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Аннотация

Разработана модель фармакологического паралича задних конечностей у мышей. 
Во время первого периода, «подготовительного», ингибирование активности важно-
го фермента обмена нейроаминов моноаминоксидазы А (МАО-А) приводило к повы-
шению уровня стероидных гормонов и пролактина, снижению активности CYP 3А4 и  
CYP 2D6 в гепатоцитах и секреции астроцитарного белка S-100 в сыворотку крови.  
Во время второго периода, «манифестного», у мышей развивался паралич задних конеч-
ностей, наблюдалось накопление гранул кортизола, разрушение капилляров и агрегация 
деформированных эритроцитов в зоне коры и гиппокампа мозга.
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Введение

Согласно Декларации по глобальной первичной профилактике инсульта и 
деменции Всемирной организации по борьбе с инсультом (2020 г.), при условии 
сохранения текущих тенденций профилактики инсульта к 2050 г. можно ожидать 
появления 200 млн пациентов с перенесенным инсультом и 106 млн пациентов, 
страдающих деменцией, а с каждым последующим годом – более 30 млн новых 
случаев инсульта, 12 млн случаев смерти от инсульта, 5  млн случаев смерти, 
вызванных деменцией. Такая ситуация представляет угрозу стабильности всей 
системы здравоохранения; однако ее можно предотвратить, поскольку значи-
тельная часть бремени заболеваний связана с потенциально модифицируемыми 
факторами риска и ранней диагностикой нейродегенеративных проявлений [1]. 
Современные стратегии первичной профилактики инсульта и сердечно-сосуди-
стых заболеваний должны быть основаны на детектировании ранних маркеров 
апоптоза или некроза центральных нейронов и астроцитов до развития заболе-
вания. Актуальной проблемой является разработка тестов для выявления пре-
дикторов инсульта и скрининга как всей популяции, так и пациентов из группы 
риска. Одним из предикторов может быть астроцитарный белок S-100 в перифе-
рической крови, который является маркером нарушения гематоэнцефалического 
барьера и обнаруживается у пациентов с нейродегенеративными заболеваниями 
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и диабетом [2, 3]. Проблема идентификации тканевых антигенов нервной ткани 
до развития инсульта остается острой [4].

Биохимические маркеры инсульта, которые выявляются у лабораторных жи-
вотных, могут служить основанием для разработки экспресс-тестов для ранней 
диагностики факторов инсульта и выявления молекулярных маркеров неустой-
чивого состояния перед инсультом. Диагностика такого состояния является од-
ним из важных способов профилактики инсультов [3].

Цель исследования состоит в разработке и биохимической характеристике 
модели фармакологического паралича задних конечностей и анализе содержания 
астроцитарного белка S100 как предиктора инсульта у мышей.

1. Материалы и методики исследования
1.1. Введение препарата мышам и получение органов и сыворотки кро-

ви для исследований. В опытах in vivo использовали мышей стока CD-1 обоего 
пола (n = 50), SPF-категории, предоставленных НПП «Питомник лабораторных 
животных» ФИБХ РАН, г. Пущино. Возраст животных к началу эксперимента 
составлял 4 недели, вес – 16–18 г. Мышей содержали, согласно Правилам содер-
жания животных, в установке Techniplast IVC Transport Unit (Италия), на под-
стилке Rehofix (JRS, Германия), при условиях постоянной температуры 22–25 °C 
и влажности, в нормальном световом режиме. Животным предоставляли зерно-
вой корм и воду ad libitum. Мыши были разделены на опытную и контрольную 
группы по 25 особей в каждой. Опытной группе один раз в день в течение 6 суток 
вводили внутрибрюшинно 100 мкл раствора селективного ингибитора моноами-
ноксидазы А (МАО-А) моклобемида (N-[2-(морфолин-4-ил)этил]-4-хлорбенза-
мид) «Аурорикс» (La Roshe, Швейцария) в дозе 400 мг/кг в 0.9%-ном растворе 
NaCl. Через 6 суток 12 мышей опытной группы вывели из опыта. Оставшимся в 
опытной группе особям (n = 13) вводили раствор моклобемида в дозе 600 мг/кг  
в 0.9%-ном растворе NaCl и через 5 суток вывели их из опыта. Мыши в кон-
трольной группе получали внутрибрюшинно 100 мкл 0.9%-ного раствора NaCl. 
По окончании эксперимента мышей контрольной группы вывели из опыта.  
Всех выведенных из опыта животных подвергали эвтаназии в камере с углекис-
лым газом.

