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*�!+� 	'� ���������!�"��� ��� �,� -����������� ���� ./� ��� �� �����'�� !�"���	��0� �-	�� !��� 	�!���'�
���-������ ��� ��� !�"�������� 	-����-��� ��'�	����� �� �� ��� ���� 1� ,�/� �� �	��	��� ���� ��	'�	���� 	'� ����
��� ��!� �,� ����� �,���������  ��������'���� ��0� -���� ���� ���� ��� ��-�� ��	�� !�����!� ����-���� ���  �������
'���!�������	����������� ���� ���  �������� �-��!��� ��� � ��� ��������������� �	�� !�"����� ��� 	���,��� �/�
�,������������	-��	���������	2�!��������!�������'�� ��	��������	�����	���,������������������ ���������
��� ����!����� ������ �� ������-"-� �� �	����� ��� ��� ����! ����/� *����'���� �	��!���'� ���� ����� �	!��� �,�
!���!���������'� ��� ��������� �� !�"���-������� �-	���	 �� ���� �� ������ ������� ��'��� ��'��'����!�� �� �	������
-"-��	������������'��'������������	��������!������� !���	�� ��������,�'����'�������/���������������� �� -�
��	����	�������-���������	�����	������������������� �����������-�������������������������	������������� ���
�	������ ��!�����-"-0� ����  ��-� ���������� �� �	� ����� ��� ���� ��������!��	�� �,� #�� 	�'�
)��-���������	������/� 
	���'���  ��-� '	�!����� ��� ��� � �	!���� ����!�� !	���3� 	'� ����� ���������� '�-�
���	������������!!���������-��!������	���'��/��


�	����	������!�� ���������  ��-� ������� �,� ������� �� � �������	�� ���� ��� �"!!�� �	��!����'��
��������������'��������!!�� 	-�������������	����� ��� � ��� ��!� �,� ��� !����� ������������� ������� ����
 �������� �'���!� ��/� ����!��	��!�����������  ��-� 	�� ��� ���� �	������'� 4'����'5� ��� ���� ���������0� ����
�����2�������������������	'�'�����������/�����-���� ���'��-"������	��,�������'��������������,�'�������� �!!�+
�������!� ����� �����'� ���� ��� �������� ������	����/� � ���  ��-� -��������� '������ ��� �"!!�� �	���'0� ���
�������������	��������-��������	�������	����������� �������������������/�)����������"!!���!������������
�� �������������� ��'��������	�����
6�0����� ������ ��������������������!���������� ���0���������	����� �'�
��� ������ ������� �	�� ��� ��������� ���� �!!�+�������!!� �  �����'/� 7������ �	���'� ���� ��������'� ��� ��-��'���
������	����� -����� ���� ��'� �	�����'��'�� ��� 	�������� �,� ������	�!	���������	���/� ��� ��	����	������!��
�������'������ ���	���������0� ��� %'�1� ���� ��� ��� ��� � �� ��������� ������	����� �� �	� �������� ����
��������!���	������������-���������������0�	'�,� �� �����'� �,����!	������/�������-����!!���	�-������'�� 	'�
���� �� ������� ����	�� ��� '����'�� �	���'��� ������ ���� � !	���	�������� �	��	��/� ��'�����!+�!��-�����
������	������'� ��-�������	��������������-����	���� �	�����������'��!	���������	���������
#���	����-��
��������������������	��������8*+9:���������2�/����� �� ������0�����������	���'����������,������������	� ����
������� ���� �	������ ����-"-� ������� ���� ������	����� % '�1/� ��� '�����"''����� ���	���� ����
�������������!���	��  ��-� �������'�� -��� �2"��� ��� ��	 ����	�����/� ��� �"!!�� �	����'� ���� 	��������'� ���
���	����  ��-� �������������0� 	'� ���� �� ������� ����	� � ��� ������� ��� �"!!�� ���� �!������������ �	�� ���
��!�����	����������!���	��-����2"������������������ ��'��������!!��������	������������'/����
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��	�� ���� ������� ����������� ������	�� ����  ����� ����� ������ 	�� ���� ����������� ������/�*��� ���� 	�� ���� ���� ����
�����������	������������������������	����	��������� ���'�����������	���������������'������������������� 	��
���	������ 	�� ���'��� ����� ��������	��� ��	�� �	����� �	 �	���� ����������� ������� �������� ����� �� ������ 	��
�������������	�+������������� 	����/�*�����������	� ��������'��+�������$�����������������	������-������ �	�
����������� �������'� ������� �������  �� ���� ��������� 	 �� �� ��'�� ��� ��� 	�� �	�+-�� ��� ������ ��� ���� �����
��������	��/� *���� ���� �	��������� ��� �� -�� ������ ��� ��� �$��������� 	�� �� ������ �	�	�������
����	������	�������������48*+9:5�������-�� �������� �����'�����'�
6�������	�����	� �����	�����������
������� �������/� ��� �� ������� 	�� ���� 	��� �������	�� � $���������� ����'� ��������� ���� 	����� ��� ����
���	�����������������������	�������	����� ��������� 	����������� 	����	���������	���	���������������!�	 ��
������������������'/����������	����	�������	������� �����������-��������	������%'�1�������������������� �	����
�	� ����������� �	������	��� ����� ����� �	�� �$������� �	 � �$������%'�1/�*��� ���������� 	�� ��'�����+����-�����
����� �	����'� 4�#
�5� ���� ������������� ������� 	�� �� 8* +9:� ����� ����� ������ ��� ���� �	��� ��� �	� �����-�� ��
��'��������� ����������� 	�� ��
#�� �	����-�� �����/� *�� �� ���������� ��	����  �� �������� ��-����'����� ��� ��
��������	�� ��	�� �	����� �	�	���� ����������� ������� �� ��'� %'�1� ���� 	��/� ������ 	�� ���� ���	������ !���
������'��	����������	������$�������������������	��� ������	��	�������	�����$�����������	���	� ��� ���
�	���������	������	��	��������������	������/ �
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5� ��� �� �	���������� ����+����� �����'� �������� ����� �� �	���+����� ���������� 	�� =/.>; � �����	��
�����0��	�����	����'��	�:/?<�	�������������������4= 5/�*������ ���	��
�
+������������������>:@0;;;� �	�� �+����0�
�	�����	����'� �	�A/1<� 	�� ���� ������� ������� 4=5/� *�� � ���-������� 	�� 
�
� ��� ������!� ��� ��	���� .;0;;;� ���� � ���
����������	��10;;;��������������495/�# 	��������	�� ��������������	�������������'�� '�	�����	��11+?1���� ���������
@;<�	��������	����������	����	-���?1�������	���'��4 .5/�#�����1������0�������� ���	��
�
����-�-	������� �	����1;<�
495/�*�������������	��
�
�������������� �����	����� '��������	� �����	�����������	+���������	��������49 5/�
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750�������������	��	��
�
����	�����	���� ���	����� �	����'�
�	� ���� ����	����*��	�0�B	��0� ���� �����������4*B�5� � ���	�0� ������ ���� ���	�� ��� ��������� ���	����'� �	� ��� 	��
��������� ���������	��	������ �	�	���������4*50���-	� -������	���������	����4B50����� ��������������	����� ����4�5�
4@5/��

8���	�	'����� ������������	�� 	�� ���� ���	��� ��� �	��� � ��	� :� ���������� ����'	�����415������ '��������� ����	 ������	����
 ���'������	����	��	����������	�����������??<�	���� ����4>5/�
���������������������������������	������	 ��������
�������� ���� '��������� ����	������	��� ���� �� �	�� ��'� ��� 	�� �������������	�� 4?5/� ��� �	0� ���� ��	'�	���� ��� ��������
��'���-�������������4A5/����

*��� �	�������� ����������� 	�� �	�	������� 	��	'������� ��-��  ���� �������� �$�����-����4:5/ �C���	������������'����
�	�� ��-��	���'� �	��������������������	���	��
�
� ���  �����	��D'���� �$������	����	�����'E�47�(5�	�����	� �  �	������
���	���	����������/�������	��������B#��$������	���� -���0�����
�
����	���������������������	����������� ���!�'�	����
������ ���� ������� 	�� 	���	��� ��� ��������� ��� �������� ���� ��������/�8	��-��0� ����� ���� �	� ���� �	��  ���� �	� -�����'/�
����	���� ������  ������� �������� ��� ���� ������������ 	�� ���� ��������������	�� 	��7�(� �������� �	�������� ��  '�	���/�
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A MACS separation procedure was performed to assess the effective use of the tissue handling procedure. The principle 
of MACS is based on a magnetically labeled EpCAM stain (Microbeads) that will retain the stained cells within a 
special magnetic separator while other cells run through. The separate cultures of AMO-1 and HT-29 cells first 
unstained and stained with EpCAM antibody-linked PE were examined for EpCAM expression. Subsequently, the HT-
29 population was mixed with the AMO-1 (1:2) culture and magnetically labeled with EpCAM MicroBeads. The 
resulting cell suspension was placed in the magnetic field of the MACS separator and the run-through was collected. 
The tube was then removed from the magnetic field and the positively selected EpCAM cell fraction was collected. 
Further details are listed in appendix F.�
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After the MACS procedure the mixture of the culture demonstrated almost a 100 fold enrichment of EpCAM 
positive cells (from 0.7% to 68.3%). Therefore, it seems likely that the MACS procedure using EPCAM is 
suitable for future experiments. 
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	 ������� ��	�� �	����� �	�	�� ����������� ������� ���� �� �� ��	'�	����� -�����  �� ����������'� �������� ������� �� ����
	��'������ ��	�� ���� ������� 4
��.� �K��-�����5� 	��  ��� �� 4
��9� �K��-�����5� ����� 	�� ���� �����/� *��� ���	���� ��� ���
������� ��� �� �����+� ����� ����	���� ������ ���� ������ �� ��� 4����� =5� ���� �	� ������������� ���� ������� ���� ��'� ��� 	��
�������������	�� 	�� �	����� �	�	�� ����������� ����� �	� �����	��� ����'� �����+���������� ��	�� ���	������ 4

�5 /� *���
��������-�� ������ 	�� ���� ���	������� ������'� �������� � ���	��������� ��������� ����� �	����'� 4
#
�5� 	�� �	��� �� �	�	��
����������������� �����	��������'����	������������� ��	������'�����$������	����	�����'�	���������� ���� �4�����95�����
��-��	������ 	�� ��  �	���	�������� ��'	������� 	�� �	�	� +����������+���	������+'���+��'�������� ����� ����  �� ����� �	��
������������	��������	'�	������-������	������������ ��
�
��	�	����4�����.5/�

*��� ���� 	�� ���� �������� ������ ���� �	������ �	����� 	�� ����� =� ������ ���'��� ����� ��������	��� 	�� �	����� �	�	 ����
����������� ������� ���� �������� ����� ���	���������� ��  ����� �	�	��	���� ���� 	����� ��������� �	������ ������ ��
�$�������� ��������� ����'���� ��������������� 	�� ����� ������������ ��
� 	��'������'� ��	�� ���� ������ ���� ���� ��
��������������� ����������� ������ ��	�� ���� ������� ��' �	�� 	�� ���� ����������� ����������� ������/� (��	�� ���� ���� �����
����	����� ���� ��-����� �	�������� ���������� ��	 ����� ����� ����������� ���� ���������� ���	�'�� ������� 	��
�$���������� 	�� �	����� �	�	�� ������� ���� ������ �	�	�� ����� ����	������	��� ����� ����� 8*+9:/� *��� ��''������
�����������	����������	���������������������������� ��	����'	�����������	���������� ������������������� �����	�������
9�����./�

���������0� �� ���'��� ������ �$��������� 4�$��������� �5 � ���� ����	����� �	� �-������� ���� 	-������  �����'� ���� ����� 	��
��������� ���� 	����/� ������ 	�� ����� ���� '����������� 	�� ��������� �	�	���� ����������� �����0� ��	� ����-���� �����
�	������	��� ����� ��������� �	�� �������� ��������I� �/' /� ���� ���'��� ������ ��� ����D
����� .E� �	������	�� ���� ���� ��������
������ ��� ���� D
����=E� �	������	�/� ��� '������0� �	��� ���	��� D
����.E� ����� 	 ���-��� �	�  ���� ��'���� ������ 	��� 	��
���� 	�����������	��������	�D
����=E�4*� ���./95�

#�� �$�����	�� ���� ����� ��������'� �������'� ����� ��� �� �� 	��� ��������� �'������ 
�@1/� 
�@1� ��� �� ���!��� �	�� ����
�����	�	������ ����� ����0� �	����� ����	������ ����� ��� � ��������������  �� �� �������� ����� ����� �	������'� �	� ���'���
����������������/�
�@1�����$������� �	���	������� ��� �������������/�*�����$������������	�� ����	��������� �
�@1����������
����/�

����$����������0����������������� ��������� ���  ��� ���� 	������-������������ ����	��  �������������� ���	 �� �-�����
��������� ��� ���� D
����=E� ���� D
����.E� �	������	��� � ���� �	������'� ���� -���	��� ���� 	����/� ������ 	�� ���- �	���
��������� 4=.549=50 � ���� �$������	�� 	�� 
�@@� ���� %7�1� ��� �$������� �	�  �� � ��������� ����� �� �� ����������� ��'����
�$������	��	��
�@@�������	��������	�%'�1/�*�����$�� ��������	���0��	��-��0������������������'��	������� ��������
D
����.E� '�	��� ����� K���������'� 
�@@� ���� 	��� ��� @? /?<� � ������ ���� ����� ��� ��� �	�� %'�1� ��� 1;/9</�

�������	��0� �	��� ������� ���� 	����� ���	�������� �� - ���� �������� ���� ��'�� �������� -����� ��� ����D
����.E� '�	��/�
*������''������-�����-����	������'���
�@@�����%'�1� �$������	���	���	������� 	�����������������������K� ����	�� ���
������/�#������������$�������	���	���������$������� ������'������$������������	���� ������������������� �'/�����������
�	������ ���� ������ ����������� �������'� ����� ��� ����� ���� 	�� �	�+-�� ��� �����0� ��	���� 	�� ���� 	���O� ��	�� 	���	��0�
���� �	���������	�� 	�� ���� �������� ���� 	����/� *��� �� �'�� ��	���� 	�� ���	��������� ��������  �� �	�+-�� ��� �� ���� ����
�������� ��-����'����� ��� �� ������� 	�� -�� ������ ����� � �$���������0�  	��� 	�� ������� �������� ���� 	�� ��8*+9: � ����� �����
4�$�����������O���5/�

��� �$��������� ��� ����	����� 	�� �� �������  ����� ������ ��	�� ��� ���� ���	��������� ����� ���� -�� ������ ������ 	 �� ����
��'����� �	������	�� �	�������� 9=/@<� 	�� ?+##�� �	����- �� ���� ����� �	�+-�� ��� �����/� *���� ��� �� ��	�	���	�� � ��'��
��	�'���	�������������������/�*�����	��0��	�+-�� �� ���������	���� ���������������	���������'����	����� �	������������
�$���������/� 
������� ��������� ���� ����	����� 	�� ���� ����� �	������	�� ��� �$��������� ��� ���� �	� ���� ����� �� ���
��-�����������-�� ��������0���������'�������	������ ������ �����������	�?+##����'���-�/�#�'����'�	����� ��	������	��
���� ����	����� ����'� ��?+##�������/� ��� ���� �$������� ����� ���� �	������	�� 	��D������ �����J�� ���E�������	 �� ��	����
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������ ����� �����?+##�/� *���� ���� �	�������� �������'� �������� ��	���� 	�� ���������� ��	��	���� ������ ��� ���� � '�	��/�
*��� �	������	��D
����E� ���	��������� �� �� ���������� � ��'���� ������	�� 	�� �	�+-�� ��� ������ ��!��'� ��� �� �� ��� ���'���
�	��������������	��	������������������/�8	��-��0��� ����������	�	���	��	���	�+-�� ������������.?/A<���� ����'�����D
����E�
'�	��0���������!��������������������������������'�- ���	������� 	����0������������� ����������������� � ����'�	�������	�+
-�� ��� �����/� H���� '����'� ���� �	������	�0� ���� '�	�� �� �	�������'� ���'�� ������ ���� ������-���� �	��� ������ ���  �� ����
�	�+-�� ��������/�*���������	 �����������������	��� �����������'����	������	�� ��	�'���	�����'�	���	��� ��'�������/�
C-�����0� ����������� �������'� 	�� �	�+-�� ��� ������ �� ��� �	��������� ���  	��� D������ ����J�� ���E� ���� D��'� ����
�	������	�� �$������� �	� �	������ ����������� ������ 	�� ��������� ����	����'� ����� ������� ��������� ��	���� ��! �� -�� ������
����������	��	���������	���	��-	������������������� ��'/���
�
����$������������0�����K�������	������-�� ��������� �������������	��������-����'�����	�� ��8*+9:�������� ��/�C���	������
������������������������������	���������	��	������� 	���������	�������������	�����	�������-�� ��������� ��/���������
������'����	���������	��0������������'��	����'�-��� ��������������������'�������1;<��������	��	�������	 ���������	��
	�� ���� 	��� ���� ������	��� ������� �	'������ ����� ��� � ��������-�� 
�6� -�� ������ �������'/� *��� ���� 	�� 
�6� � 	����  ��
 ���������� ��� 
6�� ������ ����� ��	����� ���	��������� � ������� ����� ?+##�� ���� ���  ������ ������� �	�� ���� ���� �������
��	��������	���������� 	�������	��������������	2��� /��
�	���
6������?+##��-�� ���������������	������-����� �	��������� ���	�����������'�=/1�����.N%�	������ 	� ��4��'����
./15/�*���� ����	���� ���� �	��� ������ 	�� ����'� �� ���� ���� ��	���� 	�� ���� 	��� ��� ���� ������� ������� �$����� ����/� 
6��
��������	�����������������������?+##��������������� 	������	�������������������$���������/��

#�	����� �	����� 	�� ����������� �������'� �	����  �� ���� ���  �� �� 	������� ���� 	��� �	���������	�/� #�� �����	� ���
��������������'�����	���������	��	���������� 	����� ��������������������������'/�*����	���������������� �� 	���!����
���� ���	��������  �� ��� ���������	�� ������ ��'� ��� 	�� ����� ���� 	��� �	���������	�/� 8	��-��0� ��� �	��� ����� � ����
���������� �������������������'������������ 	������ ������	��	�������	��������	���������	���4995 �
��� �$��������� �60� �������	�� 	���������	�� ���	������ ��� ����� ���� ���� 	��� �	���������	�� ���M��  �� �	����� � 	�� (��
�������'� 	�� ��
#�� 	�� 
�9@� ��� ���� �������	�� 	�� ���� 	��� �	���������	�� �	��������� ����� �������	�� 	�� ���� ���'�
���������/� *��� �������	�� �$��������� ����	����� 	�� 
� @@� ����� 
	��(��
(+
��1+1+�� ���	���������  �����'�
������������ ������������ 	�� ���� 	��� �	���������	�� � 	-����'� ���� ���'�� =F=0� =F90� =F@0� ���� =FA� ����	����' � �����
���� 	��� �	���������	��� ����  �� �������� ����	��� �	�� �'� ��	����	������� ��������	�� 	�� ���� ����� �������/� * ����
���������� ����� ��� ��� �	��� ��� �	� ������� ���� ���� 	� �� -	����� ������� �	�� �� ����������� 
�@@� �������	�� ��� � �	��
���������'�������-���	����������������� 	��� �����' /��

����$���������60�����%'�1����������	���������K����� 	�� ������������������D
����.E��	������	�/�*������� �	��������
	�� �����	��������'������������	���������	��������� 	��������	�����	��������!���/�%'�1����� ����-����	�  ���	��
��������������4=.5/�*�����	��0�����������'�	����'�� %7�1��	���������	���������������������������	������ 	������� ������
	������%'�1������/�*����	������ �����������'�������  ������������������	��	��
�@1�������	������	������� �%7�1����
�'���� �	���� �	����-�� �������� ���� ��������	�� ����� 
� @1� ������ �	�M�� �$������ %'�1/� � %'�1� ��� 	��� 	�� ���� �� ������
����'���� ����� ���!��'� � 	��� 
�
/� 
������� -�������	� � 	�� ���� ���� 	��� ��� � �	������� ���������� ���� ��	��� �  ��
��������	�������������������������/�

C����� ����	������ �	� 	�������� ��
� ������������	�� ��� � ��������������	�� �������� �#
�/� ��� �$��������� 6�0� � �
-�������	�� ���� 	���������	�� 	�� ����%'�1������� ���� � �-����'����� ������ ��� �	���� ���	�� ��  ������ ��������� �����	�� 	��
��������	������ ����	�������������������'�����	��$� �����	��	��	������	������K���������'���/�*�����	��� � ���	��� ��
��	����	��	���� '�	��� 	��%'�1������(
#���	����-����� ��� ���#
������ ����	����������� ��������	��������	�� ����	�/�
*�������������������������	��������������$������	�� ������������������ ��������������������������	��8*+ 9:�����������
49.5/�*�����������	���M����	-���������$�������	���� �	��	���	��������������������������0� �����	-������ -�������	��
������� ������	��������	�����������	���$��	��%'�1� �����'�������	������	���������/�
��� ����� ��	2���0� �� ���������� �����������  �� �#
�� -�� �����	�� �$��������� ���� ������������� ����	����� 	�� �� 8*+9:�
����������4�$���������6�50� ����	�����	�� ���	���	� ������������������������� �������	���	���	������%'� 1��������'�
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���� ����������  ������� 	�� �	�� ����� ������ �����'� ���� ������� ���������	�� ��	������/� *��� ������ �	������ �	� ���  ��
����������  �� �	��� �$�����-�� ��������� 	�� ���� 	��� 	� ��������	��  	��� 	�� �������� ������� ���� ����� �����/� * ���
���	��� �	������ ��'���  �� �	�-���  �� 	���������	�� 	�� � ��� ������� ��	��������� ��	�������  �� �	������	�� 	�� �� ���'���
�������������/��

*������������������	�������������	����������������� ���������	�����	������������'������������������'��� ������	������
 ����� ���� ������� ����������� ������/� *��� �� ��K����� ������ ����� �������� �� '�	 ��� '���� �$������	�� ������� �� ����
�	������	���	�'�	 ���'�����$������	�����������	��
� 
/�*��������������'������'���������	�����	��������� ����������
��	'�	����� �		�� �	�� ������������	�� 	�� 
�
� ������ ��� �� ���� ��	-�� -���� ��� ��� ��������� ��������/� *��� �	�� � �������
������������	�� ���� ��	-����� ���D
	�������� �	������� � �� ������ 	�� �	�	������� ������E�4:5/� *���� ������ ��	 �	���� ��
������������	�� 	�� 
�
�  ����� 	�� '���� �$������	�� ��'� ������� ����-��� ��	�� �������� 	�� ������	��� ������� 4:5 /� *���
�����������������������	���	-������������������	�� �����	��'���������������������������'��	��������'�� 	������������
G� �� �	������ ����� ���� �	��������� ��-����'��� ��� ����� ��� ������������	�� ���� ��	'�	����� ����������� ��� �+�� ���
����'�������� 4=A5/� *��� ��-����'�� 	�� ����� ����	���� � �� ����� ��� ����� ���� �	����� ���� ����	���� ��� ��� ��� ' ����
��'��������	���������������	����������������������� ��������'��	�����	���	������	���	�����������	������ ��/��	��������
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