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LDH activity was found in peaks 1, 2, and 3; peak a contained less than 1% of
the LDH activity in peak 1. The LDH peaks eluted at approx. 0.03, c.04, and 0.0 M
chloride for all extracts. The recoveries of LDH activity from the columns were 90,
03, and %59, for whole cornea, epithelium-endothelium, and stroma, respectively.
The purification of LDH ranged from 4- to g-fold, dependent upon the extract and
peak considered (see Table I).

When measured in the dircctivnn of DPNH oxidized at pH 7.0 and 25°, the
activity of crystalline beef-heart LDH is 300 umoles/min/mg protein®. If it is assumed
that the activity of crystalline LDH is doubled by increasing the temperature from
25° to 37°, then the column-purified corneal LDH would have about the same activity
as crystalline beef-heart LDF.

The possibility of contamination of the strama by epithelial and endothelial cells
and’or fluids does exist. It is not certain that the three forms of LDH found in the
stromal extracts are native to that part of the cornea, although it has been reported
that rat and rabbit stroma do contain LDH activity!.
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Sur la difiérence de stéréospécificité entre la déshydrogénase lactique
extraite de la levure anaérobie et ceile extraite de la levure aérobie

On sait que I'équipement cnzymatique de la levure de boulangerie (Saccharomyces
cerevisiae) subit des modifications trés importantes au cours de I'adaptation respira-
toire, c’est-a-dire au cours du passage de la vie anaérobie & la vie aérobic {¢f. ref. 1).
Il a été montré récemment? qu'a ces deux conditions correspondent deux lacticodés-
hydrogénases différentes: I"une, celle de ia levurc aérobie (enzyme O) est classique
et a déja été étudiée par plusieurs aunteurs®?, 'autre (enzyme N} n’avait pas eté
mise en évidence auparavant. Elle sc distingue de la premicre par un certain nombre
de propriétés physicochimiques ev cindtiques, en particulier, clle ne réduit pas le
cytochrome c.
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Nous mentrons ici que ces deux lacticodéshydrogiénases dificrent par la stéréo-
spécificité du substrat: I'enzyme formé par la levure anaérobie oxyde acide n(—)
lactique tandis que 1'enzyme formé par Ia levure aérobic oxyde 'isomere L{-+).”

Les sels d’'ammonium® des arides p- et L-lactiques ont €té préparés & partir d'un
acide racémique pur, pour analyses, par la méthode de Irvined, La cristallisation
fractionnée du lactate de morphine permet d’obtenir d’abord le sel de l'acide »-
lactique que Von recristallise deux fois, puis une fraction racémique éliminde, et des
eaux-méres correspondant au sel de I'ncide c-lactique. Les soliutions des sels dam-
monium sont décolorées et débarrassées de traces de morphine par traitement au
charbon actif. On a trouvé que le p-lactate ne contenait pas d'isomdre L] son pouvoir
rotatoire spécifique basé sur ka mesure de Ia rotution & pH 8.5 et sur la détermination
de la concentration par I'indice de réfraction a pH 6.65% est Ta73) = -- 14.6 (solution
0.3 M). La concentration du L-lactate est mesur¢e en présence de la L-lacticodés-
hydrogénase du muscle!® selon Preeimerer 2T Dosell. Le r-lactate prépurd est
contaminé par du Dp-lactate (67,); le pouvoir tatoire speciique égal & —12.2

{solution 0.3 M) correspond, en corrigeant pour la contamination, 4 la valeur ‘alj) ==
—13.9 pour I'isomére L pur. L'enzyme O ¢st extrait ¢t purifi¢ par la méthode de
BoERI ¢f al8 i partir de a levore cultivée en aerobiose forcée. L'enzyme V est extrait
et purifi¢ 4 partir de levure cultivée en anaérobiose stricte par la méthode décrite
par aitleurs?. 17; les activités spécifiques des préparations employées sont respective-
ment 270 et 200 pmoles ferricyanure/mg protéine’h. La réduction du ferricvanure
est suivie au spectrophotométre Beckman DU, 4 420 my, dans une cuve de trajet
optique égal & 1.0 cm, 4 27" en tampon phosphate v.07 M pH 7.3; volume: 3 ml.

Deux types d’expériences ont été faites; réduction du ferricyanure en présence
d'un seul isomeére, réduction du ferricyanure en présence de mélanges en proportions
connues des deux isomdéres,

L’enzyme N ne réduit pas le ferricyanuie en présence de L-lactate; 'enzyme O
ne le réduit pas en présence de D-lactate; ce dernier rgsultat confirme les données de
BOERI &f al.b.

