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decreased at a constant rate over the period of 30-60 rain. 
The concentration of NA remaining in the tissue was of the 
same order for newly synthesized NA and NA uptake, 

1. 5HT (10 -a M) in the incubation medium had no 
effect on the rate of NA efflux in either system. 

2. The precursor of 5HT, 5-hydroxytryptophan (5HTP, 
10 -a M), had no effect on the rate of efftux of NA pre- 
viously taken up from the medium (Figure 1). In  contrast, 
5HTP lowered the levels of NA previously synthesized 
from DOPA to ca. 40% control values. The difference 
~rom control values was significant a t  the 0,01 level (rank 
summation), except for the last values (75 min) (Figure 2). 

3. The amino-acids histidine and L-tryptophan caused 
the same decrease of NA in tissue, whereas the corres- 
ponding amines had no effect. As with 5HTP, the effect 

1.5 

~ 1,0 
E 

l 
I 

Jl ~ ] 

~0 ' ' i 0 1,5 L,5 60 5rnin 

Time or efflu× 
Fig. 1. Noradrenaline uptake: effect of 5HTP on efflux. 
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Fig. 2. Noradrenaline synthesis: effect of 5HTP on efflux. 

was only found with NA synthesised from DOPA, not 
with uptake NA. 

4. The decarboxylase inhibitor Ro 4-4602 in the incu- 
bation medium also resulted in a significant lowering of 
NA levels in the tissue, but  only after 30 rain. The effect 
of the dopamin-hydroxylase inhibitor disulfiram was ap- 
parent  in a lowering of NA levels after 45 rain. 

Discussion. The mechanism of depletion of brain tissue 
NA levels by 5HTP appears to be by inhibition of further 
NA synthesis from DOPA, rather than by a 5HTP (or 5HT) 
mediated efflux. This effect has been reported in vivo 13, 
where the lowered NA levels a~ter doses of 5HTP causing 
overt  stimulation in the rat were at t r ibuted to inhibited 
synthesis and not to st imulated release of NA 14. 

5HTP (as histidine and L-tryptophan) utilizes the same 
unspecific enzyme as DOPA in its synthetic pa thway:  
1-aromatic-amino-acid decarboxylase ~5. These substrates 
can act  as competi t ive inhibitors. 

Preincubation of brain slices simultaneously with 
DOPA and 5HTP results in mutual  inhibition of synthe- 
sis of the amines (75% of control value, ib<0.01). The rate 
of efflux of both amines is not  significantly different from 
control values, 

A common enzyme for the decarboxylation of the differ- 
ent amino-acid precursors of the biogenic amines may  
indicate tha t  the first step of NA biosynthesis (hydroxyla- 
tion) may not be the only l imiting factor of amine forma- 
tion. Changes of cerebral pyridoxal phosphate levels may  
also be important  for feedback mechanisms involving 
pyridoxal phosphate dependent enzymes*. 1~. An overload 
of any one aromatic amino acid could have implications 
for the regulated balance of amines in the brainIL 

Zusammen]assung. 5-Hydroxytryptophan erniedrigt die 
Konzentration yon Noradrenalin in Hirnschnitten, sofern 
diese das Amin zuvor aus zugesetztem L-DOPA selber 
synthetisierten. Dieser Effekt  beruht vermutl ich darauf, 
dass 5-Hydroxytryptophan die Decaroxylierung des L- 
DOPA, das im Hirngewebe gespeichert wird, kompeti t iv  
hemmt.  Die Relation der Noradrenalin- und Serotonin- 
konzentration im Hirngewebe kann somit auch durch ein 
vefiindertes Angebot an Aminos~uren gestCrt werden. 

H. FEER and A. WIRZ-JusTICE 

Biochemisches Laboratorium der Psychiatrisehen 
UniversitEtshlinih Basel, CH-4056 Basel (Switzerland), 
8 February 1971. 

la G. A. JOHNSON, E, G. KIM and  S. J.  BOUKMA, Proc. Soc. exp. 
Biol.  Med. 128, 1948 (1968). 

