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Abstract 

 

The role of Nrf2-ARE pathway on the Sestrin2 gene regulation 

 

Bo Yeon Shin 

Advisor : Prof. Sung Hwan Ki, Ph.D. 

College of Pharmacy, 

Graduate School of Chosun University 

 

The Sestrin2 (Sesn2) gene encodes a conserved antioxidant protein that is induced on oxidative 

stress and protects cells against reactive oxygen species. NF-E2-related factor-2 (Nrf2) is an 

essential transcription factor that regulates expression of a variety of antioxidant genes via binding 

to the antioxidant-response element (ARE), but the role of Nrf2 in Sesn2 gene expression has not 

been elucidated yet. The present study investigated whether the Nrf2-ARE pathway regulates Sesn2 

gene expression and the identification of the molecular mechanism. The Nrf2 activators, tert-

butylhydroquinone (t-BHQ) and sulforaphane (SFN), up-regulated Sesn2 expression in a dose- and 

time-dependent manner in hepatocytes. Also, t-BHQ increased Sesn2 mRNA and luciferase gene 

activity, whereas the levels of Sesn1 and Sesn3 mRNA were not affected by t-BHQ treatment. The 

specific role of Nrf2 in Sesn2 induction was verified by using Nrf2 overexpression plasmid and 

Nrf2 knockout or knockdown cells. In silico analysis of the 5' upstream region of Sesn2 gene 

identified a putative ARE sequence. Deletion of the putative ARE demonstrated that the ARE from 

-550 to -539 bp in the human Sesn2 promoter was critical for the Nrf2-mediated response. 

Moreover, SFN injection increased Sesn2 mRNA and protein levels in the livers of mice. 

Knockdown experiments with Sesn2 siRNA showed that Sesn2 is required for the Nrf2-mediated 

cytoprotective activity against hydrogen peroxide. Our results suggest that the Nrf2-ARE pathway 

is critical for Sesn2 gene expression and might protect against oxidative stress. 
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I.  

 

과도한  산소종(ROS)  여러 가지 질병과 이 있 며, 주  상  

부산  미토 드리아에  생산 어 포 내 항상  조   포 신  경 에  

요한 역할  한다 [1]. 과도한 ROS는 한 항산  어 에 해 포에  

즉시 거 다. Sulfiredoxin(Srx) 시스  과산  Peroxiredoxin(Prx)  cysteine sulfinic 

acid 원 매를 통해 Prx  재 시  항산  어에 요한 역할  담당하고 

있다 [2,3]. Sestrin(Sesn) 또한 시스 인 원 효소  가지며, 항산  효능  

과산  신 를 조 함이 근에 다 [4]. 

Hi95  알 진 Sesn2는 에 산소증, DNA 손상, 산  스트 스에 하여 

는 PA26 상동체  었다 [5]. Sesn2  도는 과산  Prx  재 를 

통해 과산 소 또는 국소 과 같  다양한 스트 스에 한 포보   

갖는다 [5]. Sesn2   p53  HIF-1 존  조 다 [5,6]. 근 Budanov  

연구결과에 하면 Sesn2는 과도한 ROS 생 에 해 손상  미토 드리아를 mTOR 

신 를 억 함 써 autophagy룰 도하여 보다 효  거할  있다 [7,8]. 

증가  ROS  자체는 antioxidant response elements(AREs)  를 통해 

일  항산  자들  도한다. ARE  자  주  bZIP 

사인자  cap’n’collar 리  일원인 Nrf2에 해 조 며, 이는 glutathione S-

transferaseA1/2, hemeoxygenase 1, UDP-glucuronosyl transferase 1A, NAD(P)H:quione reductase, 

-glutamyl cysteine synthetase 를 포함한 주요 항산  효소   조 하는 필  

사 요소이다 [9]. Nrf2는 다양한 조직과 포 에 편재하여 며, 산  

스트 스   질병에  여러 장  보  역할  담당한다 [10]. 천연  

합  Nrf2 는 Nrf2를 함  암 질  해독하는 것  도  암 학 

에 사용 다 [11]. Nrf2 Knockout 마우스는 아 트아미노펜, UV 조사  암 질  

포함한 여러 스트 스에 해 마우스보다 해  강한 민감  갖는다 [12]. 욱이, 

근 연구 결과에 르면 산  스트 스에 과도한 노출  산  스트 스 부  

보  작용  하는 Nrf2-ARE 존  경 를 통하여, Sesn2  능이 사한 Srx1  

 도한다 [13]. 그러나, 아직 Sesn2 자 에 있어 Nrf2  역할이 규명  
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가 없다. 

