B A
S E

Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2000 4 (3), 157-167

Revue bibliographique : 1’hydroperoxyde lyase

Jérome Delcarte (1), Marie-Laure Fauconnier (1), Phryné Hoyaux (), Philippe Jacques (@),
Philippe Thonart (2), Michel Marlier ()

(1 Unité de Chimie générale et organique. Faculté universitaire des Sciences agronomiques de Gembloux. Passage des
Déportés, 2. B-5030 Gembloux (Belgique). E-mail : delcarte.j@fsagx.ac.be.

(@ Centre wallon de Biologie industrielle. Faculté universitaire des Sciences agronomiques de Gembloux. Passage des
Déportés, 2. B-5030 Gembloux (Belgique).

Regu le ler février 2000, accepté le 3 avril 2000.

L’hydroperoxyde lyase fait partie de la voie de la lipoxygénase, voie de transformation des acides gras polyinsaturés en un trés
large spectre de composés a fonctions chimiques et biologiques diverses. L hydroperoxyde lyase agit sur les hydroperoxydes
d’acides gras (principalement linoléique et linolénique). Elle y clive la liaison entre le carbone porteur de la fonction hydroperoxyde
et un des carbones voisins pour donner un w-oxo-acide ainsi que, selon les espéces, un aldéhyde, un hydrocarbure ou un alcool.
Mots-clés. Hydroperoxyde lyase, voie de la lipoxygénase, hydroperoxyde d’acide gras, acide linoléique, acide linolénique,
aldéhydes a courte chaine, 1-octén-3-ol, composés a note verte.

Hydroperoxide lyase: a review. The hydroperoxide lyase belongs to the lipoxygenase pathway, pathway in which
polyunsaturated fatty acids are transformed into a large spectrum of compounds with various chemical and biological
functions. The hydroperoxide lyase acts on fatty acids hydroperoxides (mainly linoleic and linolenic). It cleaves the bond
between carbon carrying the hydroperoxide function and a vicinal carbon giving an w-oxo-acid and also depending on the
species, an aldehyde, a hydrocarbon or an alcohol.

Keywords. Hydroperoxide lyase, lipoxygenase pathway, fatty acid hydroperoxides, linoleic acid, linolenic acid, short chain
aldehydes, 1-octen-3-ol, green note compounds.

1. INTRODUCTION : LA VOIE Triglycérides
METABOLIQUE DE LA LIPOGENASE

) . . . Acyle hydrolase
La voie métabolique de la lipoxygénase est constituée

d’une suite de réactions enzymatiques qui catalyse la
transformation d’acides gras polyinsaturés en une
large variét¢ de composés (Figure 1). La premicre
¢tape consiste en la libération d’acides gras
polyinsaturés & partir de triglycérides par une acyle
hydrolase. La lipoxygénase transforme ces acides gras

Acides linoléigue et linolénique

Lipoxygénase

polyinsaturés (ayant une structure (Z)1, (Z)4- 9- et 13- hydroperoxydes
pentadiénique) en 9- ou 13-hydroperoxyde de l’aqlde Alléne oxyde Divinyle Hydroperoxyde
gras correspondant (Gardner, 1991 ; Fauconnier, synthase éther lyase
Marlier, .1997'). Ce§ hydroperoxydes sont métabolisés synthase

selon trois voies principales.

— L’allene oxyde synthase catalyse la conversion des Cétols et acide Divinyle éther Aldéhydes,

hydroperoxydes d’acides gras en allénes oxydes,
précurseurs des a et g-cétols. C’est par cette voie
qu’est synthétisé 1’acide jasmonique, une hormone de
croissance, a partir du 13-hydroperoxyde de I’acide
linolénique (Song et al., 1993).

— La divinyle éther synthase transforme les hydro-
peroxydes des acides linoléique et linolénique en

d’acides gras alcanes ou alcools
et oxo-acide

jasmonique

Figure 1. Les principales enzymes impliquées dans la voie
de la lipoxygénase chez les plantes supérieures — Main
enzymes working in the lipoxygenase pathway in higher
plants.
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divinyle éther d’acides gras (les acides colneléique,
colnelénique, éthéroléique et éthérolénique) (Grechkin
etal., 1997 ; Weber et al., 1999).

