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Abstract-By using two different isotopically labelled precursors and ion exchange aminoacid analysis, it is 
shown that the methyl group of methionine is incorporated into e-N-mono-, di- and trimethylated derivatives 
of lysine found in the free state in the cells of Neurospora crassa. The possibility that lysine methylation can take 
place not only via protein bound-lysine but also directly on the free aminoacid, or a derivative is considered. 

RksumbEn utilisant deux prkcurseurs marquCs diff&remment ainsi que la chromatographie par kchangeur 
d’ions, nous montrons que le groupe mtthyle de la mtthionine est incorpork dans les d&iv&s e-mono-, di- et 
trimkthylts de la lysine contenus S+ l’ktat libre dans Neurospora crassa. La possibiliti: d’une mkthylation de la 
lysine non seulement lorsqu’elle est contenue dans les protizines mais kgalement sous sa forme libre ou sous forme 
d’un autre dCrivi: est envisagie. 

INTRODUCTION 

LA PRESENCE de d&iv&s c-N-mCthylCs de la lysine, faisant partie des protCines tant d’origine 
animale que &g&tale a ttC signal&e par divers auteurs. Ainsi, la E-N-mbthyllysine (e-MeLys) 
a Ct6 trouvCe dans les histones d’origine animale,’ dans la myosine de lapin,2,3 et dans 
les protkines de Salmonella~-” et de Spirillum sispeus.7 La E-N-dimtthyllysine (E-Me,Lys) 
a CtC trouvCe dans les protCines de Salmonella7 et la E-N-trimkthyllysine (E-Me,Lys) dans 
la plupart des cytochromes C, des plantes et des champignons8 Toute la sCrie de E-N- 
mono-, di-et trimethyllysine existe dans les histones du noyau des cellules d’origine ani- 
male.‘-’ 1 

Rappelons que Paik et Kim12 ont dtcrit un enzyme, la S-adtnosyl+mCthionine: pro- 
tkine-lysine mCthyl-transfkrase, qui methyle le groupe e-NH2 des rtsidus lysine des chaines 

Abre’uiations utilisies: e-N-monomkthyllysine (E-MeLys); l -N-dimtthyllysine (+Me,Lys); C-N-trimethyllysine 
(e-Me,Lys); &hydroxylysine (OH-Lys). 
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protkiques. Par contre. ti notre connaissance. aucun systkme enzymatique responsable de 
la prksence de ces d&iv& mkthylks de la lysine, sous forme libre. n’a encore kt@ signal& 

Cependant la prksence de la c-Me,Lys dans quelques plantes a t;ti rapportke’” de mGme 
que celle de la +MeLys dans le cerveau de boeuf. I4 Les trois d&iv& ont i-t& trouvks dans 

l’urine humaine.” 
Rkemment Broquist et LI[. ” ‘* ont Ctudit- la biosynthese de la carnitine ;I partir de la 

lysine. Ces travaux ont mis en relief l’importance que ses d&iv& +,Y-m&hylt:s pourraient 
jouer en tant que prkurseurs d’autres produits du mttabolisme. 

