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В отсутствие воздействия на клетку ксено-
биотиков прооксидантной или алкилирующей 
природы транскрипционный фактор Nrf2 [1–3], 
известный как основной регулятор антиокси-
дантной генетической программы, подвергается 
убиквитинированию и протеасомной деградации. 
Основной и наиболее изученный путь регуля-
ции белковой стабильности Nrf2 осуществляет-
ся через его взаимодействие с димерным белком 
Keap1 [4–8], который представляет собой редокс-
сенсор, входящий в убиквитинлигазный ком-
плекс. Домен Nrf2, отвечающий за связывание с 
димером Keap1 (Neh2-домен), содержит два мо-
тива связывания димера Keap1 с Kelch-доменом, 
имеющих высокую (остатки ETGE) и низкую 
(остатки DLG) аффинность. Они обеспечивают 
растягивание последовательности Neh2-домена 
(1–98 а.о.) между Kelch-доменами для последу-
ющего убиквитинирования лизинов внутри этой 
последовательности (рис. 1). Ранее на основе по-
следовательности из остатков 1–97 фрагмента 

Neh2-домена, слитого с люциферазой, нами был 
создан репортер Neh2-luc, позволяющий следить 
за внутриклеточной стабильностью этого домена 
в виде его слитого белка [9]. Созданный репортер 
был успешно использован для скрининга актива-
торов Nrf2 разной природы [9]. Количественная 
оценка действия репортера, проведенная недавно 
[10], показала, что уровень слитого белка в ста-
ционаре составляет около 60–80 нМ, это значение 
близко к константе связывания нативного Nrf2 c 
Кеар1 (50 нМ). Таким образом, в микромолярном 
и субмикромолярном диапазоне репортер отби-
рает только очень сильные активаторы, например 
алкилирующие активаторы, работающие стехио-
метрически по механизму модификации тиолов 
Кеар1, ответственных за формирование диме-
ра Кеар1 или за его взаимодействие с убикви-
тинлигазой. Однако для отбора активаторов, 
действующих по механизму вытеснения Nrf2 из 
убиквитинлигазного комплекса, необходимо ис-
пользовать на порядок более высокие концентра-
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Получены репортерные конструкции, экспрессирующие слитые белки из фрагмен-
тов 16–96 и 16–85 а.о. Neh2-домена транскрипционного фактора Nrf2 и люциферазы 
светляков. Получены линии HeLa, стабильно экспрессирующие эти репортерные 
конструкции и ранее разработанную авторами конструкцию Neh2-luc. Проведен 
сравнительный анализ действия репортерных линий с помощью известного акти-
ватора Nrf2 (нордигидрогваяретовой кислоты). Показано, что репортер, экспресси-
рующий слитый с люциферазой минимальный фрагмент Neh2-домена, содержащий 
16–85 а.о., обладает в два раза более высокой амплитудой отклика, чем репортер 
Neh2-luc, и может быть рекомендован для высокопродуктивного скрининга актива-
торов Nrf2. Улучшенный отклик этого репортера может быть обусловлен убиквити-
нированием N-концевых лизинов (7, 10, 11) белка люциферазы, находящихся вблизи 
убиквитинируемой последовательности Neh2.
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Список использованных в статье сокращений: NDGA – нордигидрогваяретовая кисло-
та, DMSO – диметилсульфоксид, DMEM – Dulbecco’s Modifi ed Eagle Medium, FBS –эм-
бриональная сыворотка крупного рогатого скота, ПЦР – полимеразная цепная реакция, 
HRP – пероксидаза из корней хрена, PBS – изотонический фосфатный буфер.
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Reporter vectors expressing amino acid residues 16–96 and 16–85 from Neh2-domain of 
Nrf2 transcription factor fused to fi refl y luciferase have been constructed. Cell lines stably 
expressing the above reporter constructs as well as an earlier developed Neh2-luc fusion 
reporter have been generated using HeLa cells.  Comparative analysis of all three reporter 
lines has been performed using a well-known Nrf2 activator, nordihydroguaiaretic 
acid. The reporter expressing the minimal fragment of Neh2-domain containing 16–85 
aa sequence exhibits a 2-fold higher amplitude of activation compared to Neh2-luc 
reporter, and thus can be recommended for high throughput screening for Nrf2 
activators. A likely reason for the improved response of the above reporter could be 
ubiquitination of N-terminal lysine residues (7, 10, 11) of luciferase protein adjacent to 
the ubiquitinated Neh2 sequence.
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ствительностью по отношению к активаторам 
Nrf2 по сравнению с полноразмерным доменом 
Neh2. Последнее наблюдение исключительно 
важно, поскольку означает, что стабильную ли-
нию, экспрессирующую данный фрагмент, мож-
но использовать для проведения сверхчувстви-
тельного высокопроизводительного скрининга 
активаторов Nrf2.

Результаты настоящей работы имеют также 
важное социальное значение, поскольку репор-
терная система на основе последовательности 
из остатков 1–97 Neh2-домена, слитого с лю-

циферазой, защищена патентом [12] и для ее 
использования при поиске активаторов Nrf2 
необходимо получение разрешения патенто-
обладателя или заключение соответствующего 
соглашения. Разработанная нами система не за-
патентована и может быть использована в науч-
ных исследованиях и практических разработ-
ках без ограничений. 
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