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РЕФЕРАТ
ВВЕДЕНИЕ. Klotho – трансмембранный и циркулирующий протеин, преимущественно синтезируемый почками. Де-
фицит Klotho характерен для хронической болезни почек (ХБП), как и гипертрофии миокарда (ГМ). Кардиопротектив-
ное действие белка Klotho обусловлено негативной регуляцией разнообразных стрессовых сигналов, приводящих к 
активации гипертрофического внутриклеточного пути кальциневрин (CaN)/ NFAT в миокарде. Действие Klotho пред-
положительно может быть опосредовано модуляцией Са2+-каналов и/или факторов Foxo, существенных для пере-
дачи сигналов CaN. ЦЕЛЬ: исследовать активность сигнального пути кальциневрин/NFAT в миокарде и определить 
механизмы его регуляции при снижении Klotho, обусловленном экспериментальной ХБП у спонтанно-гипертензивных 
крыс (SHR). МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. Для моделирования ХБП выполняли нефрэктомию (НЭ) 3/4 или 5/6 объема орга-
на у крыс линии SHR. Контролем служили ложнооперированные (ЛО) SHR и крысы линии Вистар Киото (WKY). У всех 
животных измеряли систолическое артериальное давление, рассчитывали индекс массы миокарда – ИММ, клиренс 
креатинина, измеряли диаметр кардиомиоцитов (КМЦ), уровни Klotho в сыворотке крови (ИФА) и почке (ИГХ), анали-
зировали экспрессию кальциневрина (ИГХ, ПЦР), транскрипционного фактора NFAT (ИГХ), Ca2+-каналов TRPC6 (ИГХ), 
экспрессию FOXO3A (ПЦР) и фосфорилированных Foxo1/3/4 (ИГХ) в миокарде. Выраженность экспрессии кальцинев-
рина и TRPC6 в миокарде, Klotho в почке рассчитывали как долю площади специфического продукта ИГХ-реакции от 
площади поля зрения. При анализе экспрессии NFAT рассчитывали долю позитивно окрашенных ядер от количества 
ядер в поле зрения. Измерения выполняли в 10 полях зрения для каждого гистологического препарата. РЕЗУЛЬТАТЫ. 
Полученные модели соответствовали начальным стадиям ХБП. У крыс с НЭ наблюдали увеличение ИММ (р=0,005), 
диаметра КМЦ (р=0,002). Почечная экспрессия Klotho (p=0,019) и концентрация Klotho в сыворотке крови (p=0,020) 
были ниже при НЭ. ИММ и толщина КМЦ были независимо ассоциированы с уровнем белка Klotho почечного про-
исхождения (β=–0,38±0,16, p=0,026, β=–0,64±0,14, p<0,001 соответственно). НЭ и системная гипертензия сопрово-
ждались увеличением экспрессии гена кальциневрина (p=0,005) и кальциневрина в цитоплазме КМЦ (p=0,004), ко-
личества NFAT-позитивных ядер (p=0,007), ростом экспрессии гена FOXO3A (p<0,001) при отсутствии накопления 
фосфорилированных форм Foxo1/3/4 в цитоплазме КМЦ. Для крыс SHR было характерно выраженное позитивное 
ИГХ-окрашивание TRPC6 по сравнению с WKY (p=0,004). Экспрессия кальциневрина и TRPC6 изменялись сонаправ-
ленно (r=0,69, p<0,001), и оба этих показателя были ассоциированы с уровнем Klotho (кальциневрин vs Klotho в почке, 
r=–0,73, p<0,001; TRPC6 vs Klotho в сыворотке, r=-0,43, p=0,025). ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Формирующийся на начальных ста-
диях ХБП системный дефицит белка Klotho ассоциирован с увеличением экспрессии Са2+-каналов кардиомиоцитов и 
активацией гипертрофического сигнального пути кальциневрин/NFAT в кардиомиоцитах.
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ВВЕДЕНИЕ

