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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 .  
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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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N o t e s  on the  H y d r o x a m a t e  A s s a y  
for A m i n o  Acid Act ivat ing  E n z y m e s  ~ 

Abb.2: A. Maus mit Kohlextrakt behandelt; B. Kontrolhnaus ohne 
Behandlung; C. Maus mit ()stradiolbenzoat behandelt; 1,Sfache 

lineare Vergr6sserung 

2, 

Abb. 3: Vaginalanstrich einer mit Kohlextrakt behandclten ka- 
strierten Ratte 

The  amino  acid ac t iva t ing  enzymes ,  f irst  descr ibed  in 
m a m m a l i a n  t issues  by  HOAGLAND 2 are now qui te  gener-  
ally accep ted  to ca ta lyse  the  first  s t ep  in p ro te in  s y n t h e -  
sis. A wor r i some a spec t  of th is  concept ,  however ,  has  been  
t h e  fac t  t h a t ,  while  all AA ~ are incorpora ted  in to  pro te in ,  
m o s t  t i ssues  seem to  possess  ac t iva t ing  en zy mes  for on ly  
a few 4-7. In  some cases,  th is  an o ma l y  seems to  be due  to  
a rap id  inac t iva t ion  of some of the  enzymes  dur ing  the  
ex t r ac t ion  an d / o r  pur i f ica t ion  procedures  8,9, bu t  it  now 
appear s  t h a t  t he  assays  m a y  also be a t  fault .  WF.BSTER 10 
has discussed reasons  for fail ing to  ob ta in  an A T P - P P  32 
exchange  wi th  some a m i n o  acids ;  and  i t  is the  pu rpose  
of t he  p r e s en t  n o t e  t o  po in t  ou t  some  sources  of e r ror  
when  t h e  h y d r o x a m a t e  assay  is used.  In  order  to  o b t a i n  
meaningfu l  resu l t s  wi th  the  la t te r ,  i t  is essent ia l  no t  only  " 
to  have  a rel iable m e t h o d  for t he  d e t e r m i n a t i o n  of the  
h y d r o x a m a t e  formed,  b u t  also to  ascer ta in  t h a t  the  
NH2OH is no t  in te r fe r ing  wi th  a n y  of t he  enzymes ,  and  
t h a t  t he  e x t r a c t  used does  n o t  d e s t ro y  the  h y d r o x a m a t e  
formed or o the rwise  in ter fere  w i th  i ts  d e t e rmi n a t i o n .  

The Determination ol Hydroxamate : Fo r  h y d r o x a m a t e s  
of AA, the  m e t h o d  of SCHVCEET 11 is p re fe rab le  to  t h a t  of  
LIP~aANN and  TUTTLE l~, which  was deve loped  for t he  de-  
t e rmina t i on  of ace ty l  h y d r o x a m a t e .  I n s t e a d  of s t r o n g  
mineral  acid, t he  former  employs  c o n c e n t r a t e d  TCA, ad-  
jus ted  to  p H  0.9, which  is o p t i m u m  for color  deve lop-  
m e n t  w i th  AA h y d r o x a m a t e s .  U n d e r  assay  condi t ions ,  
however ,  w h e n  c rude  e x t r a c t s  are  used and  in t he  pres-  
ence of N H , O H - K C 1 ,  t h e  p H  (i. e., t h e  empi r ica l  r ead ing  
ob ta ined  wi th  a B e c k m a n  Model  G glass e lect rode)  is 
of ten  as low as 0.3. Since the  color yield in th is  r eac t ion  
is inversely p ropor t iona l  to  p H  be tween  p H  0.3 and  0'9 la 
and decreases  20% (0.027 O. D. uni ts  a t  540 m[z for 1 ~zM 
LeuH) for every  0.1 pH unit ,  ve ry  cons iderab le  errors  in 
the  d e t e r m i n a t i o n  of t he  A A A - a c t i v i t y  are i n t r o d u c e d  
unless t he  final p H  of the  reac t ion  m i x t u r e  (af ter  ad d i t i o n  
of FeCI~) is t a k e n  in to  cons idera t ion .  

The Effect o/Hydroxylamine on the Assay : I t  was  origi- 
nally r epor ted  by  HOAGLAND ~ t h a t  h igh co n cen t r a t i o n s  
of sal t - f ree N H , O H  did no t  seem to inh ib i t  t he  AAA- 
enzymes  in l iver ex t r ac t ,  a l t h o u g h  N H 2 O H ' H C 1  neu-  
t ra l ized wi th  N a O H  was h igh ly  inh ib i to ry .  SCHWEET et 
aL 14, however ,  found  t h a t  th i s  inh ib i t ion  was  m o s t  l ikely 

Abb.4: VaginMschnitt einer infantilen mit Rotklec-Extrakt be- 
handelten Maus 
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Summary 

The q u a n t i t y  of p h y t o - e s t r o g e n s  in red clover, hop,  
peas, and  cabbage  was  e s t i m a t e d  b y  t i t r a t i on  on  cas t r a t ed  
female ra t s  a n d  infant i le  mice.  The  level of p h y t o -  
es t rogens was  as follows: in h o p  1050-2000 ~/kg, in peas  
4-6 ?/kg,  in cabbage  24 7/kg, and  in red c lover  6-9  7/kg. 
The au tho r  supposes  t h a t  t he  sexual  d isorders  descr ibed 
by ROSENBERGER 14 in cows fed w i t h  cabbage ,  can  be 
explained by  the  presence  of phy to -e s t rogens  in th is  p lant .  

I This investigation was aided by U.S. Public Health Service 
Training Grant CRTY-5028. 
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