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ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ БЕЛКА KLOTHO  

В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ СТАРЕЮЩИХ КРЫС С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ  

НА ФОНЕ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ ПРОИЗВОДНЫМИ ГАМК 

3.3.2. Патологическая анатомия 
 

Аннотация. Белок Klotho один из ключевых регуляторов старения и метаболизма в головном мозге стареющих крыс. 

Актуальность работы обусловлена высокой распространенностью диабетической энцефалопатии у пожилых людей 

с диабетом и недостаточной изученностью механизмов ее коррекции. Материалы и методы. На 36 крысах линии 

Wistar в возрасте 12 месяцев моделировали СД 1-го типа введением стрептозотоцина. Через 6 месяцев гиперглике-

мии животные получали аминалон (1000 мг/кг/сут.) или сукцикард (50 мг/кг/сут.) в течение 30 дней. Методом иммуно-

гистохимии оценивали экспрессию белка Klotho в ретроспленальной коре, гиппокампе, таламусе и гипоталамусе. Ко-

личественный анализ проводили с помощью программы ImageJ, статистическую значимость определяли 

с использованием ANOVA. Результаты и обсуждение. У крыс с СД без лечения выявлены более низкие уровни экс-

прессии ИРМ с использованием поликлональных антител против белка Klotho в ретроспленальной коре, гиппокампе, 

таламусе и гипоталамусе, что в сравнении с интактными животными свидетельствует о возможной дисфункции 

нейронального метаболизма и снижении защитной активности белка Klotho в условиях диабетической нейродегене-

рации. При терапии аминалоном уровень экспрессии Klotho был больше, чем у животных без терапии. При терапии 

Сукцикардом уровень Klotho превышал показатели группы без лечения, но уступал аминалону. Выводы. При моде-

лировании сахарного диабета (СД) отмечено снижение экспрессии иммунореактивного материала при использовании 

антител против белка Klotho в ретроспленальной коре, гиппокампе, таламусе и гипоталамусе крыс, что свидетель-

ствует о появлении признаков преждевременного старения в структурах головного мозга на фоне запуска процессов 

нейровоспаления, что способствует развитию диабетической энефалопатии. При терапии аминалоном уровень экс-

прессии белка Klotho значимо повышался. Лечение СД сукцикардом способствовало менее выраженному увеличе-

нию уровня экспрессии белка Klotho по сравнению с аминалоном. Результаты исследования подтверждают перспек-

тивность поиска в ряду производных ГАМК при СД с учетом метаболических нарушений в сигнальном пути 

Klotho/FGF 23 (фактора роста фибробластов 23, fibroblast growth factor 23) в ключевых церебральных структурах. 
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Annotation. The Klotho protein is one of the key regulators of aging and metabolism in the brain of aging rats. The rele-

vance of the work is due to the high prevalence of diabetic encephalopathy in elderly people with diabetes and the lack 

of knowledge of the mechanisms of its correction. Materials and methods. Type 1 diabetes was modeled on 36 Wistar 

rats at the age of 12 months by administration of streptozotocin. After 6 months of hyperglycemia, the animals received 

aminalon (1000 mg/kg/day) or succicard (50 mg/kg /day) for 30 days. The expression of Klotho protein in the retrosplen-

ic cortex, hippocampus, thalamus, and hypothalamus was evaluated by immunohistochemistry. Quantitative analysis 

was performed using the ImageJ program, statistical significance was determined using ANOVA. Results and discus-

sion. In rats with DM without treatment, lower levels of IRM expression using polyclonal antibodies against the Klotho 

protein were detected in the retrosplenic cortex, hippocampus, thalamus and hypothalamus, which, in comparison with 

intact animals, indicates a possible dysfunction of neuronal metabolism and a decrease in the protective activity of the 