— L’hydroperoxyde lyase clive les hydroperoxydes
pour donner un aldéhyde, un alcane ou un alcool et un
oxo-acide (Gardner, 1991).

Cet article présente les caractéristiques ainsi que les
schémas réactionnels des hydroperoxydes lyases chez
les champignons, les algues et les plantes supérieures.

2. LES HYDROPEROXYDES LYASES

Les hydroperoxydes lyases sont classées en deux
catégories : les hydroperoxydes lyases homolytiques
et les hydroperoxydes lyases hétérolytiques. Les
premieres clivent la liaison entre le C portant la
fonction hydroperoxyde et le C saturé. Les hydro-
peroxydes lyases hétérolytiques coupent la liaison
entre le C porteur du groupement hydroperoxyde et le
C insaturé (Figure 2).

2.1. Le clivage homolytique des hydroperoxydes

Le clivage homolytique des hydroperoxydes d’acides
gras donne donc un alcool (ou un hydrocarbure) et un
w-oxo-acide (Gardner efal., 1991). On retrouve
généralement ce type de clivage chez les plantes
inférieures comme les algues et les champignons.

Chez les champignons. Chez les champignons (plus
précisément chez les Basidiomycétes et chez certains
Fungi imperfecti comme Penicillium et Aspergillus),
le 1-octén-3-ol (composant essentiel de 1’arome
d’ailleurs appelé “alcool de champignon”) est
synthétisé par la voie de la lipoxygénase. Les premiers
auteurs a le démontrer furent Wurzenberger et Grosch
(1984) chez Psalliota bispora (Lange) Moller et
J. Schiffer. Pour eux, l’alcool provient de I’action
d’une hydroperoxyde lyase homolytique spécifique de
I’acide 10-hydroperoxy-8(F),12(Z)-octadécadienoique
(le 10-hydroperoxyde de I’acide linoléique, en
abrégé : 10-HPODE). L’autre fragment du clivage est
I’acide 10-0x0-8(£)-décénoique. En 1986, ces mémes

Clivage homolytique Clivage hétérolytique

Figure 2. Les clivages homolytique et hétérolytique des
hydroperoxydes d’acides gras catalysés par I’hydroperoxyde
lyase — Homolytic and heterolytic cleavages of fatty acids
hydroperoxides catalysed by hydroperoxide lyase.
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auteurs mirent en évidence le 1, (£)-5-octadién-3-ol, le
(£)-2, (Z)-5-octadién-1-0l et 1’acide 10-oxo-(E)-8-
décénoique. Ces deux octadiénols proviendraient de
I’action de deux hydroperoxydes lyases sur I’acide 10-
hydroperoxy-8(F),12(Z),15(Z)-octadécatrienoique (le
10-hydroperoxyde de 1’acide linolénique, en abrégé
10-HPOTE) (Figure 3).

Assaf et al. (1997) confirment que le 1-octén-3-ol
et ’acide 13-hydroperoxy-9(Z), 11(E)-octadécadie-
noique (le 13-hydroperoxyde de 1’acide linoléique, en
abrégé 13-HPODE) sont issus de voies métaboliques
différentes. Le 10-HPODE n’a pourtant jamais été
detect¢ in vivo (Wurzenberger et Grosch (1984) ont
travaillé avec des hydroperoxydes de synthése). A ce
jour, personne n’est parvenu a isoler une hydro-
peroxyde lyase issue de champignon.

C’est toutefois dans le chapeau et plus précisément
dans les lamelles que la concentration d’1-octén-3-ol
est la plus élevée chez Agaricus bisporus (Lange)
Sing. (Mau et al., 1992).

Le 1-octén-3-ol n’est pas le seul composé en Cq
produit chez les champignons. Les 1-octanol, 3-octanone,
3-octanol, 1-octén-3-one, (Z)-2-octénal, (Z)-2-octén-
1-ol, (Z)-1,5-octadién-3-one, 1,(Z)-5-octadién-3-ol,
(Z, Z)-2,5-octadienal et (Z, Z)-2,5- octadién-1-ol ainsi
que I’hexanal (C¢) et le benzaldéhyde (C,) ont, par
exemple, ét¢ mis en évidence chez Agaricus
campestris L. ex Fr (Tressl et al., 1982). Un clivage
homolytique catalysé par une hydroperoxyde lyase
pourrait étre a l’origine de la biosynthése de ces
composés en Cg.

