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���	�r �2YxYqq (Sigma, FITC-Conjugated anti mouse IgG �

,��-��������$e����������m������� �������	* ���	�r���"�����	���$

��0������"���&� �������	* ���	�r�(���������
������� PBS ������(�

� ���&��� ���
� �0���!�?�G� ���H�.���	*���������	�r������ ���b� �����

�"�������	�"���,��-�������
���?�G����H������� ������������&�: 

Flourecence isothiocyanate (FITC) � conjugated anti-

mouse IgG Sigma 

Flourecence isothiocyanate (FITC) � conjugated anti-

Rabbit IgG  
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�

�

0 �����#1��
����2 �%��3�34 ��5 �6��������2 ��7�	8��0 �7�6����7�����

��
������� ���� �����������	�����������	
 ����������� ���������� ������������������� ����!" ���� �#��!�$%� ��& �� ��'()* 

�iq

����S ��T �91��0 �7�6�����D�&(�����������\\zZ� ���&������
��E������

�����	���!�?�G����H�� $(�� �������������f �� ��?��� ���������R!��� X�

� �5
���x�

BSA,(25mM)NaHCO3 Buffer, 10mM (Mgcl2), 

(2.5mM) Cacl2, (5mM)Kcl, (120mM)Nacl 

Yvq� t�
�f L�� (� ����G� �7���� ���(�� 
������������ �?��� ���������

,��")�� 0.1%BSA ��L���-�	� ((5mM)��?�M������G� $�������

����/�H�����6	���,����G��� �(�� ; �<
� �0�� (��S"%����(*�

����G2Yq3���
�,���(����������f �� ��?�����u����R!�����,��")��Yt
 

BSA�?�M�������$�������i�/�H������6	���,����� �(��; �<
�(�����	*�

S"%���(*����� $��>�
�����0������ ��������W �
���i�/�H�������

f �� �?�������R!���X��,��")���BSA�+ ��G�(�2mMi�3���2mMiq�3

���6	��� (� �	���i�/�H���� �(�� ; �<
� �0���������� ���&���.�+�
����

E���������	���S"%����(*���G���� $� ���&����� � ; �����

Bio��SourceINS-IRMA Kit8��	������$�

RT-PCR� D�,��-���� ��� ������ ���:��<
� &��� RNX-plusTM 

2.N�!���35 � 
����%�
�� RNA ��������� &�����#�����)��!�!%���

�	��	��.��(����H1��������� (���?��� +��"��������������������
�

�����	��|������������G�� $59H��8��	��&�����	����������O �60
���


�	�"	���)��RNA|��������,�����<��������"���(104132, Roch) 

Dnase I�G���*� ����!�?�G����H����)����"�>������} ���
���DNA�

e�
�	N��	�"	�&�����)��RNA_ B>�����G�� $f L���J�Q���RNA�

|�������,����' (���������
���?(��6L�������0�������G�$ 

\ �
8�G(�6�&�� RNA |�������,�������������,��-���� ��� (���&��

�"���I Random Hexamer �� �(� �
(K 1622 Fermentas) Revert AidTMH Minus First Strand 

cDNA Synthesis 

���	��������O �60
��8��	������� $f L���(�� �����cDNA�������

,����PCRW ��C ���?�G������������������&����
���J!
�e����������

PCR�	���} ���
��R��6������x�
MgC12 (iq mM), iv\  �l 2~Yq3  PCR Buffer (AMS),  

\�l cDNA , (iq ng/�l)�
 (5unit/1�l), �Y�l Yq3  �M) �ivq�)�&���
��"���I �l dNTPmixYqmM), oivq �l 

