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���C��7 �()2= +�D��$���� >�( 0����*� E���/(,B��(�����(� ��)�� �F ,(�-7�( ,G�H3E��� �H� I<H% 
�J(� $�/�� .�<$/(�������<���J� (����8�L ��(�>0I<% �/(���(�>���� ����M�N�/B���OH% 
P�( .2&�Q���� ,(�(�+ ���) ���	�$0D�A$/(R(�S( �T�U=����>HOXB4 ���H'&(�&�2+ H�P��H: 
V<=������� ���������/�3��: W� P�( .��(�>�2&�Q 2�$�)	 P�( �=��(�+(�X��,�(�>U=����>��

���� ���������/�3��: )�� ;��0��I<% �()2= Y)�( ���� ���������/�3��: )�� ;�� �8�L ��	.
' ��* +'! ��

0������9 H ������ �2&�Q Z� ������ ���������)�� /�3��: �� �� ;���� ���[�� �H��H7�&$��HA�,\
HOXB4 )�)	 PD(� ]�(�= 0.( ]^������ >R) �� ��_M �� /����/B N��� 0)�)H	 ��(� P%D ��O%

( P%D ,(��� ��`����� >��0��,\ ,� HOXB4 N��=RT-PCR /�( ������$�H� ,B /( ]H� � P+�E �(�T
��*� E���,�/B /(��7�7����+ ���� ��$MQ� �D��$CD34+�D����� a:�	 b���������/�H3��:
P�( )	 �7:(���.
(���� ��
����$���=��+�^$���� �� ���������/�3��:0,�%� S�= �)��������+$��,\ ,� HOXB4 (�+( ���2�J X�P
���� ���������/�3��:CD34+0`$�/(�( ������� >M �� ����/B N���� ��O% .
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(�+(�� X�,\ ,�HOXB4 ���� �� ���������;�� )�� /�3��:0(�+( cJ�����H� �()2= �J�= I��T X�H��

CD34+$(����� � ��	� >$���� dD �()2= �� �8�L �� )�(�= ����������� �� ;�H� )H�� /�3��:��H���<�
����$3�� ��e)	�� �S.
��/��
�/ 0�:���� /�3��: ������ ���0>�U=���HOXB4 $7�& 0$��3�( [���� 

������ ����	:��/�/��
����� ����	 :��/�/��

��������� PhD �����	� ! "#$���� �%�&' (���� � (��)	 � *�#+ �,-�	 "�.���� /$01� 
�2345+ 6�4+ �:PhD � *�#+ �,-�	 "�.���� /$01� %�&' "#$���� ��,���� � /7,��- / ,0�,-(��)	 �/85� 93#7: :���;����� 
��PhD (�< =��- 3 �����	� ! (���� � (��)	 � (�< 2�>8�� ?@ /�!3A� 3 /0B�+C /��' D5E4+ � (�< 2�>8�� F�>,>G	 1H�+ �����8E� �
�;PhD � �����	� ! ��,���� (���� � (��)	 � *�#+ �,-�	 "�.���� /$01� "#$���� 
�;PhD � ������� ����8E� (���� � (��)	 � *�#+ �,-�	 "�.���� /$01� "#$���� 
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(�,-HOXB4 2�&E I��1�� 3B�5��< ���,7- ��!CD34+D�� �#)+ -(���$ ! 3 /��E��� (�,�J 

��� 

���	� 
�! D�- (��)K ��E�	�E �� (���� ,- B� ����B �� 0 D��E

"��85L F��: - (�+�� ���- ��,�� �� ��<,#���,� D�- B�
 (��7' D- (��J8E� 1M+�N (��+�� O�,	�/3F���� I�J-

#���� .�Q/B��8)-�2�&�E R-��7+ S��!�7-�,���TB��5��<
2�&E �!�7-,���#78�5! U��� #7- B�5��< �@��< D�- D�V
�1+���B�B� �� 3 D,)	 ���)E D& K ��W< (�#>� T/E�8E�

E�5N T"#77V�#!� (����+ ���-,�>�� �)K X�- ��TY�����	
��,�S(��- 8�C��C/(�8�C 3 �!/(���!�HLA GW�E/�� 3
8�,� %#' D�,��LB�E D- B��X�- �-,L 3 "#�7!� S,"#���TD�-

�31�� B3� ZQ0/���+�� I�J- DK�	/���< U��W[+ ��
D8<�E #��)�(.�+� 2�&E �3#G+ ��#[	 D��^E�8+ ��!�7-�,���

D�� � �� �!�U�� #7- (�<T-DL��V,�����B�� ��- R_7+ S
��&E/�� �� � (�+��,(��	��� (X��5L�1- (��J8E� 1M+ #��

�E� D8<�E .�Q/B�"�� �!��V���- ��K�+�� ��- D_&` �� S
�B� TZQ�+���2�&E �!�7-,���G+ �� U�� #7- B�5��<,a

�+BC�"�.�)Ex vivo expansion of HSCs ( �+/#�0�- .��>���
��[� b�&W+,#�	 ��< ��L#���0 #/2�&�E ��!�7-�,���

B�5��<T�,�B� c��0 I����(C��! ��E� � ��+ ���� T,#�7+B�
8E�� �<�70/�#[8+ Z+��' B��85!,��[� #!�0 DV d�,�

eQ	 ��<,����2�&E S�!#70�- .
 f	,D- S8�� �)K �� 2�&E d�� 	 � �E�1�����< �

#�	�L#��0 #/TB ��#>+ D-����.85-/�E D�-,2�7. ��!/�
G+ B� 2�&E DV ����,3 g��< a��� Z<�� ����� /�+ #�7H .

