g e n  bei  we ib l i chen  T ie ren  h e r v o r -  
ru fen  k S n n e n  (ROBINSON 1, BULL 2, UNDERWOOD 3, DO- 
ItAN 4, CHAMBI~RLAIN 5, SCHOOP u n d  KLETTES). Die ffir 
solche S t 6 r u n g e n  v e r a n t w o r t l i c h e n  s e x u a l a k t i v e n  Stoffe 
n a n n t e  SCHOOP e P h y t o 6 s t r o g e n e .  

Die M e h r h e i t  d e r  erw/~hnten A u t o r e n  n i m m t  an,  dass  
die P h y t o 6 s t r o g e n e  die S t e r i l i t~ t  de r  we ib l i chen  Tiere  
v e r u r s a e h e n .  Demgegen f ibe r  s t e h e n  Arbe i t en ,  die zeigen,  
dass  P h y t o 6 s t r o g e n e  gewisse F u n k t i o n e n  des  we ib l i chen  
O r g a n i s m u s  s t imul i e ren  k S n n e n  (BARTLETT 7 CHENG et al. 8, 
BULASEVIC) 9. 

F a s s t  m a n  die b i she r igen  B e f u n d e  de r  P h y t o 6 s t r o g e n -  
f o r s c h u n g  z u s a m m e n  (KoLLER10 CHUR~711), SO k a n n  m a n  
sagen,  dass  das  e insei t ige  B e t o n e n  de r  U n f r u e h t b a r k e i t s -  
w i r k u n g  d ieser  Stoffe  a u f  die ger inge  K e n n t n i s  de r  P h y -  
siologie de r  K a r e n z  dieser  Stoffe  zur i i ckzuf i ih ren  ist .  
N a c h  den  E r g e b n i s s e n  de r  a u s g e d e h n t e n  U n t e r s u c h u n g e n  
yon  SCHOOP u n d  KLETTE e 1/isst s ich eine A r b e i t s h y p o t h e s e  
aufs te l len ,  die besag t ,  dass  die P h y t o 6 s t r o g e n e  sowohl  nor-  
ma le  Rese rvo i r e  s e x u a l a k t i v e r  Stoffe  wie a u c h  phy lo -  
gene t i s ch  f ix ie r te  S t i m u l a t o r e n  de r  we ib t i chen  sexue t len  
F u n k t i o n e n  dars te l l en .  S o m i t  ware  d e n k b a r ,  dass  eine 
~ b e r d o s i e r u n g ,  ebenso  a b e r  a u c h  ein Mange l  an  diesen 
Stoffen,  zu unrege lm~ss ige r  Sexual t~i t igkei t  d e r  H a u s t i e r e  
ff ihr t .  

Diese t h e o r e t i s c h e  A n n a h m e  fiber die b io logische  Be-  
d e u t u n g  de r  P h y t o S s t r o g e n e  weis t  au f  die W i c h t i g k e i t  
i h r e r  E r f o r s c h u n g  bin .  

I n  u n s e r e n  b i she r igen  V e r s u c h e n  p r i i f t en  w i t  den  G e h a l t  
d ieser  Stoffe  in Hopfen ,  Rotk lee ,  E r b s m e h l  u n d  K o h l :  
H o p f e n  soll y o n  den  b i she r  u n t e r s u c h t e n  P f l a n z e n  die 
gr6ss te  P h y t o 6 s t r o g e n m e n g e  e n t h a l t e n  (KOCH u n d  
HEIMI*); die V e r f f i t t e r u n g  v o n  E r b s e n  f f ihr t  bei  R a t t e n -  
we ibchen  zur  Ster i l i tXt  (Sanya l lS) ;  Ro tk l ee  w u r d e  als  
P h y t o S s t r o g e n d e p o t  v o n  v e r s c h i e d e n e n  A u t o r e n  beschr ie -  
b e n ;  K o h l  soll n a c h  ROSENBERGER 1~ bei  K i i h e n  n e b s t  
, K o h l a n ~ m i e ,  a u c h  zu sexue t len  S t 6 r u n g e n  ff ihren.  

I n  d iesen P f l a n z e n  w u r d e  de r  P h y t o S s t r o g e n g e h a l t  a n  
k a s t r i e r t e n  R a t t e n w e i b c h e n  u n d  in f an t i l en  MAusen be-  
s t i m m t .  Bei  den  R a t t e n  w u r d e n  die P r o b e n  i n t r a v a g i n a l ,  
bei  den  Mitusen s u b k u t a n  ode r  pe ro ra l  gegeben.  Die  
Menge  d e r  v e r a b r e i c h t e n  0116sung b e t r u g  bei  M~tusen 
0 ,01-0 ,04 ml  p ro  Tag ,  be i  den  R a t t e n  0 ,02-0 ,04 ml.  Die  
0116sungen w u r d e n  wi th rend  4 Tagen  ve r ab re i ch t .  48 h 
n a c h  de r  l e t z t en  I n j e k t i o n  w u r d e n  die Mituse g e t 6 t e t  u n d  
die Ute rusg rSssc  b e s t i m m t .  Die ROBINSONsche x M e t h o d i k  
de r  U t e r u s g r 6 s s e b e s t i m m u n g  h a b e n  wir  modi f i z i e r t :  d a s  
Herauspr~ ipa r i e ren  de r  U t e r i  wurde  e r s t  n a c h  e iner  
24s t i ind igen  A I k o h o l - F o r m a l i n - F i x a t i o n  v o r g e n o m m e n .  
Die  O r g a n e  w u r d e n  m i t  F i l t e r p a p i e r  g e t r o c k n e t  u n d  auf  
e ine r  To r s ionswage  gewogen.  Bei  R a t t e n  wurde  die W i r -  
k u n g  m i t t e l s  V a g i n a l a b s t r i c h e n  verfolgt .  

