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0#�AB�$����'����C)%���&/����"�D	��
���/8 RT-PCR amplification��

__________________________________________________________________ 

Gene                     Primer sequence 

______________________________________________________________________ 

GPI-PLD               Sense: 5`GGACACAGGGCTCTGGAGTTTCT3` 

                              Antisense: 5`AACTGGCTCAACACGTCTCCTCC3` 

CEA                      Sense: 5`TTCACCTGTGAACCTGAGGC3` 

                              Antisense: 5`AGAGACTGTGATGCTCTAGACTATGGA3` 

ß-Actin                  Sense: 5`CCACGAAACTACCTTCAACTCC3` 

                              Antisense: 5`TCATACTCCTGCTGCTTGCTGATCC3` 

 

�J2$Y:�;��	�
���������7��9���'�:���#�	���

�8B'k� B'
� �
����� "&'�Q�� R�� ��� 
�� ��� #�A���
3��

� ;��	�
��8� �7����a�����I� ��� �?.��	� �
�

confluency�����G��
 Q���p�
 !�"����T�S������� 	�

�� ���� (���� �5�	�� ��'A���
3��� ��� ;��'�� ���H<

CEAB'k� �
����� � ����� �-�7)�� ;�����$� AB'k��;��

��#>'� �;�D� � ##� �.�<��.��	Ls-180�� HT-29/219 

����T'
�$confluency�������� �fZ�w�<�<�"���%��	�

�'��Q�µg/ml�f_���m�[\��8��7��9���'�:��#�	����"��

����� ��� ;
�
�� B�,<��4� 5�6 ����� �
�� +��	� 5�<����

��#>'� �-�>s�� ##� �.�<�;�?.��	��"2�.�!SW742�� 

HT-29� �'��Q�� w�<�<� "��µg/mlf[n� ��1[n��
�� 
��
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�3��'�G��28GPI-PLD#�3,�)�4�5��/	���4�/��%&�.��

��-�%#��'RT-PCR��

.��	�B'k� ��?i�B'
� �������� ����#�	���� ��.����

B'
�8��7��� GPI-PLD� �–actin��*���G
�� +�7#�� 0�"�

� "��	�RT-PCR $�h)���A�� B'
� V'�7�RT-PCR����

�J2$1%	
� � $� ��
�� �����A��J2$� ��� "�� ��@�����

��� � ��������$����� ��.��	� B'k� ��?i� ��mRNA�

� "�� g�����8� �7��9���'�:�� �#�	���� ��GPI-PLD��

�+�KS�DNA��
 �
�����;�� �����#>'�� $��#���(�4�;�� 

bp �f_]���fY_���� ��A��
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� J2$1� X���I��72.
  +8� ���6� �� ��#�	���

�8��7��9���'�:���GPI-PLD��� actin����
�JN�!�

RT-PCR�;���#�	������.���;�?#'k����Ls-180��HT-

29�*�J2$���a0��SW742���HT-29/219*��J2$���b�0���

��b����b�<
������;3b' b�����5�b A�P�<b��"b'
�"b72��Bb�"��

��

��

� �.��	� B'k� ��� "�� %	
� ;���sSW742�R��  ����

R�
�<����� �����;�<���$A��

M:Marker���C: Negative Control  
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0�H���:�������.GPI-PLD�� �%�� 4�3�I����'��/��%&�.
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� J2$\� X<z+�>I� ��W�� � ##�GPI-PLD*�B��
��	� 0���

�;��	�
��8��7��9���'�:��#�	����;�?.��	��
�Ls-��

180A���;�?.��	Ls-180�;�?7��4����f"��G���%���;


�� ��;
����� � $���
�Z�1;�?7x�M����%��	�]n*S-

500����Ynn*S-1000�µg/ml
�
��T�S����B��
��	��*a0�����

 D�I�*b� 0�6� �
�D� 5�	 #7IA���
3��

�8��7��9���'�:��#�	����;�?7���"��	��"�� � $� ����

� ;��c<
3�.
��
 �
�� $� ;��6A��;�?.��	� %��� T�S�

 $����H7	
�+�7#���
�#��"���o����$������B'
��� �A��V'�7�

�JQ7&��">.�F����������
 ��7	
�B�������;�FG��('���

�������� 
�� ��A�� "�� �?���6�B���;����;�?<��H<�"��	�

%&<tukey HSD multiple comparison test�('������
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 $A���Significant P-value vs S-50�����

significant P-value vs S-50��� S-100�O�S-50 �� 
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89&�@����:.�����GPI-PLD�J6�8��'��5��/	���4�/��%&�.

