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A new e-N-trimethyllysine metabolite has been isolated from the mycelium of Neurospora craw. The labelled compound 
produced from incubations in vivo and in vitro from e-N-trimethyl ([ ’ 4 C] H, )L-lysine has been identified as 2-keto-e-N-trimethyl- 
hexanoic acid by reducing its 2,4-dinitrophenyl hydrazone back to e-N-trimethyllysine by hydrogenolysis in a Parr bomb. 
Analyses on TLC and in four different ion exchange chromatographic systems show the appearance of a ninhydrin positive 
product having the same Rf and the same retention time as e-N-trimethyllysine; it contains more than 85% of the radioactivity 
of the 2,4-dinitrophenylhydrazone of the keto acid. 

1. Introduction 

La presence de lysines e-N-methylees dam diffe- 

rents organismes, tant a l’etat libre que faisant partie 
de proteines est connue [l-8]. Recemment nous les 
avons identifiees a l’etat libre dans le mycelium de 
Neurospora cram [93 . 

Broquist et al. [lo-l 21 ainsi que Cox et al. 
[ 13,141 ont demontre le role de la e-N-trimethyllysine 
(e-MeaLys) (1) comme precurseur de la carnitine (4) 
par l’intermediaire de la butyrobetaine (3). I1 semble 
que ce soient les deux seuls produits naturels derives 
de la e-Mea Lys signales jusqu’a present. 

Nous rapportons ici l’isolement dun nouveau ceto- 
acide, contenu dans le mycelium de Neurospora crassa 
form6 par desamination de la e-Mea Lys; nous 
proposons pour cette substance la structure de l’acide 
a-ceto+N-trimethyl hexanoique. (2) 

2. MatCriels et mithodes 

e-MeaL-Lys et e-Mea ([‘4C]Hs)LLys ont BtB 
synthetisees comme d&it par Cox et al. [ 131 a 

Abrtviations: eMe, Lys: e-N-trimdthyllysine. 
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partir de l’cw-N-acetyl Llysine (Calbiochem). ICHa- 
[‘*Cl a Bte obtenu du CEA, Saclay. La purete 
radiochimique de la e-Me ([ l4 C] Ha)Lys a Cte verifiee 
par chromatographie sur couche mince de SiOz et 
Al2 03, solvant: butanol-methanol-ammoniaque 
concentre (1: 1: 3) et par chromatographie sur colonne 
Bchangeuse d’ions sur un appareil Beckmann Uni- 
chrom. 

Neurospora crassa, lysine auxotrophe, FGSC 
33933, a Cte cultivee comme decrit precedemment 
[9] mais avec un milieu 0.2 mM en e-Mea ([‘*Cl- 
Ha)LLys. Le mycelium r&up&e par filtration a Ct.5 
extrait soit au soxhlet par l’ethanol a 90°C soit par 
l’acide perchlorique a 6% suivi de passage de l’extrait 
neutralist? sur une colonne d’echangeurs anionique; 
l’eluat contenant les bases quatemaires, qui ne sont 
pas retenues par la colonne [ 131 de meme que les 
extraits Bthanoliques ont ete analyses par chromato- 
graphie automatique sur Cchangeurs d’ions, dam 
differentes conditions. 

Les systbmes de chromatographie automatique sur 
Cchangeurs d’ions utilises ont et6 les suivants: 

1) Resine Beckmarm M-71, colonne 9 X 0.9 cm, 
tampon citrate de sodium 0.35 M, pH 5.18 debit 
70 ml/hr a 52’C. 

2) Resine Beckmann M-72 colonne 54 X 0.9 cm, 
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deux tampons: A) citrate de sodium 0.2 N pH 3.05 hydrazine, ce qui nous a fait soupconner la presence 
pendant les premieres 90 minutes, B) citrate de sodium dun compose cetonique pouvant deriver de la desamina- 
0.8 N pH 3.95 ensuite; debit 70 ml/hr a 54’C. tion en a! de la e-Mea Lys. 

3) Resine Spinco A-l 5; colonne 8,l X 0,9 cm, 
tampon citrate de sodium 0.35 N pH 5,80; debit 
56 ml/hr a 56’C. 

4) Resine Spinco 50 A; colonne 51 X 0,9 cm; 
tampon citrate de sodium 0.38 N, pH 7,02; debit 
36 ml/hr h 32°C pendant les premieres 3 heures et 
56’C ensuite. 

Les mesures de radioactivite ont Bte effectuees sur 
un appareil Nuclear Chicago Mark 1 a l’aide de la 
solution scintillante de Bray [ 151. 