본 연구에 는 Nrf2-ARE 경 가 Sesn2 자 도 조  여부  분자   

규명하고자 하 다. Nrf2 가 간 포에  Sesn2  도하는 여부  Nrf2 

Knockout 또는 Knockdown 포  Nrf2 과  플라스미드를 사용하여 Nrf2  Sesn2 

에 한 역할  검증하 다. 게다가 Sesn2 프 모 에  추  ARE 열  

견하여 결실 돌연변이 구조를 작하여 Sesn2 프 모 에 Nrf2-ARE  역할  

규명하 다. 또한, 동  모델에 도 Nrf2 가 Sesn2를 도함  인하 다. 

마지막 , Sesn2가 근본  Nrf2 매개  산  스트 스  경 에 요구 는 

것  입증하 다. 
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I.  

II. 실험재료  법 

 

1. 시약  재료  

Nrf2에 한 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)에  공 하 다. Sesn2 

항체는 Proteinteck(Chicago, IL) 부  얻었다. tert-Butylhydroquinone (t-BHQ), hydrogen 

peroxide, dimethyl sulfoxide (DMSO), actinomycin-D  b-actin 항체는 Sigma Chemicals (St. 

Louis, MO)에  구입하 다. Sulforaphane(SFN)  LKT 실험실(St. Paul, MN)에  

공 았다. 

 

2. 포 양  

HepG2  H4IIE 포주는 ATCC(American Type Culture Collection, Manassas, 

VA) 부  구입하 다. Nrf2 Knockout  wild-type MEF 포는 Dr. MK Kwak (Catholic 

University, Korea) 부  공 았다. 포는 6well plate에 well당 1x 105  

양하 고, 70~80% 도 포 도를 갖는 상황에  실험하 다. 포는 10% 

우태 청(fetal bovine serum), 50 units/ml 페니실린  50 mg/ml streptomycin이 함  

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)에  37℃  5% CO2 조건 하에  

양하 다. t-BHQ (1-30 mM)  SFN(30 mM)는 DMSO에 용해시 다. 샘플  얻   

차가운 PBS  포를  번 척하 다. 

 

3. RNA 분리  실시간 역 사 합효소 연쇄 법(Real-time RT-PCR) 

 RNA는 Trizol(Invitrogen, Carlsbad, CA)  사용하여 조사  권장 법에 라 

추출하 다. 1 mg  RNA  프라이  oligo(dT)18  사용하여 역 사시  cDNA를 

얻었다. cDNA는 고 능 cDNA 합  kit(Bioneer, Daejon, Korea)  thermal cycler(Bio-Rad, 

Hercules, CA)를 사용하여 증폭시 다. Real-time PCR  SYBR green premix(applied 

Biosystems)  STEP ONE(Applied Biosystems, Foster City, CA)  이용하여 조사  

지시  법에 라 행하 다. 프라이 는 Bioneer에  합  작 었다. 결과 값  
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glyceraldegyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)  상 인 값  보 하 다. 증폭  

산  특이  melting curve 분  통하여 인하 다. 

SENSE 5’-CTTCTGGAGGCAGTTCAAGC-3’ 
human Sesn1 

ANTISESNSE 5’-TGAATGGCAGCCTGTCTTCAC-3’ 

SENSE 5’-CAAGCTCGGAATTAATGTGCC-3’ 
human Sesn2 

ANTISESNSE 5’-CTCACACCATTAAG- CATGGAG-3’ 

SENSE 5’-GTTCACTGTATGTTTG- GAATCAGG-3’ 
human Sesn3 

ANTISESNSE 5’-GGGTGATACTTCAGGTCAAATG-3’ 

SENSE 5’-TAGCCTGCAGCCTCACCTAT-3’ 
mouse Sesn2 

ANTISESNSE 5’-TATCTGATGCCAAAGACGCA-3’ 

 

 

