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Несмотря на ключевую роль редокс-чувствительной сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE в клеточном
метаболизме, практически ничего не известно о ее связи с биогенезом лизосом. В настоящей работе вы-
полнен теоретический и экспериментальный анализ возможности наличия такой связи. Путем формиро-
вания позиционной матрицы в генах транскрипционных факторов TFEB и TFE3 обнаружено наличие в
некодирующих участках большого количества ARE-подобных последовательностей. Воздействие in vitro
на клетки J774 активаторами системы Keap1/Nrf2/ARE (оригинального синтетического монофенола ТС-13 и
препарата сравнения трет-бутилгидрохинона) приводит к дозозависимой индукции генов Tfe3 и Tfeb, со-
провождающейся постепенным увеличением количества лизосом и интенсивности аутофагосомно-лизо-
сомного слияния. Таким образом, можно сделать предположение о том, что белки, контролирующие
ARE-зависимые гены, способны влиять на лизосомный биогенез.
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Многие лекарственные препараты лизосомот-
ропны (т.е. способные избирательно накапливаться
в лизосомном аппарате клеток), и в лизосомах начи-
нается первый этап их метаболизма. Наиболее часто
он сводится к выбросу соединений из клеток с помо-
щью системы белков ABC и MDR, что приводит к не-
обходимости повышения терапевтических дозировок
и приближения их к токсическим (Maniganda et al.,
2014). Еще одна проблема лизосомотропных химио-
терапевтических препаратов – вызываемое ими по-

вреждение лизосомных мембран, неизбежно веду-
щее к лизосомной дисфункции и гибели клеток (Ma-
hapatra et al., 2021). Подобные эффекты проявляются
при проведении химиотерапии и антибактериаль-
ной терапии (в частности при лечении инфекций,
ассоциированных с персистирующими внутрикле-
точными патогенами).

Существует общая система регуляции генов, име-
ющих отношение к формированию и функциониро-
ванию лизосом, ключевыми регуляторами их тран-
скрипции являются белки семейства MITF/TFE, к
которым относятся MITF, TFEB, TFE3 и TFEC. Они
специфически распознают короткую палиндром-
ную последовательность GTCACGTGAC (CLEAR),
а содержащие ее гены условно объединены в одно-
именную генетическую сеть CLEAR (Sardiello et al.,
2009). Индукция сигнальных систем, ассоциирован-
ных с лизосомной мембраной и контролируемых
транскрипционными факторами TFEB и TFE3, не-
посредственно влияющих на активность генов
CLEAR, а также фармакологическая активация по-
следних – проблемная задача, являющаяся в настоя-
щий момент мировым трендом в области экспери-
ментальной терапии болезней накопления.

Все метаболические процессы в организме, в том
числе с участием лизосом, сопровождаются генера-

Принятые сокращения: АКМ – активированные кислородные
метаболиты; ТС-13 – 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифе-
нил)пропилтиосульфонат натрия; ABC – АТФ-связывающие
кассетные транспортеры; ARE – антиоксидант-ре-
спонс(ив)ный элемент; CLEAR – скоординированное усиле-
ние и регулирование лизосом; LC3B – легкая цепь 3β-ассоци-
ированного с микротрубочками белка 1A/1B; Nrf2 – фактор 2,
родственный NF-E2 (NF-E2-related factor 2); Keap1 – ассоци-
ированный с ECH Kelch-подобный белок 1; MDR – белки
множественной лекарственной устойчивости; MITF – тран-
скрипционный фактор, ассоциированный с микрофтальмией;
p62/SQSTM – убиквитин-связывающий белок p62, он же сек-
вестосома 1 (sequestosome 1), tBHQ – трет-бутилгидрохинон
(tert-butyl hydroquinone); PBS – фосфатно-солевой буферный
раствор; TFE3 – транскрипционный фактор, связывающийся
с энхансером 3 тяжелой µ-цепи иммуноглобулина; TFEB –
транскрипционный фактор EB; TFEC – транскрипционный
фактор EC.
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цией активированных кислородных метаболитов
(АКМ), редокс-баланс поддерживается антиокси-
дантной системой, а главным регулятором их нераз-
рывного единства выступает сигнальная система
Keap1/Nrf2/ARE (Зенков и др., 2017; Ngo, Duen-
nwald, 2022; Redza-Dutordoir, Averill-Bates, 2021), регу-
ляторные полномочия которой, тем не менее, более
широки, и заключаются в поддержании внутреннего
гомеостаза при апоптоз-индуцирующих, канцероген-
ных и стрессовых воздействиях. Так, Nrf2 контроли-
рует метаболические процессы, прямо влияя на экс-
прессию генов, необходимых для тех или иных биохи-
мических процессов, и регулируя ферменты,
ключевые моменты метаболических реакций или
точки разветвления таковых.

