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"�B��3 '=6�����8- �����6?; ����()MSC (,� '��()�N K

"�B3 '���B9 ��( '�- 1�9 F?$�2( ����	�� ) �, 1�; F�?���	
C�� K�6�3)�$3. K'�;�O K���P$�3� 1B=Q ,� 'RB$P- ��(

"�B3 K%S0 T����� ����3 ) '$B>�3� ) '�UBV 1B�W0 ��(
F?;�� 8��=	)���.(

'Y63) 8��=	 '�����	 ) ��3. �,�3�FQ Z6/� 1; C,)�-�
"�B3 19'�RB$P- ��(��;��9 KF���� '=6���8- ���6?; ��(

�3� 1; '>+8� �� C��). F�� .,� ���62; �� ����=6; ���(
 '=�3�/ T����� F?��- [6!F; ����=6; ) ��( ) '�>6$�< ���(

 "�B�3 ,� C��R$�3� K���,���- '���-�� �)� ����6?; ���(
"�B3 F��6� 19 ���& 1; �3� '?��� C�� K����6?; ��( ���9

���=6; ,� 1��N \�� ��-�� ���; 'U3�?- '- ��=+ 1; �( �)� .
"�B3 '=6���8- ���6?; ��()MSC ( ������	 ��; 1�; 8���=	 '
C�� '�����	 KHB$P- ��( ����� K���;86- '�?=�� [$�263 ,�

 �. ��6]>	 �/� �3 ) '?=�� Z�FY	 �6J�! ^6�7- �� ��(
"�B3 K��9 CF�� ��( '���-�� "�B�3 �� C��R$3� ���; '/.

'- +�;?F."�B�3 F���6� C,)��-� 19 ���& 1; ����6?; ���(
%63. ��-�� �� '=6���8- $9���R�� ��O [( '$��; ��( _�

 T����� ����3 ) �F�U9 F���6� K���6B9 ��` %63. K���9�6-
���=6; '- �a4- ��62; �( F+�;)G�E.(

"�B3 ,� '?6/�; C��R$3� ���; ,�6� K'=6���8- ���6?; ��(
"�B3 ,� ����, ��FY	 1; '3�$3� 1; �6`b�J ��( ,� ���

 '�& '�/) ��3� ��F���� c6	��< ) c6	�?� �; ��>B=0 �d�
Q ��(F��?�.��e��= %6��3. K�,������ ) ����9 K��). ����(

"�B3 1; ��FY$- '�- ���) '=6���8- ���6?; ��( 1�9 ���+
�. ��>B=0 ) �#; '�- f(�9 �F; �� �� �( F�(� .����?0 1�;

"�B3 F��6� ,� g� ,)� :� "�]- 1; '=6���8- ���6?; ��(
 ,� ���$=9 h���3� CF��+ _�$9����R�� ����O� 1��9 '��UBV�%

"�B3 'V�; CF�, CF+ F��6� ��( '-F�?��- .��D�� j��& ,�
"�B3 CF��6N 19 ������ '- ���6?; ��( Z��k� 1; �?; KF?+�;

HB$P-)'=6+ ) l�� $/� K'���-�� ��	�� K'��-�� (... �����
 1�; 19 F?$2( _�$3� �6	�F629� ^���+ ) :629�	 ^67-

'- ��! 1;�� "�B�3 ��#; f(�9 m0�; F���	 ����6?; ���(
��+ F��6� %V�Y$-)�.(

+ C��; ��9 1; �*	��$3� �N���9 ����� 1�"�B3 \(�; ��1

%63. ��� )� �)F�` 1�9 ���& 1; F��+ A)�#- C���) ��(
'- KF?��=; CF�, �$�6; ,)� F?O ��+�� �� ���d$�� \�� ���	

�- FJ�� 19�"�B3 F��6� �6# ��62; '=6���8- ���6?; ��(
F+�; k�; .

C�� ,� '>���3� K��(��9 - �,�) \��� :�6$�< '�3F? 
"�B3 �d��7- Z-��0 ,� C��R$3� �; �( F�?��- '/�B�3 CF�??9

 [�8�����.NRF2 )Nuclear factor-erythroid-2-related 

factor2 ('���- F���+�; .\6n	)�����NRF2 ��$9����� :����
1P2� �d��7- �����; '/�B3 CF??9)cytoprotective ( �3�

_�$3� �;��; �� 19'/�B�3 ���#; %�Q�- KH�B$P- ���(
'- ��+ .NRF2 \6n	)��� 1�; ) ���6; '�Y6U& ���& 1; ���(

 '��- Z��S$- '=��3b��$63 _�$��3� ���a� �� ) ����+ ����(
 �< ���6; %�Q�- ) 1�$�� "�B�3 1$�2( 1; K��N���N ���(

 [�8��. 1�B=Q ,� ��FY$- '�$�. ���( [�8��. K��F6�29� ���(
[3 �< KCF�??9 '����, ) )��� �,����� ���( ... '�- ���+ .