Chez les algues. Chez Oscillatoria sp., 1’hydropero-
xyde lyase clive les 13-HPODE pour donner du
pentan-1-ol et 1’acide 13-oxotridéca-9,11-dienoique
(Andrianarison et al., 1989). Chez Chlorella pyrenoi -
dosa Chick, le pentane ou le penténe sont produits
selon que I’on utilise le 13-HPODE ou I’acide 13-
hydroperoxy-9(2),11(E),15(Z)-octadécatrienoique (le
13-hydroperoxyde de ’acide linolénique, en abrégé :
13-HPOTE) comme substrat (Figure 4) (Vick,
Zimmerman, 1989).

L’hydroperoxyde lyase de Chlorella pyrenoidosa
est associée a la membrane cellulaire (Nunez et al.,
1998), a une masse moléculaire estimée a 48 000 Da
et est active entre pH 6 et 8 (Vick, Zimmerman, 1989).
Celle de Oscillatoria sp. a une masse de 56 000 Da,
une température et un pH optimaux respectivement de
30°C et 6,4 (Andrianarison et al., 1989).

Chez les plantes supérieures. Le clivage homolytique
des hydroperoxydes ne serait pas rencontré
uniquement dans des especes végétales inférieures.
Des produits de réaction provenant d’un clivage
homolytique d’hydroperoxyde ont en effet été
observés chez plusieurs plantes supérieures.
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Figure 3. Clivages homolytiques des 10-hydroperoxydes des acides linoléique et linolénique chez les champignons. D’aprés
Wurzenberger, Grosch (1984 ; 1986) ; Assaf et al. (1997) — Homolytic cleavages of 10-hydroperoxide of linoleic and
linolenic acids in mushrooms. Adapted from Wurzenberger, Grosch (1984; 1986) ; Assafet al. (1997).
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Figure 4. Clivages homolytiques des 13-hydroperoxydes des acides linoléique et linolénique chez les algues. D’apres
Andrianarison ef al. (1989) ; Vick, Zimmerman (1989) — Homolytic cleavages of 13-hydroperoxide of linoleic and linolenic
acid in algae. Adapted from Andrianarison et al. (1989) ; Vick, Zimmerman (1989).

Par exemple, le 1-penten-3-ol a ét¢ identifié chez
Agropyron repens (L.) Beauv., le chiendent. Les
auteurs font I’hypothése d’une synthése enzymatique
plutot que celle d’une dégradation spontanée (Berger
etal., 1986). Sept diméres de penténe ont été
récemment caractérisés dans 1’arome d’huile d’olive
vierge (Angerosa et al., 1998).

Un autre exemple est celui du soja. On y retrouve
des produits qui proviennent d’un clivage homolytique
des 13-HPOTE : le 2-pentén-1-ol et son fragment
complémentaire 1’acide 13-oxo-tridéca-9(2),11(E)-
diénoique (Kondo et al., 1995) ainsi que le 1-pentén-

3-ol et des dimeres de penténe (Salch ef al., 1995). Les
avis de ces deux auteurs divergent cependant quand il
faut déterminer quelle enzyme catalyse la réaction.
Kondo efal. (1995) affirment que c’est une
hydroperoxyde lyase homolytique sans toutefois
parvenir a I’isoler et a la caractériser. Pour Salch et al.
(1995), c’est la lipoxygénase qui est la responsable du
clivage homolytique des hydroperoxydes. Les mémes
auteurs démontrent que cette activité secondaire de la
lipoxygénase est vingt-quatre fois plus importante en
conditions anaérobiques. Le mécanisme réactionnel
est proposé a la figure 5.
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Figure 5. Clivage homolytique des hydroperoxydes catalysé par la lipoxygénase de soja. D’apres Kondo ef al. (1995) ; Salch
et al. (1995) — Homolytic cleavage of hydwperoxides catalysed by soybean lipoxygenase. Adapted from Kondo et al. (1995) ;

Salch et al. (1995).

Une réaction entre la lipoxygénase de soja et le 13-
HPODE donne des produits analogues : n-pentane et
acide 13-oxo-tridécadiénoique (Garssen et al., 1971).
Le clivage des hydroperoxydes n’est donc pas
I’exclusivit¢ de I’hydroperoxyde lyase. D’autres
enzymes, comme la lipoxygénase, ont aussi cette
propriété (dans un role secondaire).

