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+�� ;�0 <��)UCB(�����= +�� .;'�>?�' ���� )�� @�A������ B���CD34+'�'����+5�@��"�@�'
 �C"���' @(����� BDEF ���+��	 �.H�%5F B�' )' <+� B�'�����.���I� �I�D�F ��I�CD34+B��I?�J �I�
@�� " �)�� +	�� .
! ���� 0!�  #

."��9F �/$�K L� ����������+	 ��+5 ��3 L�F��� ������)USSC (@MN ��(�'"�)��'+N ��IO� )' 

��P�$�,��"�'�P�$�����E"����	"���F��+�+I	 +.�� QRI��@I(��'� "�+I/ "�'�>?I�' @I,'�S�$T
�+	)MBA ( ���� �� UC I� I� .@ �V ;'�I�A I� WI= ��)Feeder(I	�����++�+I	 .���I� �I��CD34+)�I�
X��(MACS  )'@MN��(�'"�>F�'�	 �� �?M� �� &+ �� � Y��� � �� Z+/��DEF I� +�+I	 �.�I0T ��

$��� X���	"���, .��?�?���C [9�� ."� ���[��)T LTC-IC *�9�'+	.
.�� 1  #

�?M� �� )' Q� DEF��.�'+/F�������UCB-CD34+�� 5��� Z+/���I� .�/�
±�:] I���+.���?I#�B
���, +^�� [��C��?�?��� @#C �� +/��� � +	 �+��#��?I#�I��C �'+I/F B"�LTC-IC )�� ���4

+	 _^�7 .
�+� .2+��"

�������USSC �� ��?0�� �'��� �� +/��MBA $�F �� .�� +�� �?#��C�?�B�����I0"�F�I .�`��I0 QE
$���"��E$� .���$�8F'"� ��' �� ��[�E���� ��9�����$��� B""� +��'�F �V ;'��A���W= I� a��� �

+��� ��C .'�'�,' �� ��?0�� B��%F .b97 �� cK� @6(� [�+�� )'��� ;'�>?�' �= dI5�'� ;+I� `��I0 Z
 b�'�,"�)�� .'� �+ B"5 +�'�F��N � a��� Z��e��"'���DEF��HSC +	��.
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1�(� �$C#	 �% *�� ���D. ����E7�� ����F�"B �4%��� ��>CD34++���#6> 2 �6��> G���4"���>A H�� ��% 

��� 

���	� 
� ��I�J 1��J ��$+��E7��� &�K. ����)Bone Marrow 

Transplantation=BMT (����.�� �2� N�%��E7���O�,.
��%�4%$���% A�$��6��>���A���.�%�47P� 2���?�Q�%

. R�4J�B��)�(.��� T$2 U�"�	� G��92� Q% ���+!�"B 
. '��������:� ��$�!�"B ���$�% �%��% ��&> �	 �9 Q% N$V

� A�$1�(� WU�"�	� ��� �>��%$���� A�4��? �$ ���� A�)0(.
��%�'���� BMT W1�(� �>��%$�����1�(� �>��$V�A�

��?�� ���.$��� A� .% A�$+��? W+��E7�� &K. XY�. Q� T
Z.$[�H�� ��% +�? 2(Umbilical Cord Blood=UCB) W

�DY�. H��� ��% +�? Q��6��� 2 O"����A� T�6 1�(�� ��>�
�$VA��� ���?�)HPC=Hematopoietic Progenitor Cells (

�. ���% ."2��� A�����1�(�� ]P ���D	 �/ ��>��A� Q�P
. ��� Q% H�� ��% +�?�B�� 2 *��% OP ��T�O,. X��. N

���)=;:(.��%�� �% QY(^�]_�. TWC_	$T�	 +2��% �)ex 

vivo (1�(� �>�+UCB-CD34 �&	 ab� 2�1�(�� c��>�
C_	$% Q�% *�� �$� ���6$�. ��,��������F)d(.O>���� ����%

Z. T7?��$[��� Q%��. ����eex vivo 2�&�����Y�4� V
Z. O�J Q% f[�$�4%��� W��P e. g�[. �>����� .��

��T�hWiZ% ���. j�I�. ��D% Q�� ��P�1�(�� ��>�
�%��$���A���4��?����� D��� Q��P�(k	 ����$�+BA� ���>

&����Z.$e)Microenvironment (��� ��� +���6> �$lH����m�
1�(� �>��%$������� *���)n(.A��1�(�� �� +��% �� ��>

 ��D% Q�� �"�J��. Q�%��	 ���H���m� �� 2 ����P +B��>
1�(� �>����/��$����� ��h2 &.������ ��P T��&.���

���/�.����% :����!�"����. ��P j�� T�Y�$Qin vivo 

��� .% V�_6>�%$"�(� T�. '���� �7,%�����.A� o��Z"
%$!�"��4% ��_(6) 2$Y� ��$�Dp�2 �"�J Q% Q�Q�P ����
.�1�(�� ��7�� +��	 � �� �� ��> �� A�� ���P j��� T��%��2