Интересно, что несмотря на тесные связи сиг-
нальной системы Keap1/Nrf2/ARE с клеточным ме-
таболизмом, практически ничего не известно о свя-
зях этой системы с биогенезом лизосом, имеющиеся
сведения в основном касаются деградации ее компо-
нентов (главным образом Keap1) посредством ауто-
фагии (Redza-Dutordoir, Averill-Bates, 2021; Zhu et al.,
2022) и их влияния на слияние аутофагосом и лизо-
сом (Qiu et al., 2022). В то же время существует непо-
средственная зависимость между состоянием лизо-
сомного аппарата и митохондрий (главного продуцен-
та АКМ), и экспериментально вызванная дисфункция
последних сопровождается клеточным фенотипом,
напоминая таковой лизосомных болезней накопле-
ния. Более того, митохондриальная дисфункция со-
провождается компенсаторной активацией мастер-
регулятора лизосомного биогенеза TFEB и увеличе-
нием его транскрипционной активности (Baixauli et
al., 2015).

Поскольку активация транскрипционных факто-
ров TFEB и TFE3 строго регулируема и происходит в
ответ на нарушение лизосомного гомеостаза и по-
вреждающие воздействия на клетки, которые сопро-
вождаются изменением редокс-баланса и, вероятно,
индукцией Keap1/Nrf2/ARE, возникает вопрос о на-
личии регуляторных связей между сигнальными си-
стемами Keap1/Nrf2/ARE и TFEB(TFE3)/CLEAR.

Цель исследования – теоретический и экспери-
ментальный анализ регуляторной связи сигнальной
системы Keap1/Nrf2/ARE и транскрипционных ре-
гуляторов лизосомного биогенеза.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Поиск регуляторных последовательностей ARE в
генах TFEB и TFE3. Для того, чтобы установить
возможности обнаружения регуляторной связи
между сигнальными системами Keap1/Nrf2/ARE и
TFEB(TFE3)/CLEAR, мы проверили наличие эле-
ментов ARE в генах транскрипционных факторов
TFEB и TFE3 человека и мыши. Для поиска после-
довательности ARE в интересующих генах на осно-
вании 52 различных последовательностей ARE

(Wang et al., 2007) была сформирована позиционная
матрица (position frequency matrix). Обнаружение
последовательности проводили с помощью про-
граммного пакета RSAT (Santana-Garcia et al., 2022).
Для контроля качества собранной матрицы она была
проверена на нуклеотидной последовательности ге-
на Mafg мыши, в котором локализован мотив ARE с
экспериментально подтвержденной функциональной
значимостью (Зенков и др., 2017; Simov et al., 2021). Вы-
явлена соответствующая описанной в литературе по-
следовательность TCATGCTGACTCAGCGGATCG с
уровнем значимости 1.4 × 10−6. С помощью анало-
гичного подхода на предмет наличия ARE-подобных
элементов проанализировали последовательности
генов TFEB и TFE3 человека и мыши, взятые из Gen-
Bank, с добавлением по 5000 пар нуклеотидов до и по-
сле окончания рамок считывания гена. Полученные
ARE-подобные последовательности маркировали в ге-
номном браузере UCSC для анализа эволюционной
консервативности, ко-локализации с различными
функциональными модификациями ДНК и хромати-
на, а также с другими регуляторными элементами.