Klotho protein in conditions of diabetic neurodegeneration. During aminalon therapy, the expression level of Klotho was 

higher than in animals without therapy. During Succicard therapy, Klotho levels exceeded those of the untreated group, 

but were inferior to aminalon. Conclusions. When modeling diabetes mellitus (DM), a decrease in the expression of 

immunoreactive material was noted when using antibodies against the Klotho protein in the retrosplenic cortex, hippo-

campus, thalamus and hypothalamus of rats, which indicates the appearance of signs of premature aging in brain struc-

tures against the background of triggering neuroinflammation processes, which contributes to the development of dia-

betic enephalopathy. During aminalon therapy, the expression level of the Klotho protein increased significantly. Treat-

ment with succicard diabetes contributed to a less pronounced increase in the level of Klotho protein expression 

compared with aminalon. The results of the study confirm the prospects of searching for a number of GABA derivatives 

in diabetes, taking into account metabolic disorders in the Klotho/FGF 23 signaling pathway (fibroblast growth factor 23, 

fibroblast growth factor 23) in key cerebral structures. 

Keywords: diabetes mellitus, Klotho protein, diabetic encephalopathy,  
hippocampus, hypothalamus, thalamus, paraventricular nucleus, GABA, immunohistochemistry 
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Старение представляет собой сложный био-

логический процесс, который является фактором 

риска развития нейродегенеративных патологий 

и метаболических нарушений, среди которых 

важное место занимает сахарный диабет 2-го ти-

па [1]. Возраст-ассоциированное снижение ко-

гнитивных функций усугубляется при сахарном 

диабете (СД), формируя состояние так называ-

емого «диабетического мозга», характеризую-

щееся уско-ренным нейрональным старением и 

структурно-функциональными изменениями цен-

тральной нервной системы (ЦНС) [2]. 

При СД морфологические изменения голов-

ного мозга характеризуются развитием нейровос-

паления и повреждения нейронов с преимуще-

ственным уменьшением объема серого и белого 

вещества, а также гиппокампа.  

Со стороны цереброваскулярной системы 

наблюдается повышение проницаемости гемато-

энцефалического барьера, снижение церебраль-

ного кровотока и плотности сосудистой сети, 

а также структурные повреждения микрососу-

дов, опосредованные множественными факто-

рами: накоплением конечных продуктов глики-

рования (AGEs), окислительным стрессом, вос-

палением и др. [3] 

Одним из ключевых регуляторов процес-

сов старения и метаболического гомеостаза 

выступает белок Klotho, преимущественно экс-

прессируемый в почках [4], а также в мозге [5], 

в бетта-клетках поджелудочной железы и др. 

Белок Klotho известен своими геропротектив-

ными и нейропротективными свойствами, уча-

стием в поддержании когнитивных функций, ан-

тиоксидантной защите и регуляции чувствитель-

ности мозга к инсулину. Экспрессия этого белка 

в мозге существенно снижается как при физиоло-

гическом старении, так и в условиях гиперглике-

мии и инсулинорезистентности при СД, что рас-

сматривается как значимый патогенетический 

фактор когнитивного дефицита [6]. 

В поиске стратегий фармакологической 

коррекции возраст-зависимых и диабет-индуци-

рованных нарушений ЦНС значительный инте-

рес представляют производные γ-аминомасляной 

кислоты (ГАМК), учитывая их широкий спектр 

нейротропных эффектов, анксиолитическое, се-

дативное, противосудорожное и нейропротектор-

ное действие [7, 8], включая повышение экспрес-

сии белка Klotho [9]. 

В связи с этим исследование влияния 

фармакологической коррекции производными 

ГАМК на белок Klotho в головном мозге в усло-

виях физиологического старения и эксперимен-

тального сахарного диабета представляется 

актуальным. 
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ЦЕЛЬ РАБОТЫ 

Изучить экспрессию белка Klotho в головном 

мозге крыс 19-месячного возраста с длительным 

(12–18 мес.) сахарным диабетом при фармаколо-

гической коррекции производными ГАМК. 

 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

Исследование было проведено на 36 беспо-

родных крысах-самцах линии Wistar массой 280–

320 г. в возрасте 12 месяцев на момент начала 

эксперимента.  