���%�2 *��P �"�J Q% �� +Bin vivo 6D	$��� O.%Q��m�
C_	 ��? G��p QP$����1�(� T��% �>��q�m G�.���

� A� r��?$6� l�p�% ����	����6% .��$l�����	 ��>��1��7�P
1�(� ���D	 �>��%$�����2 ����� +�% �� C_	 A�$�% �$A� V

+B �J �>F��(h$���.�����P)�(.Dp�. 2 V�_6>��% �$ �
�s���%$� T$�% 1�(� 2 l$����% Q% ���.����p���"�J��

C_	 ��? 1��D	$���6	 2�2 &���"�J 2 +�#� '�)�6	�&

.����)�(.�� ��% T$TWZ.$� e$l��%�1�(� �>��%�$���
��?������1�(� �>�_6P�.A ���. 2 *��6>$. Q�����% .

�%�4k	 ]6) �tF �$�6	 2 O�1�(� &��>��%�$���2� ��%�
���4%���W� u����? Q��% Q7��4%�2$&���_������ ���4%��� .

2�Fv��>��4%��� Y� �>$�	��. Q�% Q�"�(�� r���? a_�
(Extra Cellular Matrix=ECM) .�6,. Vk� QP ���%���

�$1��/ �>��$&�_�� 2$6$���C_	�$������ �.��4%��� ��>
�����2�Fv��>�Q74h�% ��.�% ����% Q���m�]�%�p Q�P
&�	����E	 2 Q�����7��4> w)Biodegradable .(��i��Z%

1�(� �>��%$����4%��� W2� �>�F��Y4x G��p�C_	 W$�
2�6	�. �y� &�7J 2 �����F��&��� Q% ���p�1�(�� V�� ��>
A�������� ��� e���*���. 1B�������%)��(.���� +��E7�����

�	�.�4_�z	2��$����D. ���. ��sJ QP ����]�?�� ��
�����	���. T�a_W����%�7E�����2���I +B '�_Z7���� 2�
.����% .�4%���)Scaffold (�$��,�������%�1�(�� ��>�

��?�7"��J �� +��E7�� &K. 2�2��J Q�P����D. ����.�
W����% ��4%���MBA  )Mineralized Bone Allograft ( �� �

�4%���"���E7�� ����F�"B���D.�*�� "% ��� Q��m�
���� QP����������_.$_�����	 2���� 1��k7��$1��/ ��>�

9�|7?����%��Z	�4k	 2 N$1�(� O��>����E7����2
"�	$1�(� ���>��%�$�������)�:;��(.��>���������.

��% W+��E7�� &K. A� Q7��F��$% +��E7�� ��� Q. ��P���2�
%Q��m����� ��? QP��Z	 G��p�NF���P���%����%

���� 2 *��% +��E7���z	2��$T�>�.A$Q�� ��� 2 +!}�P �$ &
�>��7P���*������? ]�C. ����TGF �.������%)�=W�<(.

2�Fv��>���Y� �4%��� T$���� +��E7��� ����% ��? Q.
��7?��� ����>����F����	 2���D% Q�����4%��� ���>�
���E7������ G��9 ��$1�(�� �% +�� *� ��>�*��Y�4x

�!2��$���&. ��7$6��1�(� ��% ���> �$���	�.���$^ N�$�
*�� �2�Z.(Unrestricted Somatic Stem Cells = USSC) 
q +���) Q%��K. Q�. W��2�J �	 ����	�.$2�_ Z.$Q�� e

���D%�(k	 �� +��E7���� &��K.��$�&	 Q��% �����.2 *����P ���� �
1�(� �>�UCB-CD34+�m A��O> c7�P�1�(�� ��% ��>�

�$��USSC ���� ��th)�nW�d(.1�(�� �>��1�.2�7���
%���1�(� �>��%$�����?�%Q�)��O> +�7� )�~"� � (

[.���74> g� 2%��&�� ���V"�/x�����1�(� T>��WQk[�. 
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*�2��*��6� W���#. &$��� W��*v�2 W1�(� Q.�� ���$�% ��> 

��� 

����?�� 2��$J�� &��$Q������% N��x�P�"�	��$���>��7P�� ��
���)����P ��(^��>��7P�� A����P�	� ������P���� WT�T

����P2&F� 2�T(��. ����h2 Q��%�B����)��W��(.����.A�Q��P
1�(� �>��$�D% 2� ��P ����. ���A��5�P Q% H�m N

(�$� H�m A� 2 ��1�(� �% �/ �>�W�����% -�6	 �� H�>
 �� �>��7P�� f��	 Q% ���p �,�	���74> f[� N.���.A �.��

1�(� QP�>��$��%Q�D% Q� G��9�Z. �%$-�6	 �� e
�&�� W����%��&��� Q% ���. 2 Q7��� �� �>��7P�� f��	 V�V

��PB���$. �������.��%��%�]�E(E7. �4%��� TMBA ��%
�����> ��7?��������F�����	 2����D% Q����W���� Q��  ��

G��9*�$��� 1�(� �% +�� �>�1�.2�7�� *��Y4xUSSC 

 W.��2�J �	 ����	�.$2�_ Z.$�D% Q� e�+��E7�� &K.
(k	 ��$��P �.