Активаторы и клетки. В качестве индукторов си-
стемы Keap1/Nrf2/ARE использовали синтезиро-
ванный нами оригинальный гидрофильный моно-
фенол 3-(3'-трет-бутил-4'-гидроксифенил)пропил-
тиосульфонат натрия (ТС-13), который получали из
2,6-ди-трет-бутилфенола по ранее описанной по-
следовательности превращений (Олейник и др.,
2007), а также прототипический индуктор трет-бу-
тилгидрохинон (tBHQ; Sigma-Aldrich, США).

Клетки линии J774, полученные из Банка клеточ-
ных культур Института цитологии РАН (Санкт-Пе-
тербург, Россия), культивировали в 250 мл культу-
ральных флаконах в среде DMEM/F12, содержащей
10% эмбриональной бычьей сыворотки и 1% раство-
ра пенициллина/стрептомицина при 37°C во влаж-
ной атмосфере с 5%-ным насыщением CO2. За ночь
до начала экспериментов клетки снимали с пласти-
ка, трижды отмывали в предварительно прогретом
растворе Версена, центрифугировали при ускоре-
нии 300 g в течение 5 мин, ресуспендировали в предва-
рительно прогретой культуральной среде и рассажива-
ли в лунки 24-луночного планшета по 105 клеток на
1 лунку в 0.5 мл среды. Для микроскопического ис-
следования клетки помещали на предварительно от-
мытые стерилизованные покровные стекла по
4 × 104 клеток на 1 см2 за ночь до начала эксперимен-
та. Экспериментальное фармакологическое воздей-
ствие на клетки осуществляли через 4, 12 и 24 ч после
рекультивирования, тестируемые соединения раство-
ряли в культуральной среде (tBHQ сначала растворяли
в ДМСО, конечная концентрация составляла 1%).

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) с обратной
транскрипцией. РНК выделяли с использованием
TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, США) со-
гласно инструкции. Для получения кДНК проводи-
ли обратную транскрипцию (ОТ) с использованием
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набора реагентов iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, США) согласно инструкции. Методом
TaqMan ПЦР в режиме реального времени на ам-
плификаторе CFX96 (Bio-Rad Laboratories) изучали
изменение экспрессии мРНК генов TFEB и TFE3.
Реакцию амплификации проводили в следующих
условиях: реакционная смесь ПЦР объемом 20 мкл
содержала буфер для ПЦР, 2.5 мМ MgCl2, 0.2 мМ
dNTP’s, 1.5 е.а. Taq-полимеразы. Амплификацию
выполняли согласно следующей программе: 3 мин
при 95°C начальной денатурации, далее 40 циклов:
10 с при 95°C для денатурации, 20 с при 60°C для ги-
бридизации праймеров, съем флуоресцентного сигна-
ла, 20 с при 72°C для элонгации. Уровень экспрессии
мРНК генов рассчитывали согласно методу 2–∆∆CT и
нормировали относительно референсного гена
GAPDH. Подобранные пары праймеров и TaqMan-
зондов приведены в табл. 1.

Определение содержания лизосом. Индикатор
Lysotracker Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific),
свежеразведенный в растворе Хенкса, содержащем
глюкозу в концентрации 1.8 г/л, добавляли к клет-
кам на покровных стеклах в финальной концентра-
ции 1 мкМ и инкубировали 30 мин при 37°C в атмо-
сфере, содержащей 5% СО2. Затем клетки трижды
отмывали холодным фосфатно-солевым буферным
раствором (PBS) и заключали в монтирующую среду
Fluoroshield (Sigma-Aldrich), содержащую интеркали-
рующий краситель DAPI для окраски ядер (Abcam,
США). Изображения получали на лазерном сканиру-
ющем конфокальном микроскопе LSM710/NLO
(Zeiss AG, Германия) с объективом Plan-Apochromat
63×/1.4 и анализировали с помощью программного
пакета ImageJ, количество лизосом определяли по ин-
тенсивности флуоресценции индикатора (усл. ед.).

