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Резюме. Поддержание функционального пула нейронов при возрастной инволюции головного мозга тесно связано с 

шаперон-опосредованной аутофагией, основной функцией которой является обеспечение клеточного протеостаза и утилиза-
ция нейротоксичных белков. Нарушение этого типа аутофагии лежит в основе патогенеза многих возраст-ассоциированных 
нейродегенеративных заболеваний. В этом аспекте актуальным представляется изучение взаимосвязи между ключевыми мар-
керами шаперон-опосредованной аутофагии и их относительным вкладом в старение и нейродегенерацию для определения 
фармацевтических мишеней. Целью исследования явилось определение уровней экспрессии маркеров шаперон-
опосредованной аутофагии - белка теплового шока 70 (HSP70) и лизосом-ассоциированного мембранного белка типа 2А 
(LAMP2) в нейронах различных зон головного мозга человека при старении. Работа была выполнена на аутопсийном материа-
ле пациентов, причины смерти которых не были связаны с неврологическими заболеваниями. Исследовали препараты коры 
прецентральной извилины, стриатума и гиппокампа в группе случаев молодого возраста (35-45 лет, n=5) и старческого возраста 
(>75 лет, n=10). Иммуногистохимическое окрашивание выполнялось с использованием первичных антител к HSP70 и LAMP2. 
Оптическая плотность оценивалась в перикарионе 150 крупных нейронов V слоя коры прецентральной извилины, стриатума, 
пирамидного слоя гиппокампа. Результаты проведенного исследования продемонстрировали увеличение экспрессии как 
HSP70, так и LAMP2A в препаратах головного мозга случаев старческого возраста. Выявленные более высокие показатели оп-
тической плотности HSP70 по сравнению с LAMP2A в препаратах головного мозга случаев старческого возраста, вероятно, 
обусловлены диссоциацией между стадией связывания субстрата и стадией его транслокации. Можно предположить, что свя-
зывание нефункционирующих белков с HSP70 и ко-шаперонами происходит быстрее, чем их перемещение в просвет лизосом 
посредством LAMP2A. Полученные результаты дают основание предполагать, что повышенные уровни маркеров шаперон-
опосредованной аутофагии могут носить компенсаторно-приспособительный характер и обеспечивать выживаемость нейро-
нов в условиях хронического стресса при физиологическом старении.  
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Summary. Supporting of the functional pool of neurons during age-related brain involution is closely related to chaperone-
mediated autophagy, the main function of which is to provide cellular proteostasis and utilize neurotoxic proteins. Impairment of this 
type of autophagy underlies the pathogenesis of many age-associated neurodegenerative diseases. In this aspect, it seems relevant to 
study the relationship between key markers of chaperone-mediated autophagy and their relative contribution to aging and neuro-
degeneration in order to determine pharmaceutical targets. The aim of the study was to determine the levels of expression of markers of 
chaperone-mediated autophagy - heat shock protein 70 (HSP70) and lysosome-associated membrane protein type 2A (LAMP2) in neu-
rons of various areas of the human brain during aging. The study was performed on autopsy material of patients whose causes of death 
were not associated with neurological diseases. Preparations of the cortex of the precentral gyrus, striatum and hippocampus were 
studied in the group of cases of young age (35-45 years, n=5) and senile age (>75 years, n=10). Immunohisto-chemical staining was per-
formed using primary antibodies to HSP70 and LAMP2. Optical density was assessed in the perikaryon of 150 large neurons in layer V 
of the cortex of the precentral gyrus, striatum, and pyramidal layer of the hippocampus. The results of the study demonstrated an in-
crease in the expression of both HSP70 and LAMP2A in brain preparations from cases of senile age. The higher values of the optical 
density of HSP70 compared to LAMP2A in brain preparations from senile cases were probably due to dissociation between the stage of 
substrate binding and the stage of its translocation. It can be assumed that the binding of nonfunctioning proteins to HSP70 and co-
chaperones occurs faster than their movement into the lumen of lysosomes via LAMP2A. The results obtained suggest that the increas-



Морфологические ведомости – Morphological Newsletter: 2023 Том (Volume) 31 Выпуск (Issue) 1 