Wc$kZ	 T�� A� H�> �&���1�(�� ���D	 V��>��%�$���
�76P �% A�4��?���� TA�2�7�!$_���� �� 2����P e

�D% Q����% .%Q��m��&�� QP�O��J Q�% f[� �Y4� V
q��K. Q�1�(� �>��&�� W1�.2�7����	 V�y$1�(�� ���>�

(k	 2 O�J �J�2 �� 1�.2�7��$��� ��� e$&�_�"�(� W�2
.$2�_ Z.$� 2 ��� ���p�% +�% e�1�(� T�>��&	 �� ��Q�7��

4��7� 2 G��p$�6	 ]�&�����% *��P �tJ �� ��?.


 ����
� ��
X6h �2B�A����h 2 Q��6��1�(� �>�USSC :

W�%��	 QD"�[. @� �� �>��J�2���% H��� ���% +��?
*�� -��� �>��P�6P R�|.$_�&� 8}?� Q7�*�/���� ��

%�	$X6h -��. ��2B����� .� A�����% ����� T�T7���F
,	 ����. Q% Q��6�$��.B Q��6� Q�W�I������ Q�7��F Q.�� .

%QA� e��7. ��m�=�m H��� ���% +��? �J�2�=Q�7t>
"��7.���6D. �2� ��% ���7%� �� 2 ��� *��t7�� ��� 1�W1�_

1�(� �>�Q7�4> N	 ��)Mono Nuclear Cells = MNCs (
���>�J�2 T��� ��h H�� ��% +�?��.1�(�� ab� ��>�

USSC �%-���]6D"���7�� (E	 V����_6> 2 �(F�P$�
�% 2 ���� -��� ]6D"���7�� ����,/� ���h�.�!����� 2
���� *���)00;0�(.� Q%�1�(�� Q�P G���9 T��>�N�	

>Q74 �����% �% ��% 2� W]9�JPBS )Phosphate Buffered 

Saline(�% ab� 2 *�� Q74�Q���� 2 ���%�z� 'q N�6P

�	�+�b "�(� ���6� �(%�'���������m Q�%���> A� Q�P
 �% Q��6� Qe���7. ���m��� ��	�=�.$(�$1�(�� +� @�	
Q7���4> ����F �����h�����.� ������T*�����A ����9�� ����h

+��%)viability (1�(� �>1�(� ���6� �% �>�]�P Q% *��A
1�(� % �> Q% QP �.B ���$A� V����% �9�� .� ab� �� T
1�(� G�. Q% �>0�	<A����h �,h Q7t>�r��E7��� 2
1�(� �>�USSC �Z. ��$���P eDMEM )Dulbecco's 

Modified Eagle Medium Low Glucose ( *���6> Q�%:�%
FBS )2��F '����h$���(Fetal Bovine Serum n��	��

1���. 2 +2A���7.�&F�0���($. 1���..���	�(F��7"2�$�� 2 T
N�}� �>�T25�.� �%�:n�7��� Qh�� ����FWCO2=%2

��(P ���� ��	 ����� *��� ��P q�% �%�m��1�(�� ��>�
*��Y4xUSSC ��� A�^B .�D	�Z. �$����% 2 ��P e�

_�	 �,h A� N�}�$�(P ]�1�(� �>�USSC Q�7t> ��>
��	 NZ. ��� Q% Q74% ��% 2�$. G��9 ��P e����F .

�(P ��� A� �D%�2 �>�Z. �% !���� ��% N$���% WQ%���. e�
�>!������D%�1�(� �>WN��}� A� ��>�U�&�%T75 ��%

 �Z. +�6>$�9�|7?� ���P e��"2�+2A��7.�&F� +2��%
��F *��t7����.��%���������	 2$�1�(� ��>�A����h�

�(� +���) Q% *��1�>�USSC W� A���	������6��	 �$���
����(� �2� ���%$�7.�7�*��t7�������� .���>�P��.�Z[����

1�(� ��>�USSC A�����h�*���W����%�W����� ���T
1�(��� ���>�P��. ���>�CD166 WCD73 WCD105 WCD90 W
CD44 2CD133 �. +�$% �� ��� )��%�����YC. ��>�P��. T

��7��4> (2����>� ��. �����%CD45 WCD117 WCD34 2
Cadherin V t�.��.�����% .1�(�� T��� � ���. ��>KDR 

)FLK-1 (�. +�$% �6  &$� �� ��� )5$D�I �YC. .(T��� ��
 �"�(�� �Z[�� ��>� ��. ���% �|$E�	 V��.AB c$kZ	

 ������2 ���,����$� ����>� ��. -������%)Warnet ('������
��)0:.(

1�(� ��P ��>USSC �4%��� 2 N>�x �2�MBA :
1�(� �>�USSC ��h ? A� *�����% +�� ��� H��A� a

'����V��.AB ��> �	$���E�	 2$|�2� W�N�>�x ��>�
<� �	��q +���) Q%��K. Q�2��D% 2� f[�� *���������

���� *��� ��P .�� A� a�$OP��	 Q% +���� W��9�� �� T
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1�(� �$C#	 �% *�� ���D. ����E7�� ����F�"B �4%��� ��>CD34++���#6> 2 �6��> G���4"���>A H�� ��% 

��� 

q�1�(� Q�>�USSC . ��%$�.�7��4$TC)Mitomycin ( Q�%
.$+�&µg/mL ��O> �,h 7�P�1�(�� ��% ��>�A��4��? 