La figure montre le résultat des mesures etfectuées sur des mélanges des lactates
» et L. It est clair que la spécificité des deux enzymes est absolue, et que la différence
n’est pas due a la présence d’une racémase. La stoechiométrie de la réaction est, dans
les deux cas, de deux molécules de ferricyanure réduites par molécule de lactate
oxydée comme le montrent les déterminations suivantes:

SE Ferricyunwre paluctalc L-fdchade Fasene f:'rrin'.mnr.'
= £ unales) { anede) { roraded i

0.247

e
2
’.»J
.
-

N

a.7 1
0.420 1.20 .33 N 206
u.479' 1.37 GO0 0 anr

* Movenne de 5 déterminations.

Le lactate est donc oxydé en pyruvate; on a pu montrer par ailleurs gue la réaction
d’oxydation du lactate en présence d’enzyme N est réversée par le pyruvate, et qu'a
* On sait que les sels de Uacide lactigue destrogyvre, L{--), sont Kvogyvres tandis que ceux de

I'acide n(--) lactique sont dextrogvres: Vexpression “L{+) lavtate” emplovée par plusieurs
auteurs porte donc une contradiction interne et devrait étre abandonnde.
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Vig. 1. Reéduction du ferricvanure (2.44 gmoles) par deux mélanges 4 proportions détermindes <us

acides lactiques, Trait plein: o.281 gmole L-lactate -+ 0,580 gmole n-lactate. Trait pointillé:

o362 pmele L-lactate - 0.320 pmole D-lactate. A la premiére phase de la réaction est amorcée

par Vaddition de Uenzeme ¢, In deuxiéme phase par Paddition de 'enzvme N dans 1a méme cuve.
B Pordre d'addition des enzymies st inversd.

Féquilibre lartate-pyvruvate en présence du méme enzyme correspondait bien un
potentiel voisin de — 1835 m\' 13,

Quelles sont les causes de la formation de ces deux cnzymes par la méme cellule?

Le probléme des mductenrs doit étre envisagé d’abord: ou bicn la biosynthése
de la déshvdrogénase adrobic est induite directement ou indirectement par 'oxygine
moldéculaire, ou bien elle est induite par le 1-lactate tandis que celle de Penzyme ¥V
est induite par le nD-lactate. Le deuxiéme cas implique gue I'acide L lactique ne fait
partic quc du métabolisme aérobie tandis que son isomire b ne fait partic que du
métabolisme anaérohie de la levure; le p-lactate pourrait provenir de I'hydratation
du méthylglyvoxal sous I'influence de la glyoxalase 1 et du glutathion,

Le probiéme des précurseurs doit tonir compte du fait qu’au cours de I'adaptation
respiratoire en absence de croissance, la formation de 'enzyme O est accompagnée
di: la disparition progressive de Penzyme N. Ceci nous a conduit a envisager ’hypo-
these selon laquelle la déshydrogénase anaérobie servait de précurseur & Penzyme
acrobie?. La différence de stéréospécificité rend cette hypothése moins vraisemblable
car il faudrait que les modifications concernent non sculement les sites impligués
dans la réduction des accepteurs mais aussi ceux impliqués dans la fixation du substrat,
Si, néanmoins, ’étude ultéricure montran que cette hypothése est exacte, sa portée
pour la compréhension du déterminisme de la spécificité des enzymes serait d’autant
plus grande.

On sait depuis plus de 30 ans que les divers microorganismes produisent soit
Fun des isomdives de Pacide lactique, soit Pautre, suit un wmélange des deux; In nature
¢t les proportions dépendent pour certains organismes des conditions da milicu?t 13,
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L’analyse de ces phénoménes n'a pas ¢té effectuée au niveau enzymatique, mais ils
ont ét¢ interprétés le plus souvent en postulant une racémase comine ¢’est apparem-
ment le cas pour Clostridizom bulviicum®. Plus récemment, les observations ont mis
en évidence des différences dans les réactions des pi- et L-lactates entre les extraits
bruts et les extraits purifiés provenant de E. coli'? et de Lactobacillis avabiincsmns!s. 19,
Lanalyse enzymatique n'a pas été poussée plus loin et les différences peuvent relever
soit de la présence d'une racémase, soit de Ia présence simultanée des deux enzymes
spécifiques pour le ©.- et le p-lactate. Il serait intéressant de reprendre I'étude de ces
phénoménes a la lumidre des résultats apportés dansle présent travail,

' Notons finalement que Pemploi des enzymes purifiés a partir de la levure permet
dec doser spécifiquement et directement chacun des isoméres dans le mélange racérmigue
tandis que les microméthodes employées juscua’a présent permetient sculement lv
dosage d'un scul isomdre, Pestimation de I'antre étant obtenu par différence 2 partir
des dosages de lactate total. Le dosage proposé ict pour le © lactate est plus sensible
et pius précis que le dosage manométrique’”; le dosage du L-lactate est plus économi-
que car il ne fait pas appel au DPN. La réaction avec le ferricyanure est quantitative
et ne fait pas intervenir de constantes d'équilibre comme dans la méthode de
PELEIDERER ET DOSE!,

Nous remercions Mr. e Professeur RExE Woeraskr ¢t Mr, le Professcur Boris
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