1~ B. B. BROmE, M. S. COMER, E. COSTA and A. DLABAC, J.  Pha rmac .  
exp.  Ther .  152, 340 (1966). 

1~ p.  M. CEASAR, B. F. ANAGNOSTE and  M. GOLDSTEIN, Abstr .  
Papers ,  Am.  chem. Soe. /60, 102 (1970). 

1~ j .  A. BUZARD and  P. D. NYTCH, J .  biol.  Chem. 227, 225 (1957). 
17 S. R. TONGE and B. E. LEONARD, Life Sci. 9, 1327 (1970). 

L e i c h t f l f i c h f i g e  S t o f f e  i n  Agaricus bisporus 
Es ist bekannt,  dass unter den ~usseren Faktoren,  wel- 

che VCachstum, Fruktifikation, Morphogenese und Spo- 
renkeimung yon Pilzen beeinflussen, neben den Feuchtig- 
keits-, Licht- und Temperaturverh~Itnissen der Anwesen- 
heft yon Ieichtfliichtigen Stoffen - grCsstenteils unbekann- 
ter  Ident i t~t  - oft  eine entscheidende Rolle zukommt. Es 

diirffe sich dabei in den meisten F~llen um niedere Fet t -  
s~uren, Fetts'hureester, niedere Alkohole, Aldehyde und 
CO~ handeln. So stimulieren Vertreter der erstgenannten 
Stoffgruppe (C 1 -  C5) die Sporenkeimung yon Phycomyces 1, 
Ameisens~ure akt ivier t  die Pseudophorenbildung bei Rhi- 
zopus sexualis ~, und Isovalerians~ure fCrdert die Keimung 
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von  C h a m p i g n o n s p o r e n  3. I n  d ie sem O r g a n i s m u s  k o m m t  
a u c h  d e m  K o h l e n d i o x i d  eine m o r p h o g e n e  W i r k u n g  zu:  es 
bee in f luss t  das  M y z e l w a c h s t u m  u n d  f u n g i e r t  als  f ruk t i -  
f i ka t i onskon t ro l l i e r endes  Agens  4. Schl iess l ich  induz ie ren  
k u r z k e t t i g e  a l i p h a t i s c h e  Alkohole  (n -Bu tano l ,  I soamyl -  
a lkoho l  u n d  2 -Pen tano l )  in  n i ede ren  K o n z e n t r a t i o n e n  die  
B i l d u n g  y o n  f l -F ruc to fu ranos idase  u n d  G l u c o s e - D e h y d r o -  
genase  in  R u h e k o n i d i e n  yon  Aspergillus oryzae, w ~ h r e n d  
gr6ssere  M e n g e n  h e m m e n d  w i r k e n  5. 

Das  v o m  S u b s t r a t m y c e l i u m  y o n  A.  bisporus p r o d u z i e r t e  
G a s g e m i s c h  k a n n  die  Morphogenese  de r  F r u c h t k 6 r p e r  
s t e u e r n  6. F e r n e r  w i rd  die  K e i m u n g s r a t e  v o n  C h a m p i g n o n -  
s p o r e n  d u t c h  die G e s a m t h e i t  d e r  y o n  d iesem O r g a n i s m u s  
s y n t h e t i s i e r t e n  l e i ch t f l i i ch t igen  Stoffe  e r h 6 h t  3. D e r e n  Zu-  
s a m m e n s e t z u n g  h a t  e r s t m a l s  LOCKARD ~ u n t e r s u c h t ;  die 
F r a k t i o n  e n t h ~ l t  A t h a n o l ,  A c e t a l d e h y d ,  Ace ton ,  A t h y l -  
a e e t a t  u n d / ~ t h y l e n .  Das  Ziel  de r  h ie r  b e s c h r i e b e n e n  U n -  