4. 플라스미드 조  리포  자 분  

Human Sesn2 프 모   luciferase 구조 pGL4-phSESN2는 National Bio-resource 

Project of MEXT, Japan  통해 RIKEN BRC에 해 공 았다. Murine Nrf2가 암  

pCDNA-mNrf2는 Dr. Yamamoto 부  증여 았다 [14]. Sesn2 결실 돌연변이 프 모 -

luciferase 플라스미드 pGL3-phSESN2-ARE에  ARE  거는 PCR에 한 법에 

해 만들어 다. 돌연변이 플라스미드는 증폭 PCR   pGL3 본 플라스미드에 

ligation하여 생 다 (Promega, Madison, WI). 구조  DNA 열  ABI7700 DNA 

cycle sequencer를 이용하여 열분  하여 인했다. Sesn2 프 모  구조   

이  luciferase 리포  분  시스  사용하여 인하 다 (Promega). HepG2 포는 

12well에 재 양하여 새 양 었고, 6 시간 동안 청-고갈하 며 일시  

각각  Sesn2 프 모  luciferase 구조 과 pRL-SV 플라스미드( 질주입 효  

상 하는데 사용 는 Renilla luciferase 인  플라스미드)를 lipofectamin 

시약(Invitrogen, San Diego, CA)에 합하여 3 시간 질주입  고갈 후 6 시간 동안 t-

BHQ에 노출시 다. 포 용해 에  firefly  Renilla luciferase  

luminometer(Promega, Madison, WI)를 사용하여 하 다. firefly luciferase   

luciferase 분  시약 Ⅱ (promega)를 조사  지시법에 라 고 하 며, renilla 

luciferase  Stop & Glo 시약 (Promega, Madison, WI)  첨가함  개시 다. 
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 luciferase  상 firefly luciferase 에 Renilla luciferase  산출하 다. 

일부 실험에 , 포는 lipofectamin(Invitrogen)  사용하여 luciferase 리포  자  

결합  pCDNA-mNrf2  pRL-SV40  공동 질주입시 다. 질주입  포는 1% 

청이 함  DMEM에 24 시간  양하여 용해 에  luciferase  

인하 다. 조군 포는 공 플라스미드 pCDNA3.1(mock 질주입)를 동일량 

질주입시 다. 

 

5. 면역 학  분   

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  면역분 법  이 에 만들어진 

차에 라  행하 다 [14]. 획득한 포 분획  단 질 또는 핵 추출  7.5% 

12%  이동에 해 분리 었고, nitrocellulose지에 동 달장 를 

이용하여 이시 다. nitrocellulose지는 1차 항체  시킨 후 이어  Horseradish 

peroxidase(HRP)  결합  2차 항체(Zymed Laboratories, San Francisco, CA)  시키고 

ECL iluminescence detection kit(Amersham Biosciences, Buck-inghamshire, UK)  사용하여 

색하 다. 단 질  동일한 양   Ponceau S 염색  Actin  인하 다. 

Sesn2  벨  변 는 densitomety 스캔  통해 인하 다. 

 

6. siRNA Knockdown 실험 

포는 Lipofectamine 2000  사용하여  조군 siRNA(100 pmol/ml)  Nrf2 

또는 Sens2에 한 직 인 siRNA(ON-TARGETplus SMARTpool, Dharmacon Inc., 

Lafayette, CO)  24 시간 동안 조사  지시  법에 라 주입하 다. 

 

7. In vivo 

동 실험  Institutional Animal Use  조 학 에 Care Committee  지침에 라 

하 다. 10% polyethylene glycol 400에 용해시킨 SFN (90 mg/kg/day)  이틀 동안 

mice(N=4)에 경구 여 하 다. 조군 mice (N=4)는 직 polyethylene glycol 400만 

여했다. Mice는 종처  후 12 시간에 잡아 조직 샘플  얻었다. Sesn2 단 질  

mRNA 벨  간 균질액에  었다.  
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8. 포 생존 능  분  

포독   HepG2 포는 96-well plate에 well 당 5x104 도  아주고 

조군 siRNA 또는 Sesn2에 한 siRNA(100 pmol)를 lipofectamine 2000  24 시간 동안 

조사  지시에 라 주입하 다. 포는 SFN  처   (30mM, 1 시간 처 )  

나 어 각각 과산 소  (500 mM, 12 시간)  처 하 다. 처  후 포는 MTT 

시약(0.2 mg/ml, 4 시간)  염색하 다. 지는 거하고 formazan crystal 생  200 

ml  DMSO를 어주어 용해시 다. 도는 ELISA microplate reader 를 사용하여 

570 nm에  하 다. 포  생존능  미처리 컨트 에 상  었다. 

