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Résumé - Nous avons cloné les gènes de D-Iactate-déshydrogénase (D-LDH) et un gène de D-
hydroxy-isocaproate-déshydrogénase (D-HicDH) de deux bactéries lactiques (Lactobacillus del-
brueckii subsp bulgaricus, Pediococcus acidilacticl) par complémentation d'un mutant LDH-négatif
de Escherichia coli. La séquence de ces gènes a révélé l'existence d'une famille de déshydrogénas-
es d'a-hydroxy-acides NADH-dépendantes totalement différente de la famille des L-LDH. Les rela-
tions structure-fonction des enzymes de cette nouvelle famille sont actuellement à l'étude par mutag-
enèse dirigée.

lactate-déshydrogénase 1 hydroxy-isocaproate déshydrogénase 1 bactérie lactique 1acide lac-
tique ILactobaeillus bulgarieus

Summary - Molecular genetics of lactate-dehydrogenases from lactic acid bacteria. We have
. cloned 2 o-Iactate-dehydrogenase genes (o-LDH) and one o-hydroxy-isocaproate-dehydrogenase
gene (o-HicDH) from lactic acid bacteria (1...actobacillus delbrueckii subsp bulgaricus. Pediococcus
acidilactici) by complementation of a LDH-negative mutant of Escherichia coli. The sequence of
these genes has revealed the existence of a novel fami/y of NADH-dependent a-hydroxy-acid dehy-
drogenases which were completely different from the L-LDH fami/y. The structure-function relation-
ships of enzymes from this new fami/yare current/y under study via site-directed mutagenesis.

laetate-dehydrogenase / hydroxy-isoeaproate dehydrogenase /Iaetie aeid baeteria / lactate /
Lactobacillus bulgaricus

INTRODUCTION

Lorsque nous avons entamé il y a environ
2 ans ce travail sur le clonage et l'analyse
de gènes de lactate-déshydrogénases.
aucun gène de LDH n'avait encore été
cloné dans le groupe des bactéries lacti-
ques. Chose d'autant plus étrange qu'à
cette époque déjà, environ une dizaine de
gènes de LDH microbiennes étaient

connus, principalement dans le genre Ba-
cil/us. Si de plus on se rappelle le très
vaste champ de connaissances acquises
sur les enzymes elles-mêmes depuis plu-
sieurs décennies (Holbrook et al, 1975;
Garvie, 1980) on s'étonnera que cette fa-
mille de bactéries dont c'est pourtant le
patronyme soit restée complètement igno-
rée à cet égard par les biologistes molécu-
laires.
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Notre intérêt pour les LDH des bacté-
ries lactiques était à l'origine et reste pour
une bonne part, en tant que laboratoire
universitaire, fondamental. Nous étions in-
trigués par l'existence de 2 activités enzy-
matiques distinctes responsables chacune
de la réduction du pyruvate en l'un des 2
stéréo-isomères du lactate. Les seules
LDH dont la séquence ou le mécanisme
catalytique étaient connus à l'époque,
qu'elles soient d'origine microbienne, ani-
male ou végétale, étaient spécifiques de
"isomère L. En l'absence de toute informa-
tion sur la séquence ou la structure tridi-
mensionnelle des LDH spécifiques de l'iso-
mère D, on en était réduit jusqu'il y a un an
à peine à répondre par une simple conjec-
ture à la question de l'origine évolutive des
D- et L-LDH. Nous pensions comme
d'autres (Long et Kaplan, 1968) que les L-
et D-LDH dérivaient évolutivement d'un
ancêtre commun, et que ces deux en-
zymes ne différaient sans doute que par
quelques détails de structure.

