Prostat kanseri tanisinda

DNA metilasyonunun yeri var mi?
Has DNA methylation any impact in prostate cancer diagnosis?
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OZET

Derlemenin amaci: Gliniimiizde kanser, cesitli genetik ve epige-
netik degisiklikler sonucunda onkogenlerin aktif ve timor baski-
layicl genlerin inaktif hale geldigi karmasik bir hastalik olarak ta-
nimlanmaktadir. Genetik degisikliklerden olan mutasyonlar uzun
yillardir kanser ile iliskili olarak arastiriimalarina karsilik, epigene-
tik degisikliklerden DNA metilasyonu daha son 20 yildir, fakat ar-
tan bir ilgiliyle kanser ile iliskili olarak arastirnlmaya baslanmistir.

Yeni bulgular: DNA metilasyonunun kanser arastirmalarinda bu
kadar 6ne c¢ikmasinin baglica nedenleri, kanserin erken asamala-
rinda ve cesitli viicut sivilarinda yiiksek 6zgulliik ve duyarhlik ile
saptanabiliyor olabilmesi ve mutasyonlardan farkl olarak cesitli
ilaclar ile ortadan kaldirilabilmesidir. Erkeklerde en sik goriilen ve
mortalitesi yiksek olan lrogenital sistemi kanserlerinden pros-
tat kanserinin tanisi, halen yaygin olarak parmak ile rektal mua-
yene ve prostat spesifik antijen bakisi ile gerceklesmektedir. Artik
bu yontemlere ek olarak, prostat kanseri riski altinda bulunan er-
keklerin serum, plazma veya idrarlarindan rutin olarak glutatyon
S-transferaz pi 1 gibi genlerin DNA metilasyonuna bakilmasi bi-
yopsiye oranla daha az veya non-invazif bir girisim olarak benim-
senmis; ayni zamanda, prostat kanserinin erken tanisi ve tedavisi-
ne olanak sagladigi icin de tercih edilir hale gelmistir.

Sonug: Teknolojinin ilerlemesine bagl olarak yeni ve hizli DNA me-
tilasyon tani yontemleri gelistirilmis ve bircok laboratuvarda rutin
uygulanir hale gelmistir. Derlememizde, prostat kanseri 6rneginde
DNA metilasyon alanindaki tiim bu heyecan verici gelismeleri glin-
cel arastirma sonuglari ile birlikte aktarmaya calisacagiz.

Anahtar kelimeler: prostat kanseri, kanser tanisi, dna metilasyonu,
histon deasetilasyonu, epigenetik
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anser tanisindaki halen en 6nemli konulardan biri iyi huy-
lu olan benign timérlerin, kot huylu malign timérlerden
ayirt edilmesidir. Benign tiimorlerin etraflar bag dokusu ile
kusatilmis oldugundan, cevre dokuya veya viicudun uzak
bolgelerine yayilim géstermezler. Buna karsilik, malign timorler hem
cevredeki normal dokuya, hem de kan ya da lenfatik sistem yoluyla vii-
cudun diger bolgelerine yayilarak metastaz olusturabilmektedirler (1).
Urogenital kanserlerden prostat kanseri %14'liik bir oranla erkeklerde
en sik gorilen kanserler siralamasinda ikinci yeri alirken; yine, kansere
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ABSTRACT

Aim of this review: Today cancer is defined as a complex disease
that is caused by various genetic and epigenetic alterations re-
sulting both in oncogene activation and tumor suppressor gene
inactivation. Among the genetic alterations leading to cancer,
mutations have been investigated for many years. However, DNA
methylation, an epigenetic alteration, has attracted a growing at-
tention in cancer investigations for the last 20 years.

New findings: The unique importance of DNA methylation in can-
cer research is that it can be specifically detected in various body
fluids to diagnose cancer at its early stages. Moreover, unlike
mutations, DNA methylation can be prevented and/or reversed
by some agents. Prostate cancer which is the most frequently
observed cancer type in men has a high mortality rate; but, its
diagnosis is still largely dependent on the determination of pros-
tate specific antigen in blood followed by a physical detection
known as digital rectal examination. In addition to these meth-
ods, detection of DNA methylation as in the case of glutathione
S-transferase pi 1 gene in serum, plasma or urine of suspected
patients can routinely be performed due to its fast administration
protocols and because it is less invasive as opposed to biopsy.

Conclusion: Owing to recent technological improvements in rap-
id DNA methylation detection methods, this procedure has also
become routinely applicable in many laboratories. In this review,
we will discuss all the exciting progressions in this DNA methyla-
tion field along with some up-to-date data on prostate cancer.

Key words: prostate cancer, cancer diagnosis, dna methylation, histone
deacetylation, epigenetics

bagli 6lim nedenleri arasinda %6'lik bir oranla altinci sirada yer almak-
tadir (2). Bununla birlikte, prostat kanserinin insidansi ve mortalitesi
irksal ve etnik gruplar arasinda ve Ulkeden ulkeye farkliliklar gostere-
bilmektedir (3). Hastaligin gelisiminde ileri yas, yasam tarzi, beslenme,
bozulmus androjen metabolizmasi, cevresel ve genetik faktorler gibi
birkag risk faktori daha tanimlanmistir (4, 5). Genetik faktérlerden mu-
tasyon ve polimorfizmler DNA'da kalici niikleotid degisiklikleri olustur-
malarina karsilik, epigenetik degisimler DNAda kalici gen ekspresyon
degisiklikleri olustururlar (6).
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Sekil 1. (A) Normal hiicrelerde metilasyon; (B) Kanser hiicrelerinde metilasyon.

(A) Normal hiicrelerde metilasyon. CpG adalart memeli genomunu olusturan genlerin yarisinin
onuindeki promoter bolgelerinde demetile halde bulunurlar (ici bos olan kiireler) ve transkripsiyonu
engellemezler (solda). Genom genelinde dagilmis halde bulunan CpG dinlkleotidler ise genellikle
metile halde bulunurlar (i¢i dolu olan kiireler) ve bazi durumlarda Gzerinde bulunduklari genlerin
transkripsiyonlarini engellerler (sagda); (B) Kanser hiicrelerinde metilasyon. Kanser hiicrelerinde
promoter bélgeleri tizerindeki CpG adalarin hipermetilasyonuna bagl olarak transkripsiyonel
susturma gergeklesir. Buna karsilik, genom geneli CpG dinUklotidlerin hipometilasyona bagl olarak da
transkripsiyonel aktivasyon gozlenir. {Sekil orijinal kaynagindan alinip (47), iizerinde degisiklikler yapilmis

ve derlemeye uyarlanmistir}

Prostat kanserinin klinik 6nemi ve yuksek
yayginligina ragmen esas ortaya cikis ne-
denleri, gelisimi ve ilerlemesiyle ilgili temel
mekanizmalar daha tam olarak aydinlati-
lamamistir ve bu nedenle yapilan ¢alisma-
lar agirlikli olarak ilag ve biyokimyasal du-
zeydeki klinik arastirmalar ile sinirli kalmis-
tir (7, 8). Ancak, multidisipliner bir yakla-
sim ile ele alinmasi gereken prostat kanse-
rinde genetik ve molekiiler biyolojik ¢als-
malarin 6nemleri de artik vazgecilmez hale
gelmistir.

