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ƁƺƯ�ŚƷƽ�ŚƯŻō�ƿƷŚĮƄƾ��ſŹźŝ�ƹ�ƾ��ř�Ʊřƺţ�ƿƲ��ƩƺƬºſ�������ŹŚºƸƯ�Źŵ�ŚºƷ

ƩƺƬſ�ŶƃŹ�ŚƷƽƱŚŤƀě�ƱŚƏźſ�Ư�ƾ�ŶƃŚŝ���
��

ſŹźŝ�ƁƹŹƾ��
�����ŵřƺººƯ��ƵŵŹ�įƫƺƬººſ�ƾººƃƺƯ�ƱŚŤƀººě�ƱŚƏźººſ�ƾ�MC4-L2�

��ĭ�ƶŝ�ƶŤƀŝřƹǀ���ƹźŤºſř�ƵŶºƳźǀƿŶƽ����ƶºĩ����ŵƺƬĩ�ŹƺƀºƟƹźě�Ǝºſƺţ�ºƿ�ƺ
ŹŚƳǇƽ��ƺŝ�ƵŚĮƄƳřŵ��ƿžƴ�řƿ��ºŤƳřĥŹō��Žźǀ�����ƤŰţ�Ƶƹźºĭ�ƶºŝ�Ʋǀ�ţŚºƤƾ�

źƋŚů�ŶƷ�ƿ��ƶ�Ţſř�ƵŶƃ��æê���Methylthiazoltetrazolium��MTT���
����šŚƠƀºƟ�źƟŚŝ�PBS��řŻ��ƿŻǈ�ºƿ���ƯŚºŤĩ�ƹ�Ʋǀ��Ţĩźºƃ�Żř�Ʋ�ºſ�ǀ�ŚưĮ� �

�Sigma Aldrich St Louis, MO, USA��źųƿŹřŶƽ�Ŷºƃ���
ŰƯǀ�ŢƄĩ�ƎDulbecco's Modified Eagle's (DMEM)�� �

Fetal Bovine Serum (FBS)ƴě��ƾ�ſǀƬǀŚƯƺŤěźŤſř�ƹ�Ʋƿƀǀ�Ʋ
Ƴǀ�Ţĩźƃ�Żř�żInvitrogenźų�ƿŹřŶƽ�ŵźĭƿŶ���

ŻŚſřŶūƽ��ƳŚŤƀě�ŵŶƛ�ƾ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ����ƱŚŤƀě�ŵŶƛ�Żř�ƩŚ
ƁƺƯ��ſ�ŜƫŚŝ�ƾ���ƵŵŚƯ�ë�Śţ�í���ƶŤƠƷ��źų�ºƿŹřŶƽ�����ŤƀºƳř�Żř�ƵŶºƃ�ǀ�ƺŤ

�ũźĩ�ŹƺŤſŚě�������ŶƳŶºƃ�Ƶŵřŵ�ŢƄºĩ�ƹ�ũřźŴŤºſř����ƯŚºưţƾ�ºůřźƯ��ƪ
�ů�ƩŚƤŤƳřǀ����ºůřźū�ƭŚŬƳř�ƹ�šŚƳřƺƾ���������Śºŝ�ŹŚºƧ�ƪưƘƫřŹƺŤºſŵ�ŢºŰţ�

ưĩ�ƹ�ŢººƃřŶƸŝ�šŹřŻƹ�ƾƷŚĮƄººƿŚƯŻō�šŚººƳřƺǀůǀƶººŤ�į�ơǈººųř�
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��Īƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵƾ���ŵźĭ�ƭŚŬƳř�ƱřźƸţ��ºƿŶ���řźºŝƽ�ř��ºƿ���ŹƺºƔƴƯ�Ʋ
��řŶŤŝřê��ů�Żř�źſ�ǀšŚƳřƺ��Żř�ƵŵŚƠŤſř�ŚŝƯŚŤĩǀ�Ʋ�æååƾƬǀƯ�����źºŝ�ƭźºĭ

ƭźĭƺƬǀĩ���řŻ�ƹƿŻǈƿ��Ʋ�æå�ƾƬǀƯ����źĭƺƬǀĩ�źŝ�ƭźĭƭ��ŝǀ�ŶƳŶƃ�ƁƺƸ�
�æìƹ�æë����ůŚƳ�žĜſǀƶ�į�ưĪƃ�ƾ�ů�ǀƱřƺ�������ƩƺƳŚºţř�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�

ìå��ƳƺƠƗŶƋ�ŶƇŹŵ�ƾ�ŵźĭ�ƿ����Ɵ�Żř�žě�ƹ�Ŷǀ�ů�Ʊŵźºĩ�žĪǀ��šŚºƳřƺ
��ƶŰƠƇ�ŮƐſ�źŝ�į��ůřźū�ƾ�ƃźŝ��ƾ����ŢƸū�Źŵ��Ư�Ǝųǀ�ưĪºƃ�ƱŚƾ�

ůǀ�����ř�ƪĜƫŚĪſř�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�šŚƳřƺƿ�Ŷƃ�ŵŚŬ���������Ʊŵźºĩ�řŶºū�Żř�žºě
�ƺě�ƪƯŚĩ�ů�ŢſǀƱřƺ�ŢƟŚŝ�Żř�Ţſƺěřźƃ�Źŵ��ƿ�źŤºſř�Ǝƿ�ƶºƳƺưƳ�ƪ�

����ů�Ţſƺě�Żř�ƱŚŤƀě�ŢƟŚŝǀ��ŵźĭ�řŶū�Ʊřƺƿƶŝ�ƹ�Ŷ����ƶºŝ�ƩŚºƤŤƳř�ŹƺƔƴƯ
ŚƯŻōƿ�ƩƺƬºſ�ŢƄĩ�ƵŚĮƄ���ƩƺºƬŰƯ�ƱƹŹŵ�Hanks��ƽƹŚºů� æåå�

������źºŤǀƫ�ƾƬǀƯ�źŝ�ƾƬƬưƫř�Ʋǀŝ�Ŷůřƹ����ƾºƴě��ƲǀƬºſ�ƹ��æåå���ƭźºĭƹźĪǀƯ�
ƾƬǀƯźŝ�źŤǀƫŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ�Źřźƣ�ƲǀƀƿŚƯƺŤěźŤſř����

���ƩƺƬſ�ŢƄĩ�ƹ�ũřźŴŤſř��ŚºƷƽ�Ư��ºǀěřƺƾ�Ƭţ��ºǀƩŚ�������ƩŚºƤŤƳř�Żř�žºě
ŢƟŚŝ���ŚƯŻō�ƶŝ�ŚƷƿ���ŢƟŚŝ��ƩƺƬſ�ŢƄĩ�ƵŚĮƄ�ŚƷƽ����Ż�Źŵ�ƵŶƃ�řŶū�ƿ�ź

����źŤě�ƝźƓ�ƱƹŹŵ�ƶŝ�ŵƺƷƽ���������ƪĜƫŚĪºſř�Ǝºſƺţ�ƹ�ŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ�ƩŚƤŤƳř�
źŤſřƿ������ƀºƤţ�Ĩºģƺĩ�šŚƘƐƣ�ƶŝ�ƪǀ�ŵźĭ�Ʈƿ�ŶºƳŶ������šŚºƘƐƣ�žĜºſ
ŤƟŚŝƾ��ĨſǈƟ�ƶŝ��ŚƷƽ�������ŢŞƀºƳ�Śºŝ�Ĩģƺĩ�æ��������ƶºŝ�ŢºƟŚŝ�ƭźºĭ�æå�
ƯǀƬƾ�ƫǀ��źŤPBS�ƹŚůƽ�ōŤƳƾ�ŝ�ǀţƺǀ���ƹ�Ĩƿ����ƩŚƤŤƳř�ŻŚƳĥǈĩ�ŶƇŹŵ�Ĩ

������šŶƯ�ƶŝ�ƹ�ŶƳŶƃ�Ƶŵřŵèå���Śţ�îå�ƣŵ�ǀ����ŚºƯŵ�Źŵ�ƶºƤƽ�èì��ƶºūŹŵ��į�
ŤƳŚſƾ���ŵźĭ�ƍƺƬŴƯ�ŵřźĭƿ�ŶºƳŶ�����ƶºƳƺưƳ�žĜºſ�����Ɵ�Śºŝ��ŚºƷǀ�ŚºƷźŤƬƽ� �
èåƯ�ǀ�Ɵ�źºŤƯƹźĪǀŵźĭ�źººŤƬƿ�ŶºƳŶ��ººŝ�ƶººƯřŵř�Źŵ�ƶºƳƺưƳ�ƶ�ŹřŶººƤƯ�ŚººƷ� �
çå�Ư�ǀƬƾ�ƫǀ��ºŰƯ�źŤǀ����ŢƄºĩ�ƎDMEM-F12��ƹŚºů�ƽ�ê���ŶºƇŹŵ�

FBS��ŵźĭ�ƶƟŚƋř�ºƿŶ��������ŢºƃŸĭ�Żř�žºěç�ƣŵ�ǀ���ƶºƳƺưƳ��ƶºƤ����Źŵ�ŚºƷ
�ƹŚººů�ŹƺţŚººŝƺĪƳřƽ�ê�ŶººƇŹŵ�CO2�ŚººƯŵ�Źŵƽ�èìƶººūŹŵ��į�

ŤƳŚſƾ����ŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ�ŢƄĩ�ŵřźĭ��ƩƺƬſ�������ƝźƓ�ƞƧ�ƶŝ�ƵŶǀŞƀģ�ƽŚƷ
�������������ƳŚºƯŻ��ŻƹŹ�Ŷºƴģ�ŢºƃŸĭ�Żř�žě�ƹ�ƵŵźƧ�ŶƃŹ�ŪƿŹŶţ�ƶŝƾ���ƶºĩ

źţ�ƫƺƬſ�Ʈĩřƾ�����ŵƹŶů�źŤƀŝ�Źŵ�íê����ºſŹ�ŶºƇŹŵ�ǀ��ƩƺƬºſ��Ŷ�����Śºŝ�ŚºƷ
���ƩƺºƬŰƯ�Żř�ƵŵŚƠŤºſřçê�å��ŶºƇŹŵ� Trypsin/EDTA��źŤƀºŝ�Żř

��������šŶƯ�ƶŝ�ĥƺƠƿźŤƳŚſ�Żř�žě�ƹ�řŶūì�ê�����Źƹŵ�Śŝ�ƶƤǀƣŵ�æêåå��Źƹŵ
���ƶƤǀƣŵ�źŝ��������ƪƤŤƴƯ�ƽŶƘŝ�ŢƄƧ�ƝźƓ�ƶŝ�ƹ�ĥŚſŚě��ŶƳŶƃ�����šŶºƯ�Źŵ

��ƩƺƬſ�ŢƄĩ�ƱŚƯŻ�ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţǀ��ºŰƯ��ƩŚǀ����ƩƺƬºſ�ŢƄºĩ�Ǝ���ŚºƷ

ƶŝ����ƎſƺŤƯ�ŹƺƏ�����ƺºƘţ�ƶŤƠƷ�Źŵ�ŹŚŝ�ƶſƿ�ŵźĭ�Ɗ�ºƿŶ��æí������Żř�žºě
�����ƩƺƬſ�ŢƄĩ�Żř�ƶŤƠƷ�ƹŵ�ŢƃŸĭ��ƩƺƬſ��ŚƷ������ĥŚſŚě�Żř�ƪƇŚů�ƽŚƷ