��E S,2�7. !�L �!/eQ	 D- ����3 �� 2�&E F�h3�,#�0� 3 �
��+/� �����!��8V�� #��7��+ #��7�D��& K B� #��0� SCF 3��� �

���!��8V�����3����5/D��& K B�HOXB4 "����� �� 3��B�
I>� ����+ �!���)+���0�� #7!��<i#�7��+ TNF-α3���

TGF-b )�(.��,�5- ��, !� DV /5���3� ��!��8V�� S,- B�
�[� �� ����B�#���� ��,eQ	 ��< �,T/+(� D�- (���	 ���!

 "�����<HOX ��V "��0� .(���!HOX D8�E� ��)j ����� 
ATBTC3DD8E� S�� B� O� �! 3 #785! ����� ��!��

/+ k������ #70�-)�T�(.D8E� B� �l' S�#7j ��!ATBT
C3D2�&E �� /�+ (�,- B�5��< ���,7- ��! #���0 .(��,- 
(� ��,eQ	 ��< �,��[� �- a_	�+ d)+ ��!T�8��,- �3#�G+
D- 2�&E D,�3� ���,7- ��!CD34+3CD38-�E� (C (�,- 3

2�&E �� m��- ��! /^7+ d,n7	 ��j� �	 #�0 #!��< .���.��
(� (�,- ��!HOX T��)7�,� D�V ��E� o��p�+ S�� "#77V
(� S�� 2�&E �� �! B�5��< D,�3� ���,7- ��!TI�>� ���^�� 

/+ #77V)�(.��!��8V�� /5���3�HOX D- DVDNA Zf8+ 
/+ #��0Td! 3 S,7K q�&- �� / )+ I>� q��&- �� S,�7j

 d85,E�B�5��< (��3� �� d! 3 #��	 B� Z_h (��3� �� d!
 #����	 B� Y��� #������)rT�(.(�����! �� 9���� /��E��- 

d5,��Q+ /��! B���[� Z,_h,eQ	 ��< �,��#�)[	 3 1�� 	 3
s�< "�� O� D-T/+ �B�- d)+ /�>� #77V)�;t(.

��8V�� /5���3� HOXB4 /�5���3� ��!��8V�� S,- B�
 "�����< HOX T�B� D7,+B �� �� DK�	 S��8�,-�2�&E �� ��!

 ��E� "���V ?�&K ��< D- B�5��< ���,7- .o��p�+ S���
/LA�3 D- c�-�+ /�5���3� ��8V��� S�� ��� D- �fG7+ ��!

/+ #0�- .��K3 S�� �-T+ u�,h� d�5,��Q+����Q& ' /���Q�
HOXB4 S�� 32�&E �� ��Wj DV /+ Z ' m��-�� ��! #7VT

vJ�+ /-�< D- B�7!�E� "#�� ./+ �n� D- /�3 #E� B�
+ (��� ���h �,w�	 �G	 u��@�2�Q� �#,&V ��!Td,�n7	 ��

/��&E ZQ,E /+ Z ' � ��+ (��,- 3 #�2��Q� �#�,&V ���!
+42�&E S�� ��,eQ	 ��< �,��[� �� �w /+ �,,M	 �� �! #�!�.

+ (�,- I��1�� ?K�+ 2�e+ ���-�2��Q� �,�5+ ���!Wnt 3
Notch /+��0)��(.��2#+ 2�&E �#��,� ��! ���,7- ��!
/0�+ (� DVHOXB4 /�E3��33�	� ���!��8V3 O V �-

�� (CT�E� "#0 (�,- I��1�� ��j� �! /)K��	 Z-�h ��@ D-
2�&E S�� �B�EB�- F�#h �,&-�h 3 D�,�3� (�L#���,L �� �!

/+ I��1�� #��,� D����w #-��)��(.�N D8Q� S�� �Vx��, !� 1
�B� DV �E��2�&E �� �!�7-,���B�5��< O V �-HOXB4 

/�+ D�+��� /���+B ��	 (#- Z<�� �� � D�V #�-�� �, D�- (#�- B�
2�&E �!�7-,���Dy�p�N "B�#��� 3 ���0 R�^	�+ B�5��<
2�&E �!�7-,���_@ ���N D- B�5��<,[/#�C �� .��-��7-�S
�1�����- I��,z	3���� (�,SHOXB4 2�&��E �� ���!�7-��,���

B�5��<T,��Q+ (#0 Z8J+ ?K�+5d2�&�E /� ,n7	 ��!
 {�^N D�- ��7+ DV/�+ ����� ����N �� �B��5��< T#���0

/ � ���L .[��W+ ��D/��! �E� "#0 %���� (�7V�	 DVTS���
 (� (�,- I��1��HOXB4 /&' S��� d`� ���< ��,��[� D�V
2�&E ��,eQ	 /+ I��1�� /)K�	 Z-�h ��@ D- �� �! ��+� #!�

|,! ���7!�� D��L�8<�70 (�</�,eQ	 3D8J,�5L ���5��
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)87+/2�&E #��,� (�L#��,L �� �� / ,<#- D-����,7- ���!
 (��,- I��1��� ����� D�VHOXB4 "���- "����Q� ������ T#���

�E�)��(.(� S��� (�,- �.�� ��E B�T2�&�E 1��� 	 ���!
D- ���,7- "�� 3 ���V #�!��J� Z8J+ �� 6&8J+ /��< ��!