CD34+^$���� 1�D� �.%Q��m�"�D� QP$. �$A�7�q��Q
7��$�� 5p�7. +�Y ..$�.�7�4$"�D� T$7�B ��%$	�$_��I 2

��.�	�Q% Xm�k7. 1�|	� �% 2 ����DNA WC_	 A�$"�(� ��
F�(h$��.���P)0<(.��%�� +��� V��� �� 1�(�� T��>�

2� 1�.2�7���}���a�>��4%���MBA q +���) Q%��Q
�K.��D% Q� f[� *������� 2�W�$Q�% A�:N��}�T75 

OP��	 �%������ ��9��)j��6�. ����d×:�% 1�(�� Q
��m�N��}� �> A� QPT75 1�(�� ��>�USSC � ��% �� T

OP��	W�2�J ���. N$($% 1�(� +� Q. ����B���% QP ��
G�P ]6))Q��q ��% f[�� +������ 1�(�� A� �� ��> (2��
� �4%���$. Q� Q% A�$($�. 1�(� +������%(.]�6) A� ]�Yp

"�(� ���P��4%��� W�% �>���% ��1�(� 1�|	� �D7�4. �>
+B ����. 2 *�� �>����� A��% .��%�G��. Q�% �����. T0<

}�� �)���a�>�	q! �� �4%���$T�/����% �� �9��
PBS Qm�^ ����� Q�%�_�� 2 Q7�F �2 .� A� a�� �� G��. T
}���a�>�wD_. Q% �4%��� �>���[p �%d�	�.$(��7.

 ����� *��� ��% .���w�D_. T(� �� ��> �$ �dQ�% 2 Q���?
 G��9��� N�x W*����� +��_.� �J �	 2 5�$����� *� .

2� Q% ab�����G��D[p TW�4��b���$�(^ +�$"�(�� ��
Q����I����� G���. Q��% 2�0���� Q��%�_�� �)������.���� T

4��b���$"�(� +��Z. ��$eDMEM '�� �% 2:��9��
��% ..��B Q% �4%��� QD[p �> ab��Q%�(� N>�x N�$�
<� �	����	 ����� Q�%�_�� A2� Q�� G�. Q% 2 *�� ]k7�.

 OP��	��% �9�� QB ��� ���.� �� �� 1�(�� G��. T��>�
P2� *��Y4x�]_�USSC �% �� ��? Gq�|	����_�2 �/

2� 2 *��P O_Z. �4%��� �%�(Z.��h QP�/$��*��P ���
. A�% 2 T,������ .�� A� �D%$� Q% +��Q(J�. TW��% �>��

����% ���4%��� A��������% a��_) '�������.$��_���2�_
����2�7_"������%2��)Scanning Electron Microscope (
 Q7����%)�2�7_"� *�_���� ��$�.AB +��,	 *�/���� N�*�/��

q��A�� Q(k% 2$. �% Q$�.�7�4$TC^�$������ 1��D� .^�$�
1�D� A���� �.�F QD�� N6P �%$. '���� &�"2 ����� ���T

}�� �h�a�>���4%���MBA �����2 ��7�4> ]�E(E	
6��% +��	 Q�Z	 �� ��k� '�6	 ].�P ��m ���p QD�� V��� 

��� .

1�(� �7�P O> ��>CD34+�%USSC :
�,� ���1�(� ��>�CD34+��� 1�6D. �2� �%�2 1�_
 �% ab�7�B A� *��t7�����%����/. �% *�� �������)W+��6"B 
@��	�$% (+�7��� 2���>�LS Separation Q��% �2�MACS 

)Magnetic Activated Cell Sorting (�P���� Q��% c��(D7. 
@	�$% ��7($. cYm W]6D"���7�� +��? A� W*��A��� �P���

A����h H�� ��%����� .D	 A� a�$$. T�$+���% *���A +�&
1�(� ��% W�>��	�$��(� A� �$�7.�7�FACS  )Fluorescence 

Activated Cell Sorting)(*�/7�� +��6"B @�	���(*��t7��� W
% �� Q��m����D	 QP��=����% ��% 2 ���6� 1�(�PBS 
2���J�=���9��FBS ����74� *�������.A� *��t7���� ���%
�7�B ���% ��> Q�F2v��  *��� ����(� ��%$� T�	2&$���$��$�

)Fluorescein Isothiocyanate Conjugated = FITC 

cAntibodies(��� .B$&��ICD34+�� '����.
A� ��7�B�����%�IgG1FITC-mouse � +�����) Q��%�	2&��$ �

��% 1�7�P�6s	$9�|7?� T���� *��t7��� V��P�2 +��% .
1�(� J�� �� �>$Q������ QP����� V�P�������$������% T

+����) Q�%Low Side Scatter-Gate  D	$�$ ���% 2 ����� T�
A���%��'�� A� ��&�� a#.�(� �� *��t7��.