[생존능 (% 컨트 )=100 x (처리 샘플  도)/(컨트  도)] 

 

9. 통계처리 

One-way analysis of variance (ANOVA)를 이용하여 분 하 다. 통계  이 

있는 그룹에 해 는 Newman-Keuls test  그룹간 평균  하 다. 데이 는 평균 

±S.D  하 며 통계   p<0.05, p<0.01   하 다. 
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III. 실험 결과 

 

1. Sestrin2  에 있어 Nrf2  효과 

본 실험실에  이  연구는 t-BHQ가 주  Nrf2  시키고 ARE에  

Nrf2  결합  통해 항산  자   증가시킴  보여주었다 [15]. HepG2 포

에 여러 농도  t-BHQ를 처 하여 Sesn2   변 를 인하 다 (fig. 1A). t-BHQ

에 해 Sesn2는 농도 존  증가 었고, t-BHQ 10-30 mM에   벨이  

증가하 다. 30 mM t-BHQ에 한 Sesn2  다양한 시간에  인하 다 (Fig. 1B). 

Sesn2  이 t-BHQ 처  후 3 시간부  12 시간 후에 증가 었 며 t-BHQ 24 시간 

처  시 Sesn2  도는 찰 지 않았다. 

SFN  강 한 Nrf2  를 통해 2상 해독 효소를 도함 써 외부 이 질  

거하는 phytochemical 래 학  작용 질이다. [16]. SFN 처  또한 HepG2 포

에  Sesn2  증가시 다 (Fig. 1C). HepG2 포에  Nrf2 에 도 는 

Sesn2 이 다른 종  간 포주에  찰 는지를 H4IIE 랫드 포주를 사용하여 

Sesn2 도를 찰하 다. Nrf2 인 t-BHQ에 한 Sesn2 도는 H4IIE 포주에

도 동일하게 나타났다. (Fig. 1D).  

Nrf2 가 사  Sesn2를 도하는지 여부를 Sesns  mRNA 통하

여찰하 다 Real-time PCR 분  Sesn2 mRNA 벨이 t-BHQ에 해 하게 증

가 었 이 인 었다. 그러나 t-BHQ 처 에 Sesn1과 Sesn3 mRNA는 도 지 않았

며 (Fig. 2A), 이는 Nrf2 가 사  Sesn1과 Sesn3는 아닌 Sesn2 자만

 택  도함  시사한다. Sesn2 리포  자 분  HepG2 포에 Sesn2 

프 모  -1129에  +192 bp 역  포함하는 플라스미드를 작하여 이를 포 내  

질도입하여 행하 다. 질도입  포에 t-BHQ를 처 한 결과 pGL4-phSESN2  

luciferase 이 하게 증가 었다 (fig. 2B). 사 억 인 Actinomycin-D를 t-BHQ 

처 하  30 분 처 하여 Sesn2  단 질과 mRNA   하 다. 

Actinomycin-D를 처  시 t-BHQ에 해 도  Sesn2  단 질  mRNA  증가가 
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벽하게 효 다 (Fig. 2C). 이  같  결과는 t-BHQ에 한 Sesn2 도가 사  조

에 한 것임  미한다. 

 

2. Sestrin2 상향 조 에 있어 Nrf2  직  역할 

 나아가 Sesn2   조 에 있어  Nrf2  역할  명하고자, Nrf2 인  플라

스미드를 포 내에 도입하 다. Nrf2  과  Sesn2 단 질 과 pGL4-phSESN2 

 luciferase  증가시킴 써 Nrf2가 Sesn2 자 도를 조 함  나타내었다 

(Fig. 3). 다  Nrf2  결손이 t-BHQ에 해 도 는 Sesn2에 향  미 는지를 

평가하 다. Wild Type MEF 포에 는 Sesn2 이 증가한 면에, Nrf2가 결손  

Nrf2 Knockout MEF 포주에 는 Sesn2를 도하는 t-BHQ  능이 히 차단 었

다. (Fig. 4A).  나아가 Sesn2 도에 Nrf2  역할  인하  해 우리는 siRNA를 

사용하여 Nrf2 Knockdown 조건 하에  t-BHQ에 한 Sesn2  찰하 다. Fig. 4B

는 siRNA에 한 Nrf2 Knockdown이 t-BHQ 존  Sesn2 도를 감소시킴  보여 다; 

이 Nrf2  Knockdown  Nrf2 항체를 사용해 면역분 법  인하 다. 이  같  결

과들  t-BHQ에 한 Sesn2  도에 있어 Nrf2  가 실  요구  미한

다. 