Анализ аутофагии. Для сравнения выраженности
образования аутофагосом и скорости их лизосомной
деградации каждую экспериментальную точку дубли-
ровали экспериментом с добавлением в культураль-

ную среду, помимо тестируемого соединения, хлоро-
хина (C6628, Sigma-Aldrich) в концентрации 60 мкМ за
1 ч до выведения из эксперимента. Соотношение ко-
личества аутофагосом в группах с хлорохином и без
него (коэффициент kCQ) отражает способность кле-
ток удалять вновь формирующиеся аутофагосомы
(Klionsky et al., 2021), будучи важным показателем за-
щитных свойств аутофагии. Клетки фиксировали в
10%-ном формалине, пермеабилизировали в 0.15%-
ном растворе Тритона Х-100, после чего покрывали
200 мкл блокирующего раствора (PBS, содержащий
5% бычьего сывороточного альбумина, 0.05% Трито-
на X-100) и инкубировали в шейкер-термостате
(40 мин при 37°C). Далее блокирующий раствор ме-
няли на аналогичный (но без сыворотки), содержа-
щий антитела кролика против белка LC3B млекопи-
тающих (L10382, Invitrogen, США), и проводили ги-
бридизацию (60 мин, 37°C). После трехкратной
пятиминутной отмывки бессывороточным блокиру-
ющим раствором выполняли гибридизацию с анти-
телами против кроличьих антител, конъюгирован-
ных с флуорохромом Alexa Fluor 488 (Abcam, США)
(30 мин, 37°C), затем PBS удаляли коротким промы-
ванием деионизированной водой и заключали клет-
ки в монтирующую среду Fluoroshield, содержащую
DAPI. Внутриклеточную локализацию LC3B иссле-
довали на лазерном сканирующем конфокальном
микроскопе LSM710/NLO и анализировали с помо-
щью программного пакета ImageJ.

Обработка данных. Количественные данные на
предварительном этапе статистического анализа
оценивали на нормальность распределения по кри-
терию Шапиро–Уилка. Поскольку распределение
отличалось от нормального, результаты представле-
ны в виде медианы и межквартильных интервалов.
Для оценки различий данных использовали крите-
рии Манна–Уитни и Даннета. Критический уровень
значимости нулевой статистической гипотезы (р)
принимали равным 0.05.

Таблица 1. Подобранные пары прямых (F) и обратных (R) праймеров, TaqMan-зондов (Pr) с флуоресцентной меткой
Fam-5'

Ген Номер в GenBank Последовательность праймера

GAPDH NM_008084.3 F: 5'-AACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTC-3'
R: 5'-ACCAGTGGATGCAGGGATGATGTT-3'
Pr: R6G-5'-ATGACCACAGTCCATGCCATCACTGCCA-3'-Q

TFEB NM_001161722.1
NM_001161723.1
NM_011549.3

F: 5'-CCCTGTCCACTTCCAGTC-3'
R: 5'-GATACTCCCGAACCTTCTGATG-3'
Pr: Fam-5'-TCCTACCACCTGCAACAGTCCCA-3'-Q

TFE3 NM_172472.3
NM_001105196.1
NM_001105197.1
NM_001271489.1
NM_001271490.1
NM_001271491.1

F: 5'-CACACTGAGTCGTCCACCT-3'
R: 5'-GACAAGTACTGTTTGACCTGCTG-3'
Pr: Fam-5'-AACCCTACACGCTACCACCTGCA-3'-Q



370

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 4  2023

ЧЕЧУШКОВ, МЕНЬЩИКОВА

РЕЗУЛЬТАТЫ
Наличие элемента ARE в генах TFEB и TFE3. Ана-

лиз сформированной позиционной матрицы пока-
зал присутствие в генах TFEB человека и Tfeb мыши
по 15 ARE-подобных последовательностей (рис. 1а).
Среди них консервативными для позвоночных ока-
зались мотивы, находящиеся в первом интроне (че-
ловек, мышь; обозначены как ARE_tfeb) и в экзоне
кодирующей области (мышь).