�	 A� a�����$�D	 2 �$��$ 1�(��� ���9�� T���>�CD34+

A����h�� W*���1�(�� T*��� ���P ��"�J Q�� Q�% ��>
����:

12� �"�J :1�(�� *���� ��P ��>�CD34+���N�>�x
(�$�<��	��� +2�%$�4%��� +2�% 2 ��.

'2� �"�J :7�P O>�1�(�� ��>�� ��% A��4��? �$ �� ���
(� N>�x$�<��	��.

'�� �"�J :7�P O>�1�(� ��>���? �4 � ��% A� �$ Q�% 2 ��
�� �4%��� *��6> �(� N>�x$�<��	��.

�� (P$�� Q��� T�"�J Q�Z. A� �$��P e�9�|7?� ��
1�(� �>��%$���A�4��?���D��Z.$eStem Span )'���
�����	��P���� A� +BStem Cell Technologies '���� Q��%

StemSpan SFEM ,	$�� Q(1�(�� ���� ��7P��� *��6> Q%
�%���$���= SCF) Stem Cell Factor(������Y.2�	 W�7$T

(thrombopoietin = TPO)WFlt-3  "$������/(FMS-like 
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*�2��*��6� W���#. &$��� W��*v�2 W1�(� Q.�� ���$�% ��> 

��� 

tyrosine kinase 3-ligand) �> W��. Q�% N�$+�&ng/mL =�
*��t7����.Q%� A� N>�x �> �� ��"�J Q�� TW��:1�(��

 A�4��?CD34+)�t9 A2� (�� Q��I� .���%���"�J ��>W
1�(� �>���T��m N�>�x��% Q�7t> ��> 2 Q�7t> Q�� Q

. �	 ���� ���6� ���_	 ��% Q� G��9$C_	 +�&$� �� ���T
�k. Gq�J���� Q4.1�(� QP 12� �"�J �� � +2�% �> �$ ��

 �.��B Q% W����%�1�(�� ��>�CD34+Q���? A� c�(D. ��>�
�m�%�. X�6h Q�2B�O���J �� 2mL ������ N�6P ��% 2

�	����� ���6� ��%�z� 'q 2 �(% +�b .���%�2 '2� ��"�J
� QP '��$���1�(� A� �>�USSC ���% ���h�.W1��67J�

1�(� '�^�� �>��$1�(� �% �� �>�A�4��? ���� ���h2 �%Q
��m�"�(� ���6� �� QP�� �[?��. ���������P .���%�

F�(h$��� A����[? T� N�6P ��% ���7%�$1�(�� !��7b ��>�
� Q% ]|7. A�4��?$.��B Q% ���+�_"�� �� 2 *�� ��h mL 

�= X6h �2B���% ab� 2 �����k%�.�1�(�� ��>��Q�P
6P�O_Z. � Q�% �	 �$ �����% *��� ]�|7. ��Wb�B$����$+�
����	���� 1�6)� .�,� �� ��(P ��$1�(�� Q��>�CD34+

X���6h �2B������ .� ab�������� "�(���� �����(E. T�
)1�(� �>�CD34+� 2$��(% +��P� QPQ�� c�(D. G���9

 Q% W����� ���p +�_"���(� N$	q! �$*�� Q�)���$�% *�� *�
	q!$T0/��9�� (A� a�� 2 *�� ]k7�.dQ�%�_�� �)���

 1�(�� W+��� ���>�c�(D.CD34+�Z. A�$X��6h e�2B�2
���� ���6� .����%�_�� T$+�dY4x Q% ���. �)��$+�

1�(� ���. ��>���$p��% c�(D. 2 ���1�(�� +����. ��>�
CD34+.���� .>2�F�� A��1�(� T�>��&	������% Q7���

���%�Z[� �P��.�CD34+)��(� '����$�7.�7�(*��t7��
>2�F 2 ���������% �/����%��(P��A��A� *��t7��� �%

Z.$eMethocult )����	 '����+BEnriched  Methocult 

H4435 ( 2]6D"���7���� *��A���� �P����)Stem Cell 

Technologies (A�� ���.�%����7��F ���p .���,��*2��F �
Z. N6P �% �?B$eMyelocult )����	 '����=���H(2

]6D"���7��� *��A��� �P���)Stem Cell Technologies (
��%�'����V��.AB LTC-IC %Q���P ����� *���%)0n;0=(.

� �����	 TkZ��$����.B +���.AB A� c�Student’s T-Test ���% 2
'�� N6P ��&��SPSS ��%�QY��Z.p-value ��� *��t7��� 2

�=/�p< ����F �k(	 �����D. .���,��*��� �% �> Q9�G�� 

.$/��$T±D. H��Z��$��� ������� Q.

