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ŚƷŶƳŚŝƽ���ƲǀŘţƹźě����Ƴ�šŚŰƠºƇ�ƶŝǀ���żƫƺƬºſƹźŤ�ºƿ��ºƬě�Śƾ�ƹƿƴǀƬ�ºǀŶƿ�Ʋ

ŵƽ�řŹƺƬƟººƿŶ��PVDF��ƩŚººƤŤƳř�ººƯƾ�ƿººŝŚŶƱō�Ƃƴººĩřƹ�ƹ���Śººŝ�ŚººƷ
ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ�ƿ��ŝ�ƭźſ�Śǀ����Ư�Źřźƣ�ƶƘƫŚƐƯ�ŵŹƺƯ�ŹŚưƾ�ĭǀŵź���ŹƺºƟƹźŤĪƫř�Ż
ĄŝƹŵŶƘƽ��2DE�����������ƲƿźţŶºƯōŹŚĩ�Żř��ǇŚºŝ�ĨǀĪƠţ�ŢǀƬŝŚƣ�ƪǀƫŵ�ƶŝ

ƁƹŹ�ŚƷƽ����ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř��řźºŝƽ����Řţƹźºě�ƶºƘƫŚƐƯ�ǀƲ��ŚºƷƽ��ƵźºĪǀě���ƽ�
�śƹźºĪǀƯ��ŚºƷ�Ţººſ����řźºŝ�ƁƹŹ�ƲºƿřƽƶººƘƫŚƐƯ��ƽ�ƲǀŘţƹźºě��ŚººƷƽ�

ƽŹƺƬǀěźŤĩŚººŝƺĪǀƬƷƶººŞƴū�Żř��ŚººƷƽŻř�ŵŶººƘŤƯ��ŻŹř�ƶººƬưūººƿŝŚƾ�
ŲſŚě�ŚƷƽ�ſźŤſř�ƾ��ŚƤƯ��šƹŚƠŤƯ��ºƿƶƀ��ƽ��Řţƹźºě�ǀƲ��ŚºƷƽ��ŰƐºſ�ƾ�
ƩƺƬſ��ƩŚĪƃř��źĜºſř�ƿ��ƺĩƺĩ�ƹ�ƪƿ�ºǀŶ���Řţƹźºě��ǀƲ��ŚºƷƽ���ƆųŚºƃ�

ŝǀŹŚưƽ�Ƴ����ƽŚƷŵżƯŚ��ƶŤſŵ�ƹ�Ʋƀĩřƹ�Ŷƴŝƽ�ƶƿřŶū��ŚºƷƽ��ƾƴǀƫŚºŝ��ºŝ�ƶ��
Ţſř�ƵŶƃ�ƶŤƟźĭ�ŹŚĩ��î�ì����

���Ʋƿř�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ���ſŹźŝ�ƶĩƾ��ƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř���ŶºƘŝƽ��ƲǀŘţƹźºě���ŚºƷƽ�
źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ�ŹƺƬǀěƽ���ƶƀƿŚƤƯ�ŹƺƔƴƯ�ƶŝ���ƽ���ƲǀŘţƹźě�Ʋƿř�Ƃƴĩřƹ����Śŝ�ŚƷ
���ŵřźƟř�ƭźſƞƬŤŴƯ��ſŹźŝƾ��ºƴưƿř�ƾ���ƩřŹƺºưƷ����Źŵ�ƪºųřŵ���Ʊřźºƿř�
�ƵŶƄƳ�ƭŚŬƳř����Źŵ�ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƿř����������ƶºŤųřŵźě�Ƃƴºĩřƹ�Ʋºƿř�İºſŹźŝ�ƶŝ��

Ŷƃ���ř�źŝƿ���ŽŚſř�Ʋ��ŹŵƶƘƫŚƐƯ��ƽ���źƋŚů�ŘţƹźºěǀƲ��ŚºƷƽ��ƵźºĪǀě��ƽ�
ƬƷǀźŤĩŚŝƺĪ�ěǀŹƺƬƽ�řŶū����ŝ�Żř�ƵŶƃǀ���ƫ�Ĩưĩ�Śŝ�ƱřŹŚưǀŻƹżƿ��ƵŹƹř��Ʈ

�Ţƴūźţŵ�ƹ�������Ąŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ƁƹŹ�ƶŝ�ƹ�ũřźŴŤſřŶƘƽ�ĪƠţ��ºǀ�Ĩ
ƃŶ����Řţƹźě�Ƃƴĩřƹ�žĜſǀƲ�ŚƷƽ����ƵŶƃ�ĨǀĪƠţ�Śŝ��ƲǀƫƺŝƺƬĭƺƳƺưƿř�

���ƵŶƃ�ƆǀƬŴţ��Żř�ŝ�ƭźſǀ�����ƶºŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚư�śŚºƸŤƫř��ƵŶºƘƯ�������ƮºųŻƹ�
ƱŚƏźſ����ƵŶƘƯ�ř�ƁƹŹ�ŚŝƿţǈŝƺƴưǀſŹźŝ�Ĭƴƾ�ƃŶ����Ʋºƿř�Żř�ƝŶºƷ�

�ƱĥƺƳƺưƿř�ƲŤƟŚƿ��ƶƘƫŚƐƯ�ŚƷƽ��Ƶƹźºĭ�ƶſ�Źŵ�šƹŚƠŤƯ�Śƿ�ƹ�ħźŤƄƯ�
��ơƺƟ�ƱřŹŚưǀŝ�Żř�����ŢºƸū�Ŝºǀţźţ�ƶŝ������Ƅºţ�ƝřŶºƷř���ºŞƏ�ƆǀŴƾ��ƹ�

�ƱĥƺƳƺưƿř�ŢųŚƴƃ�ŚƷƽ�ƫŚưŤůř�ƾ����ŚºƤƫř�Źŵ�ƪǀųŵ�ƽ��ƽŹŚºưǀŝ���ƾºƿřŻ�
řźŝ�śƹźĪǀƯ�ƲƿřƽŶƘŝ�šŚƘƫŚƐƯ�ƽ�Ţſř���

��
ƁƹŹ��ƾſŹźŝ��
�����Ƹţǀ�����źŤĩŚºŝ�ŢƄºĩ�ƹ�ƶƽ���ƶºƳƺưƳ���įŚºƷ�����ƵŶºƘƯ�Żř��ƾƀºěƺǀŝ���ƽ�

����ƾŤůřŹŚƳ�ƕřƺƳř�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ����������ƾºƬųřŵ�ƂºŴŝ�ƶºŝ�ƶƧ�ƵŶƘƯ�ƽŚƷ
����ƾººƯ�ƶººƘūřźƯ�ƵŚƄººƳŚƯźƧ�ƾººƴǀưų�ƭŚººƯř�ƱŚŤººſŹŚưǀŝ�ŶººƳŵźƧ��� �

�ƶººǀƸţººƃŶ����ƶººŝ�ǈŤººŞƯ�ŵřźººƟř�Ʋººƿř�śŚººƸŤƫř���ƵŶººƘƯ����ƞººǀƠų� �
ƎººſƺŤƯƹ�ŶƿŶººƃ��ƽźººƯ�ƽřŶººŤŝř�ƶººŝ�ƵŶººƘƯ�Ŷǀººſř�ŢƄººĭŻŚŝ��� �

�[GERD]�Gastro-Esophageal Reflux Disorder���
���ƵŶƘƯ�ƮųŻŚƿ���ŶƳŵƺŝ�ƵŶƘƯ�ƱŚƏźſ���ƹŹƽ�ƶƳƺưƳ��ŚƷƽ�ŝ�ǀƀěƺƾ��řŶŤŝř

��ƱƺƯŻōƵŹƹř��źſ�ŻōƿƖ���������żºƯźƣ�ƪƴƟ�ƝźƘƯ�ƹ�ƵŹƹř�ƽƹŚů�ƎǀŰƯ��Śºŝ��
í�ëpH=����ŢºƟźĭ�ƭŚŬƳř��������Ʊŵƺºŝ�ŢºŞŨƯ�šŹƺºƇ�Źŵ����Ƃƴºĩřƹ��

ƶƳƺưƳ���ŰƯ�Źŵ�ŚƷǀ�����ŚƯŻō�ƶºŝ�ƩŚºƤŤƳř�Ǝ�ºƿ����ƪºƤŤƴƯ�ƵŚĮƄ����Ƶŵřŵ�ŢƄºĩ�ƹ
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ƮƷŵř�ƭŚƸƫř�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƴƯƺƟ 

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�Î�ƵŹŚưƃ���ƽ�����ŹŚƸŝ�Õ� 

�� 

ŶƳŶƃ��ŰƯǀ����řźŝ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ŢƄĩ�Ǝƽ�ŨĪţ�ǀ�źŤĩŚŝ�źƽ����ŢƄºĩ�ƹ�
ƵƺŞƳř�ƪƯŚƃ��ǈſƹźŝ����ŵƺŝ�ŹŚĭō����İƀěƺǀŝ�ƱŚǀƯ�Źŵ�����ƵŶºƃ�ƶºŤƟźĭ�įŚƷ

����Żř��ƱřŹŚưǀŝ�Żřé��ƶºƳƺưƳ���ƽ�����ƮºųŻ�æè�ƶºƳƺưƳ��ƽ�ƫř�śŚºƸŤ���ƵŶºƘƯƹ�� �
è�ƶƳƺưƳ���ƽ���ƱŚƏźſ�����řŶū�įŹƺƬǀě�źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��ƵŶƘƯƃ����ŢºƸū�ƹ�Ŷ

ƶƯřŵř��ƽ����Źřźƣ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ƶƘƫŚƐƯ��ŢƟźĭ��źŤĩŚŝƽ�ŚƷ�řŶū�į��ƵŶºƃ�
�ŢƄººĩ�Żř�ŶººƘŝ�Śººŝ��ººĪưƳ�šŚƠƀººƟ�źƟŚººŝ�ƾ��PBS��źŤººſřƿ�ƪ

