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�������ÉZ/»{�{�Ã{Z¨f�Y�½Z»��Ze�Ä�Â¯�¥Á��£�Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯�����Ä/m�{
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������{YÂ»�½{Á�§Y��Y��a�Á�|��Äf§�³�{Z¬ ¿Y|��Ä]�����®Ë�d^�¿�Ä]�,½M
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�À»��´Ë{�|Ë{�³�¶¬f�����b����Z]���Å�Á�����c|»�Ä]��Z]����Ä/¬Ì«{��Á�
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�¶°����ÉÂ´·Y�SDS-PAGE��¾�¯Y�§��Y�Ä¿Â¼¿���¼m�ÉZÅ��É�ÁM

��¯{Z¨���{�Ê¿Âf��Ê§Y�³ÂeZ»Á�¯��Y��a�Ã|�G100 

½Âf��Å�ÉZ��,���Á��¾ÌXeÁ�a�ÉÁZu���¾Ì]�Ê·Â°·Â»�ÉZÆ¿�Á�Z]�ÉZÅ������
|Àf�Å�½Âf·Y{Â¸Ì¯���ÉZÆ¿Âf���,���,���Á��¾ÌXeÁ�a�ÉÁZu���ÉZÆ¿�Á�Z]�ÉZÅ
�¾Ì]�Ê·Â°·Â»������Ê»�½Âf·Y{Â¸Ì¯��|À�Z]���½Âf����­�Z»��

�Ê���]�ÉY�]�e�Z���¾ÌXeÁ�a��Ìi����������Ä/�Â¯�¥Á��/£�Ê¿Âf·Y{�Â¸Ì¯�
Â¨À·�É�//Ìj°e�x//�Za��//]�ÊÅZ//»dÌ//��ÉZ//Å�T��Y�½Â//»�M�MTT�

�|Ë{�³�Ã{Z¨f�Y�����¾ËY��{,½Â»�M�dÌ�Â¨À·�ÉZ/Å�������Y�Ã|/»M�d/�|]�
��{Y�§Y�Ê�Ìv»�½Ây�º·Z�������§��Y��/a�,M�������{Y|/ e�Ä/]�Ã|/��¯}�|/ÀË� �

��� ���Ê///¸Ì»��{�µÂ¸///���///fÌ·�|¿|///��Ã|¿Z///���Y�q�¾Ì///À
,Ê¿ÂÌ�¿Zb�Â���������fÌ·Á�°Ì»���ÉÁZu�Ä¯���� �����{Â/]�µÂ¸��,�

��Å��{�dÌ¸aÁ�°Ì»�®ÅZq��|/��Ä/fzË�����ÊËY|/f]Y�cZ�/ËZ»�M�{�Y��
d�¸£��ÉZÅ����,���Á������¹�³Á�°Ì»�]�Ê¸Ì»�����|/Ë{�³�Ã{Z¨f�Y��fÌ·�

Ä¯���d�¸£�{�����¹�³Á�°Ì»��/]��Ê/¸Ì»�����,�/fÌ·����[Â¯�/��¾Ë�f�/Ì]
����Ã|ÅZ�»�É�Ìj°e�x�Za�|��Y~·��m��dÆ½Â»�M��µÂ¸��,ÊËZÆ¿����ÊËZÅ

Ä¯��®ÅZq��{���ZÅ������|/¿{Â]�Ã|/��Ã{Y{��Y�/«,����Z/]�������¹�/³Á�°Ì»�/]��

Ê¸Ì»������¾ÌXeÁ�a��Y��fÌ·����������,ÊÅZ/»�Ä/�Â¯�¥Á��£�Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯�
�|¿|���ÁZn»��{�����Y�É���¾ËY�½Â»�M���Ä]�ZÅ��������,Ê/¨À»�µ�/fÀ¯�½YÂ/À�

����Êf¿M�½Á|]�Á�ZÆÀe�µÂ¸���d§�³�Y�«�Ã{Z¨f�Y�{�Â»�½�Á��Ä]����½YÂ/À�
��Y�Ê//y�]�Ä//]�,d//^j»�µ�//fÀ¯®//ÅZqZ//Å�PHA�d//�¸£�Ä//]���

����Å�ÉY�Y��{�¹�³Á�°Ì»�®ÅZq���|Ë{�³�Ä§Z�Y������Ä/¿Â¼¿�{Y|/ e�����Z/Å��
{Â]�{�Â»Ä]�cZ�ËZ»�M�Á��c�Â��ÊËZeÁ{�d§�³�¹Zn¿Y���

�a���������½Z»��c|»�Á�Ã�Á��Ä��d�¯��Y���������/Å�Ä]�,d�Z���®/ÅZq�
����fÌ·Á�°Ì»���Y����µÂ¸v»�MTT��������c|/»�Ä]��b��Á�|Ë{�³�Ä§Z�Y�
����ÂeZ//]Â°¿Y��{�d�Z//������Êf¿Z//��Ä//m�{�{Y�//³�ÁCo2����

d§�³�Y�«��Z]���µZf�Ë�¯�½|��¶Ì°�e������ÊËÁ��_Â��,½Y�Z»�Â§�ÉZÅ
��ZÆ¿M�|��Äf�Y{�]���Á�Ã������/fÌ·Á�°Ì»���,DMSO�������®/ÅZq��/Å�Ä/]�

�����������kÂ»�µÂ���{�Z Ë���Á�|Ë{�³��ZfbÌa�Ê¼¯�Á�Ä§Z�Y�������f»Â¿Z/¿�
��Z]Reader�ELISA��|��Ã|¿YÂy��������,�Ë��µÂ»�§��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]��b��

µÂ¸��®Ë�ve��¯|¿Y�½Y�Ì»|��Ä^�Zv»�ZÅ���
��

������Z]�d�Y��]Y�]�®Ë�ve��¯|¿Y�������Ã|�/¿�®/Ë�ve�ÉZÆ·Â¸/��[~/m�
��]�ºÌ�¬eve�ÉZÆ·Â¸��[~m�Ã|��®Ë���

��

µÂ¸��d�¯�ÉY�]���ÉZ/ÅK562��¶/»Z¯��Ì/v»��Y����FBS % 10���
RPMI����|Ë{�³�Ã{Z¨f�Y����µZËÁ�®Ë�,Y|f]Y�{�����µÂ¸/��¾/ËY��Y�Z/Å��Y�

Ä¯��{�®¿ZeÄ]�c�Y�����/Ë�§�c�Â/��Â/]Y��Ã{ �Y ���Á�Ã{�/¯�k�Z/y�c�Y
��|Ë{�³�[Á}�Z Ë����Ä]�Á���½M���Ê¸Ì»����������Ä§Z/�Y�¶/»Z¯��Ì/v»��fÌ·

|//����{��b//��rpm������c|//»�Ä//]���Ì«{�,Ä//¬���Ä//^e�»�
��d§�³�c�Â��Â�f������{�[Â�����Ê¸Ì»��������,¶/»Z¯��Ì/v»��/fÌ·�

�|��½ÂÌ�¿Zb�Â��Á������|/Ë{�³�ºÌ�¬e�®�Ô§�Á{��{���µÂ¸/�����ÉZ/Å
���������½|/��Ê/���Y��/a��Â¯~»����®/�Ô§�,�Á����������|/¿{Â¼¿��/a�Y��Z/Å��

��®�Ô§�Ä]�¾ËY�]ZÀ]���������|¿|/��Ã{Y{��Z/�Za�|/Ë|m�ÉZÅ�������Â/�À»�Ä/]
É�Z³�Z��µÂ¸���������Á{�{Á|u�c|»�Ä]�d�¯�,ZÅ��Y{Y�Äf¨Å���d�Y{�Ä»��

����µÂ¸��,½Z»��¾ËY�½|��Ê���Y��a�����Á�Ã|/��k�Z/y�®/�Ô§��Y�ZÅ
��½Â°·Z//§�Ä//·Â·�®//Ë��{��Ê//¸Ì»��,É�//fÌ·��Á{��{�Ä//^e�»�Ä//�� �

rpm�������Á���Êf¿Z��Äm�{���Á�{Y�³���½Z/»���������ÉZ/»{�{�Ä/¬Ì«{�
|¿|��Ã{Y{�Â�f�����

���� �����Ê¸Ì»��{�µÂ¸��fÌ·����¶»Z¯��Ìv»��{����|¿|»M��{�ªÌ¸ e�Ä]
�����Å�Ä]�Á®ÅZq,�����°Ì»���fÌ·Á��Y��Ê·Â¸��½ÂÌ�¿Zb�Â����Ä§Z/�Y
|Ë{�³����Ê/f¿M��b���½������¾�/¯Y�§��������¥Á��/£�Ê¿Â/f·Y{Â¸Ì¯�
Ä�Â¯�����d/�¸£�{�������Ê/¸Ì»��{�¹�/³Á�°Ì»������Ä/]��/fÌ·����Ä§Z/�Y�½M
|Ë{�³�Á����ÊËZÆ¿�ºnu®ÅZqZÅ,�Ä]������fÌ·Á�°Ì»���|��Ã|¿Z�����

Ä]��������Êf¿M�ºnu�µ{Z »�,�Ì¿�Ê¨À»�µ�fÀ¯�½YÂÀ�������Ä/]�½��®/ÅZq�Z/Å�
PBS��|Ë{�³�Ä§Z�Y�������c|»�Ä]�d�¯����d�Y{�Ä»Y{Y��Á�����ÉZÆ¿Z»�
����,���Á����d�Z����������������,�Â¯~/»�½Z/»��½|/��Ê/���Y��a����

���fÌ·Á�°Ì»�Y���µÂ¸v»MTT�����Å�Ä]�®ÅZq�������c|/»�Ä]�Á�|��Ä§Z�Y�
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���
�Ä¸n»�¹Â¸��Ê°��aÊ»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�������������������������������������������������Ä�Â¯�¥Á��£��iY �]�ÊÅZ»�Ê¿Z����Ê·Â¸��Ã{��K562 

����ÂeZ]Â°¿Y�{�d�Z�������Êf¿Z��Äm�{��{Y�³��ÁCo2���|��{����Y�«�
�|��Ã{Y{����d�~³��Y��a���d�Z�,�»��ËZ�ÊËÁ���Ä]�½M�Â����¶/»Z¯

�Ã|��k�Zy���Ä/]�Á��½M�������/fÌ·Á�°Ì»���,DMSO����|/Ë{�³�Ä§Z/�Y��
���Á�Ã{�¯��ZfbÌa��b����Ä]�����d�����kÂ/»�µÂ���{��������Z/]��f»Â¿Z/¿�

Reader�ELISA���|/��Ã|¿YÂy���������������°Ë|/¿Y�\�/u�]�lËZ/f¿
��É�Z//»M��Ì·Z//¿M�{�Â//»�Á�Ã|//��Ä^//�Zv»�®//Ë�ve�Z//]��½Â//»�Mt�

|Àf§�³�Y�«����
��

Äf§ZËZÅ��
�������Y�¶�Zu�lËZf¿�Ä�ËZ¬»��Y½Â»�M�MTT��Ì�Â¨À·��]�d���½Â/y�ÉZÅ

��Ê�Ìv»Ê Ì^������c�ÁZn»��{�Ä¯�����]�¹�³Á�°Ì»���Ê/¸Ì»���Y��/fÌ·
��¾ÌXeÁ�a���������|¿{Â]�Äf§�³��Y�«�Ä�Â¯�¥Á��£�Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯�,���Z/]�

����ÌiZe�lËZf¿PHA��]���µÂ¸��½Z¼Å���������¾/ËY�Ä/¯�|/Ë{�³��z�/»�Z/Å
�����Ìj°e�\mÂ»�ZÆÀe�Ä¿�¾ÌXeÁ�a��µÂ¸��¾ËYZÅ�Ê¼¿�,{{�/³���Z/e�Ä/°¸]�

���ZÆ¿M�{�[Â¯���ºÅ�É|u��Ê»�{ZnËY|À¯���Ê¼¿�¾ËY�]ZÀ]���¬¿�½YÂe
������¾ÌXeÁ�/a�ÉY�/]�®Ì¿�ÂfÌ»����������Ä/�Â¯�¥Á��/£�Ê¿Â/f·Y{Â¸Ì¯�

���¶°��Á����|��¶ËZ«������������¾ÌXeÁ�/a�Ê/���]�lËZ/f¿��/´Ë{�¥����Y
������ÉZÆ·Â¸/��ÉÁ���/]�Ä�Â¯�¥Á��£�Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯�K 562��{�

�����������������\/mÂ»�¾ÌXeÁ�/a�¾/ËY�Ä/¯�{Y{�½Z�/¿�µ�/fÀ¯�ÃÁ�/³�Z]�Ä�ËZ¬»
µÂ¸��[Â¯��ÉZÅK 562 �ËZ¬»��{Ê»�µ�fÀ¯�ÃÁ�³�Z]�Ä�{Â���Á

�[Â¯����j¯Y|u��Ì¿�É�³����{�����{Â]�µÁY�d�Z�������dÌ/�Zy�Äf^·Y
[Â¯����{�É�³��|��Ã|ÅZ�»��Ì¿�¹Â��Á�¹Á{�d�Z��� 

���¾ÌXeÁ�a��ÌiPe����������½Z/»���{�Ä/�Â¯�¥Á��£�Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯�����ÉZ/Å
��,����Á������{�d�Z���½Â/»�M�MTT��ÉZ/Å�Y{Â¼¿��{��,���Á���

�d//�Y�Ã|//��Ã{Y{�½Z�//¿���c�Z//^��Ä//]��¾ÌXeÁ�//a��//´Ë{�����
��{�Ä//�Â¯�¥Á��//£�Ê¿Â//f·Y{Â¸Ì¯MTT���,����Á����Äf�Z//��

Ä///]��Ê///À »��Â///��É�Y{��///]Ä\///Ìe�e����
��P�,���
��P�,
����
��P��������µÂ¸��[Â¯���\mÂ»�µ�fÀ¯�ÃÁ�³�Ä]�d^�¿����ÉZ/Å
K562|�����

��
� �

hv]��
����Á��Ä¯�ÊËZn¿M��Y����������½Z��/��½Z/»�{��{�µÂ/¼ »�ÉZÅ���,Ê/uY�m

��ÊaY�eÂË{Y��,Ê¿Z»�{�Ê¼Ì�����ÃÁÔ����µÂ¸/���/]��������/]�É�Â/»Âe�ÉZ/Å
µÂ¸�������������������Y��Z/Æ¿M�Á�Ã{�/¯��/iY��/Ì¿�ºÌ�/¬e�µZ/u��{�Ê/ Ì^��ÉZ/Å
Ê»���������Ê»��ZÆ»�Y��Ê·Â¸��ºÌ�¬e�ZË�Á�|À�¯����|ÀÀ¯�������ÉZÆ·Z���{�,

�������Á���Y�Ê¿Z����½Y�Z¼Ì]�½Z»�{�ÉY�]��ÌyY������¶/j»�É�e�iR/»�ÉZÅ
Ê»�Ã{Z¨f�Y�ÊaY�eÂ¿Â¼ËY�{Â�����

��

��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
��

��Á��dË�»�ZÅ�¾ËY��{�Ê°Ë�Â·Â¿Â¼ËY�ÉY�������Y�Ã{Z¨f/�Y�Z/]�Ä/¯�d/�
����������µÂ¸/��¥~/u�Ä/]��/nÀ»�½Z/]�Ì»�Ê/À¼ËY�ºf�/Ì��Ê³�ËÁ���ÉZ/Å

������������µÂ¸/��Ä/]�µZ/u�¾Ì/���{�Á�Ã|/��É�Â»Âe�������\Ì/�M�º·Z/��ÉZ/Å
�Ê/¼¿��|¿Z//��������­�//v»��Ê//»�Ê¿Â³Z//¿Â³�Ê/À¼ËY�ÉZ//Å��|//À¿YÂe

��������Y~·�,|ÀËZ¼¿�dËÂ¬e�Y�¿M�Á�|ÀÅ{��Y�«��ÌiPe�dve�Y��ÊÀ¼ËY�ºf�Ì�
�Ôe����§�ÉZÅ��������­�/v»�¾/ËY�Ä]�¾f§ZË�d�{�ÉY�]�Ê¿YÁY������¹Z/n¿Y�Z/Å

�d�Y�Ã|�����������Ä¿�Ä¯�|Àf�Å�ÊeZ^Ì¯�e�µZ^¿{�Ä]�¾ÌÀr¼Å�¾Ì¬¬v»
���x�Za�®Ë�ve�\^��ZÆÀe���������Ê/»��Â/»Âe�É{Â]Z¿�Á�ÊÀ¼ËY�ÉZÅ����{Â/�

|�Z]��Ì¿�Ê^¿Zm�cY�iY�¾Ë�f¼¯�ÉY�Y{�Ä°¸]����
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�d�¸£��{�ÊÅZ»�Ä�Â¯���ÉZÆ·Â¸��]��fÌ·�Ê¸Ì»��]�¹�³Á�°Ì»�
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�Y{Â¼¿���MTT����¾ÌXeÁ�a�,Äf�Z������Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯�

�d�¸£��{�ÊÅZ»�Ä�Â¯�¥Á��£����fÌ·�Ê¸Ì»��]�¹�³Á�°Ì»
�ÉZÆ·Â¸��]K562Ê Ì^��Ê�Ìv»�½Ây�ÉZÆ·Â¸��Á���
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�Y{Â¼¿���MTT����¾ÌXeÁ�a�,Äf�Z������Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯�