2.2. Le clivage hétérolytique des hydroperoxydes

Caractéristiques générales. L’hydroperoxyde lyase a
été, a ce jour, mise en évidence dans une quarantaine
de végétaux appartenant a des familles variées
(Fauconnier, 1997). Si I'on admet qu’elle est a
lorigine des molécules dites “a note verte”, elle
pourrait étre trés largement distribuée dans le régne
vegeétal.

Chez les plantes supérieures, 1’hydroperoxyde
lyase est membranaire ; sa masse moléculaire se situe
entre 170 et 200 kDa. Elle serait composée de
plusieurs sous-unités (3 ou 4) d’environ 50 kDa. La
zone de pH optimum de son activité enzymatique se
situe entre 5,5 et 8. Elle présente la particularité d’étre
inhibée de manicre irréversible par son substrat (les
hydroperoxydes d’acide gras) mais les mécanismes
d’inhibition, tout comme ceux de la réaction, sont
inconnus (Vick, Zimmerman, 1976 ; 1987 ; Schreier,
Lorenz, 1982 ; Olias etal., 1990 ; Shibata et al.,
1995b ; Itoh, Vick, 1999).

Récemment, des auteurs ont montré que
I’hydroperoxyde lyase est une protéine héminique qui

appartient a la superfamille des cytochromes P450
(CYP74B) (Shibata et al., 1995a ; Matsui ef al., 1996 ;
Itoh, Vick, 1999).

Classement et catalyse. Les hydroperoxydes lyases
des végétaux supérieurs sont divisées en trois classes
selon leur spécificité pour leur substrat.

— Hydroperoxydes lyases spécifiques des 9-
hydroperoxydes : on les trouve chez la poire (fruits et
feuilles) ; le 9-hydroperoxyde de 1’acide linoléique (9-
HPODE) est clivé et donne le (Z)-3-nonénal et I’acide
9-oxononanoique (Kim, Grosch, 1981 ; Gargouri,
Legoy, 1998).

— Hydroperoxydes lyases spécifiques des 13-
hydroperoxydes : ces enzymes ont €t¢ mises en
évidence dans les feuilles de tomate (Schreier, Lorenz,
1982), les feuilles de thé (Hatanaka et al., 1982b), les
plantules de pasteques (Vick, Zimmerman, 1976), les
feuilles de I’arabette de Thalius (Bate et al., 1998), les
feuilles et les hypocotyles de tournesol (Itoh, Vick,
1999) et dans des cellules de tabac cultivées in vitro
(Sekiya et al., 1984).

— Hydroperoxydes lyases agissant a la fois sur les 9- et
les 13-hydroperoxydes : le fruit de concombre contient
une activité hydroperoxyde lyase pour les deux
isomeres (Galliard, Phillips, 1976). Cependant, Matsui
et al. (1989) sont parvenus a séparer ces deux activités
qu’ils ont attribuées a deux isoenzymes. Les lyases
issues de feuilles de haricot et de plantules de luzerne
possedent aussi cette double activité (Matthew,
Galliard, 1978 ; Noordermeer et al., 1999).
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La figure 6 résume les possibilités du clivage
hétérolytique des 9- et 13-hydroperoxydes des acides
linoléique et linolénique rencontrés chez les plantes
supérieures. Elle ne prend pas en compte des
modifications  “post-clivage” telles que les
isomérisations ou les réductions en alcool.

Localisation. L’enzyme est présente aussi bien dans
des tissus photosynthétiques que non-photosynthé-
tiques. On la retrouve dans des organes divers :
feuilles, cotylédons, fruits, plantules, racines et méme
dans les graines.

Dans le fruit de poivron vert, I’hydroperoxyde
lyase se situe sous I’épiderme, la ou la densité
cellulaire est la plus élevée (Shibata et al., 1995b).
Chez Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Bate et al.
(1998) ont mis en évidence I’hydroperoxyde lyase
surtout dans I’inflorescence, un peu moins dans les
siliques et les racines, et trés peu dans les feuilles.
Gardner et al. (1991) précisent que I’affinité pour les
9- ou les 13-hydroperoxydes peut varier selon les
organes d’une méme plante.