Пробы крови получали из левого желудочка сердца с помощью шприца и по-
мещали кровь в вакуумные контейнеры с 0.2%-ным раствором этилендиаминте-
трауксусной кислоты (ЭДТА). Полученную кровь центрифугировали при 3000 g  
в течение 10 мин для осаждения форменных элементов крови и получения сы-
воротки. Сыворотку замораживали при –20 °С и использовали для определения 
гормонов и белка S-100. Печень, сердце и мозг животных экстерпарировали и 
помещали в раствор, содержащий 0.25 М сахарозы, 1 мМ ЭДТА, 0.2 М трис-HCl 
буферный раствор с рН 7.4, и хранили при –18 °С. Микросомы печени, сердца 
и митохондриальные фракции мозга получали путем гомогенизирования и цен-
трифугирования на холоду на центрифуге Optima L-90K ultracentrifuge (Beckman 
Coulter, США), как указано в работе [5]. Микросомные и митохондриальные 
фракции замораживали при –20 °С и использовали для определения активности 
МАО-А, цитохромов 3А4 и 2D6 [5]. Мозг животных использовали для получе-
ния ультратонких срезов и криосрезов для анализа с помощью просвечивающей 
электронной микроскопии и иммуноцитохимии.
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1.2. Получение ультратонких срезов мозга мышей. Для получения уль-
тратонких срезов использовали стандартный метод предварительной подготовки 
тканей [6], для чего мозг мыши инкубировали в растворе глутарового альдегида 
и обезвоживали в этаноле и пропиленоксиде, инкубировали в растворе OsO4 и 
полимеризовали в смоле Эпон. Полученные c помощью микротома Leica UC 7 
(Carl Zeiss, Германия) ультратонкие срезы анализировали на электронном про-
свечивающем микроскопе JEM 100 CXII (JEOL, Япония).

1.3. Получение криосрезов мозга мышей для иммуцитохимического 
выявления гранул кортизола. С целью получения криосрезов для имму-
цитохимического выявления гранул кортизола мозг мыши заливали в среду 
NEG 50 “Richard-Allan Scientific” (США), замораживали в криостате в тече-
ние 30 мин. Для изготовления срезов использовали криостат Microm HM 550 
(Thermo Scientific, США), полученные срезы наносили на стекла “StarFrost” 
с полилизиновым покрытием. Срезы окрашивали с помощью коммерческого 
набора «Крезиловый фиолетовый» (Biovitrum, Россия) согласно инструкции 
фирмы-производителя и анализировали на световом микроскопе AXIO Vert A1  
(Carl Ziess, Германия). Для детектирования кортизола использовали первич-
ные моноклональные антитела “Mouse IgG Cortisol-3” и вторичные антите-
ла “Anti-mouse IgG Alexa Fluor 647” (Abcam, Великобритания). Полученные 
препараты анализировали с помощью конфокального лазерного микроскопа  
LSM 780 (Carl Ziess, Германия).

1.4. Определение содержания гормонов в сыворотке крови мышей. Кон-
центрацию гормонов пролактина, кортизола и дигидроэпиандростерон-суль-
фата (ДГЭА-С) в сыворотке крови мышей определяли методом твердофаз-
ного иммуноферментного анализа (ИФА) с помощью коммерческих наборов 
«ИФА-пролактин», «СтероидИФА-кортизол», «ДГЭА-С-ИФА» (Алкор-Био, 
Россия) согласно инструкции фирмы-производителя. Концентрацию белка 
определяли спектрофотометрическим методом и рассчитывали по формуле  
[с] = 1.58 × A280 – 0.76 × A260.