3,�)�4��

��

��

��
��

$�J2fX� �W
�PNT��� ##���?��GPI-PLD�;��� ��� �

� ;��	�
��8� �7�� 9���'�:�� �#�	����T�S�� ���

� ;�?.��	� %��Ls-180A�� "�!��� �<� �?.��	sub-

confluency� ;�?7��4� ���f"��G�� � $� ��
��%���;
���

�uO	µg/ml�1�PNT*� �p0��'��µg/ml�1�PNT� �"�"I�s
��

Mv�][Y1� ZnCl2*p+z� 0"��� D�I�T�S�(a)��;
�
���(b)�


�5�	 $�"I�sA��()�����"��;��@�����1��%	
�� ��

��
 Q� CEA��
 �
�T�S������ $��
�� $�;��6A��T�S�

"7I�����
�D��o����$����������%S<�"���o�?.��	��"��� �


 $����H7	
�+�7#���
�#�A�V'�7���B�������;�FG����N�"�

%	
� � $� "o
�
� �JQ7&�� ('���� ��� ��
 ��7	
�A�

�H<�%&<�������6����B���;����;�?<�Tukey HSD test�

%	
� � $� ":	�S�A�(a)���significant P-value vs 

C�significant P-value vs C and PZ**� �(b)��PZ�

significant P-value vs���� significant P-value vs C 
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���:98EDTA�)�4�5��/	���4���/��%&�.�� �%�� 4�3�I����'�3,��

��

��
��

� J2$]X� �W
�EDTA�;��	�
�� ;��� ��� �

�8��7��9���'�:��#�	����;�?.��	�%���T�S�� ���

Ls-180A��� "�!��� �<� �?.��	sub-confluency����

;�?7��4cm�_� � $���
��%����uO	���M�v�Yn��1]�

EDTA����ml�1 D�I�T�S���(a)5�	�;
�
�� ���(b)��"�

 $�"I�s
��?�A���
3�� CEA� $��
�����B����"����@�

��
 �
� �� �� B7�� $�;��6A�%S<� "�� �o�?.��	�T�S��

"7I�����
�D��o����$��������������H7	
�+�7#���
�#��"��� �


 $A�V'�7������ ��
 ��7	
�� B������� ;�FG� ���N� "�

%	
� � $� "o
�
� �JQ7&��('���A��B��� ;����;�?<��H<

�%&<�������6���Tukey HSD test%	
�� $�":	�S��A�

�  Significant P-value vs control and 10 µ M 

EDTA���
 

'K���
)�4�5��/	���4�/��%&�.�� �%�� 4����'�3�� � ��3,�

3/�/.����/��%&�.���@�/-%��

GPI-PLD"��6�
� ;���&�� 5�	� ��� +�>I���;��

�%	
�� $��o�	�#$���
�
 ��7&4*1\�,11�A0��"���o�c���


GPI-PLD� �� ��	�4�GPI-PLD��� �� $� h��)<��

�;�?#�,<��4�`����o��
�<� D�I�9'8�.�'3�I�T'
�$GPI-

anchored #7&��R.�	�;�?.��	�EF	��
��*1],1f0�;
����

<��a!z��W�GPI-PLD������P���FBS���%���T�S��
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��8��7��9���'�:���#�	����;��	�
����7&�
�� �o�<

