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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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Abb.2: A. Maus mit Kohlextrakt behandelt; B. Kontrollmaus ohne
Behandlung; C. Maus mit Ostradiolbenzoat behandelt; 1,5fache
lineare Vergrosserung
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Abb.8: Vaginalanstrich einer mit Kohlextrakt behandelten ka-
strierten Ratte

Abb.4: Vaginalschnitt einer infantilen mit Rotklee-Extrakt be-
handelten Maus

J. Caury

Biologisches Institut dev Vetevindymedizinischen Fakul-
tit, Bruo (CSR), 24. August 1959.

Summary

The quantity of phyto-estrogens in red clover, hop,
peas, and cabbage was estimated by titration on castrated
female rats and infantile mice. The level of phyto-
estrogens was as follows: in hop 1050-2000 y/kg, in peas
4-6 p/kg, in cabbage 24 y/kg, and in red clover 6-9 y/kg.
The author supposes that the sexual disorders described
by RoseNBERGER! in cows fed with cabbage, can be
explained by the presence of phyto-estrogens in this plant.
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Notes on the Hydroxamate Assay
for Amino Acid Activating Enzymes!

The amino acid activating enzymes, first described in
mammalian tissues by HoAGLAND? are now quite gener-
ally accepted to catalyse the first step in protein synthe-
sis. A worrisome aspect of this concept, however, has been
the fact that, while all AA3 are incorporated into protein,
most tissues seem to possess activating enzymes for only
a few 4-7. In some cases, this anomaly seems to be due to
a rapid inactivation of some of the enzymes during the
extraction and/or purification procedures®?, but it now
appears that the assays may also be at fault. WEBSTER?!?
has discussed reasons for failing to obtain an ATP-PP3?
exchange with some amino acids; and it is the purpose
of the present note to point out some sources of error
when the hydroxamate assay is used. In order to obtain
meaningful results with the latter, it is essential not only -
to have a reliable method for the determination of the
hydroxamate formed, but also to ascertain that the
NH,OH is not interfering with any of the enzymes, and
that the extract used does not destroy the hydroxamate
formed or otherwise interfere with its determination.

The Determination of Hydvoxamate: For hydroxamates
of AA, the method of ScHWEET!! is preferable to that of
Lipmann and TuttLE 12, which was developed for the de-
termination of acetyl hydroxamate. Instead of strong
mineral acid, the former employs concentrated TCA, ad-
justed to pH 0-9, which is optimum for color develop-
ment with AA hydroxamates. Under assay conditions,
however, when crude extracts are used and in the pres-
ence of NH,OH - KCl, the pH (i. e., the empirical reading
obtained with a Beckman Model G glass electrode} is
often as low as 0-3. Since the color yield in this reaction
is inversely proportional to pH between pH 0-3 and 0-913
and decreases 209, {0-027 O. D. units at 540 my for 1 uM
LeuH) for every 0-1 pH unit, very considerable errors in
the determination of the AAA-activity are introduced
unless the final pH of the reaction mixture (after addition
of FeCl,) is taken into consideration.

The Effect of Hydvoxylamine on the Assay: 1t wasorigi-
nally reported by HoacLaND? that high concentrations
of salt-free NH,OH did not scem to inhibit the AAA-
enzymes in liver extract, although NH,OH-HCl neu-
tralized with NaOH was highly inhibitory. SCHWEET ef
al.}4, however, found that this inhibition was most likely
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