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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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s t a n t  (38 °C) in  an  u l t r a t h e r m o s t a t .  A t  d i f fe ren t  in te rva l s  
a l iquots  of  0.05 ml  were  r e m o v e d  a n d  a f t e r  app rop r i a t e  
d i lu t ion  L D H  act iv i t ies  assayed  in  dup l ica te  b y  UV- 
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e thod ,  using p y r u v a t e  as subs t ra te .  
Values  m easu red  a t ' z e r o  t i m e  are g iven as 100% act ivi-  
ties. 

The  ad d i t i o n  of N A D  +in  a concen t r a t i on  of 1.7 5 × 10-3 M 
was  found  to  p r o t e c t  m a r k e d l y  L D H  1 aga ins t  proteolysis ,  
whi le  N A D H  fai led to  afford  p ro t ec t ion  (Figure 2). No 
p ro t ec t i ve  ef fec t  could be observed  e i the r  by  N A D H  or 
NAD+ w h e n  L D H  5 was  s u b m i t t e d  to  p ro teo lys i s  b y  t r y p -  
sin (Figure 3). Since L D H  5 has  been  r ep o r t ed  m u c h  more  

+ ,  

a) b) 

Fig. 1. Demonstration of LDH isozymes used in this study, a) LDH 1 
(Hi); b) LDH 5 (M4). Electrophoresis was carried out in agar gel at 
10 V/em for 50 min using sodium barbital buffer (pH 8.6, ionic 
strength 0.05). 
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Fig. 3. Time course of proteolysis of LDH5 incubated at 38°C. 
a) ©--©, with trypsin (50[~g/ml); b) × - - × ,  with NADH 
(1.75 × 10-aM)+trypsin, and c) /x--A, with NAD+ (1.75 × 10-8M) 
+trypsin. The concentration of LDH5 was 12 × 10-TM. 
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Fig. 2. Time course of proteolysis of LDH1 incubated at 38°C. 
a) ©--O, with trypsin (50t~glml); b) x - - x ,  with NADH 
(1.75 × 10-aM)+trypsin, and e) &--&, with NAD+ (1.75 x 10-SM) 
+trypsin. The coneentration of LDH 1 was 9 × I0-TM. 

Proteolysis of LDH5 at 25°C for 150 rain 

Treatment Residual 
activity 
(%) 

Trypsin 51.5 
NADH + trypsin 64.3 
NAD+ + trypsin 70.6 

Conditions as in Fig. 3., except the concentration of trypsin which 
was increased to achieve similar rate of digestion as at 38 °C. 

thermolabi le  t h a n  L D H  1 a t  39°C in Tris buffer  a2, p ro teo-  
lysis was also pe r fo rmed  a t  25 °C, bu t  essent ia l ly  the  same 
results  were o b t a i n ed  as a t  38 °C (Table). 

I t  is of in te res t  t h a t  N A D H ,  which  is known  to p ro t ec t  
L D H  agains t  hea t  i nac t i va t i on  2,11 failed to  p ro tec t  even  
L D H  1 aga ins t  pro teolys is ,  accord ing  to  t he  d a t a  presen-  
ted.  Similar  p h e n o m e n o n  was  obse rved  by  SCHIMKE e t  
al. s, inves t iga t ing  the  h e a t  s t ab i l i t y  and  pro teo ly t ic  sus- 
cept ib i l i ty  of r a t  l iver  t r y p t o p h a n  pyr ro lase  using some 
t r y p t o p h a n  analogues.  

Very l i t t le is k n o w n  a b o u t  t he  fa te  of ind iv idua l  L D H  
isozymes wi th in  t he  cell. Several  au t h o r s  ~, x8 have  recen t ly  
raised the  poss ibi l i ty  of se lect ive  des t ruc t ion .  Al te red  con-  
format iona l  f lexibi l i ty  m a y  also cause  a sh i f t  in p ro t e in  re- 
s is tance by  inf luencing d e g r a d a t i o n  ra te  14. 

Rdsumd. L'e f fe t  de  la N A D H  e t  NAD+ sur  la pro t~olyse  
de la lac t icod6hydrogSnase  i soenzyme  1 ( L D H  1) e t  iso- 
enzyme  5 (LDH 5) p a r  la t r y p s i n e  fur  Studi6. Les  r6sul- 
t a t s  m o n t r e n t  que  la NAD+ exerce  une  p r o t e c t i o n  con t r e  
la prot6olyse de la L D H  1. Mais ni  la N A D H  ni la NAD+ 
ne pro t~gent  con t re  la prot~olyse  de la L D H  5. 
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