1.5. Определение активности МАО-А в микросомах и митохондриях 
тканей мышей. Активность МАО-А в митохондриальных фракциях мозга, 
микросомах сердца и печени мышей определяли по скорости дезаминирова-
ния норадреналина. Удельную активность выражали в нмоль 2,4‑динитрофе-
нилгидразона 3-метокси-4-гидроксиминдального альдегида, образовавшегося  
в 1 мг белка за 1 мин [5].

1.6. Определение концентрации и активности цитохромов Р450 в ми-
кросомах печени и мозга мышей. Концентрацию цитохромов Р450 в микро-
сомах печени и мозга животных определяли по спектрам поглощения их фер-
мент-субстратных комплексов, отравленных СО, и рассчитывали с помощью 
молярных коэффициентов поглощения ε450 = 91 мM–1 см–1 для восстановленной 
формы цитохромов и ε420 = 41 мМ–1 см–1 для окисленной формы цитохромов [5]. 
В качестве субстратов для определения ферментативной активности CYP 3A4 
и CYP 2D6 использовали лекарственные препараты эритромицин и флуоксетин 
(Озон Фарм, Россия) соответственно. Дифференциальные спектры опытных ре-
акционных смесей относительно контрольной реакционной смеси получали на 
двухлучевом спектрофотометре UV-2700 (Shimadzu, Япония) при длине волны 
340 нм в динамике в течение 5 мин. Активности гидроксилирования эритроми-
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цина и окислительного деалкилирования флуоксетина определяли по окислению 
НАДН в 1 мин на 1 нмоль CYP, используя молярный коэффициент поглощения 
для НАДН ε340 = 6.22×106 М–1 см–1 [5].

1.7. Иммунохимическое определение белка S-100 в сыворотке крови 
мышей. Сыворотку крови мышей разделяли с помощью стандартного денату-
рирующего электрофореза в полиакриламидном геле и проводили вестерн-блот- 
анализ фракций с помощью нитроцеллюлозных мембран (Invitrogen, США) со-
гласно протоколу производителя (Bio-Rad, США) в течение 12 ч при постоянном 
напряжении 20 B в системе Bio-Rad для вестерн-блоттинга. Для детектирования 
белка S-100 мембраны инкубировали в буферном растворе, содержащем первич-
ные моноклональные мышиные антитела против S-100 (Santa Cruz Biotechnology, 
США). В качестве вторичных антител использовали антимышиные монокло-
нальные антитела, конъюгированные с пероксидазой (Sigma, Германия). В каче-
стве хромогенного субстрата использовали диаминобензидин и 30%-ный Н2О2 
в 0.1 М трис-HCl, рН 7.6. Мембрану после окончания инкубации с субстратом 
анализировали на приборе ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, США).

1.8. Статистическая обработка результатов. Результаты представлены в 
виде X ± SE, где X – среднее арифметическое значение величины, а SЕ – стан-
дартная ошибка средней величины. Для оценки статистической значимости по-
лученных результатов использовали параметрический критерий Стьюдента (t). 
Различия считали значимыми при р < 0.05. Все расчеты проводили с помощью 
программы EXCEL 13 (Microsoft, США).

2. Результаты исследования и их обсуждение
2.1. Биохимическая характеристика состояния мышей в «подго-

товительный» период, до паралича задних конечностей. Мыши стока  
CD-1 SPF-категории являются здоровыми животными и не несут в себе гены 
предрасположенности к каким-либо заболеваниям человека. Для индукции фар-
макологического ответа был использован обратимый ингибитор МАО-А мокло-
бемид в дозах, превышающих рекомендованные дозы для пациентов и пере-
считанных на вес животного с учетом коэффициента для лабораторной мыши, 
которые составили в среднем 0.4 мг/г веса мыши. Биохимические и физиоло-
гические эффекты от используемых в опытах доз моклобемида не описаны в 
фармакопейной статье данного лекарственного средства.