�d�¸£��{�ÊÅZ»�Ä�Â¯�¥Á��£����fÌ·�Ê¸Ì»��]�¹�³Á�°Ì»
�ÉZÆ·Â¸��]K562Ê Ì^��Ê�Ìv»�½Ây�ÉZÆ·Â¸��Á� 
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Ã�Á{�������Ã�Z¼�� ��½Zf�]Ze����������������������������������������������������������������������������������������������ÊÀÌ�v·Y��ZË���ZÀÆ]��Z°¼Å�Á½Y�
��� 

��������ÊÅZ»�Ä�Â¯��{�½Z�����Z»M�Ä°ÀËY�Ä]�dyZÀ��Z]����Ê»�º¯�ZÅ���,|�Z]
�f�³�cZ¬Ì¬veÃ{�������������Ä/f§ZË��/¯�¼e�ÊÅZ/»�Ä�Â¯�¥Á��£�ÉÁ��ÉY

�d//�Y�������¾ÌXeÁ�//a�ÉÁ���//]�Ä//¯�É|// ]�cZ// ·Z�»�Z//]��ÉZ//Å
�����������|/��¹Z/n¿Y�ÊÅZ/»�Ä/�Â¯�¥Á��£��Y�Ã|��kY�zf�Y,����z�/»�

���¾ÌXeÁ�a�¾ËY�Ä¯�|Ë{�³�����±���ZÆ»�dÌ¸]Z«�ZÅ�����ÉZÅ�Â»Âe��{�Y��ÊËY�
���Ây�Á�ºÌy|]�����|¿�Y{�ºÌy������Äf§ZË���������cY�YÂ/»�Ä/]�É|/ ]�ÉZ/Å
�̄ ~»�cZ¬Ì¬ve�����¾�¯Y�§�Ä¯�d�Y�Ã{Y{�½Z�¿��Â������Ã|/»M�d�|]�ÉZÅ

��������������Äf/�Y{��/Ì¿�Ê]Z/Æf·Y�|/��cY�iY�|¿�{Z«�ÊÅZ»�Ä�Â¯�¥Á��£��Y
|À�Z]��Ê���]�����������Ä¯�d�Y�Ã{Y{�½Z�¿�|ÌWÂeZ»Á��dË�e�M�{�Â»��{�ZÅ

¾ÌXeÁ�a�����/Ì¿�É�Z¼Ì]�¾ËY��{�[ZÆf·Y��ZÆ»�h�Z]�ÊÅZ»�Ä�Â¯�ÉZÅ
Ê»�{�³¿�|���,������

������{�ÊÅZ»�Ä�Â¯�¥Á��£��Y�Ã{Z¨f�Y�����½YÂÀ��Ä]�É{| f»�cZ ·Z�»�
��¶¼°»��Y�Ê°Ë��������Ê»�Ê Ì^��LZ�À»��Y�Ä¯�ÊËÁ�Y{�ÉZÅ����s��»�,|�Z]

�d�Y�Ã|�������x�Za�®Ë�ve�Z]�\Ì¯�e�¾ËY�����ÊÀ¼ËY�ÉZÅ��������ZÆ»�Á�
���¿�ÂË�¿M���������Ê»��Â»Âe�|����Y�d ¿Z¼»�\mÂ»�������ÊËZ/n¿M��Y�Á�{Â�

����Ä�uÔ»�¶]Z«�ÊfÌ�Ì�¯Âe��iY�Ä¯���������Ä/]�Ê/fu�Ä/¯�Ê¿Y�Z¼Ì]��{�ÉY
�Ê¿ÓÂ��c|»����µZ���������Ã{�/¯�Ã{Z¨f�Y�\Ì¯�e�¾ËY��Y������Ã|/Ë{�,|/¿Y

Ã|�¿,�Ê»����������������Z/]�ÃY�/¼Å�Z/Ë�Á�ÊËZ/ÆÀe�Ä/]�|¿YÂe�ËZ/���½Z/»�{�����ÉZ/Å
�{Á���Z°]�½Z���|���,�������

Neovastat���������/]�Ä/¯�d/�Y�Ä�Â¯�¥Á��£�Ã|��{�Y|¿Zf�Y�Ã�Z���
Ã{���������������/iY�Ä/Ë��Á�cZf�Á�a�,½Y|¼ze�,½Zf�a�Ê¿Z����Ê·Â¸��ÉZÅ

��{�Y{�É�Ìj°e�|��������»��{��Ä/Ë��ÉZ»ÂÀÌ/��Z¯�Äf§��Ìa�¶uY,�
���Á�Y{�¾ËYh�Z]��ÊÀ »��ËY�§Y��������¼��µÂ���Y{����d/�Y�Ã|/��½Y�Z¼Ì]�
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