"�� D ! D- 1�� 	 /+ F��: /��< ��! ������ .d�! �7j,S
2�&E {^N �- "�� ! ��,eQ	 ��< /�����	 I��1�� "��- /��!

 "���V {�^N �� ���< ���,7- ���N DV �E� /������	 3 #���
"�� /7&V Z,Q�	 + ��< /��< 6&8J+ ��!4D�8Q� S��� #��

/+ 2�&E S,7j S�� T#0�- ���< "#�0 {�^N /�����	 �- /��!
 /���+�� (� 3 (��J8E� 1M+ #��,� #7�C�� �� ��,eQ	 ��,�5-

���N�/��+ ���, !� 1��0�-7#)��T�(.��8V���� S���� "3���' D��-
/5���3�T2�&E �,eQ	 ?K�+ D,�3� ��! ���< /������	 D�V

X�- ��,eQ	 "�� D- 1�� 	 /�����	 3T#����� �� 6�&8J+ ���!
 ����+ �� s��f< D�- /��+�� #:�>+ ���- DV #0 #!��<

���N ��,��5- /����+�� (� 3 (��J8��E� 1��M+ #����,�����, !� 1
85!#7.D8��� S�� o� �+ �� /+ ��)7�,� �! DV #77VHOXB4  
/+ d! #���	 �� R�#�- ��Q�3� O� (��7' D- (�7j O���G	

2�&E #0� ���,eQ	 ���< ��,��[� 3 B��5��< ���,7- ��!
(C #�� � Z ' �!.

(C B� �K/�2�&E DV �!�7-,���#�7- ����7+ B� B�5��<
2�E �� U�� �!�<�,5- DK�	 �,B ������?�&K ��< D- ��

"��V #��T��SD�H 2�4�E S��� D�- �E�� U#! �- D[��W+C���
�1���- I,(�HOXB4 �!��8V3 B� "��^8E� �-�87�/3�E3�/

2�&E �� �!�7-,���+ U�� #7- B�5��</(���- X�- �- #���	
+,��[� (�1,eQ	 ���< ��,���B� 3��2�&�E �� ��!�7-�,���

2�&�E �3#G+ ��#[	 ZQ�+ TU�� #7- B�5��< ��!�7-�,���
�!#N�3 �� �� B�5��<�#7- (�< U�@�- U��/+�B�E �� �

<,�T#0 %����.


 ����
� ��
R K 2�&E �B�E�#K 3 D�� � ��3C B�5��< ���,7- ��!:

� ���7- ZQ0 D- DV D[��W+ S,���;��-��V�#�0 %���� T
��#[	��#7- (�< #N�3�3� *�E� �- U�� �!�b��f+
 V,9�<� D8Q01�/-�	 "�.����,- B� *�#�+ �,(�8�E�� 
�0�8[/R K �3C�#�#0 .N ��,D�� � SL,��T�! B� �� O

�p� D[+�K ����� B���D+�� /_8H #0 D8��L .D��� � ��!�D�-

E��- ���+ D��L�#K F��: D- "#+C �E�/����h #�78��L .
B�E�#K 23� D&N�+ ���(�< T�� "#�+C ��E� D- U�� #7-

(�Q��� �!�mL ��T! �-,5V3�#/	��,c��&J+ ���8�E� Z
#0"F#+ D- 3��+� �� �'�E���#�).� 9�	��D�V #�0
��B�E�#K ���)E D- o�p�+ S�2�&E �!�D8�5! O	 ��

�+ O V U�� #7- (�</���V .(��+B F#�+ %�� 	� B� Y��
E�-�Q��,(�TQ�	 B�� 3�,Z#0.�� ��,�"��	 S��8_5� dV��8+ 
2�_&L �!�2�&E �- "�� ! � E�� X�- �� 3 1+�h ��!�O�	
D85! ��� V ��#�>+ 3 U��� #7- (�</����h 1�+�h 2��_&L 
���L .� ���B�E�#K �)K D&N�+ S�X�2�&E D�!�O�	
 D8�5! ����E B���G+ TU���� #�7- (��< ���:�7' �,a3�/��� 
�8����E�^,3���N D��V (C B� Z��:�N b���E� 3 "#��0 ���
2�&E !��D85! O	 ���#�h ��- "��� !�B� 1�+�h 2��_&L

 Z�_h D�&N�+ T���- 3� D��-�����"����-3� 3 #�0 Z�>87+ 2�Q
�8��E�^,��#���L .�8��E B� Y��^,X T���2�&E D��!�O�	
D85! ��X�- � 5h ��/�������L ���h 2�Q .��SX�O	 D
D85! ��B��E�#K ��)K "#�0 �#K�2�&�E ��!�7-�,���

B�5��< CD34+8�C �-/��-��!�D�V �7.+ �- "#0 ��#����
B� �V�0 =	�,-)(� �C(	),#�0 �3���+ T#����- "#�0 D3

(�8�E B� "��^8�E� ��- Y��E ��!�LS separation  )T=�	�,-
(� �C (�#K #�#0.