Epigenetik degisiklikler

Prostat kanserinin erken teshisi ginimdiz-
de yaygin olarak parmak ile rektal muayene
ve serum prostat spesifik antijenin (PSA) be-
lirlenmesi ile saglanmaktadir. Ancak, bu me-
totlarin sinirh duyarhhgr ve 6zgulligiinden
dolayi prostat kanserinin erken evreleri gu-
venilir olarak belirlenemez (9). Bu neden-
le, uygulanan klinik uygulamalara ek olarak
prostat kanserinin erken teshisi ve etkili te-
davisinde genetik mutasyonlarin yani sira
epigenetik degisikliklerin bakilmasi da artik
s6z konusu olmustur (10).

Epigenetik tanimiilk kez 1942 yilinda Conrad
Waddington tarafindan ortaya atilmis ve
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DNA dizi degisikligi olmadan mayotik ve/
veya mitotik olarak kalitilabilen gen ekspres-
yon degisiklikleri olarak tanimlanmistir (11,
12). DNA metilasyonu icin hipo- veya hiper-
metilasyon, histon modifikasyonlariigin ase-
tilasyon veya deasetilasyon epigenetik degi-
sikliklere 6rnek olarak verilebilir. Son onbes
yilda yapilan calismalar, epigenetik degisik-
liklerin timor gelisiminde olduk¢a 6nem-
li olduklarini géstermistir. Kanserin gelisimi
suresince meydana gelen epigenetik degi-
siklikler, timdr baskilayici genlerinin DNA
metilasyonu ve kromatinin histon modifi-
kasyonlaridir (13, 14).

DNA metilasyonu

Metilasyon, memeli genomunda vyalniz-
ca CpG dinukleotidlerinde guanozine gore
5’lokalizasyon gosteren sitozin bazlarinda
meydana gelir (15). Sitozin bazinin 5. kar-
bonuna metil grubu (-CH,) eklenmesiyle, 5-
metilsitozin (5-MeC) olusur (16). Genomda
tim sitozinlerin %3-4'0 metile halde bu-
lunmaktadir. Transkripsiyon faktorleri me-
tile olan bu bélgelere baglanamadiklarin-
dan, DNA metilasyonu dogrudan mRNA
transkripsiyonun baskilanmasina neden
olur. Memeli digsindaki canlilarda metilas-
yon disiik oranlarda CpNG, CC(a/t)GG, CpA

“Epigenetik degisikliklerden
DNA metilasyonu ve Histon
deasetilasyonu karsinogenezde
onemli bir rol oynar.”

ve CpT dizilerinde de meydana gelir. Ayrica,
Escherichia coli bakterisinde sitozinin disin-
da adenin de metillenir (8). Memeli geno-
munda sitozin metilasyonunun énemli ol-
dugu bolgeler CpG adalari, G+C izokorlari
ve CpG sicak noktalaridir.

CpG adalarni

CpG dintikleotidlerince zengin ve 0.5 - 4 ki-
lobaz uzunlugundaki DNA boélgeleri CpG
adalari olarak tanimlanir (Sekil 1) (11, 17).
Bu bolgelerin CpG icerigi %50'den fazla-
dir ve normalde metile degillerdir (17-19).
Buna karsilik, genom genelinde daginik
halde bulunan CpG'lerin %70'i metiledir.
CpG adalan ozellikle dokularda devamli ifa-
de edilen bazi genlerin promoter bolgele-
ri ve ilk ekzonlarinda bulunurlar (Sekil 1A)
(16, 20).

Normalde metile olmayan CpG adalarinin,
metile olduklar bilinen 4 durum bilinmek-
tedir (21-25).

Bunlar,

1- Kadinlarda ikinci X kromozomu
2- imprintlenmis genler
3- Embriyonik gelisime 6zgtl genler

4- Dokuya 6zgl genlerdir.

G+C izokorlari

insan genomu G+C icerigi farkh bélgele-
re, yani izokorlara ayrilabilir. izokorlar ken-
di icinde benzer G+C igerigine sahiplerken,
gruplar arasinda belirgin farkhiliklar gosterir-
ler (26).

Bes farkli izokor ailesi tanimlanmistir: L1 ve
L2, G+Cigerigi az (%40); H1 ve H2, G+C ice-
rigi zengin (sirasiyla %45 ve %50); ve H3,
G+C icerigi cok zengin (%53). G+C icerigi
ve gen yogunlugu arasindaki dogru orantili
iliskiden dolayi H3 izokorlan en fazla gene,
CpG adasina ve CG dinikleotidine sahipler-
dir (8).

UROONKOLOJi BULTENI



CpG sicak noktalari

CpG bolgelerinin mutasyonlar icin sicak
noktalar gibi davrandiklari gosterilmistir:
esey hiicre nokta mutasyonlarinin %30'u
5-MeC’nin spontan deaminasyonu nedeniy-
le MeCpG — TpG transisyonu seklinde geli-
sir (27).

DNA metil transferazlar

Sitozinin metillenmesi DNA replikasyonun-
dan sonra 5. pozisyonundaki karbonuna
metil dondéri S-adenozilmetioninden (SAM)
bir metil grubunun enzimatik transferi ile
gerceklesir. Enzimatik reaksiyon, DNA me-
tiltransferazlar (DNMT) olarak bilinen enzim-
ler tarafindan katalize edilir (13, 14, 28-30).
Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3a,
DNMT3b ve DNMT3L olmak (zere toplam
bes farkli formu tanimlanmistir (31, 32).
DNMT'ler metilasyon sinyallerinin muhafa-
zasl ve de novo metilasyon olmak Uzere iyi
karakterize edilmis iki fonksiyona sahipler-
dir. Ayrica, DNA metilasyonu varligi ve histon
deasetilaz ile metil-CpG'ye baglanan prote-
inlerle birlikte transkripsiyonel baskilayicilar
gibi gorev goriirler (12, 33).

histon deasetilazlar ve metil-
CpG'YE baglanan proteinler

Histonlar asetilasyon, metilasyon ve fosfo-
rilasyon gibi birkac farkli sekilde modifiye
olabilirler (34). Lizin aminoasidinde meyda-
na gelen ve histon asetiltransferazlar (HAT)
tarafindan katalize edilen histon asetilasyo-
nu, gen transkripsiyonunun aktivasyonuy-
la iliskilidir. Histon deasetilaz (HDAC) vasita-
siyla katalize edilen histonlarin deasetilasyo-
nu ise gen transkripsiyonunun susturulmasi
ile iliskilidir (35, 36). HDAC'lar, DNA metilas-
yonu ve histon modifikasyonunun birbiriy-
le baglantili olduklarini kanitlamaktadir (12).

HDAC'lar histon kuyruklarindaki lizin kalinti-
larini deasetile ederek, komsu histonlar ara-
sindaki iligkiyi kolaylastirirlar ve daha yo-
gun olarak paketlenmis bir kromatin yapisi-
nin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Bu yogun pa-
ketlenmis yapi, transkripsiyon faktorlerinin
DNA'ya baglanmasini engelleyerek gen eks-
presyonunu baskilar.

Metil-CpG'ye  baglanan  proteinlerden
MECP2, metile CpG adalarina yiksek afini-
te gosterir; ayrica, HDAC1'in ve transkripsi-
yonel korepresoérlerin ortamda toplanmala-
rini neden olur (37). MECP2'den baska metile
baglanan proteinler (MBDs) de tanimlanmis
ve MBD1-4 olarak isimlendirilmislerdir (38).