�%��� 5�	� D�I�T�S�� ��� 
�� �?.��	� ��� �+��	� $�� "�

)���G� ;�
�� �� R'�
��T�S�� ��� �8� �7�� B'
� ;��

R'����3�.��� 
��%��� A�J2$����"����@�����Y������

�T�S�� ��� "&'�Q�� ��� 5�	�  D�I� T�S�� �%	
� � $� ��
�

�;�7����
 Q�� �5�	�;
�
�CEA #������
��A� #i���

��7��9���'�:�� �#�	���� ;��)���G� ;��	�
�� �"�

��
� >���5�	��� ��T�S�������8f ���R������ *Q�����"F

�J2$�����GY�0�"��%	
���� #��������w�F��B'
�"�

�3�.�<��� +�/&�� ����	� R'3�� "�� �� �8� �
� R'3��9'

%	
� �?.��	� �
� �� ;��	�
�A�+�>I�  $�� ;
��� �?.��	

� "��	�� "�� "��  #7&�� ; $�� ;����7��I�  #�����FBS�

��$� ��� B���<� T�S�� ��� ��P��� A�;��	�
�� (���

�8��7��9���'�:���#�	����;�?.��	�"��	��"��Ls-180�

�(����B�����@�G�"��%	
�B2����5�	��� ��T'
�$���

 $����?#�,<��4��7���37#	�������.��	�R&�.���7���A��

� "��  ��
�� ����� B���4� ��>.�F�CEA���� +��S��

�%��� T�S�����2��6� +�7'��#'
� ()��  D�I

%	
*Y1A� 0� 3�.��SDS-PAGE�B'
� %��� T�S��

B'k�#U��� �� �.��	� ;�������� �"7$a6� ��Q�QS<� B�

��
����
�� �8� �7��9���'�:��#�	���� B�,<��4� "��  �


�"�� JK7�� R.�	� 5�I� �.�2.��� ���� ����� ;
�
�� �� $

L��M*KD�YZn�~� 0%	
ASack������ 3��� ��
��2��� ��

B'
�"��  ��
� �"�� `��� "�� %:&�� +��	� EF	� �8� �7�

%	
�5��Q��������,<��4��
��
�"��	�*1_�A0
 �����B'
���

�EF	��
��8��7��9���'�:���#�	����;��	�
��"�s�I

������
������,<��4�9���"��+��	� #�A��

� 3��'�G��28GPI-PLD�)�4�5��/	���4� /��%&�.� #�

��-�%#��'�3,RT-PCR��

���'����O�.�H&I�����GPI*�GPI-PLD�0����5�3.��

� ;�?#�,<��4� `��� ;
��GPI-anchored���G�����

��� ;�?.��	� �
� ;���&����
�� ����� ���&�
� ���@�	� �� +��

%	
� � $�*1lA0��^�s�� "��k������'���� "�� ��F����

������������@�	��.��	�B'k���?i�B'
�� #�����
3�����

�;��	�
�CEA ��
�����H<�R������A��R��K<�����B'
���#�

�8���������3���"��R�7I�6���8��7��9���'�:���#�	���

�GPI-PLDa�� ;�?.��	� ��� 
��R�#�� �	���� ����� A���

��7��B'
������ ����#�	������.����.��	�B'k���?i�B'


��8�GPI-PLD� ��–actin��*���G
�� +�7#�� 0�"��	�� "�

RT-PCR $� h)���A�J2$� ��� "�� ��@� �����1�

��� � ��������$�� ��.��	� B'k� ��?i� ��� ��mRNA�

� �� �8� �7��9���'�:��#�	���� "�� g����GPI-PLD��

� +�KS�DNA
� �����
 ����#>'� � $� �#��� (�4� ;��

;�� ����bp�f_]���fY_���� ��A���@�G�"��+�KS��B'