Хроническая болезнь почек (ХБП) ассоцииро-

вана с увеличением риска сердечно-сосудистых 

заболеваний (ССЗ) [1]. Одним из главных меха-

низмов ССЗ при ХБП является гипертрофия лево-

го желудочка (ГЛЖ) [2]. Распространенность ГЛЖ 

у пациентов с ХБП С2–4 составляет 50–70 % и 

достигает 95 % к началу диализа [3–5], что значи-

тельно превышает число случаев в общей популя-

ции (15–21 %) [2]. Известные гемодинамические 

факторы – активность ренин-ангиотензиновой 

системы (РАС) [6], артериальная гипертензия [7], 

анемия [8] и задержка жидкости [9], ассоцииро-

ванные с хроническим повреждением почек, во 

многом объясняют высокую распространенность 

ГЛЖ в популяции пациентов с ХБП. Однако с уче-

том многочисленных системных метаболических 

и эндокринных изменений, развивающихся по 

мере прогрессирования ХБП, очевидно существо-

вание дополнительных негемодинамических меха-

низмов, связанных с развитием гипертрофии мио-

карда (ГМ). Экспериментальные и клинические 

исследования последних лет свидетельствуют о 

том, что дисбаланс неорганического фосфата (Pi) 

[10], дефицит белка Klotho [11, 12] и кальцитриола 

[13, 14], сопутствующие начальным стадиям ХБП, 

приводят к изменениям эндокринных систем регу-

ляторной оси почки–скелет [15], стимуляции об-

разования паратиреоидного гормона (Pth), факто-

ра роста фибробластов (Fgf23), синтеза остеопро-

тегерина (Opg) и ингибиторов канонического Wnt 

(iWNT) – склеростина (Sost) и Dickkopf-1 (Dkk-1) 

[16]. Дисбаланс регуляторных сигнальных путей 

обмена скелета может оказывать прямое и опосре-

дованное действия на сосуды и сердце.