Haziran 2011 - Say1 2

MECP2 gibi, MBD2 ve MBD4 de transkripsi-
yonel baskilayicilar olarak gorev yaparlar.

Tim bu bildiklerimizin yaninda gen sustu-
rulmasinda yine de hipoasetilasyonun mu,
yoksa metilasyonun mu ilk gerceklesen re-
aksiyon oldugu anlasilamamistir.

DNA metilasyonunun fonksiyonu

DNA metilasyonunun bilinen iki 6nemli
fonksiyonu bulunur:

1. Gen ifadesinin baskilanmasi

2. Genom guivenligi ve yapisal butinligu-
niin korunmasi

Gen ifadesinin baskilanmasi

5-MeC'deki metil grubu baz eslesmesini,
yani DNA replikasyonunu etkilemez; fakat,
DNA'nin biyuk oluguna cikinti yaptigindan
dolayi protein-DNA etkilesmesini etkiler (16,
39). Bu nedenle, omurgali genomundaki
metilasyon transkripsiyon faktorlerinin bag-
lanmasini engelleyerek, bu yolla transkripsi-
yonun susturulmasina yol acar.

Genom glivenligi ve yapisal
bitiinliiginiin korunmasi

Memeli genomu, CpG adalarinin disinda yer
alan CpG dinikleotidleri agisindan deger-
lendirildiginde, bunlarn dagiimis sekilde
bulunduklari ve biyiik cogunlugunun me-
tile olduklari gézlenmektedir. Hatta, cogu
Me-CpG'nin L1- ve ALU- elemanlar gibi pa-
razitik DNA dizilerinin (retrotranspozonlarin)
icinde yer aldiklari gorilmektedir. Bu tekrar-
layan diziler CpG'den zengindirler ve geno-
mun yaklasik %40'ini olustururlar (40). DNA
metilasyonunun retrotranspozonlarin eks-
presyonlarini baskilayarak bir savunma me-
kanizmasi gibi de fonksiyon gordigu ve
buna bagl olarak transkripsiyonel tniteler-
deki tekrarlayan elemanlarin DNA'ya enteg-
rasyonlarini engellenmis oldugu dustndl-
mektedir (41).

Tekrarlayan dizilerdeki azalmis metilasyonu-
nun kromozomal instabiliteye neden oldu-
Ju bilinmektedir. Ornegin, perisentromik he-
terokromatin normal sartlarda yuiksek oran-
da metillenmis durumdadir; bu durumun,
kromozomal konformasyonu korudugu ve
anormal rekombinasyonu onlemede 6nem-
li oldugu distinilmektedir. Sentromerik he-
terokromatinin hipometilasyonu izokromo-
zomlar, translokasyonlar ve delesyonlar gibi
kromozomal bozukluklarin ortaya ¢cikmasina
neden olur (42). Burada DNA metilasyonu-
nun gorevi, rekombinasyonu baslatma bol-
gelerini bloke etmek veya kromatin yapisi-
ni yogunlastirarak homolog rekombinasyo-
nu bastirmak oldugu disiinilmektedir (43).

Metilasyon kanserin erken teshisi, siniflandi-
rilmasi, prognozu ve tedavisiyle ilgili Snemli
bilgiler verdiginden, son yillarda kanser aras-
tirmalarinda da 6nemli bir yer tutmaktadir.

Metilasyon ve kanser

Kanser hiicreleri normal hiicrelerle karsilasti-
rildiklarinda DNA metilasyon desenlerindeki
buyik degisiklikler hemen géze carpmakta-
dir. Kanser hiicrelerinde hipometilasyon ¢o-
gunlukla SINEs (short interspersed nuclear
elements) ve LINEs (long interspersed nuclear
elements) gibi tekrarlayan DNA dizilerinde,
hipermetilasyon ise CpG adalarinda gordil-
mektedir (8). Metilasyona bagli kanser gelisi-
mi genom geneli hipometilasyon, CpG ada-
larindaki hipermetilasyon nedeniyle timor
baskilayici gen inaktivasyonu, ve CpG dinuik-
leotitlerindeki mutasyonlar olmak tizere g
farkli mekanizma ile agiklanabilir.

Genom geneli hipometilasyon

Bircok farkli timor tipinde gozlenen hipo-
metilasyon, genellikle satellit dizilerde veya
sentromerik bodlgelerde yerlesim gdsteren
SINEs ve LINEs elemanlarinda meydana ge-
lir (42). LINEs, genomda bulunan ¢cogu karar-
siz DNA veya retrotranspozonlardir. Kararsiz
DNA'larin hipometilasyonu transkripsiyonel
aktivasyona neden olmakta ve mesane kan-
seri gibi pek ¢cok kanser ¢esidinde ortaya ¢ik-
maktadir (44). Hipometile olma durumu kro-
mozomal instabilite, transpozabl elemanla-
rin reaktivasyonu ve imprinting kaybi yolla-
ri ile kansere yol acabilmektedir.

Genom geneli hipometilasyon hemen her
insan tUmorind aciklayabilmektedir (45).
Ornegin; metastatik karaciger kanseri, servi-
kal ve prostat kanseri gibi solid tiimorlerde,
B-huicreli kronik lenfositik [6semi gibi hema-
tolojik timdrlerde hipometilasyon yaygindir
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“Prostat kanseri tanis:

ve takibinde DNA
metilasyonuna bakilmas:
biyopsiye oranla daha az
invazif bir girisim olarak

benimsenmistir.”

(42). Kromozom 1 ve 16 lizerindeki perisent-
rik heterokromatin bolgeleri, bagisiklik siste-
mi eksikligi ve sentromerik instabiliteye sa-
hip olan hastalarda ve pek ¢ok kanserde hi-
pometillenmis durumdadirlar (46).

Tumor baskilayici gen
hipermetilasyonu

CpG adalari memeli genomunu olusturan
genlerin promoter bdlgelerinde metillen-
memis halde bulunurlar; buna karsilik, pro-
moter bdlgelerin hipermetilasyonu tiimor-
lerde en fazla gozlenen epigenetik degisik-
liklerdendir (Sekil 1B). Bu nedenle, metilas-
yona bagl olarak promoter bélgenin trans-
kripsiyonel susturulmasi kanser gelisimi ile
iliskilidir (47).

Knudson'in iki-vurus hipotezine gore, belirli
bir timor baskilayici genin ekspresyon kay-
bina bagli olarak ortaya ¢ikan tiimér, ancak
o genin her iki alelinin inaktive edilmesi so-
nucu gelisir (48). Yapilan bircok calismada,
esey hicreleriyle kahtilan ilk mutasyonun
ardindan ikinci alelin susturulmasindaki en
onemli mekanizmalardan birinin metilasyon
oldugu gorilmdistir. Yani, mutasyonlu alelin
promoter bdlgesinde herhangi bir degisiklik
meydana gelmezken; saglam alelde metilas-
yon sonucu inaktivasyon meydana gelmistir.

