
Journal of.Sreroid Riochsmisrry. 1972. Vol. 3. pp. 683-692. Pcrgamon Press. Printed in Great Britain 

ETUDE DE LA 21-HYDROXYLASE DES GLANDES 
SURRENALES DU CANARD DOMESTIQUE 

(ANAS P~TYRHYN~H~~~ 

H. LEBLANC*, J.-G, LEHOUXt et T. SANDORI 

Laboratoire d’~nd~~nolo~e, Hivpital Notre-Dame et Department de Medecine, Universite de 
Mon~al, Montreal, Canada and De~ment of Zoology, The University of Sheffield, England 

(Receiued 10 December 1971) 

SUMMARY 
The adrenal microsomal sediment of domestic duck (Anas plutyrhynchos) contains an enzyme 
system which hydroxylates exogenous progesterone or 17a-hydroxypmgesterone to 11 -deoxy- 
corticosterone or to 11 -deoxycortisol respectively. This system required atmospheric oxygen 
and reduced NADP. The microsomal 21-hydroxyfase had a micromolar Michaelis-Menten 
constant, at saturation conditions produced 1167 nmoles of 11 -deoxycorticosterone/mg of 
microsomal proteinlmin and only the above two steroids were accepted as substrates. Qpti- 
ma1 temperature for the 2 I -hydroxyl~e was 37°C IQ,“: I -4). The system required 2-3 moles of 
NADPH~moles of substrate for maximal activity. Carbon monoxyde, me~pirone, cytochrome 
c and ~chlo~me~u~~nzoate inhibited partially the microsomal2 I -hydroxyIation. The spec- 
trophotometric presence of cytochrome P-450 could be demonstrated. Progesterone, 17o- 
hydroxyprogesterone and metopirone induced type I (maximum at 406 nm and minimum at 420 
nm) difference spectra. It is suggested that the duck adrenal microsomal21-hydroxylase might 
differ in stoichiometry and substrate specificity from equivalent mammalian preparations. 

RESUME 
La fraction microsomiale des glandes surrenales du canard (Anas plutyrhynchos) possede un 
systeme enzymatique qui hydroxyle la progesterone et la 17a-hydroxyprogesterone en posi- 
tion 2 1. L’oxygene moibulaire et le N ADPH sont n&essaires a la reaction. Cette 2 l-hydroxy- 
lase a un K, de l’ordre de 10dM, metabolise 1167nmoles de DOC/mg de prot~~es~min 
et seulement les deux steroides mentionn~s plus haut sont accept& comme substrat. Le 
systime atteint une activitk maximale it 37°C et a un Qro de 14. Pour une activite m~imum, 
le systl?me requiert entre 2 et 3 moIicules de NADPH par molecule de sub&rat. t’enzyme est 
inhibe par le monoxyde de carbone, la m~topiro~, le cytochrome c et le ~hio~~~u~~n- 
zoate. Le cytochrome P-450 a ete detect& spectrophotom~~quement dans les microsomes. 
La progesterone, la 17a-hydroxyprogesttrone et la mcitopirone induisent des differences de 
spectre du Type 1 (maximum Q 406 nm et minimum h 420 nm). On conclut que la 2 1 -hydroxy- 
lase des microsomes des glandes surrenales du canard domestique peut etre differente de cclles 
des microsomes des glandes surr&ales de mammiferes par la speciticite et la stoichiomitrie. 
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INTRODUCTION 

LE SYSTEME enzymatique implique dans l’hydroxylation de la position 21 des 
steroides a CtC mis en evidence dans les glandes surrenales et les tissus interre- 
naux de nombreux vertebres [ 11. Chez le boeuf, cet enzyme est localise dans la 
fraction microsomiale et, pour agir, necessite la presence de NADPH et d’oxy- 
gene moleculaire [2,3]. De plus, des travaux recents ont porte sur la participation 
du cytochrome P-450 lors de l’hydroxylation de cette position du noyau steroi- 
dien [4]. 