- 28 - 

ing of levels of markers of chaperone-mediated autophagy may be of a compensatory-adaptive nature and ensure the survival of neu-
rons under conditions of chronic stress during physiological aging. 
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Введение. За последние десятиле-
тия было показано, что поддержание 
функционального пула нейронов при 
возрастной инволюции головного мозга 
тесно связано с протеостазом и обновле-
нием цитоплазмы за счет утилизации не-
функционирующих белков и органелл [1-
3]. В свою очередь, накопление повре-
жденных ультраструктурных компонен-
тов клетки и агрегированных форм бел-
ков, обладающих нейротоксичностью, 
может способствовать развитию ряда воз-
раст-ассоциированных нейродегенера-
тивных заболеваний [4]. Одним из меха-
низмов, препятствующих накоплению 
дисфункциональных белков, является ша-
перон-опосредованная аутофагия [5-7]. 
Последняя представляет собой вид селек-
тивной аутофагии, при которой белки, 
содержащие мотив KFERQ, распознаются 
и связываются с цитозольным белком теп-
лового шока 70 (HSC70). Образовавшийся 
комплекс взаимодействует с лизосом-
ассоциированным мембранным белком 
типа 2А (LAMP2А), который способствует 
транслокации субстрата в просвет лизосо-
мы, где он подвергается ферментативному 
гидролизу [7-8]. Таким образом, нефунк-
ционирующие белки элиминируются из 
клетки посредством шаперон-
опосредованной аутофагии, а нарушение 
активности последней может приводить к 
снижению пластичности энергозависимой 
нервной ткани. В этом аспекте актуаль-
ным представляется определение взаимо-
связи между ключевыми маркерами ша-
перон-опосредован-ной аутофагии и их 
относительным вкладом в старение и 
нейродегенерацию с конечной целью 
определить фармацевтические мишени. 

Цель исследования - определение 
уровней экспрессии маркеров шаперон-
опосредованной аутофагии HSP70 и 
LAMP2A в нейронах различных зон го-
ловного мозга человека при старении. 

Материалы и методы исследова-
ния. Проведено исследование секционно-
го материала, полученного от 10 пациен-
тов в возрасте 75 лет и старше, непосред-

ственной причиной смерти которых яви-
лась тромбоэмболия легочной артерии 
при наличии постинфарктного или ате-
росклеротического кардиосклероза. В ка-
честве условного контроля использовался 
аутопсийный материал от случаев моло-
дого возраста (35-45 лет), умерших от вне-
запной сердечной смерти (n=5). В анамне-
зе всех умерших отсутствовали указания 
на когнитивные и двигательные наруше-
ния. Головной мозг исследовался посред-
ством серии фронтальных срезов толщи-
ной 1,0 см через оба полушария, затем вы-
резались участки из коры прецентральной 
извилины, базальных ядер (стриатума), а 
также гиппокампа. Исследование было 
одобрено локальным этическим комите-
том Научного центра неврологии. 

Полученные образцы тканей мозга 
были фиксированы в 10% нейтраль-
ном (рН=7,4) забуференном формалине в 
течение 24 часов. Из полученных парафи-
новых блоков были изготовлены срезы 
толщиной 4-5 мкм, которые были нанесе-
ны на предметные стекла. Для обзорной 
световой микроскопии применяли окрас-
ку гематоксилином и эозином, а также ме-
тод Ниссля. Для иммуногистохимического 
исследования срезы были нанесены на 
предметные стекла с положительным за-
рядом поверхности Super Frost Plus 
(Thermo Scientific), а затем высушены в те-
чение 24 часов при температуре 48°С. Им-
муногистохимическое окрашивание вы-
полнялось на иммуностейнере Ventana 
Bench-Mark XT (Roche Diagnostics) при по-
мощи метода ручного титрования с ис-
пользованием первичных антител к HSP70 
(клон JG1, Thermo Fisher Scientific, концен-
трация 1:100) и LAMP2 (Sigma-Aldrich, 
концентрация 1:750), затем окрашенные 
срезы были проведены через батарею 
спиртов и ксилола с заключением под по-
кровное стекло. Цифровые копии микро-
препаратов в формате *.svs были получе-
ны с помощью цифрового сканера Aperio 
AT2 (Leica Biosystems). Оптическая плот-
ность оценивалась в перикарионе 150 
крупных нейронов V слоя коры прецен-
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тральной извилины, стриатума (скорлупы 
и бледного шара), пирамидного слоя гип-
покампа и выражалась в условных едини-
цах на 8-битном изображении при помо-
щи программы для морфометрии Leica 
Qwin 2.7 (Leica Biosystems). Для статисти-
ческой обработки данных использовали 
программу GraphPad Prism 9.3.1. Исследу-
емые показатели оптической плотности 
оценивались на предмет соответствия 
нормальному распределению с помощью 
критерия Шапиро-Уилка. Для выявления 
различий между группами использовали 
критерий Краскела-Уоллиса, апостериор-
ные сравнения выполнялись с помощью 
критерия Данна с поправкой Холма. Ста-
тистически значимым считали различия 
при значении р<0,05. 