Les auteurs sont unanimes pour affirmer que les
hydroperoxydes lyases de plantes supérieures sont
membranaires. La solubilisation de I’enzyme nécessite
I’emploi de détergent (habituellement le Triton X-
100). Dans les feuilles de thé (Hatanaka et al., 1982a),
d’épinard (Vick, Zimmerman, 1987 ; Blée, Joyard,
1996) et d’arabette (Bate et al., 1998), ’enzyme est
attachée aux membranes des chloroplastes. Blée et
Joyard (1996) vont plus loin dans leurs investigations :
ils précisent que l’enzyme est accrochée a la

QOH 13-HPOTE

va;'xﬁ"u—mmm"/ OH
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membrane de 1’enveloppe du chloroplaste et non aux
thylakoides (elle est également absente du stroma).
Dans les tissus non verts, les sites d’ancrage peuvent
étre la membrane de I’appareil de Golgi et le réticulum
endoplasmique.

L’hydroperoxyde lyase au cours du développement
de la plante. L’activité peut étre modulée par le stade
physiologique de la plante. Ainsi, chez le poivron vert,
le maximum d’activité apparait six jours apres la
germination (Matsui et al., 1997). Chez le haricot,
I’activité est plus élevée dans les feuilles jeunes que
dans les feuilles agées (Sekiya et al,, 1982). D’une
manicre générale, 1’activité est importante dans les
cellules en division et chute rapidement quand celles-
ci passent en phase stationnaire.

Réles physiologiques. Vick (communication person-
nelle) a démontré que I’expression de la lyase chez le
tournesol (Helianthus annuus L.) pouvait étre induite
par les métaux lourds (Mn, Cd et Cu), I’anion
superoxyde et méme par le 13-HPOTE, le substrat de
la lyase. L’hydroperoxyde lyase est aussi plus
abondante en cas de blessure. Par contre, 1’acide
jasmonique ne semble pas induire son expression
(Bate et al., 1998).

Les aldéhydes synthétisés par I’hydroperoxyde lyase
ont des propriétés antifongiques (formation de bases
de Shiff avec les groupements aminés) (Gardner,
1979). Croft etal. (1993) ont observé un
accroissement important des quantités de (E)-2-
hexénal et de (Z)-3-hexénol émises par les feuilles de
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Figure 6. Clivage hétérolytique des 9- et 13-hydroperoxydes chez les plantes supérieures. D’aprés Hatanaka et al. (1975) ;
Phillips, Galliard (1978) ; Sanz et al. (1997) — Heterolytic cleavage of the 9- and 13-hydroperoxides in higher plants.
Adapted from Hatanaka et al. (1975) ; Phillips, Galliard (1978) ; Sanz et al. (1997).
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haricot quinze heures apres inoculation de Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola. lls ont aussi montré que ces
composés en Cq inhibaient la croissance du pathogene.
Les effets apparaissent a partir d’une concentration de
6 MM pour le (E)-2-hexénal. Deng et al. (1993) ont
également démontré 1’effet inhibiteur sur la croissance
de Escherichia coli, Pseudomonas syringae pv. tabaci
et Pseudomonas syringae pv. angulata. Les composés
insaturés ((£)-2-hexénal et (E)-2-hexén-1-ol) sont plus
efficaces que les composés saturés (hexanal et 1-
hexanol).

L’acide 12-0x0-9(Z)-dodécénoique est, quant a lui,
le précurseur de I’acide traumatique, considéré comme
une hormone de croissance. En effet, il induit des
tumeurs chez les tomates vertes (Treshow, 1955),
stimule la croissance des cals et accélere I’abscission
des pétioles (Strong, Kruitwagen, 1967 ; Zimmerman,
Coudron, 1979). L’acide traumatique ne semble pas
avoir d’effet inhibiteur sur la croissance de
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Croft et al.,

1993).

L’hydroperoxyde lyase est une protéine héminique.
Shibata et al. (1995a) et Itoh et Vick (1999) ont montreé,
respectivement chez le poivron vert et le tournesol,
que I’hydroperoxyde lyase est une protéine héminique
et qu’il s’agit d’'un héme b. Les premiers ont
également avancé qu’on trouvait 2,2 moles de heme
par mole d’enzyme (rappelons qu’ils suspectent la
présence de trois sous-unités). Le noyau héme serait
lié a la protéine a proximité de son extrémité carboxy
terminale (2 un résidu cystéine en position 441 pour un
total de 480 acides aminés pour une sous-unité de
I’enzyme chez le poivron vert) (Matsui ef al., 1996).