Nous rapporfons ici l’incorporation du groupe mkthyle de la mkthioninr dans les trois 
dkrivits E-IV-mt-thy& de la lysine contenus ii l’c;tut 1ihr.r dans le mycelium de Nrw~spor~~ 
~~~OXI et envisageons It la lumitke des rc’sultats obtenus la possibilitt- d’une voie de trans- 
mc’th\,lation dc la l>sinc ne passant pas nL:ccssaircmcnt par un r:sidti I~~sinc d’unc prot;ine. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

L’analyse sur Cchangeur d’ions des acides amink libres provenant des extraits alcooli- 
ques du mycelium de Neurospor~ cr’assa, cultivk pendant trois jours en prksence de L-Met- 
14Me ou de DL-L~s-~-‘~C montre trois substances (Fig. I) dont les temps de rktention cor- 
respondent g ceux des Cchantillons tkmoins dcs d&iv& +iV-mono-, di- et trim&thy& de 

la lysine. Les courbes de radioactivitL: montrcnt Qalement trois pits qui se superposent 
par leur position h ceux des trois d&iv&s c-.V-mkthylks de la lysine (Fig. I ). 

Frc;. 1 

Les hydrolysats des protkines de Nw~~spor~r ~I^CISSLI ont ktk aussi L;tudit”s. Nous avons 

observk qu’ils contiennent non seulement la E-M~,L~~s. comme il a CtP signal6 pour le 
cytochrome C ” mais aussi la E-MeLys et la E-Mc,Lys. 

Des essais prt;liminaires irl z.iw. en vue d’ktudier le mkcanisme de biogtWse de ccs 
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cycloheximide.20,21 Ceci dans le but de vkrifier si la lysine pouvait 6tre mkthylke directe- 
ment sous sa forme libre (ou sur un dttrivt) ou uniquement aprks incorporation dans une 
protkine. 

Nous avons cultivk Neurospora CRXW lysine auxotrophe (en prtsence soit de lysine-14C 
soit de mkthionine-14Me) dans un milieu contenant ou non de la cycloheximide (voir tab- 
leau). Nous avons par la suite extrait les aminoacides libres et les protkines de Nwrospor~a 
crassa provenant de chacune de ces expkriences et prockdi: h leur analyse. 

Nous constatons la prksence de d&iv&s e-N-mtthyks de la lysine dans les deux types 
d’essais (avec et sans cycloheximide); la comparaison des radioactivitks totales des pro- 
tkines en provenance des deux expkriences (1 et 2) faites en prksence de lysine-14C (avec 
et sans cycloheximide) montre que l’inhibition de synthkse protkique est de presque 94% 
(voir Tableau 1). 

TABLEAU 1 

(cpm) ,cpm lmkll lcpm.‘qlloll 

Cyclo- Actdcs- Acidcs- Acides- 
Exp. hexlmlde ammC\ amines aminks 
“0. (fig/ml milieu) L-Lvs-U-“C I-Met-“Me llhres Prottines llhres Proteines libres PrOt&leS 

I _ 25 pCi 8 x IO” 20 x 100 46.X x 10’ 13.7 Y IO” 63.5 x IO’ 21.6 x IO’ 
2 ‘O@ 25 ,‘CI 37 x IO” 1.2 x IO” 82.4 x 10’ / 1.9 x IO’ 114.X x 10” l5,6 x IO3 
3 _ 20 PC1 2x.7 x 100 5 x IO” i0.q x I,/’ 59.5 x IO3 
4 lOV8 20 UC1 30.5 x 10” 0.3 x 10” 41.7 x IO’ 19.7 x IO3 

Le tableau montre que (sauf pour l’expkrience 3) la radioactivitk spkifique de l’ensem- 
ble des lysines mtthylkes trouvtes A l’ktut lihw est supkurt: ii celle des mCmes substances 
trouvkes dans les protkines. 11 faut remarquer en particulier que dans l’expkrience 2, faite 
en prkence de cycloheximide, la radioactivitk sptcifique des lysines mCthylCes libres est 
presque sept fois plus irlevke que celle des protkines et presque le double de celle trouvke 
dans les lysines mtthylttes libres dans l’expkrience correspondante sans cycloheximide. 

L’ensemble des rtsultats de nos expkriences semblent done indiquer qu’une voie de 
transmkthylation, autre que celle passant par la N-mkthylation de la protkine l2 est A envi- 

sager dans le cas de Neurospora crussa. 
Des travaux sont en cows pour mieux prkiser le mtcanisme de la transmtthylation in- 

tervenant dans la formation des d&iv&s E-N-mtthylks de la lysine ainsi que le r61e qu’ils 
pourraient jouer en tant que prkurseurs d’autres produits du mktabolisme, notamment 
de la carnitine. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Cultures. Neurospora crassu. lysine auxotrophe 33933 a 86 cultivte dans un milieu synthktique” contenant 
0.2 mM de L-lysine h 30’ et avec agitation. Des prt-cultures ont ktk obtenues en enscmencant des erlenmeyers 
de 300 ml contenant 50 ml de milieu avec 2 ml d’une suspension de mycelium (7.5 x IO’ cellules/‘ml) et incubi 
pendant 20 hr B 30” avec agitation. Ces prkultures (50 ml) ont 6th transvasks dans des erlenmeyers de 2 I. con- 
tenant 300 ml de milieu addition& des prkcurseurs radioactifs. Pour les premiitres experiences qui nous ont 
servis B mettre en kvidence la presence des d&iv& C-N-mCthylts de la lysine le temps d’incubation a et& de trois 

” SEBALD, W., SCHWAB. A. J. et BCCHER. TH. (I 969) FEBS Lettrrs 4, 243. 