2�&��E ���!��� "#��0 �#��K ��G+,aIMDM )Iscove's 

Modified Dulbecco's Media(3�N���%FBS V�	 3�,?
�E��V�8�7/)�E��V�8�S�!�Z ' �3� "#77V �,D(Z+��0)SCF (

ng/mL Stem Cell Factor ��� Tng/mL ��� )FLT-3L (
FMS-like   Tyrosine  kinase  3  Ligand T)Tpo(

ng/mL ��Thrombopoietin  Tng/mL IL-6 ��3ng/mL  
�� IL-3 #�#0 "��� ��V.

/E3��3 ��!#, E��:
33�	� ���8V3��E3�/SF91-HOXB4-IRES-Venus D�V

HOXB4 z	3�� �- "�� ! ��,Y��E��&� SVenus (���7' D�-
- Y��E��&� �V��+,+ (�/� �8V� aE�	 T��V���3 #�&,1+� B�

����	� ! IJ-�����Q�� 3�-,(�8�E�- (��V��V (�8E�� 
+ 34D5E 2�&E �!�7-,���#�0 �#�!� ��+ D- ���3��! .���S

3�	� ����8V3���E3�/����- Y���E�	)��, � ��5h (����V D
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(�,-HOXB4 2�&E I��1�� 3B�5��< ���,7- ��!CD34+D�� �#)+ -(���$ ! 3 /��E��� (�,�J 

��� 

"#77V#V(CDS) z	3��,SHOXB4 ���L ���h "��^8E� ���+ .
(�+BC �- �#8-�PCR 3��!�LB�`C:�f8<�/(�HOXB4 T

"#��77V#V D��[Wh ����K3 �G��: (�HOXB4 Z��<�� ��
 E��,E��- ���+ #/���L ���h .3� B� "��^8�E� ��- Y�E

1�C�"#77V �3#G+ dNotI N�� ��,��� D�E� 31�C�dXhoI 
N�� ��,3�� DD[Wh �E�HOXB4-IRES-Venus D- %�#h� T

D����[Wh �����0���- HOXB4-IRES-Venus ������8V3 B�
33�	�����E3�/3(����&V B����E����87� �����8V3 �� (C/

3�E3�/pLEX-MSC 2�>8�� ��8V3 (��7' D-B� DV (� "#7!�
�V�0 ��S�d8�5,E�,- )	�,��� � T���- "#�0 D�d.8� ��,D��

��87� ����8V3/3���E3�/pLEX- MSC- HOXB4- IRES- 

Venus #0 D8<�E .d!�7j,���8V3 B� SpLEX-TurboGFP 
)S��� d85,E�,-(3 #!�0 (��7' D-�E3�/"��^8E�#0�)7	 DV

GFP )Green Fluorescein Protein (- ��,+ (�/�� �.

*3��3 #,��	:
 E�� c�&J+ B�,#�Trans-Lentiviral packaging D�V

�)- c�&J+ O,D7B� "#�0� �E��,D8�5- ##�7-�3 "#�77V
 E�� Z+�0,�!#�)pTLA1-Rev TpTLA1-Env TpTLA1-

Enz TpTLA1-Pak 3pLA1-TOFF (�����-T(�����7' D���-
 E��,�!#�Q V/��- "�� !pLEX-TurboGFP 3pLEX-

MSC-HOXB4-IRES-Venus �����-���	���,3 #���� �� *3�
2�&E �!�HEK293T 2�&�E (���7' D-��!���	 �,#"#�77V

3�*3�T"��^8E�#0. E��,�!#�Q V/ E�� �- "�� !,#
pLEX-MSC  E�� (��7' D-,��� D�[Wh "#�7!� 2��>8�� #/

HOXB4-IRES-Venus  E�� 3,#pLEX-TurboGFP D�-
�V�0 B� #!�0 (��7' S��� d85,E�,- )	�,#�#�0 D.c��&J+

 E��,#�d! F��: D- 9�� *�E� �- (�+B Z [����8�E� 
��	 �V���0��, 2�&��E Z��<�� D��- "#��77V #���!�HEK293T 

#�#0 �Q^5���	 .2�&�E ��f8J+ ���@ D�- ��!�293T ��
&�,��!���V mm �����#>+ D-���/r+,&�,2�&�E (�

�B� D-�&� �!,#�#0 "��� ��V S�Q^5���	 B� Z_h B3� �.
S�Q^5���	 B3�T �E�� c�&J+,�!#��Q V/��- "��� !