Животные содержались в стандартных усло-

виях вивария при температуре (22 ± 2) °C, влаж-

ности (55 ± 10) % и 12-часовом световом цикле 

с неограниченным доступом к воде и стандарт-

ному гранулированному корму. Все манипуляции 

соответствовали международным биоэтическим 

нормам и были одобрены локальным этическим 

комитетом (протокол № 2022/116 от 04.03.2022). 

Моделирование сахарного диабета 1-го типа 

выполняли после 14-часовой пищевой деприва-

ции путем внутрибрюшинного введения стрепто-

зотоцина (60 мг/кг; SRL, Индия). Мониторинг гли-

кемии осуществляли через 72 часа после индук-

ции и ежемесячно на протяжении 6 месяцев 

с использованием глюкометра Contour TS.  

Критерием включения в исследование слу-

жила стабильная гипергликемия в диапазоне 

10–18 ммоль/л, сохранявшаяся на протяжении 

6 месяцев. 

Через полгода после верификации диабе-

та животные были рандомизированы на четыре 

группы по 9 особей: интактные особи без диа-

бета (группа Интакт), крысы с диабетом, полу-

чавшие эквиобъемный физиологический рас-

твор (группа СД), животные с диабетом, полу-

чавшие аминалон в дозе 1000 мг/кг/сут. (группа 

СД + аминалон), и животные с диабетом, полу-

чавшие сукцикард в дозе 50 мг/кг/сут. (группа СД + 

сукцикард). Препараты вводили ежедневно внут-

рижелудочно в течение 30 дней. 

По завершении терапии животных наркоти-

зировали хлоралгидратом (400 мг/кг, внутрибрю-

шинно) с последующей перфузионной фиксацией 

мозга 10%-м нейтральным забуференным фор-

малином. Парафиновые срезы толщиной 4–5 мкм 

изготавливали по стандартным гистологическим 

протоколам. Иммуногистохимическую детекцию 

белка Klotho проводили с использованием полик-

лональных антител производства Cloud-Clone 

Corp. (разведение 1:100) с визуализацией поли-

мерной системой LSAB и хромогеном DAB 

(DAKO, Дания). Контроль специфичности вклю-

чал секции с исключением первичных антител. 

Морфометрический анализ экспрессии бел-

ка Klotho выполняли в гипокампе, таламусе и ги-

поталамусе. Количественную оценку проводили 

путем расчета относительной площади иммуно-

позитивных структур (%) с использованием про-

граммного обеспечения ImageJ 1.54d (NIH, США). 

Статистическую обработку данных осуществ-

ляли в программе Prism 10 (GraphPad Software, 

США). Нормальность распределения проверяли 

тестом Шапиро – Уилка. Межгрупповые различия 

анализировали с применением однофакторного 

дисперсионного анализа (ANOVA) с пост-тестом 

Тьюки для параметрических данных или критерия 

Крускала – Уоллиса с коррекцией Данна для непа-

раметрических наборов. Статистическую значи-

мость устанавливали при p < 0,05. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

При проведении иммуногистохимического 

анализа экспрессии белка Klotho в структурах го-

ловного мозга 19-месячных интактных крыс, не 

страдающих сахарным диабетом, выявлена ин-

тенсивная экспрессия иммунореактивного мате-

риала (ИРМ), локализованного преимущественно 

в нейропиле, ядре и цитоплазме перикарионов 

нейронов молекулярного слоя и в наружном пи-

рамидном слое ретроспленальной коры. Подоб-

ная картина наблюдалась также в радиальном 

слое области СА1 гиппокампа [(15,25 ± 0,42) %], 

в дорсомедиальном ядре гипоталамуса [(34,18 ± 

2,36) %], а также в срединных ядрах таламуса 

[(23,8 ± 1,72) %], преимущественно в паравентри-

кулярных. 