 

3. Sestrin2 프 모 에  능  ARE  인 

human Sesn2 게놈 역  상 히 분 하여 Sesn2 프 모 에  ARE  추 는 

역  찾았다. ARE [5’-G(/ A)TGAC(/G)NNNGCA(/C)-3’] 는 여러 항산  자  조  

리하는 cis-acting 요소이며 [17], human Sesn2 게놈  in silico 분  human 

Sesn2 프 모 에  잠재  ARE 열  도출하 다. 이 ARE 열  거  -550에  -

539 bp 지 프 시  프 모  역에 한다. 다른 종  Sesn2 프 모  in silico 

분 에  ARE  추 는 부 가 murine Sesn2 자  -657에  -646 bp에  견

었다 (Fig. 5A). 우리는 Sesn2 프 모 에  가능  있는 ARE를 거하여, Sesn2 자 

도에  ARE  능  역할  찰하 다. Sesn2 자  프 모  역에  ARE  

결손  Nrf2 과  인한 lucifearse 리포   억 하 다 (Fig. 5B). 이러한 결

과는 우리가 도출한 Sesn2 프 모  ARE가 실  능  하며 이는 Nrf2가 Sesn2 
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조 에 필 임  나타낸다.  

 

4. In vivo 실험 

Nrf2 에 한 Sesn2 증가가 마우스에  찰 는지를 알아보았다. Sesn2  

증가여부를 2 일 연속 SFN 처  후 12 시간 뒤 얻   간에  찰하 다. 마우스 

간 조직  면역학 분  결과 Sesn2 단 질이 SFN 여에 해 하게 증가 었다 

(Fig. 6A). 또한 실시간 RT-PCR 에 해 Sesn2  살펴보았다. Sesn2 mRNA 벨  

SFN 여에 하여   증가 었다(Fig. 6B).  

 

5. Nrf2 매개  포보  효과에 있어  Sestrin2  역할 

학  질 SFN 처 는 Nrf2 를 통하여 다양한 스트 스 조건에 하는 

포독  개 한다 [18]. 욱이, Sesn2 는 과산 소  같  독 에 한 포 

생존  조 에 여하는 것  보고 었다 [5]. Sesn2 가 Nrf2  매개  포 생존에 

요구 는지 여부를 평가하  해, 12 시간 동안 과산 소를 포에 처 하여 MTT 

분  하 다. 30mM SFN  처  시 이 에 보고   과산 소 부  

도 는 포 손상  상당히 보 시 다 [19]. 그러나 Sesn2 siRNA  포 내 도입  

SFN 에 한 과산 소에 한 포 보  효능   악 시 다 (Fig. 7A). 

Sens2  Knockdown  Sens2 특이  항체를 용하여 면역학  분 에 해 

인하 다. 
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IV. 결   고찰 

 

ROS  RNS 는 신진 사  부산 이며, 다양한 병리학 조건  요한 매개자  

여겨지며, 특히 과산 소는 포 사멸  증식에 향  미 는 포 신 달에 

요한 신  알  있다 [20]. Prx 는 티 이 포함  페녹시 아  티  

리에 속해 있 며 리아부  사람 지 모  어 포 보  작용  

나타낸다 [21,22]. Prx 는 과산 과 아질산 과산  포함하여 ROS/RNS 매작용  

조 할 뿐만 아니라 [23,24], 자 과 포 신  조 에 한 산  스트 스 

 능  한다 [25]. 그러나 고농도  ROS 는 Prx  peroxidase 능  갖는 

cysteine  cysteine sulfinic acid (Cys-SO2H)  태  과산 시키며, 이  인해 

peroxidase  능이 불  다 [26]. Srx  매작용  ATP  Mg2+에 존  

식 sulfinic Prx  감소시킨다 [27]. 또한 Budanov  연구 결과에 하면, Sesn2 는 

Prx  시스 인 핀산에 한 원효소를 가지고 있다 [4]. 