 E��,2�>8�� #"#�7!�(�pLEX-HOXB4-IRES-Venus 3
��� ��E�� �,#!���0 #pLEX-TurboGFP U���[+ O�� V ���-

 S����Q^5���	Express-In )	���,�V����0 a���E�	 "#���0 D

S��� d85,E�,- ��L c�&J+ d! �-�F#+ D- 3 "#��h�,�� D>
���+��#�#��0 D��-�Q�� 9���	� .(���+B F#��+ %��� 	� B� Y���

E�-�Q��,2�&�E �� S�Q^5���	 T(� ��!�293T B3� B� D�V 
*��E� �- #���- "#0 "��� ��V Z_h Z [����8�E� �V��0

#0 %���� "#�B�E.
G+,3� a/�2�&E �!�Z�:��� �� "#�0 �Q^5���	��

3 �'�Et��+� �� 3 D80���- S�Q^5���	 B� Y� �'�E�
�8��E DK��/��#).� ���L�#�0 .�&M	 #�[- D�&N�+ ��,{
3�*3� G+ B� �!,3� a/�3� B� "#�0 �0���-�2�&�E ��!

 �8���E B� "��^8�E� �-�^,��� .,�E �3� ��RPM ����� D�-
F#+�/��+� �� �'�E��8��E DK��/#�0 %����� ����L .

�8��E B� "#+C �E� D- b�E��^,d�N �� �� �!�Qj��V8�
���+� ���ºC��;"��^8��E� (���+B ���	 ��#��).��#��0 .����-�

	,E��8,87� (�/3�*3� �!���	,�V���+ B� "#0 #GFP 3���
Venus 3Z [����8���E� )	���, �V����0 a���E�	 "#���0 D

S��� d85,E�,- #0 "��^8E�.

2�&E �����B� ��V B�5��< ���,7- ��!CD34+:
��-�E��-/�1�� �w��- I,(� (�HOXB4 3� �-�+,(�1
�B��2�&E �� �!�7-,���2�&E TB�5��< �!�7-,���B�5��<

 �E��- ���+ D��L�#K F��: D- �� #N�3 �!/��� ����h ��d.
2�&E �#8-� �!��5>	 "3�L 3� D- �� "#0 �#K,���V d"D�- 3

3� ��- D���L�#K F��:�(CB3� �� S��V�� Y����	 ��!
�B� �5J��2�&E �� �!�7-,���%���� B�5��< #�0 ."3��L

2�&E Z+�0 23� ��!/���- D�V #����-pLEX-HOXB4 /�87�
*3��3 ��- D�V #!��0 "3�L %3� "3�L T#�#0 �V�� Y���	

pLEX-Turbo GFP #�#0 DK��+ .���n7+ D- #!�0 "3�L B�
B���-�/2��_�� D�- ��E� SQ + DV D8E��<�� F��w� D��L�!

3 S�V�� Y���	�E3�/#0 "��^8E� #!� �� .2�&E ��- �!�
�B��G+ �� ��,aIMDM 3�N���%3 %�E �E��V�8�S�!�

�3� "#77V Z ',��V D#�#0 "��� .2�&E Y�E �!�7-�,���
�- �� B�5��<"�,<x 3�E3�/B� D�V )	 Z�_h �, DT���- "#�0 

Y������	 ����� � ����V���d.B� #���[-t��'����E B�(����+B 
Y���	 TS�V�� -,(�Y���	 �V���(�HOXB4 "��^8�E� ��-

 B�RT-PCR B������-�/#���0 3����0�L B� Y�����B3�T
2�&E �!�� �n� B� "#0 "��� ��V�	�7���� ,�/^8E� �-�"�� 
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"�3�}"�� 0 T~��$+ 1,��� T}�"A�3 T2�&E D+�� ���,7- ��! 

��� 

E�&� B�,�8+�8�E��- ���+/#78��L ���h.

Y���	 /E3��3 S�V��:
3 2�>8�� �)K�*3� �!T�D��L�#K "3�L �-3����Q	 ��-

���! �� ���+BC�I(duplicate) #��0 D��8��L ���n� �� .�#��8-� ��
2�&E �!�7-,���F#+ D-��Y���	 B� Z_h �'�E S��V��

3�E3�/�E aE�	��V�8�S�!��3� "#�77V Z ' �,�G	 D��O
#�#0 .D��< �! ��&�,�����	/T�3#N���2�&�E ��1!

 �3#�N �� D�V��� +,�3�Q,�G+ ��8,�����h #����- ���V a
#78��L.� B� Y�� ��S	 D�V,3 ��8 ��*3� �� ��! �� d��N O

3 T#+C �E� D- vJ�+�*3� �!�&M	,��#�>+ D- "#0 {�
�	��3 #N�3���^' *3�/�B� D-�7- 2�&E �!,�����D�- �

� F��_'��- �. (multiplicity of infection) MOI �3#�N�
�	��Y���	 3 #�#0 "�31�� #0 %���� S�V�� .2�&E D�- ��!

 F#+��3 �- �'�E�%�� 	� B� Y�� 3 #�#�0 �3��+ *3�
��F#�+ ST2�&�E ��!���- ���- D�E "#�0 ��0���- PBS 

)Phosphate Buffer Saline (3 ����850 ��G+ �� Y��E,a
3�N "B�	�FBS �E 3��V�8�S�!�Z� ' �3� "#�77V �, D"���-

#�#0 .� B� #[-�+��C D- D&N�+ S/&�,3 ��&K � E D- �� �
- �	 "��� (�Q	 ?>' D-�</YQ&� V �G+ ��- ��!,���V a

#����0 c���&J+ .&� Y���E��,���	���-�Q�� �� ���! �tD��K��
/8��E ���L 3CO2�%���h #�#0 "��� .