Анализ поведения и внешнего вида животных показал, что опытные мыши, 
особенно самцы, получавшие внутрибрюшинно по 100 мкл раствора моклобе-
мида в дозе 400 мг/кг (6.8 мг/мышь), через 6 инъекций стали проявлять агрес-
сивное поведение. Ранее в работах [7, 8] отмечалось агрессивное и аутичное по-
ведение мышей, в геноме которых блокирован и не экспрессируется ген МАО-А 
(KO МАО-A мыши). Мыши, получавшие дозу 600 мг/кг (10.2 мг/мышь), после 
5 инъекций стали ползать с парализованными задними конечностями по кру-
гу. Они были выведены из опыта и подвергнуты эвтаназии в СО2-камере. Часть 
мозга мышей на границе гипоталамуса и коры с помощью секционного Атласа 
лабораторных мышей [9], согласно которому эта зона названа как pes hippocampi 
(Ammons’s horn), и зона коры над этой структурой были выбраны для иммуци-
тохимического выявления гранул кортизола и исследований методом просвечи-
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вающей электронной микроскопии. У мышей, получавших дозу 400 мг/кг, такие 
симптомы за время проведения опыта отсутствовали. Поэтому наблюдаемые 
симптомы, вызванные повышением дозы моклобемида, были отнесены к фарма-
кологическим эффектам.

Анализ активности МАО-А, цитохромов Р450 печени, определение содер-
жания гормонов и астроцитарного белка S-100 в сыворотке крови проводили у 
мышей, получавших 400 мг/кг моклобемида в период, предшествующий парали-
чу задних конечностей у мышей, получавших 600 мг/кг препарата.

Таким образом, проанализировано состояние, которое, возможно, приве-
ло к параличу задних конечностей у мышей. Согласно литературным данным, 
подавление активности МАО-А приводит к резкому увеличению концентрации 
норадреналина, адреналина, серотонина в синаптической зоне и возрастанию 
концентрации вазоактивного амина N-ацетилсеротонина в плазме крови [8].  
В работе Zhao с соавторами [10] указано, что возрастание концентрации норадре-
налина и адреналина после инъекции ингибитора обратного захвата серотонина 
вызвало кровоизлияния в области сетчатки глаза у крыс. Моделирование локаль-
ного ишемического повреждения коры головного мозга у крыс [11] привело к по-
явлению в плазме крови ряда нейроспецифических белков, в том числе S-100.

Сравнительный анализ уровня МАО-А у опытных и контрольных мышей 
стока CD-1 (табл. 1) показал, что активность МАО-А с норадреналином в ка-
честве субстрата у животных опытной группы достоверно снижалась в тканях 
сердца, мозга и печени по сравнению с показателями для животных контрольной 
группы. 

Табл. 1

Активность МАО-А с норадреналином в митохондриальных фракциях и микросомах 
тканей органов мышей стока CD-1, получавших моклобемид в дозе 400 мг/кг (О), и кон-
трольных животных (К) (Р = 0.95)

Пол животных и 
число особей в 

группе

Удельная активность МАО-А,
нмоль 2,4‑динитрофенилгидразона 3-метокси-4-гидроксиминдаль-

ного альдегида, образовавшегося в 1 мг белка за 1 мин

Сердце
микросомы

Мозг
митохондрии

Печень
микросомы

К О К О К О

Самцы: К(6); О(7) 1.5 + 0.5 0.24 + 0.01 0.58 + 0.04 0.3 + 0.1 2.40 + 0.09 0.8 + 0.2

Самки: К(6); О(6) 2.1 + 0.2 0.3 + 0.2 0.8 + 0.2 0.31 + 0.08 3.02 + 0.01 0.9 + 0.3