В генах человека и мыши, кодирующих транскри-
ционный фактор TFE3, также выявлены мотивы
ARE, хотя и в меньшем количестве (рис. 1б), при
этом, как и в гене TFEB, один из них расположен в
некодирующем участке гена TFE3 обоих видов (во
втором интроне, ARE_tfe3) и является высококон-
сервативным.

На основании анализа элементов хроматина, кар-
тированных международным исследовательским
консорциумом ENCODE с помощью метода анализа
ДНК-белковых взаимодействий ChIP-seq (Roopra,
2020), мы изучили ландшафт его модификаций в об-
ластях генома, в которые входят мотивы ARE_tfeb и
ARE_tfe3. Для фрагмента хроматина, содержащего
ARE_tfeb, установлена высокая частота H3K4me3,
эпигенетической модификации гистона H3 (триме-
тилирование по остатку лизина в положении 4), что
свидетельствует о локализации данной последова-
тельности в промоторной области гена (Sharifi-
Zarchi et al., 2017). При этом сайтов связывания тран-
скрипционных факторов подсемейства NFE2 (Nrf2,
Nrf1, BACH1, p45) и MAF, вспомогательного белка
для взаимодействия Nrf2 с ARE, не обнаружено.

Аналогичный анализ участка хроматина, содер-
жащего последовательность ARE_tfe3, показал от-
сутствие характерного для энхансерных областей
преобладания эпигенетических модификаций H3-

гистона H3K27Ac (ацетилирование по остатку лизи-
на в положении 27) и H3K4Me1 (метилирование по
остатку лизина в положении 4) (Maurya, 2021; Shari-
fi-Zarchi et al., 2017) (рис. 2). Напротив, в отличие от
мотива ARE_tfeb, обнаружено связывание с ARE_tfe3
транскрипционных факторов BACH1 и NFE2, сател-
литных белков MAF и Jun, белков семейства AP-1
(часть ARE включает в себя сайт связывания факто-
ра АР-1 TRE, 5'-TGACTCA-3'), в непосредственной
близости находятся консервативные участки связы-
вания таких регуляторов транскрипции, как CEBPB,
MAZ, CTCF.

Экспериментальная проверка возможности регуля-
ции лизосомного биогенеза со стороны сигнальной си-
стемы Keap1/Nrf2/ARE. С целью исследовать регуля-
торное влияние сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE
на экспрессию генов Tfeb и Tfe3 выполнен ПЦР-ана-
лиз продуктов их транскрипции в клетках J774. Для ге-
на Tfe3 отмечено увеличение экспрессии при добавле-
нии в культуральную среду оригинального синтетиче-
ского индуктора системы Keap1/Nrf2/ARE ТС-13, с
максимальной выраженностью в концентрации
10 мкМ и падением эффекта при увеличении кон-
центрации до 100 мкМ. Интересно, что подобную за-
висимость мы наблюдали при исследовании влияния
ТС-13 на транслокацию Nrf2 в ядро клеток J774, клю-
чевой момент активации системы Keap1/Nrf2/ARE:
вплоть до концентрации ТС-13 50 мкМ она возрастала
и уменьшалась почти до контрольных значений при
концентрации ТС-13 100 мкМ (Меньщикова и др.,
2020), что можно трактовать как косвенное доказа-
тельство прямой позитивной связи между системой
Keap1/Nrf2/ARE и регуляцией лизосомного биоге-
неза. Для гена Tfeb характерен менее выраженный,
но устойчивый дозозависимый ответ (рис. 3).