 �livq2.N�!��� (TA8110C ����	����(�,��-��������= *�&�������(��

��� ��1/��4�>����l�\i��,�	������ $������I��.��������.������.N���)��

�0��1
����
���������K�/<�����)�"���I�&���,��-������&������G�:�

; ���� PCR ���W ��C ��� xY� 3�R�����(����(���� xi�/�H��� 2ºCp]3
�

\3��R�����(��56����)���xZi��	�XXXXXXXr����ºCp]
�]3 Annealing�x

Zi��	�r���%������
����� Tm ��I��)�"��.N��)��� ��,���� w�a��������

����$Z3 Extension 56����)�x�Zi� ���	�r2ºCo\3
��i3��Extension 

�	�
&��xYq��/�H��2ºCo\3 8��	������$W a�` <
� PCR�(���&��G*�

ivY8���������(��	�����%��C����5 ��H����
(�����������	����G��$

��)�"���I���� } ���
�� Insulin b �9�� &����)��>��b� ��	(+G����

,���,�!)��.�7	�(��	��mRNA f I��&�� splicing �!��).��� 

2 ��7�	8�������0 �7�6����7��������" ���������; ��: �5"m�����&���	��I�
' �
���T	� Balb/c ,��-��������G��$\Z�m����59H��5"m�&�����	��I�

���' �
������L���6����2�10mgr/kg S.C�3K��+������G��$�>���(�
Y����Yqn~\:���������K��+������
����������������
����,��9�^�������

d  ����I������e" �� EDTAmM ]� ��f �� �?��������u��R!���
.(���\z Ca5>�,������������W �
���i�/�H�������ºC]od  �&����"�����
���I�,�! ���	���� $�������f �� �?�������7����&���0���u��R!���
.(��� \z Ca ���&������I�' �
��K��+����	����$��BG�&���0���Yp�

5"m�&��&(����>�	&�� 
�	��I��,���#��	��I���	�"	�����������
����G�
W �01H�' ����,���#���	�"	�&������������,�������)���
�?���I����Z�t

e��6�I������Yivq� t��9A��� ���&��� ���
� �0�� (� �����
�	�"���)�"�������?�G����H���$�

����S ���	8�2 ��7�T �91��0 �7�6�������,
8������U �3�1�S��� TEM �De���

��-)�����6�	�������������"���&���0����(���
*�Ypf I�&(�����	��I�&��

������������������I���&��' �
��� ���&������
��������
�e�!6����� 

TEM �!�?�G� ���H� $��9A�����(���� ��)��������G� ���\� t�?��� ���

PBS 0.1m8��	������f L�� 
�.*�&���0������ (�� ���������]����� ���

= *��������	���� $��9A�����	�r����9A��&�� �0������(���,��-���� �����&��

8�"������ ������Y�t8��	����9A��&���0����������������	�r����(�������

��0��(��?���������]= *���������5>��
�&���0��
�	����7�������9A����


��� �������&��" �e�56����W �%��� ����d ���
���]q� 
iq
oq� 
pq�(�

pi� (�Yqq� t���R�*����� $���R�*� &�� �0�� ���������&�� ��� 
���

� ��H����G�����	����(��' �������G�� 	��(���+�
*��	���.  
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�

�

�9
:�0 �6;�����%�!��� ��������? =���#+ ��!2 9,=4 �����@8�!�2 �#+ �A��� 

��
������� ���� �����������	�����������	
 ����������� ���������� ������������������� ����!" ���� �#��!�$%� ��& �� ��'()* 

�iY
�

 
E ��
� 
����� ���&��� ����"�������	�"����8��0
��� � ����G��,��-���� �����&��

' (��s�?��� �)�Z��������������� �,�,� ( pp D ������ (�	����
O ��6	�I,������������	�2�56�Y$3�

V ���	� RT-PCR 8��0
�� ��� �������������?���+��"���5C �>������H�
���.�����.N����)������	���.�G� ��G�
��
Glut-1�
Glut-2�
PC1/3�


PC2� 
���������
��� 
�Pax4� 
Isl1� 
�NKX6.1�
� &�!� � ��G� 
�
IAPP�
�Kir6.2�
Sur1�
����!���256��\�$3�����	��.�G� ��G�(���

P #��� &����)�����������!�� (�	�������6	�I�����>� ��� �	��� ���
�� ��� ������� &�� &@�
*� (�&����LI�4�+	*����)�P #����D �����
�!��(+G��O ��6	�I���	�� $���>� ���� �������.N� ��������� Oct-4���

� �.N� &����)�P #����������#������)��!�!%�������.������	��6	��$
�&(����� ������\\zZ� ���&������
��E����������	����!�?�G����H��$