Dans les glandes surrenales des oiseaux, la 21-hydroxylase a Cte mise en 
Cvidence[S] mais n’a jamais CtC bien caracterisee. Dans l’optique de la biochimie 
comparee, nous voulons rapporter ici les resultats de nos travaux portant sur la 
caracterisation preliminaire de la 2 1 -hydroxylase provenant de la fraction micro- 
somiale des glandes surrenales du canard domestique (Anus plutyrhynchos). Les 
principaux points CtudiCs portent sur la cinetique de l’enzyme, ses besoins en 
cofacteurs, l’effet de certains inhibiteurs et la participation du cytochrome P-450. 

PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

Tissus. Les canards ont CtC tues par decapitation, les glandes surrenales pre- 
levees et nettoyees immediatement. L’homogenat a Cte centrifuge dans une 
solution de sucrose 0*25M selon la methode de Schneider et Hogeboom[6]. Les 
microsomes obtenus apres centrifugation a 105,000 g peandat 60 min ont CtC dilues 
selon les proportions suivantes: 1 mg de proteineslml de milieu ou tel que specific. 
La purete de la fraction microsomiale aCtC determinie par des essais enzymatiques 
[7,8]. On y a trouve une tres grande activite de la glucose-6-phosphatase et seule- 
ment quelques traces de la cytochrome c oxydase. La methode utilisee pour la 
determination des proteines est celle de Lowry et al. [9]. 

Substrut. La [4J4C] progesterone a CtC utilisee comme substrat en presence 
de progesterone non-radioactive. Le premier compose provient de New England 
Nuclear Corporation, Boston, Massachusetts, il a une activite specifique de 57.3 
mCi/mmole. Son homogeneite a CtC verifiee par chromatographie sur couche mince 
(chloroforme : acetone/95 : 5 v/v). Le precurseur non-radioactif ajoute afin de diluer 
le materiel marque a Cd purifie par des cristallistations. I1 a ete achete chez Ika- 
pharm, Ramat Gan, Israel. Les substrats radioactifs utilises pour l’etude sur la 
specificite ont Cte les suivants: [4J4C] pregnenolone, 52.4 mCi/mmole, (7-“H) 
17~hydroxyprogestCrone, 10 Ci/mM, [4J4C] 1 I@hydroxyprogesterone, 57.3 
mCi/mmole. La I Ip-hydroxyprogesterone a CtC produite dans notre laboratorie 
[24]. La 18-hydroxyprogesterone est un don de G. D. Searle &Co., U.S.A. au Dr. 
A. Z. Mehdi. Le 2 I-deoxycortisol, la 2 I-deoxycortisone, la 20@dihydroproges- 
t&one ont CtC obtenus de Ikapharm, Ramat-Gan, Israel. 

Milieu d’incubufion. Une solution de Krebs-Ringer Carbonate-bicarbonate 
(pH 7.4) contenant 185 mg de glucose et 2 g d’albumine serique de boeuf (20) 
par 100 ml de solution a ete utilisee comme milieu d’incubation. 

Incuburion. Le substrat a 6ti dissous dans environ 0.1 ml de 1,2-propane-diol 
avant I’addition de la fraction microsomiale et du milieu. Le melange reactionnel 
a CtC incube B une temperature de 37°C pendant 15 min ou tel que specific. 
En plus, un systeme generateur de NADPH a Cte utilise comme source reduc- 
trite: NADP (O-22 ~moles/ml), glucose-6-phosphate (O-64 pmoles/ml), glucose- 
6-phosphate dehydroginase ( 1 unite internationale). 