NRF2 \6n	)���� )� Z��J�` ����( �� '��= - f��#� K�. ,
`R_�$3� 16B0 �o� '�+�� '/�B3 %63. K�6	�F629� ��(

 [�!, [6-�	 ) ��&�3 Z6>�	 ,� �o�R` K'��6=6+ ���- ,�
F����)�@��.(���O 1�B=Q ,� �< '�=��� ���6;NRF2 ��
MSC ,��- '=� "�B�3 C�� p6#7	 \�� �� )� \�� ,� KF+�;

�)� ,� C��R$3� �; '=6���8- ���6?; :�6$�< '�3F? - ��(
�3� �< 1�9 ���& 1; CF+ �,�)NRF2 \��� �� F����$;

��+ ��6; '$V�- ) �a4- ) ���9 ��& 1; '/�B3 C�� .
"��#$�� ���d?- 1; _)��) ���. ��$9) ,� 1Y/�q- \�� ��

 �<NRF2 B3 1;"�CF�+ C��R$�3� '=6����8- ����6?; ��(
�3� .K�. ,� C��R$�3� �����8- ) ���$9) \��� l�P$�� Z6/�
C��/. "�B3 ,� ����, ��FY	 �,�3 K��V�- ��6; Kk�; ��6; K�(

1=Q�	 ,� g� 5��66r	 ) %3�?- �� ...'-F+�;)��.(
[ - KF+ 1$RN 19 ���& ��=( "�B3 'N*�) \��	 ���(

=6���8- ���6?;"�B3 \�� �3� CF+ m0�; 19 '��6=(� �(
C*�) 8���=	 '������	 KF?�+�; 1$�+�� '��-�� "�B3 �� �� ��
�. C�� 1; �( ��3� H�B$P- '/�B�3 ��( .5���J �� ��-�

�3� "�B3 \�� '>6$�< �,�) ���� ���Q) '����D� \�� K�(
�. �8��=	 �6J�! 19�)�; \6; ,� �� ) 1$��� f(�9 �( .��

�F$;� 1Y/�q- \���o�R` �a� ,� 'NF�??9NRF2 [$�263 ��;
 \��� '�N*�) gs�3 ) F�+ C��R$�3� _)���) ����. '��6;
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"�B3 ����- ���P$�3� ) '�;�O [$�263 )� 1; 8��=	 �� �(
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CF+ A���� 1Y/�q-K��; ';��	 T�� ,� .1���=� ��F�Y	@
f��-,. ) C��; �F0 �(@CF+ ���>	 1U	�- F�� ."�B3 ,� ��(

 <��3�� �� '=6���8- ���6?;�Kf���-,. A����� �� Q ��(
�3� CF+ C��R$3� .

"�B��3 �����( \6��6Y	 ) ����9 K�,���3�FQ �����6?; ����(
'=6���8- :

1�Y/�q- '& �F$;� ����+ '�3��; ) CF�+ A����� ���( ^
�-b3 ��!� ��; '$Y���+ ��$3��=6; F��6� 89�- �� KCF?(�
���t� F����N 1�6 	 ���P$3� 8r- ��! 1��=� K'U$9 1-�� .

<�R��$���3 ,� g�K"��B7- ,� C��R$�3� ��; '�$dBu %6�+
:s��( "�>���)Ficoll/Hypaque, Stem Cell("�B3 K���(

1$2( :	 ���9 ^67- �� ) �,�3�FQ ��DMEM Low 

glucose )�?���<)�$� (�)�`��FJ��FBS )Stem Cell (
F�F+ C��� ��9 .�(@e��- ,)� KF����N v���Y	 '�)�

"�B3 Z>+ \�� 1; �6�J�! 1�9 '=6����8- ����6?; ���(
"�B3 T���� ���3 ,� F���� �� :3b� H9 1; 'NF?U2O ��(

'- �FQ F���+ ."�B�3 \��� w��SP- �<��/����- ) ��(
x!�+ ��Q) "�B3 w�SP- ��( 6?; ��( '=6���8- ���

�. ���( \66Y	 ��d?- 1; ��$-�$63�B� ,� C��R$3� �; 1�; �(
��� ��9 ."�B�3 ����( \6�6Y	 ���d?- 1�; ����6?; ���(

 x!��+ ���6; K��$-�$63�B� ,� C��R$3� �; '=6���8- ���(
 KC�� \���� x$��P-CD105 KCD90 KCD73 )CD166 )