Klotho – трансмембранный и циркулирующий 

протеин, преимущественно синтезируемый поч-

ками. Кардиопротективное действие белка Klotho 

обусловлено плейотропными эффектами по отно-

шению к важнейшим внутриклеточным сигналь-

ным путям. Помимо способности взаимодейство-

вать с FGF23/FGFR, секретируемый Klotho также 

является ловушкой для Wnt-лигандов и опосредует 

активацию рецепторов ростовых факторов (TGF-β, 

FGF1, IGF-I), модулирует нисходящие патогенети-

ческие сигналы, в том числе PI3K (фосфатидилино-

зитол 4,5-бисфосфат-3-киназный) сигнальный путь, 

препятствуя гиперактивации гипертрофического 

сигналинга кальциневрин/NFAT в миокарде [5]. Из-

менение экспрессии Ca2+-каналов кардиомиоцитов 

ABSTRACT
BACKGROUND. Klotho is a transmembrane and circulating protein primarily synthesized by the kidney. Klotho deficiency char-
acterizes chronic kidney disease (CKD), as myocardial hypertrophy (GM). The cardioprotective effect of the Klotho protein is 
due to the negative regulation of a variety of stress signals, leading to the activation of the hypertrophic intracellular signaling 
pathway calcineurin (CaN) / NFAT in the myocardium. The effect of Klotho may presumably be mediated by the modulation of 
Ca2 + channels and / or Foxo factors essential for CaN signaling. THE AIM: to study the activity of CaN/ NFAT signaling path-
way in the myocardium and to determine the molecular mechanisms of its regulation in conditions of Klotho level decrease in 
spontaneous hypertensive rats (SHR) with experimental CKD. MATERIAL AND METHODS. The experimental model of CKD 
was 3/4 or 5/6 nephrectomy (Nx) in SHR. Sham-operated (SO) SHR, and Wistar Kyoto rats (WKY) were used as controls. In 
all animals were measured systolic blood pressure, myocardial mass index – MMI, creatinine clearance, cardiomyocyte (CM) 
diameter, Klotho levels in serum (ELISA) and kidney (IHC), myocardial expression of calcineurin (IHC, PCR), transcription factor 
NFAT (IHC), TRPC6 (IHC), FOXO3A (PCR) and phosphor-Foxo1/3/4 (IHC). The tissue expressions of calcineurin, TRPC6, and 
Klotho were calculated as the IHC specific product area to the field of view ratio. NFAT expression was evaluated as the posi-
tively stained nuclei to the number of nuclei ratio in the field of view. Measurements were performed in 10 fields of view for each 
histology slide. RESULTS. The model has corresponded to the initial stages of CKD. The increase in MMI (p = 0.005) and CM 
diameter (p = 0.002) were observed compared in Nx rats to SO. Renal Klotho expression (p < 0.001), and serum Klotho level (p 
= 0.019) were lower in the Nx. In multiple linear regression analyzes, the values   of MMI and CM thickness were independently 
associated with the level of renal Klotho protein (β = -0.38 ± 0.16, p = 0.026, β = -0.64 ± 0.14, p <0.001, respectively). Nx and 
systemic hypertension were accompanied by an increase in the expression of the calcineurin gene (p = 0.005) and cytoplasmic 
calcineurin in CM (p = 0.004), the number of NFAT-positive nuclei (p = 0.007), and an increase in the expression of the FOXO3A 
gene (p <0.001) in the absence of accumulation of phosphorylated Foxo1/3/4 in CM cytoplasm. SHR rats were characterized 
by positive IHC staining for TRPC6 compared to WKY (p = 0.004). The expression of calcineurin and TRPC6 varied co-direction-
ally (r = 0.69, p <0.001), and both of these indicators were associated with the Klotho levels (calcineurin vs Klotho in the kidney, 
r = -0.73, p <0.001; TRPC6 vs Klotho in serum, r = -0.43, p = 0.025). CONCLUSION. The development of Klotho deficiency on 
early-stage CKD is associated with the expression of transient Ca2+ channels TRPC6 and activation of the calcineurin / NFAT 
hypertrophic signaling pathway in cardiomyocytes.
Keywords: myocardial hypertrophy, chronic kidney disease, Klotho, calcineurin, Ca channels, TRPC6, Foxo
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(КМЦ) и инактивация факторов Foxo существенны 

для регуляции активности кальциневрин/NFAT, и 

оба регулируются PI3K [17–19]. Целью выпол-

ненной работы явилось исследование активности 

сигнального пути кальциневрин/NFAT в миокарде 

и определение механизмов его регуляции при сни-

жении Klotho, обусловленном экспериментальной 

ХБП у спонтанно-гипертензивных крыс (SHR).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на взрослых самцах 

линии спонтанно гипертензивных крыс (SHR) и 

Вистар Киото (WKY) массой 190–230 г (питомник 

«Колтуши»). Животных содержали в стандарт-

ных условиях вивария Института физиологии им. 

И.П. Павлова РАН в клетках площадью 0,2 м2 по 

5 крыс в каждой со свободным доступом к воде. 

Световой режим контролировался автоматически: 

12 ч свет/12 ч темнота; температура в помещении 

составляла 20–22 oC. Животные ежедневно по-

лучали сбалансированный лабораторный корм с 

содержанием полноценного белка 20,16 %, жиров 

1,18 %, углеводов 85,3 %, кальция 1,03 %, фосфата 

0,8 % и хлорида натрия 0,34 % по 28–30 г корма на 

крысу. Суточное потребление белка одним живот-

ным в среднем составляло 6 г, жиров – 0,35 г, угле-

водов – 25,6 г. В работе применена хирургическая 

модель ХБП – нефрэктомия (НЭ) 3/4 или 5/6 объ-

ема органа [21]. Контролем служили ложноопери-

рованные (ЛО) крысы SHR и WKY. Артериальное 

давление (АД) у животных измеряли манжеточ-

ным методом на хвосте за сутки до выведения из 

эксперимента. Измерение индекса массы миокарда 

(ИММ: соотношение массы органа к массе живот-

ного (мг/г)) выполняли при выведении животных 

из эксперимента. Сроки наблюдения составили 1 

или 2 мес после операции (табл. 1).

Биохимические исследования За сутки до вы-

ведения из эксперимента крыс помещали в ин-

дивидуальные метаболические камеры для сбо-

ра мочи на 24 ч в условиях водной депривации. 

Взятие образцов крови происходило при выве-

дении животных из эксперимента. Кровь и мочу 

центрифугировали при 1000 g в течение 30 мин. 