� ��� �6��.genomic DNA��������� ��� "�� 
�i� � $��

� $��!
�@�-�7)��;�?��36
� ��� ��'
�4�
���B�#U��� � 

� "�!��� �a!� ��� +�7#�� ".�.� ��RT� ��DNA 

amplification%I�'�(�����*�J2$�����H#��+�7#�1A0��

RT-PCR� 9'�quantitative assay��.�� %&���

�"&'�Q�intensity��?i�������� �?.��	�"���"��g����� ���

�  ���� "�� �
�CEA� B'k� ���SW742��K)��� ��@� "��

R�
�<�R���� �����'�	�"��%:&��%	
��<A�������(����B'
�

����� ��� "&'�Q�� ��� �Ss
�� ��@� "��–actin���h)���

������$*� ���bp�l]n�J2$����1�A0����"��B'
�"��"P�<���

� �
�;��&���
 Q�RNA�
��(#�
����&2'�T'
�$���5�<�

����x��"��
a.��R'��������"��B'k���?i����;
����"�� 	�

� JD
 !SW742��#�	���� �
� ;�7��� �
 Q�� �%:&�� "��

B'k� ��� "&'�Q�� ��� 
�� �8� �7��9���'�:����.��	� ;��

����������'�� #��A��
����H7	
����"2#'
RNA<��;�P�"��5�
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mRNA� "c�7�� 3��� ��RT-PCR%�QI���������� ���� 3��

���� �����%:&�� "�� "��  ��GPI-PLDB'k� B'
� �����;��

%	
���'��;����<��.��	A��

0�H���:�������.GPI-PLD�/��%&�.�� �%�� 4�3�I����'�

3,�)�4�5��/	���4��

�.��7!
�(Q�� �	���� ;
�� GPI-PLD���� �.��	�

��
��8��7��9���'�:���#�	����;��)���G�;��	�
�

<� "��R�7I�6�R��K<� ��?.��	�B'
z� ��B��
��	���WYn�Y��

+�>I� w�<�<� "�� "�� B�.��7��#I�� ##���?�� �� � ##���;��

GPI-PLDR�#��">.�F��
�� #7&���A��

�R'3��%�.�>I��
3����	����;
���w�M
GPI-PLD�

R7&�	��
��;��cell free	
�������H7���$�A��
�����B'
�;
��

cell lysate� R'3�� ;
��� �>:#�� �
�#�� "��GPI-PLD���

� B�,<��4GPI-anchored�radio labeled�+�p�� ;
��� �

VSG�(variant surface glycoprotein)��
�#�� "��

��� ���H7	
� �
�7&��	���$�*1ZA0���� �
�$�� �`��� B'


%D��%	
� ��6A��'�� J!� �
�� �
�#�� "�� B'
���#���W
� ��� ��

�� ##���?����� ##��+�>IGPI-PLD�;��	�
���
3������

��	����
��R.�	�;�?.��	��
��8��7��9���'�:���#�	���

R'���� A� ;�?.��	� ;��� ��� �">.�F�� B'
Ls-180�5�c�
�

�;��	�
���
3���"��
�i��%I�6CEA���'��B'k�B'
��
�

�(#�
��+�KS��">.�F��
a.���%	
GPI-PLD�`������


�� ��M��7��	� ��8� �7�� B'
� h�)�<� ;
��� ��7�
�'�

����  �
�G� A����
� J�7H�� ����H.�	� ��4� 9'� B��
��	

���>.�F�� ��� "�� �%	
in vitro�%�.�>I� �GPI-PLD�
��

��� ��'�� #��*\n, 1mA0�%����;��Ls-180�%�>s�����

sub-confluencyj��o
���;�?7x�M����B��
��	���>������

µg/ml]n� ��Ynn� �� ��� T�S�� ���� ;
��� �� 5�	� �� �Z�

 #7I�6� �
�D� %��	A� ��� %��� T�S�1���:2'� �%��	�

{�P��
 Q�� �� � $� ;��CEA ��
 �
� ��� $� ;��6A�

�7��B'
��
3���"'�4�T'
�$����-�7)��;�?���������8��;


%�.�>I�9'�S<��� GPI-PLD�"&'�Q��R������B��
��	���

 � $A�� ;��	�
�� �K)��� ��@� "�CEA�;�?.��	� ���

<�%S<z�W�� $���'��+�7#��;�?.��	�"��%:&��B��
��	��

<� �@�G� "�� "�� �� �
� ;�7���� %x�M� "�� 
�iz;��� ��W�

GPI-PLD��� � ����� �%	
��� ��$*�J2$a�\� ��b�\�A0

<�%S<�;�?.��	���+�7#��;�?.��	����H<z��B��
��	���W

��
� >�1�5�	�;
�
��T�S������?.��	����	���2�
�%��	�

���h)�����$�*J2$ a\A0�$� ���?.��	� "���F'
��f�
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