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

'������ .�� .� ���/ �� 0� 1�,� ���2�� �)�� ��� 3���� .��% �5-���� ������ ���� 3��� ��� �� ! �� 

������	 ��6#� �7�8 �2� � ��% ��% ������ ��/��! � 1��	 �9! ��6� �� ��� �6��- � ���#: �� ���#6� 

;,�� �� �� � �" #$ �"�<�2��=�� .�� �>$ �-��: ���� ���� .?�62�@� �� A() ��9� ��� 3��� �! BC�  D� �

3�	 ����� ��% �� ! ��#�� E���  ���#% 3�F ��% ,��� H"�-�� 0� I��J �2� � �6�(K )ECM (�� �� 

N��J ����J�� ���! �� ���>� ?��O�- � ������� ��� ?���� � =��#- D� � ��% ������ ����� ����� )hESC( 

��%� �� �P��� �� .��� ���� �9�� 3��Q��� �� ��% ������ �� ! �6�(K 3�	 �2� ��R ��� ������ ���� 

���� ! hESC ���-� � ! ��K �� ��� �� BC�  ��%ECM �� ! � ?���� �2� � � S�-��� �� ����+� �� T�� 

��% =��#- .��6- 3�	 ��� hESC �9! 3��� ���	 .U���� qPCR � ��=V- � '� ,- ��% �#�	����%���#�� ,

 W�X�-�(Y� Z��9���% ���� ��� !  ����� ,��� ��9� ���! hESC ���� .�!���� �� 0�,- ���!�� �	� �� 

������ ��% 3�	 �2� ��R �9! 3��� �	���  �!B+� ECM �� �� �%� ��� =��#- ������� " ��9� �� �� 

�%� .hESC =�� �� ��%���!�� �	� �	 =��#�� � �� ��� �	�! 7�Z�% ECM ��� ! ��  0������� � � ����!�� 

���� �"�<�2��� �� O� ��� [� � �9�� �	 ����+� .Z��9���% ���� ��� ! �� U���- �� D�K ���� ��� % ��� 

������ �% W�X�- �(Y�  � ���	��9� 3���  �! �	hESC ,�< ��% ��>�� ��� ��� !� D���- �D�#�=F�� �D�� -���� 

� ��% ��6#�  ��V�&#� ���/ ��! �� ���� �� ..�� ����� �% ��9� �� %��� �! ������ ��% �6�(K ,���� 

Z��9���% ���� ��� !  ���� N�;J �� ����+� �� �9! ����� ��� ��%� �� �+-�� .U���� .�� ?�62�@� ��9� 3��%�



�� ��) ��% 0� ������ � � ����!�� ���� ��� 0#! �� \�6- 0� '"-�� ��� =��#- �� �� ! �� hESC� � 

��9�� 3�$� ������ ���� �� ����$ 0� &(�� �� ���� ��" #$ �� ! ���.  

  

!��%�  

����� �� T��F D�: ������ ,���� BC����� * J ���� � 7���� �� N��J �����! � ������ '������ ]�(�+- ��� 

% ���� �� ��� ����� ��� .�5-���� ��% ������ ��2�� �� N�J ��K ��� ��%���J�� �2�2 ����� �� ��% ^� 

���J ]1� 2[� ���Y� ������ ]3 [� 3V�: ]4[� � ��� *��� 3��� ��� ]5 .[���� ���2�� ��� f��6- ���� ��% 

��" #$ ��� D�: �� ���� ��X��� ����#�� ����� ,�>$ ������ ��� � �� 35�� ��� ����#�� �� D�: ��X��� ��� 

������ �� ! g��� �-��: ���� 0� ������� �� ! < 80٪ ����#�� 7�#- ��  �� ����D�:  �� '�"9- �� ��X���

) ��%�http://optn.transplant.hrsa.gov'��) .( !j ��� �! �� ! �! .��9�� �k�+- �� ,���� �� ���- �� 

���#6� �3��l�� 0� \�K �� ��% S�-��� �D� � &���- ����F��m � ���+� 0� ��6#� D� � ��% ������  /B�� 

��� 3�	 ��V�� �� �8��F�=� �! �� �/ �� ! �� �� ���- �"� ,��#� ������� �� B2�m =�Z��� .�- ���� �,- ��% 

��� ������ .��% �5-���� ������ ���� 3��� ��� �� ! ������	 �� ��6#� ��% �2� � �7�8 ��% ������ 

o���� ��� �P��� �� ���(��9� N��J ����J�� � ������� ���>� � ������ � .��l#% ?�(�!- 1�,� /�	� '��$  /

�9! ��� pQ: �	� � �" #$ �"�<�2��=�� ���� ������ 3�	 ���� ����.  

0� T�� ������� 3���! ��� ������ ���� ��� ! '��	 3��Q��� �� ������ �6�(K ��% ��2�- 3�	 1��- 

���#� �2� ��R ��% �� ! ��%� ��	 �� 3���! .���/� ���#� �2� ��R  ]8�#6� ������ 0� �� �"�<�2��� ��6� 

)��6� �� (�� D�"2�� ��% H"�-�� I��J �2� � ����� )ECM (�� ��"� ��% ����% o���� � ��%�V� �)�$ 

W2�� ��2�- �� ��! .�� ���� ?�62�@� ?�(O� 7��Q� ��2�� ]6[� ��% ������ �� ! 3�	 �2� ��R �� �% T�� 

]07/11[� ���������� �R ������ ]12-13[� �% t�J ]14-18 [� �� ! ��� ��% ����� �� �! ��� 3�	 ��2�- *+,- 

��%���6� ��� ����� ]8� 19-21[ ��� 3��� *�����,?�62�@� .��l#% . ��>: Z�� '���$ 0�<�2��� ]22 [�� � #� 



'���$ ��	� .�!���� ]10-11� 20[� � ��%���v� ���� D�6� �! ��� 3��� ��9� �� �����- �� �� &Q� �	� � [� � 

��" #$ D� � ��% ���� ���J�� ��	�� .�� ���� 3�$� .�� ,�"��� ������ �� B2�m �� �% � #� .��6- 0� &(�� 

o���� �� D� � �% ��� 3����� ���#� �2� �� ����� ���� W���� ��% �9! ���� ��� ���J��� ������ ���� 

�� D�: ��6��- ���#� .	�� B+� � ���� @� ECM ���� �� ����% �	��� �D� � � \�6- �@+� 0� ������ 

[� � o���� '() �� ����� �� ��� 'J�� ��� ]23[ �)�� �� .����  ,E����� 3��%� ��% �� ! ��(#! �� ���- ��

	 W�X�- ���� .�� ��� �! �6�(K ������ ���� �� ���� ������ ��% �5-���� �� ���2�� D�+��� �����- �� ��� 3�

.����#� '���-  

?�62�@� ��  ]A() ��9� ��� �! ��% BC� E���  ��#�� �� !3�	 �2� ��R �#% �� 3�F ��% ��� ).��� �- 

.��(0� , ECM �6�(K �� �� N��J ����J�� ���! ��� ���#: �� ?���� ��2� � �� �9!��� �� ! �� 3��	 �� 

������ ��  .����! �� W%�� ]12� 13[� � ���� @� .�� ,�% ������ ?��Ow- ���>� � ������� � ?���� � =��#- 