Extruction. Apres chacune des incubations, le melange reactionnel a etC 
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extrait avec 4 fois un volume d’acetate d’ethyle et les extraits reunis en une settle 
fraction ont itc evapores B la temperature ambiante. 

ldenfi~cu~ion. Le residu set de l’extraction a d’abord 6th analyd par des 
chromato~phies dans les systemes de Bush [lo]. Le residu set provenant des 
incubations avec la progesterone et la pr&nenolone a 6tC chromatographie dans 
le systeme A, avec le 21-deoxycortisol et la 21-dioxycortisone dans le systbme BJ, 
avec la 11/5hydroxyprogesterone, la 20/3-dihydroprogesterone, la 17a-hydroxy- 
progesterone et la 18-hydroxyprogesterone dans le systbme B1. L’identiti des 
metabolites de la progesterone a finalement Cte determince par l’obtention d’acti- 
vites spkcifiques con&antes -t 5% apres la formation dun derive (acetate) et des 
c~s~llisations. La detection et le comptage de la ~ioactivit~ ont it& effect& 
tel que d&it precklemment [ 1 I]. 

Spectrophotom&rie. Les travaux sur le cytochrome P-450 ont ite faits sur 
un spectrophotombtre Unicam SP 8000. Les spectres du cytochrome P-450 
ont ittC lus 5 O”C, en presence de P-mercaptoithylamine tel que decrit precidem- 
ment [ 121, entre les longueurs d’ondes suivantes: 400 et 520 nm. 

ETssai enzymatique. La transformation de la progesterone en DOC en presence 
de la fraction microsomiale a servi d’indice de l’activitt enzymatique. 

RESULTATS 

NPcessite’ de FoxygPne. La transformation de la progesterone en DOC a 
6ti diminuee de 80% lorsqu’on a fait barboter de l’azote au lieu de l’oxygene 
dans le milieu lors de l’incubation. 

Co&crews. L’hydroxylation en position 2 1 requiert la presence de N ADPH 
pour une activiti maximum. Voir les details au Tableau 1. Notons que le systeme 
gentrateur de NADPH peut remplacer le NADPH. 

Etude en foncrion du temps. La quantite de progesterone transfonnh en 
DOC (Fig. 1) augmente lineairement pendant les 30 premieres min de l’incuba- 
tion pour ensuite atteindre un plateau vers 60 min. Calcule d’apres la vitesse 
initiale, il y a eu formation de 1 I -67 nmoles de DOC/mg de proteines/min. 

Spe’cificife’ de I’enzyme. Sauf pour la progesterone et la 17whydroxyprogestk 
rone, il nous a CtC impossible de detecter une transformation des substrats montres 
dans le Tableau 2 en produits 2 1 hydroxyles ou en d’autres mitabolites car apres 

Tableau 1. Etude SW I’utilisation de cofacteurs par 
la 2 I-hydroxylase 

pmoles de cofacteurs mnoles de DOC 
par ml formees per ml 

NAD 0.5 i-18 
NADH 0.5 I.56 
NADP 0.7 1.02 
NADPH 0.5 3.50 
NADH + 0.3 1.12 
ATP 0.4 

Les conditions d’incubation etaient les suivantes: 
microsomes 0.2 mg de proteines/ml; progesterone I27 
nmoles/ml: dans un volume total de 5 ml. Incubi 
a 37°C pendant 20 min. 
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Fig. 1. Transformation de la progestkrone en DOC en fonction du temps. Les conditions 
d’incubation Ctaient Ies suivantes: microsomes 0. I5 mg de protkineslml; progestkone 

26-5 nmoles/ml; dans un volume total de 6 ml. Incubi B 37°C. 

Tableau 2. Specificitk de la 21-hydroxylase envers diffkrents substrats stero’idiens 

Substrat Produit thkorique Produit obtenu 9% de 
transformation 

21-Deoxycortisol Cortisol aucun - 

2 1 -Deoxycortisone Cortisone aucun - 

Pr&rknolone* 2 I -hydroxyprtg- aucun - 

ntnolone 
1 I@-Hydroxyprogest&one* CorticostCrone aucun - 

20/3-Dihydroprogesttrone 2Op. 21-dihydroxy- aucun - 

4-prkgrkn-3-one 
Progestkrone* DOC DOC 52 
17wHydroxyprogest&one* 17a, 21-dihydroxy- 17~2 I-dihydroxy- 74 