Аликвоты хранили при температуре –80 ºС до мо-

мента выполнения исследований (не более 6 мес). 

Концентрацию креатинина (Cr) в сыворотке кро-

ви и моче, уровни альбуминурии и протеинурии 

(uTP) определяли с использованием реагентов 

фирмы «Витал Девелопмент Корпорэйшн» (Рос-

сия) на биохимическом автоматическом анализа-

торе «CА-90» («Furuno», Япония). Для измерения 

концентрации Klotho в сыворотке крови исполь-

зовали тест-систему «ELISA Kit for Klotho» (Rat) 

(Cloud-Clone Corp., Китай).

Гистологические исследования. Фрагменты 

миокарда и почки каждого животного (попереч-

ный срез толщиной 2 мм) фиксировали в 4 % ней-

тральном формалине (рН 7,4) в течение 24 ч при 

комнатной температуре (22 оС). После стандарт-

ной обработки тканевых фрагментов (обезвожи-

вание и пропитка) из парафиновых блоков были 

изготовлены серийные срезы толщиной 1,5–2 

мкм. Препараты окрашивали гематоксилином–

эозином и анилиновым синим по Массону. Экс-

прессию кальциневрина (1:100), TRPC6 (1:100), 

NFAT (1:100), Klotho (1:200), фосфорилированных 

Foxo1/3/4 (1:50) оценивали иммуноморфологиче-

ским методом (ThermoFisher Scientifi c, США). Вы-

полняли температурную демаскировку антигена 

при pH 9 в течение 15 мин с использованием водя-

ного термостата TW-2.02 (ELMI, Латвия). Эндо-

генную активность пероксидазы ликвидировали 

инкубацией в 3 % растворе Н
2
О

2
 в течение 10 мин, 

неспецифичное связывание антител блокировали 

10 мин реагентом «Background Blocker» («DBS», 

США). Для визуализации результатов применя-

ли систему REVEALBiotin-Free Polyvalent DAB 

(«Spring Bioscience», США). В качестве негатив-

ного контроля использовали срезы, инкубирован-

Таблица 1 / Table 1  
Экспериментальные группы

Experimental groups

Группа Контроль, 
нормотония

Контроль,
гипертензия

Ранняя
ХБП 

Контроль,
гипертензия

Начальная
 ХБП 

Количество крыс 8 9 9 9 8

Линия WKY SHR SHR SHR SHR

Модель ЛО ЛО 3/4НЭ ЛО 5/6НЭ

Продолжительность эксперимента, мес 2 1 1 2 2

Сокращенное наименование ЛО ЛО1 НЭ1 ЛО2 НЭ2

Примечание. WKY – крысы Вистар Киото; SHR – спонтанно гипертензивные крысы; ЛО – ложная операция; 3/4 НЭ – нефрэк-
томия 3/4 объема органа; 5/6 НЭ – нефрэктомия 5/6 объема органа.
WKY – Wistar Kyoto rats, SHR – spontaneously hypertensive rats, SO – sham-operated, 3/4Nx – 3/4 nephrectomy, 5/6Nx – 5/6 nephrectomy.
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(95 °C, 3 мин) и 40 циклов, включавших денатура-

цию (94 °C, 20 с), отжиг праймеров и элонгацию 

(60 °C, 40 с). Экспрессию таргетного гена рассчиты-

вали методом ΔΔCt с учетом эффективности ПЦР.

Статистический анализ выполняли с помо-

щью лицензионного программного обеспечения 

SAS Enterprise Guide 9.4. Данные представлены 

как медиана и интерквартильный размах (Me, Q1–

Q3). Для сравнения двух выборок использовали 

критерий Манна–Уитни, при сравнении большего 

числа выборок – критерий Краскела–Уоллиса. Для 

оценки связей между переменными применяли 

непараметрический ранговый коэффициент кор-

реляции Спирмена и множественный линейный 

регрессионный анализ. Межгрупповые различия 

и регрессионные коэффициенты считали стати-

стически значимыми при величине p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика полученных моделей. Полу-

ченные экспериментальные модели хронической 

дисфункции почек были сопоставимы с начальны-

ми стадиями ХБП, поскольку концентрация креа-

тинина в сыворотке крови увеличивалась не более 

чем на 50 % по сравнению с контролем (табл. 2).