D� � ��% ������ ����� ����� )hESC] (22[ ��%� �� �P��� .��� ���� �9�� �� 3��Q��� �� ������ ��% 

3�	 �2� ��R ��� ! ��� ?�62�@�  �� �	�1��	 ��%�Z9����� ����#�� � �� ����$ ������ .�=Z��� ����� 

�5-���� ���% ��� ��(�� 3����� ���#� �2� � ���� �	��. ������- ��% ������ 3�	 �2� ��R �� ! ��� �O�- 

�� ?���� �2� � � S�-��� �� hESC =��#- ������ �� 3�	 ��	�! BC� ��% �� ! �� '��+� �� ! '! �% ���� 

�62�@� ��) ��F .��� ?�62�@� � ��� 3����� ���#� �2� � �� ! '! ,�% '��,- D� � �� �% *�K ���	 ��� ! � 

�� o2�: ������� ���	 .3�A$ � �.�� ������� ��� B+� ������ �� ����% =��#- ��� ! hESC� �% D� � ���  BC�

��% �� ! 3�	 �2� ��R ��	�! ���	 � �� S�-��� �2� � D� � �� ��% �� ��� 3��/ �� 7�Z�% 3��Q��� ��  0�

������ �2/ � � ����!�� �"�<�2��=�� �� O� ����+� .���	  

  

&� & ������'  

� �� �&( )��  



�� ����� �=C� 0� .�9� 3���V�F �62�@� .�� �� �����: x�% ��% BC� ��#�� E��� �� ! A() �� ��� 3��/ � 

�� �% �� ! '! ��� .�� ?�62�@� ���� 3��Q��� ��) ��F . ���� t���- ����� *�K �� �% ���#�

)www.cnprc.ucdavis.edu/our-services( �� ��� ) ����/N=12 .(�62�@� .�� �� 3�	 3���V�F  

  

������ *�� "���(  

�% �� ! '! � �� �9C� �� �% �� ! �� 3��Q��� �� '"-�� ��% �� 3�	 �2� ��R �	 .�� ! '! �% ���  �2� ��R

���#� �� y	 �� �<���� ���	 :(1) 100 USP/ml Heparin (Sagent Pharmaceuticals, 

Schaumburg, IL) �� 3�	��� 0#� ?�Q�� )PBS; Life Technologies, Grand Island, NY (�� 1 � �� 

��2  /�+�)� �� ?�� 15 �+�)�) .2 (1٪ '����� ?�Q2�� W��� )SDS, Life Technologies (�� {/ @+� 5 �- 

20 � �� ��2  /�$�� )� E��� 3����� ��� ! �� ����$ �D�Y� ~ 5-10 7F �� ! �� |� ���� 5 � �� ��2  /�$�� 

��� 3-4 ��� �� WV: �<���� '! ~ 350 -500 � �� ��2 (�- ����� �! ���� }�Q	 ��� � DA: ���#� �2� ��R 

�� C- �� ,��F�� �� ~��  � g���)3 (1X ���/ 0�-��� -�k ���) )Life Technologies (��  ��9��	PBS �� 1 �- 

20 � �� ��2  /�$�� ��� 72-96 �$�� .�k$ &K�+� �� ! =�� �� PBS �� ��� ��/ )���Ck 2 -3 � �� �� (� 

�� ��K ���	 �9��	 ;�C� � �� 1٪ SDS ��� 5 -8 ��� �� ���� 4 ���� � �� ��� 0� ��"- 3��%� ������ 

��� 48 -72 �$�� �� ���� 
�-� �- ���	 }�Q	 3�	 �2� ��R .DA: SDS ������ ���- �! �- �! ����� 

���#� �2� ��R '�#"- �	 .��� ���#� �2� ��R �� 4 ,���� &K�+� � DA: ��% SDS '() �� ���=Z��� SDS 

�� ���� 
�-� 3���/ ���	. &K�+� �� ! �� ���� 
�-� �� ��-�-�� y	 �� �� ���	 ���	) :1 (1X ���/ 0�-���-�k 

���) �� PBS �� ?�� 24 �$�� )��"- 3 ���) .(2 (D���-� 70٪ �� ?�� 24 g�$�� � )3 (1X ���/ 0�-��� -�k 

���) �� PBS �� ?�� 24 �$�� .% �� BC� 3�	 �2� ��R � �% �� ! '! �� ���� 4 ���� �� PBS �� 1X DA: 

���/ 0�-��� -�k ���) �- 3����� ���#� �2� � �����Z� ���	 .'() �� �3��Q��� 8 � �� �� @) ������ x��� 

)Fisher Scientific (��� BC� ��% 3�	 �2� ��R �� ! ��� ����#K� �� ���F��� �� ��6�� ������ 3��Q��� 



�	 .0��� ��% � � ) ����!��PSS; GroCell-��6� ��TM, Molecular Matrix, Inc., Davis, CA �� (8 

 � ��6	 �� � ��2-3  ����+� ��� O� �� ��6� �� ����!�� � � ������ H�-�� 0� ����$ �� ���Ck �� � ��

.���	 3��Q���  

  

�+ ,���  

7�#- ?�62�@� hESC 1��- UC Davis Stem Cell Research Oversight Committee ����- ���	 . }6�

�% 1�,� � �% �� Life Technologies � '#"� ��% ���!�� �	� �� R&D Systems �����J ���	 Z� �"�/ 

!j ?��;����R ��  ��� 3�	 .1J hESC D����  3�	 ����-WA09 (H9, WiCell Research Institute) 

��� ��% ��A��(�� �,- T�� ����� B��- �� ���- �� '"-�� ��% ��V�� 3�	  ��Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) �� 3�	 '�#"- 20٪ Knockout Serum Replacer (Life Technologies) � 

2 MML -.���-� F � 0,1 � �� �� ��%���� �����/ 0,1 � �� �� β -�'��-�����!� � 4 �� ng / ml ���!�� �	� 

��A��(�� 2 )FGF2) [24[ .�	 pQ:  

  

"���&� ����� �����  

�� ! � ! ��% 3�	 �2� ��R �� hESC �� 0� ���!����� �	��Q� W����- 3�	 ���� �:�K 3�	 ��� ���� 

.�J�� 1�,� �5��!� �� 0� |� ���� ���O �� *�K ���	 ��� ! �  /�� o2�: �%� ��6#� 3����� �	�� .