Таким образом, введение ингибитора МАО-А моклобемида в течение неде-
ли привело к стойкому снижению активности фермента во всех исследованных 
органах опытных животных, что характерно для антидепрессантов этого типа. 
Возможно, что подавление активности МАО-А высокими дозами моклобемида 
у мышей стока CD-1 привело к накоплению норадреналина, адреналина и серо-
тонина в центральной нервной системе и вызвало агрессивное поведение жи-
вотных, что характерно для синдрома немотивированной агрессии при низкой 
активности МАО-А [7, 8]. Для анализа влияния дефицита МАО-А на содержа-
ние гормонов в крови животных отбирали пробы во второй половине суток и 
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определяли уровень ДГЭА-С, кортизола и пролактина, поскольку показано, что 
снижение скорости метаболизма серотонина и норадреналина у лабораторных 
крыс приводило к активации гипоталамо-адренокортикального пути [8, 10] и по-
вышению давления у KO MAO A мышей [12].

Интересно, что подавление активности МАО-А не оказывало влияния на 
уровень ДГЭА-С у мышей стока CD-1. В случае с кортизолом и пролактином 
наблюдали четкие гендерные различия. У самцов ингибирование активности 
МАО-А приводило к снижению уровня кортизола и пролактина на 60% и 62.5% 
(p < 0.05) соответственно. У самок, напротив, в этих же условиях выявлено по-
вышение уровня кортизола и пролактина на 78% и 35% (p < 0.05) соответственно 
(табл. 2). По-видимому, гормональный ответ на изменение концентрации серо-
тонина и норадреналина в центральной нервной системе во многих случаях за-
висит от пола животных. Известно, что кортизол способствует повышению ар-
териального давления. Возможно, эффект кортизола обусловлен способностью 
гормона задерживать ионы натрия и влиять на сосудистый тонус и сенсибилиза-
цию сосудов к вазоактивному эффекту норадреналина.

Табл. 2

Уровень гормонов в сыворотке крови мышей стока CD-1, получавших моклобемид в 
дозе 400 мг/кг (О), и контрольных животных (К) (Р = 0.95)

Пол животных и 
число особей в 

группе

Дигидроэпиандростерон 
сульфат мкг/мл

Кортизол,
пмоль/мл

Пролактин,
мМЕ/л

К О К О К О

Самцы: К(6); О(7) 0.26 + 0.01 0.29 + 0.02 78.8 + 0.2 31.4 + 0.2 3267 + 6 1224 + 15

Самки: К(6); О(6) 0.27 + 0.02 0.27 + 0.02 21.1 + 0.2 37.8 + 0.8 1245 + 25 1685 + 50

Известно, что стероидные гормоны являются регуляторами экспрессии и актив-
ности цитохромов Р450 [13]. Возможно, изменение гормонального состояния опыт-
ных животных в условиях подавления активности МАО-А (табл. 2) может вызвать 
патологическое состояние всей системы детоксикации печени. Активность С-гидрок-
силирования эритромицина как маркера цитохрома Р450 3А4 и N-деалкилирования 
флуоксетина как маркера цитохрома Р450 2D6 достоверно снижалась у мышей, по-
лучавших моклобемид, независимо от пола особей (табл. 3).

Табл. 3

Активность цитохромов Р450 3А4 и 2D6 в микросомах печени мышей стока CD-1, полу-
чавших моклобемид в дозе 400 мг/кг (О), и контрольных животных (К) (Р = 0.95)

Пол животных и 
число особей в 

группе

3А4 с эритромицином,
нмоль НАДН/нмоль CYP×мин

2D6 с флуоксетином,
нмоль НАДН/ нмоль CYP×мин

К О К О

Самцы: К(6); О(7) 6.3 + 0.7 3.1 + 0.2 5 + 1 4 + 1

Самки: К(6); О(6) 6.5 + 0.9 3.6 + 0.7 5.9 + 0.4 2.3 + 0.8

Следует отметить тот факт, что пролонгированное в течение 6 суток по-
давление активности МАО-А вызвало понижение активности двух самых 
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важных ферментативных систем детоксикации, цитохромов Р450 3А4 и 
2D6, на фоне изменения концентрации кортизола и пролактина в крови. Та-
ким образом, можно признать, что ингибирование активности МАО-А и по-
давление активности цитохромов Р450 печени вызвали классический стресс  
у опытных животных [8, 10, 12].

