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Abs~~-lv-Trjl-~lysine is transformed into 2-lWo&N&-imethylhexanoic acid by a soluble deaminase pres- 
ent in the myceliunl of fveurospora cram. The activity of the enzyme increases with the age of the mycelium 
with an optimum after 10 days of culture. E-N-Trimcthyllysine deaminase has been purified 2Wfold by di&rentiEil 
centrifugation and successive column chromatography un DEAE Sephadex and Ultrogel AcA-34. Some of its proper- 
ties have been studied. This is the first enzyme reported to metabolise E-1V-trimethyllysine. 

INTRCbDUCFION 

Nous avons r’ tzcmnment isolb g par& de Neurospura 
CYUSSU, l’acide 2-c&o-6-iV-trim&ylhexandique (2) et $ 
l’aide de la E-N-trim&thy1 (‘“CHJ) lysine montrh par des 
exp&iences in viva et in vitro que ce c&o-a&e provenait 
bien de la r-l\r-trimtthyllysine (I) (TML). Ces exp&iences 
ont permis en &me temps la mise en Cvidence d’un 
systkme enzymatique capable de dtsaminer la 
TML [1,2]. La d&ection de l’acide 2-c&o-6-N-trimCthyl- 
hexandique dans le myc&um de Neutwsporu crassa, 
‘l&se penser qu’il est un intermtiiaire dans la bio- 
synthhse de la carnitine (4), qui provient aussi de la TML 
via butyrobetaine (3) [3,4-J. Nous avons entrepris la puri- 
fication de la e-N-trim&hyllysine dQaminase (TMLDA) 
afin d’essayer de @ciser si elle joue un r6le dans la 
biosynth&se de la carnitine ou un r6le rkgulateur de la 
concentration intracellulaire de la TML. 
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Nous rapportons ici nos r&&tats prbliminaires SW la 

purification et quelques unes des propri&% de c&e db- 
aminase, is&e ti partir de Neurospor~ crussa. A notre 
connaissance c’est la premi&re enzyme intervenant dans 
le m&bolisme de la TML mise en &idence. 

TML.DA a &t& isolCe & partir du myc&um de Neuro- 
spura CI”WU cultivb pendant dix jours. Des essais p&al- 

ables ont montrk que l’activitt: enzymatique augmentait 
avec l’&ge de la culture (avec un rendement optimal au 
dixi&ne jour). 

L’enzyme a $t6 purif%e par centrifugation diff&entielle 
de l’extrait obtenu par broyage avec du sable dans un 
mortier en prCsenae de K2HPo4 0,l M; le surnageant 
est chromatographik sur une colonne de DEAE 
Sephadex-50 @quilibr& avec le m&e tampon) qui 
retient l’enzyme; l’activitt enzymatique est Clu6e avec ,du 
tampon phosphate contenant 0,4 M de KCl. Les frao 
tions contenant l’enzyme sont r&r&s et prtipithes par 
le (NH4)$0, g 9U%; le prtcipit& r&up& par centrifu- 
g&ion, est redissous et chromatugraphie sur colonne 
d’Ultroge1 AcA-34 et CluC avec due phosphate 41 M. Les 
fractions contenant la d&uninase sent r&n&. Les r&l- 
tats de ce pro&& de purification sont indiquQ dans 
le Tableau 1. La prkparation enzymatique obtenue apr&s 
ces manipulaations poss&de une activiti: s*que environ 
200 fois sup&rieure B celle de l’extrait de d&part. 

Une relation linkire entre I’activitC enzymatique et le 
temps d’incubation est obtenue pour des temps allant 
de 0 g 75 min. Un temps d’incubation de 30min a 6ti 
choisi pour nos exp&iences. L’activiti: optimale est 
obtenue vers pH 9,5; cependant toutes nos exp&ences 
ont ttb r&li&es a pH 8Q. 

Une &rie d’incubations avec des concentrations in- 
itiales diffkrentes de TM (’ 4CH3)L a Ctk effectuk afin 
de d&erminer le KTWp. 11 est de O,33 mM, calcule g par- 
tir de la repr&ntatlon de Lineweaver-&.& L’introduc- 
tion de KC1 clans le milieu d’incubation stimule l’autiviti 
enzyrnatique avec un maximum & ($8 M (Tableau 2). 