t e r s u c h u n g e n  b e s t a n d  in e iner  g e n a u e r e n  g a s c h r o m a t o -  
g r a p h i s c h e n  Ana ly se  de r  c h e m i s c h e n  Ident i t~ i t  de r  yon  
Sporen,  M y c e l i u m  u n d  F r u c h t k 6 r p e r n  p r o d u z i e r t e n  was-  
s e r d a m p f f l t i c h t i g e n  Stoffe,  u m  die d u r c h  diese b e w i r k t e n  
phys io log i schen  E f f ek t e  e iner  b e s t i m m t e n  S u b s t a n z  zu- 
o r d n e n  u n d  so ehe r  e iner  b i o c h e m i s c h e n  Erk l i i r ung  zu- 
g~ngl ich  m a c h e n  zu k 6 n n e n .  Z u d e m  erweisen  s ich  Anga-  
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Fig. 2. Gaschromatographische Trennung der niederen Fetts~iuren aus dem Fruchtk6rper yon A. bisporus. 
1, niedere Alkohole und andere leichtfliiehtige Stoffwechselprodukte (Figur 1); 2, Essigs/lure; 3, nicht bestimmt; 4, Isobutters/ture; 5, n- 
Buttersfiure; 6, Isovaleriansfiure. 
Extraktherstellung und Chromatographiebedingungen sind an anderer Stelle beschrieben 10 
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Fig. 1. Gaschromatische Analyse yon Alkoholen und anderen leichtfliichtigen Metaboliten der Sporen des Kulturchampignons. 
1, Acetaldehyd; 2, Aceton; 3, ~thylacetat; 4, ~thylmethylketon; 5, .~thanol; 6, Isobutanol; 7, n-Butanol; 8, Isoamylalkohol; 9, n- 
Amylalkohol; 10, Essigs/iurc. 
Ffir die Herstellung des Extraktes und die Chromatographiebedingungen vergleiche 10 
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ben fiber die Ident i t~t  solcher Produkte  insofern als von 
heuristischem Wert, als deren Applikation bei a~dern 
Pilzen sowohl gleiche als auch bisher unbekannte physio- 
logische Effekte hervorrufen kann. Schliesslich erfor- 
dern die chemische Charakterisierung der verschiedenen 
Entwicklungsstadien ein und desselben Pilzes sowie eine 
chemotaxonomische Unterscheidung yon Mycelien ver- 
schiedener St/imme und Arten ebenfalls Kenntnisse fiber 
die quali tat ive Zusammensetzung der betreffenden Stoff- 
Fraktion, und zwar selbst dann, wenn solche gaschroma- 
tographischen Studien vorwiegend dutch ~ fingerprinting,~ 
erfolgen sollen. 

Wie Figur I zeigt, enthalten Champignonsporen neben 
als Myzelprodukte yon A. bisporus bereits beschriebenen 
Stoffen (/kthanol, Aceton, Acetaldehyd, )kthylacetat) auch 
Essigsiture, Isobutanol, Butanol, Isoamyl- und Amylal- 
kohol sowie )kthylmethylketon. Analyse gleicher Ex- 
trakte bei h6herer Temperatur  analog der Figur 2 ergab 
ferner das Vorhandensein yon Isobutter-, Butter- und 
Isovalerians/iure. Die Identit~tt einzelner der durch Co- 
Chromatographie best immten Substanzen wurde nach 
Abfangen des betreffenden Stoffes durch IR-Spektrosko- 
pie (Perkin-Elmer 157, Mikrozelle) best/itigt. Erwithnens- 
wert ist in diesem Zusammenhang die Existenz von ledig- 
lich sehr geringen Mengen niederer Fettsiiuren in den ja  
auch in geruchlicher Hinsicht deutlich yon Mycelium und 
Fruchtk6rperplectenchym verschiedenen Sporen. Alle 
genannten Stoffe werden auch vorn Mycelium gebildet, 
v)obei jedoch der im VerhAltnis zu Material aus den beiden 
andern untersuchten Entwicklungsstadien bedeutend h6- 
here Gehalt an Isobuttersiiure und Isobutanol auffiillt. Die 
Stoff-Fraktion nach saurer Wasserdampfdestillation yon 
Fruchtk6rperextrakten zeigt qual i ta t iv  ebenfalls dieselbe 
Zusammensetzung. 