Рис. 1. Локализация последовательностей ARE в области генов Tfeb (а) и Tfe3 мыши (б). Гистограмма характеризует уровень
консервативности соответствующих последовательностей среди позвоночных животных (получены с помощью инструмента
PhastCons).
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ТС-13 оказывал аналогичное воздействие на ко-
личество лизосом в цитоплазме клеток J774, дозоза-
висимо увеличивая его в используемом диапазоне
концентраций, что показано с помощью лизосомно-
го индикатора LysoTracker DND-99. Прототипиче-
ский индуктор Keap1/Nrf2/ARE tBHQ, схожий по
структуре с ТС-13, но жирорастворимый, вызывал
аналогичный, но более выраженный эффект
(рис. 4). Следует заметить, что в отличие от TC-13,
tBHQ токсичен для клеток J774 в концентрациях бо-
лее 10 мкМ, что и ограничило диапазон использо-
ванных концентраций.

Влияние индукторов Keap1/Nrf2/ARE на аутофа-
гию. Поскольку TFE3 и TFEB позитивно регулируют
экспрессию генов, ассоциированных с аутофагией,
мы исследовали, в какой степени индуктор Nrf2 ТС-
13 влияет на этот механизм. Четырехчасовая экспо-
зиция ТС-13 практически не влияла на количество

клеток, восприимчивых к индукции аутофагии. При
этом отмечалось небольшое, но статистически зна-
чимое снижение величины этого показателя при
воздействии ТС-13 в концентрации 100 мкМ в усло-
виях блокирования слияния аутофагосом с
лизосомами, что может указывать на снижение спо-
собности клеток индуцировать аутофагию (рис. 5а).
Двадцатичетырехчасовая экспозиция клеток с ТС-13
характеризуется дозозависимым снижением доли
LC3B-позитивных клеток в экспериментах без бло-
катора аутофагосомно-лизосомного слияния и ста-
бильным количеством таких клеток в экспериментах
с добавлением блокатора с результирующим умень-
шением активности аутофагии kCQ (рис. 5а, б). Инте-
ресно, что при низких дозах ТС-13 (от 0.01 до

Рис. 2. Гистоновые модификации (H3K4Me1 и H3K27Ac) и мотивы связывания различных транскрипционных факторов в
области ARE_tfe3.

0.5 kb hg19
48 897 000 48 897 500 48 898 000Хромосома X:

hg19ARE
TFE3

НЗК4Ме1
H3K27Ac

MAZ
CTCF

CEBPB
BACH1

MAFF
NFE2

Рис. 3. Экспрессия генов, кодирующих TFE3 и TFEB,
при культивировании клеток J774 в течение 12 ч с индук-
тором Nrf2 TC-13 в различных концентрациях; * – отли-
чие от величины соответствующего показателя контроля
статистически значимо при р < 0.05.
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Рис. 4. Изменение содержания лизосом в клетках J774
при их культивировании в присутствии ТС-13 и tBHQ в
течение 24 ч, оцениваемого по накоплению флуорес-
центного лизосомотропного индикатора LysoTracker
DND-99 (усл. ед.). * – отличие от величины соответству-
ющего показателя группы контроля статистически зна-
чимо при р < 0.05.
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10 мкМ) количество позитивных клеток больше, чем
в контроле.