Des exp&iences en vue de prCciser le mBcanisme d’ac- 
tion de la TMLDA ont 6tC r&&&s; ainsi nous avons 
testi: le FAD, FMN, NAD et le Pyridoxal phosphate 
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Tableau 1. ‘Purifkation de la E-N-trimethyllysine dksaminase 

Fractions 

sumageant 
IlOW g) 
Sumageant 
(17Oooo g) 
Chromatographie 
DEAESephadex 50 
Chromatographie 
Ultrogel AcA 34 

Protkine totale 
(mg) 

205,6 

125,5 

3436 

1,95 

Activitb @cifique* 
TML transformke 

nmol/mg/min 

0,70 

1,lO 

10,2 

138,l 

Enrichissement 

1 

196 

14,6 

197 

* Les unites utiliskes pour exprimer l’activitb spkifique correspondent au nombre de nmoles 
de TML transformke par mg de protkine par min. 

en tant que cofacteurs. Parmi ceux-ci le FMN stimule 
prwe de 50% la &action enzymatique. 

De meme des &udes cornparks avec des L-aminooxy- 
dases (E.C. 1.4.3.2) connues telles qu celles de Crotalus 
tar. terr. (Boehringer Mannheim) et celle de Neurospora 
crussu [Sj ont 6tk &l&es. Aucune de ces enzymes ne 
r4agit avec la TML dans les conditions utiliskes aver 
la TMLDA. 

La TMLDA apr6s contr6le par &ctrophor& sur gel 
de polyacrylamide [6] n’est pas encore homog6ne. En 
effet, on observe une bande principale et deux autres 
plus faibles. Des travaux sent en tours pour ambliorer 
son de& de puracation afin de mieux la caractkriser 
et de prkciser son m kanisme d’action et son r&e biologi- 
que. De mGme la recherche de la TMLDA dans d’autres 
sources naturelles se poursuit. 

PARTIE EXPERbtENTALE 

Cultures. Neurospow crassa, lysine auxotrophe 33933 a &te 
cultivke comme preckkmment [7J mais pendant 10 jours. 

Ptuiicufk~~~ de Ia TMLDA. Toutes les manipulations ont 
&:tc faites a 4”. Neurospom crassa (20g poids humid@ est 
broyk avec la moitib de son poids en sable dans un mortier 
en presence de phosphate de potassium 0,l M, pH 8,9. L’ho- 
mogknat est centrifugb a 10000 g pendant 15 mm et Ie suma- 
geant kimirk, car il contient beaucoup de protkines mais une 
activiti enzymatique nigligeable. Le culot est repris et extrait 
B nouveau 2 fois par le meme tampon et apr&s centrifugation 
les deux sumageants sent rtunis et centrifugb a 170000 g pen- 
dant 90 min. Le sumageant qui contient l’activite enzymatique 
est chromatographit sur colonne de DEAE Sephadex A-50 
(35 x 2 cm) &quilibre avec du phosphate de potassium 0,l M 
pH 8,9, On lave la colonne jusqu’au moment ou il n’y a plus 
d’klution de proteme; on &.~e ens&e avec du KC1 0,4 M con- 
tenu dans le m&me tampon et les fractions contenant I’enzyme 
sent rtunies. On ajoute (NH&SO.+ a 900/& on centrifuge et 
le prkcipitk est redissous dans 2 ml de tampon et chromatogra- 

Tableau 2. Effet du KC1 sur la transformation de TML par 
TMLDA 

concentration de KCl 
(dans K,HP04 0,l M) 

0 
072 
094 
098 
1 
135 
2 

TML transformke 

:: 
8-6 

13,8 
932 
891 
655 

phi6 sur une colonne d’Ultroge1 AcA-34 (35 x 2 cm) kquilibre 
avec du phosphate de potassium 0,l M pH 89 et &I& avec 
le m&me tampon. 

Test enzymatique. La purification de la TMLDA a et6 suivie 
en mesurant le nombre de nmoles de TM (‘%ZH,)L trans- 
formke en tide 2-&o-6-N-trirrkthylhexano’ique. Le melange 
rkactionnel contient dans un volume de 0,5 ml: 750nmol de 
TM(14CH3)L ayant une activitte spkifique de 1076 dpm/nmol, 
phosphate de potassium B pH 8,9 (0,l M) et enzyme (de 100 
a loo0 pg de proteine, sauf pour la fraction d’Uhroge1 ou les 
essais ont ete faits avec des quantitks allant de 4 & 10~). 
Les incubations sont faites a 37” pendant 30 tin avec agi- 
tation, et terminees par l’addition de 504 dune solution 
d’acide trichloroacttique a 8oD/o. Apr& refroidissement et ten- 
trifugation, des parties aliquotes due sumageant sont anal&es 
par chromatographie automatique sur une colonne de r&sine 
kchangeuse d’ions, Beckman M-71, (0,9 x 9 cm) a l’aide du 
tampon citrate de sodium 0,35 M, pH 5,15 pour isoler le ctto- 
acide formC [l]. La radioactivite de celui -ci est mesurke en 
utilisant la solution de Bray [S] et les dpm comptb permettent 
d’haluer les nombres de nmoles de c&o-acide obtenu ou de 
TML transform&. 