C�� ���3 ��(�9��- ��6; AF0 F�?��- '/�B�3 ���(CD14 K
CD34 )CD45 F��+ ';����,�� .) "�B��3 ����9 ,� g���

"�B3 KA,k ��-, �+�N '>� �; ) CF+ �FQ \62s��	 �; �(
'$�. ,� ���; '�$�. C���=( 1�; I��� ��(CD105 ) 1�;�>��

 Z�6B7	 ) 1��8�	 ��$-�$63�B� C�D$3� ,� C��R$3� �; gs3
F�F���N .'$�. ,� :� �( ���; ���; '$�. ,� I�� ��( ����;
- "�$?9F+ C��R$3� 86� ��! w�SP- c6	)8�� 'R? .

y?6��B9 ) �,�3�FQNRF2 :
;�d?- 1�#/� ���6; ����< ��NRF2 "�B3 K(����6?; �� 

5F�- 1; '=6���8-���; �0��3mM H2O2E)�=D6�3(K
F�F+ 1;�>�� .")8����	 ,� C��R$3� �; gs3)z��)Ktripure 

isolation reagent(KRNA "�B3 ,� C��R$3� �; ) {��P$3� �(
 F�����N xP���- �. ���dBu |��������� C�D$��3� .p��U&

 �69 Z=Y/���$3�cDNA synthesis )�<)�$���?��(KcDNA 
"�B3 \�� F�+ 1$!�3 �( .k��; ���(�N,�u. ,� C��R$�3� ��;

 ��3�)Forward NRF2(K5- CAC CAT GGG AAT 

GGA CTT GGA GCT GCC-3 ��3� \6��� ))Reverse 

NRF2(K5-CTA GTT TTT CTT AAC ATC TGG CTT 

CTT AC-3 [�8���. ,� C��R$��3� ���; )DNA Pfu ,����=6B� 
),�$?-��(�< KNRF2 ���$9) ��pENTR/TEV/D-TOPO K

������69 ,�pENTR Directional TOPO Cloning 
)�<)�$��?�� (F���N C��R$3� �. Z=Y/���$3� p;�q- .'& ��

 �< KZ��=0 \����NRF2 KCF��+ �F��Q ���) ����$9)pENTR 
F���N .

�<�/�?>	gateway %69�	�� _)��)���. �!�3 ):
�<���/�?>	 ��gateway [�8���. ^��3�	LR ClonaseII 

)�<)�$����?��(�< KNRF2 ����$9) ,�pENTR ����$9) ���)
pAd/CMV/V5-DEST )�<)�$����?�� ('��- ����$9) ) �����N
pAd/CMV/V5-NRF2 '- 16 	 ��+ .^3�	 FY; 1B`�- ��

 ,�nB9��)F�� [�8�.Pacl %�69�	�� _)��) ���. '�< C,�3 K
pAd/CMV/V5-NRF2 "��$?9 C���=( 1;pAD/CMV/V5-

DEST ��	 C��-. K'q!�"�B3 1; �>R2 ���()Stratagene (
AD293 F���F���N .�<���6� ,� \���>R2���	 ����d?- 1��;�

)�)z�(F���N C��R$3� ."�B3 \�� �� (_)��) ���. K� ��(
 ��$7- %69�	��NRF2 _)��) ���. 86� )1�; '/��! ��(

C��/. � Q 19 F�F+ F6/�	 "�$?9 ���?0 "�B3 �,�3 ���(
F?$�� ��9 1; '=6���8- ���6?; .

�V�- ��6; '3��;NRF2 :
��V�- ���6; '�3��; ��d?- 1;NRF2 "�B�3 �� ���(

 )���) ����. ��; CF�+ C��/. '=6���8- ���6?; }q�3 �� _
RNA f?9�) ,� KRT-PCR F+ C��R$3� .{��P$�3� �� Q
RNA "�B3 ����. ��; CF�+ C���/. '=6����8- ����6?; ��(

_)����) ����$7- K%��69�	�� ����(NRF2 ����(,)� ��
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KHB$P- F�+ C��R$�3� ")8����	 ,� KZUV F?��=( .��; gs�3
 ��69 ,� C��R$�3�cDNA synthesis )�<)�$���?��(KcDNA 

"�B3 \�� !�3 �( f?9�) ) F+ 1$PCR '�3��; ���d?- 1;
 ��6;NRF2 ���N 5��J .��(�N,�u. ,� ��d?- \�� ���;

 '�B!��NRF2 )��3�k�; �N,��u.5-GCG ACG GAA 

AGA GTA TGA GCT GG-3 ��3� \6���� �N,�u. )5-

GTT GGC AGA TCC ACT GGT TTC TG-3 ( ��$; )
\6$9�)��3�k�; �N,��u.5-TTC TAC AAT GAG CTG 

CGT GTG G-3 �3� \6��� )5-GTG TTG AAG GTC 

TCA AAC ATG AT-3 ( A��� ^�3�	 1�9 ��8���primer3 
F���N C��R$3� KF�F+ '`��& .���6; \6�?O [�(NRF2 ��

"�B3 _)���) ����. ��; CF�+ C��/. '=6���8- ���6?; ��(
F+ CF6�?3 ��9�- ��(�N,�u. ,� C��R$3� �; 86� '/�! .