progestkrone progesterone 
I & Hydroxyprogesttkone IS- hydroxy- I I- aucun - 

deoxycorticostkone 

Les conditions d’incubation Otaient les suivantes: microsomes 0.5 mg de prottineslml: 
substrats 80 nmoleslml dans un volume total de 2 ml. lncubk g 37°C pendant I5 min. Dans 
les expkiences utilisant des substrats radioactifs (“), leur concentration. aprl?s incubation. 
a Btt mesurke par le comptage de la radioactivitk. Dans les autres cas. la concentration a 
&rS dtterminie par spectrophotomtkie B I’ultraviolet. Autres d&tails au Protocole expki- 
mental. 

la chromatographie, la concentration initiale du substrat n’avait pas variC. 
Concentration de l’enzymr. Lorsque la concentration de l’enzyme est augmen- 

tie dans le milieu d’incubation, on remarque une augmentation proportionnelle 
de la transformation de la progestkrone en DOC. Voir Fig. 2. 

Concrntrution du substrut. De m&me, lorsqu’on maintient fixe la concentra- 
tion de I’enzyme dans I’incubat et qu’on augmente la concentration du prkurseur. 
on observe une agumentation proportionnelle de la 2 I hydroxylation de la pro- 
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Fig. 2. Transformation de la progesterone en fonction de la concentration de I’enzyme. 
Les conditions de ~ncu~tion Ctaient Ies suivantes: progestkone 37,On~les/ml; 

darts un volume total de 5 ml. Incub pendant 15 min. 

gesterone en DOC. Voir Fig. 3. Le K, (constante de Michaelis-Menten) calculC 
a partir des valeurs obtenues est de I’ordre de lo+ M. 

E&t de la remph-afure. La temperature optimale pour la conversion de la 
progesterone en DOC est de 37°C (Fig. 4). A 3O”C, la transformation est environ 
20% moindre qu’a 37°C. A lOO*C, I’enzyme est denature puisque nous ne re- 
trouvons plus aucune activite. Le coefficient de temp~~ture (Q& mesure entre 
30” et 37°C est de 1.4. 

fnhibiteurs. Le Tableau 3 nous montre les composes etudies, leur concentra- 
tion de meme que le pourcentage relatif de transformation de la progesterone en 
DOC effect&e par les differentes prkparations incubQs avec ou sans addition 
d’aucun inhibiteur. Les deux inhibitions les plus marquees ont 6tt6 obtenues avec 
le cytochrome c et le p-chloromercuribenzoate; le monoxyde de carbone, le 
cyanure et la metopirone ont dorm6 des inhibitions plus faibles. 

p moles I I progosthne 

Fig. 3. Transformation de la progesterone en DOC en fonction de la concentration de la 
progesterone. Les conditions d’incubation etaient les suivantes: microsomes 0.13 mg 

de protiineslml; dans un volume total de 5 ml. Incubi a 37°C pendant 10 min. 
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Fig. 4. Effet de la tempkrature SW la transformation de la progesterone en DOC. Les 
conditions d’incubation ttaient les suivantes: microsomes 0.2 mg de proteines/ml; pro- 

gesterone 25.5 nmoleslml; dans un volume total de 5 ml. Incube pendant 15 min. 

Tableau 3. Effets d’inhibiteurs sur la 21 hydroxylation de la 
progesterone 

Inhibiteurs pmoles d’inhibiteurs % de transformation 
par ml 

Aucun 
Monoxyde de 

carbone (Lumicre) 
Cyanure (CN) 
Nitrure (NaN,) 
Cytochrome c 
p-chloromercuri- 

benzoate 
Iodoacetate 
Metopirone 

- 100 

- 69 
100 72 

100 95 
IO 3 

IO 8 
100 97 
100 78 

Les conditions d’incubation itaient les suivantes: micro- 
somes 0. I7 mg de prot&nes/ml; progesterone 2 I .2 nmoles/ml: 
dans un volume total de 6 ml. IncubC A 37°C pendant 15 min. 