Ţƀƃ��ƹ���źŤƳŚſ�Śŝ�ƹ�ƺƃƿƠǀŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ�śƺſŹ�ĥƺ����ƽźŤƧŚºŝ�śƺſŹ
ƽŚƯŵ�Źŵ�çå�ƶūŹŵ��ƽƾŤƳŚſ��ŹřŶƸĮƳ�ŵřźĭŶƃ�ƽ���
ƶƳƺưƳ�ŚƷƽ�ƭźſ����ŝ�Żř�ǀƳřŹŚưƾ��ƶƳƺưƳ�ƶĩ���ƽ��Ʊō�ŢƄĩ�����ŵƺºŝ�ŢŞŨƯ�ŚƷ�

�ŝǀ�ƶººŝ�ǈŤººŞƯ�ƱřŹŚººư��śŚººƸŤƫřƵŶººƘƯ�ƮººųŻƹ�ƱŚƏźººſ�ƵŶººƘƯ��� �
êƬǀƯ�ƾ��źŤǀƫźĭ�Ʊƺų�ƶŤƟƱō�ƭźſ�ƹ�Ŷƃ��řŶū�ŚƷƃŶ���
ţ�ƺƳƺưƿř�ƆǀƬŴƫƺŝƺƬĭǀ��ƭźºſ�Ʋ����ǀŝ�ƭźºſ�������Ƶƹźºĭ�ƶºſ�Źŵ�ƱřŹŚºư

��śŚƸŤƫřƵŶƘƯ��æè�źƠƳ���ƮųŻ����é�źƠƳ����ƱŚƏźſ�ƹ�����ƵŶºƘƯ��è��źºƠƳ��
��ƍƺƬŴƯƃŶ����ƶŝ��ƭźſ�����Ƶƹźĭ�źƷ�ƵŶƃ�ƍƺƬŴƯšŚƠƫƺſ�ƳƺƯōǀ��ƭƺ�Śºţ�

�ŚƸƳ�ŢƔƬƛƾƿ��Í������Ŷºƃ�ƶƟŚºƋř�ŶºƇŹŵ���Ư�ƍƺºƬŴ�Źŵ��g�xÏÍÍÍÍ�� �
��ƶŝ��šŶƯèå�ƣŵ�ǀ�Źŵ�ƶƤ�ƽŚƯŵ��é�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ����źŤƳŚºſ�ŵřźºĭƿƠǀ�ĥƺ
ƃŶ�������Żř�ŶºƘŝ�śƺſŹç����Ţƀºƃ�ŹŚºŝ���ƹ�������šŚƠƫƺºſ�ƩƺºƬŰƯ�Śºŝ�ƺºƃ

ƳƺƯōǀ�ƭƺêåźţ�źƟŚŝ�Źŵ��ŶƇŹŵ�ƿž�êåƬǀƯ�ƾ�Śŝ�ŹǇƺƯ ç�ì=�pH�
���ƹ�ƪů�ºƿ�������ƪºŝŚƤƯ�Źŵ�Ŝºƃ�ĨƱō�ŵ��ºƿƫŚǀ��ż�Ŷºƃ���ƶºƬůźƯ��ƽ��ƿŚºƸƳ�ƾ�

��ƆǀƬŴţƂŴŝ�IgG�ƭźſ��ŚƷ��ƟřźĭƺţŚƯƹźĩ�ƪƯŚƃ�ƾ�ƺƘţƿ��Ɗƿ�Ʊƺ
Źŵ�ƱƺŤºººſŵ�ƽ�ƪºººǀţř�ƺºººƴǀƯō�ƪºººǀţř�ǇŚºººŝ�ŢƗźºººſ�Śºººŝ�ŻŹŚƠºººſ� �
�DEAE- Sepharose Fast Flow����ŚǀºſŚƯŹŚƟ����ŵƺºŝ��ƶºĩ

ŵƺŝ�ƵŶǀſŹ�ƩŵŚƘţ�ƶŝ�ơƺƟ�źƟŚŝ�Śŝ��ææ����
�Řţƹźě�ũřźŴŤſřǀƲ�ŚƷƽ�źĪǀěƵ��ƽ�źŤĩŚºŝƺĪǀƬƷ���ŹƺºƬǀěƽ����śƺºſŹ

��ƽźŤƧŚŝ�����ƵƺŞƳř�ŢƄĩ�Żř�ƪƇŚů����žƿźţ�źƟŚŝ�Źŵçê�ƾƬǀƯ����ŹǇƺºƯ��Śºŝ��
ç�ì pH�ƹŚůƽ�Ţƴūźţŵ���žĜģ��CHAPS������ƹ�ŶºƇŹŵ�ŹŚƸģ

PMSF��ƾƬǀƯ�Ʀƿ�������ŶƯōŹŵ�ƢǀƬƘţ�ŢƫŚů�ƶŝ�ŹǇƺƯ���ƮƿŻƹżǀƫ�žĜſ�
��ƬǀƯ�Ĩƿƾ���řŻř�ƶŝ�ƭźĭƽ���źƷ�æåå�ƬǀƯ�ƾ���ĨƄų�ƱŻƹ�ƭźĭ�źŤĩŚŝ�ƽ���

DNase I�ƹ�RNase A��èåå��řŻř�ƶºŝ�ƭźĭƹźĪǀƯƽ���ƭźºĭ�źºƷ�
�ĨƄų�ƱŻƹ�źŤĩŚŝ�ƽ��ŶƿźƬƧ�ƹ��ƮƿżǀƴƯ�éƬǀƯ�ƾ�ŹǇƺƯ���Ŷºƃ�ƶƟŚƋř��

ƶƳƺưƳ�����ƦƣŚţř�Źŵ�Ŝƃ�Ʀƿ�����ƽŚºƯŵ�Śºŝ��èì��ƶºūŹŵ���ƽ��ƾŤƳŚºſ����ŵřźºĭ

Źřźƣ�ŢƟźĭ���ƵŹƹř�žĜſ�ì�ŹǇƺƯ����ƵŹƹřƺǀţ��ç�ŹǇƺƯ��ƽŵ���ƺǀţ�ƩƺŤƿźţ� �
íåººƬǀƯ�ƾ�ŹǇƺººƯǀƫƺººƠƯō���Ʋë�åŶººƇŹŵ�ƲƬǀººţř�ƹ��ƽŵ��ƲǀººƯō� �

ƦǀŤſřřźŤţ���Ŷǀſřƿ�ƬǀƯ�Ĩƾ��Ƌř�ŹǇƺƯ�Ŷƃ�ƶƟŚ������ºţ�Żř�žºěŐ���ŵřƺºƯ�źǀŧ
ơƺƟ���Źŵ�ƶƳƺưƳ�g�xéêååå����ƶºŝ���šŶºƯçå�������ƽŚºƯŵ�Źŵ�ƶºƤǀƣŵ�æê�
ƶūŹŵ��ƽ�ƾŤƳŚſ�������Ŷºƃ�ĥƺƠƿźŤƳŚºſ�ŵřźºĭ�������řŶºū�ƾºƿƹŹ�ƖƿŚºƯ���Źŵ�ƹ

śŹŵ�ƝƹźººƓ��ƽŚººƯŵ�Źŵ�ŻŹƺººƟƹźŤƨƫř�ƭŚººĮƴƷ�Śººţ�ƹ�ƮǀƀººƤţ�Źřŵ� �
çå�ƶūŹŵ��ƽƾŤƳŚſ���ƽŹřŶƸĮƳ�ŵřźĭƃŶ��æç�æè�����

�Ąŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ŶºƘƽ��Ąŝ�ºƘ����Ąŝƹŵ�ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř�Ʃƹř�Ŷ�ŶºƘƽ���ƪƯŚºƃ
řƿźŤĪƫřƹżººƿººſƺĩƺƟ�Ĩǀ�Ĭƴ�IEF���ººŝō�ƁƹŹ�ƶººŝƾƷŶ�ŵŶººŬƯ�� �
�Rehydration��ŵƺŝ��æé�æç����ƭŹƺŤƯ� ƩƺƬŰƯ��ŻŚºſƽ���ƪƯŚºƃ�

��žƿźţæå�ƾƬǀƯ�����ŹǇƺƯ�ç�ì pH��ƲƬǀţř����������ƮǀºƳ�ƹ�ŢºƠƷ�ƩƺºƨǀƬĭ
��ŶƇŹŵ�v/v������žĜģ�����ŶºƇŹŵ�Ʀºƿ�w/v������ƺºƯ�ŹŚºƸģ�ƵŹƹř����ŹǇ

ƽŵ���ƩƺŤƿźţƺǀţçå�ƾƬǀƯ����ƹ�ŹǇƺƯ�Ưō������ŶºƇŹŵ�Ƃƃ�ƲǀƫƺƠ�v/v���Źŵ
ƶƴƯřŵ��ƽ�ê�è���Śţ�ê�î�ŵƺŝ����ƭŹƺŤƯ�Żř�žě��ŻŚſƽ�����Ŝºƃ�ƩƺƏ�Źŵ�Ʃĥ�

��ƎƿřźƃŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Źŵ�įŚƯŵ��æë�ƶūŹŵ���ƽ�ƾŤƳŚſ����ŵřźĭ���ŚºǀƸƯ�ºƃŶ��
��ƶŰƠººƇ�ƽƹŹ�ƵżǀƳƺººƿŵ�śō�ƵźººƐƣ�Ŷººƴģ�ƽ��ƦººƳŚţ�ƾƨǀƯřźººſ�

��ŻŹƺƟƹźŤƨƫř�ŚǀſŚƯŹŚƟ�������Ʃĥ�ƹ�Ŷƃ�ƶŤŴƿŹ�����ƵŶºƃ�ƭŹƺºŤƯ���ƝźºƏ�Żř
��ƢƬƏ��ƵŶƳŹřŶƸĮƳ��śō�šřźƐƣ�ƽƹŹŶƃ�Ƶŵřŵ�Źřźƣ��ŝ�ƶ���ƽŹƺºƏ����ƶºƧ

���Ƴ�ƪǀƨƄţ�řƺƷ�śŚŞůƄŶ������ƶŞƫ�Źŵ�ƽŸƛŚƧ�ƽŚƷŵƹźŤƨƫř�žĜſ����ƽŚºƷ
�Źřźƣ�Ʃĥ�ŢƟźĭ��ƶƳƺưƳ�ƽŚƷŸƛŚƧ�ƶƬƇŚƟ�ƶŝ�ŹřŸĭ�ƽ�ê�æƾŤƳŚſ����źºŤƯ

�����ƾƬǀƯ�ŹŚƸģ�Śţ�ƶſ�ƪƇřƺƟ�Źŵ�ƹ�ŶţŚƧ�Żř��ƽƹŹ�źŝ�źĮƿŶƨƿ�Żř�ƽźŤƯ
����Źřźƣ�Ʃĥ�ŮƐſ�Ŷƃ�ƵŵřŵƳŶ���������Źřźºƣźŝ�ơźºŝ�ƱŚƿźū�žĜſ�ºƃŶ���Źŵ

�Ƃǀě�řŶŤŝř��Źŵ�ĬƴǀſƺƧƺƟìåå��šŶºƯ�ƶŝ�Ţƫƹ�çå���ƱƹŶºŝ��ƶºƤǀƣŵ�
��Ŷƃ�ƭŚŬƳř�ƶƳƺưƳ����Ƃǀě�Żř�žě�ĬƴǀſƺƧƺƟ��ƶƳƺưƳ�������Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ŚƷ

����ƶƳƺưƳ�ƽŚƷŸƛŚƧ�ƽƹŹ�źŝ�źƬĜưſ������ŶƳŶºƃ�Ƶŵřŵ�Źřźƣ�ŹřŸĭ�����Ʃƹř�ŻŚºƟ
ƶƬůźƯ��ƽ����ƪƯŚƃ�ƽźƿŸěŷƺƠƳ�æêå���šŶƯ�ƶŝ�Ţƫƹ�çå��ŻŚºƟ�ƹ�ƶƤǀƣŵ�
�ƭƹŵêåå�šŶƯ�ƶŝ�Ţƫƹ�éêŵƺŝ�ƶƤǀƣŵ����

���Ɵ�ƭŚưţř�Żř�žě�����ƖƐƣ�ƱŚƿźū�ƭƹŵ�ŻŚƃ���ƶƳƺưƳ�ƽŚƷŸƛŚƧ�ƹ�Ŷ����Śŝ�ŹřŸĭ
������ŶƳŶºƃ�ƶŤºƃřŵźŝ�žƴě�Żř�ƵŵŚƠŤſř���������ƹ�ƽŻŚºſřŶū�ƪºůřźƯ�žĜºſ

��ŚƷŶƳŚŝ�ƱŶƃ�ƥŻŚƳ�������Źŵ�Ŝºǀţźţ�ƶºŝ�çêåå�ƹ��èååå��Ţºƫƹ����ƭŚºŬƳř�
ŢƟźĭ���Żř�žě�IEF�����������ƩƺºƬŰƯ�Źŵ�ƶºƬůźƯ�ƹŵ�Źŵ�Ʃĥ�ƽŚºƷŹřƺƳ��
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ƱĥƺƳƺưƿř�ƲǀǀƘţ�źŤƧŚŝƺƨǀƬƷ�ƽŚƷ��� 

 

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě�ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�Î�ƵŹŚưƃ���ƽ�����ŹŚƸŝ�Õ� 

�� 

ƩŵŚƘŤƯ�ƵŶƴƴƧ��ƽ�SDS-PAGE��ŶƳŶºƃ�Ƶŵřŵ�Źřźƣ����ƶºƬůźƯ�ƽ�Ʃƹř�
ƩŵŚƘŤƯ�Śſ��ƽŻ���šŶƯ�ƶŝçå����žƿźţ�źƟŚŝ�Źŵ�ƶƤǀƣŵ��êå��ºƬǀƯ�ƾ���ŹǇƺºƯ

Śººŝ�pH�ƩŵŚººƘƯ�í�í��ƽƹŚººů�SDS�çŶººƇŹŵ���W/V�ƵŹƹř���ƽ� �
ë�ŹǇƺºººƯ��ƽŵ�ƩƺºººŤƿźţƺǀţ��DTT��ŶºººƇŹŵ�Ʀºººƿ��W/V���ƹ

��ƩƹźƀǀƬĭèå�ŶƇŹŵ���W/V��ŵƺŝ��ƶƬůźƯ��ƽ�ƩŵŚºƘŤƯ�ƭƹŵ����ƽŻŚºſ
�šŶººƯ�ƶººŝçåƶººƤǀƣŵ��ƽ�ƽƹŚººů�ƶººƧ�ƩƺººƬŰƯ�ƱŚººưƷ�Źŵ�źººĮƿŵ�

�ŶǀƯŚŤººſřƹŶƿêŶººƇŹŵ���W/V��ƶººŝ�ƽŚººū�DTT�ƭŚººŬƳř��ŵƺººŝ�
ŢƟźĭ�������ŚºƷŹřƺƳ�ƶƬůźƯ�Ʋƿř�Żř�ŶƘŝƽ�IEF���Źŵ��ǇŚºŝƽ����ƵŵŚºƯō�Ʃĥ�
�řźŝ�ƵŶƃƽ�Ąŝ���ƭƹŵ�ŶƘ�������������ƙřŵ�ŻŹŚºĭō�ƩƺºƬŰƯ�Śºŝ�ƹ�ŶƳŶºƃ�Ƶŵřŵ�Źřźºƣ� �

�ê�å����ĨƳŚţ�źƟŚŝ�Źŵ�ŶƇŹŵ�����Ąŝ�Ʃĥ�ƶŝ����ŶƳŶºƃ�ƪƈŤƯ�ƭƹŵ�ŶƘ��Ąŝ��ŶºƘ
��Ąŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ƭƹŵŶƘƽ�ƪƯŚƃ�SDS-PAGE�ƬƯǇ�ƁƹŹ�ƶŝ�ƾ�

��Źŵ��ƩĥƵŶƴƴĩřŶū��ƽ�ê�æè�ŵ����ŵƺŝ�ŶƇŹ�æé�æè���ĬƳŹ�Ưō�ºǀżƽ��Ʃĥ�
ŢƟźĭ�ƭŚŬƳř�ƵźƤƳ�ƁƹŹ�ƶŝ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Żř�žě���

řƿưƺšǈŝƺƳ���Řţƹźě�ƩŚƤŤƳřǀƲ�����Ʃĥ�Żř�ŚƷƬěƾ�ƪƿźĩř���ŶǀƯō���ŚƄºƛ�ƶºŝƽ�
Ƭěƾ�ƹƿƴǀƬ�ºǀŶƿƲ�ŵƽ�ŹƺƬƟ�ºƿŶ���ºſŚƯŹŚƟǀŚ������ŝƹŚºţ�ƁƹŹ�ƶºŝǀ���ƭŚºŬƳř�Ʋ

ŢƟźĭ��Î����ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ����ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹƺƯ��IgG����ƵŶºƃ�ƆǀºƬŴţ���Żř�
ƭźſ���ŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ������ƵŶƘƯ�ƮųŻ�ƶ��śŚƸŤƫř��ƹƱŚƏźſ��ƵŶºƘƯ���ŵƺºŝ���

�����Ʃĥ��ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Żř�žěÎÍ�ƣŵ�ǀ��������ŢºƟźĭŹřźƣ�ƩŚºƤŤƳř�źƟŚºŝ�Źŵ�ƶºƤ��
����ų�ƩƺƳŚŤƯ�Śŝ�ŚƄƛ�žĜſǀ��žƃ����ƹŚů�ƝźƓ�Źŵ�ƹ�Ŷƽ�����ƩŚºƤŤƳř�źƟŚºŝ�

ŢƟźĭŹřźƣ����
ƶƗƺưŬƯ��ƽ����Ťſǈě�ŜƫŚƣ�Źŵ�šǈŝ�ǀĪƾ�������Źŵ�ƹ�Ŷºƃ�ƮĪŰƯ�ƶƏƺŝźƯ�

���šǈŝ�ĨƳŚţŹřźƣ�ŢƟźĭ�����ƶŝ�ƩŚƤŤƳř�������šŶºƃ�Źŵ�ŢƗŚºſ�Ʀƿ�šŶƯ
ū���ŢŝŚŧ�ƱŚƿźæåå�ƾƬǀƯ���������šŶºƯ�ƶŝ�žĜſ�ƹ�źĜƯō���Ʀºƿ���Źŵ�ŢƗŚºſ

������ŢºŝŚŧ�ƱŚºƿźū�šŶƃçåå��ƾºƬǀƯ���źºĜƯō����ŢƗŚºſ�ƹŵ�ƹ���šŶºƃ�Źŵ�
���ŢŝŚŧ�ƱŚƿźūèåå�ƾƬǀƯ��źĜƯō���ƭŚŬƳřŶƃ����������ƶºŝ�ŚƄºƛ��ƩŚºƤŤƳř�Żř�žě�

��šŶƯæê�ƣŵ�ǀ�����Ƴ�šŚƠƀºƟ�źƟŚŝ�Źŵ�ƶƤư�ºĪƾ��ƹŚºů�ƽ��ƺºţ�ƿ�ŝ�Ʋ�ºǀ�Ţƀ� �
ê�åŶƇŹŵ���PBS- T1� Źřźƣ�ŢƟźĭ��ƶƬůźƯ�ƽ�ŵƹŶƀƯ�ŻŚſƽ���

�žĜººſèººŝ�ººĪưƳ�šŚƠƀººƟ�źƟŚººŝ�Śººŝ�ŹŚƾƹŚººů�ƽƺººţ�ƿŝ�Ʋººǀ�Ţƀ� �
åê�åŶƇŹŵ���PBS- T2��Ţƀƃ�ƹ����šŶºƯ�ƶºŝ�ƹ�Ŷºƃ�Ƶŵřŵ�ƺºƃ� �
ê�æ���ŤƳō�Źŵ�ŢƗŚſ�ƾ�ŵŚŝƽ�ƫƹř�ǀƶ��IgG����ƵŶƃ�ƆǀƬŴţ����ƭźſ�Żř�źƷ

�Żř�ƵƹźĭƱřŹŚưǀŝ��ŢƟźĭ�Źřźƣ���ŚƄƛé��Śºŝ�ŹŚŝ�PBS- T2��ƶŤƀºƃ�

�����šŶƯ�ƶŝ�ƹ�Ŷƃê�æ���ŤƳō�Źŵ�ŢƗŚſ�ƾ�ŵŚŝƽ�ƺƳŚŧ�ƿƶ��ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ��żºŝƽ�
��ŶƋIgG�ƀƳřƾƳŚ����ƶºĭƹĦƳƺƧ����ƵŶºƃ��ƮƿżºƳō�Śºŝ��ŻřŶǀƀºƧřźě����Źřźºƣ

ŢƟźĭ���ŚƄƛé�Śŝ�ŹŚŝ�PBS- T2�ƉźƘƯ�Źŵ�žĜſ�ƹ�Ŷƃ�ƶŤƀƃ�
�ƟŚĩ�ŹřŶƤƯƾ����řźŤƀºŝƺſ�ƩƺƬŰƯ�Żř�ƽ�ŵ�ƽ�Ưōǀżƴŝƺƴ�ºƿŶƿƲ���ƺºĩřŵ���ƹ

ƀĩřźěǀŶ�ƷǀƹŹŶŶƳŶƃ�źƷŚƓ�ŚƷŶƳŚŝ�Śţ�ŢƟźĭŹřźƣ�Ʊĥ���
��

ƶŤƟŚƿ�ŚƷ 

������Ąŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫřŶƘƽ�Řţƹźě�ǀƲ��ŚºƷƽ�ě�ǀ�ƵźºĪ��ƽ�ƬƷ�ǀ�źŤĩŚºŝƺĪ�
ěǀŹƺƬƽ��ƺĮƫřƽ���Ąŝƹŵ�ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř��ŶºƘƽ��Řţƹźºě�ǀƲ��ŚºƷƽ�ě�ǀ�ƵźºĪ��ƽ�
ƬƷǀźŤĩŚŝƺĪ�ěǀŹƺƬƽ����ƪĪƃ�ŹŵA�æ��Ţſř�ƵŶƯō��ƱŚưƷ��ŹƺƏƽ���ƶĩ

ĭŶººƴĩřźě��Ţººſř�ƆŴƄººƯ�ƪĪººƃ�ŹŵƾŘţƹźººě�ǀƲ�ŚººƷƽźŤĩŚººŝ�ƽ�� �
��ŹŚŝ�źƔƳ�Żř�źƤţ�ƿŚŞ��ƳƺĮưƷ�Żř�ƾ�ƿƳŚƀĪƾ����Ţºſř�ŹřŵŹƺºųźŝ�Ʃĥ�Źŵ���
�ŝ�ƶģźĭřǀ�Řţƹźě�źŤƄǀƲ�ŚƷ�ƶƐƤƳ���ƽ�ƿźŤĪƫřƹżƿř��Ʈĩ�Ĩ��ř�źţ��Żì��ŶºƳŹřŵ���

�ř�Źŵƿ����ƺºĮƫř�Ʋ�ºƿ����Ƶƹźºĭ�Ĩê�ë�Řţƹźě�ǀ�ºƴƾ�������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śºŝ�æåå�
ĩǀ��ƵŵƹŶŰƯ�Źŵ�ƱƺŤƫřŵƺƬ��ƽ�ê�é�Śţ��ê�êpH=���ƿ��Řţƹźě�Ƶƹźĭ�Ĩǀ�Ʋ
ë�Śºººţƾƿ��Śºººŝ�ŵƹŶºººů�ƱŻƹîëĩ�ǀƱƺºººŤƫřŵƺƬƵŵƹŶºººŰƯ�Źŵ��ƽ� �
é�ê�è� pH��í�Śººţ�æçƶººĪƫ��ƽŘţƹźě�ǀººƴƾƵŵƹŶººŰƯ�Źŵ��ƽ�èå�
ĩǀƳƺŤƫřŵƺƬƾƵŵƹŶŰƯ�Źŵ��ƽšƹŚƠŤƯ�pH ��Żřê�è�Śţ�î��ƿ�Ƶƹźĭ�Ĩ

Řţƹźěǀƴƾ����Żř�ƪĪƄŤƯ�ë��Śºţ�ì��Řţƹźºě�ǀ�Ąě�Ʋ�������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śºŝ�ŹřŶºƤƯź� �
çåĩ�ǀƹ�ƱƺººŤƫřŵƺƬŹŵ��ƵŵƹŶººŰƯ�ƽ�pH�Żř�é�Śººţ�ê��ººƿ�Ƶƹźººĭ�Ĩ

Řţƹźěǀƴƾ����Żř�ƪĪƄŤƯ�é�Śţ�ê�Řţƹźě�ǀ�Ąě�Ʋ������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śŝ�ŹřŶƤƯźæí�
ĩǀ�Śŝ�ƱƺŤƫřŵƺƬê�ê�ê�épH= ��ê�Śţ�ëƶĪƫ��ƽŘţƹźě�ǀ�ºƴƾ���ŚºŝƱŻƹ�

ŵƹŶů�æí�ĩ�ǀ���Źŵ�ƱƺŤƫřŵƺƬ�ƵŵƹŶºŰƯ��ƽ�î�ê�ê�pH=���ê��Źŵ�ƶºĪƫ�
ƵŵƹŶºººŰƯ�ƽºººƳŻƹ�ƾ�æé�Śºººţæëĩ�ǀƱƺºººŤƫřŵƺƬƵŵƹŶºººŰƯ�Źŵ��ƽ� �

î�ì�pH=�èƶºººĪƫ��ƽŘţƹźě�ǀºººƴƾ�Źŵ�ƯŵƹŶºººŰƵ�ƽºººƳŻƹ�ƾ�æå�
ĩǀ�ƱƺººŤƫřŵƺƬ�ƹƵŵƹŶººŰƯ�ƽ�é�ê�è pH= �Ƶŵ�ƹ���ƲǀŘţƹźººě�ŚººƷ

Ʈĩ���ƹ�ƱřŻƹř�Śºŝ�ŹřŶºƤƯ��[pI]�Isoelecteric point����šƹŚºƠŤƯ
ŵƿƯ�ƵŶƾ�ŶƳƺƃ�ƶƇǈų��ƽ�ƩƹŶū�Źŵ�ơƺƟ�ŜƫŚƐƯ�æō�ƯƵŶŢſř����

šǈŝƺºººƳƺưƿř����ĨºººǀĪƠţ�Żř�žºººě�šǈŝƺºººƳƺưƿř�ƱƺºººƯŻō�Źŵ
ƲǀŘţƹźě��ƵźĪǀě�ƽŚƷ��ƽ�����ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř�ƁƹŹ�Śºŝ�ƽŹƺƬǀěźŤĩŚºŝƺĪǀƬƷ�

�ƽŚƄºººƛ�ƶºººŝ�ƾºººƴǀŘţƹźě�ƍŚºººƤƳ��ƽŶºººƘĄŝƹŵPVDF�ƩŚºººƤŤƳř�� �
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ƮƷŵř�ƭŚƸƫř�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƴƯƺƟ 

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�Î�ƵŹŚưƃ���ƽ�����ŹŚƸŝ�Õ� 

�� 

Ŷºººƃ�Ƶŵřŵ�����ƶºººŝ�ǈŤºººŞƯ�ƱřŹŚºººưǀŝ�ƭźºººſ�Ƃƴºººĩřƹ�žĜºººſ� �
��ƵŶºººƘƯ�ƮºººųŻƱŚƏźºººſ��ƹ�śŚºººƸŤƫř�ƵŶºººƘƯ���ŹƺºººƏ�ƶºººŝ�� �

�ƲǀŘţƹźººě�Śººŝ�ƶººƳŚĭřŶū�ĪƠţ�ƽŚººƷ���ƱƺººƯŻō�ŵŹƺººƯ��ƵŶººƃ�Ĩººǀ� �
Źřźƣ�ƶƀƿŚƤƯ�ƹ�ŢƟźĭ���

��
��

��
ƩƹŶūæ��ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾƹ��pHƲǀŘţƹźě��ŚƷƽ��ŹřŶƤƯźĄěƺĮƫř�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŶƷŚƄƯ�źŤĩŚŝƺĪǀƬƷƽ��ŻŹƺƟƹźŤĪƫřĄŝƹŵŶƘƽ��

��

Ƶƹźĭ�ƶĪƫ�Śƿ�ŚƷ�ŚƷƽƴǀŘţƹźě�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ�ƽpH 

�Ƶƹźĭê�ëƾƴǀŘţƹźě���æååƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ê�éŚţ�ê�ê��
�ƲǀŘţƹźě�Ƶƹźĭëţ�ƾƿŚ��îëƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���é�ê�è��

æç�íƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���èåƾƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ê�è�Śţ�î��
Ƶƹźĭ ì�ëƴǀŘţƹźě�İ��çåƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���é�Śţ�ê��
�Ƶƹźĭê�éƴǀŘţƹźě�İ��æíƱƺŤƫřŵ�ƺƬǀĩ���ê�ê�ê�é��

ë�êƶĪƫ���ƽƾƴǀŘţƹźě���æíƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���î�ê�ê��
êƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æë�æéƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���î�ì��
èƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æåƺƬǀĩ�ƱƺŤƫřŵ��é�ê�è��

��
��ŝ�ƭźſ�Ƃƴĩřƹǀ��ŤƳō�Śŝ�ƱřŹŚưƾ�Ʊĥ�ŚƷƽ�ě�ǀƵźĪ��ƽ�ƬƷ�ǀ�ěźŤĩŚºŝƺĪǀŹƺƬƽ�

���Ąŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Śŝ�ƶĩŶƘƽ��ƵŶƃ�řŶū�����Źŵ�ŶƳř�ƪĪºƃæ��B����Śºţ�D��
�Ţſř�ƵŶƯō��ƪĪƃ�B��æ���ŝ�ƭźſ�Ƃƴĩřƹ�ǀ��������ƮºųŻ�ƶºŝ�ǈŤºŞƯ�ƱřŹŚºư

���ŤƳō�Śŝ�řŹ�ƵŶƘƯƾ�Ʊĥ�ŚƷƽ�ƬƷ�ǀěźŤĩŚŝƺĪǀŹƺƬƽ��Ư�ƱŚƄƳ�ƾ�ŶƷŵ.��ƩŚĪƃř
C��æ���ƹD��æ��żǀƳ�ƶŝţźţǀ��ŝ�ƭźºſ�Ƃƴºĩřƹ�Ŝǀ����ƶºŝ�ǈŤºŞƯ�ƱřŹŚºư

śŚƸŤƫř�ƹ��ƱŚƏźſ�ƵŶƘƯ������ºŤƳō�Śºŝ�řŹ�ƾ�Ʊĥ��ŚºƷƽ�ƬƷ�ǀ�ěźŤĩŚºŝƺĪǀŹƺƬƽ�
Ư�ƱŚƄƳƾ�ŶƷŵ.��

���������������ƾºŤƳō�Śºŝ�ƵŶºƘƯ�ƮºųŻ�ƶºŝ�ǈŤºŞƯ�ƱřŹŚºưǀŝ�ƭźſ�Ƃƴĩřƹ�Ʊĥ���ƽŚºƷ
źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��������Ƶƹźĭ�Ĩƿ�ƶĩ�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƽŹƺƬǀěê��Śºţ�ë����Śºŝ�ƾºƴǀŘţƹźě�

���ŵƹŶů�ƱŻƹæåå����ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ�pI�����Żř�šƹŚƠŤƯ�ƽŚƷ�ê�é�Śţ�ê�ê��
����ƲǀŘţƹźě�Ƶƹźĭ�Ĩƿë���������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śºŝ�ƾƿŚºţîë����Śºŝ�ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ�� �

é�ê�è� pI���ƪƣřŶů��é�ƶĪƫ���ƽ������ŵƹŶů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźě�íå�Śţ��îê�
���Śŝ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩê�é�ê�è� pI��ƶĪƫ�Ĩƿ����ƽ���ŵƹŶů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźě�

æí��ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ�í�ê� pI���æŚţç�ƶĪƫ���ƽ������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźě�
æå��ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ì�è�ê�è� pI����������Ƃƴºĩřƹ�ƱřŹŚºưǀŝ�Ʋºƿř�ƭźºſ�Śŝ

�ř�ƵŵřŵŢſ������ĬƳŹ�šŶƃ�ƱŚǀƯ�Ʋƿř�Źŵ�����ƶºĪƫ�ƽźƿŸºě��ƽŚºƷ�æå���æí��
îë��ƹæååźŤƄǀŝ�ƶǀƤŝ�Żř�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ŵƺŝ���

�������ƶºŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ�ƭźſ�Ƃƴĩřƹ�ƱŚƏźºſ������ƾºŤƳō�Śºŝ�ƵŶºƘƯ��Ʊĥ���ƽŚºƷ
źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ����ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƽŹƺƬǀě���ƶĩ����Ƶƹźĭ�Ĩƿê�Śţ�ë�����Śºŝ�ƾºƴǀŘţƹźě�
���ŵƹŶů�ƱŻƹæåå��ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��pIƷ����Żř�šƹŚƠŤƯ�ƽŚê�é��Śºţ��ê�ê��

�ƲǀŘţƹźººě�Ƶƹźººĭ�Ĩººƿë��ŵƹŶººů�ƱŻƹ�Śººŝ�ƾƿŚººţîë�ƱƺººŤƫřŵƺƬǀĩ�� �
Śŝ�é��ê�è� pI������ƪƯŚƃ�Ƶƹźĭ�Ĩƿç�Śţ�è�ƶĪƫ���ƽ����ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźě�

��ŵƹŶůæåê��ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ë��ê�ê� pI��è�Śţ�é�ƶĪƫ���ƽ���ƾºƴǀŘţƹźě�
�ŵƹŶººů�ƱŻƹ�Śººŝîåƹ�ƱƺººŤƫřŵƺƬǀĩ��ë��ê�ê� pIƶººĪƫ�Ĩººƿ���ƽ�

���ƹŶů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźě��ŵæí���ƹ�ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ��ê� pI����ƶºĪƫ�Ĩºƿ����ƽ�
�ŵƹŶů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźěèåƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ê�é�  pI�ƹƶſƶĪƫ��ƽ�

�������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śºŝ�ƾƴǀŘţƹźěæå����ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ���ƹì�è��ê�è� pI���Śºŝ�
����ř�Ƶŵřŵ�Ƃƴºĩřƹ�ƱřŹŚºưǀŝ�Ʋºƿř�ƭźºſ�Ţºſ�����šŶººƃ�ƱŚºǀƯ�Ʋºƿř�Źŵ

ĬƳŹ����ƶºĪƫ�ƽźƿŸºě����ƽŚºƷæåå���îë���îå���æí���ƹ�æå���Żř�ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ�
źŤƄǀŝ�ƶǀƤŝ�ŵƺŝ���

��
��
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ƱĥƺƳƺưƿř�ƲǀǀƘţ�źŤƧŚŝƺƨǀƬƷ�ƽŚƷ��� 

 

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě�ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�Î�ƵŹŚưƃ���ƽ�����ŹŚƸŝ�Õ� 

�� 

����

pH 9.53.5

97kDa

45kDa

20kDa

14kDa

AB

CD����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
��

Īƃ��ƪæ����ƲǀŘţƹźě�ƽŶƘŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ƽƺĮƫř�ƵźĪǀě�ƽŚƷ�ƽǀƬƷ�źŤĩŚŝƺĪ���ƶºƴƯřŵ�Źŵ�ƲǀƫƺƠƯō�Źŵ�ƽŹƺƬǀě�ƽ�ê�î�ê�è �pH��A����ĬºƳŹ����ƁƹŹ�ƶºŝ�ƽżºǀƯō
ƵźƤƳ��ƽ�ƽŶǀſř���ưƿřƺ�ƲǀŘţƹźě�ĬƴǀţǈŝƺƳ��ƵźĪǀě�ƽŚƷ��ƽ������Ąŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�Śŝ�ƵŶƃ�ĨǀĪƠţ�ƽŹƺƬǀěźŤĩŚŝƺĪǀƬƷ�����ƵŶºƘƯ�ƮųŻ�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ�ƭźſ�Śŝ�ƽŶƘ��B���

ƱŚƏźſƵŶƘƯ���C���ƹśŚƸŤƫř��ƵŶƘƯ��D����
��

��ƭźſ�Ƃƴĩřƹ�Źŵ�����ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ�śŚƸŤƫř���ƵŶƘƯ����ƲǀŘţƹźºě�Śºŝ����ƽŚºƷ
źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��ƽŹƺƬǀě��D��æ������Ƶƹźĭ�Ĩƿ�żǀƳê���Śţ�ë�����Śºŝ�ƾºƴǀŘţƹźě�
���ŵƹŶů�ƱŻƹæåå��ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ�pI�����Żř�šƹŚºƠŤƯ�ƽŚƷê�é��Śºţ��ê�ê��

����ƲǀŘţƹźě�Ƶƹźĭ�Ĩƿë���������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śºŝ�ƾƿŚºţîë����Śºŝ�ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ�� �
é�ê�è� pI������ƪƯŚƃ�Ƶƹźĭ�Ĩƿç�Śţ�è��ƶºĪƫ���ƽ����Śºŝ�ƾºƴǀŘţƹźě���ƱŻƹ�

�ŵƹŶºººůæåç�ƱƺºººŤƫřŵƺƬǀĩ��ƹë�ê�ê� pI�ƪƣřŶºººů��êƶºººĪƫ��ƽ�
��ŵƹŶºººů�ƱŻƹ�Śºººŝ�ƾºººƴǀŘţƹźěîåƹ�ƱƺºººŤƫřŵƺƬǀĩ��ê�ê�è� pI�� �

ç�Śţ�è�ƶĪƫ���ƽ�������ŵƹŶºů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźě�ìå��Śºţ�íê���ƹ�ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ�� �

ì�è�ê�è� pI��æ�Śºººţ�çƶºººĪƫ��ƽŵƹŶºººů�ƱŻƹ�Śºººŝ�ƾºººƴǀŘţƹźě�� �
æåƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ê�è�  pI��ƶĪƫ�Ĩƿ�ƽŶů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƴǀŘţƹźě��ŵƹ
æí��ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ê�é� pI���ƹæ��Śºţ�ç��ƶºĪƫ���ƽ������ƱŻƹ�Śºŝ�ƾºƴǀŘţƹźě�

�ŵƹŶůæéƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��í�ì�  pIĬƳŹ���ŶƳŶºƃ�ƽżºǀƯō����Ʋºƿř�Źŵ
��ĬººƳŹ�šŶººƃ�ƱŚººǀƯ��ƶººĪƫ�ƽźƿŸººě�ŚººƷƽ�æåå��îë��îå�ƹ�æå�
���ǀŝ�ƶǀƤŝ�Żř�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ�ŵƺŝ�źŤƄ��ƶƇǈų���ƽ�����ƩƹřŶū�Źŵ�ơƺƟ�ŜƫŚƐƯ�

ç�Śţ�éŢſř�ƵŶƯō����
��
��
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ƮƷŵř�ƭŚƸƫř�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƴƯƺƟ 

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�Î�ƵŹŚưƃ���ƽ�����ŹŚƸŝ�Õ� 

�� 

�ƩƹŶūç� ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾ��ƹpHƲǀŘţƹźě��ŚƷƽƺĪǀƬƷ�źŤĩŚŝ��įŹƺƬǀěƮųŻ�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ�ƭźſ�Śŝ�Ƃƴĩřƹ�Źŵ�ƵŶƘƯ���
��

Ƶƹźĭ�ƶĪƫ�Śƿ�ŚƷ�ŚƷƽƴǀŘţƹźě�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ�ƽpH 

�Ƶƹźĭê�ëƾƴǀŘţƹźě���æååƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ê�éŚţ�ê�ê��
�ƲǀŘţƹźě�ƵƹźĭëƾƿŚţ���îëƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���é�ê�è��

Ƶƹźĭ�éƴǀŘţƹźě�ƾ��îê��íåƾƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ê�é�ê�è��
æƶĪƫ��ƽƴǀŘţƹźě�ƾ��æí�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��í�ê��
ç�æƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æåƺƬǀĩ��ƱƺŤƫřŵ��ì�è�ê�è��

��
�ƩƹŶūè��ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾƹ�pH ƲǀŘţƹźě��ŚƷƽ�źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��įŹƺƬǀě�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ�ƭźſ�Śŝ�Ƃƴĩřƹ�Źŵ�ƱŚƏźſƵŶƘƯ���

��

Ƶƹźĭ�ƶĪƫ�Śƿ�ŚƷ�ŚƷƽƴǀŘţƹźě�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ��ƽpH 

�Ƶƹźĭê�ëƴǀŘţƹźě�ƾ��æååƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ê�éŚţ�ê�ê��
�ƲǀŘţƹźě�ƵƹźĭëƾƿŚţ���îëƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���é�ê�è��

è�çƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æåê�ƾƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ë�ê�ê��
é�èƶĪƫ��ƽƴǀŘţƹźě�ƾ��îå�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ë�ê�ê��
æƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æí�ƺƬǀĩ�ƱƺŤƫřŵ��ê��
èƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æåƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ì�è�ê�è��

��
�ƩƹŶūé��ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾƹ��pHźě�ŘţƹƲǀ�ŚƷƽ�źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��įŹƺƬǀě�Źŵ�ƂƴĩřƹŚŝ��ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀŝ�ƭźſ�śŚƸŤƫř��ƵŶƘƯ���

��

Ƶƹźĭ�ƶĪƫ�Śƿ�ŚƷ�ŚƷƽƴǀŘţƹźě�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ�ƽƳŻƹ�ƾ��ƵŵƹŶŰƯ��ƽpH 

�Ƶƹźĭê�ëƾƴǀŘţƹźě���æååƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ê�éŚţ�ê�ê��
�ƲǀŘţƹźě�ƵƹźĭëƾƿŚţ���îëƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ���é�ê�è��
�ƲǀŘţƹźě�ƵƹźĭèƾƿŚţ���æåç�ƾƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ë�ê�ê��

è�çƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���íê��ìå�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ì�è�ê�è��
ç�æƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æå�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��ê�è��
ç�æƶĪƫ��ƽƾƴǀŘţƹźě���æé�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��í�ì��

��
ŦŰŝ���
������Ąŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫřŶƘƽř�ƹ�ƿưƺţǈŝƺƳǀ����ºſƹ�ŹƺºƏ�ƶºŝ�Ĭºƴǀ�Źŵ�Ɩ

��ŢųŚƴƃƷŵżƯŚƳŚƽ�ŤƳō�ƾ�Ƴĥƾ����ƝřŶƷř�ƶŝ�ŴƄºţǀ��ºŞƏ�Ɔƾ���ƹ���ƶºǀƸţ
��ŝ�Źŵ�ƲƀĩřƹǀŹŚưƽ�ŚƷƽ��ƳƺºƠƗ�ƾ�Żř����ƬƷ�ƶºƬưūǀ��ě�źŤĩŚºŝƺĪǀ�ŹƺºƬƽ�� �

ƶººŝ��ººƯ�ŹŚººĩƾ�ŵƹŹ��æå�ë����ƶººƘƫŚƐƯ�Ʋººƿř�ŹŵƘººſƾººĩ�Ŷººƃ��Źŵ�ƶ
�ƱĥƺƳƺưƿř�ŢųŚƴƃ��ŚƤƫř�ƽŚƷ�ƵŶƴƴĩ��ƽ��Ʒ�İƴưƿř���ƩřŹƺƯƺ���Ƶƹźĭ�ƶſ�Źŵ

��řŹřŵ�ƱřŹŚưǀŝ�Żřƽ�śŚƸŤƫř����ƵŶƘƯ�ƱŚƏźſ�ƹ�ƮųŻ��������ƲŤƟŚºƿ�ƝŶƷ�ƶŝ
ƱĥƺƳƺưƿř�ŚƷƽ���ºŞƏ�ƆǀŴƄţ�ƝřŶƷř�ŢƸū�šƹŚƠŤƯ�Śƿ�ħźŤƄƯ�ƾ�

�ºººưǀŝ�ƆųŚºººƃ�ƹŹŚƽ��ŵ�ŻŹƺºººƟƹźŤĪƫř�ƁƹŹ�ŻřĄŝƹŶºººƘƽ�ƹ�
ƱźŤºººſƹ��ƵŵŚƠŤºººſř�šǈºººŝƺºººƃŵ��ƺºººĮƫřƽƲǀŘţƹźºººě��ŚºººƷƽ�� �
źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��ƽŹƺƬǀě��������ƂºŴŝ�ƪƯŚºƃ�ĬƴǀſƺĩƺƟ�ĨƿźŤĪƫřƹżƿř�Źŵ

ƵŶưƗ�řƽ�Żř��ƲǀŘţƹźě���Ư�Źŵ�ŚƷƵŵƹŶŰ��ƽ�pH��Ŷǀºſř�ƽ��ì�pH���ƹ
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ƱĥƺƳƺưƿř�ƲǀǀƘţ�źŤƧŚŝƺƨǀƬƷ�ƽŚƷ��� 

 

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě�ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�Î�ƵŹŚưƃ���ƽ�����ŹŚƸŝ�Õ� 

�� 

Ʈººĩ�ŶººƇŹŵ�źººţƽ�Źŵ�pHźŤƄººǀŝ���ŻřìŢººſř���ƲǀŘţƹźººě�ŚººƷƽ�
źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��ƽŹƺƬǀě�ƵŵƹŶºŰƯ�Źŵ�ƶĩ�ƽ�pH�ƩŵŚºƘƯ��ê�è��Śºţ�ê�ë 

ƲǀŘţƹźººě�ƲƿźŤƄººǀŝ��ŶººƳŹřŵ�Źřźººƣ�ŚººƷƽ��ƲººƿřźŤĩŚººŝƽ�ƪƯŚººƃ�řŹ�
Ưƾ�ŶƳƺƃ��ŝƶ����������ƲºƃƹŹ�żǀƳ�įŶƘĄŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�įƺĮƫř�Źŵ��ƵƹǈƗ

���ƲǀŘţƹźě�ŜƬƛř�ƶĩ�Ŷƃ��źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ�įŚƷ�����ƶºƴƯřŵ�įŹƺºƬǀě��ƽ���ƾºƳŻƹ�
æå���Śţ�æåå���ŶºƳŹřŵ�ƾƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ������ƺºĮƫř�Ʋǀºƴģƽ���İºƴǀŘţƹźě�řźºŝƽ�

źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ���ƺºƬǀě��ƽŹ�����������ƵŶºƃ�ƁŹřżºĭ�żºǀƳ�ƱřźºĮƿŵ�šŚºƘƫŚƐƯ�Źŵ
Ţſř��ƺģ����ƹ���ƱřŹŚĪưƷ�î��ƦƯ��šō�ƹ��ƱřŹŚĪưƷ��ë������Ŝºǀţźţ�ƶºŝ

�ƩŚſ�Źŵ�ŚƷƽ�æîîí�ƹ��çååç�Źŵ�����ƹŹ�źŝ�ŵƺų�šŚƘƫŚƐƯƽ��ƺºĮƫř�ƽ�
ĄŝƹŵŶƘƽ�ƲǀŘţƹźě��ŚƷƽ�źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��ƽŹƺƬǀě�ǀŝ������ŜºƬƛř�ƶĩ�ŶƳŵźĩ�ƱŚ

ƲǀŘţƹźě�ŚƷƽ��źŤĩŚŝ�Ʋƿř�ƽ���Źŵ�pH����ĨºƿźŤĪƫřƹżƿř�ê�è��Śºţ�í�Źřźºƣ��
ŶƳŹřŵ����ƴǀŘţƹźě�ƍŚƤƳ�ŵřŶƘţƾ�ĨǀĪƠţ�����įƺĮƫř�Źŵ�ƵŶƃ��ŻŹƺƟƹźŤĪƫř
ĄŝƹŵŶƘƽ�����řźƷŚºƓ�ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƿř�Źŵ���Ƃǀºŝ��������ƶºƘƫŚƐƯ�ŪƿŚºŤƳ�Żř�ƺºģ��ƹ�

��ƹŹ�źŝ�ƱřŹŚĪưƷƽ�ƲǀŘţƹźě���ŚºƷƽ��ƽŹƺƬǀěźŤĩŚºŝƺĪǀƬƷ�ř���Ţºſ�î���
�Īƿ�ŶƿŚƃƾ�������šƹŚºƠţ�Ʋƿř�ƪƿǇŵ�Żř���Źŵ����źŤĩŚºŝ�Ʊŵźºĩżǀƫ�ƁƹŹƽ��ƹ