Белки S-100 представляют собой семейство Ca2+-связывающих белков, 
которые в большом количестве экспрессируются в астроцитах и клетках ней-
роглии. Белки S-100 участвуют в регуляции фосфорилирования белков, энер-
гетического обмена, сборки компонентов цитоскелета, миграции клеток, гоме-
остаза Ca2+, а также в пролиферации и дифференциации клеток [2, 3]. Секреция 
белка S-100 в сыворотку крови считается маркером церебрального патологи-
ческого процесса различной этиологии, геморрагического и ишемического  
инсультов [2, 3, 11], болезни Альцгеймера, нейродегенеративных процессов  
в результате хирургических операций и т. д. [14]. Белки S-100 присутствуют 
в тканях мозга в олигомерной форме с молекулярной массой около 10 кДа  
и в двумерной конформации [3].

В результате электрофоретического разделения сыворотки крови мышей 
стока CD-1 опытной и контрольной групп выделены фракции белков с молеку-
лярным весом 37 и 12 кДа, которые предположительно соответствуют двумер-
ной и олигомерной структурам S-100 [3] и обнаружены только в сыворотке крови 
мышей, получавших моклобемид в дозе 400 мг/ кг (рис. 1). 

Рис. 1. Электрофореграмма белков в 12%-ном полиакриламидном геле с додецилсуль-
фатом натрия: 1, 2, 3 – белки сыворотки крови мышей контрольной группы; 5, 6 – белки 
сыворотки крови мышей, получавших 400 мг/кг моклобемида; 7, 8, 9 – белки сыворотки 
крови мышей, получавших 600 мг/кг моклобемида; 4, 10 – маркеры молекулярного веса. 
Стрелкой указаны фракции 37 и 12 кДа

Вестерн-блот-анализ, в котором использовали первичные мышиные анти-
тела против белка S-100 и вторичные антитела, конъюгированные с перокси-
дазой, показал, что в сыворотке крови мышей, получавших моклобемид в дозе 
400 мг/кг, обнаружен белок S-100 в двумерной конформации и следы белка в 
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олигомерной конформации (рис. 2). Белок S-100B, член семейства S-100, явля-
ется предиктором церебрального поражения у лабораторных животных [11]. 
Можно предположить, что высокие дозы ингибитора МАО-А моклобемида 
привели к возрастанию концентрации серотонина, норадреналина и вазоак-
тивного амина N-ацетилсеротонина в ткани мозга мышей и, как следствие, к 
ишемии. Полученные данные о связи подавления активности МАО-А в мозге 
мышей и церебральной патологии подтверждаются результатами исследова-
ний ряда авторов [2, 3, 11].

Рис. 2. Вестерн-блот-анализ белка S-100 после электрофоретического разделения в по-
лиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия сыворотки крови мышей стока CD-1 
контрольной и опытной групп. Детектирование белка S-100 проведено с помощью пер-
вичных моноклональных мышиных антител против белка S-100 и вторичных моно-
клональных антител, конъюгированных с пероксидазой, окраска диаминобензидином.  
1, 2 – белки сыворотки крови мышей контрольной группы; 3, 4 – белки сыворотки кро-
ви мышей, получавших моклобемид в дозе 400 мг/кг; 5, 6, 7 – белки сыворотки крови 
мышей, получавших моклобемид в дозе 600 мг/кг; м – маркеры молекулярной массы. 
Стрелкой указаны следы белка S-100 в олигомерной форме

Таким образом, анализ биохимической картины состояния мышей в опыт-
ной группе до паралича задних конечностей показал, что подавление активности 
МАО-А под действием моклобемида в дозе 400 мг/кг (табл. 1) на фоне агрес-
сивного поведения вызвало изменение содержания кортизола и пролактина в 
сыворотке крови (табл. 2), снижение активности главных систем детоксикации 
в печени, а именно CYP 3A4 и 2D6 (табл. 3), а также вызвало секрецию в кровь 
астроцитарного белка S-100 в двумерной конформации (рис. 1 и 2), что являет-
ся маркером разрушения центральных астроцитов и ряда иных глиальных кле-
ток [3, 4]. Известно, что белок S-100B в двумерной конформации секретируется 
астроцитами, пассивно высвобождается из поврежденных и/или некротических 
клеток. Наличие S-100B в плазме крови выше порогового уровня используется в 
диагностических/прогностических целях [3, 11].

