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������������������ �� �����
�!�� ��( 
�)�*#$�'���!
"�#$%�� &��!�+,-.��

��������

(Primary culture) ��	 ������!���$�6 
4��� 0�!�2!�3&��' ����@IC��

�' 9$��������"�����/�����!���$��(���	 �������:(�������	(�/�������(���#���

��
��	���6 
4������ ;�/��	�#����:;����������!�� �����\�&��(����:(���������(=��

g �+���%����������$�������� Y��/�������(
;���h (A;�����!�(7&���' 9($������

���
����6 ����\��� ��+����%����d����:(;�������(R!���(f!���%�������("������
(����

@Cell lines�C����������+��!���$�2!�3&���	 ���������/����' (������($���

��!�������������%�������"�����
���������+��@����(+��H9c2�(���6 (
4��������(#���

����@KC6 (((
4�\���(((	&���i��(((����RCVC)�C@FC\�6 (((
4�-�>�(((+�5�@JC�\

��	((((����j +��((((&���((((+����((((�����(((("����&�����(((($������@NC�/�

�	 ������!���$���j +��&���+�������%�+�(���(�k7&���@DC��%��A (������(!��>�%���

' ((������((!���((���%������(("����
((�����������&)79((�����((7
3]����\�

����c �������!�/��� �����0�����7������� �"���L /��������(����������(!�#���

��%��A ������\2+�����!���$������������ ��!����"����#��@�ES�C8=U����%�(����

' �������	��
���ES��%��&����������
(������(
���������(#������("���L �(��������

�
;�����) �' ���� ���' �������������(!*@P\HC����(!�������` (;�����	��
(��

���	��
(����(!dl&���%�($��@����	 (�) �/�<�0����(#���L �(����C/ ���� $�(0

' ((�+�3��%�(($���!�((�3$����@�LIF�C�((�����((B ����4�((��2!�((3 ��+���

������(+��@mC�����	��
(���ES�����^ !��(�����in-vivo��j (5����V�(= +��������(����

' ���� �) ��������9(Y���(&��+���4��������������+���(�������(0�@InC�����^ !��(����

�"�f9!���*�@�in-vitro�C����2�+�������+��&�����(�������,��������(+��\��(���

��= 9�������� $���������/2��\�������/�+*�/������+���(���������(�������(,���

�$���o�"������ 
7���\���(o�"������p �(B����	��
(��\���<e (]�����	��
(��\��

V��
>����\�	��
���\V��
&/�+�����	��
�����+�������/���	��
����5����V��
&������

���$���R!�@IIC�����	��
�ES�%/)]����(�����\2!�(3&����(4�-��(�������

����<�$�&j 7!�&���-/�������
����-�) ($���S+�����(��q�\��-�/�(�+�\��/�

�� 7+/�<�0��������&�2�+�������$@IF\IKC�� �

��((�/���((
;�������((������� ((�����((�����	��
((�����(( 0�!�2!�((3&��:((k����

���!���$�:�79((&��	 �((�����((�3R&�����
((����((�������(( ��!���(("��

�((�#�' ((������((���((!�����((�3R&�����
((���?��((#����<((����((�#���

@Embryoid bodies�C�((���((!����((!��\�((!�>��((]�3R������
((����

-�����"�������f+�9+����!q���%�!�������#����-�����������(����������(0�,����/��($��

��= 9�������!q��%�!������#�����������+���@IJC�� �

���2�+��	 ������!���$��������,��?��#�����������<�����#������� �

������#/�����!*@IP(INC���������������2!�3&������r����������	 �(�����!���$

�((������(( ��!���(("��((�#���' ((	#�2!�((3&�\��%��A ((����((���((	+*����������

��"�� $�0�����!��3��������\��������Q"��!�/���� 9$�������!�������	��
(����2(�+

-�7����������@ImC���!����%/)]��	��
������7+*������s<����:��4����S;) ������������

������?�R+�����Q"��0��+��5�����������������\�$�' ������"�!*�0�����/����

�!�7&�-��/�����#�����!�2�+�������"���� �

��(((!��\�d(((���(((��������(((�����(((�������(((S�����!�(((7&��� ��(((���0���

������!���$��	 ��8 9���������������( ��!�����("����(�#����L �(��������(!�=��/���

�	+*��!�7&������	 ������!���$�����<,�� (in-vivo) ��(�����?�(R+����

��. 

�&!5��; !��

���;������������������+�����t�������(��������/�%����������$

' 0�>�?�R+���"��+�3+��A�B�&�� �

S �8�3 ������
��7 
%��' ': ��  

��!������������������������!� ������"����#���L �����u-�!/��B1�u

8 9��L ���������M+� C57BL/6 �%��A (������(��@KnC�����	��
(����v�(0��

�/�����	 �) �/�<�0������(#����L �(����NOIK�%�/���������M(+�NMRI�����(3�&�

�%�(�������(!��� !����(���C�����(Sigma 0503) ��' 9($��%������+�(����

' 9$�^ �U��%��A ����������/�;��:!w�������������x� �

Knockout Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DEME) (Gibco, 10029-0.18)�

15% Fetal Calf Serum (FCS) (Gibco, 161141-079) 

0.1mM �-Mercaptoethanol (Sigma, M7522) 

2mM Glutamin (Gibco, 25030-149) 

0.1mM Nonessential Amino asids (Gibco, 11140-

035) 

1000iu/ml Leukemia Inhibitory Factor (LIF) 