\6n	)�� ��6; '3��;NRF2 :
���6; ��8�6- '�3��; ���d?- 1�; 5b; ��$3) f��-,.

NRF2 F�����N A������ \6n	)���� }q��3 �� .K�$��3�� \���� ��
 j��Y- 1B6�3) 1; "�	�	 \6n	)��Lysis M )K���=/. K�)z�

�>6$3�?N��� (,� Z=Y/���$3� pU& �;MSCs ��; CF+ C��/.
 �)� ,� C��R$�3� �; ) F+ {��P$3� %69�	�� _)��) ���.

SDS-PAGE KA,k Z�`��- '�& ,� g� 'Q��P$3� 1��=�
 '��B� "< �)� ��; p����& ,� ) F�+ ,�����)�$>/� F�6-b��9.

 �����u 1��; K5b��; ��$��3) �)�PVDF )K����=/. K�)z�
�>6$��3�?N��� (,� C��R$��3� ���; ������� �� ) ������ "���#$��

'$�. 'B� ���; "����B9NRF2 )K,)�9�$���3 �<��/�?>	�6;(K
\6n	)��� ��6;NRF2 �N 86/���. F��� .C,�F��� ,� ���6; ���6N

F+ C��R$3� "�$?9 ���?0 1; \6$9� �$; \6n	)�� .

"�B3 8��=	 '���P$3� C�� 1; '=6���8- ���6?; ��(:
"�B3 8��=	 ��d?- 1;CF�+ C��/. '=6���8- ���6?; ��(

_)��) ���. �; ���$7- %�69�	�� ���(NRF2 ��69 ,� K
8����=	STEMPRO Osteogenesis )���>U6Q K�<)�$����?�� (

F+ C��R$3� .5F- 1;����( 8���=	 ^67- K,)���@,)�
F+ v��Y	 ��; :� .'�3��; ���d?- 1�; 5F- \�� ,� FY;

"�B��3 8����=	 K���(y���� �� \���8��6/. '��J�S$!� �8��6-.
)��>6=9 (���N A���� .B3�"�(��� ���y; CF+ �86-.��

F�F+ ';��,�� ���� |�>3)�>6- .

"�B3 8��=	 ';�O C�� 1; '=6���8- ���6?; ��(:
8���=	 ��69STEMPRO Adipogenesis )K�<)�$���?��

�>U6Q ("�B3 8��=	 � Q ,� g�� '=6����8- ����6?; ��(
_)��) ���. �; �F+ C��/. ��$7- %69�	�� ��(NRF2 )

_)��) ���. �� ���� ���9 1�; '/�! ��( .,� g��GK,)�
y���� �8��6-.HCS LipidTOXTM Green Neutral Lipid 

)�<)�$����?�� (8����=	 ��8��6- �����=� xP���- ����d?- 1��;
"�B��3 ^��3�	 '��;�O C�� 1��; '=6�����8- �����6?; ����(

F+ C��R$3� ���3��B� |�>3)�>6- .

\62>�. ,� C��R$3� �; '/�B3 ,�$���. ';��,��V:
"�B3 ,�$���. ��(NRF2-MSC _�$�3� ^���+ �7	

2>�. �69 ,� C��R$3� �; \6V)��=/. K�)z��>6$�3�?N��� K(
C,�F��� CF�,��3 Z=Y/���$�3� p;�q- F�+ ���6N .���& 1�;

 1Jb!���C���/. ,� g�� '=6����8- ���6?; "�B3 ��8(
 _)���) ���. �; �F+ �< ����� ���(NRF2 �6a��	 ��7	

_�$3� ,� C��R$�3� ��; gs�3 ) F�?$��N ���V HB$P- ��(
 � C��R$�3� ��; 1U	�- )� ) �FQ \62s��	 ����; ,PBS 1$�2+

 \62>�. ��$7- ���; �� ��63�;�>�� ,� g� ) F�F+V1�;
 5F��-�E��$-�$6��3�B� C�D$��3� ,� C��R$��3� ���; K1��#6V�

)partec (A�� )��8��flomax F�F+ 86/��. .