L’hydroperoxyde lyase est un cytochrome P450.
Matsui et al. (1996) ont cloné dans Escherichia coli
une sous-unité¢ entiere du gene de 1’hydroperoxyde
lyase de poivron vert et ’ont séquencé. Ils ont ainsi
mis en évidence de nombreuses homologies (dans la
région du C terminal) avec les cytochromes P450.
L’hydroperoxyde lyase constitue donc une nouvelle
sous-famille baptisée CYP74B. La sous-famille la
plus proche est la CYP74A (alléne oxyde synthase)
qui présente 40 % d’homologie. Plus récemment,
Bate et al. (1998) ont effectué un travail comparable
pour le gene d’Arabidopsis thaliana et ils obtiennent
78 % d’homologie avec la séquence de la lyase du
poivron vert, 1’homologie avec 1’alléne oxyde
synthase étant de 57 %. Ces comparaisons sont
réalisées entre séquences protéiques déduites du gene
correspondant.

Itoh et Vick (1999) ont noté que 1’hydroperoxyde
lyase de tournesol présente une forte absorbance vers
400 nm et que les inhibiteurs de P450 avaient un effet
défavorable sur son activité.
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Il subsiste néanmoins quelques différences
majeures entre ’hydroperoxyde lyase et les autres
enzymes de la superfamille des cytochromes P450.

— L’hydroperoxyde lyase ne présente qu’une faible
affinité pour le CO alors que les autres enzymes P450
sont capables de le fixer sur leurs groupements
héminiques et présentent ainsi une absorbance
importante a 450 nm (d’ou le nom est d’ailleurs tir¢)
(Matsui et al.,1996 ; Itoh, Vick, 1999). Cependant,
Lau et al. (1993) et Pan et al. (1995) ont remarqué que
respectivement 1’alléne oxyde synthase et la “rubber
particle protein” (deux autres cytochromes P450) ont
aussi une faible affinit¢ pour la fixation du CO.
L’hydroperoxyde lyase n’est donc pas un cas isolé.
Itoh et Vick (1999) expliquent ce phénomeéne par un
noyau heéme qui serait enfoui dans la structure
protéique.

— L’hydroperoxyde lyase clive les hydroperoxydes
alors que les enzymes P450 catalysent des réactions
de monoxygénation. La plupart des cytochromes P450
sont des enzymes qui catalysent des réactions de
transfert d’oxygéne vers des substrats apolaires.
L’enzyme P450 utilise le NADPH pour réduire le
dioxygéene : un atome O est réduit en eau tandis que le
second est transféré vers une large variété de substrats
endogenes (stéroides, acides gras,...) ou exogenes.
L’hydroperoxyde lyase, par contre, catalyse une
réaction de clivage d’hydroperoxydes. Il existe
d’autres exceptions : la “rubber particle protein” et
I’alléne oxyde synthase sont des P450 qui ne
catalysent pas de transfert d’oxygene (Lau et al.,1993 ;
Pan et al., 1995 ; Matsui et al.,1996).

— L’hydroperoxyde lyase agit sans cofacteur, tout
comme l’alléne oxyde synthase et la “rubber particle
protein” (Lau et al,1993 ; Pan etal., 1995). Par
contre, les enzymes P450 utilisent de l’oxygene
moléculaire et une NADPH-P450-réductase.

Les hydroperoxydes d’acides gras: un substrat
particulier. Les hydroperoxydes d’acides gras sont des
composés instables qui représentent un poison pour
I’hydroperoxyde lyase : lorsqu’ils subissent sa catalyse,
les hydroperoxydes d’acides gras inactivent I’hydroper-
oxyde lyase. Bien que la nature de I’inactivation soit
pour I’instant inconnue, certains auteurs refusent I’idée
d’une inhibition “classique”: des dialyses poussées
opérées apres réaction ne lévent pas I’inhibition
(Matsui et al., 1992 ; Fauconnier et al., 1997).