 (Chemicon, ESGRO)�

S �8����
"4�
�� &� ����!
8���

%�U+������)<4��	 ������!���$�2!�3&�-����%�����' (�����@KIC�\

������B)����,���������&�Pnn������� ��!����#������%�(�4��"�����l)���Kn�C���

' 9$�^ �U��-/�����LIF��(�������(B ���-�2(!/*��@�Hanging drop�C

�y ������� 5���T !�������������K' 9$��/���%������������(!����:(3]���(����
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>��C�
��#��
�5 ��B 
=��#���
?!�� @!�#��!
���3  )? �5�8� 

�����
��������������	
��������������������������� �� �����
�!�� ��( 
�)�*#$�'���!
"�#$%�� &��!�+,-.��

������

:�79&���S���?��(#�����<(�����(�#��@�Embryoid bodies�C�?�(R+���

�����(�����V�(<+���-*����?��(#������<(������(�#����:�79(&�����%�(�������(�����' 9($���

-���+�z����������T !�����!�!� $������V�(= +������( 0�!������(��/������(����N�/�����(���

���B��-���+�z�����������' 9($�^ �U�������(�����( ��!�����("���-/�(����LIF�

' 9$��%�������+������' 9$�^ �U���������-�(�������/�(7!��	��
(�����{ !�(�&���

�!��>������/����H|KGN�' 9$����?��#��\���<������#��������' �
5���KJ��+�����

��&q��%����  (Sigma G-2500)(0.1w/v)��:(= ��������/��+�(�

���/�(;�^ �(U�� (Gibco, 12800-017) DMEM���(5����
�(����(�

���(((!��� 5� ��� (Gibco 15140-148) (0.1mM) �\

:+�&�� 5�$��� �� (0.1mM)�(Sigma, M-7522) ���"��������*���

��r���/���(Gibco, 11140-035) (0.1mM)�\�FCS 15%�

(Gibco, 11140-035)��/��(((��7���Q!�(((��� (3.7g)�  

(Sigma,S-5761)�((����((���KI' 9(($��/���%������+�((���@KIGHC��

�;��+����/�(;������	 �(�����!���$���������("�/��������+���(� ���D��\FGH�\

HGH�\IJGH�/�KIGH�} �7((�/�7����((�����((!����' ((��� $���((0� 

(Olympus, CKX43) %�"�9���+�����#�/�. � �

�" ��� &���"�����

���"�/�����FGH�\�HGH���/�IJGH���;��+�������+���� �In�((N�

Q�#���<������#��������L /����7�+�7����' (U&����} �7(�/�7�������(!����

' ��� $���0���#��%���j 5�/���V�(
U������9 ����������A�(0����0�(�� 

(PBS) ����((]����Mg2+����/Ca2+ ����((z!�&��+�((��.�j z((���

��	��
�����#��%�������' 9($����(R������(��/�%��~(!�����(�������/��/���(&�

�������3��� ���+�3!����[+�����2��*���+������������,����$���������	��
(��

������/���� �� PBS �V�(
U���������/��+����9 ����V�+�( ����x� (���-��

@F������I�C���Knt��������>�� +����#�����!�/�����!�����0���5J�����(������

v�&���' �<k&����+�����j 5�����9 ������������R��@���������/�PBS�C���	��
(�

�?�������In���%�+���5�2�������+��@Fn��=�4����Cj z���� +*�����(A�*t���(� $���

(Sigma A7811)��' (S
r��(����@�IxPnnC���(�����(����Dn��(=�4�������/�

������FH��#������ +�����������>���]�3R������"������
(������0�(��������/�\�(��

������	��
�����R������������PBS%����9 ����@����(���"In��(=�4����C�(��/��

�V�<+��-*�� +*������(����(!�+�������(�����+�9(+��FITC�(Sigma F9006)�

�0����������@IxInn�C����/��������Dn��=�4��������������FH��#�������(��7+���

��+����-�!�5��������	��
�����������PBS} �7�/�7������/��9 ������ �

j ���
0����!����������� 0�>����4��� �

X ��&5� ����5��C����!�VJ��  

��	 �((�����!���$��(( 0�!�2!�((3&����((	<
4�2((�+�/���((�#���/�

������(+��V�(��+�����((�������&�
>�^ (��&�NOK��((0��0�(������(B�����A���

IOn����q������(����KJ�' ]�(������(������/�� J�������(>�� +�(���(#���

' �<k&����/����+�����j 5�-*�����-�3"������0��� ���������Fn��(=�4�����(��/���

{ !��&������%�����9 ������+�����' �<k&���!�+��������?��3(����(�������!��($�� &�

I������A�0��0�������IOn������/��q�����������K��' ]�(�����?�(R+��������(��/��(���

V�<+���-*��������A�0��0�������9 ������������R����������Fn��=�4��������/�������(��

{ !��&��?�R+���������:;��������f�*����-� ��������������	 S
r�������(B ���

Nn�\Hn�\Pn�\mn�/�Inn�B��� (II,I) ~!��"��������(����Kn��(=�4����

?�R+�����. 

���!�������f 9r*��t�-� ��������	 <�+������I������F������������!�~��6 �����\I�

����I������������P(D�' ]�����/�F�����I���(��2�+����(����~(!���6 (������( !�	+�/��

�!���X ��������� �����In(P' ]����?�R+��������j 5�-*�������(+�3+�����("

�!�������X ��(�����6 (��4����(�>��%�(������(������/�� Dn���� +�(���(#���

���> ���������KJ' ]��������	f+���!����&��+����%2!�3�
5���%�(�����/
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