Afin de corroborer notre hypothese, nous avons 
entrepris l’isolement de ce produit radioactif par 
chromatographie sur Bchangeur d’ions. Apres l’avoir 
dessale et amend a set nous l’avons fait reagir in situ 
[16,17] sur une plaque d’acide silicique, avec la 2,4- 
dinitrophenylhydrazine; apres developpement de la 
plaque dans le systeme methanol-butanol-amoniaque 
concentre (1: 1: l), elle a Bte passee sous un detecteur 

de radioactivite (chromoscan Berthold). La radio- 
activite se trouve au niveau de la 2,4_dinitrophenyl- 
hydrazone formee. Celle-ci a BtC Cluee de la plaque, 
amenee a set, redissoute dans un melange methanol- 
eau (2,5:0,5) et soumise a l’hydrogenolyse [18] en 
presence de PtOs a l’aide de l’appareil de Parr, a 
2 bar de pression pendant 24 heures. Le produit 

attendu Btait la e-MeaLys radioactive. 

3. Resultats et discussion 

Les resultats des analyses des extraits de Neurosporu 
crassa cultivee en presence de eMea ( [r4 C] Hs)Lys 

montrent toujours trois pits radioactifs principaux: 
un produit a) a peine retenu par l’echangeur d’ions, un 
deuxieme b) correspondant a la zone des temoins de 

la butyrobetaine et de la carnitine et le troisieme c) au 
niveau ce la e-&-trim&hyllysinei La figure 1 montre a 
titre d’exemple les analyses obtenues avec une colonne 

de resine Beckmann M-7 1. 
Ix produit radioactif (a) passant en tete de colonne 

a don& un test positif avec la 2,4_dinitrophenyl- 

R = -(CH,),CH,N(CH,), 

R H R H R 
I I Hz ’ 
CO+ H,N-N-C,H,(NOI), +C = N-NC,H,(NO,), -+ HCNH, 
I I I 
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Fig.1. Analyae de l’extmit ethanolique obtenu ?I partir du my&Bum de Neurospora crassa cultivee en presence de e-Me, ([ ‘*C]H,)- 
Lys. Appareil Beckmann ‘Unichrom’, colonne 9 X 0.9 cm, &sine M-7 1, DO a 570 nm (reaction avec la ninhydrine); (- - -) Radio- 
activitk. 
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Fig.2. Histogramme de la chromatographie sur couche mince 

d’acide silicique. A) 2,4 dinitrophenylhydrazone du ceto- 

acide (avant hydrogdnolyse). B) Temoins de: 1) e-Me, Lys; 

2) &to-acide; 3) &to-acide sous forme de 2,4-dinitrophenyl- 

hydrazone. C) Broduit obtenu apres hydrogenolyse de la 

2,4-dinitrophenylhydrazone du &to-acide. 

Le produit d’hydrogenolyse a et6 analyse par 
chromatographie sur couche mince d’acide silicique 
(methanol: butanol:amoniaque, 1: 1:3) et par chromato- 

graphie sur colonne d’tkhangeurs d’ions (4 systemes 
differents, voir materiel et methodes). 

Fig.3. Analyse de la 2,4-dinitrophknylhydrazone du ckto- 
acide. A) avant hydrogdnolyse; B) apris hydrogenolyse. 

Colonne 8.1 X 0.9 cm de r&sine Spinco A-15. DO a 570 nm; 

(- - -) Radioactivite. 

Nous remarquons toujours l’apparition d’un sub- 
stance reagissant avec la ninhydrine et ayant le m&me 
Rf (fig.2) et le mdme temps d’elution que la e-Me3 Lys 
authentique et qui contient plus de 8.5% de la radio- 

activite contenue dans la 2,rldinitrophenylhydrazone 
avant hydrogenolyse. (voir figs. 3 et 4). L’obtention de 

la e-IV-trimethyllysine radioactive par hydrogenolyse 
de la 2,4-dinitrophenylhydrazone du produit radio- 
actif isole prouve qu’il s’agit bien de l’acide cr &to, 
e-N trimethyl-hexanoi’que. 

Par ailleurs, nous avons incube la e-Mes ([ “C]H3)- 
Lys avec un extrait acellulaire de Neurospom crassa, 

prepare par broyage du mycelium dans un mortier 
avec du sable. Apres six heures d’incubation, la reac- 
tion a et6 arretee avec de l’acide trichloroacetique; 
apres centrifugation le sumageant a et65 soumis aux 
memes analyses que celles d&rites pour les experien- 
ces in vivo. Les rtktltats obtenus ont et6 les memes 
montrant qu’il existe bien un systeme enzymatique 
capable d’oxyder le groupe cr amin de la e-M& Lys 
pour produire le cetoacide correspondant. 

Des travaux sont en tours en vue de verifier si ce 
&to-acide 2 est un intermediaire dans la biosynthbe 

de la camitine a partir de la e-MesLvs: 

036 

-3 

?OO 220 240 260 sn 

Fig.4. Analyse de la 2,4-dinitrophknylhydrazone du &to- 
acide. A) avant hydroginolyse; B) apres hydrogenolyse. 
Colonne 51 X 0.9 cm de resino spinco 50 A. DO a 570; 
(- - -) Radioactivite. 
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