Sesns 는 포 내에  다양한 스트 스에 노출  포를 보 하며 3 개  이 질 이 

다. Sesn1(PA26)  GADD(DNA-손상  도할  있는 자 장 지)  

p53 에 해 이 조 다 [28]. Sesn2 (Hi95)는 PA26 상동체  알 며 산소증, 

DNA 손상, 산  스트 스에 해 이 도 다 [5]. Sesn3 는 PA26 자 구조 

분  통해 새 운 PA26-  자  지명 었 며 [29], 이것  FOXO 사인자에 

해 조 다 [30]. sulfinyl 원효소에 한 Sesn2  역할  논  여지가 있 나 

[31], 과산  Prx  재 를 통해 과산 소 또는 국소 과 같  다양한 

스트 스 자극에 하여 포보  보여주었다 [5]. Sesn2 는 mTOR 신 를 

억 하여 포 내에  ROS 생 에 해 손상  미토 드리아를 autophagy 를 도하여 

보다 효  거하 다 [7,8]. 이  같  결과들  과산 소에 해 도 는 

포 사멸에 있어 Sesn2  이 운 역할  인하 다. 과산 소에 해 도  포 

사멸이 SFN 처 에 해 하게 억 었 며, 이 효과는 siRNA 를 사용한 Sesn2 

Knockdown 조건 하에  었다 (Fig. 7A).  

Nrf2-ARE 경 는 포를 보 해주며, 항산  자  증가시킴 써 산  
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스트 스에 한 상 포 생존  증가시킨다. 그러나 Sesn2 자 에 

있어 Nrf2 역할  아직 지지 않았다. 본 연구에 는 Sesn2  조 에 있어 Nrf2-

ARE 시스 이 필 인 역할  한다는 것  처  입증하 다. Nrf2 는 

Sesn1  Sesn3 를 외한 Sesn2  mRNA 만  특이  증가시 다. 이 결과는 

Sesn1  Sesn3 프 모 에 ARE  추 는 역이 없다는 우리  in silico 분 과 

일 하 다. 이  연구에  t-BHQ 처  후 6 시간 지 Nrf2  핵    

ARE 부  결합이 증가 었 며 [14,15], 이는 t-BHQ 처  후 24 시간  외한 3 

시간부  12 시간 지 Sesn2 증가  일 하 다. 불어 Nrf2  는 Sesn2 

 증가시 나, Nrf2 Knockout 또는 siRNA 에 한 Nrf2 Knockdown 포에 는 t-

BHQ 처 에 해 도 는 Sesn2 이 벽히 차단 었다. 마우스에 SFN  여한 

후 간에  Sesn2 도를 찰하여 생체 내 Nrf2 도  Sesn2  조  인하 다 

(Fig 6). 

 Sesn2 자  p53  HIF-1를 포함한 몇몇  사인자가 프 모  역에 

직  결합함  통해 조 다고 알  있다. 여 에  새 이 Sesn2 프 모  

ARE 역이 Sesn2 도  에 이 있   증명하 다. 포에 Nrf2 

를 처 하   Sesn2 프 모   luciferase 이 증가 었 며, 

Sesn2 프 모 에  ARE  추 는 하나  열  -550 에  539bp 부  

견하 다. 마우스  Sesn2 프 모토에 도 ARE  추 는 부 를 견하 나 

랫드 종 부  ARE 를 찾지 못했다.  GenBank 부  ARE 를 견하지 

못하 지만 H4IIE 포 (랫드 간 포 주) 부  결과  랫드에 도 ARE 열이 

보존 고 있  것이라 추 다. 나아가, t-BHQ 에 한 luciferase 리포   

증가가 ARE 결실에 해 억 는 것  증명함 써, Sesn2 프 모 에  ARE 

역이 Nrf2 에 도 는 Sesn2 자 에 필 이라는 것  냈다.  

종합 , 이러한 결과들  Sesn2 자 조 에 요구 는 포 신  경 에 있어 

Nrf2-ARE 가 매개 며, Sesn2  생리학  역할  이해하는데 도움이   있다.  
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Fig. 1.  

The effect of Nrf2 activator on the expression of Sesn2 in hepatocytes. A) The effect of varying 

concentrations of tert-butylhydroquinone (t-BHQ) on Sesn2 induction in HepG2 cells. Sesn2 

protein was immunoblotted in the lysates of cells incubated with 1, 3, 10 or 30 mM of t-BHQ for 12 

h. Data represent the mean ± SD of three separate experiments; the statistical significance of 

differences between each treatment group and the control (**P < 0.01). B) The time courses of 

Sesn2 expression in cells treated with t-BHQ (30 mM). Immunoblot analyses for Sesn2 were 

carried out in cells treated with 30 µM t-BHQ for 3-24 h. Data represent the mean ± SD of three 

separate experiments; the statistical significance of differences between each treatment group and 

the control (**P < 0.01). C) The effect of sulforaphane (SFN) on Sesn2 induction in HepG2 cells. 

