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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 612.822.1.018: [547.95:547.943] (И 5.1ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ ЭНКЕФАЛИНОБРАЗУЮШ.ЕЙ՛ КАРБОКСИПЕПТИДАЗЫ И В ГИПОФИЗЕ, НАДПОЧЕЧНИКАХИ СТРИАТУМЕ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ИНСУЛИНА
ГР..1 ОРЬЯЫI о. О.. РОСТОВЦЕВ Л. П., МАТВИЕНКО II. II.. ГОМАЗКОВ о л. 

Институт Очолоп; н :о:1 п мсднцпнскоА хим ы АМН СССР. Мггкп;> .Регуляция биосинтеза энкефалинов может осуществляться при воздействии различных фармакологических агентов, таких как ре­зерпин, никотин, форсколин, дексаметазон, инсулин [1—5]. Изме­нение уровня опиоидных пептидов и проэнкефялнповой мРНК при этих воздействиях свидетельствует о регуляции их биосинтеза фер­ментам!։ процессинга. Карбоксипептидаза Н [К.Ф. 3.4.17.10] ката­лизирует конечную стадию образования энкефалинов, входящих в одну из главных стресслимптирующих систем организма. Под воз­действием инсулина в надпочечниках крыс изменялся уровень кате­холаминов, энкефалинов и проэикефалиповой мРНК [4], а также активность карбоксипептидазы Н и уровень мРНК прокарбоксипеп- тидазы И [6].Целью՜настоящей работы было изучение региональной активности карбокеипептидазы И в гипофизе, надпочечниках и стриатуме в ди­намике воздействия инсулина.В работе использовали крыс-самцов линии \Vistcr массой 200 г; 1’)апзу1-РЬе--еи-Аг2 (сСа’Ыосйет». США), индикаторные полоски на глюкозу «ЮехковНхл («гАшез*, Франция), инсулин (завод мел. пре­паратов, г. Ленинград), остальные реактивы отечественного произ­водства категории х. ч. Все растворы готовили па деионизованной воде.Ткани, выделенные сразу после декапитации крыс, гомогенизиро­вали в 10 мМ трис-НС1 буфере pH 7,7, содержащем 0,25 М саха­розу. Готовили 2%-ный гомогенат для стриатума, 0,1%-ный—для ги­пофиза и 0,15%-ный—для мозгового слоя надпочечников. Разрушение тканей проводили на гомогенизаторе «У1гТ1з» при 40 000д дважды по 30 с с минутными интервалами. Гомогенаты осветляли центрифуги­рованием на микроцентрифуге «Еррепс1ог(-5414» в течение 5 мни при 10 800е.80



Активность карбоксипептидазы И определяли по методу Hrlcker, Snycer [7] и вычисляли по разнице активностей с добавлением и без добавления Со24. Концентрацию белка определяли по методу Lowry и соавт. [8].Инсулин вводили крысам подкожно в дозе 50 ед/кг массы. Конт­рольным животным вводили физиологический раствор. Забой крыс проводили через 2 ч, 1, 4 и 7 суток после инъекции. В каждой груп­пе находилось по 8 животных.Экспериментальные результаты обрабатывали с использованием t-критерия Стьюдента и пенара метрическими методами.С. целью подбора эффективных доз инсулина определяли изме­нения уровня сахара крови у крыс, получавших от 1 до 50 ед пре­парата на кг массы тела. При введении инсулина в .дозах от 1 до 10 ед/кг не наблюдали существенного снижения уровня сахара кро­ви, а при введении 10, 25 и 50 ед/кг происходило резкое снижение уровня сахара с 7—8 до I—3 мм в течение 1—2 ч с последующим постепенным восстановлением. Через I сутки уровень сахара соот­ветствовал исходному. Изменения уровня сахара крови крыс в пер­вые часы после инъекции инсулина представлены на рисунке. Ни одна из указанных доз нс вызывала летального исхода. Для полу­чения наиболее выраженного эффекта была выбрана рабочая доза инсулина 50 ед/кг.
Т'аблица 

Изменение активности карбоксипептидазы Н 
после введения инсулина крысам

различия с показаниями в контроле

В сия Кон ентра Уясль-.ал
кань после ци.т белка. активность.