����� ��
�����Y4_) A� ]9�J r�7�SEM �4%��� f[� A�MBA :

A� a�0Z. �� ��P Q7t>$�9�|7?� e���(P W���>�
"2�$QUSSC _��	 H��� ���% +��? A� *�����h$��F ]���
)]_��(.��1�(� T��P ��7%� �� �>$�� 2 �����% T�,� 2 *�

�>!������D%�P2� W��P 2 ]_�$*������ ��	 .V���.AB
���	������6����	 ���$�������(� �2� ���%$�7.�7�2� ���%�

1�(� �>�A����h�� *���'����1�(�� ��� +��� QP��>
����%����>�P��.�CD73 WCD105 2CD44 2 *����% ���YC.
��%�KDR %$6P +�������)����6��.(

_E	�:��C"���$�'��USSC I5 �� @I#C �I?M� �� )' Q��Z
^�8?0'".'����� B��'+I?�' �� I#C�I BI-� � �+"�� � +�I	��
��P�����+/��C�� ."#C � _E	��+ �F"+��	.

�|	���4%��� f[� �MBA . N�6P ��%$��_��2�_
SEM W(E(E	 A� +�����2�J ��<�%��%����4%��� T
����)]#�0(.
%Q��m��4% �����. ��4%��� f[� �� QP$_x��P ���

. *�>��.�QP ���A ���. �$� ��_��2�_ �� 	 �����. T�$*�
. ��������% .���.A�Q�  ��4%���MBA 1�(�� ��% ��>�
USSC ��� *�� *��� V���W��1�(�� �% g�[� T�>���

�P$�P2� 2 *���]_�USSC ���$� *��2 *�"�? f[��
�E�. �76P �4%����.��� .� Q7Y"��1�(� TQ�% ��76P �>

% 2 *�� ���2 G��tJ ]?��$�7��2� �64p ��> h���?�
������. TQ7��F ���p ��� .� *A�����1�(� T�>���2��J���
.$��. ���7.2�_����% 2 �����% U�&��% ���6���%$��. �7����+����	
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1�(� �$C#	 �% *�� ���D. ����E7�� ����F�"B �4%��� ��>CD34++���#6> 2 �6��> G���4"���>A H�� ��% 

��� 

�'���� �:���� g�F��,�����' ���USSC*�� H��h )' "���� ��� ;�)T �'���� � "M� ��?�C �'���� .�e�+E� ���C �� �'�,' @�' �+T .B�'
���� �� @6(� ��CD73 .CD44 �CD105 �� @6(� � @6DKDR )FLK-1 (+��'� U�/1 @6D ;���.

_E	�:�'��6(EA�SEM )'cK� @(��'� MBA.A:�8F�@(��'� cK� �MBA  i�C ���j�E���ESEM ���� ;�+� ���,��+��
;'��A��?�C.B:�8F�@(��'� cK� �MBA ��)"���� �� �C ���USSC @�' �+	 ��'� [	��.) �� �+	 ���	' �)'+�' ��� _E	 �";'�F
���� ���USSC � '� �;T ��7 ��C �+��# '�9 ��h �8F �� �C��A$���"�� �+��#"F @(��'� cK� � ��	� ��"+	��.
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*�2��*��6� W���#. &$��� W��*v�2 W1�(� Q.�� ���$�% ��> 

��� 

% �� 1�(� �> Q+B 1��J ��P *�>��. �&�. ��m f[�� Q�P
U�&% +�6> �% �4%��� ��6���	�$� 2 *���% *� �� ��>���� T�

"�(� T�2��6� *�>��.����� .

�7��1�(� ���6� A� ]9�J ��>�CD34+:
1�(� �>�CD34+2��P 2 c(D.��Z. �� 2 ��7�4>$e
% ��P Q. �2��� G��9�����% .���1�(�� T�m ��>�Q��

� �% 2 Q7t>��% Q�����_	 �� ���6�� *��� . 2�$�&	 +�& ���
1�(� �Y4� �>% �t9 A2� Q%$��� *�� +�)12�h�(.
��7�P O>�1�(�� ��>�CD34+21�(�� ��>���$��

USSC WC_	$% �$1�(� �J A� V�>�CD34+*�>��. ]%�p
y�	 A� +��� QP ���$1�(� ��>��$2� �% ����&	�"�(� ��

���� .�"�J ���D% Q��W�&���� ���D	 V��1�(�� T��	 ��>

0=� �t9 A2� �%��% 2� ���P ��"�J Q�% �Y�4� QP ���
�D%�QP�:n�k	 W��� *�� �t9 A2� �%��%��Y"�0/��%��%

��� .���D% 2� ��P �� �"�J T�"2�� ��% �$ Q�% ��0�:
�� �%��%$�k. �� QP ��� *����D% 2� ��"�J �% Q4�*����W

�k	��Y"</�. �%��%����%)]#�:(.��%��&	 Q7t> �>�W�p-

value 2� ��P Gq�J ����$���� �� ��P 2 ���Q�� e
�D%�2� ���P Q�% �Y4� ��D%���� QY���Z. W*����*2

% +B +��% �����D. Q�.B ���)����6�0.(

�7����(� �$�7.�7�:
% �9��$�P��. +�CD34 W12� A2� �� ����% �9�� 2

1�(�� +��% *��A �9�� �>��� ��2��J�=��9�� D	$�$ T
��)����6�:(.