�ƲǀŘţƹźě�ũřźŴŤſř��ƵźĪǀě�įŚƷ��ƽŶƃŚŝ�Ʊō���źºě�ƱŚǀƯ�Źŵ�ƲǀŘţƹ��ŚºƷ�į
���������įŶºƘĄŝƹŵ�ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř�Śºŝ�ƵŶºƃ�ĨǀĪƠţ�������Ƶƹźºĭ�Ŷºƴģ�Źƺƌºů�

ƴǀŘţƹźěƾ��řżūř�ƶĩ�ƽ�Ʊō������������ĨºƿźŤĪƫřƹżƿř�ƍŚºƤƳ�ƹ�ƶŝŚƄºƯ�ƱřŻƹř�ŚºƷ
ţƹŚƠŤƯƾ��ƪŝŚƣ��ŶƳŹřŵ����ƶūƺţƵŵƺŝ�������šŚºƘƫŚƐƯ�Śºŝ�ƹ����ƲǀºƤƤŰƯ�źºĮƿŵ� �

�ë��æå�����ƶºƘƫŚƐƯ�ƶƬưū�Żř���įř�����Ǝºſƺţ�ƶºĩ�ƾºƴǀƯ�ƱřŹŚºĪưƷ�ƹ���Śºŝ�
����ºƯźū�İěƺĪſƹźŤĪĜſř�ƹ�įŶƘĄŝƹŵ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř��ƩŚºſ�Źŵ�İçååë�

�ƽƹŹ�źººŝ�ƵŶººƃřŶū�įŹƺººƬǀě�źŤĩŚººŝƺĪǀƬƷ�ƞººƬŤŴƯ�ƱřŹŚººưǀŝ�Żř
ƾƃŹřƺĭ�Ŷƃ�ƭŚŬƳř�ƪŝŚƣ��Ţſř�ƶƀƿŚƤƯ��æå����

����ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƿř�Źŵ��ƂƴƧřƹ�ŘţƹźºěǀƲ��ŚºƷƽ�ĪƠţ��ºǀ�������Ĩºưĩ�Śºŝ�ƵŶºƃ�Ĩ
Ąŝƹŵ�ŻŹƺººƟƹźŤĪƫřŶººƘƽŚƄººƛ�ƶººŝ�ƩŚººƤŤƳř�Żř�žººě�ƽ�Śººŝ��šǈººŝ�

řƿƫƺŝƺƬĭƺƴưǀ��Ʋ����Żř�ƵŶƃ�ƆƫŚų��ŝ�ƭźºſǀ�����ºſŹźŝ�ƞºƬŤŴƯ�ƱřŹŚºưƾ�
ƃŶ��ŤƳ�������ƶĩ�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƶƘƫŚƐƯ�Ʋƿř�ŪƿŚ���Ƶƹźºĭê��Śºţ�ë�����Śºŝ�ƾºƴǀŘţƹźě�

���ŵƹŶů�ƱŻƹæåå��ƹ�ƱƺŤƫřŵƺƬǀĩ��pI����Żř�šƹŚƠŤƯ�ê�é�Śţ��ê�ê���Ƶƹźĭ
��ƲǀŘţƹźěë������ŵƹŶů�ƱŻƹ�Śŝ�ƾƿŚţîë����Śºŝ�ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ��é�ê�è� pI��
ƲǀŘţƹźě���ƽŚƷæå���ƹ�æí��������ƭźºſ�Śºŝ�ƱƺºŤƫřŵƺƬǀĩ��������Żř�Ƶƹźºĭ�ƶºſ�źºƷ
ƱřŹŚưǀŝ��ŵřŵ�ƂƴĩřƹƵ�řŶƳ������ƱĥƺºƳƺưƿř�Ʋºƿř�řŸƫ��ºƷ���ƾºƯ�řŹ�Ś�����ƶºŝ�Ʊřƺºţ

��ƱřƺƴƗŵżƯŚƳ��ŞƏ�ƆǀŴƄţ�ƾ���������źŤƄºǀŝ�ƶºƘƫŚƐƯ�ŵŹƺƯ�ƹ�ŵƺưƳ�ŭźƐƯ�
�ŵřŵ�Źřźƣ������ƪŝŚƤƯ�ŹŵƲǀŘţƹźě���ƽŚƷæåç�ƹ�îå�����ƭźºſ�Śŝ�ƾƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ

�����Ƃƴĩřƹ�ƵŶƘƯ�ƮųŻ�ƱřŹŚưǀŝ�ſƺƀºŰƯƾ��ƵŵřŶºƳ��ŶºƳř�����ƲǀŘţƹźºěèå�
��ƾƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ���ƲǀŘţƹźě�ƹæí�ƳƺŤƫřŵƺƬǀĩ�ƾ�������Ŝºǀţźţ�ƶŝ�żǀƳ����ƎºƤƟ��Śºŝ

���Ư�ƱŚƏźſ�ƱřŹŚưǀŝ�ƭźſ���ƹ�ƵŶƘ��śŚƸŤƫřƵŶƘƯ���Ƶŵřŵ�Ƃƴºĩřƹ���ŶºƳř����źºŝ
����Ư�źƔƳ�ƶŝ��ŽŚſř�Ʋƿřƾ�������ƕƺƳ�ƹŵ�Ʋƿř�ƶĩ�ŶſŹ��Ƴ�ƲǀŘţƹźºěŵżƯŚ��ƽŚºƷ

������������ŹŚºưǀŝ�ƶŤºſŵ�ƹŵ�Ʋºƿř�żƿŚºưţ�ƹ�ƆǀŴƄţ�ƽřźŝ�ƾŞſŚƴƯ���ŶƴŤƀºƷ
�ƶººģźĭř�Ʋººƿř�ƖƏŚººƤŤƯ�Ƃƴººĩřƹ�ƩŚººưŤůřƾººŤƳō�Ʊĥ�ŚººƷ��źƿŚººſ�Śººŝ

ƾŤƳō�ĥ�Ʊ�ŚƷƽ���ŢƀǀƳ�ƪưŤŰƯźǀƛ�ƾŝƹźĪǀƯ�����ƴģ�šŚŞŧř�ƩŚůźƷ�ƶŝ�ǀ�Ʋ
ƋźƟǀƶ�řƽ�Ƴ�ǀ��ƣŵ�šŚƘƫŚƐƯ�ŶƴƯŻŚǀƢ�����Śŝ�ƹ�źţ����Żř�ƵŵŚƠŤºſř�ƶºƳƺưƳ��ŚºƷƽ�

ŝǀŢſř�źŤƄ����
�ƺĮƫř�Źŵƽ�ř�ƿţǈŝƺƴưǀ�Řţƹźě�ĬƴǀƲ�ŚƷƽ�ě�ǀƵźĪ��ƽ��źŤĩŚºŝ�ƽ�����źºƔƳ�ƶºŝ�

Ưƾ����ŝ�ƭźſ�ƶĩ�ŶſŹǀ����������ŢŞƀºƳ�ƱŚƏźºſ�ƹ�ƵŶƘƯ�ƮųŻ�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚư
��ŝ�ƭźſ�ƶŝǀ������ƶºŝ�ǈŤºŞƯ�ƱřŹŚư�śŚºƸŤƫř����ƵŶºƘƯ���ŝ�ŢƷŚŞºƃ��ºǀźŤƄƽ���ƶºŝ�

ƿŶĪƿ���ƬƗ�ƹ�ŶƳŹřŵ�źĮǀ�Řţƹźě�ƶǀƲ�ŚƷƽ�ƸŝŚƄƯ�ƾ���ºƯ�ƪưƗ�ƾ��Ŷºƴƴĩ���Źŵ
�ƬŞƣ�šŚƘƫŚƐƯƾ���żǀƳ��ř�Źŵ�ƶĩƿ�ƯŻ�Ʋǀ��������šŚºŞŧř�ƶºŝ��ƶºŤƟźĭ�šŹƺºƇ�ƶƴ

ſŹǀ���ƺĮƫř�ƶĩ�Ţſř�ƵŶƽ�ŤƳō�ƾ�Ƴĥƾ�źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ��ƽŹƺƬǀě����ƵŶºƃ�řŶū�
�ŝ�Żřǀ���������Şƃ�ƮƷ�ƶŝ�ƱŚƏźſ�ƹ�ƵŶƘƯ�ƮųŻ�ƶŝ�ǈŤŞƯ�ƱřŹŚưǀƶ���ƹ�ŶƴŤƀƷ�źţ�

�ƺĮƫř�Śŝƽ�ŤƳō�ƾ�Ƴĥƾ��źŤĩŚºŝƺĪǀƬƷ���ƽŹƺºƬǀě����ŝ�Żř�ƵŶºƃ�řŶºū�ǀ��ƱřŹŚºư
�ƶŝ�ǈŤŞƯ���śŚƸŤƫřƵŶƘƯ�šƹŚƠţ���ŚºƷƽ��ƽźŤƄºǀŝŵŹřŵ��ř��ºƿ��ƕƺºƋƺƯ�Ʋ

Śƃƿ���ŝ�ŶƳƹŹ�Śŝ�ŶǀŹŚưƽ���Ƴ�ƵŶƘƯ�ƮųŻ��ºǀ��ºŝ�żƾ����ŶºƃŚŞƳ�ƍŚºŞţŹř��Ż��ºƿ�řź
�����ŝ�Źŵ�ƵŶƘƯ�ƱŚƏźſ�ƶŝ�ǈŤŝř�ƩŚưŤůřǀ�����ƵŶºƘƯ�ƮºųŻ�ƶºŝ�ǈŤºŞƯ�ƱřŹŚư