D e r  E f f e k t  de r  so gep r i i f t en  0115sungen w u r d e  auch  
h i s to log i sch  a n  S c h n i t t e n  v o n  V a g i n a  u n d  U t e r u s  verfolgt .  
Die E m p f i n d l i c h k e i t  de r  M~use u n d  R a t t e n  w u r d e  d u r c h  
T i t r a t i o n  m i t  0 s t r a d i o l b e n z o a t  e r m i t t e l t .  Bei  M~.usen 
wurde  die Menge  d e r  P h y t o 6 s t r o g e n e  im Mate r i a l  mi t t e l s  
e iner  T i t r a t i o n s k u r v e  y o n  0 ,002-0,012 7 0 s t r a d i o l b e n z o a t  
b e s t i m m t .  

Die  E x t r a k t i o n  d e r  P h y t o 6 s t r o g e n e  aus  d e m  Pf lanzen-  
m a t e r i a l  w u r d e  m i t  k o c h e n d e m  9 6 %  Alkohol  3mal  wieder-  
h o l t  u n d  die E x t r a k t e  n a c h  V e r d a m p f e n  d u r c h  Ans~ue rn  
m i t  Oxals / iure  y o n  P h y t i n  u n d  Ch lo rophy l l  befre i t .  N a c h  
F i l t r a t i o n  u n d  Alka l i s i e rung  m i t  N N a O H  w u r d e  bei  
100°C 10 m i n  hydro lys i e r t ,  d a n n  m i t  N HC1 a n g e s g u e r t  
u n d  n a c h h e r  m i t  Jkther  ex t r ah i e r t . "  Die A t h e r e x t r a k t e  
w u r d e n  f iber  N a t r i u m s u l f a t  ge t rockne t ,  d e r  ~_ther ab-  
des t i l l i e r t  u n d  das  R e s i d u u m  in  OlivenS1 gelOst. Die  Menge 
des  01es wurde  so gew~hl t ,  dass  1 ml  d e r  0110sung 5-10  g 
des  P f l a n z e n m a t e r i a l s  e n t s p r a c h .  

I n  a l len  y o n  u n s  u n t e r s u c h t e n  P f l a n z e n  w u r d e n  P h y t o -  
6 s t r o g e n e  n ach g ew i e s en  (Abb.  1-4).  I m  H o p f e n  b e t r ~ g t  
die Mengd de r  P h y t o 6 s t r o g e n e  1050 bis  2000 7/kg,  im 
R o t k l e e  6 bis  9 ~, im  E r b s e n m e h l  4 -6  7 u n d  im K o h l k r a u t  
24 7/kg. 

"Vergleichen wir  unse re  Ver suchse rgebn i s se  m i t  d e n  An-  
g a b e n  de r  L i t e r a t u r ,  so l i n d e n  wir  gu t e  ~ b e r e i n s t i m m u n g  
b e i m  R o t k l e e ;  n a c h  BARTLETT 8 enth~il t  diese Pf lanze  
7 7/kg,  n a c h  CHENG 7 8--16 7/kg. B e i m  H o p f e n  s ind  unsere  
B e f u n d e  y o n  j e n e n  KocHs  u n d  HEIMS xz v e r s c h i e d e n ;  sie 
s t i m m e n  j e d o c h  m i t  de r  A n g a b e  f iberein,  dass  H o p f e n  die 
b i she r  a n  P h y t o 6 s t r o g e n e n  re ichs te  P f l anze  ist. Be t re f -  
fend  de r  B e f u n d e  b e i m  K o h l  k o n n t e n  wir  unse re  B e f u n d e  
n i c h t  verg le ichen ,  well  diese P f l anze  b i s h e r  au f  P h y t o -  
6 s t r o g e n g e h a l t  n i c h t  u n t e r s u c h t  wurde .  N a c h  u n s e r e n  
B e f u n d e n  k 6 n n e n  n u n  die Alteren B e f u n d e  u n d  A n g a b e n  
t~OSENBERGERS 14 f iber  die Sexua l s tOrungen  be i  K i ihen  
n a c h  K o h l v e r f f i t t e r u n g  d u t c h  die A n w e s e n h e i t  v o n  P h y t o -  
6 s t r o g e n e n  erkl~irt werden .  

"V'VV 
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Abb. 1: Geb~irmutter von Versuchs- und Kontrollrn~iusen; 1. Maus, 
mit Hopfenextrakt behandelt; 2. Kontrollmaus, OlivenSlbehandlung; 
3. Maus mit Ostradiolbenzoat behandelt; 3,5fache lineare Vergr6s- 

serung 
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