������ 1��- �<���� �� 1�,� �	� D�� -���� �� '#"� �% )EGM2, Lonza, Allendale, NJ (�� ?�� ')��: 

24 �$�� '() �� �	�! D� � ����- �	 .hESC �	�! ��� �� 3��Q��� �� ���<A! ��� }�: �% ���2�! �� 0- ��8 

����- 3���! -D� � 3���/ �	. H� �� <�Q����� ��� ��! }�: ����<A! hESC �� *� 6- 0� 0--�2� � �� }6� 

0�"Q- D� � StemPro Accutase )Life Technologies (��� 2 -3 �+�)� �	 0�"Q- .���Z�% �! D� � 

��% 0- 3�%�9� ����	 ����� 0�"Q- �� 1�,� .�� ���#� ���k� �Y�J �	 .�� H� ���! <�Q����� D� � )

 (�� 1 � �� ��2 ����	 * 6� 3����� 1�,� �� 0� ~�� ����	 ����F��� � 0� �� ������ �� *�K 



0� ?��� �����  ���!�����3 -�%�� �� |�  ����0,1 � �� ��2  /�+�)� *��=- ���	 .H� �� ��	�! �<���� 

���J�� �� ?�� 2 �$�� ��� D�;-� ��2� � \)��� �	. �9! ���!�� )37 ���� ����� ���F 5٪ CO2 (� 

�<���� ���J�� )|� ���� 0,1 � �� ��2  /�+�)� (H� �� �/ �- 7 ��� ��� ������� &���- D� � pQ: �	 .��� 

?�62�@� �� ���� 3����� ���#� �2� � �� *�K �o2�: �2�2 ���� ��� D�;-� o2�: 2���!� �� 0� ?��� &)�� �� 

I��J �� ���!��  �	 3��Q���� �� *�K �/ D� � ��K �� �% ���� *��=- ���	.  

BC� �� ! ��% �	�! ��� 1��- �K�R �� ��	 �� EGM2 �� ?�� 24 �$�� H� �� .��F ��) �� 0� �,Q� 

12 ���	 ����- � �� ����/ �� 0� {��� '���� t��-�� �(�� ��� }�: ���k� 1�,� ���	 �,�. ��@��#% �! �� 

8�� �� 0� W���� *� 6- 0--�2� � ,��� 3�	 \���- hESC 3���/ �	 � �� 10 ��2�"�� �� 1�,�  * 6� 3�����

�	 � �� ����/ � ��� �@� BC�-�	 �v�� ������ . ��% ������3�	 ��	�! �� ?�� 2 �$�� �� ��-���"�� 

3����F��� ���	 �- D�;-� � ��	 ��� ��2� � H� �� �/ 1�,� ���k� �� �(2 ��% �% 3�m �- �	 ���k� ����#K� 

'��: ��	 �! �@� ������ �� 1��� ��%-1�,� pQ: 3�	 ��� .1�,� �9! % 3 ��� ���- �! � &K�+� �� ! 

�- 3 ��Q% �9! 3��� ���	. 

  

�-�� ���� �����  

 ���� =��#-hESC �� �#� ����� ��� ! �,- �� W�<� '#"� ���!�� �	� ����+� ��	  '"-�� 1��- �!A ]25 [� 

�� '"-�� B  �C9�  '"	) ��� 3�	S1] (26 .[D� � ��% ���-� �� ����$ 7���� �(	 ����� �� 1�,� ���� 

'"9�� �� DMEM �� 7� .��� ���F )10٪(� ��� .� �� )0,1 �!  /� �� ��2(� .����������� )0,1 � �� 7F  /

� �� ��2 (� L .���-� F )2 � �� �� (�� ?�,Q� D�;-� 
�� 3��62� W! ��� 24 �$�� '() ���#� ���k� �� '���$ 

�	� '#"� ���	 =��#�� .�,- '"-�� A� �9! �% �� 30 � �� ��2/ .��-�� 7F���� 0���<����� ���C��� 

)BMP4 (� 10 7F����  /� �� ��2 Activin A �� ?�� 2 ��� '�#"- �	g H� �� �/ 200 7F����  /� �� ��2 � 

FGF9 1 7F�"��  /� �� ��2 .���v% �� ?�� 5 g��� H� ��  �/�� ?�� 5 ���, 200 7F���� '��$  /� �� ��2 

�	� ��A��(�� 9 )FGF9(� 1 7F�"��  /� �� ��2 �.���v% 50 7F����  /� �� ��2 BMP7� � 1   ���"��



���� 0����-� )EMD Millipore( ���	 '�#"- .�,- '"-�� B� �9! �% �� 30 ng/ml BMP4   � 50 

ng/ml FGF2 �� ?�� 2 ��� '�#"- �	 .H� �� �/ 10 7F����  /� �� ��2 Activin A� 100 7F����  /� �� ��2 

BMP7� � 1  ���� ���"�� 0����-� ��� 3 ��� ���	 '�#"- .�� '�#"- .�� '"-�� =��#- ���!�� ��	� D� � �% 

�� BC� ��% �� ! � �� PSS ����� ���	 �! �� 8�� ��k�- ��� �	� 3��� � �� 1�,� ���� �� 1��� ��% -1���� 

�9! ���	 .1�,� % 48 �$�� ��� ?�� ���� 3��� �9! )20 ��� ]A! (���- ����.  

  

������ .
�/�  

��% ������ 3�	 �2� ��R � ���J�� ��% D� �  /������ �� .�2��� 10 ���� ��� 3 -6 �$�� ���	 ���O � �� 

.������ ������ ���	 .�<�2����� � ���� �% D� � �� ��% ������ 3�	 �2� ��R �� &K�+� 5 ����"�� 1��- 

.� ��!�-�#% � ~�� �=��/ .���P� )H & E (������� �	 .���J�� ��% Recellularized &��� ��K �� �� ���Ck 

5 ��"�� �� �$�#V� �� &K�+� �� 10 ���"�� ��� ��=V- � '� ,- �2�"2�� �� '���� 10-BC� T� 3��� 

���	 .% BC� 101��- 7� H & E ��� ������� ',� D� � �  �<�2��������J��� �� �#�	����%���#�� � ��=V- � 

'� ,- �2�"2�� �� BC� ���V� 7�V�� ��9R/ .���	 

 

��
'�-�
+������ 

��=V- � '� ,- ��%Z��9� �#�	����%���#�� �� ���- �� '"-�� ��% .��6- 3�	 ��%Z��9� ��� ��2��� F  �2�2

��� � ��	� ��� ! ]27� 28 [7�V�� �	 .���/ ��% ���� ��2�� ���� 3��Q��� �� �62�@� �� D��� 1 .��9� 3���  3�	

,��AJ ��K �� .��� &K�+� deparaffinized ���	 � ���/ �% �< �� �6� ������� ��� ���+2�- �� �-��: ��� 

?���� [�� )Life Technologies( ����F ��) . &K�+� Hv��� ?�� 1 �$�� �� 0� DA: ���: 2٪ 7� �� 

���=�� ���/ ���� �����O ����� �	�� .���/ ���� ��% ��2�� D�#$� ���	 � 0� (	� �� 4 ���� ����� ��F 

�����Z� ���	 .��%�9��	 �� H� �@��� �� PBS� &K�+� �� ?�� 1 �$�� �� �"���- �� ���/ ����  ��%�����O 

o���� )Alexa Fluor 488 or 594, Life Technologies (���"�� ���	 .���% �% �� ����! ProLong Gold 



  �� DAPI (Life Technologies) 3�%�9� ���F�� .��A���% �� 0� ��"��"�� ����� � Olympus BX61 � 

=�V� �� .����� �Z�� Olympus DP72 ��;-.���	 �����  

  

 D���1��/ .� ���� �%� 2��/�= ��%���#�	����#�.  

