886

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

1. 5HT (10-3 M) in the incubation medium had no
effect on the rate of NA efflux in either system.

2. The precursor of 5HT, 5-hydroxytryptophan (SHTP,
10-3 M), had no effect on the rate of efflux of NA pre-
viously taken up from the medium (Figure 1). In contrast,
SHTP lowered the levels of NA previously synthesized
from DOPA to ca. 409, control values. The difference
from control values was significant at the 0,01 level (rank
summation}, except for the last values (75 min) (Figure 2).

3. The amino-acids histidine and rL-tryptophan caused
the same decrease of NA in tissue, whereas the corres-
ponding amines had no effect. As with 5HTP, the effect
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Fig. 1. Noradrenaline uptake: effect of SHTP on efflux.
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Fig. 2. Noradrenaline synthesis: effect of SHTP on efflux.

Leichtfliichtige Stoffe in Agaricus bisporus

Es ist bekannt, dass unter den dusseren Faktoren, wel-
che Wachstum, Fruktifikation, Morphogenese und Spo-
renkeimung von Pilzen beeinflussen, neben den Feuchtig-
keits-, Licht- und Temperaturverhiltnissen der Anwesen-
heit von leichtfliichtigen Stoffen — grosstenteils unbekann-
ter Identitit — oft eine entscheidende Rolle zukommt. Es
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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 min. The effect
of the dopamin-hydroxylase inhibitor disulfiram was ap-
parent in a lowering of NA levels after 45 min.

Discusston. The mechanism of depletion of brain tissue
NA levels by SHTP appears to be by inhibition of further
NA synthesis from DOPA, rather than by a 5SHTP (or 5SHT)
mediated efflux. This effect has been reported in vivo3,
where the lowered NA levels after doses of 5SHTP causing
overt stimulation in the rat were attributed to inhibited
synthesis and not to stimulated release of NA 4,

S5HTP (as histidine and r-tryptophan) utilizes the same
unspecific enzyme as DOPA in its synthetic pathway:
l-aromatic-amino-acid decarboxylase?s, These substrates
can act as competitive inhibitors.

Preincubation of brain slices simultaneously with
DOPA and 5HTP results in mutual inhibition of synthe-
sis of the amines (759, of control value, $<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 that the first step of NA biosynthesis (hydroxyla-
tion) may not be the only limiting factor of amine forma-
tion. Changes of cerebral pyridoxal phosphate levels may
also be important for feedback mechanisms involving
pyridoxal phosphate dependent enzymes? 16, An overload
of any one aromatic amino acid could have implications
for the regulated balance of amines in the brain'?.

Zusammenfassung. 5-Hydroxytryptophan erniedrigt die
Konzentration von Noradrenalin in Hirnschnitten, sofern
diese das Amin zuvor aus zugesetztem L-DOPA selber
synthetisierten. Dieser Effekt beruht vermutlich darauf,
dass 3-Hydroxytryptophan die Decaroxylierung des L-
DOFA, das im Hirngewebe gespeichert wird, kompetitiv
hemmt. Die Relation der Noradrenalin- und Serotonin-
konzentration im Hirngewebe kann somit auch durch ein
veriindertes Angebot an Aminosduren gestoért werden.
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diirfte sich dabei in den meisten Fillen um niedere Fett-
siuren, Fettsiureester, niedere Alkohole, Aldehyde und
CO, handeln. So stimulieren Vertreter der erstgenannten
Stofigruppe (C;—C;) die Sporenkeimung von Phycomyces?,
Ameisensiure aktiviert die Pseudophorenbildung bei RAi-
zopus sexualis®, und Isovaleriansiure fordert die Keimung
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von Champignonsporen®. In diesem Organismus kommt
auch dem Kohlendioxid eine morphogene Wirkung zu: es
beeinflusst das Myzelwachstum und fungiert als frukti-
fikationskontrollierendes Agens#. Schliesslich induzieren
kurzkettige aliphatische Alkohole (n-Butanol, Isoamyl-
alkohol und 2-Pentanol) in niederen Konzentrationen die
Bildung von g-Fructofuranosidase und Glucose-Dehydro-
genase in Ruhekonidien von Aspergillus oryzae, wihrend
grossere Mengen hemmend wirkenS.

Das vom Substratmycelium von 4. bisporus produzierte
Gasgemisch kann die Morphogenese der Fruchtkérper
steuern®, Ferner wird die Keimungsrate von Champignon-
sporen durch die Gesamtheit der von diesem Organismus
synthetisierten leichtfliichtigen Stoffe erhoht®. Deren Zu-
sammensetzung hat erstmals L.oCKARD? untersucht; die
Fraktion enthilt Athanol, Acetaldehyd, Aceton, Athyl-
acetat und Athylen. Das Ziel der hier beschriebenen Un-
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tersuchungen bestand in einer genaueren gaschromato-
graphischen Analyse der chemischen Identitit der von
Sporen, Mycelium und Fruchtkoérpern produzierten was-
serdampfifliichtigen Stoffe, um die durch diese bewirkten
physiologischen Effekte einer bestimmten Substanz zu-
ordnen und so eher einer biochemischen Erklirung zu-
ginglich machen zu kdnnen. Zudem erweisen sich Anga-
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Fig. 2. Gaschromatographische Trennung der niederen Fettsiuren aus dem Fruchtkbrper von 4. bisporus.
1, niedere Alkohole und andere leichtfliichtige Stoffwechselprodukte (Figur 1); 2, Essigsiure; 3, nicht bestimmt; 4, Isobuttersiure; 5, #-

Buttersiure; 6, Isovaleriansiure.