У животных с индуцированным сахарным 

диабетом 1-го типа без терапии отмечалось 

снижение экспрессии белка Klotho во всех ана-

лизируемых структурах. Иммунореактивность 

в молекулярном и пирамидном слоях ретроспле-

нальной коры, радиальном слое СА1 гиппокампа 

[(2,21 ± 0,35) %], дорсомедиальном ядре гипо-

таламуса [(5,88 ± 0,66) %] и срединных ядрах 

таламуса [(15,15 ± 1,25) %] была значительно ме-

нее выраженной по сравнению с животными ин-

тактной группы [на 13,04 % (p < 0,0001), 28,3 % 

(p < 0,0001) и 8,64 % (p < 0,005) соответствен-

но], при этом сохранялась преимущественно 

в ядре и цитоплазме перикарионов отдельных 

нейронов. Морфологическая картина свидетель-

ствует о возможной дисфункции нейронального 
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метаболизма и снижении защитной активности 

белка Klotho в условиях диабетической нейроде-

генерации. 

На фоне фармакологической коррекции от-

мечались различия в степени восстановления 

экспрессии. Наиболее выраженный нейропротек-

торный эффект наблюдался у животных, полу-

чавших аминалон, – в гипокампе [(9,13 ± 0,67) %], 

гипоталамусе [(32,05 ± 2,52) %] и таламусе 

[(25,46 ± 1,29) %] уровень экспрессии ИРМ был 

выше, чем у крыс с диабетом без лечения 

[на 6,92 % (p < 0,05), 26,2 % (p < 0,001) и 10,3 % 

(p < 0,001) соответственно], что указывает на спо-

собность препарата поддерживать или реактиви-

ровать экспрессию Klotho в условиях диабетиче-

ской энцефалопатии.  

У животных, получавших сукцикард, иммуно-

гистохимическая реакция в гипокампе [(6,19 ± 

0,34) %], гипоталамусе [(14,61 ± 0,75) %] и тала-

мусе [(21,28 ± 0,54) %] была менее выраженной, 

чем в группе аминалона, однако превышала по-

казатели нелеченого контроля [на 3,98 % (p < 

0,05), 8,73 % (p < 0,05) и 6,12 % (p < 0,05) соответ-

ственно], что может свидетельствовать о частич-

ной компенсаторной активности.  

Полученные данные подтверждают высо-

кую чувствительность экспрессии белка Klotho 

к диабетическим метаболическим нарушениям 

и подчеркивает, что хроническая гипергликемия 

при экспериментальном диабете 1-го типа при-

водит к значительному подавлению экспрессии 

белка Klotho в критических для когнитивных 

функций областях мозга – ретроспленальной 

коре, гиппокампе, таламусе и гипоталамусе.  

Это согласуется с современными представ-

лениями о белке Klotho, как о регуляторе нейро-

нального гомеостаза, чье снижение ассоциирова-

но с ускоренным нейродегенеративным старением 

и когнитивным дефицитом, а нарушение сигналь-

ного пути Klotho/FGF 23 (фактора роста фиб-

робластов 23, fibroblast growth factor 23) способ-

ствует снижению противовоспалительного, анти-

оксидантного, антифиброзного, противоопухоле-

вого влияний белка Klotho [5]. 

 

 

Рис. 1. Изменение экспрессии белка Klotho в цитоплазме нейронов гипокампа крыс  
при экспериментальном сахарном диабете: 

а – группа интактных животных (крысы без СД); б – группа животных с сахарным диабетом (СД);  
в – группа животных с сахарным диабетом и фармакокоррекцией аминалоном (СД + аминалон);  
г – группа животных с сахарным диабетом и фармакокоррекцией сукцикардом (СД + сукцикард).  