введения мг мл НМОЛЬ мии мг

Г апофиз к 0,06+0,01 41,09X5.27
2 ч 0,12+и-Об ’■И .5.т4.45
1 сутки ■1.06x0.0!
4 сутей 0.05+0.02 '70,22x8.34
7 сутк 1 O.uSXO.O; *7 2,91 + 4,18

Стриатум к 1,01+0.10 1.63+0,07
~ ч 1 .16 .-0,36 ! ,89X3.32
1 сутки 1.01x0,09 1,74X0.12
•1 сугкя 1.01+0,12 i ,G3-rO.U6
7 сут и 1.02x0,11 *1,43+0.04

Мо։говй ело1 К о. 11X0.04 4.21X1.03
надпочечн коз 2 ч 0,07+0.05 4.ИЗ 1-1,06

1 сутки 0 1 Х0.01 3.25+0,38
4 су т. н о 5+ ՛ 01 4.72X0.63
7 сутки 0.1и_гилЗ ֊ 11,94X1,98

Примечание. ♦—достоверные (р<0.05).Изменения активности карбоксипептидазы И в тканях крыс в динамике гипогликемического шока, вызванного инсулином, представ­лены в таблице. В гипофизе наблюдались фазные изменения величи­ны У. А. карбоксипептидазы Н. Через 2 ч после инъекции инсулина 81 ,
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активность фермента достоверно снижалась на 23%, через 1 сутки — возросла на 24% по сравнению с контролем, к 4 суткам достигла максимального значения (171%). К 7 суткам активность фермента в гипофизе снизилась, однако превышала контрольный уровень на '29%. В стриатуме, в отличие от гипофиза, изменение величины У.А. карбоксипептидазы Н было выражено минимально. Достоверное сни­жение отмечалось только на 7 сутки (на 9%). В мозговом слое к-ад-

Рис. Изменение уровни сахара н 
крови крыс после инъекции инсу­
лина. Дозы инсулина: 1 —10 ед/кг; 

2—25 ед/кг; 3—50 ед/кг.

почечников У. А. карбоксипептидазы II на протяжении 4 суток не претерпевала значимых изменений, однако на 7 сутки после введения инсулина достоверно возросла на 182% по сравнению с контролем.Таким образом, приведенные данные свидетельствуют о различ­ной динамике активности карбоксипептидазы Н в мозгу, гипофизе и надпочечниках после введения инсулина. Эти результаты совпадают с общей концепцией тканеспецифичности процессинга нейропептидов при различных физиологических и патологических состояниях в со­ответствии с выполняемой ими функцией [9]. Ранее мы наблюдали региональные изменения активности карбоксипептидазы И при гра­витационном стрессе, у крыс с агрессивным поведением, при алко­гольной нагрузке [10—12]. Данные опытов с инсулином соответст­вуют общей закономерности таких сдвигов энкефалинобразующей ак­тивности в различных регионах.Полученные здесь результаты можно также сопоставить с дан­ными Капата15н и соавт. [4] об изменениях уровня энкефалинов, 82



энкефалинсодержащих пептидов и проэнкефалиновой мРНК в тече­ние 7 суток после однократного воздействия на крыс инсулина. Ди­намика этих взаимосвязанных компонентов биогенеза энкефалинов может быть дополнена нашими результатами по изменению актив­ности карбоксипептндазы Н. Полученные в 1990 г. данные Fricker и соавт. [6] об изменениях уровня мРНК прокарбоксипептидазы Н в надпочечниках под действием инсулина совпадают с полученными нами изменениями активности карбоксипептидазы Н.Приведенные данные свидетельствуют о региональной специфич­ности изменений активности карбоксипептидазы Н, которые соответ­ствуют участию энкефалиновой системы в изменениях функциональ­ного состояния организма.
ALTERATION OF ENKEPHALIN-FOi-.’MING CARBOXYPEPTIDASE 

II ACTIVITY IN PITUITARY, ADRENAL AND STRIATUM 
AT THE INSULIN STRESS

GRIGORIANTS О. O.. ROSTOVTSEV A. P.. MATVIENKO N. N., 
GOMAZKOV O. A.

In.tituie of Biological and Medical Chemistry. Moscow.Regional carboxypeptidase H activity in rat pituitary, adrenal and striatum was studied at the dynamic of insulin stress during 7 days. Phase alterations were mentioned in pituitary: the 2 hours, followed by Its Increase that reach the maximal level at 4th day (4-171%). Changes in striatum enzyme activity were minimally expressed. The Increase of activity by 182% in adrenal medulla was obtained in 7th day. These data testify to regional peculiarities in the enzyme activity that corres­pond to participation of enkephalin system in the regulation of organism functional state.
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