(� (���,- /��E��-HOXB4 B� "��^8��E� ���-PCR Reverse 

transcriptase  :
� �������E��- D��- D��[��W+ S/�1�����+ I��,- (�1��, (� (�

HOXB4 #!��0 3 (�+BC "3�L �� #�0 D�8<���� .� D�- �� S
3�5+ ��#[	 ��n7+�2�&E B� (��+BC 3 #!��0 "3��L �� �!

��-�g��J8E�RNA "��^8E�#0��- Y�E T�)	,DcDNA T
��>+�3�5+ ��B�RNA D8��L ��H D- #0.��<C D�&N�+ ��T

����>+�3���5+ ��B�cDNA )�3#��N���%�L������ (����-�
I7V�3PCR #0 D8��L �n� �� #!�0 3 (�+BC "3�L �� .��

�)������8V� ���8- (� B� �,��&<�� #!���0 (����7' D��- S/���)K
2�+�� B�E�+�,- (�1 �, (� (�HOXB4 �+BC "3��L ���3 (�
!�0�^8E� #�"��#���L.
7-���-���� S�B� Yt�'�E�+B B� ��	 (���V�� Y����S

3�E3�/2�&E B� T�!�Y���	 3 ��- "#�0 ��V�� �� ��- *3�
 2��&G+ B� "��^8�E� RNA x-plus *��E� ��- Z [����8�E� 

�V�0 "#�B�E)E �V�0,(��7 ���(��(RNA ��&�E/)	�,D
#0 .)	 B� Z_h,DcDNA TDNaseI )B�87+��(D�� � D- RNA 

#0 "�31�� .Z,&G	 3 D�1�	 cDNA B� "��^8�E� ��- �+�1.!�
%3#������ 1����C 3�dMMLV-RT )B����87+��(*����E� ����-

Z [����8E� ��� �� #�0 %����� "#�0 D.B� "��^8�E� ��- Y��E
"�.8��E�PCR  �&$����E�+�	�V���0 D��- c���-�+ ���-��H T
D�� � B�� ���+ �!�-�/#78��L ���h .��-�I7�V�3 %����TµL

�/��B�Y$,�+ �8�5+ �V��0 �3����- µL�B��LB��`C 
)pmol ��(3µL�B�cDNA )�3#��Nng ��� (d��! ���-

 ��W>+ bC B� "��^8�E� �- 3 "#0 c�&J+TD�- d��NµL�� 
E�,#.��-���!�LB�`C D�8�� ���V D-T������!�8+�"��^8�E�

��- "#0�N��@/�8)-�S�LB�`C ��1��� %��� B� "��^8�E� ��- 
�.,�3� r#0 ��G� .���	/��!�LB�`C ����h B� D�8�� ��V D-

B���- �:

"#��-�&K �LB�`C HOXB4  : 5-GGA GCC CGG CCA 
GCG CTG CGA GG-3 
 *�$[+ �LB�`C HOXB4  : 5-ACC CGA GCG GAT 
CTT GGT GTT GGG CAA-3 

 I7V�3 %���� �)KPCR B D+���- B��#0 "��^8E� �:
E���j���,�3� (�,D��� D�>,h���/8���E D�K�� T����L 

E���j���,���w (��TD����w,�� D��/8���E DK�� ����L T��
��w,D�7,&,�C ���rDK�� /8��E ����L 3����w �,DS��785H� 
��t�DK�� /8��E ����L ���-����E,��- "��� ! ZQ �� O

S�785H��)�/���t�8��E DK��/��- ���L���h�,D>.

��8+�8,E�&�:
Z_h 3#[- B��B��T�� �-"��^8E� B���8+�8,E�&� )T=�	���
(� �C (2�&E �!�7-,���B�5��< B��n� �!�V��+�GW�E/
���+ B���-�/���h #78��L .�3#N ���*r�#' B�2�&E ��!�

����V "��� "#��0 �#��8-� ���- 2���&G+ PBS 3���N�FBS �%
��850 "��� "#0 3Y��E ��- "��^8�E� B��8�C/���-���!�
DL3A��V "#0 �-%3�V3��&� �,���Q��8�S(PE) ��� +C�,1�

#p CD34+%���� #0.B��8�C/���-�PE-mouse IgG1 D�-
 (��7'�� O�	31, l	 �)K #!�0 �,�:�f8<� S/(���-

��L "��^8E� I7V�3�#.��-�[	,,�G+ S�"�3# ��B������ � 
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D�� �#)+ -(���$ ! 3 /��E��� (�,�J 

/E3��3�	� 
SF91-HOXB

SF91-$H7�& ��H7D� �� � �)H	 �7H	(���
 Plex)	 ��f�(.

