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In ciner vorldufigen Mitteilung? berichteten wir {iber den
Nachweis eines 38-Hydroxy-17-KS im Harn von weib-
lichen Meerschweinchen. Dieser Befund wurde auch kurze
Zeit spater von BROOKS et al.? bestitigt. Auf Grund ver-
schiedener Analysen glaubten wir damals, dass es sich bei
dem nicht kristallinen §-Steroid um Epiandrosteron han-
delte. BrRooks et al.® erwdhnten aber, dass das IR-Spek-
trum ihrer §-Fraktion geringe Abweichungen gegeniiber
dem von reinem Epiandrosteron aufwies.

In Fortsetzung unserer Untersuchungen iiber die Aus-
scheidung von 17-KS-Konjugaten im Meerschweinchen-
harn beobachteten wir spiter, dass durch heisse Sidure-
hydrolyse wesentlich mehr g-Steroid freigesetzt wird, als
durch die angewandte schonende Hydrolysekombination:
B-Glucuronidase- und kalte Sdurehydrolyse. Daraufhin
lag die Vermutung nahe, dass es sich bei der von uns als
Epiandrosteron bezeichneten Fraktion auch um einen
Artefakt eines hoher oxygenierten g-Steroids handeln
konnte.

Zunichst versuchten wir, das héher oxygenierte 3§-
Hydroxy-17-KS aus 111" Harn von weiblichen Meer-
schweinchen nach kontinuierlicher Atherextraktion bei
pH 7 darzustellen. Es gelang uns tatsidchlich, in der Frak-
tion VII einer Gradienten-Elutions-Chromatographie an
Aluminiumoxyd (Benzol-Athanol) ein mit Digitonin fall-
bares 17-KS nachzuweisen und auf chromatographischem
Wege (Papierchromatographie: Propylenglykol-Ligroin,
120 h absteigend; Celite-Sdulenchromatographie mit
Busu-Bl-System?) zu reinigen. Auf Grund verschiedener
mikrochemischer Umsetzungen (zum Beispiel Acetylie-
rung und Chromoxyd-Oxydation) und dem papierchroma-
tographischen Verhalten der daraus resultierenden Sub-
stanzen nahmen wir an, dass VII-ein 38-Hydroxy-17-KS
ist, das am C-11 eine weitere Hydroxylgruppe besitzt,
Diese Vermutung wurde dann durch das IR-Spektrum
von kristallinem VII-8 bestitigt. Es war identisch mit
dem Spektrum von kristallinem 115-Hydroxy-Epiandro-
steron (freundlicherweise von Herrn Dr. KLyNE, London,
zur Verfiigung gestellt), das unter den gleichen Bedin-
gungen hergestellt worden war. Auch der Schmelzpunkt
von VI1I-f# (235-239 C} stimmte mit dem Schmelzpunkt
von reinem 11§-Hydroxy-Epiandrosteron (234-235 C,
siche auch %) iiberein.

Nachdem es uns gelungen war, das hoher oxygenierte
B-Steroid als 118-Hydroxy-Epiandrosteron zu identifi-
zieren, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei dem oben
erwdhnten Artefakt dann um A9(11)-Epiandrosteron han-
deln konnte, denn bekanntlich entstehen durch Siure-
hydrolysen aus 118-Hydroxy-17-KS deren 49(11)-Arte-
fakte. So versuchten wir nun, den Artefakt aus 2 1 Harn
von weiblichen Meerschweinchen nach kalter und heisser
Saurehydrolyse darzustellen. Hierzu reichte aber die frither
verwendete Chromatographie an Aluminiumoxyd und
in Propylenglykol-Ligroin nicht aus. Deshalb wurde die
Fraktion II-8 an einer Celite-Saule mit Busa-System At
weiter gereinigt, wodurch wir einen semikristallinen Riick-
stand erhielten. Mit Hilfe der PincUs-¢ und ZIMMERMANN-
Reaktion? gelang es uns nachzuweisen, dass IT-8 zu 100%,
aus einem ungesittigten 17-KS besteht. Dieses ungesit-
tigte Steroid verhielt sich papierchromatographisch dhn-
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lich wie Epiandrosteron, wies aber im IR-Spektrum
Abweichungen gegeniiber reinem Epiandrosteron auf.
Auch der Schmelzpunkt von II-# mit 170,5°C stimmte
nicht mit dem Schmelzpunkt von reinem Epiandrosteron
{(177°C) iiberein. Dagegen fanden wir eine gute Uberein-
stimmung mit dem Schmelzpunkt von 49(11)-Epiandro-
steron, der in der Literatur mit 171°C angegeben wird?®.
Das Kurvenbild des IR-Spektrums von II-§ (in KBr)
stimmte weitgehend mit dem Kurvenbild von A9(11)-
Epiandrosteron im Steroid-Atlas von RoBERTs et al.®
iiberein, Trotz weitgehender Ubereinstimmung der TR-
Spektren méchten wir bei unserer I1-g-Fraktion nicht von
einér eindeutigen Identifizierung sprechen; leider konnten
wir kein Vergleichsspektrum unter unseren Bedingungen
anfertigen, weil uns die Referenzsubstanz «A49({11}-Epi-
androsteron» nicht zur Verfligung stand.