ОБСУЖДЕНИЕ
Последовательности ARE, с которыми специ-

фично связывается Nrf2, помимо генов эффектор-
ных белков, непосредственно участвующих в биохи-
мических процессах, локализуются в регуляторных
областях генов различных транскрипционных фак-
торов и сигнальных белков (Зенков и др., 2017; Egbu-
jor et al., 2022), что характеризует ARE как высоко-
уровневые транскрипционные регуляторы. Неиз-
вестно, насколько широко распространяется такая
сеть, поскольку ежегодно открываются новые функ-
циональные ARE-подобные мотивы в генах, каза-
лось бы, не имеющих непосредственного отноше-

ния к антиоксидантной защите клеток. В контексте
данного исследования следует отметить наличие
двусторонних регуляторных связей между Nrf2 и
аутофагией, которые были обнаружены относитель-
но недавно, и роль которых мало понятна. Индук-
ция Keap1/Nrf2/ARE может осуществляться с помо-
щью белка p62/SQSTM, который связывает белок
Keap1 с образованием агрегатов Keap1/p62, что в свою
очередь увеличивает активность Nrf2 (Zhang et al.,
2021). Одновременно Nrf2 стимулирует экспрессию
гена p62/SQSTM, что может дополнительно повы-
шать интенсивность связывания Keap1 и активность
Nrf2, образуя таким образом петлю положительной
обратной связи в механизме собственной актива-
ции. В дополнение к этому, Nrf2 положительно кон-
тролирует экспрессию генов рецепторов аутофагии
NDP52 и Parkin1.

Рис. 5. Влияние ТС-13 на процессы аутофагии в клетках J774. а – Количество LC3B-позитивных клеток; отличия от соответ-
ствующего показателя статистически значимы при р < 0.05: от группы контроля (*), от клеток, культивированных в аналогич-
ных условиях без хлорохина (#). б – Величина коэффициента kCQ.
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Аутофагия в этом механизме выполняет лимити-
рующую функцию (петлю негативной обратной свя-
зи), удаляя агрегаты Keap1/p62. При этом влияние
Nrf2 на данную сторону процесса не исследовано. В
то же время, принимая во внимание стимуляцию
аутофагии АКМ, окисляющими цистеиновые остат-
ки белков-эффекторов аутофагии, а также суще-
ственное влияние активности аутофагии на генера-
цию АКМ клетками, мы предположили наличие та-
кой регуляторной связи.

С точки зрения анализа возможной связи двух
сигнальных систем – регулирующей активность ге-
нетической сети CLEAR (лизосомного аппарата) и
системы Keap1/Nrf2/ARE (редокс-гомеостаза) –
наибольшее значение может иметь последователь-
ность ARE_tfeb в силу своего расположения в интро-
не (некодирующей области, находящейся под силь-
ным эволюционным давлением) и высокой консер-
вативности; ее наличие впервые установлено в
настоящем исследовании.

Расположение последовательности ARE_tfeb в
промоторных участках и в то же время отсутствие при-
знаков локализации характерных для ARE транскрип-
ционных факторов и белков позволяет предположить,
что данный мотив не выполняет свойственную ARE
функцию, при этом участвуя в регуляции экспрессии
гена TFEB посредством взаимодействия с тран-
скрипционными факторами других сигнальных си-
стем, о чем также свидетельствует его высокая кон-
сервативность. Локализация сайтов связывания с
мотивом ARE_tfe3 транскрипционных факторов
подсемейства NFE2, вспомогательных белков и ре-
гуляторов транскрипции и их консервативность да-
ют основание заключить, что регуляция активности
гена TFE3 осуществляется с участием белков как си-
стемы Keap1/Nrf2/ARE, так и других сигнальных си-
стем, в том числе взаимодействующих с первой.

Геном человека содержит тысячи некодирующих
последовательностей, которые для позвоночных за-
частую более консервативны, чем экзоны, кодирую-
щие белки. Как правило, они входят в состав регуля-
торных участков, и изменение их структуры грозит
нарушением структуры и функции белков, кодируе-
мых соответствующими генами, что, в частности, и
объясняет необходимость консервативности таких
мотивов (Pearson, 2016).

В результате выполнения экспериментального
раздела исследования установлено, что воздействие
на клетки активаторами системы Keap1/Nrf2/ARE
действительно приводит к дозозависимой индукции
генов Tfe3 и Tfeb, сопровождающейся постепенным
увеличением количества лизосом и интенсивности
аутофагосомно-лизосомного слияния.