Promoter bolge hipermetilasyonuna bagli
olarak susturulan ve bdylece kansere neden
olan aday timor baskilayici genlerinin liste-
si guin gectikce uzamaktadir. Bunlarin ara-
sinda, énemli bir DNA tamir enzimini kod-
layan 0% metilguanin- DNA metiltransferaz
(MGMT) geni de bulunmaktadir. MGMT geni-
nin susturulmasiyla DNA hasar tamiri uygun
olarak gerceklesemeyecek ve mutasyonlar
birikecektir. Clinkli, MGMT geninin promo-
ter bolge hipermetilasyonu aktif bir tamir
enzimin sentezlenmesini engeller, DNA ta-
mir gorevi yerine getirilemez ve buna bag-
Il olarak genomda tamir edilemeyen mu-
tasyonlar artar. Bunlar genellikle G— A de-
gisimine neden olan mutasyonlardir. MGMT
geni kolon, karaciger ve lenfoid timorlerde
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Tablo 1. Prostat kanserinde %50’den yiilksek siklikta metillenen genler

Gen

Evre

Kanserojen Metabolizmasinda Gorevli
GSTP1

Tiimdr Gelisiminde Negatif Regiilatdr
S100A2

APC?

Steroid Hormon Reseptorleri
ERaA?

ERaB

ERp

RARB2

‘Scaffolding’ Protein
Caveolin-12

Hiicre Adhezyonu

CD44

TIG1

PTGS2

Hiicre Biiyiimesi / Gogalmasi
MDR1

RASSF1A?

ZNF185

NTRK2

HIN-1

14-3-3c

hSPRY2

Normal Geligim

EDNRB2»
Apoptoz
RTVP1/ GLIPR

CRBP1
DcR1/ TRAILR3

HGPIN, primer & metastatik

HGPIN, primer & metastatik
HGPIN, primer & metastatik

Tim evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklik

Primer

Primer, metastazda azalan siklik
HGPIN, Tiim evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklik

Primer

Tim evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklik
Tiam evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklk
HGPIN, Pimer & metastatik

Tiam evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklk
HGPIN, primer & metastatik
Tim evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklik

Primer

Primer & metastatik

Primer
Primer

Primer, metastatik

Primer
HGPIN, primer
Bilinmiyor

GSTP1 (Glutathione S-transferase P1), $100A2b (S100 calcium-binding protein A2), APCa (Adenomatous
polyposis coli), ERa.Ab(Estrogen receptor alpha A), ERa.B (Estrogen receptor alpha B), ERB (Estrogen receptor
beta), RARB2 (Retinoic acid receptor 2), Caveolin-1a, CD44 (CD44 molecule), TIG1 (Tazarotene-induced gene-1),
PTGS2 (Prostaglandin endoperoxidase synthase 2), MDR1 (Multidrug resistance 1), RASSF1Ab(Ras-association
domain family 1A), ZNF185 (Zinc finger protein 185), NTRK2 (Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2),
HIN-1 (Harpin-induced 1), 14-3-3c (14-3-3 protein, Stratifin), hSPRY2 (Sprouty homolog 2), EDNRBa,b
(Endothelin receptor type B), RTVP1/ GLIPR (GLI pathogenesis-related 1), CRBP1(Cellular retinol binding protein 1),
DcR1/ TRAILR3 (Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10c).

Primer prostat kanseri sadece organa sinirli degil ilerlemis tiimorleri de gosterir:

2Bu genler igin farkli metilasyon sikliklari rapor edilmistir ve farkh CpG adalarinin analizini yansitir.

"Bu genlerin metilasyonu iyi ve kotii huylu timérlerde ayni sikliklarda meydana gelir.

promoter boélge hipermetilasyonuna bagli
olarak susturulmustur. Susturulmus MGMT
alellerini iceren timorlerde, siklikla K-RAS ve
timor protein p53 (TP53) gibi karsinogenez-
de 6nemli bazi genlerin mutasyonlarina da
rastlanilir (49).

MGMT genine ek olarak, non-polipozis ko-
lon kanserlerin gelisiminde rol oynayan bir

baska tamir geni de MLH1'dir. MLHT yanlis
eslesmeleri tamir eden bir enzimi kodlar ve
mikrosatellit instabilitesi olan sporadik tu-
morlerde genellikle metilasyona bagl ola-
rak susturulmustur (50).

Esey hiicrelerinde mutasyona bagli ola-
rak susturulmus olan ve ailesel tip kanser-
lere neden olan genlerin, sporadik olarak
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Tablo 2. Prostat kanserinde %50°den diisik siklikta metillenen genler

Gen

Evre

Tiimor Gelisiminde Negatif Regiilator
TIMP32®

S100A6

Hiicre Adhezyonu
E-cad/ CDH-1?

HGPIN, primer & metastatik

Primer & metastatik

Tiam evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklik

-IerSLIE:/ AL Primer

;Ag:li'm’ = Primer & metastatik
Hiicre Biiyiimesi

NEP® Primer

CDH13 Primer & metastatik
Apoptoz

FHIT Primer & metastatik
DAPK Primer & metastatik
DcR2/ TRAIL-R4 Bilinmiyor

Hiicre Dongiisii Kontrolii

Cyclin D2 Primer

C0X2 Primer

p27/KIP1 Primer, metastatik
p14° Primer
7/\/1;2,4%”2/ HGPIN, primer & metastatik
Anjiyogenez

THBS1 Primer

Steroid Hormon Reseptorleri

AR Tam evreler, hastaligin ilerlemesi ile artan siklik
DNA Tamiri

MGMT? HGPIN, primer & metastatik
Transkripsyonel Diizenleme

RUNX3/ AML2 HGPIN, primer

TIMP32® (Tissue inhibitor of metalloproteinase 3), S100A6 (Prolactin receptor-associated protein), E-cad/ CDH-12

(E-cadherin), LAM-A3, B3 & C3 (Laminin A3, B3 & C3),

NEPe® (Neprilysin), CDH13 (Cadherin 13, H-cadherin

(heart), FHIT (Fragile histidine triad gene), DAPK (Death-associated protein kinase 1), DcR2/ TRAIL-R4 (Decoy
receptor 2, DcR2/ TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 4), RUNX3/ AML2 (Runt-related transcription
factor 3), THBS1 (Thrombospondin-1p180), AR (Androgen receptor), MGMT® (6-0-methylguanine-DNA
methyltransferase), Cyelin D2 (Cyclin D2 pseudogene), COX2 (Cytochrome c oxidase subunit Il), p27/KIP1 (Cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1)), p14b, p16/ CDKN2/ INK4Aa,b (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A).

Primer prostat kanseri sadece organa sinirli degil ilerlemis tiimorleri de gosterir:

aBu genler igin farkli metilasyon sikliklari rapor edilmistir ve farkh CpG adalarinin analizini yansitir.
"Bu genlerin metilasyonu iyi ve koti huylu timérlerde ayni sikliklarda meydana gelir.

*Metilasyon sadece gen ifadesinin kaybi ile iligkili drneklerde degerlendirilir.

ortaya ¢ikan formlarinda da susturulmus
olduklari gordlar. Fakat, genin sporadik
kanserlerin %50’sinde mutasyona bag-
Ii olarak degil de, hipermetilasyona bagli
olarak susturulmus oldugu goérdlir. Von-
Hippel Lindau (VHL), erken baslangicli
meme kanseri 1 (BRCAT) ve serin/treonin
kinaz 11 (STK11) genleri bunlara 6rnek ola-
rak verilebilir (51, 52).
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CpG diniikleotidlerindeki
mutasyonlar

Bir genin kodlayan bélgesi icinde kalan CpG
dinlkleotidlerin metillenmesiyle mutasyon-
lar gelisebilir; ¢clink, metile sitozinin kendisi
mutajeniktir ve spontan hidrolitik deaminas-
yon ile C—T transisyonunu meydana getire-
rek mutasyonlar gelistirebilir (49). Somatik

“Mutasyonlardan farkl:
olarak DNA metilasyonu
cesitli ilaclarla ortadan
kaldirilabilmektedir.”

hicrelerdeki TP53 timor baskilayici genini
kodlayan ekzon bélgelerindeki nokta mu-
tasyonlarinin %50'si metillenmis sitozinler-
den koken alir.