Результаты исследования и об-
суждение. При микроскопическом иссле-
довании образцов головного мозга лиц 
старческого возраста было обнаружено 
т.н. «выпадение» крупных нейронов, их 
хроматолиз, гиперхроматоз и сморщива-
ние, в неокортексе в небольшом количе-
стве определялись сенильные бляшки. 
Также были выявлены и изменения белого 
вещества, характерные для старения. К 
таким проявлениям сенильных изменений 
можно было отнести формирование спон-
гиоформной структуры белого вещества, 
утрату олигодендрглиоцитов, расшире-
ние периваскулярных пространств. Более 
подробно эти результаты представлены в 
отдельной публикации авторов (Архив 
патологии, 2022, 4). Результаты проведен-
ного иммуногистохимического исследова-
ния продемонстрировали увеличение экс-
прессии как белка теплового шока 70, так 
и лизосом-ассоциированного мембранно-
го белка типа 2А в образцах головного 
мозга случаев старческого возраста по 
сравнению с аутопсийным материалом 
случаев молодого возраста.  

При анализе экспрессии маркера 
HSP70 в двух возрастных группах были 
выявлены статистически значимые разли-
чия во всех исследуемых зонах головного 
мозга (рис.1, А-Ж). Оптическая плотность 
вышеуказанного белка в крупных нейро-
нах коры прецентральной извилины у 
умерших старше 75 лет (Ме=133) была в 
2,4 раза выше по сравнению с образцами 

умерших в молодом возрасте (Ме=54,5). 
Аналогичная тенденция наблюдалась в 
нейронах базальных ядер и пирамидного 
слоя гиппокампа. Так, в образцах, полу-
ченных в случаях старческого возраста, 
при сравнении с образцами случаев 35-45 
лет уровень экспрессии HSP70 был в 2,2 и 
2,1 раза выше, соответственно. 

При изучении маркера LAMP2A 
нами также были обнаружены статистиче-
ски значимые различия во всех исследуе-
мых зонах головного мозга в зависимости 
от возраста (рис.2, А-Ж). При анализе по-
казателей оптической плотности этого 
белка в крупных нейронах коры прецен-
тральной извилины было выявлено, что 
величина последней у умерших старше 75 
лет была в 1,7 раза больше по сравнению с 
умершими молодого возраста (Ме=84,8 и 
Ме=49,85, соответственно). Уровень экс-
прессии белка LAMP2A в нейронах ба-
зальных ядер и нейронах пирамидного 
слоя гиппокампа в образцах, полученных 
в случаях старческого возраста, был соот-
ветственно в 2 и 1,4 раза больше по срав-
нению со значениями, полученными в 
группе условного контроля. Кроме того, 
при сравнении исследуемых маркеров 
было обнаружено, что уровень оптиче-
ской плотности HSP70 в образцах умер-
ших старческого возраста повышался бо-
лее интенсивно, чем уровень LAMP2A. 
Например, уровень оптической плотности 
HSP70 был выше относительного контроля 
на 59% (в коре), на 54,6% (в стриатуме) и на 
52,9% (в гиппокампе), а уровень оптиче-
ской плотности LAMP2A – на 40,7%, на 
50% и на 41,8% в аналогичных зонах го-
ловного мозга. Необходимо отметить, что 
при анализе экспрессии как HSP70, так и 
LAMP2A внутри каждой возрастной груп-
пы статистически значимых различий в 
трех исследуемых зонах головного мозга 
обнаружено не было.  

Данные литературы свидетель-
ствуют о том, что при физиологическом 
старении может происходить увеличение 
конформационно дефектных нейроток-
сичных белков, как за счет их неправиль-
ного фолдинга, так и за счет нарушения 
утилизации [8-9]. Эти процессы лежат в 
основе большинства нейродегенератив-
ных заболеваний,  таких  как болезнь Пар- 
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Рис. 1А. Сравнительные показатели оптиче-

ской плотности белка HSP70. Обозначения: 1 - 

группа 35-45 лет, 2- группа >75 лет; К - кора пре-

центральной извилины, С - стриатум, Г – гиппо-

камп. Различия: *- р<0,05, **- р<0,001 

Рис. 1Б-1Ж. Экспрессия белка HSP70 в цитоплазме нейронов. Обозначе-

ния: кора (Б), стриатум (В) и гиппокамп (Г) в группе 35-45 лет; кора (Д), 

стриатум (Е) и гиппокамп (Ж) в группе >75 лет. Окр.: иммуногистохимиче-

ская. Ув.: х400 

 