  

!��0� & .
�/� ��
� �1 

DNA � RNA �� ��% BC� .�2��� -3�	 ��(Y- .������-.�2��� 3�	 ������ )FFPE( �� AllPrep1 

DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen) �� ���- �� '#62������ ��% 3����� I�C��� �	 .RNA �Z2� ��� 3���/ ���� 

cDNA �� F��R/��% ����;- )Ambion (� Sensiscript Reverse Transcriptase (Qiagen) ���� 

3��Q��� ��) ��F .PCR ���� �6)�� �� 96 ?�,Q� - 3�m�� ���- �� '"-�� ��% 3����� �� 3��Q��� �� 79001 ABI 

W���� �2��- \9! )W������� ��% �����! (� ��! QuantiTectTM SYBR1 Green PCR Kit (Qiagen) 

7�V�� �	 .�%F��R/ 3�	 ������	 '() �� ��� ������� ��=�� =��#- hESC �� �#� ������  ��%��� ! �C9� 

]24 [�� ����$ Z��9��% ��� ����-� )���!�  �� ����������.��-�� 4� OCT4(� 1J ������� �Q J )brachyury� 

BRY(� 7���=� 1����  )���!�� ������� � OSR1 g LIM .��-�� homeobox 1� LIM1g PAX2(� � W�9��=� 

0�Q���� )SIX2� PAX2� WT1( 3��Q��� .�	 

 

2��-� 



�
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6   

�% ���� ��� decellularize '! �� ! ��% ��#�� E��� 1��- �<���� W�A� DA: �% �� �2�(�� �� �� ��� �� 

��/�� :�����v% PBS� 1٪ SDS �� {/ ��� ���#� �2� ��R � PBS �� 3�A$ DA: ���/ 0�-��� �k ���) ��� 

.��	 SDS �)�� 3���� .�� ! �% ?�� � }�Q	 ��� ,����� ���/�  �2� ��R���#� �� 3��Q��� �� '"-�� ��% 

��������� )'"	 1A � 1B ('�#"- �	 .&K�+� �� ! ��  0�3��%� H� �� ���#� �2� ��R �<���� '! �� ! )'"	 

1C (� �� ���#� �2� ��R &K�+� �� 4 ���� ����� ��F �� ?�� 7 ��� )'"	 1D (����+� �	 .�� ! ��% �<���� 

3�	 }�Q	 ����� �� �2�: �! �� ! ��% 3�	 �2� ��R �� ?��� ,&K�+� ~�� � ?���! �! ����#� pQ: �� 

��9�3��%� ���#� �2� ��R �)�� ��� Z� �"��� ���/ �� �Z�Q	/ 3�	 �2� ��R ���� 3�	 .��=V- � '� ,- ���� 

������	 &K�+� FFPE ��  '!�� ! ��% 3�	 �2� ��R )'"	 1E (� ����+� 1��- ~�� �=��/ H & E ��� �� ! 

����� )'"	 1F( ,}�: ���% � Z�� ��=�� �2� � �� �����Z� ���#6� ��� ! �� ��9� ��� .&K�+� �� ! ��% 

3�	 �2� ��R �� '"-�� ��% ��������� �� 4 ���� ����� ��F �� �� ���� 
�-� �� 0�,- �� 0� ��"-  ,3��%�

&K�+� 3���/  3�	�� "�,-��9� �� � �! ����� �� ��K '��! �� ���#� �2� ��R '��! ��"	/ �	 )��  o�--'"	 

1G � 1H�(� �! 1��- ��=V- � '� ,- H & E ����- �	 ..�� '"-�� ��� �#% B����/ ��% ��6� ���� 3��Q��� 

��) ��F.  

  

'"	 1 .��2�- ������ ��% 3�	 �2� ��R ��� ! .������ ��% '! -�� ! '() �� )A (� �6� �� )B (�<���� �� 1٪ 

SDS .�� !  �%�� 0� 3��%� H� �� �<���� '!-�� ! )C (�� 0�-���� &@+� )D( T�� ��% ���#� �2� ��R 

����+� �	�� .����+� ���� ����	 \�K � ! �� ! 3�	 �2� ��R  )E (�� �� ! ���� )F (}�: ?����,� �2� � �� 

�����Z� �� ���#6� ���� ��� ! �� ��9� ��� .���/� ���#� �2� ��R &@+� �� 4 ���� ����� ��F ���� 0�,- 

)G (�- �: ����� ��(�� ����� ,���� �! 0� ��� � &K�+� ��"- 3��%� �� D�K ���/� ���#� �2� ��R �� ���� 


�-� )H (��) 3��� �	�� .� �� E��+�  =100 ���"��.  



  

  

"���&� ����� ����� ������  

?�62�@� ��� \9! � ����� ���� 1��	 3����� ���#� �2� � �� ������ '! ��% �� ! ��  0����!����� �	��Q� 

�:�K ��� 3�	  ���#� ����<���� ������ ���O �� *�K ���	 ��� ! �� ?��� ��% ���k�  ��� ��X�� ��

���#� �	�! D� � �����J� �� *�K o2�: )'"	 2A (7�V�� �	�� .���Z�% �! �	 7�V�� �	�!� ���J�� � ! ��% 

�� ! �� �9! ��  0�B��=�� '��) 3�%�9� �� ?���! �K �� 3��� �9! )'"	 2B (�����Z� ���	 .hESC  *��=-

 3�	�� *�K ���	 ��� ! )'"	 2C � 2D (� �� o2�: )'"	 2E � 2F (�� ��� ��%�>� �)�$ � �� �2�2  ��



���	 3��!�� �! �� *�K ���/ �� 3���  ��%�9! 3�-�! )>5 ��� (���	 *��=- .�� ��X�� B��=��  ���#� �2� �

3������ hESC �� ��%���!�� �	� ���k� �� � #� FGF� Activin A � � BMP7 �� D�(�� �	�! ���!����� �� ?�� 

7 ��� �9! 3��� ���	 .��=V- � '� ,- �<�2����� �� �Z2� *�K ~�� �=��/ H & E  ,3����� ���#� �2� � B��=�� 

����� )'"	 2G  �2H ( ����9� ��� .D� �  �%]8�#6� .��2 ��% )�$�� � �� ��%��	 �� �<�2����� D�� ���� �� .��2 

��% D���- � ����#� .D� � �� �% ���� D�� �� 7�%� ��� ! � �6	�  ��%��8��� �� ��m D� � 3�%�9� 3�	 �� 

�2�2  ��%9) ����� �� D��� F .���	 3��� ��9� 

 

����� hESC 

 '!�� ! �% � &K�+� ECM �� ! ��� ������� D�;-� � �?���� �Y"- � =��#- hESC ���	 ����+� .D� � ��% 

���k� �� �9! *� 6- )'"	 3A (�� ����$ 7���� �(	 ����� �� ��X�� ������� � ����+� ?�O� ECM ��� ! � 

=��#- hESC ����� �	�� .��@��#% �! �� ?�62�@� � () 3��	� �	��� 3� hESC �� �A���� ��� ! � �6	� ��8��� 

)'"	 3B � 3C (���� �	 � �� ?��� �� �2�2 ��% 9) ����� �� D��� F 3�%�9� �	 .Z��9���% �	� �� ! 