2.2. Определение кортизола в ткани мозга мышей стока CD-1 с пара-
личом задних конечностей. Для выявления патологических изменений в мозге 
мышей обоих полов с параличом задних конечностей криосрезы ткани мозга в 
зоне гиппокампа и коры (рис. 3, а) окрашивали крезиловым фиолетовым и ана-
лизировали методом световой микроскопии (рис. 3, б). Стрелками указаны нео-
крашенные включения.
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Рис. 3. Область исследования мозга на границе гиппокампа и коры мышей стока CD-1 с 
параличом задних конечностей: а – область мозга мышей CD-1, выбранная для исследо-
вания кровеносных капилляров и гранул кортизола; б – изображение световой микроско-
пии выбранной области исследования, краситель – крезиловый фиолетовый. Стрелками 
указаны включения, не являющиеся миелином или нейронами. Увеличение 400×

На криосрезах зоны гиппокампа и коры мозга мышей, получавших моклобе-
мид в дозе 600 мг/кг и имевших паралич задних конечностей, обнаружено повы-
шенное содержание кортизола независимо от пола (рис. 4, а и б), что, по нашему 
мнению, свидетельствует о значительном церебральном стрессе.

Рис. 4. Микрофотографии криосрезов мозга мышей стока CD-1 с параличом задних ко-
нечностей по данным конфокальной лазерной микроскопии: гранулы кортизола на кри-
осрезах в области гиппокампа (а) и коры мозга (б) мышей опытной группы, получавших 
моклобемид в дозе 600 мг/кг; срез гиппокампа (в) и коры мозга (г) мышей, получавших 
0.9%-ный NaCl. Увеличение 400×

Следует отметить, что содержание кортизола в сыворотке крове, установ-
ленное методом ИФА, отличалось у самцов и самок (табл. 2). Однако в крио-
срезах центральных областей гиппокампа и коры головного мозга независимо 
от гендерной принадлежности концентрация кортизола возрастала (рис. 4, а–г). 
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Вместе с тем, как известно, кортизол способствует адаптации к стрессу, повы-
шенные концентрации этого гормона способствуют росту давления в ткани моз-
га [15] и, возможно, повышают вероятность разрушения астроцитов и нейронов 
и вероятность секреции астроцитарного белка S-100 (рис. 2).

2.3. Анализ ультратонких срезов мозга мышей. Анализ ультратон-
ких срезов мозга (рис. 3, б) мышей опытной группы показал множественные 
кровоизлияния, нарушения капилляров и скопления атипичных эритроцитов  
(рис. 5, а). Подобные эффекты наблюдали ранее у лабораторных мышей и крыс 
при нарушении метаболизма нейроаминов [8, 10, 12]. Полученные в ходе про-
веденных исследований данные позволяют связать паралич задних конечностей 
с церебральным поражением, причиной которого является ингибитор МАО-А  
моклобемид в высокой дозе, превышающей терапевтические дозы для пациен-
тов. В мозге мышей, получавших физиологический раствор, подобные наруше-
ния целостности капилляров или скопления патологических эритроцитов не на-
блюдали (рис. 5, б).

Рис. 5. Микрофотографии ультратонких срезов мозга мышей стока CD-1 с параличом за-
дних конечностей: а – типичная картина ультратонкого среза мозга мышей, получавших 
моклобемид в дозе 600 мг/кг, голубыми стрелками показаны атипичные эритроциты вне 
кровеносного русла; б – типичная картина ультратонкого среза мозга мышей контроль-
ной группы, желтой стрелкой показан кровеносный капилляр, окруженный непрерывной 
основной пластинкой, которая также покрывает поверхность перицитов, охватывающих 
эндотелий

Таким образом, проведено исследование патологического процесса на при-
мере модели индуцированного фармакологического паралича задних конечно-
стей у мышей, вызванного моклобемидом.