Вероятно, индукция Keap1/Nrf2/ARE при повы-
шении концентрации соединений положительно
влияет на экспрессию генов TFE3 и TFEB, тем са-
мым способствуя нормализации количества лизо-
сом в клетках и увеличению активности аутофагии.

При этом влияние ТС-13 и tBHQ на лизосомный ап-
парат клеток может не зависеть от Nrf2 и быть опо-
средованным их непосредственным взаимодействи-
ем с митохондриальной мембраной. Так, известно,
что ТС-13 способен снижать митохондриальный по-
тенциал и вызывать генерацию АКМ, что, вероятно,
связано с влиянием на активность цепи переноса
электронов (Мартинович и др., 2015). То же харак-
терно и для tBHQ (Li et al., 2014). Нарушение функ-
ционирования цепи переноса электронов негативно
влияет на функцию и количество лизосом, при этом
ведет к снижению соотношения NAD+/NADH, к ко-
торому чувствителен транскрипционный фактор
TFEB (его уменьшение активирует TFEB и стимули-
рует лизосомный биогенез) (Baixauli et al., 2015). Та-
ким образом, эффект индукции экспрессии генов
TFE3 и TFEB, а также увеличения количества лизо-
сом может быть опосредован одновременно не-
сколькими факторами, и проблема требует более де-
тального исследования.

Полученные результаты, с одной стороны, не де-
монстрируют непосредственного влияния индукто-
ров Keap1/Nrf2/ARE на аутофагию. С другой сторо-
ны, они свидетельствуют о возможности влияния на
этап слияния аутофагосом с лизосомами, критиче-
ски важный для реализации всего процесса аутофа-
гии в целом. Принимая во внимание обнаруженные
эволюционно консервативные регуляторные эле-
менты, характерные для транскрипционного кон-
троля элементом ARE, можно сделать предположение
о том, что белки, контролирующие ARE-зависимые
гены (Nrf2, Nrf1, BACH1 и BACH2, а также белки-са-
теллиты и другие представители семейства NFE), спо-
собны влиять на лизосомный биогенез. Учитывая ан-
тагонистичный характер взаимоотношений Nrf2 и
BACH1, можно предположить разнонаправленность
такого влияния.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для генов транскрипционных факторов TFEB и
TFE3 характерно наличие в некодирующих участках
большого количества ARE-подобных последова-
тельностей. Воздействие на клетки J774 активатора-
ми системы Keap1/Nrf2/ARE приводит к дозозависи-
мой индукции генов Tfe3 и Tfeb, сопровождающейся
постепенным увеличением количества лизосом и ин-
тенсивности аутофагосомно-лизосомного слияния.
Таким образом, можно сделать предположение о том,
что белки, контролирующие ARE-зависимые гены,
способны влиять на лизосомный биогенез.
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Regulatory Relationship between the Keap1/Nrf2/ARE Signaling System and Transcriptional 
Regulators of Lysosomal Biogenesis
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Despite the key role of the Keap1/Nrf2/ARE redox-sensitive signaling system in cellular metabolism, little is known
about its relationship to lysosome biogenesis. In this paper, a theoretical and experimental analysis of the possibility
of such a link has been carried out. By forming a position frequency matrix in the transcription factor genes TFEB
and TFE3, the presence of a large number of ARE-like sequences was found in the non-coding regions. In vitro ex-
posure to J774 cells by Keap1/Nrf2/ARE activators (original synthetic monophenol TS-13 and tert-butylhydroqui-
none as comparison compound) results in dose-dependent induction of Tfe3 and Tfeb genes, accompanied by a
gradual increase in the lysosome number and autosomal-lysosomal fusion intensity. Thus, it can be assumed that the
proteins controlling the ARE-dependent genes are able to influence lysosome biogenesis.

Keywords: Keap1/Nrf2/ARE signaling system, transcription factors TFEB and TFE3, lysosomes, autophagy