WT1 � PAX2 �� H��!� �9�� ��� ECM �� ! )�� ! &K�+� �� �% �� ! '! (�� ����+� �� 7���� �(	 ����� 

)'"	 �� ��6�-3F (������ ��� .Z��9� �� ! AQP1 D���- � ��� D� � �% �� ��%���J�� �2�2-����� ��  ���

��% �(	 ����� � &K�+� �� ! )'"	 3G-3I (3�%�9� �	��� ��� �� ?��� �� �� ! '! ���	 3��� ��9� .D� � ��% 

3�F �� 3�FZ��9� , D�5��=� � �)�$ � >$ �}�� SMA ����� ��� �� .Vimentin� 0� Z��9� �#�9��=� � �D�5��=� 

o R� ���� �	�� )'"	 3J-3L .( Calbindin� 0� Z��9� �2�2  ��%D����� ��� ! �,- .�� 1��	 ����� ���. 

���� �< 1��- qPCR ��� ������� �(Y� W�X�- 7���=� � 3��Q��� �� Z��9���% ������� " ����+� �	 .���� 

�(�� BRY �< 7���=� B�� �� 80 ��� �� �#% ���J�� �% )�% �� ! '! � &K�+� (�� ����+� �� �9! ��% ��� 

����� )'"	 4 (W�X�- �(Y� ���	 .��%Z��9� OSR1 � PAX2 7���=� 1���� )�� o�-- 3,7 � 23,3 ���� (�� 



&K�+� �� ! B��=�� ������ � PAX2 =�� �� �% �� ! '! )11,5 ��� (W�X�- �(Y� �	 .WT1� 0� Z��9� �#�9��=� 

0�Q����� �� % �� 1��	 ) '!�� ! :�% 33,4 ��� : &K�+��� ! :24,7 ��� (W�X�- �(Y� �	. 

��� ���� �9�� B+� ECM ��� ! �� ����% =��#- hESC� D� � �% �� �#� �	��� B�� ��� ! �� �9! 

*� 6- �� �� '"-�� ���!�� �	� )A �� B (=��#�� �	 � Hv� ��� BC� ��% �� ! �� 1��� ��%-1�,� ��� [� � 

�9�� �9! ���	 .S�-��� D� � � ��%�Z2� ���� �< �� D� �  ��� 3�	 �9! ��%PSS  X� �� O� �� � �6�(K

���	 ����+� �"�<�2��� .hESC �� ��%���J�� �2�2 ����� �� 3����� ��% \ �C� �,- 7�#- 1��	 �9! )'"	 5A-

5D .(D� � ��% B	�� .��2 �2�2 �F�=� 8�#6� �<�2����� D�� ���� B��#� 3��� 3�	 � ���� �.�-�!���� ��� �� 

vimentin )'"	 5E-5H .(����'���� �� ! Z��9� WT1 � PAX2 �� *K��� �C9� �,- '"-�� �� % �� 

��� �2�;� ��#�J�� )'"	 5I � 5J (�� 0� ��Z2� ���9� ���� 3�	 �� 1���� �- J��� D�� �6��- �� �%�� �� ! �! 

�� �/ ����� o2�: PAX2 �(Y� �K�:� 3�	 ��� 1��- WT1 �(Y� W�9��=� 0�Q���� [28 .[�� '"-�� ��% B� 

D� � PAX2 �(Y� �2�2 WT1 �(Y� ��� �9! �� ECM ��� ! �� 0� ��Z2� ~�� �=��/ 3��!�� - 3�%�9� 

3�	 �� PSS )'"	 5K � 5L (�K�:� 3�	 ��� .AQP1� 0� Z��9� �2�2 �D�#�=F�� �� �J� �� ��%���J�� 

tubulelike )'"	 5M-5P (3�%�9� �	 � �9�� � ��� ������ �� '"-�� A .3�%�9� �	 �mF� \�6k �2�2 

UMOD �(Y� �%�F ?�)�� 3�%�9� ��	 .�� �+ : Z��9� � �% ��>: �	��� �� .�- ���J�� .Z��9� �2�2 D����� 

)CALB (� &#� ���/ �(6� )ECAD� CALB (�� ���J�� �� PSS �,- '"-�� �9! 3�%�9� �	 .���J�� �)�� 

3���� ��� ECAD )'"	 5Q-5T (���- �(Y� ����� .��%���J�� �)�$ ����� 0m�! ���� CD31 Z��9� D�� -���� 

�� 7�#- 1��	 �9! 3�%�9� ��	 �� ����$ ��%���J�� �2�2 �� �F�=� ���� D�#�=F�� EMA D���- Z��9� )'"	 

5U-5X (���.  



  

'"	 2 .3����� ���#� �2� � ������ ��% �� ! �� hESC.  )A (0�-�#	 ���!����� �<���� �	��Q� �:�K  3�	

D� � �9! ��� �� *�K ���	 ��� ! )RA (� �� o2�: )U .( )B (�� ! 3����� 3�	 �2� � ��% H� �� 7 ��� �� 

�9! .D� � ��% �9! 3�	 �� *�K ���	 ��� ! )C-D (� �� o2�: )E-F (�� 
�$ =�� �� .��2 �2�2 �� 3�%�9� 

 ���	��� �� �� �2�2  ��%9) ����� �� D��� F .�� 3��� ��% ��8�K - �9! ,3����� ���#� �2� � ������+-�� 

3�%�9� �	 )G-H(� �� 35�� �� *K��� ��8��� .���;- 3����#� �� ')��: �� B����/ '+��� B��#� 3��� ��� �	 .

8��� )M(� 9) )CX(� ��% � �� E��+�  =100 ���"��.  

  



���#� =��#�� �9! �% � ���J�� ��% D� � -������ ��  ��% �@+������ ��6�� 1��- qPCR ��X�� �� .��6- 

���� �<  ��%���� ��� ! ���	 ������� .hESC =��#- ������ ��) 3��� 3�	 �� 1��	 �9! *� 6- �� ��%���!�� 

�	��(Y� W�X�- , &�� �Q J 1J ������� )BRY(� 7���=� 1���� )OSR1� LIM1� PAX2(� � W�9��=� 

0�Q����  )SIX2� WT1 (�<  �%�� % �� '"-�� ��% A )'"	 6 (� B )'"	 7( ��9� �� ��� .��@��#% �! B�� 

���� 3�	 ���� ��� ���=#% ���� ��%!��� ����-� OCT4 � Nanog ���� �	�� )B��#� 3��� ��� 3�9� .(�� 

�����+� D� � ��% �=��#� 3�	 �� '"-�� B ,B�!�� ��9��  ���� ��� �< �% W$� �� B��=�� 2 ��� ��� ���� 

OSR1 �� B��=�� 8 ���� �� ���� LIM1 ��9� ����� .���� I�� �,- % �� '"-�� �� ��� 3 �9!  ����9�� 

�< �% �� ���� B%�! H� �� �/ 3�%�9� �	 .���#� =��#�� hESC � ��� ������ �% H� �� 12 )'"-�� A (� �� 6 

)'"-�� B (��� �� �9! *� 6- �9! 3��� ���	 .�� ����$ 0� 3�%�9� � ! �� ��� '"-�� ��% hESC �� �9! 