�ų�ƵŶƄƳ�ƱŚƯŹŵǀƬƾŝ�ǀŝ�Żř�źŤƄǀ����ƶºŝ�ǈŤºŞƯ�ƱřŹŚºư��śŚºƸŤƫřƠų�ºǀ�ƞ
���ŹƺºƏ�ƶŝ��Ţſřƽ�����������ºŝ�Żř�źºƋŚů�ƩŚºů�Źŵ�ƶºĩǀ����ºƳƺƠƗ�Ʊŵźºŝ�Ʋ�Ţ

ƬƷǀ��źŤĩŚŝƺĪ��įŹƺƬǀě�ŝ�Źŵǀ��ƱřŹŚưƿ��ĭƺƬū�ƁƹŹ�Ĩǀźƽ���ƱŚƏźſ�Żř�
Ư�śƺƀŰƯƾ�ŵƺƃ��æë�����

�ƮººƷ�ƶººƘƫŚƐƯ�Ʋººƿř�Źŵ��Ʋǀººƴģ�ƆŴƄººƯººƃ�ƶººĩ�ŶƄººŴŝƾ�Żř�
ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ�ŚƷƽ�ŶƋ�źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ����ƽŹƺƬǀě�����Ƶƹźºĭ�ƶºſ�źƷ�Źŵ��ŹŚºưǀŝ��
ƬƗǀ��ƫ�ƂŴŝ�ƶǀƬěƺĜƾ�ŹŚĩŚſƿŶƽ��LPS��ŵƿƵŹřƺ��ƽ��ƫƺƬºſ�ƾ��Ţºſř���

ƺĮƫřƽ�LPS��ř�Źŵ�ƿưƺţǈŝƺƳǀĬƴ���ƪƯŚƃ�ºƿ������ƶºƴƯřŵ�Śºŝ�ƶºƤƐƴƯ�Ĩ��ƽ�
ºººƳŻƹƾºººŝ�ǀ�Żř�Ƃèåĩ�ǀ�ŶºººƳō�ƂºººŴŝ�Źŵ�ƱƺºººŤƫřŵƺƬƽŚºººŝ�� �
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ƮƷŵř�ƭŚƸƫř�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƴƯƺƟ 

ƶƬŬƯ�ƽƾưƬƗ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƽ�Î�ƵŹŚưƃ���ƽ�����ŹŚƸŝ�Õ� 

�� 

ê�é�ê�è�  pHŢºººſř�ŢƄºººĮƳř�źºººŧř�ƶŝŚƄºººƯ�ƹ�� LPS��Żř
ƱřƹřźƟ���ƲƿźţŤƳōƾ�Ʊĥ�ŚƷƽ�ŚƄƛ�ƽ�ūŹŚų�ƾ�źŤĩŚŝ�ƽ�ŚƷƽ���ºƠƴƯ�ƭźĭ�ƾ�
��ƺƣ�Żř�ƹƽ�źţƿ��źŰţ�ƪƯřƺƗ�ƲƿĨ��ƵŶºƴƴĩ��ƽ�ſ��ºǀ�ř�ƮŤƀƿ�ºƴưƾ�Ư�ǀ��ƱŚºŝż

�Ư�śƺƀŰƯƾ�ŵƺƃ��æì���LPS��ŚƸƴţ�ƶŝ�ƾƿ����ƱřƺƴƗ�ƶŝ�ƿ��Ĩ�ºŤƳōƾ��Ʊĥ
ƛǀ�ƶŝ�ƶŤƀŝřƹź�Žƺưǀţ����ŚŞƫŚƛ��ƵŶƃ�śƺƀŰƯ��ƫƺţ�ǀ��ºŤƳō�Ŷƾ��ŵŚºŝƽ��Żř�

��ŽǈĩIgM����ŚƤƫř�řŹƯƾ��ºƴĩŶ���Ʊō�Żř���Śºūƾƿ���ř�ƶºĩ�ºƿ��ºŤƳō�Ʋƾ����Śºŝ�Ʊĥ
ƗřƺƳřƾ��Řţƹźě�Żř�ǀƲ����ŚƄºƛ�Źŵ�ŚƷƽ��ūŹŚºų�ƾ��źŤĩŚºŝƺĪǀƬƷ���ƽŹƺºƬǀě�

�ưĪŰƯ�ƩŚƈţřƾ��Ư��ŵŹřŵ�ƾ��ƫƺţ�ŶƳřƺţǀ�ŤƳō�Ŷƾ�ŵŚŝƽŚſ�Żř�ƿŽǈĩ�ź��ŚƷ
�Ƴ�řŹǀ��ŚưƳ�ŚƤƫř�żƿŶ���ƮƛŹ�ƶŝ��ŤƳō�ŵƺūƹ�ƾ�ŵŚŝƽ��ŶºƋ��LPS�����ƭźºſ�Źŵ
��Ʋƿř�ƾºŤƳō���Ʊĥ�řźƷŚºƓ����ŞºſŚƴƯ�ŵżƯŚºƳ�ƾ��řźºŝ�ƽ��ŴƄºţ�ǀ��Ɔ�ºŞƏƾ��ºƿ�Ś

�ŹŚºººưǀŝ�ƆųŚºººƃƽ�ƳºººǀŢƀ���ºººŤƳō�ŢƷŚŞºººƃƾ�ºººƳĥƾ�LPS�
ƬƷǀěźŤĩŚºººŝƺĪǀŹƺƬƽ�Śºººŝ�LPSƗřƺºººƳř�ƾźŤĩŚºººŝ�Żř�ƽ�ŚºººƷƽ� �

ººƠƴƯ�ƭźººĭƾǇŵ�Żř�ººƿř�ƵŶººưƗ�ƪººƿŢººſř�ƕƺººƋƺƯ�Ʋ��æì����Śººŝ� �
ƶƘƫŚƐƯ�ƽ�ŝ�ǀ��ƹŹ�źŝ�źŤƄƽ�Řţƹźě�ǀƲ�ŚƷƾƿ����Źŵ�ƶĩ�ƺƳƺưƿřţǈŝǀ����Śºŝ�Ĭºƴ

ŤƳōƾ�ŵŚŝƽ�ŝ�ǀ������Ƃƴºĩřƹ�ƞºƬŤŴƯ�ƱřŹŚưƵŵřŵ��ŶºƳř���ºƯ�ƾ��Ʊřƺºţ���ƱŚºĪƯř
��Ʊō�Żř�ƵŵŚƠŤſř��������ƱřƺºƴƗ�ƶºŝ�řŹ�ŚƷ���ŹŚºưǀŝ�ƆųŚºƃƽ��ºƿŚ��ŴƄºţǀ�Ɔ

��ƽŹƺƬǀěźŤĩŚŝƺĪǀƬƷ�ƁƹŹ�ƶŝ�ŚƷƽ�ưĩ�ƾ�ƹ������Ǉř�ŶºƴƳŚƯ�ŽŚƀºů�ºƿ�řż
�ŵƺưƳ�ƲƃƹŹ��řźŝƽ�ř�ƿ�����Ţºſř�ƭŻǇ�ŹŚºĩ�Ʋ���ř�řŶºŤŝř�ºƿ��ºŤƳō�Ʋƾ�Ʊĥ���ŚºƷ

����žĜſ�ƹ�ƆƫŚųŝƶ���ƪƯŚĩ�ŹƺƏ��ǀƇƺƈų�ƲǀǀƘţ��ŢƃƺŶƳ����ƮƛŹ�ƶŝ
�ƪŝŚƣ�ŪƿŚŤƳ����ƶºƘƫŚƐƯ�ƶºūƺţ�ƽ���ºſŹźŝ�Źŵ�źºƋŚůƾ�Ʊĥƺºƴưƿř���ŚºƷƽ�
źŤĩŚŝƺĪǀƬƷ�ŹƺƬǀěƽ�ƵŶƴƴĩŚƤƫř��ƽ�������ƱřŹŚºưǀŝ�Źŵ�ƩřŹƺưƷ�ƾƴưƿř�ŲſŚě�
��ƞƬŤŴƯ�Ƙţ�ƹƲǀǀ��ƳŻƹ�šŚǀƇƺƈų�ƾ��ƶƐƤƳ�ƹ���ƽ���Ʋƿř�ĨƿźŤĪƫřƹżƿř�
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Background and objective: Helicobacter pylori is one of the most common infectious agents that colonizes 

in the mucus layer of stomach. This bacterium has been identified to be the etiologic agent of chronic active 

gastritis, peptic ulceration and gastric cancer. The present study was aimed to identify H. pylori 

immunogenes for clinical diagnisis of the infection in the above 3 groups of patients. 

Materials and Methods: H. pylori bacteria isolated from biopsy specimens of patients suffering from 

gastritis, peptic ulcer and gastric cancer were extracted in an extraction solution containing lysozyme, urea 

and CHAPS. Two-dimensional gel electrophoresis were performed. The resolved proteins were transferred 

to PVDF membrane using tank blotting and their reaction with purified IgG fraction of the patients� sera 

were determined by immunoblotting. 

Results: The bacterial extract showed several hundreds of silver-stained spots with molecular weights (MW) 

ranging from 10 to 100 KDa and isoelectric points (pI) ranging from 3.5 to 9.5. This pattern contained 6-7 

major proteins, some of which as protein groups consisted of several spots. The results of immunoblots 

revealed that several protein spots with different MW and pI, were stained with all three groups of patients� 

sera but some proteins were stained only with one or two groups of sera. 

Conclusion: The protein spot with MW of 30 KDa reacted with sera of only two groups of patients; gastritis 

and gastric cancer; the protein with MW of 18 KDa reacted only with sera of gastritis patients. These 

proteins can be potential candidates for recognition of the type of gastric disorder. In addition, the results 

indicated that protein profiles of H. pylori, isolated from gastric cancer and peptic ulcer, are more similar to 

each other, comparing to that of gastritis patients. 
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