У крыс с нефрэктомией ИММ и диаметр КМЦ 

были выше по сравнению с соответствующим 

контролем (табл. 2). Хроническая дисфункция по-

чек и гипертензия сопровождались более низки-

ми значениями почечной экспрессии белка Klotho 

(рисунок 1,А) и концентрации Klotho в сыво-

ротке крови (см. рисунок 1,Б). При множествен-

ном линейном регрессионном анализе в группе 

спонтанно гипертензивных животных значения 

ИММ (β=–0,38±0,16, p=0,026) и толщины КМЦ 

(β=–0,64±0,14, p<0,001) были независимо ассоци-

ированы с уровнем белка Klotho в почке при кор-

рекции модели по концентрации неорганического 

фосфата, паратиреоидного гормона, фактора ро-

ста фибробластов 23 в сыворотке крови, АД. При 

иммуногистохимическом исследовании цитоплаз-

матическая экспрессия кальциневрина была более 

выражена у крыс с продолжительным воздействи-

ем гипертензии (ЛО2 vs ЛО1) и с нефрэктомией 

(НЭ1 vs ЛО1, НЭ2 vs ЛО2) (см. рисунок 1,Г). В 

группе НЭ2 увеличение площади экспрессии каль-

циневрина в миокарде сопровождалось достовер-

ным повышением количества NFAT-позитивных 

ядер КМЦ (см. рисунок 1,Д) и увеличением экс-

прессии гена кальциневрина A (мРНК PPP3CA/

GAPDH, HPRT1) (см. рисунок 1,В). Экспрессии 

гена FOXO3A (mRNA FOXO3A/ GAPDH, HPRT1) 

в миокарде была выше у крыс с НЭ (см. рису-

ные с TBS-буфером вместо первичных антител. 

Препараты подкрашивали гематоксилином, де-

гидратировали в спиртах, просветляли в ксилоле 

и заключали в среду Био Маунт («Bio-Optica», 

Италия).

Выраженность морфологических изменений 

оценивали методами количественной морфометрии 

в программе «Видео ТесТ-Морфология 5.2» (ООО 

«Видеотест», Россия). В каждом препарате анали-

зировали 10 полей зрения. Толщину КМЦ измеря-

ли в мкм при окуляре 10 и объективе 40 на срезах, 

окрашенных гематоксилином–эозином, выполняли 

не менее 20 измерений в каждом поле зрения. Пло-

щадь фиброза миокарда измеряли при окуляре 10 и 

объективе 20 на срезах, окрашенных по Массону, и 

рассчитывали как отношение площади коллагено-

вого фиброза к площади поля зрения в %. Площадь 

интерстициального фиброза миокарда измеряли на 

участках без сосудов, перивазальный фиброз оце-

нивали отдельно. При анализе экспрессии NFAT 

рассчитывали долю позитивно окрашенных ядер от 

количества ядер в поле зрения. Экспрессию каль-

циневрина, TRPC6 и Klotho оценивали как долю 

площади специфического продукта ИГХ-реакции 

(в мкм2) от площади поля зрения. 

ПЦР в реальном времени

Фрагменты миокарда банкировали в фиксаторе 

«IntactRNA» для стабилизации РНК в биологиче-

ских образцах («Евроген», Россия) и хранили при 

температуре –80 ºС до проведения исследований. 