Eine weitere Stiitze unserer Annahme, dass es sich bel
1I-8 um 49(11)-Epiandrosteron handelt, brachte ein wei-
terer Versuch, bel dem wir die gereinigte und als 113-
Hydroxy-Epiandrosteron identifizierte Substanz VII-§
durch heisse Sdaurehydrolyse in II-§ iiberfithren konnten.
Das IR-Spektrum der gereinigten Fraktion stimmte im
ganzen Bereich von 2-15 p mit der aus weiblichem Meer-
schweinchenharn isolierten Substanz II-8 iiberein.

Kiirzlich berichteten Brooks?® und unabhingig davon
auch ScHuUBERT!, dass sie im Harn von Meerschweinchen
118-Hydroxy-Epiandrosteron und den Artefakt A9(11)-
Epiandrosteron iscliert und identifiziert haben. Unsere
Versuche wurden unabhingig von den beiden Autoren in
der Zeit von Oktober 1960 bis April 1961 durchgefiihrt.

Summary. 118-hydroxy-epiandrosterone was isolated
and identified from urine of normal untreated female
guinea pigs. After cold and hot acid hydrolysis of the
urine, we found another 3f-hydroxy-17-oxosteroid. Its
character was investigated by several methods and we
suppose this steroid is 49(11)-epiandrosterone, an artificial
product of 118-hydroxy-epiandrosterone,
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total of 53 patients were reported up to 1960°% with an
anemia characterized by megaloblastic bone marrow®,
The anticonvulsants, diphenylhydantoin (Dilantin}, pri-
midone (Mysoline), and also phenobarbital derivatives may
cause such anemias; the mechanism is unclear. These
anemias merit investigation because primidone and diphe-
nylhydantoin are used extensively in the treatment of
‘grand mal’; they control seizures refractory to other
anticon vulsants. Primidone (Figure) anemia is not cau-
sed by malabsorption of B,, or folic acid$, but can be alle-
viated by folic acid®? and occasionally by vitamin B,,2.

Primidone, a congener of phenobarbital, has a structural
resemblance to pyrimidines and to the pteridine portion of
folic acid, and this suggested that its adverse effects might
be due to its interference with folic acid metabolism. This
paper describes a competition between primidone and
folic acid in the nutrition of several microorganisms, differ-
ing in patterns of pteridine requirements. Since folic acid
has multiple metabolic connections with vitamin By, in
the megaloblastic anemias as well as in nutrition of
protists®, several microorganisms with different patterns
of vitamin B, requirement were also studied. The micro-
organisms used were: (a) Crithidia fasciculata (Culex
strain). This trypanosomid flagellate has a folic acid re-
quirement which may also be satisfied by unconjugated
pteridines®. For this study C. fasciculata was grown in a
medium containing a synthetic Crithidia-active 2-amino-
4-hydroxy-6-(1/, 27, 3’-trihydroxypropyl) - pteridine ®,
(b) Lactobacillus casei, ATCC 7469, the classic folic-acid
requirer9, (c) Ochromonas malhamensis, Euglena gracilis
and Lactobacillus leichmannii: representing the B,,-re-

» THYMINE

quirerst and (d) Escherichia coli I, a thymine- or thymi-
dine-requiring mutant (supplied by Dr. S. ZaMENHOFF).
Growth of all organisms was recorded in optical density
{O0.D.) units. An O.D. of 1.0 equals 0.5-0.55 g of dried
organism/l.

A solution of primidone (10 mg/ml) was prepared by
suspending the drug in 509 ethanol and adding a few
drops of 10% KOH until primidone dissolved; further
dilutions were made with distilled water,

Our results showed that the folic acid requirement of
L. casei and the By, requirement of O. malhamensis, E.
gracilis, and L. leichmannii were not affected by primidone
in concentrations up to 1.0 mg/ml, confirming observations
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with other folic acid and B,, requirers?. Further data are
therefore limited to the effect of primidone on the growth
of C. fasciculata and E. coli.

C. fasciculata: Vitamin B,,, p-aminobenzoylglutamic
acid, thymine, thymidine, or thymidylic acid did not over-
come the inhibition; therefore these results were not
tabulated. The unconjugated pteridine and folic acid an-
nulled the growth inhibition induced by primidone; the
inhibition index (concentration of inhibitor causing 509,
inhibition: concentration of metabolite) was 40-110 for
folic acid and 1100-11 000 for the unconjugated pteridine.
While the inhibition indices for a given metabolite are not
constant in this and the following instance, they give an
approximate notion of the forces operating between in-
hibitor and metabolite (Table I).