×�3/mL ���×�����- .B�(C���K/�
������	 3,�83�*3� T���- vJ�+ �!
��	��3 #�N�3 �� ���^' *3�/���

#0 "��^8E�.*��E� �-�D�8�� ��!�D�-
(�E�L�7_+ I�����Q ! 3/I!��V ��-
*2�&E D- �! ��!�7-�,���B��5��<

���E ���- ��V�8�S���!��3���, Z+���0 D
SCFT���G	 O����f8J+ O�3� �, D
�B� 2�������- ���2�&��E ���!�7-��,���

#)��(.(�� ! ���@�d�! ��_�h D�V
�!+ (���/��� � DV��G	 S��3� O�,D
+,Y���	 (�1 2�&�E S�V�� �+ ��!4�w

t� Y����	 (�+B B� �'�E S��V��T
Y�����	 (����B� "��^8��E� ���- S���V��
B�� ���+ Y�-�/����L ���h .��8���

>��+,+C �,Y���	 (��- 1�� �� S��V��
+ (��� B�5��</���)ZQ0�.(

E��-/+,(�1 -,(�Y���	 �V���(�
7-,���B�5��< ���+ �n� "�)- L,��
B� (�+B Y���	 TS�V�� 2�&�E ��! B�

B�5��< ���,7- CD34+

��� 

Plex-MSC-HOXB4-IRES-Y�
HOXB/E3��3 /87� ��8H3 ��

A:E3��3�	� ��8H3
XB4-IRES-Venus

 HOXB4-IRES-V$H�������=� ��H7D� /( -HOXB4-IRES-Venus

$����� $7�& ��7D� �f�7� �� �D )lex-MSC-HOXB4-IRES-Venus

N�� (C �� ,+ ���h D/L,#��TB�
����,�"�)- ��- SL,��#�0 .

��1��� %��� B� "��^8�E� �- "#+C
#78��L .&G	 �, ��8� Z�B� Y�� �

B(�+BCt#0 %����.

2�&E Z<�� D- *3��3 ���!

3�3�*Y���	 �� �! S��V��
,�B�5>	 2�N ��, �f	 Td,d
/3��E3�/��K D�-����8V3

D��[Wh �����HOXB4-IRES-

33�	����E3�/�� 3 D8��0���-
Plex-MSC ���V (��&V�3 d

Plex-MSC-HOXB4-IRES-V

���[+/�V��0 a�E�	 "#�0 
*&M	,0 %���� "#0 {�#.��
�"�)- 3 Y��E��&� �L�,���

3 a�E�	 "#�0 ��*3� �� ��! 
,D�- D�V #0 vJ�+ "#0 {

*3�!���N�3��Venus 3

GFP �3#�N mL /���×
2�&E ��#[	 DV �!����

��-�7- 2�&E �!,����
MOI �3#N��	��E�

aE�	 "#+C �E� �E�L
+,87� 2�>8�� (�1/3�*3�

�G	 (3#��-����3� O��,D
���_+3�	�8,TSFlt3 3F

���E��V�8�7/� B3� ��23
��V D- B�5��<#0 "��-

T��- "#0 ���1L �D8�� !
�E��V�8�7/�1�� ���I
��-�E� ")��(.B� Y�
+��,>��+ (�1��,�+C��, 1��-
+,QE3�Q�Y��E��&� �

�3#N��%�	��%>��+
2�&E �!�7-,���5��<

(�+BC RT- PCR:
B� ��S(�+BC �)K

HOXB4 ��2�&E �!�
#0 .#[- B�t��'�E

(�,-HOXB4 2�&E I��1�� 37- ��!

B:/E3��3 /87� ��8H3-Venus

D[Wh (�&H B�XB4-IRES-Venus

I<	�:�2QT �2&�Q >�( �� Venus

$�����pLEX-MSC )���E ,��D

2�&E DV �!�7-,���� B�5��<
D>W7+ ������ DV���� I7V���
�)� ����E� D- F�'�@� �C

Y$+�&� B�� ���+�-�/�L ���h
%������8+�8,E�&� B� "��^8E� �-

����� ��
Y���	 3 *3��3 #,��	 S�V��

B�5��< ���,7-:
�� D-,����	 Z/�X�-�87�/
2�&E �!�5>	 2�N ��,` 3 d,
8��L#0 D�!��8V3 B� �	�87�/

33�	����E3�/"��^8��E�����0.
Venus �#��!� ����8V3 B� ��/��

�87� ���8V3 Z<��/3��E3�/
D&����:�N ������8V3��Venus

%�� ���L��� ��d)ZQ0�.(
B� "��^8E� �- Z [����8E�[+

S��� Td85,E�,-	,E��8,3 (��*3�
��+ O V �- D&N�+ S,QE3�Q�

z	3�� B�,��	 Y��E��&� S�,0 #
2�&E 	 T�!,3 �8�*3� �!�&M	,

	�	 D- aE�8+ ��@,��- ?�3��
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"�� 0 T~��$+ 1,��� T}�"A�3 T2�&E D+�� ���,7- ��! 

��$�E3�$,+ /���+ ��� �- B�5��< ���,7- ��!

HOXB/( ]�h�>%D(� ]�(�= ,�/ /( P5�� 

��[�� �����A�HOXB4 /( ]�h�/( P5��
c=(� �� )��	 �� P83� ,�/B ����� �� �D ���

7D( �7� �� i��/()�( �� >bp �
! =�= �������� �� c
/( ���C7�( �� )��	 �����E/�LB �:(�$)��� �D�

�(� (�HOXB4 ��"3��L (��+BC 3#!��0 
��(��� ��� DVY�B��3#N t��'��E B�
-,(�(�HOXB4 ��2�&E �!�Y���	 �V��

bp���
bp���

A

"�3�}

��� 

2�&��E �� *����3 Y����E��&� �H����+ ����!
D7,+B (� ! 