��-,. ,� C��R$3� �; '/�B3 ��#; FJ�� f�?3MTT :
��8�( ��26; ��F�Y	 �F�$;� K���-,. \�� A���� ��d?- 1;

31��! ,� 1��! �( �� "�B ��6B� ���(��1���! ���9 ��
F��+ C��� .,� g�����"�B��3 K�0���3 ~���Y- �� ���(

_�$3� F?$��N ���V HB$P- ��( .
_�$3� 1���� ,� g� 5F�- 1; �( KH�B$P- '���-, ���(

"�B3 5F�- 1; �(���; �0��3��"��B7- ,� ��$6/)�>6-
mg/mL EMTT ]-2,5- Diphenyltetrazolium Bromide 

)4,5 Dimethylthiazol-2-yl([3-)� j�)FB��3)� K�=D6��3
 ���=/.(���-� �� K@G'$���3 1�Q�� F�F�+ 1�;�>�� ����N .

��)8��� ��; f?9�)SDS ��%)��/�"��-HCl H�V�$-
F���N ."�$2��9 ���=� Z` ,� g� �� �(DMSO ��8�6- K

{�- "�& �� ���� l�QEG�C,�F�� �$-���� F+ ��6N .



�,F=7- F=7- ����>=( ) C� 

�+&?; [K; �]�?P� 0^��?� 0?5 05 ��
��0^��� )?2�X�L �:+&?; �?�)75?$��)

CD14(CD34 �CD45 H7����!7	�5.

��; '=6���8- )Z>+�.(

�< �,�3�FQ NRF2 :
NRF2 �F�$;� ���; A,kcDNA Z�9

gcDNA 1�0�=�- ,� ��d� ���- �<
�)� ,� �F�$;� �� ���d?- RT-PCR 

F�+ C��R$3� "�B3 Z9.1�; 1�Q�	 ��;
KCF�+ '`��& ��(�N,�u. ) �< :��; 

NRF"�B3 ��#/� ,� g� ��; ��(H2O2

C�6��, ,���=6B� ��)PCR ( ���+ �F�Q .��
����; '�J�S$!� ��; C)b�0 �	 F+ 
y?6��B9���	 f?9�) C*�) F6	�nB9�� 

"�S7- KF?�.�� PCR ,���)�$>/� �;
F��; ����� bp ���E "��& ��; 19 ��;

��+�� �#;�q- '�< :��; )Z>�+�.(
���; CF��+ ����=6	 H2O2K�(F����; \����

_)��) ���. �; '=6���8- 

��� 

2�:+&; ��)75$��)�. >�$��. ��85 Y_	 <$��0^��� ��)\&�P�
CD �� 85��B;  �!	 .���� �+V)�	 � ��`�.  �^$ 98:+&; <^��� ��
�CD166 5  �$� ���!77^ �����0^��� 0`. � )�;8:+&; 0!7.�� ��4

���9 ^6�7- �� ���9 )
�<��/����- ���7/ ,� C���9 
^6�7- v���Y	 ��; ���F�	 
T����� ���3 K'=6���8- ���6?; 
1�; "�S	� �6J�! 19 ���P$3� 

F���N j���` F��� .CF(����-
"�B3 ���7/ ,� CF�+ �FQ ��(

'- '=6���8- ���6?; F?+�; .

"�B�3 '�J�S$!� '7q�3 ���(
'�$�. ,) '�J�S$!� ����;

'�$�. ���W` K'��>�3)�>6- �< ���(
���N ���V '3��; .���Q)

CD90KCD166 KCD105 )
CD34 KCD14 )CD45 K

"�B3 CF??9F6��	 - ��(

�!�3cDNA 3�FQ )
�< �,�3�FQ ���;
gs3 ) 1$!�3 '/�B3
\��� ����; K���N �FQ

�!�3 ���;cDNA 9
�; �� ��Q�- 5�0b&�

'- ��d$�� �< ���RF2

f?9�) '& �6��, ��(
+ 'Y3 �N,�u. '`��&
�� O ����� K�< ���;

F+�; 86� .A�=	� ,� g�
1�8�	 �� 1�6$� KF���N

�; �� ��Q�- �< 1YqV
1����=� A���=	 �� 	 ����(

(��-�F+ CF .

�3� "�B3 �,�) =6���8- ���6?; ��(

Y_	#:;�05���0^���)2�X�L 
:+&; ��)75$��)�. >�$��D 105

�. >�$��CD105 (CD90 (CD73 �

����� ��
g� �B3 �,�3�FQ ,� "�(

"�B3 K'J�S$!� 9 F�+� ��(
F?$��N ���V '3��; ���- .	 1�;
"�B3 'J�S$!� ��9 6?; ��(

"�B3 P$3� 8r- �� ��Q�- ��(
�` F�����F� �� :��3b� H��9
�B3 19 ��� ���� '��>3)�>6-

"�B3 1;��- �<�/����- ?; ��(

7q�3 ���(�9��- ��W` F6��	
,� C��R$�3� ��; '=6���8- ���6?;

��$-�$��3�B� C�D$3� :
>�3)�>6- CF(���- ,� g�

"�B3 }q3 �� ��Q�- ���- �(
'7q��3 ���(�9��-CD37 K0

'7q3 ��(�9��- ��W` AF0



�)�C�KC��=+�K��$2-,��

'��B9 :	 �	 F+ C��R$3� ��$ ; K%�69�	�� ��(
F?+�; �.