E. cols 1; This bacterium was grown in a chemically
defined medium 2, Some effects of primidone on purine
and pyrimidine utilization are given in Table I1. The in-
hibition index for primidone was 200-1000 for thymine
and thymidine, but 20-30 times higher (400030000} for
thymidylic acid. The values for the purine-pyrimidine
mixture were between 3 and 12. This bears out the effi-
ciency of the thymidylic acid in overcoming the toxic
effect of primidone, and points to the location of the lesion
in the phosphorylating mechanism of the deoxynucleoside

Tab. I. Effects of pteridine and folic acid on growth of C. fasciculata

Additions (ug/ml) Primidone (mg/ml)

None 0.3 0.6
None 0 0 0
Folic acid 3 0.32 0.18 0.08
Folic acid 10 0.58 0.48 0.14
Folic acid 30 0.76 0.7 0.64
Folie acid 100 0.76 0.74 0.68
2-Amino-4-hydroxy-6- 0.03 .32 0.18 0.06
{1°,2°,8) trihydroxypropyl 0.1 0.5 0.38 0.08
pteridine 0.3 0.62 Q.58 0.16
1.0 0.66 0.63 0.36
3.0 0.72 0.76 0.7

Tab. II. Effect of primidone on growth of Escherichia coli 1

Additions {pg/ml) Primidone {mg/ml)
None 0.1 0.3 0.8 1.0

None 0 0 0 0 0
Thymine 1.0 0.68 0.62 070 058 038
Thymine 3.0 100 L18 086 08 0.54
Thymine 10 1.22 1.2 122 092 09
Thymidine 1.5 042 0.5 0.52 0.38 0.32
Thymidine 3.0 0.84 076 096 0.36 0.44
Thymidine 10 1.34 1.24 1.34 1.18  0.80
Thymidylic acid= 003 042 04 038 0.24 0.20
Thymidylic acid 0.1 052 048 040 036 0.30
Thymidylic acid 0.3 1.00 090 096 078 0.60
Thymidylic acid 1.0 1.32 128 100 096 0.70
Thymidylic acid 3.0 1.40 1.42 1.20 1.0 0.74
Purine-pyrimidine mix®» 04 158 146 1.30 0.66 0.26
{m}/100 ml of medium) 2.0  1.60 1.48 1.40 0.50 0.40

10 1.58 1.54 1.40 1.30  L.00

= Added as the calcium salt.

v Added in presence of a minimal amount of thymidine (0.4 pg/ml).
This amount of thymidine overcomes the toxicity of uridine. 1 ml of
purine-pyrimidine mix contains: 0.1 mg each of adenine, adenosine,
guanine, guanosine, hypoxanthine, inosine, xanthine, xanthosine,
cytosine, cytidine, uracil, uridine,
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{reaction 3, Figure). Unconjugated pteridine did not affect
the inhibition of growth by primidone. The results with
E. ¢oli are compatible with cur assumption that inter-
ference with pyrimidine metabolism is mainly responsible
for primidone effects in man. Primidone, because of its
resemblance to the pyrimidines, could then be a direct
pyrimidine antagonist.

If results with these microbes apply to man, primidone
might interfere with pyrimidine, and unconjugated pteri-
dine metabolism as well as with folic acid. The successful
therapy with folic acid®? suggests primidone interferes
primarily with the familiar catalysis by folic acid of
pyrimidine synthesis. This could lead to impairment of
nucleic acid synthesis and so produce a megaloblastic bone
marrow. These biochemical lesions are shown in reaction 1
(Figure).

Evidence has accumulated that some pteridines are by-
products of folic acid cleavage into unconjugated pteridine
and p-aminobenzoylglutamic acid 8, (reaction 2, Figure);
and that some pteridines are derived from purinesi%18,
Portions of radioactive purines have been incorporated in
the pteridines of some amphibian larvae 4. There is yet no
direct evidence that unconjugated pteridines serve as
precursors of the pteridine ring of folic acid in higher
animals, although they may do so in bacteria !5-17. Recent-
ly it was shown that an enzymatically catalyzed con-
densation of 6-hydroxymethyl-2-amino-4-hydroxy-5,6-
dihydropteridine with p-aminobenzoylglutamic acid
yielded dihydrofolic acid® (Figure). Since unconjugated
pteridines can overcome primidone toxicity for C. fascicu-
lata, it might be thought that unconjugated pteridines
could also be convertible to dihydrofolic acid through this
reaction. If two cycles (reactions 1 and 2, Figure) for di-
hydrofolic acid synthesis exist in man, it may explain why
anemia is not always observed under prolonged primidone
therapy. Anemia only becomes evident when both cycles
are crippled by primidone.

These results show that primidone essentially interferes
with three stages in folic acid metabolism: (a) the re-
duction of folic acid to dihydrofolic acid {reaction 1,
Figure), (b} unconjugated pteridine metabolism (reaction
2, Figure) and {c) the phosphorylation of thymidine to
thymidylic acid (reaction 3, Figure).

Résumé. Les auteurs ont étudié le mécanisme de la toxi-
cité de la primidone (Mysoline) chez certains microorga-
nismes. Ces recherches montrent que le métabolisme de
Yacide folique est inhibé par le primidone et cela en trois
étapes: (a) la réduction de I'acide folique en acide dihydro-
folique, (b) le métabolisme des ptéridines nonconjugées et
(c) la phosphorylation de la thymidine.
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