��+N�:���� X���	 ���CD34+��D�F �?M� �� "h �� 

;�)
@$�7�M^ )�� ��' �?M�

)"$��� +�'�F(
*�� �?M�

)"$��� +�'�F(
*�� �?M�

)"$��� +�'�F(
��D% 2� �� 

*�����:1�(� �d��±�:���1�(�
)d/�±�/�:(

:0��±d:<��1�(�
)0/:±</d:(

����±�:d���1�(�
)�±�/�:d(

��$� �2� ��  ��:1�(� :<��±0�n��1�(�
)</:±n/0�(

�����±��<:��1�(�
)��±:/��<(

<d��±0�:d��1�(�
)d/<±d/0�:(

e���� �� �� 
��D% Q���:1�(� <���±<<���1�(�

)�/<±�/<<(
=���±�===��1�(�
)�/=±=/�==(

�:0��±0=����1�(�
)0/�:±0=�(

_E	
:�8F���� )'��?#C b� @"CD34+�USSC .A:��' �?M� �� .B�:C *�� �?M��� .���� ����8F B�' �� ���USSC "J�� &��^ ��
�+��# _��k @#J @��� �?(� @�(k �� .�+�#J � _�	 ���� B�' +�' " �+�6(l �� ���� �J ;T ��7 +�	�� )�(��0 ���CD34+���J � H�/

���� B�� �� � ���� �+�6(l ���USSC ���?,' *'� �� +�' .���� @6D ��m�F ;�) @	WS �� ���USSC ���� +7 )' [�� ��D�F ��� �� ���
CD34+@�' �+��# _��k .
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1�(� �$C#	 �% *�� ���D. ����E7�� ����F�"B �4%��� ��>CD34++���#6> 2 �6��> G���4"���>A H�� ��% 

��� 

�'�����:��?� �'����"'�F )'����� +���+CD34 h"�?M� �� 

+�$% V>� CD34 Q7t> Q� A� a� �� *��� �% Q���m�
% QP$+���D% Q�� ��"�J ���. Q�% �$ +�&d/n�� 2 ��9��

 Q��% *����� ����P ���"�J=/������% *����P ����� ���9�� 
)����6�<.(

�'����
:��?�?����, �'����HSCs �J�� ;��� ;'�� �O� )'
CD34 �M^ )�� �� 

�7��A� ]9�J �Colony Assay :
���(P V����������%������%���9�|?$��(6) G��

1�(� �>��&	���'���� Q7�� ��. ���� �%Q���m�� Q�P �� T
�&	����. W��% ���6	 G��p V>�P Q�&����% *��� .� ���T

V��.AB �����	�����(P��A��� 1�(�� ��>�����. A��4��?
A���%���p�. ����F$��.��(P ���D	�%$h2 A� +��� W�7����
D	�% ���$7����1�(� >����6	��� &$7���_�	 Q% ���p 2 Q$]

��(P����� .���(P T���Z	 �> �T�2���) BFU-E / CFU-E 
)Burst Forming Unit- Erythroid (�(P��>��hB &.�p�2

1�(� QP ��F ��J �� �>$E�	 ]%�p Q$6� ��W����%CFU-

GM )Colony Forming Unit- Granulocyte/ 

Macrophage (�(P��>�^ 2 �	A�%$OP��7. �+�67?��� QP �	
 *��7�� ����� ]_�� W���CFU-M  )Colony Forming Unit- 

Macrophage (� 2����$&CFU-GEMM )Megakaryocyte /;
Colony Forming Unit- Granulocyte/ Erythroid/ 

Macrophage(Q��kYm W����%�����*����� .j���6�. ��CFC-C 
)Colony Forming Cell- Count (%�����>���� 1�(� Q%

�.B ���)12�h0(.���D% 2� ��P�����F ��% *���
�(P ���D	 +�.A�� �>$V>�P &�V>��P A� +���� Q�P ���7��

1�(� ��>��%�$����Z. ��$���� ���P e.O�> ��"�J ��
7�P�1�(� �% �>��$Q�_(% ���� *�>��. V>�P �,�	 Q� ��
�&���� V$�% ��F *�>��. &Q���m�% Q�P$�7�������D	 T
�(P�'2� Q7t> ��*��� ��W"2�� '�� Q7t> �� �� ����D	 T

V>�P����.p-value 2� ���P Q�% �Y�4� Q�7t> ��> ��
�D%�*��� w4J �%�Q[%�T Test QY��Z.��A� +��� QP
�D.�+B +��% �������)����6�=(.

A� ]9�J ���7�LTC-IC :
. ��$2�_ Z.$Ym e$D�+�%W1�(� �>��$V�4��? A���A�

p�% �����6	 Q��� &$. &���%���% ����%�. T$Z.2��_$1�(�� e
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*��6� ���#. &$��� W��*v�2 W1�(� Q.�� ���$�% ��> 

���� �� o��� �'���� ���CD34+'�F�+��� �?,�
M� ��?�C "+�+	 �S����C .B:�'���� ���,��?�?�
+	��.C:���� �� o��� �'���� ���CD34+'�F�+

'�F���M� ��?�C g"+�+	 �S����C .D:�'���� 
cK�;T �C ��p/q +^�� "+	�� .