Иммуногистохимическое исследование, антитела против белка Klotho, докраска гематоксилином.  
Увеличение ×400. Белые стрелки – экспрессия ИРМ 

а б 

в г 
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Рис. 2. Изменение экспрессии белка Klotho в цитоплазме нейронов гипоталамуса крыс  
при экспериментальном сахарном диабете: 

а – группа интактных животных (крысы без СД); б – группа животных с сахарным диабетом (СД);  
в – группа животных с сахарным диабетом и фармакокоррекцией аминалоном (СД + аминалон); г – группа животных  
с сахарным диабетом и фармакокоррекцией сукцикардом (СД + сукцикард). Иммуногистохимическое исследование,  

антитела против белка Klotho, докраска гематоксилином. Увеличение ×400. Белые стрелки – экспрессия ИРМ 

 

 

Рис. 3. Изменение экспрессии белка Klotho в цитоплазме нейронов срединных ядрах таламуса  
(преимущественно паравентрикулярных) крыс при экспериментальном сахарном диабете: 

а – группа интактных животных (крысы без СД); б – группа животных с сахарным диабетом (СД); в – группа животных 
с сахарным диабетом и фармакокоррекцией аминалоном (СД + аминалон); г – группа животных с сахарным диабетом 

и фармакокоррекцией сукцикардом (СД + сукцикард). Иммуногистохимическое исследование, антитела против белка Klotho, 
докраска гематоксилином. Увеличение ×400. Белые стрелки – экспрессия ИРМ 

а б 

в г 

а б 

в г 
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а                                                              б                                                                        в  

Рис. 4. Динамика изменения экспрессии иммунореактивного материала в гипокампе (а), доросомедиальном  
и аркуатном ядрах гипоталамуса (б), срединных ядрах таламуса (в) головного мозга крыс: 

**** – различия между группами статистически значимы (Anova-Тест), p < 0,0001, *** – различия между группами  
статистически значимы (Anova-Тест), p < 0,001, ** – различия между группами статистически значимы (Anova-Тест), p < 0,005,  

* – различия между группами статистически значимы (Anova-Тест), p < 0,05 

 

По нашим данным, при сахарном диабете 

в головном мозге крыс развивается нейровос-

паление, связанное с повышением экспрессии 

Nf-kB [10]. Снижение экспрессии белка Klotho 

в головном мозге при СД свидетельствует об ан-

тагонистических метаболических влияниях белка 

Klotho и ядерного фактора Nf-kB, что находит 

подтверждение в литературе [11]. 

Перспективным направлением представля-

ется изучение сигнальных путей, связывающих 

ГАМК-ергическую передачу с регуляцией белка 

Klotho. Учитывая растущие доказательства [12] 

роли белка Klotho в профилактике сосудистой 

деменции и болезни Альцгеймера, полученные 

данные обосновывают дальнейшие исследова-

ния производных ГАМК как потенциальных геро-

протекторов при диабет-ассоциированных когни-

тивных нарушениях. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Исследование подтверждает роль белка 

Klotho как регуляторного фактора в головном моз-

ге стареющих крыс, демонстрируя его интенсив-

ную базальную экспрессию в ретроспленальной 

коре, гиппокампе, таламусе и гипоталамусе. При 

моделировании сахарного диабета отмечено 

снижение экспрессии иммунореактивного мате-

риала при использовании антител против белка 

Klotho в ретроспленальной коре, гиппокампе, 

таламусе и гипоталамусе крыс, что свидетель-

ствует о появлении признаков преждевременного 

старения в структурах головного мозга на фоне 

запуска процессов нейровоспаления и способ-

ствует развитию диабетической энефалопатии. 

При терапии аминалоном уровень экспрессии бел-

ка Klotho значимо повышался.  

Лечение сахарного диабета сукцикардом 

способствовало менее выраженному увеличению 

уровня экспрессии белка Klotho, по сравнению 

с аминалоном. Результаты исследования под-

тверждают перспективность поиска в ряду произ-

водных ГАМК при сахарном диабете с учетом 

метаболических нарушений в сигнальном пути 

Klotho/FGF 23 (фактора роста фибробластов 23, 

fibroblast growth factor 23) в ключевых церебраль-

ных структурах. 
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