Dtterminution du K, Une drie d’incubations avec de la 
TM(“CH,)L h des concentrations allant de 0,03 a 3 mM ont 
kte e&t&es pendant 20min g 37”. Le dasage de protkines 
a iti fait par la methode de Lowry [9] en utilisant comme 
standard le strum albumine bovine. La TM(14CH,)L ou froide, 
a etti synthitiske, purilike et tit& comme prkc&iemment [I]. 
L’etude en fonction du pH a ktk faitc en utilisant le tampon 
phosphate 0,l M avec une gamme de pH allant de 7 a 10,5 
& des intervalles de 0,5 unites de pH. L%lectrophor&se sur gel 
de polyacrylamide a et& effect&e 9 pH 8,35 sur un appareil 
GE-4 Pharmacia [6”J et sur la fraction enzymatique obtenue 
apr&s chromatographie sur Uhrogel. Les mesures de radioacti- 
vid ant t?tt faites sur un appareil Nuclear Chicago Mark-I. 
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A~&--298 species of ferns and 48 species of gymnosperms were tested for cyanogenic activity. 5% of the fern 
species examined gave positive results, but these showed no correlation with taxonomic groupings. None of the 
gymnosperms surveyed gave a positive result. The limitations of a survey of this type for detecting cyanogenesis 
in plants is discussed. 

INTRQDUCflON RESULTS AND DISCUSSrON 

Compounds liberating hydrogen cyanide upon hydroly- 
sis with either acids or appropriate hydrolases are ex- 
tremely widespread in nature. Cyanogenic glycosides are 
known to occur in at least 800 spies of plants repre- 
senting 70-80 families [l J. They have been found in bat- 
teria and fungi, ferns, a few gymnosperms and in both 
monocotyledonous and dicotyledonous angiospersm. 
This cyanogenic ability of plants has importance as a 
human poison, one of the best known examples being 
cassava, the prime constituent of the diet in many parts 
of Africa [2]. It is also being increasingly shown to be 
important to the plant as a defenee mechanism against 
animal [3,4] and insect [4-6] predation. The isolation 
and characterization of naturally occurring cyanogenic 
compounds has been recently reviewed [7] and the 
release of hydrogen cyanide can be readily detected by 
simple and reasonably specific colour tests [8,9]. 

As a continuation of our work on the biochemical 
systematics of ferns [lo] and the role of secondary plant 
compounds as feeding deterrents [4,6], it was decided 
to expand the work of Eyjolfsson [ll] and to see 
whether cyanogenesis was common among fern species. 
Gymnosperm and fern species were chosen at random 
from the living collection at Kew and were screened for 
their ability to produce HCN. This paper discusses the 
results of screening 298 fern species and 48 species of 
gymnosperms for cyanogenic activity. 

The results bf the cyanogenie tests on ferns are listed 
in Table I, and those for gymnosperms in Table 2. Out 
of the 298 fern species tested only sixteen gave a positive 
result, approximately 5%, suggesting that cyanogerresis 
is not a common phenomenon among fern species. There 
was no particular correlation between cyanogenesis and 
fern taxonomy, positive species being present in the 
Davalliaceae (5 positive species in the 10 examined, 
&v&a and Wumata), Polypodiaceae (2 out of 40, Phle- 
&&upn and Campyloneuron), Pteridaceae (2 out of 19, 
Actiniupteris and Pteris), Sinopteridaceae (2 out of 16, 
Cheilunthes), Dennstaedtiaceae (3 out of 16, M&&@ 
and Pteridiurn) and isolated examples in the Vittariaceae 
(1 out of 1, Pteridanetium), Aspidiaceae (1 out of 48, Pter- 
idrp) and Blechnaceae (1 out of 13, StenochL~~). Of 
the 48 species of gymnosperms tested, all gave negative 
results. These results reflect the low frequency of cyano- 
genie plants in the gymnosperms [11,13,14]. 

$ Present address: Biological Science Center, 2 Cummington 
Street, Boston, MA 02215, U.S.A. 

It must be emphasized, however, that when screening 
for cyanogenic plants positive results are much more im- 
portant than negative ones. Many factors are involved 
in the production of cyanogenic compounds, amongst 
which are the age of the plant, young plants usually 
being more cyanogenic than old ones [4], the season 
of the year, parts of the plant examined, as there are 
often differences between cyanogenesis in the stem, root 
or leaves, ecological factors [3], including temperature 
changes, stress conditions and genetic variation. Most 
if not all plants examined have been shown to be poly- 
morphic for cyanogenesis [lS] including Pteri2iu.m uqui- 
linum [16j and to possess several phenotypes. Random 