A:2�&E "#!��+!
�E��87H B��

]�(�= ,���� >%D(� [���� $7�& �� /�3��: ������ ���XB4-Venus

 

RT-P�� ���cDNA P�� �� /( �)B ���� ����� �)	 P<C3�(�=
)��� �)���bp 4!! V<= �� i�����HOXB4 ������E/�LB �:(�$

����	 ��� i���ladder �/()�( ��bp �!! ����	 b��j 0��ki���
�hV<= �� i��� )����,\ �HOXB4 =�= �������� �� c���,�/B

b��j 0)��D4C� )��	 �� i���$$)	��.

���(� D�@�-�+ ����+ B�� ��-�/����h 
-,�(�(�HOXB4 3�>+�5�D(C-��

bact-��D7'��(�� 0�!��#&<���/3

��+��,"1"#77V -�,
#0 "��^8E� .�8�

Y���	 S�V�� T

B

B:����+ (���,- "#!����+
Y���	� ! �� "#0 �H��

I<	�:,(�� $���/�(

I<	
:,�/B .�f�(PCR

]�(�= ,�/ ,�%� >%D(� �
�T�P�( �= .���	 b��j

b��j 0)��	 � ,�/B

��)A bp4!! (� ��f$D

�n� -�,(�Y����	 �V����
#78��L .-����-�E��/

L�"3� +BC�(�TB�(�t

bp ���
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A)

B)

2�&E�!�7-,���B�5��<��"3�L#!��0
CD3�� �WE 2�&E T�! ���� � c��-�+ 

PE.B:���� � ��8+�8,E�&� c�-�+ D-
A

)/( �l� a:�	 CD34+

�T"�.�[ K,�2�&�E ��!����V 
aD- ������� �#�' �E�,#D�V D�- 

#!�0r/��%3��"3�L (��+BC D�V 
HOXBT#����- �3#�N r/��%2�&�E 
��K3 �0��)ZQ�0�(.��-��7-�S��- 
�&E�2�CD34+�� �+B�(��0�o3� 
2�!�CD34+�� B3� ���(�T���V 
��CD34+Y� B�%� 	� "�3� ��V 

��-��-3��"3��L #!��0T2�&�E ��!�
t/��-��- �B����#780��.

B�5��< ���,7- CD34+

��� 

C)

D)

:A���� ���8+�8,E�&��&E
B� �n� +,(�1 B3�- �V��+ 34+

D- 8�C /CD34+��#���� �-E

2�87V��	31,�^7+/���� �

�7-,���B�5��<��"3�L(��+BC
�� �WE 2�&E T�! ���� � c��-�+ 

D:���� � ��8+�8,E�&� c�-�+ D-

��7�7����+b���� ���������/�3��: �����E ,�/B ����E )��	

)K�	/-,�8� B�"3��L #!��0 

�7-,���B�5��< ��G+,a
C:

CD34�� 3�D&�:�� ���+B�/
���+B���-�/���h ����L .��
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HOXB4 overexpression increases cord blood CD34+

hematopoietic stem cells population during  
ex vivo expansion  

 

Allahbakhshian Farsani M.1, Forouzandeh Moghadam M.1, Amirizadeh N.2,
Soleimani M.1, Pourfatholah A.1

1Faculty of Medical Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 
2Blood Transfusion Research Center, High Institute for Research and Education in Transfusion Medicine, Tehran, 
Iran 
 
Abstract 
Background and Objectives 
Nowadays, cord blood hematopoietic stem cells (HSCs) are well known as a very valuable 
source of cells for cell therapy purposes. But unfortunately, the insufficient number of them is 
a limiting factor for their employment in adult bone marrow transplantation. Cord blood HSCs 
expansion is an approach for alleviating this problem. It has been shown by several studies 
during in vivo investigations in mouse models that HOXB4 is one of the most effective tools 
for inducing HSCs self-renewal and thus HSCs expansion.  In this study, we tried to enhance 
self-renewal of cord blood HSCs by HOXB4 overexpression during ex vivo expansion period. 

Materials and Methods 
In this fundamental-applied research, HSCs were transducted by lentiviral vectors containing 
HOXB4.  HSCs were then cultured in IMDM medium containing 10% FBS and early acting 
cytokines (Flt3L, SCF, Tpo) for 8 days. Thereafter, we evaluated HOXB4 expression by RT-
PCR. The CD34+ subpopulation were also examined by flow cytometry.   
 
Results 
We detected a high level of HOXB4 gene expression in HOXB4 transducted HSCs relative to 
the control. We observed that HOXB4 over-expression dramatically increases CD34+ 
subpopulation of HSCs. The increase in the number of CD34+ HSCs is an indicator of HSCs 
self-renewal during ex vivo expansion period. 
 
Conclusions 
All in all, in this survey we observed that HOXB4 overexpression markedly increases CD34+ 
HSCs during ex vivo expansion period.  This approach can be very effective for overcoming 
the limited number of cord blood HSCs for cell therapy purposes.   
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