STRATÉGIE EXPÉRIMENTALE

Nous voulions au départ pouvoir cloner indiffé-
remment des gènes de L- ou de D-LDH. Les
gènes de L-LDH sont connus de longue date et
manifestent, comme les protéines elles-mêmes,
une similarité propice à un clonage indirect au
moyen d'une sonde génique dégénérée,
comme cela a été fait tout récemment encore
par Kim et al (1991) pour le clonage de la L-
LDH de Lactobacillus casei. En revanche, les
gènes de D-LDH étaient impossibles à cloner
par cette voie en l'absence de toute information
structurale. C'est pourquoi nous avons préféré
utiliser une stratégie de clonage par complé-
mentation, inspirée par l'existence d'un mutant
d'Escherichia coli (FMJ 144) doublement défi-
cient pour la lactate-déshydrogénase et la pyru-
vate-formate lyase. Ce mutant avait été cons-
truit par Mat-Jan et al (1989) pour un tout autre
but, mais se prêtait bien, en principe, à notre
objectif. En effet, en l'absence d'oxygène, le
mutant FMJ 144 est incapable de régénérer le
NAD+ nécessaire à la glycolyse. Mat-Jan et al

(1989) avaient montré que la présence d'un
gène Idh ou pfl suffisait à restaurer l'équilibre
rédox, et donc la croissance en anaérobiose.
Nous avions là un outil de choix pour cloner un
gène Idh fonctionnel, qu'il soit 0 ou L. Le risque
était, bien sûr, qu'un gène de LDH en prove-
nance d'une bactérie lactique ne soit pas expri-
mé chez E coli, ou soit toxique, voire létal, parti-
culièrement en surdosage génique - ce qui est
inévitable lors d'un clonage au moyen d'un plas-
mide à copies multiples.

RÉSULTATS ET DISCUSSION

Notre choix s'est fixé en tout premier lieu
sur Laetobaeillus delbrueekii subsp bulgari-
eus, car cette espèce produit exclusive-
ment du D-Iactate et nous avions l'espoir
de pouvoir cloner pour la première fois un
gène de D-LDH. Nous avons donc cons-
truit une banque génomique de L bulgari-
eus et transformé la souche FMJ 144 avec
celle-ci. Une dizaine de clones positifs en
anaérobiose ont été obtenus. Deux clones
se sont avérés producteurs de lactate et
détenteurs d'une activité LDH : l'un (clone
12) très actif, l'autre (clone 3) beaucoup
moins.

L'analyse par électrophorèse en condi-
tions natives d'un extrait brut du clone 12 a
montré que celui-ci exprime une D-LDH
semblable à celle de L bulgarieus, et le do-
sage enzymatique a révélé qu'il produit ex-
clusivement du D-Iactate. La séquence de
la protéine déduite de la séquence du
gène ne ressemble en rien à celle d'une L-
LDH, si ce n'est pour la signature du site
de fixation au NAD (fig 1). Le schéma évo-
lutif considérant la L- et la D-LDH comme
issues d'un ancêtre commun est donc tota-
lement mis en défaut, ainsi que l'avaient
suggéré Clarke et al (1991) sur base de
l'analyse de la séquence N-terminale de
l'enzyme : celle-ci ne s'ajustait nullement
sur la région correspondante des L-LDH
connues, mais au contraire sur celle de la
D-hydroxyisocaproate déshydrogénase de
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Fig 1. Séquence de la D-LDH de Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus (1), comparée à
celle de la D-HicDH de Lactobacillus casei (2).
Les traits indiquent les résidus identiques ou
fonctionnellement similaires. Les astérisques in-
diquent la signature du site de fixation du
NADH.

L casei (D-HicDH). La séquence complète
de la protéine confirme bien ce point,
comme le montre la figure 1.

La Hic-DH est une déshydrogénase
NADH-dépendante qui catalyse la réduc-
tion de l'œ-kéto-lsocaproate en a-hydroxy-
isocaproate. Comme pour le lactate, les
stéréo-isomères L et D sont produits par
des enzymes distinctes qui ont été étu-
diées en détail dans plusieurs espèces de
bactéries lactiques : L casei (Hummel et
al, 1985), L curvatus (Hummel et al, 1988)
et Enterococcus faecalis (Yamazaki and
Maeda, 1986) possèdent une D-HicDH,
tandis que L confus us (Schütte et al, 1984)
possède une L-HicDH. Curieusement,
cette activité enzymatique n'est observée,
à notre connaissance, que dans le groupe
des bactéries lactiques. A la différence
des LDH, qui préfèrent nettement le pyru-
vate, les Hic-DH sont actives sur une très
large gamme d'œ-kéto-acides à chaîne ali-
phatique ou aromatique qu'elles préfèrent
au pyruvate (Kallwass, 1992). Deux gènes
de Hic-DH ont été récemment clonés :
celui de la D-HicDH de L casei (Lerch et

al, 1989a) auquel notre D-LDH est simi-
laire, et celui de la L-HicDH de L confusus
(Lerch et al, 1989b) dont la séquence est
totalement différente mais s'aligne très
bien avec celles des L-LDH.