K'�J�S$!� ���9 ^67- �� C��9 F+� �
F-. Z=0 1; F6=3b� .,��@K'3��; ���- '��B9 

�. ,���)�$>/� K�(��\6D?�3 '��B9 1�9 F����; ��	
���� �< ���W` CF�?(�NRF2 '���B9 �� ��(

F���; '/�! ��$9) �)�` �D�� �)Z>�+@.(
�()C��=+�(����- 86/��. �FY; Z`��- ���;

���N .y�?6��B9���	 Z�V�� K'�� � F6��	 ���;
) F6=�3b� �� �< ���W` �. 1��6$� 1�9 F

����9 5���Ua� �� }67��J %��/�V �� �. .'/����	
�9�+ 1; �Ua ��d?- NCBI ��; 19 F+ C��$3��

H��-,�3 5�#6#7	 89�- A�� 1; �< :��; ��
F+ �Ua ����� .

fLR ���B9 ����� )�69�	�� ���( �)��` %
%69�	�� )gateway ( ^�3�	 'U69�	��� F6��	 )
';�P$�� :

pAd/CMV\6�; �� ��! 'U69�	�� 16`�� ��
'U69�	��� attR1 & attR2 '��< f�P; ����� K

'$�. 1; �-)�#- Z>6?R-��B9 :6	�6; ('-19 F+�;
f?9�) LR \�� K'- j�` �< ���N .,� g��

fLR 1��; ���-)�#- �< \$���� ���3� ,� )
��B9 ��D/�;�u ���; K'��6; ��$9) �)�` ��( 

��?')^0=+. �+?�^� ?$ ?"� �� ��0?^ !?	� F$T
��.+&^�� ���!	�5 .

E�@��

��� 

:+??X"� PCR � ���H�??;  �??50b��??4C 
c(M) �� !.  ]L�	��+D�+� bp#��� (

#����E(NRF2 �+&?; ��� �?5 d+?50��
��!	�5 .��.8 � ���. e�1= �?^ ?$$0)��

�.+�. �� !. �+I� ��.

TOPO:
���- y?6��B9���	 f?9�) ���; ZJ�`
%69�	�� ��$9) Kf?9�) A���� ,� g

F�+ C��� "�#$�� '��6=6+ �)� .�. ,�
\6�2��-���9 1�; ��-)�#- �< �)��` 
^6�7- �� ��D/��;�u ����; %�69�	�� 

'$�. C��� ���9 \62��-���9 :6	�6;
���9 ^6�7- �� ���9 ���; ��$9�;

$3� 'J�S$!�
�,�3�FQ Z;�V

'��B9 ,� �(
=3b� {��P$3�
�)�$>/� ,� g�

'- �� �2���	
) F+�;���B9

'��B9 ,� '>� (
�N ���V C��R$3�

Y	F+ '/��	 \66
. \$����N �����V
�d?- 1; ZJ�`

F9HM446346

��� ��! "�#$��

f?9�) '3��;
	�� '��6; ��$9)
$�� ��9 ^67-

��$9)/V5

	��� C�D��Q )�
CmR))�#- �<

) A���� ,� FY;
f?��9�) A������
�; KZ>6?R-��B9

�$05 ��! ��)���bC :E#.%c��U#(��
�=#��+?&^ �  �?�)'
�.+&^�,�#,c%; ���. �^ ��+5 0= �!7�� +h' i!-��ENRF2

bp����
bp �E�� 

�M

�@��������G�E

Y_??	�:"� ��+??R�0�_� 
2�X�L �NRF2 .c��U

c��U#��)!.�5 bp ��
MSC =$�5 �!	 ���H2O2

�$5 � >$ ��85 �� �E <$<

f?9�)PO Cloning

 "�S7- PCR J�`
���N ���V C��R$3� .g�

)� 1; FY$2- ��$9�; 1;
ZV�� 19 �Q ` y?6��B9

$9�; K��;����	�� ���(
��9LB �)�` ��N.
F�F+.�` )� ,�[$9�;