�� % ��� ECM ��� ! � PSS �� �@��� ��%- &��� �� �(Y� W�X�- �9�� �<  ��%������� " ���� ������ 

C���� �! 8�#6� �� PSS �� ECM �9�� ��� ! ���. 

Z��9���% D� � ��% D���- ��� ! �2�� '��	 CLCN5 )D���- D�#�=F��(� SLC12A1 )�2�2 ���6� � �%(� � 

AQP2 ) ��V�&#� ���/ (=�� 1��- qPCR ������� �	�� .���J��  �%�� ��K ��F��� ��� CLCN5 W! �(Y� 

 ������� =� ��� '"-�� A ��� PSS �! �� �/ ����, 4 ��� W�X�- �(Y� 3�	 ��� .SLC12A1 ���� �! �9� 

����� �� U���� 3�%�9� 3�	 ��� �2�2 ���6� � �% UMOD Z��9� �� ��=V- � '� ,- �#�	����%���#�� ��� .

AQP2 �� ?�	 �� �#% ���J�� �% )'"	 S2 (W�X�- �(Y� �	 � � E��� '"-�� B )��  o�--1069 �� '��+� 

��� 34 ���� (� �� ��=�� ��9�� �� PSS �� ECM �� ! )�� o�-- 1050 ��� �� '��+�  .55 ���( �� ��K ��F��� 

�9�� .��� 

 

7/� 



������ �� &���� '() ��  *+,-������ ����� ���� ��� ! ��% �����! ��� ����� 3���� �)�� .&���� ��2�� '��	 

{�C��� ������  ��%o���� ��� ���#: �� �	� � �����Z� �� ������ �� ����� D� � �� ��� ! � ������	 ��6#� 

 ��%������ �  /�� D� � ������ o���� ��� ��V� ���� �2� � � ����#K� �� % �� ���� ����J�� � ��" #$ 

���� ���� ���	 �� ..�� ?�62�@� ��� T��! 3��Q��� �� ������ ��% 0�<�2��� ��� ����� ECM � ��� ! ����+� �� 

PSS �"�<�2��=�� �� O� ���	 7�V�� �! ���9� ��% ����#�	��� � �F5�� ��% ����J�� o2�) ECM ���� �� W%�� 

���! �#� .U���� ,=�� 1��	  ���#� �2� ��R��Q;- 3�	 ��� �� !  ��%��#�� ��� 3��#� B�8�� �� E��� � ��9� 

������ 3 �! ������  ,�%�� ����+� �� '"-�� ��% =��#- ��� �����o��� , ��(�� �(Y� W�X�-  ���� ��%Z��9�

.���	 �� ��2�� ��� !  

  



'"	 3 .��� ! ��	� ��%Z��9� 1��- ECM ��� ! W�X�- �(Y� ���	 �� .hESC �� ����$ 7���� �(	 ����� 

)A ( ���	 �� =��#��� �� �� �% �� ! '! )B (� �� BC� ���% �� �� ! �% )C ( ���	 �� �9!�! �� �/ D� � �% �� 

��K D�#6� �� 8��� � �6	� ��8��� 3�%�9� ���	 ��) .D-F (Z��9���% �	� ��� ! WT1 � PAX2 �� 7�#- � 

�� BC� ��%�� � �� ! ��% 3�	 �2� ��R ����+� �� �� =��#- ��� ����� W�X�- �(Y� �	��) .G-I ( AQP1� 0� 

Z��9� �2�2  ��%�D�#�=F�� �� ��%���J�� �2�2-����� �� 7���� �(	 ����� � &K�+� �� ! ���� ��	 ���  ����  '!

�% �� !) .J-L( Vimentin� 0� Z��9� �#�9��=� � �D�5��=� �,- 7�#- 1��	 �9! ���� �	 .��%Z��9� Z�� �� 

����� �2�� D� � ��� ! �� � #� SMA )D�5��=� � �)�$ Z��9� � >$ }�� (� Calbindin )D���- D����� �� ! (

���� 3�9� ��� .���% �� DAPI )��/ (��� 3�	 W�V� .� �� ��% E��+�  =100 ���"��. 

 

'"	 4 .�< ��% ���� �� ! 1��- ��2�� ECM ��� ! W�X�- �(Y� �	�� .���� �(�� 7���=� )BRY(� �Q J 1J 

������� )OSR1(� 7���=� 1���� )PAX2(� � �< �#�9��=� 0�Q���� )WT1 (�� hESC �� ����$ 7���� �(	 

����� �� ������ ��% ��� ! ���	 =��#�� ..�Z���� ± ��@J ��������� �� .�Z���� )SEM(g  .��"-  

  



3����� ���#� �2� � �� ECM ��� ! �� D� �  ��%]8�#6� 3�	 ������	 �� �2�2 ��% ��8��� � �� �6	�  �%�� 

�%��	 �#! �� ?���� �� 'J�� W�9����� �� ! ��F��� ��� ..� ���/ �<���� 3��Q���  3�	�� .�� ,?�62�@� &���- 

D� � �% �� 7�#- &��  ��%�� ! �� �� 3��	 �� ]��(�� �J���"� �J�� ��� ��� ��6- �XQ,� '��!  ��%7�� -���� �� 

W�9����� ���� ��9� �� .��� �"��/ �� �	�� ���� .�� j�Q� �)�� D� �  �%�� *K��� 9)��� � �� ���� �� D��Z�� ��� 

����% D� � ��� �% ?���� � ,D�;-� �� D�: k�: �C9��� ���. �� .�� �D�: ��m BC� ��% �� ! V�� �� 

��Z2� 3����� ���#� �2� � '��) ����+� �� �% �� ! '! ���	 ��� �<����  /j�Q� �)�� ��6� �� X� �� ��� .F� �m 

ECM ]A() �� ����$ ������ �� O� �� 3���! '#$ ���-�� �� ���(��9� ����J�� �� X� ���F �	� ������ �� 

?�62�@� ,N��J ���� �.�� D�"2�� ��% H�-�� �� �� B+� ��% �K��� �� �	� � �" #$ � �#6- ���� ����-  3��#�

 ���]29 .[D� � ��% ������  /B�� ��� ;,�� �� �� �O�- �,- ECM  ����%�! ���9� ��% �"���"� � 

����#�	��� W�X�- �	��� D� � � �� �V��� ��J-���V- � �� ���=F ��% =��#- ]30 [�� W%�� �� ��! . �"���

���Zm �� ���J ECM  3�	 �2� ��R ,.�� &���- �-��:  �� pQ: �����! �� D�#�:� ���� �� '"-��  �2� ��R

���#�  [31[� .� � ��A� ���� 3��%� ]12-13 [�,- �O�- ��) ��F ��� � .�� ."#� ��� �� ������ �� 

�XQ,� ��% �2�2 � �� ! �� �2�2 B�� �	�� ���� .�� �'��+� D� � �% ��� 3����� �9! ������ ."#� ��� ���- 

N��J ECM  ������ �� ��� *��=- D� � ��%� ��9� )�� '��+� ���	 ��� ! �<���� go2�: �� 8��� �� '��+� 

*��=- 9) (�! �� D�#�:� ���� �?���� �=��#- � U���� ��" #$ �,- �� �O�- ��) ��� �%��J ]32 .[?�62�@� �9�� 

��� ���� ����"�� ECM ;,�� �� �� �� ��(-�� �� �XQ,� ��% \ �C� �� !�� �9�� �%�F/ ��� , �5-���� 

 ��%������ ���� 7�8 %��J�� ���. 