TP53 geninin ekzon bdlgelerinde yerlesim
gosteren CpG dintkleotidlerindeki metil
gruplarinin varhgi, ultraviyole 151g1 (UV) ile
olusan mutasyonlarin oranini da arttirmak-
tadir (53). Clinkl, metillenmis sitozinin so-
gurdugu dalga boyu degisir ve giines 151d1
araligina kayar; CC— TT mutasyonlar geli-
sip, cilt kanserine yol acabilir.

Sigara dumaninda bulunan benzo(a)pyre-
ne diol epoxide ve bagka karsinojenler me-
tillenmis sitozinlere daha yuksek afinitey-
le baglanarak bazi DNA bilesiklerini olustu-
rabilirler ve bunlardan sonra G— T degisim
mutasyonlari gelisebilir (8).

Kisacasi, kanserdeki metilasyon degisiklikle-
ri transkripsiyonel susturma ve anahtar gen-
lerin fonksiyon kayiplari ile iliskilidir; ayrica,
mutasyon gelisimden de birebir sorumlu-
durlar. DNA hipermetilasyonu, prostat kan-
seri dahil bircok kanserde meydana gelen
en yaygin ve en iyi karakterize edilmis epige-
netik degisikliklerden biridir (8).

Prostat kanserinde
hipermetilasyon

Prostat kanserinde epigenetik mekaniz-
ma ile susturulmus olan genler Tablo 1 ve
2'de 6zetlenmistir. Bu genlerin belirlenme-
leri prostat kanseri tanisinda yararli olduk-
larindan her biri ayri iyi bir molekuler belir-
tec sayilirlar. Ozellikle, Ras onkogenine bag-
lanabilen RASSF1A, adenomatdz polipozis
koli (APQ), hiicresel retinol baglayici protein
(CRBP1) ve retinoik asit reseptori 32 (RARB2)
gibi genlerin neoplastik ve benign hicreler
arasindaki metilasyon seviye farklliklar dik-
kat cekicidir (3, 54). Prostat ve kolon kanser-
leriyle iliskili bazi genlerdeki hipermetilasyo-
nun yas ile dogru orantili olarak arttiklan go-
rilmastir (23). Yapilan arastirmalarda gen-
lerdeki hipermetilasyonun morfolojik degi-
sikliklerden 6nce meydana geldikleri anlasil-
mistir. Yani, promoter bolge hipermetilasyo-
nu bir¢ok insan timériinde karsinogenezin
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Sekil 2. Farkli metilasyon seviyelerine bagli olarak farkli miktarlarda protein treten hiicrelerden olusan

heterojen timor klonu.

Metilasyona bagli gen susturulmasinda, timor gelisiminin erken asamalarinda transkripsiyon
seviyesinde ve protein sentezinde kiiciik azalmalar olur. Azalan transkripsiyon, CpG adalarinin i¢ine
yayilan metilasyon ve komsu heterokromatinden (sag ve soldaki siyah késeli iki ok) dolayi, CpG adalarinin
korunmasinda bir azalma goézlenir (kirmizi dikey oklar). Korunmadaki bu azalma CpG adalarinin
metilasyonunda asamali artislar ile sonuclanir. Béylece, farkli hiicrelerde ayni genin mRNA kopya
sayllarinda degisiklikler gozlenir ve bir timor klonunda farkli diizeylerde protein treten hiicreler
gorulir. {Sekil orijinal kaynagindan alinip (47), iizerinde dedisiklikler yapilmis ve derlemeye uyarlanmistir}

ilk bulgusudur ve siklikla prostat kanserinin
On asamalarinda, yani daha buyiik bir timoér
kitlesi olusmadan, metaplazi ve displazi asa-
malarinda saptanabilir. Ayrica, hastalikilerle-
dikce ve yliksek dereceli prostatik intraepi-
teliyal neoplazi (HGPIN) evresi arttikca, me-
tilasyon sikliginin da giderek arttigi gézlen-
mistir (3, 55, 56).

Epigenetik gen susturulmasinda, promoter
bélgesi metillenmis olan genin transkripsi-
yon diizeyinde hafif bir diisiis ve buna bag-
Il olarak da protein sentezinde hafif bir azal-
ma gozlenir. Transkripsiyondaki azalma CpG
adalarin korunmasindaki azalmayi da yanin-
da getirerek, uzagindaki veya komsu hete-
rokromatindeki CpG adalarinin etkileri so-
nucunda metilasyonun artmasina neden
olur. Gradiyal olarak artan metilasyon nede-
niyle, gelisen bir timor klonunda farkli di-
zeylerde metillenmis promoter bodlgeye sa-
hip ve farkli dizeylerde protein Ureten hiic-
reler bulunmaya baslar ve timor heterojen
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bir karakter kazanir. Bu durum, metastatik
hicreler gibi farkli karakterlerdeki hiicrele-
rin olusumuna da sebep olur. Genetik gen
susturulmasinda, gende bir mutasyon olu-
sur ve bunun sonucunda da fonksiyonel bir
protein Uretilemez. Eger bu mutasyon segci-
ci bir Gistiinlige sahip ise ve kanser gelisimi-
ne neden oluyorsa, her hiicre béllinmesin-
den sonra yeni olusacak olan hiicrelere akta-
rilacak ve yine fonksiyonel bir proteinin tre-
timini engelleyecektir. Sonuc olarak genetik
gen susturulmasinda klonalite gézlenirken,
epigenetik gen susturulmasinda heterojeni-
te gozlenir (Sekil 2).

GlnlimUzde, prostat kanserinde siklikla me-
tillenmis olarak karsimiza ¢ikan gen glutat-
yon S-transferaz pi 1 (GSTP1)'dir. GSTPT me-
tilasyonu timor hiicresine 6zglidir; hem
HGPIN lezyonlarinda hem de prostat timor-
lerinde yaygin olarak godzlenir; ayrica, kan-
seri daha erken safhalarinda tanimlamada
onemli bir belirtectir (3, 57-60). GSTP1 geni,

potansiyel karsinojenlerin detoksifikasyonu
ve konjugasyonunda goérev alan GSTn en-
zimini kodlar (61). GSTPT'in hipermetilasyon
sonucu inaktive olmasi, olgularnn karsino-
jenlere karsi hassasiyetlerini arttirir ve yeni
DNA hasar ve mutasyonlarin gelisimine ne-
den olur (59, 60).

GSTP1 metilasyonu prostat kanserinin
%90'Inda, prostat kanserinin oncl evresi
HGPIN'lerin %50-70'inde ve prostat intraepi-
teliyal atrofi (PIA) lezyonlarinin %6'sinda sap-
tanmistir (50, 62-64). PIA'da GSTP1 ekspres-
yon artisi gortilmesine karsilik, GSTP1 aktivi-
te kaybinda HGPIN'e ve/veya adenokarsino-
maya doénusebilir (7, 65, 66). Ayrica, GSTP1'in
promoter bolgesindeki farkli CpG adalarin-
daki metilasyon sikligi hastahgin ilerlemesi
sliresince artar (50).