U�?>

���D% 2� ���P ��%�12� Q�7t> �� *����
���,/� 2 �tJ A� +��� Q�1�(� �>�"2� �$ Q

���.2�7�������� *��� ��P Q% �Y4� .
'W��2�����(P��4% �>$�&��� ���V��% ���� Q

�(P��> ��:�0= �� 1�(�$�.����"�J T
1�(� �>��$���%C_	 2 ��tJ �$ 1�(�� ���>�

+B 1P��A� Q% *��� ��P �� Q��>�0�<� 
�(P��� *�>��. .��D���y� �� '2� Q�7t> ��

1�(�� ��>�1�.2�7���W1�(�� ��>��%�$���

*�2��W

��	 

�?�?�HSCs )'�O� �;'� ��;��C�� CD34 �?M� �� )' Q� '�F�+.A:
$�7 �"?�T �� �C"�����	� �����C��";'��A ���' i�F����C g

�+)' �O� �;'� ��;��C�� CD34 ��cK� ;T�C ��:/�] +^��"
+/� ��$�7 ��"?�T �� �C"�����	� �����C��";'��A ���i

�+/� �� @#C @$�7 �� �?,��.)'�O� �;'� ��;��C�� CD34 ���

�'����::�?��r;�)T ��C"')"���@$�7 ���>

�6J &�. �� ��.� ���TV��.AB ��% W
���(P ]���>��. 5�(7E.�Q�% +���	

����% .��%��%���% T�]�6) V����
+B A� W+�% ]?�� �� �>V��.AB LTC-

1�(� ��7%� �>�A����h *A�	�*���
���������P ���A� Q% Q��>d:n0 

�� *.A� a��Q7t> N����D	 W��P
�A� Q��% 2����>�d:< 1�(��� ����(P�
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"�% *��t7�� �� Q(6h A� ����$��1�(� ��>��"��%�� A��4��?
CD34+W�$�&�� Q% A��� ���D	 V�1�(� T���>.��%�1��C.
� �y� ��$6���.������.�� QD�� ��1�(� W��B ��x� �>$w

.�� 2 ����$��	 Q% A��+B ��. ��>�����% .� �� �� ���� T�e
"�(� ��P��N6P �2� N���� *����P .� ��$�>�����

"� Q% QP Q��F��x$� �� ]$. '���� ����� W����$�&	 Q�% A� �� �
1�(� �>��%$������ .�&	 2 ��P�1�(�� ���>�CD34+

� �2�2 i)�%�1�(� T4k	 A�� Q% �>$"�(� O��.��% ���� Q
��m���% QP���.�� +!�2 +! 1��k7�� 2���2����$Q�% A�
"�(��4k	 A�� ��$��� O.

%���. Q�7,% ���� ����P +�B���� ���% 2 1�(� ��P 
���,.�� W���%$��� c(? Q% A���D% Q� e�+��%)in vivo (

 r��? �"�J �� +��%)ex vivo ( ���� .���%����W�����. T
1�(� �>�2� �% ��� ���. ���%��4%��� *��� ���P ��>

��.�������):0;0�(.� ����2�$.A �� ������$A� *��t7���� Q���
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Effect of mineralized bone allograft scaffold with 
 coverage of UCB-derived stromal cells on ex vivo 

expansion of CD34+ cells 
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Abstract 
Background and Objectives 
Bone marrow transplantation with umbilical cord blood (UCB) in adult recipients is limited 
mainly by a low CD34+ cell dose. To overcome this shortcoming by minimum manipulation, 
mineralized bone allograft (MBA) scaffold coated by UCB-USSC (unrestricted somatic stem 
cells) was used to expand CD34+ cells from UCB.  
 
Materials and Methods 
In this experimental study, UCB-USSCs were isolated and characterized by morphologic and 
immunophenotypical analysis. Then they were seeded on MBA (for 3D figuration) and culture 
plate (for 2D figuration) as a feeder layer. CD34+ cells were isolated from the UCB (by MACS 
method) and were expanded in 2D and 3D conditions for 3 weeks. At the end, cell count, flow 
cytometry, cologenic assay, and LTC-IC were done. 
 
Results 
After 3 weeks, ex vivo expansion of UCB-CD34+ was enhanced 250 ± 13.2 in 3D. The highest 
CFC expansion and LTC-IC were observed at day 14. Flow cytometry analysis showed the 
lowest percentage in 3D culture. 
 
Conclusions 
USSCs by 3D MBA structure produce the hematopoietic cytokine, extracellular matrix and 
binding molecules; they also create the intercellular interaction that can be used as a suitable 
feeder layer. It provides an ex vivo mimicry of bone marrow niche by enhancing 
surface/volume ratio. This model could be a suitable and alternative environment for HSCs 
expansion and hematopoiesis. 
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