 

'"	 5 .=��#- hESC �� !-��� 3�	 ����% ECM ��� ! �� PSS) .A-D .(~�� �=��/ H & E ���J��  ��%

D� � -������ H� �� 20 ��� �� �9! �� �� '"-�� ��% ���!�� �	� )A �� B) (E-H .(��%���J�� �2�2-����� 

����% k�: � ��� CK �(Y� ����% ��� �� VIM) .I-L .(*K��� �(Y� ��� PAX2 )7���=� 1���� � W�9��=� 

0�Q���� 3�	 �+2� (]8�#6� =��#�� �� *K��� �(Y� ��� WT1 )W�9��=� �	�� (�,- '"-�� A ����� ..�� Z��9��% 

�� 0� ��Z2� 3��!��  -�� ��� ���J�� �,- '"-�� B ���	 ���� . ��%���J��D���--����� �� '"-�� B �� 

ECM ,��� ! WT1 -�(Y� ����� � 1��- 0� �+ : �� D� � ��% PAX2 �(Y� �K�:� 3�	 �����) .M-P .(Z��9� 

D�#�=F�� AQP1 D���- �� H��!� �9�� �,- '"-�� A � ��� PSS  �	 ������ �2�: �! �+ : Z��9� � �% 

UMOD �� ?��� �� % ���J�� ���� �	) .Q-T .(ECAD ��V� Z��9� D����� D���-  /&#� ���/ �� ��K 

3���F �� � ��� D� � ��% �� �<�2����� ��% D�� ���� �� �#% ���J�� �% ���� �	 �� �2�: �! �+ : ���6� 

� �% � ��V� Z��9� &#� ���/ CALB ���- �� ���J�� ����� �� '"-�� �� PSS ���� �	) .U-X .(Z��9� 



D�#�=F�� EMA D���- � ��� �J� �� ���J�� ��% D���- �� �#% ���J�� �% �� ���J�� ��% 
�$ 0m�! ����� 

�(Y� ��� Z��9� D�� -���� CD31 ���� �	 .���% �� DAPI )��/ (3�%�9� ���F .���;- 3����#� ��9� 3��� 3�	 

g���  9����/?� .���� E��+�  =100 ���"��. 

 

'"	 6 .���� Z��9� ��2�� ��%��� ! ���� �� ���#� =��#�� hESC  3�	 �9!�,- '"-�� A .���-� hESC �� 

�9! ��% *� 6- ��� -"9�' 7���� �(	 ����� �� ��%���!�� �	� '#"� �� ?��� ��9� 3��� 3�	 ����� ���	 .

���� �< )qPCR (�(�� �� EF1α �< ���J ��� �� 3��Q��� �� ��� =��#- ������ 0 D� � �� ����$ ����+� 3���! 

�(��,� �	 .H� �� 12 ��� �� �9! *� 6-� 7���� �(	 ����� &#� ���/ ���	 � ��� ECM �� ! �� PSS �� 

�@��� ��%-1�,� �� 1�,� ���� )B � �% (����� ���	 .% �� �% ������ �� �(Y� W�X�- �< ��% ���� ��� ! )

 ��"- (��� �� -� �� �9! ��� ����� ����� .�� ���Y��� SIX2� PSS ��� )OSR1 (�� -� )BRACHY� 

LIM1� WT1� PAX2 (�� ECM ��� ! �! ����� �� ��6#� ��% B�� ��� ! .���! �� ���#:  



 

'"	 7 .���� Z��9���% ��2�� ��� ! ���� �� ���#� =��#�� hESC  3�	 �9!�,- '"-�� B .���-� hESC  ��

�9! ��% *� 6- �� ?��� 7���� �(	 ����� �� ��%���!�� �	� '#"� �� ?��� ��9� 3��� 3�	 ���	 =��#�� .

H� �� 5 ���� D� � �% �� ECM �� PSS ��� ! �� 1��� ��% -1�,� �� 1�,� ���� )B � (���� ��/�� .���� �< 

)qPCR (�(�� �� EF1α �< ���J ��� �� 3��Q��� �� ��� =��#- ������ 0 D� � �� ����$ ����+� 3���! ) ��"- (

�(��,� �	 .% �� ��� ������ �� �(Y� W�X�- ����% 7���=� 1���� )OSR1� LIM1� PAX2 (� �< W�9��=� 

0�Q����� WT1 �(�� �� �9! ��% ��� ����� ����� -� .ECM ��� ! ���9� �� �9! ��� ����� �� ���� 

BRY � SIX2 ���� �� �2�: �! .�� �< �� PSS W�X�- �(Y� �	.  

  

�F��l�� .�� �� ! � ����F��l�� W���� ��% �)�$ � &#� ���/  3���! ���$����% � �! �� 
�$ W2�� � ��� 

�� ,3���C� 3��Q��� �� ������ ��% '! -��F�� � �%���� ����#� �� ���#: � o2�:  �%�� ���)  ���<���� ���J�� � 

����� 3���/  ������� .������  ��%ECM �� ! T�� ��ESC   T��]6� 9[� hESC [8[� � D� � ��% ���-� ���+2� 



������ )IPSC) [11 [3�	 �2� � 3����� �! ��� ��9� 3��%�?�(O� '�� ��� .������ ��% ECM �� ! t�J �� 

��X�� B��=�� ���#� T�� ���� ��%���J�� �)�$ ]18[� � ECM �� ! ����� ]33 [�� 3��Q��� �� D� � �� �% &��� 

0�-����/ 3��Q��� �	�� � '6� � ?8�6Q�� D� �-������ ����� ��9� ���! �� 0#! ��6- �� �! �� .?�62�@� 

��k�-  3�	 3����� �V���  ��0� D�� B�� ���2�� ���O �! ��#� 3��Q��� 3�	 B��� ��% ���k ��� ��A� � 