GSTP1 promoter bolge hipermetilasyonu iyi
bir prostat kanseri belirtecidir; ¢linkl, meti-
lasyon normal ve benign prostat kanseri do-
kusunda seyrek gozlenir (67-69). GSTP1 hi-
permetilasyonu bircok meme ve karaciger
kanserinde de teshis edilmesine ragmen,
yine Urogenital sistem timaorlerinden mesa-
ne ve bobrek kanserlerinde daha az siklikta
teshis edilmektedir (49, 70).

Kanser hiicresi DNA'sinin hastalarinin vi-
cut sivilarinda da saptanabilmesinden bu
yana, GSTP1 hipermetilasyonu 6nemli bir
arastirma  parametresini  olusturmustur.
Metilasyonunun idrar, plazma ve serum gibi
cesitli viicut sivilarinda var olan ekstrasel-
liler serbest DNA'da rahatlikla gosterilebil-
mesi ve adi gegen sivilarin biyopsiye oranla
daha az invazif girisimlerle elde edilebilme-
leri avantaj, risk altindaki kisilerin periyodik
taranmalarina olanak vermistir (3, 71, 72).

Kantitatif olmayan metilasyon-spesifik PCR
(MSP) metoduyla prostat kanserli hastala-
rin plazma ve serum orneklerinin %72'sinde,
ejakulatin %50'sinde ve idrar &rneklerinin
%36'sinda GSTP1'nin hipermetilasyonunu
gosterilebilmistir. lyi huylu prostatik hiperp-
lazili hastalarin viicut sivilarinda ise hiper-
metilasyona rastlanilmamistir (72). Bu da, tu-
mor dokusu icin oldukga 6zgdl olan bu me-
tilasyon durumunun, hastalarin plazma veya
serum Orneklerinde yiiksek oranlarda sap-
tanabildigini gostermektedir (3, 58). Yapilan
calismalarda, plazmadaki GSTPT metilas-
yon seviyesinin idrar ornegindeki metilas-
yona oranla daha yiiksek oldugu goérilmis-
tir. Serbest timor DNA'sinin periferik kanda
prostat kanal sistemine gore daha fazla bu-
lunmasinin sebebi, kanser hiicrelerin bulun-
duklan bélgelerden agirlikla kan veya lenfa-
tik sistemle bedenin baska bolgelerine ta-
sinmalari ile agiklanabilir.
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GSTP1 promoter bélge hipermetilasyonu-
nun prostat kanseri tanisindaki kullanimi sa-
dece vicut sivilari ile sinirli degildir. Doku
ornekleri ile yapilan bir ¢calismada 16 farkli
genin metilasyon seviyeleri ve GSTP1, APC,
RASSF1A, PTGS2 ve MDR1 genlerinin cesitli
kombinasyonlari ¢alisiimis ve %100’ yakla-
san duyarhlk ile %92'den fazla 6zgullik ile
iyi huylu prostat dokusu prostat kanseri dok-
sundan ayirt edilebilmistir (9).

Kanser tanisinda metilasyonun énemi gide-
rek artmaktadir; ¢linkl, non-invazif girisim-
ler araciligiyla da kolayca saptanabilen hi-
permetile genler yeniden aktive edilebil-
mektedir.

DNA metilasyonunun
kaldirilmasiyla ilgili tedavi
stratejileri

Epigenetik degisikliklerin gen ifade degisik-
liklerine neden olduklarinin anlasiimasindan
bu yana, DNA metilasyonunun kaldiriimasi
ile durumu eskisine cevirmeye dayal degi-
sik tedavi yollari aranmaya baslanmistir. Bu
amacla yakindan iliskili olan iki ilag, 5-azacy-
tidine (5-aza-C) ve 5-aza-2'deoxycytidine
(5-aza-dC, Decitabine), in vitro sartlarda sus-
turulan cesitli genlerin reaktivasyonunu sag-
lamak icin kullanilmaya baslanmistir (50, 73).

5-aza-C ve 5-aza-CdR sitozin analoglaridirlar;
DNMT1 aktivite yoklugunda, DNA sentezine

Kaynaklar

1. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of
cancer. Cell 2000; 100:57-70.

2. Jemal A, Bray F, Center MM, et al. Global
cancer statistics. CA Cancer J Clin. 2011; 69-90.

3. Jeronimo C, Usadel H, Henrique R, et al.
Quantitation of GSTP1 methylation in
non-neoplastic prostatic tissue and organ-
confined prostate adenocarcinoma. J Natl
Cancer Inst 2001; 93:1747-52.

4. Deakin M, Elder J, Hendrickse C, et al.
Glutathione S-transferase GSTT1 genotypes
and susceptibility to cancer: studies of
interactions with GSTM1 in lung, oral, gastric
and colorectal cancers. Carcinogenesis 1996;
17:881-4.

5. Welfare M, Monesola Adeokun A, Bassendine
MFDaly AK. Polymorphisms in GSTP1,
GSTM1, and GSTT1 and susceptibility
to colorectal cancer. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev 1999; 8:289-92.

6. Wilson MH, Grant PJ, Kain K, et al. Association
between the risk of coronary artery
disease in South Asians and a deletion
polymorphism in glutathione S-transferase
M1. Biomarkers 2003; 8:43-50.

Haziran 2011 - Say1 2

neden olurlar ve bu yolla demetilasyonuna
da yol acarlar (74, 75). ilgili sitozin analog-
larin kullanimi demetilasyonun bir sonucu
olarak susturulmus genlerin reaktivasyonla-
ri yaninda, kromatinin dekondensasyonunu
ve farklilasma gibi bircok hiicresel degisikli-
ge neden olurlar (76).

Trichostatin A ve butyrate gibi HDAC inhibi-
torleri, metillenmis genlerin ifadesini aktif
hale getirmek icin demetile ajanlar ile birlik-
te kullanilmaktadirlar (77). Ancak, kanser te-
davisinde metile edici ilaclarin klinik yarar-
lari, toksik etkileri nedeniyle sinirhdir (78).
Glnldmuzde bu ajanlar baslica hematolojik
kanserlerin tedavisinde kullaniimaktadir (76).

Metilasyonun arastiriimasinda
kullanilan metotlar

Metilasyonun gosterilebilmesi icin bircok
teknik gelistirilmis ve 6zellikle DNA dizisin-
deki 5-MeC'nin hizli tanisina izin veren bi-
sulfit reaksiyonuna bagli metotlar gelistiril-
mistir.

Bisulfit reaksiyonu ilk kez 1970l yilla-
rin basinda tanimlanmis ve DNAdaki si-
tozin ve 5-MeC'nin ayirt edilmesinde kul-
lanilmistir (43, 79, 80). Bu metotta, ilk ola-
rak DNA sodyum bisdilfit ile muamele edi-
lir ve DNAdaki sitozinler urasile dénusti-
ruldr; fakat, 5-MeC'ler sitozin seklinde kalir-
lar. incelenecek olan DNA dizisi, daha sonra

7. De Marzo AM, Meeker AK, Zha S, et al.
Human prostate cancer precursors and
pathobiology. Urology 2003; 62:55-62.

8. Novik KL, Nimmrich |, Genc B, et al.
Epigenomics: genome-wide study of
methylation phenomena. Curr Issues Mol
Biol 2002; 4:111-28.