Variation de la concentration du NADPH. Pour atteindre sa vitesse maximum, 
l’enzyme necessite de 2 a 3 molecules de NADPH par molecule de progesterone 
incubee. Voir la Fig. 5. De plus, les courbes de Lineweaver-Burk faites a partir 
d’une variation de la concentration de NADPH pour differentes concentrations 
fixes de progesterone donnent une serie de droites qui se coupent a gauche de 
I’ordonnee (Fig. 6) [2 I]. 

Pre’sence du cytochrome P-450. Une difference de spectre d’absorption pos- 
sedant les caracteristiques d’un complexe CO-cytochrome P-450 [ 191 est obtenue 
lorsqu’une suspension de microsomes reduits est repartie dans deux cuvettes 
et qu’on fait barboter du monoxyde de carbone dans l’une des cuvettes pendant 
2 min. Voir Fig. 7. 

Liaison de substruts au cytochrome P-450. La progesterone ou la 17~ 
hydroxyprogesttrone ou la metopirone, mis en presence d’une suspension de 
microsomes de glandes surrenales de canard prealablement reduits par la dithio- 
nite induisent des differences de spectre d’absorption caracterisees par un mini- 
mum a 420 nm et un maximum a 406 nm (Type I) [22]. 
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Fig. 5. Transformation de la progestkrone en DOC en fonction de la concentration de 
NADPH. Les conditions d’incubation Ctaient les suivantes: microsomes 0.2mg de 
prottineslml; progestirone 25.5 nmoles/ml; dans un volume total de 5 ml. IncubC B 

37°C penant 15 min. 
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Fig. 6. Courbe de I/v en fonction de l/NADPH avec diffkentes concentrations fixes 
de progesterone. (0-O) 12.7 nmoles de progest&one/ml (X-X) 19.1 nmoles de progesd- 
ronelml; (A-A) 2S.5 nmoles de progesttronelml; dans un volume total de 5 ml. Incus 

B 37°C pendant 15 min. 

DISCUSSION 

Au cows de notre etude nous avons observe que la 2 1 -hydrcxylase des micro- 
somes des glandes surrenales de canard necessite la presence d’oxygene 
moleculaire et de NADPH. Sur cet aspect, cet enzyme se compare a celui du 
boeuf[2. 31. Pour ce qui est de la spicificite de l’enzyme envers differents sub- 
swats, la 2 I-hydroxylase ne semble accepter que la progesterone ou’ la 170+ 
hydroxyprogesthone. Aucun des autres substrats utilises mCme s’ils contiennent 
le groupement fonctionnel ~en-3-one, n’a pu Ctre transformes. La 21-hydroxylase 
des glandes surrenales de canard se distingue ici de celle des mammiferes car 
chez le boeuf cet enzyme peut utiliser comme sub&rats le plupart des steroides 
non-hydroxyles en position 2 1[3]. 
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I Longuers d’ondes, nrn 

Fig. 7. Diffbrence de spectre d’une suspension de microsomes (MC). (MC + dithionite + 
CO)-(MC + dithionite)k une temperature de 0°C. 

Quant a la cinetique de I’enzyme, l’ctude de la variation de la concentration 
du subs&at nous a permis de remarquer l’inhibition de la reaction Iorsque la 
concen~ation du subs&at est trop ifevCe et d’Ctablir que la valeur du K, est 
de I’ordre de fO+ M; cette valeur de K, est similaire a celle de la 2 I-hydroxylase 
des gfandes surrenales de boeuf [ 131. 