���#�� ����� ]34 -37 [W%�� �� �� ��! .�%�(	  �%.�� ����� � ���������� ������R� '��	 ����� �� ! �! �� .�� 

���F �% �� �� �%�� D�� ��R/ � ��	 ��  ,���� �� ����� 7�� �%�� �� ����� ��� ��� �� �2�: �!  �����F���� 

.��� �� �V��� �� �2�- �� H� 3��� �� � ��	 �� ��R/ ������� ����� �� T�� ����� �� '�2� �@��� 0��=� 0���<� �� 

��J��#�� , �% � ����� �% �� ������ �� �F5�� ��% ����% t�9� �;C9� �! �� �( R � &���� D�+��� ��� 

���2�� ��! �� W�� .�� �2�: �! D�� ��% �����: Z��, B��� ��% #��� �P��� ��%� ��� ��#�� E���, B+� 

�#��  ���� &��- ���� �6��- ���2�� ����� ��% ���� �������3���! ��! �� �Q�� .�� ����$ �D�Y� �� ��X�� t�� 

��� =�<�-�� ���#�� ��� ! �� D�K �B2�� 0� D�� ��#�� E��� ��Av��� ��� ! ������� ]38 [���� �62�@� 

��) ��F � �#% �F5�� ��% 0�<�2�-������% ��J��	 3�	 �� �� ����� ]38 -39 [��9� ���. 

������ ��% �"�<�2��� �� �O� ��2/ � ���� o�C- ��� ����� ����� �6��- �� ����� PSS �! �� .�� �62�@� 

3��Q��� �	�� 0� �5-���� ;,�� �� ��  ����� ���� B+� ECM �� ��%����! ������ ���� ����#� �P��� .

.�� ������ ��% �6�(K, 0� ��� ��6� �� ��� �F��(�m D� �  ������ '���$ �	� � D�"2�� �%�2��Z�� ��% 

���! �� W%�� �! �� 1(-� ECM ���� ��� 3�	 ��J��	 .U���� 7�Z�% �� ����+� PSS � ECM ��� ! �� .�� 

?�62�@� �� % �� ��� ������ �P��� 3��%� 0� ���J�� ��6� �� �! �� �/ D���-  �%�6��-  ������� Z��9���% 

��>�� �� ��� !� D���- �D�#�=F�� �D�� -���� � &#� ���/ ��6#� ��V� ���� �	�� ����� ���9� ����� ..�� 

U���� �� .�� �V��� ���! �� ���#: �! '��6- hESC �� �9! ��6� �� ��  ����%=��#- �� �(�� '���$ 1(-� �� 

ECM ��� ! .���	�� ��9�� �O�- 



�� ���� '������ ������ ���� �� ! �� ECM ���� !  0������,� ^�=�, �� E��� ���� �� !  ��%��%� 3���! 

������ ��� ��2�- ������ 3�	 �2� ��R � ���- ����� �-�j 3�#% �� .�� ���� �% ��� .?�62�@� �� �V��� ��9� 

�� �! ��%� PSS  ���� ���- �� ����$ 0� T�� .�=Z��� ��� �P��� ���(��9� ����J�� ����� �� ��J-

�������%� � =��#- hESC �� �#� ������ ��% �� ! ��F ��! �� .D�+��� �5-���� ��% ������ ����  ���6��- 

0� '"-�� ����� ���� 3�	 ��� o�!- D� � �% � ������ �% �� 1��	 7�8 �9! �	�� �%��J ���� �! �� U���� 

��F��� � ����� ��"-��	 �� V�� �. 

��m.� 3�F, 3��Q��� �� �� ! ��% .��� �����  ����� �� ��� ����/ ����� ��� ! ]40-43 [ ��� 3��#� T��!��� 

��#�� ���O 3�9� ��� � �� E��� ����D�+��� , 3���/ .��m ��6#� �2� �  ���� }��%� ������ ���� ���,� 

�! �%��J .���� D� � ��% ������  /������ �� ! �� �� ! �8��F�=�  ���l#%�C9� ���� ]44 -49 [� 

.��l#%  �����'������ ��� ������� �� ! ��% o��/ 3��� �� ���#�� ��� .�� �'��+� �5-���� �% ��� ����% 

=��#- D� � ��% ������ ���-� ������ )ESC � �� IPSC (�� �#� ��% ���� ,��� ! ��%���6� ��+��� �� ��2�- 

����� ��2�� ��� ! ]25 -27� 50� 51 [���)  �%���������J �����J����% ��� ! �� ��9� 3��� ��� .?�62�@� 

�����, '������ D� � ��% ���-� ������ �� �=��#� ���#� ��6#� ��% ����� )����� o2�: � W�9��=� 

0�Q���� (���k ��� '�"9- �� ! ��9� �� 3��� ��� � D� � �% ���) �� ��J �%������� �� ��%�����F�� ��Q� -

����� ]25 [����� .U���� '��: �� ?�62�@� 1��- Xia � ����"#% ]26 [� �m�F�- � ����"#% ]46 [=�� N��J 

��� ! � ��J �������%� D� � ��% ���-� ����� =��#�� �(�� �� ������ ��� ! �� ��9� ���.��  

F� �m ������ �� ��%���!�� �	� t�9� �� ��� ����6- �� ?�62�@� 9��� 3�	 ���� 3��Q��� ��) ��F��� 0� 

'"-�� *���- ��� =��#- D� � ��% ��� ! ���-� ����� ���	 ��V�� ���% ���� .�� ���� ?��Q- �% �� �������( � 

����,� '#"� ���!�� ��	� �9! �� 1��� ��%-&��� 0� �F5�� t�9� 7�#- '"-�� ��% *��� �! ��� ��9� 3��%�

B+� ��9� �5��!� �� ����� =��#- ��� ! ��� .�9! ��% �6��- ����� �� �@��� ��%-&��� �� � ���%� �� .�: 

��9� ���� ���� �� '������ 0��<���� �� ��,2 ]�-�#$ �6�(K ��6��� ����� �� �)�� � �� ���-�� �� X� ��2�- 



.�=Z��� ��% ���� ��" #$�� , 3����� ���,� ��	�� .?�62�@� �� �9! ��%  ����6� ����� W���� �����F�� y	 

3��� 3�	 1��- Xinaris � ����"#% ]52 [�� W���� ������ ��6� �� ��k�- 3���  3�	�� �V��� ��� E��+� 

���� '"-�� ��% =��#- .�J�� �� ����V�F �F5�� ��% �@��� ��%-&��� ��Q� ��� ��%��J. 

'"-�� �%3�	 3��� \���- � �� .�� ?�62�@� ��9� ����� �! hESC �� ���-�� ��� ���� �< ��% �>�� �� ����6- 

�� S�-��� ��% �-��: �� � #� ��� B�� ��� !� D���- �D�#�=F�� �D�� -���� � &#� ���/ ��6#� �V� ��%  ��

1��- 3�	 3��� ��9� ?��� qPCR � �#�	����%���#�� ���	 ����% .?�62�@� 3���/ ��� \�6- '"-�� ��% 

 =��#�����#�� ������ ��% ����� � 1��	 �9! ��6� �� ��� �(9�� ���� ������ ���� �� ����$ 0� &(�� 

���� �����! �� �� ! ��% ��#�� �� o��/ 3��� ���k �%��J ���.  
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