9. Yegnasubramanian S, Kowalski J, Gonzalgo
ML, et al. Hypermethylation of CpG islands
in primary and metastatic human prostate
cancer. Cancer Res 2004; 64:1975-86.

10. Jeronimo C,Varzim G, Henrique R, et al. 1105V
polymorphism and promoter methylation of the
GSTP1 gene in prostate adenocarcinoma. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev 2002; 11:445-50.

11. Bird A, Taggart M, Frommer M, etal. A
fraction of the mouse genome that is derived
from islands of nonmethylated, CpG-rich
DNA. Cell 1985; 40:91-9.

12. Egger G, Liang G, Aparicio AJones PA.
Epigenetics in human disease and prospects for
epigenetic therapy. Nature 2004; 429:457-63.

13. Momparler RL. Cancer epigenetics.
Oncogene 2003; 22:6479-83.

14. Plass C. Cancer epigenomics. Hum Mol Genet
2002; 11:2479-88.

15. Strathdee G, Brown R. Aberrant DNA
methylation in cancer: potential clinical
interventions. Expert Rev Mol Med 2002; 4:1-17.

bistlfit ile muamele edilmis DNA icin 6zgdil
primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edi-
lir (81).

5-MeC'nin arastirlmasinda bisllfit reak-
siyonunun ilk defa uygulanmasindan bu
yana ayni prensibe dayanan Southern Blot
(71), restriksiyon enzimi-PCR (81), bisul-
fit DNA dizi analizi, metilasyona hassas tek
nuikleotid primer uzamasi (Ms-SnuPE), rest-
riksiyon belirte¢ genomik taramasi (RLGS),
diferansiyel metilasyon hibridizasyonu
(DMH), DNA chip ve MSP gibi bircok metot
gelistirilmistir (36).

Sonug

DNA metilasyonunun karsinogenezde
onemli bir yer tutmasi nedeniyle, bu du-
rumu saptamaya yarayan metodlar giinG-
mizde klinik taniyr desteklemek ve me-
tilasyon varliginda uygun tedavi yolunu
secmek amaciyla yaygin olarak kullanil-
maktadirlar. Ayrica, olgularin tedavi son-
rasi takiplerinde ve kanser icin yuksek risk
tasiyan kisilerin periyodik taramalarinda
da faydali olabilmektedirler. Ulkemizde
de artik yerini almaya baslayan metilas-
yon tanisi, yakin gelecekte vazgecilmez
kanser testlerinden biri haline gelecektir.
Ozellikle, prostat kanserinin erken teshisi
ve etkili tedavisinde klinik basariyi daha da
ileriye gotirecektir.

16. Jones PA, Takai D. The role of DNA
methylation in mammalian epigenetics.
Science 2001; 293:1068-70.

17. Takai D, Jones PA. Comprehensive analysis of
CpGiislands in human chromosomes 21 and
22. Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 99:3740-5.

18. Gardiner-Garden M, Frommer M. CpG islands
in vertebrate genomes. J Mol Biol 1987;
196:261-82.

19. Lander ES, Linton LM, Birren B, et al. Initial
sequencing and analysis of the human
genome. Nature 2001; 409:860-921.

20. Bird A. DNA methylation patterns and
epigenetic memory. Genes Dev 2002; 16:6-21.

21. Antequera F, Bird A. Number of CpG islands
and genes in human and mouse. Proc Natl
Acad Sci U S A 1993; 90:11995-9.

22. Goto T, Monk M. Regulation of
X-chromosome inactivation in development
in mice and humans. Microbiol Mol Biol Rev
1998; 62:362-78.

23. Issa JP. CpG-island methylation in aging and
cancer. Curr Top Microbiol Immunol 2000;
249:101-18.

24. Li E. Chromatin modification and
epigenetic reprogramming in mammalian
development. Nat Rev Genet 2002; 3:662-73.

25. Tycko B. DNA methylation in genomic
imprinting. Mutat Res 1997; 386:131-40.

39



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

40

Bernardi G. Isochores and the evolutionary
genomics of vertebrates. Gene 2000; 241:3-17.
Cooper DN, Youssoufian H. The CpG
dinucleotide and human genetic disease.
Hum Genet 1988; 78:151-5.

Laird PW. The power and the promise of DNA
methylation markers. Nat Rev Cancer 2003;
3:253-66.

Okano M, Bell DW, Haber DA, Li E. DNA
methyltransferases Dnmt3a and Dnmt3b

are essential for de novo methylation and
mammalian development. Cell 1999; 99:247-57.
Ramsahoye BH, Biniszkiewicz D, Lyko F, et

al. Non-CpG methylation is prevalent in
embryonic stem cells and may be mediated
by DNA methyltransferase 3a. Proc Natl Acad
Sci US A 2000; 97:5237-42.

Bestor TH. The DNA methyltransferases of
mammals. Hum Mol Genet 2000; 9:2395-402.
Margot JB, Ehrenhofer-Murray AE, Leonhardt

H. Interactions within the mammalian DNA
methyltransferase family. BMC Mol Biol 2003; 4:7.
Peedicayil J. Epigenetic therapy--a new
development in pharmacology. Indian J Med
Res 2006; 123:17-24.

Jenuwein T, Allis CD. Translating the histone
code. Science 2001; 293:1074-80.

Hake SB, Xiao A, Allis CD. Linking the
epigenetic‘language’of covalent histone
modifications to cancer. Br J Cancer 2004;
90:761-9.

Herman JG, Latif F, Weng Y, et al. Silencing

of the VHL tumor-suppressor gene by DNA
methylation in renal carcinoma. Proc Natl
Acad Sci U S A 1994; 91:9700-4.

Rebbeck TR, Jaffe JM, Walker AH, et al.
Modification of clinical presentation of
prostate tumors by a novel genetic variant in
CYP3A4. J Natl Cancer Inst 1998; 90:1225-9.
Wade PA. Methyl CpG-binding proteins and
transcriptional repression. Bioessays 2001;
23:1131-7.

Robertson KD, Wolffe AP. DNA methylation
in health and disease. Nat Rev Genet 2000;
1:11-9.

ColotV, Rossignol JL. Eukaryotic DNA
methylation as an evolutionary device.
Bioessays 1999; 21:402-11.

Yoder JA, Walsh CPBestor TH. Cytosine
methylation and the ecology of
intragenomic parasites. Trends Genet 1997;
13:335-40.

Ehrlich M. DNA methylation: Normal
development, inherited diseases, and cancer.
Journal of Clinical Ligand Assay 2000; 23:144-146.
Frommer M, McDonald LE, Millar DS, et al. A
genomic sequencing protocol that yields a
positive display of 5-methylcytosine residues
in individual DNA strands. Proc Natl Acad Sci
USA1992;89:1827-31.

Baylin SB, Herman JG. DNA hypermethylation
in tumorigenesis: epigenetics joins genetics.
Trends Genet 2000; 16:168-74.

Fryer AA, Bianco A, Hepple M, et al.
Polymorphism at the glutathione
S-transferase GSTP1 locus. A new marker for
bronchial hyperresponsiveness and asthma.
Am J Respir Crit Care Med 2000; 161:1437-42.
Okano M, Xie S, Li E. Dnmt2 is not required
for de novo and maintenance methylation
of viral DNA in embryonic stem cells. Nucleic
Acids Res 1998; 26:2536-40.