Из образцов была выделена и очищена тотальная 

РНК («РИБО-золь» и «РИБО-сорб-С», ИнтерЛаб-

Сервис, Россия), выполнена обработка очищенной 

тотальной РНК дезоксирибонуклеазой I («Thermo 

Scientifi c», США). Выполнена обратная транс-

крипция с использованием набора MMLV RT kit 

(«Евроген», Россия). Амплификацию проводили на 

приборе ICycler («BioRad», США) с использовани-

ем готовой смеси qPCRmix-HS SYBR («Евроген», 

Россия). Каждый образец амплифицировали в трех 

пробирках, содержащих праймеры для кальцинев-

рина А (PPP3CA, Forward 5’-cagtaactttcgagccagcc-3’, 

Reverse 5’-gacttggcggaaatggaacg-3’), кальциневри-

на В (PPP3R1, Forward 5’-agcttgacttggacaactct-3’, 

Reverse 5’-atatctaggccacctacaac-3’), FOXO3A 

(Forward 5’-cacgacaagttccccagtga-3’, Reverse 5’-

agtttgagggtctgctttgc-3’) и генов домашнего хозяй-

ства GAPDH (Forward 5’-agatggtgaaggtcggtgtg-3’, 

Reverse 5’-gatctcgctcctggaagatg-3’), HPRT1 

(Forward 5’-gttggatacaggccagactt-3’, Reverse 5’-

gccacatcaacaggactctt-3’). Для каждой пары праймеров 

выполняли оценку эффективности ПЦР. Программа 

амплификации состояла из начальной денатурации 
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дение экзогенного Klotho было ассоциировано с 

уменьшением относительной массы сердца, тол-

щины стенок желудочков и снижением экспрес-

сии мРНК генов BNP (brain natriuretic peptide, 

мозговой натрийуретический пептид), ANF (atrial 

natriuretic factor, предсердный натрийуретический 

пептид) и β-MHC (β-myosin heavy chain, тяжелая 

цепь бета-миозина) сердца [12]. Авторы объяс-

няли действие Klotho способностью блокировать 

MAPK/ ERK1/2 внутриклеточный сигнальный 

путь [12]. Вместе с тем, благодаря плейотропной 

активности и способности взаимодействовать с 

различными внутриклеточными сигнальными 

путями действие Klotho на миокард не ограничи-

вается регуляцией ROS/MAPK. В частности, се-

кретируемый Klotho является ловушкой для Wnt-

лигандов и рецепторов некоторых факторов роста 

(TGF-β, FGF1, IGF-I), модулируя их нисходящие 

сигналы, препятствуя гиперактивации РАС и ги-

пертрофических сигнальных путей, в первую оче-

редь, кальциневрин/NFAT в миокарде [6]. 

До настоящего времени данные о молекулярных 

механизмах действия Klotho на КМЦ были ограни-

чены несколькими исследованиями генетических 

моделей с интактными почками или эксперимента-

ми in vitro [12, 28, 28]. В представляемом in vivo ис-

следовании начальных стадий ХБП при системной 

гипертензии показано существенное увеличение 

экспрессии Са2+-каналов TRPC6 в кардиомиоцитах. 

Эти данные позволяют предполагать существенную 

роль Са2+-зависимого сигналинга в опосредован-

ном дефицитом Klotho ремоделировании миокарда. 

Биологическая роль TRPC заключается в том, что 

эти каналы связывают стимулы окружающей сре-

ды (механический и оксидативный стресс) с вну-

триклеточными молекулярными изменениями кар-

диомиоцитов [32–37, 39]. В частности, Ca2+-каналы 

играют ключевую роль в активации системы CaN/

NFAT [28, 30, 31], ответственной за индукцию ги-

нок 1,Е). Неактивных фосфорилированных форм 

Foxo1/3/4 в КМЦ при ИГХ-исследовании выявле-

но не было. Экспрессия TRPC6 в миокарде была 

выше при более продолжительном сроке повреж-

дающего воздействия – нефрэктомии (см. рисунок 

1,Ж) и изменялась сонаправленно с экспрессией 

кальциневрина (r=0,44, p=0,021). У крыс SHR оба 

этих показателя негативно коррелировали с уров-

нем Klotho: экспрессия кальциневрина с Klotho в 

почке (r=0,69, p<0,001) и TRPC6 – c концентраци-

ей циркулирующего Klotho (см. рисунок 1,З).