Рис. 2А. Сравнительные показатели оптиче-

ской плотности белка LAMP2A. Обозначения: 1 

- группа 35-45 лет, 2- группа >75 лет; К - кора 

прецентральной извилины, С - стриатум, Г – 

гиппокамп. Различия: *- р<0,05, **- р<0,001 

Рис. 2Б-2Ж. Экспрессия белка HSP70 в цитоплазме нейронов. Обозначе-

ния: кора (Б), стриатум (В) и гиппокамп (Г) в группе 35-45 лет; кора (Д), 

стриатум (Е) и гиппокамп (Ж) в группе >75 лет. Окр.: иммуногистохимиче-

ская. Ув.: х400 
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кинсона, болезнь Альцгеймера, болезнь 
Гентингтона [4, 8-11]. Результаты прове-
денных исследований демонстрируют тот 
факт, что образованию и накоплению по-
врежденных агрегированных форм белков 
препятствует система шаперонов, образо-
ванная белками теплового шока, напри-
мер, HSP70. Последний не только обеспе-
чивает конформационный контроль бел-
ков, но и вместе с лизосомальным рецеп-
тором LAMP2A участвует в элиминации 
олигомеров с последовательностью ами-
нокислот KFERQ путем шаперон-
опосредован-ной аутофагии [8-10, 12-13]. 
Однако, несмотря на большое количество 
данных о функциях и механизмах этого 
селективного типа аутофагии, уровни 
экспрессии ее маркеров в нервной ткани 
головного мозга человека в современной 
литературе представлены неполно и во 
многом противоречивы. Так, ряд авторов 
выявили повышенные уровни различных 
белков теплового шока в головном мозге 
при возрастной инволюции [14-15], в то 
время как Gleixner и соавт. в своем иссле-
довании продемонстрировали противопо-
ложные результаты [16].  

Наше исследование, продемон-
стрировавшее повышенный уровень экс-
прессии маркеров шаперон-опосредован-
ной аутофагии в нейронах при возраст-
ной инволюции, частично согласуется с 
данными других авторов. За последнее 
десятилетие ряд работ продемонстриро-
вал повышенный уровень экспрессии раз-
личных белков теплового шока как в тка-
ни головного мозга, так и в миокарде, пе-
чени, скелетной мышечной ткани, однако, 
большая часть исследований была выпол-
нена на моделях лабораторных беспозво-
ночных и позвоночных животных [13-23]. 
Малое количество исследований шаперон-
опосредованной аутофагии, выполненных 
на биопсийном и аутопсийном материале, 
может быть связана со сложностью изуче-
ния изменений, обусловленных исключи-
тельно сенильными проявлениями из-за 
невозможности полного исключения ко-
морбидных и возраст-ассоциированных 

заболеваний при старении. Обнаружен-
ное при старении повышение уровней 
маркеров шаперон-опосредованной ауто-
фагии может быть обусловлено тем, что 
этот тип селективной аутофагии является 
одним из регуляторов клеточного гомео-
стаза и уровень экспрессии его маркеров 
может быть стресс-индуцирован в ответ на 
повышенное количество конформацион-
но дефектных белков и активных форм 
кислорода, накапливающихся с течением 
времени, например, в результате воспале-
ния или гипоксии. Выявленные более вы-
сокие показатели оптической плотности 
HSP70 по сравнению с LAMP2A в образцах 
головного мозга умерших старческого 
возраста, вероятно, обусловлены диссоци-
ацией между стадией связывания субстра-
та и стадией его транслокации. То есть 
можно предположить, что связывание не-
функционирующих белков с HSP70 и ко-
шаперонами происходит быстрее, чем их 
перемещение в просвет лизосомы посред-
ством LAMP2A. Относительная недоста-
точность последнего, вероятно, лежит в 
основе вышеописанного механизма диссо-
циации, однако данная гипотеза требует 
дальнейшего изучения. Кроме того, белки 
теплового шока имеют более широкий 
спектр функциональной активности и 
участвуют не только в шаперон-
опосредованной аутофагии, но и выпол-
няют множественные функции в сигналь-
ных путях для поддержания клеточного 
гомеостаза.  

Заключение. Полученные резуль-
таты дают основание предполагать, что 
повышенные уровни маркеров шаперон-
опосредованной аутофагии могут носить 
компенсаторно-приспособительный ха-
рактер и обеспечивать выживаемость 
нейронов в условиях хронического стресса 
при физиологическом старении, а обна-
руженная дискоординация HSP70 и 
LAMP2A в системе маркеров этого типа 
аутофагии может иметь важное значение 
для дальнейшего изучения механизмов 
старения. 
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