����J�Q���)�d ���
���mM�i��(mM�iq�.�+�
�+ ��G�E������
�����	��,���!����	���E��������/
�������	���������&��XXX������
��
�!����	���&(��������\\zZ�
�������"	������	���2Y3�J>@
����! ��$

.�(+?��&���0��.�+�
�+ ��G��E����������	���.��!̂ ��� H�?�������	�
&��
� ��?�M��+G�� ���"	������	����� $��>�_ @�#����!0
�������������

.�+�
������	����J�Q� ������)�d ���
��,������"	�����$����(�` �
F �6�(�6�
��	(��6����P �7
� +�	��� � �� �����������5C �>���

�������69����"�@I(�	���,�R����(���T�G��,����I����
��!���� $�(�
�����:�	��G������ ����5��H� ��������P ��7��������e�� 
��������

:�	��G���)��
� �(�
������� (� �!����:�	��G� �R����)�����
��6�� �!̂�� �	��2� 56�i� 3����� &��:�	��G����)���� �(�
����	���

5 ��H�P ��7����
����(�� 
�!����,���� 
�� 	�" � 
�2�56���Ci� 3�+�	
���)�������
� ��� ��������.����56�� ����2�Ai� 3�J>@
��� �� $���
��C �?������W a�` ��� ��������8(&�"����� (�Gap Junction����
�
�.����,�)�7
����� �256���Bi�$3�
�.��������256�A�Z�35�67���

���G���	�#��_ ��b��������>�	������ ������������	��	�����
�������
' �
��	��I��,���#�������J>@
� ����' ��� 
�� �����G��(�

�"�������	�"���8��0
��� � ����G���������� ���H� ��������E������
�����	��.�G� ��G�
���
��!����$�

Name Sequence Size Annealing 
Sur1 
 

5'CACATCCACCACAGCACATGG3' 
5'GTCTTGAAGAAGATGTATCTCCTCA3' 

420 bp 62º 

Insulin(a) 5'AGCCTTTGTGAACCAACACC3' 
5'GCTGGTAGAGGGAGCAGATG3' 

245 bp 62º 

Glut1 5'CCACGAGCATCTTCGAGAA3' 
5'GCACATGCCCACAATGAAA3' 

374 bp 55º 

Glut2 05'GGTTTGTAACTTATGCCTAAG3' 
5'GCCTAGTTATGCATTGCAG3' 

213 bp 60º 

Somatostatin 5'CTCCGTCAGTTTCTGCAGAAG3' 
5'GGATGTGAAAGTCTTCCAGAAG3' 

312 bp 60º 

Pax4 5'GTGGGCAGTATCCTGATTCAGT3' 
5'TGTCACTCAGACACCTTTCTGG3' 

312 bp 60º 

Isl1 5'GATTTCCCTATGTGTTGGTTGC3' 
5'CTTCCACTGGGTTAGCCTGTAA3' 

827 bp 60º 

Nkx6.1 5'GTTCCTCCTCCTCCTCTTCCTC3' 
5'AAGATCTGCTGTCCGGAAAAAG3' 

381 bp 60º 

PC1/3 5'TGGCTGAAAGAGAACGGGATACATCT3' 
5'ACTTCTTTGGTGATTGCTTTGGCGGTG3' 

457 bp 60º 

PC2 5'GCATCAAGCACAGACCTACACTCG3' 
5'GAGACACAACCACCCTTCATCCTTC3' 

309 bp 60º 

Kir6.2 5'CGCTGGTGGACCTCAAGTGGC3' 
5'CCTCGGGGCTGGTGGTCTTGCG3' 

497 bp 62º 

Glucokinase 5'AAGAAGGTGATGAGACGGATGC3' 
5'CATCTGGTGTTTGGTCTTCACG3' 

230 bp 60º 

IAPP 5'GAGAGAGCCACTGAATTACTTGCC3' 
5'CCTGACCTTATCGTGATCTGCCTGC3' 

471 bp 60º 

Insulin(b) 5'GCCTTTGTGAACCAACACCTG3' 
5'GCAGTAGTTCTCCAGCTGGTA3' 

258 bp 61º 
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0 �����#1��
����2 �%��3�34 ��5 �6��������2 ��7�	8��0 �7�6����7�����

��
������� ���� �����������	�����������	
 ����������� ���������� ������������������� ����!" ���� �#��!�$%� ��& �� ��'()* 

�i\

�
�
�
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�

V ����'�D2 ��7�	8����#1�2 ���3������6���� Royan H1 ���2 ��7�	8��0 �7�6����7�����W� ���U ���C � ���	;9���3& ��2 ���  �� �������9�F�X����S ���#���
�8���#����0 �����

N ��Y���7�	8��:��9:��2 ��7�	8��V ��; ����� �����5 ������? Z ����2 �%�2 ��7�	8��0 �7�6���� (A)2 ��7�	8�5 �F�:�	F�� (B)� 2 ��7�	8�0 �8�
8�1���8�� (C)� 2 ��7�	8���	�����
���

�8�9����� (D)����3���X�
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�

�

�9
:�0 �6;�����%�!��� ��������? =���#+ ��!2 9,=4 �����@8�!�2 �#+ �A��� 

��
������� ���� �����������	�����������	
 ����������� ���������� ������������������� ����!" ���� �#��!�$%� ��& �� ��'()* 

�i]
 

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�

V ����>: �RT-PCR2 ��7�	8���
O������#1�� ��	=���:��9:��2 ��7�	8��V ��; ���

��� ����5 �����2 ���G��[ �KKKKKK� ���  
(Insulin, Glucagon, Glut 2, PC1/3, PC2, Somatostain, Pax4, Isl1, 

NKx6.1, Glut 1, Glucokinase, IAPP, �-cardiactin, Kir 6.2, Sur 1)�
\ Z���3�9:������8�9����������(dhES)  �� !�7�;���:�2 ��7�	8��2 ���3�������#1�

�
O������� �����5 �����0 ����5 G����3
6������G�� Oct-4 �:�] ����S���2 �%���G��2 ��7�	8���

2 ���3��N 8���5 ����������33:�X����6����
O�������#1�2 ��7�	8(uhES)����5 ������� ����

�5 GGlut 1, �-actin�3��������X�5 G�S�����,
8��-actin�U ��^���� ��

� \ 3:�����
���2 �9��" 9
3:PCRN 8��� XGlut 10 �_1�9���
8��S��������2 �%

8���:�	F���3%��" �B
��5 �̀5 ������� ������7�	8��#%��:�N��3������X�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

V ����(�D2 ��7�	8�����S ��� ����T �91��0 �7�6����N a	b� ���%K2 ��	
Z��Kc���:�	F�

mM*!d�e�*d�:��3
O9F� �9���f �%��g A
�����3=���2  ���0 ����2 ��
a	b��c	
Z�������������X

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

V ����.�D2 ��7�	8��
O������#1��0 �7�6����7�������6��������C ����h � �1��0 ��������9F��$
6�8�i 8�1���7�	8���3#����C ��������� �X2 ��F � �j ;����� ��g �9W�� ���0 �����

2 ��7�	8�h � �1�������0 �#%���k���l 7�m���N 8��(A) �2 ��7�	8�N #6����� �� ������������S �� �������#����%�#���
�6�0 ����3
O9F� �9������ ������7�	8��T �91���

0 �7�6��� (C) 5 �F�:�	F��� (E) ������XS���=�����#��6�%�#���
���
6%�������7�	8� DAPI n � �2 ���`�������(D,B)X�
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�

�

0 �����#1��
����2 �%��3�34 ��5 �6��������2 ��7�	8��0 �7�6����7�����

��
������� ���� �����������	�����������	
 ����������� ���������� ������������������� ����!" ���� �#��!�$%� ��& �� ��'()* 

�iZ
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

V ����*�D2 ��7�	8�0 �7�6����7�����S� � ��>'o/p�A�q��'L���������S���=��S� ��C ����p�B�qU �3�1�����TEM����S ��� �����3
O9F �9���X��9���? 1� ���N 8����� �̀��

���5 ��1�2  �3:� �
��� ! �
�8��F���p�mq��r�� !��#8A�������p�rERq��S�#8�� !��, (D)p(G)gap junction" ���9F� !�p�gq���
8�� !�2 H	F��p�Gq�
6%� !�p�N� q�� 
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