Nach diesen vorl/iufigen Untersuchungen erweist sich 
der Kulturchampignon als versatiter G/irungsorganismus, 
stellen doch die meisten der hier nachgewiesenen Substan- 
zen auch Komponenten des bei der Bier- und Weing/irung 
gebildeten Fusel61s dar 8. ~kthanol diirfte, da ja  auch Acet- 
aldehyd vorkommt,  in gleicher Weise wie bei B~Lckerhefe 
gebildet werden. Im speziellen ist darauf hinzuweisen, dass 
eine Aceton-Butanol-G/~rung in A. bisporus im Gegensatz 

zu einer anderswo ge~tusserten Meinung * als durchaus 
m6glich erscheint. Durch den Nachweis yon Aceton auch 
im Fruchtk6rperplectenchym ist zudem ein bisher als 
charakteristisch betrachteter  Unterschied zwischen diesem 
und vegetat ivem Mycelium 9 hinf~llig geworden. ~3ber die 
Bildung yon Isovalerians/~ure und Isoamylatkohol in 
s/imtlichen Entwicklungsstadien des Kulturchampignons 
ist schon frfiher berichtet worden; die Identif ikation die- 
ser Produkte erlaubte es, die keimungsstimulierende V¢ir- 
kung der Gesamtheit  der leichtflfichtigen Metabolite yon 
A. bisporus bei Sporen der eigenen Art  stofflich zu lokali- 
sieren und bildete die Grundlage zur Aufkl~trung des Wir- 
kungsmechanismus der beiden ~Triggers~ 1°. Schliesslich 
stellen einige der in dieser Arbeit beschriebenen Substan- 
zen - ebenso wie in Frfichten ~x - Aromakomponenten des 
Kulturchampignons dar. Tats~tchlich entspricht der Ge- 
ruch der sauren Wasserdampfdestillate sowohl yon Spo- 
rokarpen als auch yon Myzelkulturen demjenigen frischer 
Pilze 12. 

Summary. The composition of the volatile fractions 
(isolated by acidic steam distillation) of the spores, sub- 
strate mycelium and fruiting body of the common mush- 
room is investigated. The physiological and/or biochemi- 
cal functions of some of the identified substances are dis- 
cussed. 
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The Effect of NADH and NAD + on the Proteolysis 

I t  has been demonstrated 1 tha t  the susceptibility of 
L D H  isozymes to proteolysis varies. A bacterial peptidase, 
subtilisin has been found to digest L D H  5 (M,) only, 
while the act ivi ty  of L D H  1 (H4) is left unaltered*. Con- 
formational changes induced by coenzyme, substrates and 
ions have also been reported to cause modified suscepti- 
bil i ty of additional enzymes to proteolysis 3-10. The pre- 
sent s tudy was undertaken to investigate the effect of 
N A D H  and NAD + on the proteolysis of L D H  1 and L D H  
5 by trypsin. N A D H  (Kyowa Makko Kogyo, Japan), 
NAD+ (Reanal, Hungary), trypsin (Carl Roth, Western 
Germany) 3 times crystallized were used. LDH I (H,) 
crystallized from swine heart containing 98% H 4 (Figure 1) 
was purchased from Serva. A L D H  preparation crystalli- 
zed from swine skeletal muscle (Reanal) abundant  in L D H  
5 was dialyzed against Tris-HC1 buffer and purified fur- 
ther by DEAE-cellulose (Macherey Nagel 2100) chromato- 
graphy n to obtain L D H  5 (M4), the puri ty of which was 
checked by agar gel electrophoresis (Figure 1). Protein 
content was measured at 280 nm. All materials were dis- 

of Lactate Dehydrogenase l sozymes  by Trypsin 

solved in 0.05M Tris-HC1 buffer containing 6.10-42~I 
CaC12 adjusted to pH  7.6. Proteolysis was started by 
adding trypsin (50 ~g) to the samples. 1.0 ml was the 
final volume of each sample. Temperature was kept con- 
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