Une incubation de I’hydroperoxyde lyase de thé
avec de I’acide 13-hydroxylinoléique (I’hydroxyacide
dérivé du 13-HPODE) n’altére que tres peu activité
(Matsui et al., 1992). La fonction hydroperoxyde doit
donc jouer un role prépondérant dans 1’inactivation.
Gamage et Matsushita (1973) ont décrit I’inactivation
de la ribonucléase, de la trypsine et de la pepsine par
les hydroperoxydes des acides gras.
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La fonction hydroperoxyde est une condition
nécessaire mais pas suffisante pour expliquer
I’inhibition : les hydroperoxydes de cuméne et de
butyle tertiaire possédent cette fonction sans toutefois
parvenir & inhiber I’hydroperoxyde lyase (Matsui
etal., 1991 et 1992).

Les mémes auteurs ont montré que des molécules
hydrophobes “piégeuses” de radicaux libres, bien
qu’inhibant partiellement 1’enzyme, préservaient
I’hydroperoxyde lyase d’une dégradation. Parmi ces
molécules, on trouve I’hydroxytoluéne de butyle et
I’a-tocophérol. De 1’observation de ces faits, Matsui
etal. (1992) ont déduit I’hypothése suivante : les
hydroperoxydes sont reconnus spécifiquement par le
site actif de I’enzyme. Ils y sont transformés en une
espece radicalaire (hydrophobe) qui détruit le groupe-
ment SH essentiel au fonctionnement de la lyase.

Mécanismes de réactions. A ce jour, aucun
mécanisme précis de catalyse du clivage des

Zone hydrophile

AH-=

Zone hydrophobe
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hydroperoxydes d’acides gras par 1’hydroperoxyde
lyase n’a pu étre établi. Partant de la réaction de
clivage des hydroperoxydes catalysée par un acide
dans un solvant aprotique (Gardner, Plattner, 1984),
Hatanaka (1993) tente d’expliquer la catalyse par
I’hydroperoxyde lyase (Figure 7).

Pour Matsui (communication personnelle, 1998),
le noyau héme de la lyase est situé dans le site actif,
dans un “couloir hydrophobe” qui empéche les autres
hydroperoxydes (comme 1’hydroperoxyde de butyle
tertiaire) de réagir. Il existerait une compétition entre
un mécanisme radicalaire et un mécanisme ionique,
tous deux catalysés par le groupement héme. Le
mécanisme ionique génere 1’aldéhyde a partir de
I’hydroperoxyde et le mécanisme radicalaire causerait
la dégradation de I’enzyme. Les produits de cette
derniére réaction n’ont pas €té précisés par ’auteur. Le
mécanisme de formation de 1’aldéhyde est le plus
rapide mais il est toujours accompagné du second dont
les effets sont irréversibles (Figure 8).

Figure 7. Mécanisme du clivage hétérolytique des hydroperoxydes par I’hydroperoxyde lyase chez les plantes supérieures.
D’aprés Gardner, Plattner (1984) et Hatanaka (1993) — Mechanism of the heterolytic cleavage of hydroperoxide by
hydroperoxide lyase from higher plants. Adapted from Gardner, Plattner (1984) and Hatanaka (1993).
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Figure 8. Compétition entre mécanismes ionique et radicalaire dans le site actif de I’hydroperoxyde lyase hétérolytique —
Competition between ionic and radical mechanisms in the active site of heterolytic hydroperoxide lyase.

Inhibiteurs artificiels de D’activité de I’hydro-
peroxyde lyase. En ce qui concerne des inhibiteurs
plus spécifiques, notons les avis unanimes sur 1’effet
inhibiteur de 1’acide p-chloromercuribenzoique ou du
Hg?*, suggérant la présence d’un groupement thiol
dans le site actif (Vick, Zimmerman, 1976 ; Phillips,
Galliard, 1978 ; Schreier, Lorenz, 1982 ; Hatanaka
et al., 1982b ; Matsui et al., 1991 et 1992 ; Fauconnier
etal., 1997).

Le cyanure de potassium est un inhibiteur des
cytochromes P450 (Salch efal., 1995). Il n’inhibe
pourtant pas I’hydroperoxyde lyase de pastéque a une
concentration de 10mM (Vick, Zimmerman, 1976).
Selon Schreier et Lorenz (1982), il n’inhibe pas non
plus la lyase de la tomate (a2 une concentration de
ImM). Par contre, Phillips et Galliard (1978)
observent une perte de 20 % de 1’activité de la lyase de
concombre (fruits) lors de 1’ajout de KCN 1 mM.

Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et les hydro-
peroxydes de cumene et de butyle tertiaire n’inhibent
pas ou peu la lyase (Matsui et al., 1991 et 1992).

Le bleu de méthyléne, a une concentration de
0,2 mM, inhibe plus de 80 % de P’activité de la lyase
(Matsui et al., 1991).

L’activité hydroperoxyde lyase dans le régne
animal. Selon Bate ef al. (1998), il n’y a pas de voie
métabolique analogue a I’hydroperoxyde lyase dans le
régne animal. Ce n’est vrai que si ’on se limite au
clivage hétérolytique catalysé¢ par 1’hydroperoxyde
lyase de plantes supérieures. En effet, un clivage

homolytique, analogue a celui que I’on rencontre chez
les algues, a été mis en évidence avec des cytochromes
P-450 issus de microsomes de foie de lapin (P-450Im)
(Vaz, Coon, 1987 ; Vaz et al., 1990). Plus précisément,
ces auteurs observent une formation de pentane (et du
13-oxo0-acide complémentaire) lorsqu’ils font réagir
du 13-HPODE “exogéne” avec le P-450lm 1IB4. Les
produits ainsi obtenus sont identiques & ceux retrouveés
chez Chlorella pyrenoidosa en partant des mémes
substrats (Vick, Zimmerman, 1989). Le mécanisme
suspecté par les auteurs est une b-scission du radical
alkoxyl formé au cours d’une premiere étape de scission
homolytique du 13-HPODE (Figure 9). Ce mécanisme
a été confirmé récemment par Rota et al. (1997).

Une différence majeure subsiste toutefois entre
I’hydroperoxyde lyase rencontrée chez les algues et le
P-450Ilm IIB4 : la présence d’une réductase semble
étre indispensable pour la catalyse du P-450lm (Vaz,
Coon, 1987) tandis que la nécessité d’une co-enzyme
(ou d’un cofacteur) n’a jamais été mise en évidence
avec I’hydroperoxyde lyase végétale.

3. CONCLUSIONS

L’hydroperoxyde lyase peut étre considérée comme
une enzyme de stress. Elle est surexprimée dans la
plante lorsque cette derniére se trouve en présence
d’organismes pathogenes ou de métaux lourds. Les
molécules générées par cette enzyme présentent des
intéréts fondamentaux et appliqués. L’oxo-acide est le
précurseur d’une hormone de croissance. Les aldé-
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Figure 9. Réaction entre 13-hydroperoxyde de ’acide linoléique et cytochrome P-450 de lapin. D’aprés Vaz et Coon (1987) ;
Vaz et al. (1990) ; Vick et Zimmerman (1989), Rota ef al. (1997) — Reaction between 13-hydroperoxide of linoleic acid and
rabbit cytochrome P-450. Adapted from Vaz and Coon (1987); Vaz et al. (1990); Vick and Zimmerman (1989), Rota et al.

(1997).

hydes a courtes chaines, en plus de leurs propriétés
antifongiques, sont recherchées par 1’industrie
aromatique pour leur odeur de type “note verte”.
L’inactivation de 1’enzyme par son substrat reste
I’obstacle majeur pour une production enzymatique de
ces composés a hautes valeurs ajoutées. La
compréhension des mécanismes d’inhibition de
I’hydroperoxyde lyase est donc une étape clé dans la
stratégie de production de ces aldéhydes a 1’échelle
industrielle.

Liste des abréviations

9-HPODE : acide 9-hydroperoxyoctadécadiénoique
(le 9-hydroperoxyde de I’acide linoléique)
9-HPOTE : acide 9-hydroperoxyoctadécatriénoique

(le 9-hydroperoxyde de I’acide linolénique)
10-HPODE : acide 10-hydroperoxyoctadécadiénoique

(le 10-hydroperoxyde de 1’acide linoléique)
10-HPOTE : acide 10-hydroperoxyoctadécatriénoique

(le 10-hydroperoxyde de 1’acide linolénique)

13-HPODE : acide 13-hydroperoxyoctadécadiénoique

(le 13-hydroperoxyde de I’acide linol¢ique)
13-HPOTE : acide 13-hydroperoxyoctadécatriénoique

(Ie 13-hydroperoxyde de I’acide linolénique)
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