Y_	,:�;f� ��+R�0�_� 
2�X�L ����.�^<$
8 �

bp NRF2���E

�



�3� "�B3 �,�) �,F=7- F=7- _)��) ���. �; '=6���8- ���6?; ��(����>=( ) C� 

��� 

��B9 :	 ,� A�F9 �( ���9 ^67- �� C��9 F+� ��(LB 
����9 ^6��7- �� K����N.LB '��$�. �)���` e����- :��6	�6;

's-. ��9 ^67- ) \6B63LB '�$�. �)��` e��- :�6	�6;
 F�F�+ C��� ��9 1��N�FQ ��& 1; Z>6?R-��B9 .�<NRF2 

f?�9�) A����� ) 'U69�	�� '&LR %�69�	�� 1�6`�� �� K
Z��J�` %��69�	�� '���< C,���3 \���;���?; ) F��+ \�8D����Q

)pAd/CMV/V5-NRF2 ( '�< fP;CmR��� ��3� ,� ��
 ��$9�; 1; ��63�-��R2���	 ,� g� )E.coli ��$9�; K���(

 '�$�. 1�; ��9�- �� ) CF�+ _��2` Z�>6?R-��B9 :�6	�6;
'$�. \�� ��W` ����� ���! ,� �F�+� 1��N �6( :6	�6;

F���F� .��$9��; 1�9 '	��J �� ��; CF�+ A��R�2���	 ���(
pAd/CMV/V5 )'/�! ��$9) (f�P; ����; ���� Z�6/� 1;

'�<CmR'�$�. 1;�� ) C���; A)��#- Z�>6?R-��B9 :�6	�6;
=� F+� �. ��W`F��� .

) %��69�	�� _)��)�����. �!���3Transduction �.��
"�B3 ����. ,)� \6�6Y	 ���d?- 1�; '=6����8- ���6?; ��(

_)��) :
%�69�	�� _)���) ����. ���#B` ��$!�3 16 	 ,� g�

pAd/CMV/V5-NRF2 [�8��. ^3�	 �F$;� KPacl ��$!��3
 \��>R2���	 ,� g�� 19 F-. ��Q) 1; _)��) ���. 'q!

 �<�6� ^3�	�"�B�3 1�; ���(AD293 _)���) ����. K
��$7- %69�	��NRF2 F+ F6/�	 .

�����; _)���) ,� C��R$��3� ���d?- 1��; F�Y; 1�B`�- ��
C��/. "�B3 �,�3 �< ��6; ) �(NRF2 "�B3 �� C���/. ��(

Bu ��86- \66Y	 K_)��) �; CF+ �k)� 1�9 _)���) ,� '�$d
 "�B�3 �)� ��; '$62629�	�$��3 m0�; ���6��a ) ����� ��(

 �< ��6; m0�;NRF2 "�B�3 �)�� "�B�3 K���+ ��( ���(
 %69�	�� ��$9) �; CF+ �>R2���	pAd/CMV/V5-NRF2 

"�B3 )�)�` ��(pAd/CMV/V5 ��; ��)�t K.
�)� ^�3�	 '3)��) 5��� ��FY	 ��d?- \�F;End- 

Point Dilution Assay K���3� CF��+ H6��J�	 �bU��V 1��9
 F�����N xP���-)�E.(���t�` 1��Y/�q- �� ��F��Y	 \����

E������ ����; .�F��0MOI (Multiplicity of infection) 
'�- "�B�3 1; _)��) Z9 �U2� ������ �� Q 1�9 F�+�;

�3� A,k ���R0 .�� f��-,. A���� ,� g� 1Y/�q- \�� ��
MOI KH��B$P- ����(MOI ��� ���#$�� ��� Q 1��; �< "
"�B3 ��� ��9 1; '=6���8- ���6?; ��( .

	Y_
:;�05�5$B3+� ��NRF2 :+&; ��)75$��)�+.�C �5 �!	 ��+�C8+�"� S�0)�ENRF2 ���C �58WRT-PCR . j�?5 Y_?	 :��+?R�0�_� 
 :+X"�RT-PCR �ENRF2 �� 05):EC���b�!2�� .c��U#)M(0^��� bp#�� ng/µl)��((�;8c��U 0=0= �5 ��$�?.+�. �?5 d+50� F

:+&; �  �!	 k 0P�;  ��)75$��)�. >�$��� @��(
(6(�(#�(#��#
�C �!	 ��+�C ���� �  ��� �+.�C �5 ��8� S�0�!?	�5 .��� W?	
b�+�C �  @���8;�0(�5$0��8� <$5 � >$��NRF2 � @� � !	 �!����#
� ���$5 l$ >R  ��8W8��R�  )� NRF2 �0m. �!��?�� ?8!.Y_?	