ОБСУЖДЕНИЕ

Снижение свободного и трансмембранно-

го Klotho типично для прогрессирующей ХБП 

[22–25], как и развитие кардиомиопатии [5, 26]. В 

ранее проведенных экспериментальных и клини-

ческих исследованиях была выявлена корреляция 

между супрессией Klotho в почке и циркуляции и 

развитием ГЛЖ [12, 26]. В настоящем исследова-

нии мы также подтвердили наличие отчетливых 

взаимосвязей между дефицитом Klotho и макро- 

и микроскопическими индексами ГЛЖ, показав, 

что эти события развиваются на ранних стадиях 

экспериментальной дисфункции почек. Уровень 

Klotho был связан с ИММ и диаметром КМЦ неза-

висимо от других возможных факторов индукции 

ГЛЖ, в том числе уровня неорганического фосфа-

та, паратиреоидного гормона и фактора роста фи-

бробластов 23, что подтверждает сделанные ранее 

наблюдения [11, 25, 27]. Кроме того, нам удалось 

определить ряд молекулярных механизмов, ассо-

циированных с изменениями КМЦ – активацию 

TRPC6 и СaN/NFAT сигналинга. 

Предположения о роли Klotho в развитии 

ГЛЖ находят подтверждение в интервенцион-

ных исследованиях на модели индоксилсульфат-

индуцированной гипертрофии сердца у мышей 

с интактными почками. Внутрибрюшинное вве-

Таблица 2 / Table 2  
Характеристика экспериментальных групп

Characteristic of experimental groups

Модель
(Model)

sCr, ммоль/л
(sCr, mmol/l)

ИММ, мг/г
(MMI, mg/g)

dКМЦ, мкм
(dCM, um)

ПФ, %
(PF, %)

ИФ, %
(IF, %)

ЛО 0,037 (0,033–0,038) 2,49 (1,96–3,22) 13,1 (11,6–14,8) 3,6 (2,3–3,9) 1,1 (0,8–1,72)

ЛО1 0,032 (0,028–0,037) 2,99 (2,81–3,17) 14,6 (12,9–15,1) 6,1 (3,8–6,3) 3,1 (2,7–3,4)

НЭ1 0,054 (0,052–0,056) 1 3,13 (3,02–3,24) 2 16,4 (15,2–16,9) 4 6,7 (4,7–8,4) 3,2 (3,1–3,9)

ЛО2 0,036 (0,034–0,036) 3,04 (2,85–3,38) 16,5 (16,1–16,7) 5 8,0 (6,6–8,2) 5 4,1 (2,7–6,0)5

НЭ2 0,067 (0,064–0,072)1 3,37 (3,09–3,84)3 19,2 (18,8–19,6) 6 14,7 (13,3–17,4) 6 7,4 (4,4–10,6) 6

Примечание. sCr – креатинин в сыворотке; ИММ – индекс массы миокарда; dКМЦ – диаметр кардиомиоцита; ПФ – перива-
скулярный фиброз; ИФ – интерстициальный фиброз.
sCr – serum creatinine, MMI – myocardial mass index, dCM – cardiomyocyte diameter, PF – perivascular fibrosis, IF – interstitial fibrosis.
1 – p<0,001 (vs ЛО1 и ЛО2, соответственно), 2 – p=0,008 (vs ЛО1), 3 – p=0,006 (vs ЛО2), 4  – p=0,010 (vs ЛО1), 5  – p<0,001 (vs ЛО 
WKY), 5 – p<0,001 (vs ЛО), p=0,002 (vs ЛО1), 6– p<0,001 (vs ЛО, ЛО1).
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Рисунок. Уровень Klotho и экспрессия молекул сигнального пути кальциневрина в миокарде: А – экспрессия белка Klotho в 
почке (доля площади специфического продукта ИГХ-реакции); Б – концентрация белка Klotho в сыворотке; В – относительная 
экспрессия гена кальциневрина А в миокарде (мРНК PPP3CA/GAPDH,HPRT1); Г – экспрессия кальциневрина в миокарде (доля 
площади специфического продукта ИГХ-реакции); Д – экспрессия NFAT в миокарде (доля позитивно окрашенных ядер, ИГХ); 
Е – относительная экспрессия гена FOXO3A в миокарде (мРНК FOXO3A/GAPDH,HPRT1); Ж – экспрессия TRPC6 в миокарде (доля 
площади специфического продукта ИГХ-реакции); З – корреляция между концентрацией Klotho в сыворотке и экспрессией 
TRPC6 в миокарде в группе крыс SHR; * p < 0,005 при сравнении с группами крыс SHR.
Figure. Klotho levels and myocardial expression of calcineurin signaling pathway molecules: A – renal Klotho protein expression (the 
proportion of the specific IHC product area), B – serum concentration of Klotho protein, C – relative expression of calcineurin A gene 
(mRNA PPP3CA / GAPDH, HPRT1) in the myocardium, G – myocardial calcineurin expression (the proportion of the specific IHC product 
area), D – myocardial NFAT expression (the proportion of the positive stained nuclei), E – relative expression of FOXO3A gene (mRNA 
FOXO3A/ GAPDH, HPRT1) in the myocardium, F – myocardial TRPC6 expression (the proportion of the specific IHC product area), G – 
correlation between the serum Klotho level and myocardial TRPC6 expression (IHC) in SHR rats; * – p < 0,005 vs SHR groups.
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пертрофии миокарда. Экспериментальные данные 