Data represent the mean ±SD of three separate experiments; the statistical significance of 

differences between each treatment group and the control (**P<0.01). D) The effect of t-BHQ on 

Sesn2 induction in the other hepatocyte-derived cells, H4IIE cells. Data represent the mean ±SD of 

Three separate experiments; the statistical significance of differences between each treatment group 

and the control (**P < 0.01, *P < 0.05). 
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Fig. 2.  

The effect of Nrf2 activator on transcriptional regulation of Sesn2. A) Real-time RT-PCR analysis. 

HepG2 cells were treated with t-BHQ for 6 hours. The transcripts of Sesn2 (upper), Sesn1 (middle) 

and Sesn3 (lower) genes were analyzed by real-time RT-PCR assays, with the mRNA level of 

GAPDH used as a normalizing reference. Data represent the mean ±SD of four separate 

experiments; the statistical significance of differences between each treatment group and the 

control (**P < 0.01, NS; not significant). B) Increase in Sesn2 transactivation by t-BHQ. Sesn2 

luciferase assays were performed on the lysates of cells exposed to 10 or 30 µM t-BHQ in HepG2 

cells. Data represent the mean ± SD of four separate experiments; the statistical significance of 

differences between each treatment group and the control (**P < 0.01). C) The effect of 

actinomycin D (Act-D) on the Sesn2 induction by t-BHQ in HepG2 cells. The cells were treated 

with Act-D in the presence and absence of t-BHQ. The relative level of Sesn2 protein and mRNA 

were monitored after 12 h and 6 h t-BHQ treatment, respectively. Data represent the mean ± SD of 

three separate experiments; the statistical significance of differences between each treatment group 

and the control (**P < 0.01). 
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Fig. 3.  

The effect of ectopic expression of Nrf2 on Sesn2 gene induction. A) HepG2 cells were transfected 

with plasmid encoding Nrf2 and the cell lysates were immunoblotted. An equal amount of empty 

plasmid was used for mock transfection (Mock). The results were confirmed by three separate 

experiments; the statistical significance of differences between mock- and Nrf2-transfected cells 

(*P < 0.05, **P < 0.01) B) Sesn2-luciferase transactivation was determined from the lysates of 

HepG2 cells transfected with Nrf2 for 24 hours. Data represent the mean ± SD of four separate 

experiments; the statistical significance of differences between mock- and Nrf2-transfected cells 

(**P < 0.01). 
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Fig. 4.  
The effect of t-BHQ on the expression of Sesn2 in Nrf2-deficient cells or Knockdown cells. A) The 

effect of t-BHQ on Sesn2 induction in wild-type (WT) and Nrf2 Knockout (KO) MEF cells. Sesn2 

was immunoblotted from the lysates of WT or Nrf2 KO MEF cells treated with t-BHQ for 12 h. 

Both short exposure (S.E.) and long exposures (L.E.) are shown. Nrf2 in nuclear fractions (nNrf2) 

was used as a positive control. Data represent the mean ± SD of three separate experiments; the 

statistical significance of differences between each treatment group and control in WT and Nrf2 

KO MEF (**P < 0.01). B) Role of Nrf2 Knockdown in Sesn2 induction by t-BHQ. HepG2 cells 

were transfected with control (Con) siRNA or Nrf2 siRNA for 24h, and then treated with t-BHQ 

for 12 h. Nrf2 in nuclear fractions (nNrf2) was used as a positive control. Data represent the mean 

± SD of three separate experiment; the statistical significance of differences between each 

treatment group and control in Con siRNA- and Nrf2 siRNA- transfected cells (**P < 0.01). 
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Fig. 5.  

The role of antioxidant response element (ARE) on the induction of Sesn2 promoter-luciferase gene 

by t-BHQ. A) Sequence of the sesn2 promoter region containing the ARE. B) The effects of 

deletion mutation of putative ARE on the induction of luciferase activity by Nrf2 overexpression. 