Заключение Комитета по этике. Исследование проведено в соответствии 
с Хельсинкской декларацией 2000 г. «О гуманном отношении к животным», Ев-
ропейской конвенцией о защите позвоночных животных, используемых для экс-
периментов или в иных научных целях (ETS N 123), и Директивой Европейского 
Парламента и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС о защите животных, ис-
пользующихся для научных целей. Протокол исследования одобрен Комиссией 
по биоэтике Казанского (Приволжского) федерального университета (протокол 
№ 43 от 24.10.2023).
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Abstract

A model of pharmacological paralysis in the hind limbs of CD-1 mice was introduced. In the initial 
phase (before paralysis), the activity of MAO-A, a key enzyme of neuroamine metabolism, was inhibited, 
leading to increased levels of steroid hormones and prolactin, as well as to a decrease in hepatic CYP3A4 
and CYP2D6 activities and astrocytic S-100 protein secretion into the blood serum. In the second phase 
(paralysis manifestation), the mice exhibited hind limb paralysis development, accumulation of cortisol 
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granules, destruction of capillaries, and aggregation of deformed red blood cells in the cerebral cortex and 
hippocampal regions.

Keywords: MAO-A, moclobemide, pharmacological paralysis in mice
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Figure Captions

Fig. 1. Electropherogram of serum proteins in 12% polyacrylamide gel with sodium dodecyl sulfate:  
1, 2, 3 – serum proteins of control mice; 5, 6 – serum proteins of mice treated with 400 mg/kg mo-
clobemide; 7, 8, 9 – serum proteins of mice treated with 600 mg/kg moclobemide; 4, 10 – molecular 
weight markers. The arrow indicates the 37 and 12 kDa fractions.

Fig. 2. Western blot analysis of S-100 protein after electrophoretic separation in polyacrylamide gel with 
sodium dodecyl sulfate of control and experimental CD-1 mice serum. Detection of S-100 protein 
was performed using primary monoclonal mouse antibodies against S-100 protein and secondary 
monoclonal antibodies conjugated to peroxidase, diaminobenzidine staining. 1, 2 – serum proteins 
of control mice; 3, 4 – serum proteins of mice treated with 400 mg/kg moclobemide; 5, 6, 7 – serum 
proteins of mice treated with 600 mg/kg moclobemide; m – molecular weight markers. The arrow 
indicates S-100 protein traces in the oligomeric form.

Fig. 3. Region of interest in the brain of CD-1 mice with hind limb paralysis at the hippocampal–cortical 
interface: a – brain region of CD-1 mice selected for studying blood capillaries and cortisol granules; 
b – light microscopy image of the selected brain region, cresyl violet staining. The arrows indicate 
inclusions that are not myelin or neurons. Magnification 400×.

Fig. 4. Microphotographs of the brain cryosections from CD-1 mice with hind limb paralysis based on 
confocal laser microscopy: cortisol granules on the cryosections in the hippocampal (a) and cerebral 
cortex (b) regions of experimental mice treated with 600 mg/kg moclobemide; cryosections of the 
hippocampal (c) and cerebral cortex (d) regions of mice treated with 0.9% NaCl. Magnification 400×.

Fig. 5. Microphotographs of the ultrathin sections of the brain of CD-1 mice with hind limb paralysis. 
a – typical picture of an ultrathin section of the brain in mice treated with 600 mg/kg moclobemide, 
the blue arrows indicate atypical red blood cells outside the bloodstream; b – typical picture of an 
ultrathin section of the brain in control mice, the yellow arrow shows the blood capillary surrounded 
by a continuous base plate, which also covers the surface of pericytes enclosing the endothelium.
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