:’ NE~:PERT, W., SE~IALI). W.. SCHWAIS. A. J.. MASSIVG~R. P. et Bricur-R. TII. (1969) tun~/k~!u J. I%K/IC~I. IO, 589. 

” HOROWITZ, N. H. et BEADLE. G. W. (1943) /. Bio/. C/~/U. 150, 325. 
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jours. Pour Iesexptriences I, IA. 2 et 2A (voir Tableau I) on a ensemenci- les cultures de 300 ml avec Its prL;cultures 
de 50 ml et on a incube B 30” avec agitation. Au bout de I5 hr de croissancr. nous awns ;!joutk de la cyclohexi- 
tnide (1A et 2A)et continuC I’incubation pendant I hr. On a ensuite ajoute Its pri:curscurs radioactifs et I’incuba- 
tion s‘cst poursuivie encore 5 hr. 

Estrucrion. Apris la piriode d’incubation. le mycClium est tiltre. rinc6 abondamment 6 I’cau JistillCe ct sL:chc 
sur papier filtre. II est ensuite extrait dans un Soxhlet par I’&thanol d 90 pendant 48 hr. La solution iathanolique 
contlent les acidcs amines librcs ct le rCsidu solide les protbincs. 

Ddipidaticw. L’kthanol est Smink par kvaporation sous vide i 40 et le rtkrdu chaulft: B 50 avcc une solution 
0.1 N de KOH dans I’kthanol h 50:$ pendant 30 min. Apr& avoir amen2 h xc, le rCsidu est dissous dans I’eau 
et dilipidk avec le mClange petrole &thcr (I : I); la phase aqueusc est ensuite ameni:c ;1 pH I avcc HCI 6 N. puis 
extraite ;i nouveau par le m&nge petrole- ether. 

H~&ol~sr drs protc;iw.s. Le I-&id” solide qu’on obtient aprt% extraction du mycelium dans Ie Soxhlct et qui 
conticnt les prot?ines c\l p~~l\ct-i~ dan\ un niortier et trait? dcu~ Ihls p:ir NaOH I h. i I;1 tamp amhiante 
et avec agitation. On rCcup&e par ccntrifugation Its aurnsgeants. et on neutrahsc avcc HCI. la ~olutwn ncutra- 
IisCe est trait&e par une sol. d‘acide trichloroa&tique pour donner une concn tinalc de 5”;. On l&se en contact 
20 mn ~1 90 cl on centrifuge. Le culot cst homogCn&ist dans I’acetonc. wntrifugc ;I nouveau ct st:chC sous un 
courant d’a/otc. Des partics ahyuotca sent bolt hqdrol~sees dans H-r(~‘l 6 I dan!: unc ampoulc s~ilcc pendant 
24 hr ;I 1 IO soit dissoutcs dans NaOH 0.5 N pour mesurc dc la radioacti\ite dans I:I solution Bra! ‘.I 

I’l~,o,~lcltoy,,up/l~~ >w pu/“w. Au coup-s des csws prChminaires, des partIcs al~cluotc.\ Jc I:I phase ayueuse dt:li- 
pid&eontPtt‘&tudiCesparchromatographie sur papier Whatman No. I. On d&loppe sott par le s?\ti:mc i-PI-OH 
HCOZH-H,O (4: I : I)” solt par CHCI,- MeOH- cone NH, (4:4: 1).‘5 Lc premw systtime separc la m6thionine 
(R, 0.69) de la lysine et ses d&iv& c-,~-m6th~ICs (R, 0.36). Nous I’avons utilisl; pour I’anal!sc dcs cchantlllons 
pro\cnant dc la cultuf-c dc \L,I,J~c~\/ww~, c rt,.~,w cn prL:scnc~ dc InL;tllic~nll?c-“Mc. 

Le second systeme permet dc hkparcr la lysinc ct scs d&v& t-!\;-mCthyles entrc cus (Lys~ne. K / 0.70; +McLys. 
K, 0,40; +Me,Lys. R, 0,60; c-Mc,Lys. R, 0.25). Cc second systemc a ?tc utills> pour i‘annlysc dea L:chantillons 
provenant des cultures de N~wo.s~wn ci’tz.ssil en prCscnce de lysine radloacti\e. La dL:tcction de la radiuactivitt; 
dans chaque chromatogrammc 21 L;tt’ eH‘ectuCe h I’aide d’un comptcur h circulation ga.~eusc. maryue Berthold. 

~hronztrtoyrtrpl~ie SUI‘ c&rlrw d’c;c~izcrr~~cwr d’ions. Nous awns utilise un appareil Beckman mod& I70 c‘ (rL;sinc 
PA 35, colonnc 0.9 x 4Ocm. tampon citrate 0.35 N, pH 5.84 debIt 34 ml, hr ;1 -30 1.” Des fractions dc I.5 ml ant 
tt& collect&s et leur radioactlwtc mcsurCe sur un apparcil Nuclear Chicago Mark I i I’;hide dc la solution sclntil- 
lante de Bray.13 C‘es analyses ont Ct& rCpCt6es sur une colonne 0.9 x 54cm. r&sine Sp~nco 50 B. tampon citrate 
0,3X N. pH 7.05. dCbit 36 ml!hr ;i 32 Dans lcs conditions utilisCes. les acldes amint% ncutres ct acidcs sent clues 
avant la OH- Lys ct les d&rives c-,Y-mCthylts de la lysinr sont convenablemcnt s?partis cntre cux. Lcs rCsultats 
obtenus au tours de ces analyses dans deux conditions diffkrentes sent tout ;I f,iit cornparables. 

L’isolement des lysines t-.Y-m&thy&s a CtC &list! par chromatographIc sur rCsrnc Spinzo 50 B: nous avons 
rccueilli des fractions de 1.5 ml: cnsuite prclevt: de chaque fraction 0.3 ml pour mcsurer la radiwwlviti:. La 
courbe de radloactivitC amsi obtenue. supcrpos& it la courbe standard (Fig. I) a permis d’identilier les fractions 
contenant ces dCriv& mCthylc% de la lysinc. lrsqucls ont t:ti: rCunis afin dc permcttrc lcur dosage quantitatif La 
concn en acide aminC a t-t& d6termmCc par la mbthode B la RuorescamincLi (la mCthode par la nlnhydrinc n’htant 
pas sufisamment sensible pour mcsurer Its tri’s falbles quantitCs de ces products) cn utilisant la e-.I’-dim6th)II~- 
sine commc standard. 
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