Dual luciferase reporter assays were performed on the lysates of HepG2 cells that had been 

cotransfected with pCMV-mNrf2 (or empty plasmid) and pGL3-phSESN2- DARE. Activation of 

the reporter gene was calculated as a change in the ratio of firefly luciferase activity to Renilla 

luciferase activity. Data represent the mean ± SD of four separate experiments; the statistical 

significance of differences between luciferase activity of Nrf2- and MOCK-transfected cells (**P < 

0.01; N.S., not significant); the statistical significance of differences between luciferase activity of 

pGL4-phSESN2 and pGL3-phSESN2-DARE in NRf2-transfected cells (##p < 0.01). 
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Fig. 6.  

Role of Nrf2 in the induction of Sesn2 by SFN in mice. A) Representative immunoblot analysis for 

Sesn2 in the homogenates of liver tissue. Mice (N = 4, each group) were injected with vehicle or 

SFN (90 mg/kg/ body weight) dissolved in 10% polyethylene glycol 400 for 2 consecutive days, 

and the levels of Sesn2 and nuclear Nrf2 (nNrf2) were measured in the livers of the animals 12 h 

after last treatment. Data represent the mean ± SD of all treated mice; the statistical significance of 

differences between SFN- and vehicle-treated mice (**P < 0.01). B) The mRNA level of Sesn2. 

The levels of mRNA of Sesn2 were analyzed by real-time RT-PCR assays, with the mRNA level of 

GAPDH used as a normalizing reference. Data represent the mean ± SD of all treated mice; the 

statistical significance of differences between SFN- and vehicle-treated mice (**P < 0.01). 
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Fig. 7.  

The role of Sesn2 on Nrf2-mediated cytoprotective effect. A) The effect of Sesn2 on hydrogen 

peroxide-induced cytotoxicity. HepG2 cells were transfected with control (Con) siRNA or Sesn2 

siRNA and the effect of hydrogen peroxide (500 mM, 12 h) in the presence or absence of SFN (30 

mM, 1 h pretreatment) on cell viability was assessed using MTT assays. Data represent the mean ± 

SD of four separate experiments; the statistical significance of differences between treatment group 

and control in each siRNA-transfected cells (*P < 0.05, **P < 0.01); the statistical significance of 

differences between Con siRNA- and Sesn2 siRNA-transfected cells in each treatment group (##P 

< 0.01); N.S., not significant. B) Schematic diagram illustrating the mechanism by which Nrf2 

regulates Sesn2 expression. 
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국    

 

Sestrin2 자 도 에 있어 Nrf2-ARE 경  역할 

 

신 보 연 

지도  :    

약학과 

조 학  학원 

 

Sestrin2 (Sesn2) 자는 산소종에 한 포 보 작용  하며 

산  스트 스에 해 도 는 항산  효소를 암 한다. NF-E2-related 

factor-2 (Nrf2)는 antioxidant-response element (ARE)에 결합하여 다양한 항산  

자들   조 하는 필  사인자이다. 그러나 아직 Sesn2 자 

에 있어  Nrf2  역할  알  있지 않다. 본 연구는 Nrf2-ARE 

경 가 Sesn2 자  조 하는지 여부  분자   규명하고자 

하 다. Nrf2  인 tert-butylhydroquinone (t-BHQ)  Sulforaphane 

(SFN)  간 포에  시간  농도 존  Sesn2  증가시 다. 

또한 t-BHQ 는 Sesn2 mRNA  Sesn2 프 모 를 함 하는 luciferase 자 

 증가시킨 면 Sesn1 과 Sesn3 mRNA  벨에는 향  주지 

않았다. Sesn2 도에 있어  Nrf2  특이  역할  Nrf2 과  

플라스미드  Nrf2 Knockout 또는 Knockdown 포를 사용하여 인하 다. 

Sesn2 자  5’ 상  부  in silico 분  ARE  추 는 열  

견하 다. Sesn2 프 모 에  ARE  추 는 역인 -550 에  -539 
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bp  거는 Nrf2 도  Sesn2 에 있어  매우 요하 다. 욱이 

마우스  간에  SFN 여는 Sesn2 mRNA  단 질 벨  증가시 다. 

Sesn2 siRNA 를 용한 Knockdown 실험  Sesn2 가 과산 소에 한 

Nrf2 매개  포보  에 요구 는 것  보여 다. 본 결과는 Nrf2-ARE 

경 가 Sesn2 자 에 필 이며, Nrf2 에 한 Sesn2 도가 산  

스트 스 부  포를 보 하는 새 운 임  시한다. 
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