Ces données suggèrent l'existence
chez les bactéries lactiques de 2 familles
de déshydrogénases d'c-céto-acides
NADH dépendantes totalement distinctes
sur le plan structural, et donc très distantes
sur le plan évolutif : l'une spécifique de
l'énantiomère D de l'a-hydroxy-acide,
l'autre de l'isomère L. Au sein de chaque
famille, on distingue deux types d'enzymes
caractérisées par leur profil d'activité au
sein d'une large gamme de substrats:
l'une, la LDH, produisant préférentielle-
ment du lactate, l'autre, la Hic-DH, produi-
sant préférentiellement des œ-hydroxy-
acides complexes (tel l'hydroxy-
isocaproate ).

Au départ, la famille D ne comportait
que 2 membres : la D-HicDH de L casei
(Lerch et al, 1989a), et notre D-LDH (Ber-
nard et al, 1991). Mais la famille va très
vite s'agrandir. En 1991 le groupe d'Ohta
au Japon publie la séquence de la D-LDH
d'un Lactobacillus abusivement appelé
plantarum, mais qui est en fait un L pento-
sus (Taguchiand Ohta, 1991). Nous
n'avons pas été surpris de constater que
sa séquence s'alignait fort bien avec la
nôtre. A la même période, le groupe de
Hottinger à Lausanne clone également le
gène de la D-LDH de L bulgaricus (Koch-
har et al, 1992). Nous avions pour notre
part entrepris parallèlement au travail sur L
bulgaricus, le clonage de gènes de D- et L-
LDH de P acidilactici : le clone de D-LDH
obtenu nous a bientôt fourni le 48 membre
de la famille, lui aussi étroitement apparen-
té (Garmyn et al, en préparation). La 58
séquence, quant à elle, est celle de la D-
HicDH de L bulgaricus dont le gène a été
cloné dans notre laboratoire en même
temps que celui de la D-LDH (Bernard et
al, en préparation). Pour mémoire, un se-
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cond clone très faiblement producteur de
lactate (clone 3) avait été obtenu lors du
criblage initial en anaérobiose de la ban-
que génomique de L bulgaricus établie
dans la souche FMJ 144. Il s'agissait en
fait d'un gène de D-HicDH, ainsi qu'en té-
moigne son activité sur une très large
gamme de substrats (Bernard et al, en
préparation). Nous voilà donc bien en
présence d'une nouvelle famille de LDH
(au sens large) qui bien que catalysant
une réaction rédox strictement identique à
celle des L-LDH, se caractérise par une
architecture conservée totalement diffé·
rente.

Cette observation revêt un intérêt ton-
damental majeur. Nous voudrions en effet
comprendre comment fonctionne la D-LDH
: que sait-on des bases moléculaires de la
stéréospécificité? Le mécanisme catalyti-
que est-il semblable à celui de la L-LDH ?
Ces questions trouveront réponse grâce
aux efforts conjoints des généticiens, des
enzymologistes et des cristallographes. La
comparaison des séquences au sein de la
famille 0 révèle en effet la présence d'une
série d'acides aminés totalement conser-
vés qui, de ce fait, constituent des candi-
dats d'intérêt majeur pour la recherche des
résidus impliqués dans la catalyse. Les
bases moléculaires du mécanisme rédox
catalysé par la L-LDH sont bien connues,
en particulier le rôle joué par le couple His
195-Asp 168 dans le mécanisme acide-
base est amplement démontré (Clarke et
al, 1989). Les résidus His et Asp inva-
riants du gène de D-LDH de L bulgaricus
font actuellement dans notre laboratoire
l'objet d'expériences de mutagenèse diri-
gée dans le but de savoir si le mécanisme
rédox opérant au sein de la famille 0 re-
pose sur les mêmes fondements molécu-
laires. Ces travaux vont de pair avec des
mesures de diffraction RX actuellement en
cours au Molecular Recognition Centre de
l'Université de Bristol (UK), visant à établir
la structure tri-dimensionnelle de l'enzyme.
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