��ƭƹŵ���ƭƺſ�ƹ������ŚºſƺƬƟ�ƵŚĮŤºſŵ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�ŚŝƿźŤƯƺŤƽ����ŝ�źºƔƳ�Żř�ºǀ�ƱŚ
źĮƳŚƄƳ�ƇŚƈŤųř�ƾ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀƫŚƾ��ŚƯŻō�ŵŹƺƯ�ƿ��Źřźƣ�Ƃ
ŶƴŤƟźĭ���
ººſŹźŝƾ�ƇŚƈººŤųř�źĮƳŚƄººƳƾƯ�ººǀěřƺƾƬţ�ººǀ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�ƩŚ
ŚſƺƬƟƿźŤƯƺŤƽ��ƶŝ��ſŹźŝ�ŹƺƔƴƯƾ�ƄƳ�ƇŚƈŤųř�źĮƳŚƾ�ƩƺƬſ���ŚºƷƽ�

Ưǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ������ƩƺƬſ��ŢƄĩ�Żř�ƶŤƠƷ�ƹŵ�ŵƹŶů�ŢƃŸĭ�Żř�žě��ƩŚ��ŚƷ
����ŚſƺƬƟ�ƵŚĮŤſŵ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�ŚŝƿźŤƯƺŤƽ���ŝ�źƔƳ�Żř�ǀ��ƱŚźĮƳŚƄƳ�CD10�

��ŵŹƺƯƁŹŚưƃ��ŶƴŤƟźĭ�Źřźƣ���ƁŹŚưƃ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ��ƹ�ƩŚ
FACScan����������Ư�ƶºŝ�ƶºūƺţ�Śŝ�ƹ�ƵŚĮŤſŵ�ƪĪţƹźě�ƢŞƏ���ºǀ�ŝ�Ʊřż�ºǀ�ƱŚ

źĮƳŚƄƳ�ŰƐſ�ƾ��ƩƺƬºſ���ŚºƷƽ�Ư��ºǀěřƺƾ�Ƭţ��ºǀ��ƩŚ�CD10����ŚºưƳ�ƹƽ�
ƷǀĥƺƫƺŤƀƿĪƾ�ƩƺƬſ����ŤƀƳř�Źŵ�ŚƷǀ��ř�ŹƺŤſŚě�ƺŤƿ��Ʊřź���ƭŚºŬƳř�ŢºƟźĭ��

�ř�Źŵƿ��ŚŤſřŹ�Ʋ�ŵřŶƘţ�æåë��ƾƬǀƯ�źŝ��źºŤǀƫ����Ư�ƩƺƬºſ��ºǀěřƺƾ�Ƭţ��ºǀ��Źŵ�ƩŚ
�ƩƺƬŰƯL15�ƹŚůƽ�æå�ŶƇŹŵFCS��ƵřźưƷ�ƶŝōŤƳƾŵŚŝ�ƽ�ŶºƋ� 

CD10�ŘººſŹƺƬƟǀř�Ʋƿţƹżǀººſƺǀ�šŚƳŚ�Clone M1/69, BD 

Biosciences, Oxford, UK, 0.5 ìg/ml���šŶººƯ�ƶººŝ� �
éê�ƣŵ�ǀ�ŚƯŵ�Źŵ�ƶƤƽ�éƶūŹŵ��įŤƳŚſ�ƾ�ŶƳŶƃ�ƶŝƺĪƳř�ŵřźĭ���Śŝ�žĜſ

���ƩƺƬŰƯ�ƵŵŚƠŤſřL15�ƹŚů�ƽ�æå���ŶƇŹŵ�FCS������ƹ�ŶƳŶºƃ�ƶŤƀºƃ�
��ƹŚů�ƩƺƬŰƯ�Źŵƽ�L15���æå���ŶƇŹŵ�FCS���ƹ�åæ�å��ƴƟ�ŶƇŹŵ�ºǀ�ƪ

ŵƽ�Ưř�ǀřźƬĩƺƴƿ��Ŷç�é�ë���ŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ�śƺſŹ����ƶºƯřŵř�Źŵ��żŬţ��ºƿ��ƹ�ƶ
ƬŰţǀ�ƶºƳƺưƳ�ƪ���ſ�Ǝºſƺţ�ŚºƷ�ºǀƮŤƀ�BD FACSV antage SE�
�BD Biosciences��ſ�ƹŵ�ƶŝ�żƸŬƯǀ�ƱƺĭŹō�ƮŬƀƴƯ�ƮŤƀƿ�Ʊƺ
ƫ�ºǀ�Źżîå�C-4��Coherent, Santa Clara, CA, USA���Źŵ

�ũƺƯ�ƩƺƏ�ŚƷƽ�éíí����ƹ�źŤƯƺƳŚƳ�ë�èèè���Śţ�í�èèè�����ƭŚºŬƳř�źŤƯƺƳŚºƳ�
Ŷƃ��æîƹ�æí�����

ŤƄĪưƷƾ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţǀ���ƫƺƬſ�ƵŵŹ�Śŝ�ƩŚƾ��ºſŹŚĩ�ǀŚƯƺƴƽ�
ƳŚŤƀěƾ��ſŹźŝ�ƹ�ƾ��ŚƤŝ�Ʊřƺţ�į�ƩƺƬſ��ŚƷ��ƶŝ����ºſŹźŝ�ŹƺºƔƴƯƾ���Ʊřƺºţ�

ĭŶººƴƴĩŹŚƸƯƾƩƺƬººſ��ŚººƷƽƯ�ººǀěřƺƾƬţ�ººǀŨĪţ�ƹ�ŶººƃŹ�źººŝ�ƩŚººǀ�ź
ƩƺƬſ�ŚƷƽ����ƵŵŹ�Żř�ƱŚŤƀě�ƱŚƏźſ��į��ƫƺƬºſ�ƾ�MC4-L2���ƵŵŚƠŤºſř�
ŵźĭººƿŶ��ƩƺƬººſ�ŚººƷƽ�MC4-L2�ººŰƯ�Źŵ�řŶººŤŝř�ǀ�Ǝ�ŢƄººĩ
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DMEMF12�ƹŚů�ƽ���źƟŚºŝ�HEPES�ƯŚºţƺƬĭ��ǀ�ºƴě��Ʋƾ��ºſǀƬǀ��Ʋ
ŚƯƺŤěźŤſřºººƿƀǀ�ƹ�ƲFBS�æå�ŶºººƇŹŵ��ŶƳŶºººƃ�Ƶŵřŵ�ŢƄºººĩ��� �

����ŻƹŹ�ƹŵ�źƷƿ��Ƴ�ŹŚŝ�Ĩǀưƾ��ŰƯ�Żř�ǀ����ƩƺƬºſ�ŢƄºĩ�Ǝ����ƺºƘţ�ŚºƷƿ�Ɗ
Ưƾ�ŵźĭƿŶ��çå���Əƾ�řźƟ�ƿ�ŤƄĪưƷ�Ŷƴƾ��ƶºŝ������ĭƺºƬū�ŹƺºƔƴƯǀźƽ��Żř�

ƂƴĪưƷźººŝƤŤƀººƯ�ǀƫƺƬººſ�ƮƾŝŚººƯ�ǀƫƺƬººſ�ƵŵŹ�Ʋƾ�MC4-L2��ƹ
ƩƺƬſ�ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ�����ŵřŶºƘţ�řŶŤŝř��ƩŚæåêõê����Ư�ƩƺƬºſ�Żř��ºǀěřƺƾ�

Ƭţººǀ�ƩŚ��ƭƺººſ�ĥŚººſŚě�Żř�ƪººƇŚů�Ɵ�šŚŰƠººƇ�ŮƐººſ�źººŝǀźººŤƬ�
Transwell�SPL Life Sciences Co., Ltd��ë��Śºŝ�ƶĪƷŚģ�
ŢƯŚŴººƋ�é�Ưǀ�źººŤƯƹźĪŵřŵ�ŢƄººĩŶƳŶººƃ�Ƶ���ŵřŶººƘţæåêxë�Żř�� �
ƫƺƬºººſ�ƵŵŹƾ�MC4-L2Ƴ�ºººǀƬě�Źŵ�żºººǀ�ŢëŢƄºººĩ�ƶºººĪƷŚģ�� �

ŶƳŶºººƃ�Ƶŵřŵ�����ŢƄºººƧ�ƎǀºººŰƯ�Źŵ�ƩƺƬºººſ�ƕƺºººƳ�ƹŵ�źºººƷ� �
high glucose Dulbecco�s Modified Eagle MediumƹŚººů�ƽ� �

æå���ºƴū�ƭźºſ�ŶºƇŹŵ�ǀƹŚººĭ�Ʋƽ�ƹ�æååå���ƾºƬǀƯ�źºŝ�Ŷºůřƹ��źººŤǀƫ�
ƾƴě��ƲǀƬǀºſ�����ƲǀƀºƿŚƯƺŤěźŤſř(Gibco)���ŚºƯŵ�Źŵ�ƽ�èì��ƶºūŹŵ��į�
ŤƳŚſƾ�����ƹŚů�śƺƏźƯ�ŹƺţŚŝƺĪƳř�Źŵ�ŵřźĭ�ƽ�ê���ŶƇŹŵ�CO2��ŢƄĩ�

�ŶƳŶƃ�Ƶŵřŵ���Ƭě�žĜſǀŢ�ŚƷƽ�Ɵ�ǀ��ƹŚů�Źřŵ�źŤƬƽ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�
ƬţººǀǇŚººŝ�Źŵ�ƩŚƽƬě�ººǀŢ�ŚººƷƽ�ëƹŚººů�ƶººĪƷŚģ�ƽƩƺƬººſ��ŚººƷƽ� �

MC4-L2���ř�ŹƺƔƴƯ�ƶŝ�ƿ����ƫƺƬºſ�ƍŚºŞţŹř�ŵŚŬƾ�������Źŵ�ƹ�ƶºŤƟźĭ�Źřźºƣ�
�ŶƳŶºƃ�Ƶŵřŵ�Źřźƣ�ŹƺţŚŝƺĪƳř .�ºƿƬě�Ĩ�ºǀ�Ţë���ƹŚºů�ƎºƤƟ�ƶºƳŚų�ƽ�

ƩƺƬſ�ŚƷƽ� MC4-L2ŝƶ��Ŷºƃ�ƶŤƟźĭ�źƔƳ�Źŵ�ƩźŤƴĩ�Ƶƹźĭ�ƱřƺƴƗ��

��Ư�ƹ�ŶƇŹŵǀ��ŚºƤŝ�Ʊřżį��ƩƺƬºſ���ŚºƷƽ�MC4-L2�ţ�ǀ������Śºŝ�ƵŶºƃ�ŹŚºư
ƩƺƬſ�ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾƬţ�ǀŚƤƯ�Źŵ�ƩŚ�ºƿ��ƩƺƬºſ�Śºŝ�ƶƀ��ŚºƷƽ�MC4-L2�

���ŚƷŻƹŹ�Źŵ�ƩźŤƴĩ�Ƶƹźĭƽ�æ��è�ƹ�ê�ŤƄºĪưƷ�ƕƹźƃ�Żř�žě�ƾ��Śºŝ��
��ƱƺƯŻō�Żř�ƵŵŚƠŤſř�MTT��������ƱƺƯŻō�ŹřźĪţ�ŹŚŝ�ƶſ�Śŝ�Ǝºſƺţ�ƁƹŹ��

ELISA�Źŵ�ũƺƯ�ƩƺƏ�êìåſŹźŝ�źŤƯƺƳŚƳ�ƾŵźĭ��ºƿŶ �çè�çæ���
ſŹźŝƾ�ŹŚƯō�ƽ�ƀƠţ�ǀźƵŵřŵ��ŚƷƽƶƘƫŚƐƯ��į��ů��źºƋŚ���Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ
ƱƺƯŻō�ŚƷƽ�ţ�ƾ���řƺºƳō�ƹ�ƽ��ºƿ������ŢºƟźĭ�ƭŚºŬƳř�ƶºƟźƏ�Ĩ��żŬţ�ºƿ��ƹ�ƶ
ƬŰţǀ�Ƶŵřŵ�ƪ�ŚƷƽ�Śů���ŚſƺƬƟ�Żř�ƪƇƿźŤƯƺŤƽ������Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śŝ�ſ�ºǀ�ƮŤƀ

BD FACSV antage SE��BD Biosciences��ƭŚººŬƳř�
ŵźĭƿ�Ŷ�ƹêå�å�PƴƘƯ�ƾ�Ŷƃ�ƶŤƟźĭ�źƔƳ�Źŵ�Źřŵ���
��

ŚƷ�ƶŤƟŚƿ 

�����ĥƺƫƺƟŹƺƯƽ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀƩŚ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ���Żř�ƪƇŚů�
�ƫƹř�ŢƄĩǀ�ĥƺƫƺƟŹƺƯ�ƶƽ�ŞƐƣŶƴģ�ƾ����������ŵřŶºƘţ�ŚºƸƴţ�ƹ�ŶºƳŵřŵ�ƱŚƄºƳ�
ŵƹŶƘƯƽ���ƶŝ�ƩƺƬſ�Żř�����ħƹŵ�ƪĪƃ��ŵźĭ�ƵŶƷŚƄƯƿ�ŶºƳŶ����ƶƬºƇŚƟǈŝ

���ƩƺƬſ�ĥŚſŚě�Żř�žě�ŚƷƽ������ƫƹř�ŢƄºĩ�Żř�ƪºƇŚů��ºǀ�����ƭƹŵ�ŻƹŹ�Źŵ�ƶ
�ƩƺƬſ�ŵřŶƘţ�ŚƷƽ�řŹřŵ�ƽ�ŚưƳƽ�ĩƹŵ�ƾ�řżƟř�ƿ��ƂƿŢƟŚ��řƿ��ƲƩƺƬſ�ŚƷ�

ŝ�ŚưƳ�Śƽ�Ư�ǀƶƬ�řƽ���ƪĪƃ�ƿ�Ƅĩ�Śǀ��ſ�Śŝ�ƵŶǀ�����ƶŤƀƷ�ƹ�ĬƳŹ�Ʈĩ�ƮſǈěƺŤ
����ƆŴƄƯ�ƹ�ŮƋřƹ�Ɵǀ�ŶƴƳŚƯ�ŢſǈŝƹźŞ���Ż�Źŵ�ºƿ�Ư�źǀ��ęƺĪºſƹźĪ

ŹƺƳƽƋƹ�ƶŝ�ŚưƳ�ŭƺƿŢſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�Ƃ���ƪĪƃæ�����

��
�ƪĪƃæ��ŚưƳƿƩƺƬſ�Ƃ�ŚƷƽƯ�ǀěřƺƾƬţ�ǀƳŚŤƀě�ƩŚƾƃƺƯ�ƾŻŚſřŶū�Żř�žě�ƽŢƄĩ�ĥŚſŚě�Żř�ƪƇŚů�ƭƹŵ�ĥƺƫƺƟźƯ�Śŝ�ƽĩƹŵ�ƾ��
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Ƶŵřŵ�įŚƷ���ŚſƺƬƟ�Śŝ�ƎŞţźƯ�ƿźŤƯƺŤƽ������ºſŹźŝ�Żř�ƪƇŚů�šŚƘƫŚƐƯƾ�
�ƇŚƈŤųř�źĮƳŚƄƳƾ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ�����ŵźºĩ�ƆŴƄƯ�ƮƫŚſ�ƩŚ

ř�ƶººĩººƿƩƺƬººſ�Ʋ�ŚººƷǇŚººŝ�ŮƐººſ�ƾƿ�Żř��źĮƳŚƄººƳCD10�ŝ�řŹººǀƱŚ� �
��ŶƳŵźĩ�çé����ř�źŝƿ���ſŹźŝ�Śŝ�ŽŚſř�ƲƾŚſƺƬƟ�ƿźŤƯƺŤƽƩƺƬſ���ŚºƷƽ�

��������ƶºŝ�ƭƺºſ�ƹ�ƭƹŵ�ĥŚſŚě�Żř�ƪƇŚů����Ƙưū�ƶºſ�ƭƹřŶºƯ�ŹƺºƏ�ºǀ�Żř�Ţ

ƩƺƬººººſ�ŚººººƷƽ�+10CD�ŵźĭ�ƆŴƄººººƯººººƿŶ��ƪĪººººƃ�ç���� �
ƞººººƫř��High10CD��ê�ê�ŶººººƇŹŵ�t�î�ëî���ś��Low10CD�� �

�ë�ê�ŶƇŹŵ�t�ç�çç��ƹ�ũ��Negativ10CD��ê�æ�ŶºƇŹŵ�t�è�ë���
řƿƲ�ŚŤƳƿŪ�ƪƇŚů�ſŹźŝƾ�æê�ƶƳƺưƳ�ƯƪƤŤƀ�Ưƾ�ŶƴƃŚŝ����

��
ƪĪƃ�ç��ſŹźŝƾ�ƅƺƬų�ƩƺƬſ�ŚƷƽ�Ưǀěřƺƾ�ƬţǀƩŚ�+10CD Śŝ�ƵŵŚƠŤſř�Żř�ſǀƮŤƀ�ſƺƬƟǀźŤƯƺŤƽ;�Ʋƿř�ƩƺƬſ�ŚƷ�ŢŞƀƳ�ƶŝ�ŝǀƱŚ�źĮƳŚƄƳ�10CD�
ƶŝ�ƶſ�ƘưūǀŢ�ƞƫř��High10CD��ê�ê�ŶƇŹŵ�t�î�ëî���ś��Low10CD��ë�ê�ŶƇŹŵ�t�ç�çç��ƹ�ũ��Negativ10CD��ê�æ�ŶƇŹŵ�t�è�ë��

ƵŶƷŚƄƯ�ŶƳŶƃ����
��

ƯººǀƱřż�ŚººƤŝį�ƩƺƬººſ�ŚººƷƽ�ººſŹŚĩǀŚƯƺƴƽ�ƳŚŤƀººěƾ�žººě�Żř� �
ŤƄĪưƷƾ��Śŝ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ��Ưǀěřƺƾ��ƬţǀƩŚ���ŚºŤƳƿŪ�MTT��ƪºƇŚů��Żř�
ŤƄĪưƷƾ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ��Ưǀěřƺƾ��Ƭţ�ºǀƩŚ���Śºŝ���ƩƺƬºſ��ŚºƷƽ�2L-4MC�
Ǝſƺţ��ƁƹŹ�Transwell�ƱŚƄƳ��ŶƳŵřŵ��ƶĩ���ƩƺƬºſ��ŚºƷƽ��Ư�ºǀěřƺƾ�

ƬţººǀƩŚ�ũřźŴŤººſř�ƵŶººƃ�Żř�Ʊřƺººţ�ŞººſŚƴƯƾ�ūŢººƸ�ŹŚººƸƯ�ŨĪţººǀź�

ƩƺƬººſ�ŚººƷƽ�2L-4MC�ŹřŵŹƺººųźŝ�ººƯƾ�ŶƴººƃŚŝ��Śººŝ�ƶººūƺţ�� �
ƶºººŝ�ŚºººŤƳƿŪ�ƪºººƇŚů��ƪĪºººƃ�è���ŨĪţºººǀź�ƩƺƬºººſ�ŚºººƷƽ� �

2L-4MC��Ǝſƺţ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ��Ưǀěřƺƾ��Ƭţ�ºǀƩŚ��Źŵ���ƱŚºƯŻ��ŚºƷƽ�çé��
ìç��ƹ�æçå��ŢƗŚſ��žě��Żř��ŤƄĪưƷƾ���ƶºŝ��ŹƺºƏ���ºƴƘƯƾ�Źřŵƽ���ŹŚºƸƯ�
ƵŶƃ�Ţſř��åê�å�P����

��

ϒϟ΍ Ώ Ν 
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��
�ƪĪƃè�ŚƤŝ�ŹřŵƺưƳ�įƩƺƬſ��ŚƷƽƳŚƏźſ�ƾƱŚƯŻ�Źŵ�ƱŚŤƀě��ŚƷƽ�çé��ìç�ƹ�æçåŤƄĪưƷ�Żř�žě�ŢƗŚſ�ƾŚŝ�� �

ƩƺƬſ�ŚƷƽƯ�ǀěřƺƾƬţ�ǀ�ƱƺƯŻō�Śŝ�ƩŚMTT��
��

�ŦŰŝ��
�������ƶƘƫŚƐƯ�Żř�ƝŶƷ�į���ũřźŴŤºſř�źƋŚů��ƹ�����ƩƺƬºſ�ŢƄºĩ���ŚºƷƽ�
Ưǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ�ƳŚŤƀě�ƩŚƾ���ſŹźŝ�ƹ�ƁƺƯ�ƾ��ř�Ʊřƺţ�ƿ�ƩƺƬſ�Ʋ����ŹŚƸƯ�Źŵ�ŚƷ

�ƩƺƬſ�ŶƃŹ�ŚƷƽ�ſŹŚĩ�ǀŚƯƺƴƽ�ƳŚŤƀě�ƾ�Ư�ƾ�ŶƃŚŝ��ŚŤƳƿŪ����Żř�ƪºƇŚů�
ŝſŹźƾ��ƇŚƈŤųř�źĮƳŚƄƳƾ�ƩƺƬſ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ��ºǀƩŚ����ƶºƘƫŚƐƯ�Źŵ�
ŚƯ�����ƶŤƃŸĭ�šŚƘƫŚƐƯ�ŶƴƳŚưƷ���ř�ƶĩ�ŵźĩ�ƆŴƄƯ�ºƿ��ƩƺƬºſ�Ʋ����ŚºƷ�Żř

Ʊřƺţ�ǇŚŝ�ƾƿ��ŝ�ŹŵǀƱŚ�źĮƳŚƄƳ�CD10��ŶƴŤƀƷ�ŹřŵŹƺųźŝ���çé����Źŵ
řƿ��ŚŤſřŹ�Ʋ��Ə�Źŵƾ���ŶƳƹŹ�ũřźŴŤſř���ƩƺƬſ�ŢƄĩ�ƹ���ŚºƷƽ�Ư��ºǀěřƺƾ�
ƬţǀƩŚ����ſ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ��ǀ�ŚſƺƬƟ�ƮŤƀƿźŤƯƺŤƽ���ƶĩ�Ŷƃ�ƵŶƷŚƄƯ���ŝ�ǀ�Ƃ
��Żřîç�ŶƇŹŵ���Ƙưū�Żřǀ��ƩƺƬºſ�Ţ��ŚºƷƽ��������ƹ�ƭƹŵ�ĥŚºſŚě�Żř�ƪºƇŚů�

��ƭƺſźĮƳŚƄƳ�10CD��ŝ�řŹǀ�ŶƳŵźĩ�ƱŚ����ƶŝ�ƶĩ��Ƙưū�ƶºſ�ºǀ���ƪƯŚºƃ�Ţ
High10CD��ê�ê�ŶƇŹŵ�t�î�ëî����Low10CD��ë�ê��ŶºƇŹŵ�t�
ç�çç��ƹ�Negativ10CD��ê�æ��ŶºƇŹŵ�t�è�ë���ƀºƤţǀŵźĭ�Ʈƿ�ŶºƳŶ�
���ƪĪƃç���ƴĤưƷǀ���������ƩƺƬºſ�ƭƹŵ�ĥŚºſŚě�Żř�žºě�ƶƬƇŚƟǈŝ�Ʋ��ŚºƷƽ�

��ŢƄĩ�Żř�ƪƇŚů�ƫƹř�ǀ���ƩƺƬºſ�ŵřŶƘţ��ƶ��ŚºƷƽ�řŹřŵ�ƽ��ŚºưƳƽ��ºĩƹŵ�ƾ�

řżƟřƿ��Ƃƿ��ŢƟŚ���ƪĪƃæ����ƵŶƴƷŵ�ƱŚƄƳ�ƶĩ�į�ƟźƓ�ǀ���ǇŚºŝ�ŚŤŞƀƳ�Ţƽ�
�����Źŵ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ƁƹŹũřźŴŤſř�ř�ƿ�ƩƺƬſ�Ʋ��Ư�ŚƷƾ�ŶƃŚŝ���ř�Żř�ºƿ�Ʋ

��Ư�źƔƳ�ƶŝ�ƹŹƾ�ŝ�ƶĩ�ŶſŹǀƘưū�źŤƄ�ºǀ�ƩƺƬºſ�Ţ��ŚºƷƽ��Ƶŵřŵ�ŢƄºĩ�
��ƩƺƬſ�ƪƯŚƃ�ƵŶƃ�ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ����źºƋŚů�ŢƄĩ�ƁƹŹ�ƹ�Ƶŵƺŝ�ƩŚ

�řƺţ�Żř�ŞſŚƴƯ�Ʊƾ���ŢƸū����ŢƄºĩ�ƹ�ũřźŴŤſř��ƩƺƬºſ���ŚºƷƽ�Ư��ºǀěřƺƾ�
ƬţǀƯ�ŹřŵŹƺųźŝ�ƩŚƾ�ŶƃŚŝ���

�Ťưƀƣ�Źŵƾ�ŵ�ƿ��ƶƘƫŚƐƯ�Żř�źĮ�į����źƋŚů���Ŷƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ����ƶºĩ�ŨĪţ�ºǀź�
ƩƺƬſ�ŚƷƽ��ſŹŚĩǀŚƯƺƴƽ��ƳŚŤƀěƾ��Ǝſƺţ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ��Ưǀěřƺƾ��Ƭţ�ºǀƩŚ�

ũřźŴŤſř���ƵŶºƃ��Źŵ���ƱŚºƯŻ��ŚºƷƽ�çé��ìç��ƹ�æçå���ŢƗŚºſ���žºě��Żř�
ŤƄººĪưƷƾ�ƶººŝ�ŹƺººƏ�ººƴƘƯƾ�Źřŵƽ�ŹŚººƸƯ�ŵźĭººƿŶ��ƪĪººƃ�è���

ƳŚĪƯǀƭż�ŚƷƽ��ŹŚƸƯƽ��ƩƺƬſ�ŚƷƽ��Ư�ºǀěřƺƾ��Ƭţ�ºǀƩŚ���źºŝ���Ʊřƺºţ��ŨĪţ�ºǀź�
ƩƺƬſ�ŚƷƽ��ŹƺƯƺţ��ƱŚŤƀě��Śţ��Ŷů��ŻƿŵŚƽ��ƮƸŞƯ���ºƯƾ���ŶºƃŚŝ���Śºŝ��ř�ºƿƲ�
ƩŚů�������ƶĩ�ŶƳŵřŵ�ƱŚƄƳ�ƶŤƃŸĭ�šŚƘƫŚƐƯřƿ��ƩƺƬºſ�Ʋ�����ŢºƫŚů�Źŵ�ŚºƷ�

���ţřŷ�Ʊřƺţ�Żř�ƩŚƯźƳƾ���ºƴĤưƷ�ƹ�ŹƺºƯƺţ�ŶƃŹ�śƺĩźſ�Źŵ�ǀ��ŹŚºƸƯ�Ʋ
�ƩƺƬſ�ƮūŚƸţ�ŚƷƽ�ųŶŝ�ǀ���ŹřŵŹƺųźŝ�Ʈ�ºƯƾ��ŶƴºƃŚŝ��æí����ƁŹřżºĭ�
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ƤƤŰƯǀƲ��ěǀƄǀƲ��ƱŚƄƳ��Ưƾ�ŶƷŵ��ƶĩ�řƿ�ƩƺƬſ�Ʋ�����ǇŚºŝ�ŮƐºſ�ŚƷƾƿ��Żř�
ŘţƹźººěǀƲ�ŚººƷƽƇŚƈººŤųř�ƾ�ƱƺººĤưƷ�ŹƺººƯƺţ�ŶººƃŹ�źĮŝƺĩźººſ�
ƫƺƫŚĩǀƲ�æ�ƳƺĜƫŚĩ��ǀ��ƀĪƳŚĩ�ƹ�ƲǀƲ��î�����ŞºſƺƯǀƲ��æå����Ťĩř�ºǀƺƿƲ�

�æçƹ�ææ����ƹ�ƀĩřƾ�ſƺţ�ǀ��Ʋ��æèƹë����Ʊĥ�ƹ�Ƶŵźºĩ�Ůƃźţ�řŹ��ŚºƷƽ�
����ţ�ŹƺºƯƺţ�ŶƃŹ�źĮŝƺĩźſ�ºǀ��Ěç����Ư�ƶºŝ�řŹ��ºǀ��ǇŚºŝ�Ʊřżƾƿ�Ƴ��ºǀ�ŝ�ż�ºǀ�ƱŚ

Ưƾ�Ŷƴƴĩ��í�����ř�źŝ�Źƺƈţƿ����ř�ƶºĩ�Ţſř�Ʋ�ºƿ����řźĩřŹŚºě�ŵźºĪƬưƗ�Ʋƿƴƾ�
ƩƺƬſ�ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ�řŹřŵ�ƩŚƽ��Ƭĩ�ƂƤƳ�ǀŶƽ���Ź�ƩźŤƴĩ�Źŵ�ƿŰƯżǀ�Ǝ
�ŚƸƳ�ƹƿ�����ºƯ�ŹƺƯƺţ�ŶƃŹ�źĮŝƺĩźſ�ŚŤƾ��ŶºƃŚŝ���ř�Żř�ºƿ������ƶºūƺţ�Śºŝ�ƹŹ�Ʋ
ƶŝ�ŚŤƳƿ������ě�šŚºƘƫŚƐƯ�Żř�ƪºƇŚů�Ū�ºǀƄǀ���ŚºŤƳ�ƹ�Ʋƿ����ƶºƘƫŚƐƯ�ƪºƇŚů�Ū��

ŝźŬţƾ��Ư��źƋŚůƴŞƾ����ƩƺƬſ�ŜſŚƴƯ�Ʊřƺţ�źŝ��ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ�Źŵ�ƩŚ
��ƩƺƬſ�ŶƃŹ�ŹŚƸƯ�ŚƷƽ�ƳŚƏźſ�ƾ�ƶŝ���Ư�źƔƳƾ�����ŢƄĩ�ƹ�ũřźŴŤſř�ŶſŹ

ƩƺƬſ�ŚƷƽ�Ư�ǀěřƺƾ�Ƭţ�ǀ���ƳŚŤƀě�ŢƟŚŝ�Żř�ƩŚƾ��ƹŹ�ƮƫŚſ�ƿŵźĪƽ��ƺºƳ�ƿ�Ʋ
�ŹŚĩ�ƹōĭ�ƵźƸŝ�ŢƸū�ŶƯǀźƽř�Żř�ƿ�ƩƺƬºſ�Ʋ���ƶºŝ�ŚºƷ����ƩƺƬºſ�ŹƺºƔƴƯ
ƳŚƯŹŵƾŶƃŚŝ�ƱŚŤƀě�ƱŚƏźſ����
��

ŶƤţƿźĪƄţ�ƹ�ź��
�����ƶƫŚƤƯ�į�ů�źºƋŚ��ƪºƇŚů��ŭźºƏ�ƤŰţǀ�ţŚºƤƾ��śƺƈºƯ��ƵŚĮƄºƳřŵ�� �
ƭƺƬƗ�Īƃżěƾ�ƹ�šŚƯŶų�ŤƃřŶƸŝƾ�ƳŚƯŹŵƾ��ƱřźºƸţ�Źŵ��ƩŚºſ�æèîç�� �
ƶŝ��� Ŷĩæëæçí�Ưƾ�ŶƃŚŝ�ƶĩ�Śŝ��ŢºƿŚưů��ƵŚĮƄºƳřŵ��ƭƺºƬƗ��ƾƨºƃżě�ƹ�

šŚƯŶų�ƾŤƃřŶƸŝ�ƾƳŚƯŹŵ�ƱřźƸţ�šŹƺƇ��ƶºŤƟźĭ��Ţºſř��ƶºĩ��ŶºŝƿƲ�
ſƹǀƶƬ�ƺƳƿƱŚĭŶƴƀ�ƩŚưĩ�źĪƄţ�ƹ��ƳřŵŹŶºƣƾ�řŹ�Żř��ƀºƯƺƫƹǀƲ��Żřźºŝř�
Ưƾ�ŚưƳƿƴŶ���
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Background and Objective: Breast tumors include the heterogeneous population of various cells such as 

luminal and myoepithelial cells which can play a significant role in the development and/or the inhibition of 

breast cancer. It has been observed that paracrine and autocrine activities of myoepithelial cells can limit the 

mammary tumors via angiogenesis inhibition and apoptosis induction. Therefore, the present study was set to 

isolate mice mammary myoepithelial cells and to assess their cell death-inducing potential in the breast 

carcinogenic cells. 

Materials and Methods: In this experimental study following the primary culture of mice-isolated 

myoepithelial cells, specific marker of the myoepithelial cells was determined by flow cytometry analysis. 

Then, myoepithelial cells were co-cultured with breast carcinoma cells, and the viability of cells was assayed 

by MTT on the 1st, 3rd, and 5th days after co-culture.  

Results: The isolated cells were spindle shaped and elongated. Flow cytometric analysis showed cells with 

myoepithelial marker including CD10 expression. The co-culture results elicited that the myoepithelial cells 

significantly inhibited the proliferation and the growth of breast carcinoma cells on the 1st, 3rd, and 5th days 

after co-culture (P<0.05). 

Conclusion: Implementation of myoepithelial cells in the inhibition of mammary cancerous cells is 

postulated as a new and an efficient approach for cancer therapy.    

 

Keywords: Myoepithelial cells, Breast tumor, Cell survival  
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