��$8<::+X"� ��+R�0�_� RT-PCR �E5 <$�/  ��5�� 0):EC���b�!2�� .c��U#)M(0^��� bp#��ng/µL) ��.(

bpE��

bp ��� 

bp E�� 

bp ��� 

�(,)�
����������M



�)�C�KC��=+�K��$2-,��

��� 

V�- ��6; '3��; �< �NRF2 ,� C��R$�3� ��; %69�	��RT-

PCR :
1��=� ,� ��(RNA H�B$P- ��(,)� �� CF+ {��P$3�

 �< ���$7- _)���) ����. �; �F+ C��/. ��-, ,�NRF2 K
cDNA 'J�S$!� ��(�N,�u. �; ) 1$!�3NRF2 K'���2��

PCR F+ A���� .�< ����; CF+ '`��& �N,�u.NRF2 1�9
 1�YqV �!��3 '������	 KF�+ C��+� I�� �=2V �� 1�; ��

 "�&��E�+�� �� �,�; �RQ)Z>�+�.(���-, �� ���(
C��/. ,� g� HB$P- "�B3 �,�3 ��; '=6���8- ���6?; ��(

 ���$7- _)���) ���.NRF2 f���-,. KRT-PCR A�����
 ���6; \��$�6; �. _�3� �; 19 F+NRF2 ,)� 1�; ���;�-

'- [�+ F+�;.

\6n	)�� ��6; ';��,��NRF2 ��$�3) ���-,. ,� C��R$�3� �;
y?6	b;:

��6; F6��	 ��d?- 1;NRF2 "�B3 �� ��(MSC �)��`
 �<NRF2 "�B3 86/ ,� g� K_)���) ��; CF�+ C��/. ��(

 �< �)���`NRF2 �����; ���;lysis M "< �)� ���; 1����=� K
,���)�$>/�SDS F���N .���d?- 1�; F�Y; 1B`�- �� gs3

 \6n	)���� ����Q) F��6��	NRF2 '��$�. ,� C��R$��3� ���; K�����;
 \6n	)�� 1; ��;�- 'J�S$!�NRF2 '$�. \6?O [( )���;

 1; ZS$- 1����aHRP F�+ A����� 5b; ��$3) f��-,. K.
- \6n	)�� ��d?- \�F; "< �� ��Q�SDS-PAGE �)� ��;

 ������uPVDF F������N Z���#$?- �6a����	 ����7	 �����0 )
'$�. ���; 'J�S$!� ��(NRF2 ���N ���V .���W` AF0

"�B3 �� F��; ��(MSC '/��! ���$9) �)��`)"��$?9 ()
"�B��3 �� F����; ����W` ����(MSC �< �)���`NRF2 K

���� \6n	)�� ��Q) CF?(�NRF2 "�B3 �� CF+ C��/. ��(
��) �;��; _))Z>+E.(

"�B3 8��=	 '���P$3� C�� 1; '=6���8- ��( :
"�B3 ���9 C��/. ,� g� ����. �; '=6���8- ���6?; ��(

 �)�` _)��)NRF2 )_)���) ����. ��; 86� 1$3� :� )
FV��NRF2 "�$?9 ���?0 1;(�)� ,� C��R$3� �; K��9� ��(

 ,� g�� ) F�+ C��� '���P$�3� C�� 1; 8��=	 KCF+��,)�
y�� ���N 5��J �� \���86/. �86-.)Z>+�(.��(�W� 
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Abstract 
Background and Objectives 
Poor viability of Mesenchymal Stem Cells (MSCs) following transplantation is one of the 
major challenges in their therapeutic application. Manipulation of MSCs by the genetic 
engineering method is one of the strategies used to protect the cells against cytotoxic 
microenvironment. However, maintaining multi differentiation capacity of MSCs following 
manipulation is important. We investigated if the manipulation of MSCs with NRF2 affects the 
multi differentiation capacity.  
 
Materials and Methods 
MSCs were isolated from bone marrow. NRF2 was isolated and TOPO cloned into the pENTR 
vector. The recombinant vector was transferred into pAD/CMV/V5-DEST vector by gateway 
technology. Recombinant adenovirus was produced in AD293 cells, followed by being 
infected into MSCs.  Expression of NRF2 was verified by RT-PCR. The NRF2 engineered 
MSCs were exposed to stress conditions followed by the evaluation of the cells viability and 
apoptosis. Finally, NRF2 expressing MSCs differentiation into osteoblast and adipocyte 
lineages was studied. 
 
Results 
NRF2 was successfully expressed in MSCs. NRF2- MSCs differentiation into osteoblast and 
adipocyte lineages indicating overexpression of NRF2 does not affect the differentiation 
property of MSCs.  
 
Conclusions   
Expression of NRF2, a well known cytoprotective factor, by using adenovirus expression 
system does not intervene in the differentiation capacity of MSCs.  NRF2-MSCs might be 
applicable for stem cell-based cell therapy in future. 
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