Jones PA, Baylin SB. The fundamental role of
epigenetic events in cancer. Nat Rev Genet
2002; 3:415-28.

Knudson AG. Chasing the cancer demon.
Annu Rev Genet 2000; 34:1-19.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Esteller M, Corn PG, Baylin SB, Herman JG.

A gene hypermethylation profile of human
cancer. Cancer Res 2001; 61:3225-9.
Nakayama M, Bennett CJ, Hicks JL, et

al. Hypermethylation of the human
glutathione S-transferase-pi gene

(GSTP1) CpGiisland is present in a subset
of proliferative inflammatory atrophy
lesions but not in normal or hyperplastic
epithelium of the prostate: a detailed study
using laser-capture microdissection. Am J
Pathol 2003; 163:923-33.

Esteller M, Toyota M, Sanchez-Cespedes M,
et al. Inactivation of the DNA repair gene
06-methylguanine-DNA methyltransferase
by promoter hypermethylation is associated
with G to A mutations in K-ras in colorectal
tumorigenesis. Cancer Res 2000; 60:2368-71.
Herman JG, Baylin SB. Gene silencing

in cancer in association with promoter
hypermethylation. N Engl J Med 2003;
349:2042-54.

Pfeifer GP, Tang M, Denissenko MF. Mutation
hotspots and DNA methylation. Curr Top
Microbiol Immunol 2000; 249:1-19.
Jeronimo C, Henrique R, Hoque MO, et al.
Quantitative RARbeta2 hypermethylation:

a promising prostate cancer marker. Clin
Cancer Res 2004; 10:4010-4.

Kang GH, Lee S, Lee HJ, Hwang KS. Aberrant
CpG island hypermethylation of multiple
genes in prostate cancer and prostatic
intraepithelial neoplasia. J Pathol 2004;
202:233-40.

Maruyama R, Toyooka S, Toyooka KO, et

al. Aberrant promoter methylation profile

of prostate cancers and its relationship to
clinicopathological features. Clin Cancer Res
2002; 8:514-9.

Henrique R, Jeronimo C. Molecular detection
of prostate cancer: a role for GSTP1
hypermethylation. Eur Urol 2004; 46:660-9;
discussion 669.

Jeronimo C, Usadel H, Henrique R, et al.
Quantitative GSTP1 hypermethylation in
bodily fluids of patients with prostate cancer.
Urology 2002; 60:1131-5,

Lee TL, Leung WK, Chan MW, et al. Detection
of gene promoter hypermethylation in the
tumor and serum of patients with gastric
carcinoma. Clin Cancer Res 2002; 8:1761-6.
Lee WH, Isaacs WB, Bova GS, Nelson WG. CG
island methylation changes near the GSTP1
gene in prostatic carcinoma cells detected
using the polymerase chain reaction: a new
prostate cancer biomarker. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev 1997; 6:443-50.

Hayes JD, Pulford DJ. The glutathione
S-transferase supergene family: regulation of
GST and the contribution of the isoenzymes
to cancer chemoprotection and drug
resistance. Crit Rev Biochem Mol Biol 1995;
30:445-600.

Bastian PJ, Ellinger J, Schmidt D, et al. GSTP1
hypermethylation as a molecular marker in
the diagnosis of prostatic cancer: is there

a correlation with clinical stage, Gleason
grade, PSA value or age? Eur J Med Res
2004; 9:523-7.

Lodygin D, Epanchintsev A, Menssen A, et
al. Functional epigenomics identifies genes
frequently silenced in prostate cancer.
Cancer Res 2005; 65:4218-27.

Woodson K, Hanson JTangrea J. A survey of
gene-specific methylation in human prostate
cancer among black and white men. Cancer
Lett 2004; 205:181-8.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Davis M, Sofer M, Kim SS, Soloway MS. The
procedure of transrectal ultrasound guided
biopsy of the prostate: a survey of patient
preparation and biopsy technique. J Urol
2002; 167:566-70.

Nelson WG, De Marzo AM, Deweese TL,

et al. Preneoplastic prostate lesions: an
opportunity for prostate cancer prevention.
Ann NY Acad Sci 2001; 952:135-44.

Brooks JD, Weinstein M, Lin X, et al. CG
island methylation changes near the
GSTP1 gene in prostatic intraepithelial
neoplasia. Cancer Epidemiol Biomarkers
Prev 1998; 7:531-6.

Lee WH, Morton RA, Epstein JI, et al. Cytidine
methylation of regulatory sequences near
the pi-class glutathione S-transferase

gene accompanies human prostatic
carcinogenesis. Proc Natl Acad SciU S A
1994;91:11733-7.

Rountree MR, Bachman KE, Baylin SB. DNMT1
binds HDAC2 and a new co-repressor,
DMAP1, to form a complex at replication foci.
Nat Genet 2000; 25:269-77.

Esteller M, Corn PG, Urena JM, et al.
Inactivation of glutathione S-transferase

P1 gene by promoter hypermethylation in
human neoplasia. Cancer Res 1998; 58:4515-8.
Cairns P, Esteller M, Herman JG, et al.
Molecular detection of prostate cancer

in urine by GSTP1 hypermethylation. Clin
Cancer Res 2001; 7:2727-30.

Goessl C, Krause H, Muller M, et al.
Fluorescent methylation-specific polymerase
chain reaction for DNA-based detection of
prostate cancer in bodily fluids. Cancer Res
2000; 60:5941-5.

Lin X, Tascilar M, Lee WH, et al. GSTP1 CpG
island hypermethylation is responsible for
the absence of GSTP1 expression in human
prostate cancer cells. Am J Pathol 2001;
159:1815-26.

Friedman S. The irreversible binding of
azacytosine-containing DNA fragments to
bacterial DNA(cytosine-5)methyltransferases.
J Biol Chem 1985; 260:5698-705.

Taylor SM, Jones PA. Changes in phenotypic
expression in embryonic and adult cells
treated with 5-azacytidine. J Cell Physiol
1982; 111:187-94.

Goffin J, Eisenhauer E. DNA
methyltransferase inhibitors-state of the art.
Ann Oncol 2002; 13:1699-716.

Cameron EE, Bachman KE, Myohanen S, et
al. Synergy of demethylation and histone
deacetylase inhibition in the re-expression
of genes silenced in cancer. Nat Genet 1999;
21:103-7.

Juttermann R, Li E, Jaenisch R. Toxicity of
5-aza-2"-deoxycytidine to mammalian cells
is mediated primarily by covalent trapping
of DNA methyltransferase rather than DNA
demethylation. Proc Natl Acad Sci U S A
1994;91:11797-801.

Hayatsu H, Wataya Y, Kai Klida S. Reaction of
sodium bisulfite with uracil, cytosine, and their
derivatives. Biochemistry 1970; 9:2858-65.
Wang RY, Gehrke CW, Ehrlich M.
Comparison of bisulfite modification of
5-methyldeoxycytidine and deoxycytidine
residues. Nucleic Acids Res 1980; 8:4777-90.
Clark SJ, Harrison J, Paul CL, Frommer M.
High sensitivity mapping of methylated
cytosines. Nucleic Acids Res 1994; 22:2990-7.

UROONKOLOJi BULTENI