свидетельствуют о более активной экспрессии 

мРНК и белка TRPC1/3-6 у крыс с индуцирован-

ной механическим стрессом гипертрофией сердца 

и нормальными почками [42–45]. Повышенная ре-

гуляция TRPC1/6 способствует усилению ответов, 

впоследствии активирующих путь CaN / NFAT, 

приводя к патологической гипертрофии миоци-

тов [42–44, 45]. В частности, показано, что ги-

перэкспрессия гена TRPC6 приводит к спонтанной 

ГЛЖ у трансгенных мышей, в то время как гиперэк-

спрессия гена KL блокирует этот эффект [28].

В условиях ренальной дисфункции и гипертен-

зии нами показано сонаправленное с изменениями 

TRPC6 увеличение экспрессии исследуемых ком-

понентов сигнального пути CaN/NFAT и на уровне 

генов, и на уровне протеинов. С другой стороны – 

уровень ренального Klotho был негативно связан с 

экспрессией кальциневрина в миокарде, а цирку-

лирующего белка Klotho – с экспрессией TRPC6. 

Эти данные, в целом, находятся в рамках основной 

гипотезы исследования и позволяют предполагать 

TRPC6-зависимую активацию CaN/ NFAT как меха-

низм индукции ГЛЖ в условиях дефицита Klotho. 

Проксимальным событием по отношению к ак-

тивации TRPC6 является PI3K-сигнальный путь, 

который может быть активирован различными 

стрессовыми факторами, в том числе РАС, действие 

которой опосредовано инактивацией антагонистов 

кальциневрина – факторов Foxo [46]. Теоретически 

циркулирующий Klotho, который является негатив-

ным регулятором Wnt-сигналинга и Wnt-зависимой 

активации РАС, может снижать опосредованное 

ангиотензином-2 фосфорилирование Foxо, тем 

самым приводя к депрессии CaN/NFAT. Вместе с 

тем, полученные данные не подтвердили эту гипо-

тезу, поскольку увеличение активности CaN/NFAT 

в примененных экспериментальных моделях не со-

провождалось существенным увеличением фосфо-

рилированной формы Foxo. С учетом этих резуль-

татов более вероятным механизмом в регуляции 

TRPC6 представляется связывание циркулирующе-

го Klotho с остатками сиаловых кислот ганглиози-

дов плазматической мембраны и изменение струк-

туры липидных рафтов, приводящее к нарушению 

сигналинга ростовых факторов (IGF-I) и ингибиро-

ванию PI3K (фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат-

3-киназа)-зависимого экзоцитоза с встраиванием 

TRPC6 в плазмолемму КМЦ [28, 47]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В проведенном исследовании установлено, что 

системный дефицит белка Klotho на фоне началь-

ной дисфункции почек ассоциирован с развити-

ем и прогрессированием гипертрофии миокарда. 

Молекулярной основой выявленной взаимосвязи 

являются увеличение экспрессии Са2+-каналов кар-

диомиоцитов TRPC6 и активация сигнального пути 

кальциневрин/NFAT. Механизмы предполагаемой 

Klotho-опосредованной модуляции рецепторов на 

плазматической мембране клеток миокарда нужда-

ются в проведении дополнительных исследований.
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