Extraktherstellung und Chromatographiebedingungen sind an anderer Stelle beschrieben!®,
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Fig. 1. Gaschromatische Analyse von Alkoholen und anderen leichtfliichtigen Metaboliten der Sporen des Kulturchampignons.
1, Acetaldehyd; 2, Aceton; 3, Athylacetat; 4, Athylmethylketon; 5, Athanol; 6, Isobutanol; 7, n-Butanol; 8, Isoamylalkohol; 9, #-

Amylalkohol; 10, Essigsdure.

Fiir die Herstellung des Extraktes und die Chromatographiebedingungen vergleiche 19,
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ben iiber die Identitit solcher Produkte insofern als von
heuristischem Wert, als deren Applikation bei andern
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 von Mycelien ver-
schiedener Stimme und Arten ebenfalls Kenntnisse iiber
die qualitative Zusammensetzung der betreffenden Stoff-
Fraktion, und zwar selbst dann, wenn solche gaschroma-
tographischen Studien vorwiegend durch «fingerprinting»
erfolgen sollen.

Wie Figur 1 zeigt, enthalten Champignonsporen neben
als Myzelprodukte von 4. bisporus bereits beschriebenen
Stoffen (Athanol, Aceton, Acetaldehyd, Athylacetat) auch
Essigsaure, Isobutanol, Butanol, Isoamyl- und Amylal-
kohol sowie Athylmethylketon. Analyse gleicher Ex-
trakte bei héherer Temperatur analog der Figur 2 ergab
ferner das Vorhandensein von Isobutter-, Butter- und
Isovaleriansdure. Die Identitit einzelner der durch Co-
Chromatographie bestimmten Substanzen wurde nach
Abfangen des betreffenden Stoffes durch IR-Spektrosko-
pie (Perkin-Elmer 157, Mikrozelle) bestdtigt. Erwdhnens-
wert ist in diesem Zusammenhang die Existenz von ledig-
lich sehr geringen Mengen niederer Fettsduren in den ja
auch in geruchlicher Hinsicht deutlich von Mycelium und
Fruchtkorperplectenchym verschiedenen Sporen. Alle
genannten Stoffe werden auch vom Mycelium gebildet,
wobei jedoch der im Verhiltnis zn Material aus den beiden
andern untersuchten Entwicklungsstadien bedeutend ho-
here Gehalt an Isobuttersdure und Isobutanol auffillt. Die
Stoff-Fraktion nach saurer Wasserdampfdestillation von
Fruchtkorperextrakten zeigt qualitativ ebenfalls dieselbe
Zusammensetzung.

Nach diesen vorldufigen Untersuchungen erweist sich
der Kulturchampignon als versatiler Garungsorganismus,
stellen doch die meisten der hier nachgewiesenen Substan-
zen auch Komponenten des bei der Bier- und Weingirung
gebildeten Fuseléls dar®. Athanol diirfte, da ja auch Acet-
aldehyd vorkommt, in gleicher Weise wie bei Bickerhefe
gebildet werden. Im speziellen ist darauf hinzuweisen, dass
eine Aceton-Butanol-Girung in 4. bisporus im Gegensatz
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zu einer anderswo gedusserten Meinung? als durchaus
moglich erscheint. Durch den Nachweis von Aceton auch
im Fruchtkoérperplectenchym ist zudem ein bisher als
charakteristisch betrachteter Unterschied zwischen diesem
und vegetativem Mycelium*® hinféllig geworden. Uber die
Bildung wvon Isovaleriansiure und Isocamylalkohol in
samtlichen Entwicklungsstadien des Kulturchampignons
ist schon frither berichtet worden; die Identifikation die-
ser Produkte erlaubte es, die keimungsstimulierende Wir-
kung der Gesamtheit der leichtfliichtigen Metabolite von
A. bisporus bei Sporen der eigenen Art stofflich zu lokali-
sieren und bildete die Grundlage zur Aufklirung des Wir-
kungsmechanismus der beiden «Triggers»1®. Schliesslich
stellen einige der in dieser Arbeit beschriebenen Substan-
zen ~ ebenso wie in Friichten1! — Aromakomponenten des
Kulturchampignons dar. Tatsidchlich entspricht der Ge-
ruch der sauren Wasserdampfdestillate sowohl von Spo-
rokarpen als auch von Myzelkulturen demjenigen frischer
Pilze12,

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 of Lactate Dehydrogenase Isozymes by Trypsin

It has been demonstrated! that the susceptibility of
LDH isozymes to proteolysis varies. A bacterial peptidase,
subtilisin has been found to digest LDH 5 (M,) only,
while the activity of LDH 1 (H,) is left unaltered ?®. Con-
formational changes induced by coenzyme, substrates and
ions have also been reported to cause modified suscepti-
bility of additional enzymes to proteolysis3-1. The pre-
sent study was undertaken to investigate the effect of
NADH and NAD+ on the proteolysis of LDH 1 and LDH
5 by trypsin. NADH (Kyowa Makko Kogyo, Japan),
NAD+ (Reanal, Hungary), trypsin (Carl Roth, Western
Germany) 3 times crystallized were used. LDH 1 (H,)
crystallized from swine heart containing 98%, H, (Figure 1)
was purchased from Serva. A LDH preparation crystalli-
zed from swine skeletal muscle (Reanal) abundant in LDH
5 was dialyzed against Tris-HCI buffer and purified fur-
ther by DEAE-cellulose (Macherey Nagel 2100) chromato-
graphy 1! to obtain LDH 5 (M,), the purity of which was
checked by agar gel electrophoresis (Figure 1). Protein
content was measured at 280 nm. All materials were dis-

solved in 0.05M Tvis-HCl buffer containing 6.10-*M
CaCl, adjusted to pH 7.6. Proteolysis was started by
adding trypsin (50 ug) to the samples. 1.0 ml was the
final volume of each sample. Temperature was kept con-
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