L’inhibition de la biosynthese des corticosteroides par la metopirone est 
bien connue. On a d’abord pens6 que cet inhibiteur n’agissait que sur I’hydroxy- 
fation de la position 1 l/3, mais on a aussi rapporte une inhibition de I’hydroxyla- 
tion de la position I8 [ 14, 153, de la position 19 [ 161 et de la position 20 [ 171 par 
cette substance. Nos rcsultats nous d~montrent que la m~topirone inhibe aussi 
f.hydroxylation en position 21 chez le canard. Les deux inhibitions fes plus 
marquees de la transformation de la progesterone en DOC ont toutefois it6 
notees avec le cytochrome c et le p-chloromercuribenzoate. Le role du premier 
compose serait possibfement cefui d’un compititeur pour les electrons du 
NADPH; quant au second composk, if se Iierait aux groupements sulthydryles 
de I’enzyme, L’inhibition de la 2 f -hydroxylase des microsomes par la metopirone 
sembfe noncompetitive et beaucoup moins marquke cont~irement a celle des 
enzymes de la stero’idogencse dans les mit~hond~es~l 1.231. De plus la m&o- 
pirone induit des diff&ences de spectre de type I avec les microsomes et de type 
II avec les mitochondries. Ces donnkes peuvent etre interpritces comme f’indi- 
cation d’une difference qualitative entre le cytochrome P-450 des microsomes et 
des mitochondries. 

La necessite de fa presence d’oxygkne moltkulaire et du NADPH pour la 
21 hydroxylation dans Ies microsomes de la glande surrknale indique que cette 
reaction est une fonction oxydative mixte. Cooper ~‘t wll.f4] ont dcmontre que 
la 2 1 hydroxylation chez le boeuf necessite une mohkule de NADPH par molC- 
cule de DOC formce. Cependant nos resuitats, obtenus avec le canard, laissent 
croire que plus d’une molecule de NADPH est nicessaire pour I’hydroxylation 
d’une molecule de progesterone en position 2 I. En effet. par la mise en graphique 
des valeurs de I’inverse de la vitesse d’une r&action en fonction des valeurs de 
I’inverse de la concentration d’un des substrats (NADPH). la concentration du 
deuxiime substrat itant fixe (progest~rone~. on ohtient une serie de droites 
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(Fig. 7) f2 I 1. Th~~quement~ si les droites se croisent B gauche de f’ordonnhe, plus 
dune moltkule du premier subs&at est impliqu6 dans la r&action. Wag&s Cleland 
[Is], si une seule mulecule de NADPH &.&t impliqu~~~ on obt~en~~t urre s&e 
de hgnes pwallMes_ De plus, d’apres la Fig. 5, on peut calculer que ia r&action 
ne s’effectue a son maximum que Iorsque le rapport NADPHIsubstrat est plus 
grand que 2% 

La nature des enzymes cataiysant les &actions d’hydroxylation des sdrdides 
a &6 ~~emment bien &ud%e [ 191.. La 1 lo-hydroxylase du boeuf par exemple 
comprend parmi ses constituants une h~moprot~ine, le ~~a~hr~rne P-450. 
Nous awns dimontre qne le cytochrome P-450 est kgalement p&sent dans les 
microsomes de la glande surrenaie de canard. II semble 6gaIement que ce cyto- 
chrome se lie aussi aux sub&rats st&o’idiens puisque des difftrences spectrales 
sent induites par ~add~t~~n de la progesterone et de la ~~~-hydruxyp~gest~rone 
a des suspensions de microsomes, II est bien entendu que l’aetiviti de la 21- 
hydroxylase est celle obtenue par une suspension de mierosomes et que l’enzyme 
purifik n’a peut-&re pas tout ii fait les m&nes prop&%. c’est powquoi nos 
exp&iences futures porterons SW la solubilisation de cet enzyme et son m&a- 
nisme d’action. 

En rkuni, nous pouvons concl~ qu’8 ce stade de nos investigations, il 
y a une di%rence entre les propri&& de la 21-hydroxylase des microsomes des 
glandes surr&nales de canard (pris comme modhle pour la classe des oiseaux) 
et celles rapport&es dans le cas des glandes surrenales de differentes espkces de 
mammif&resf3]. Ces difkences se m~~~estent surtot dans la spicikid et la 
stoichium~t~e de la r&action. 

Ces &I.&S mt i&C effect&es g&e & une subvention du Conseil de Recherches Medicales du 
Canada (MT-1 302) octroyde $i T.S. 
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