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Abstract. P������� ������� ���� ����� ��������� ������-P������� ������� ���� ����� ��������� ������-
���� �f ����l���� g������� m�l���l� m�mb�� A (RGM�) �� 
��l������l ������. H������, ��� ��l��������� b������ ��� 
���������� l���l� ��� ���m���� DNA m���yl����� ������ �f 
RGM� ��� ��� �l�����l ��������������� �f ��l������l ������ ��� 
��� b��� ��������ly ��������. H���, �� �������g���� ��� ������-
���� �f RGM� by �mm�����������m����y, ���l-��m� PCR ��� 
������� bl�����g ��� ���lyz�� ��� m���yl����� ������ �f ��� 
RGM� ���m���� ����g S�q����m'� M���ARRAY �l��f��m 
�� ��l������l ������ ������� ��� ��j����� ���m�l ��l������l 
�������. T�� ����l�� ������ ���� RGM� ���������� ��� 
��������� �� ������ ������� ��m����� ���� ��j����� ���m�l 
������� (P<0.01). F������m���, � �������y f�� ��������� 
���������� �� ��m�� ������� ��� �b������ f��m D�k��' ���g� A 
�� ���g� D (P<0.01). In addition, significantly higher levels of 
�y���m���yl����� �� ���m���� ��g���� �f RGM� ���� �b������ 
�� ��l������l ������ �������, ��m����� ���� ����� �� ��j����� 
���m�l ��l������l ������� (P<0.01). M�������, ��� m���yl����� 
levels of RGMa in tumor tissues were significantly increased 
�� D�k��' ���g� C ��� D ��m����� ���� D�k��' ���g� A ��� 
B (P<0.01). O�� ����l�� �������� ���� RGM� ���������� ��� 
���m���� m���yl����� ������ ��� �l���ly ��l���� �� ��l������l 
������ g������ ��� ���g�������. D����m������� �f ��� ������-
���� l���l ��� m���yl����� f��q����y �f RGM� �� ��l������l 
cancer tissues may have benefit for early diagnosis and for 
���l�����g ������� ���g�����.

Introduction

C�l������l ������ �� ��� �f ��� m��� ��mm�� ������� �� ��� 
���l�. T�� ��������� ��� m����l��y ����� �f ��l������l ������ 
���� ��������� ���� ��� l��� ������l ������� (1). I� ����� �f 
����l ���������� �f �����m��� ����l�bl� ����y, ��� ���g����� �f 
�������� ��l������l ������ �� g�����lly ���y ����. T����f���, 
it is important to identify the tumor specific molecular markers 
that might influence survival and may serve as potential thera-
������ ���g���. T� ����, ��f��������ly, ����� ��� f�� m�l���l�� 
m��k��� ���� ���� b��� ��l������ �� ��m�������� �l�����l 
���l��y.

RGM�, � m�mb�� �f ��� RGM f�m�ly �f m�mb����-b���� 
�������� ��� ���g���lly ���l���� �� � ������l ���� g������� 
m�l���l�. I� �� ��������� �� ��� �����l ��b� b�f��� ��� ������-
���� �f ������l �����, ���m����g �������l ��ff����������� ��� 
���� g������� (2). A���� f��m ��� ������� �y���m, RGM� 
�� �l�� ��������� �� � ���� ���g� �f ������� ���l����g �����, 
l��g, l����, �k��, l��k��y���, k����y, ������ ��� ��� g�� (3,4). 
I� ��� ������� �y���m, RGM� f�������� �� ����l���� ���� 
f�� ��� ����g����� �f �����l g����� �����g� ��� ��������, 
���g���� (5-7). I� l��k��y���, RGM� ����b��� l��k��y�� 
m�g������ by ������� ����l���� ��� ���m�����l����, �����g 
�� �� ����g����� ����b���� �f l��k��y�� ���m������ (8). I� 
��� g��������������l �����, RGM� �� ��������� �� ��� ���l�f���-
���� b���l ��y�� ������l��l ��ll� (4), b�� ��� f������� ��m���� 
��k����. R����� ������� ���� ��������� ���� RGM� �� �l�� 
����l��� �� BMP ��g��l��g �����g �� � ��-�������� �f BMP 
(9). RGM� m������� BMP ��g��l��g ��� �� ����������� ���� 
type Ⅰ receptors and type Ⅱ receptor, thereby activating the 
�������ll�l�� SMAD1/5/8 ������� (3,10).

I� ���m� �f ��� ��l� �� ������, ������ ������� ���� f���� ���� 
RGM� ���������� �� ������g�l���� �� ��l������l ������ ��� 
b����� ������. M�������, RGM� �� �l���ly ��l���� �� BMP ��� 
neogenin signaling, which have been confirmed to be involved 
�� ��m�� ����l��m��� ��� ���g�������. H���, �� �y�������z� 
���� RGM� m�y b� ����l��� �� ��m���g������ ��� ���g������� 
�f ��l������l ������. H������, ��� ��l��������� b������ ��� 
���������� �f RGM� ��� ��� ��m�� ���g� ��� ���g������� ���� 
��� b��� ��������. Ab������ m���yl����� �f ���m���� C�G 
��l���� �� ���������� ���� ��������������l ��l�����g �f ������l 
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g����, ���� �� �16, E-�������� ��� LINE-1, �� ��m�� ������ 
(11,12). P������� ������� ���� ����� ���� ��� ������g�l����� 
�f RGM� �� ��l������l ������ ������ ��� ��ll l���� �� ��l���� 
�� DNA m���yl����� (13). T� ����, ��� ��l��������� b������ 
��� m���yl����� ������ �f RGM� ��� ��� ���g� �f ��l������l 
�������m�� �� ��k����.

I� ��� ������� ����y, �� �������� ��� ��m����� ��� ������-
���� �f RGM� ��� ��� m���yl����� ������ �f ��� RGM� ���m���� 
�� ��m�� ��l������l ������ �����m��� ��� ������������g 
���m�l ��l������l ������. F������m���, ��� ����������� �f 
RGM� ���������� ��� ���m���� m���yl����� ���� ��ff����� 
��m�� ���g�� ��� �l�� �������g����.

Materials and methods

Tissue specimens. F���y f���� ��l������l ��m�� ������� ��� 
�������-m������ ��j����� ���m�l ��l������l ������� ���� 
�b������ f��m �������� ��� ��������� ���g��y �� ��� W��� 
C���� H������l �f ��� S������ U��������y. A�j����� ���m�l 
��l������l ������� ���� ��ll����� f��m ��� ���� �� l���� 5 �m 
f��m ��� ��g� �f ��� ��m��. P����l�g���l ���m������� f������ 
confirmed that no cancer cells were evident in the collected 
��j����� ���m�l �������. P���� �f ��� f���� �����m��� ���� 
frozen in liquid nitrogen and stored at -80˚C for total RNA, 
total DNA and protein isolation. Other parts were fixed in 4% 
paraformaldehyde and embedded in paraffin for histological 
�������� ��� �mm�����������m���l �������g. I� ��������, 
��g��y ����ff��-�mb����� ��l������l ��m�� ������� ���� 
�b������ f��m ��� C����� H������l �f S������ P������� f�� 
�mm�����������m���l �������g. C���� ���� ���g�� ��������g 
�� ��� D�k��' �l����f������� �y���m. N��� �f ��� �������� 
�������� ���m�������y �� �����������y ����� �� ���g��y. 
T�� ����y ��� �������� by ��� l���l E����� S�������� �f 
��� I�����������l R����� B����. P����l�g���l ���g����� ��� 
b���� �� ��� m�����l�g�� m���������� f������� �f ��m�� 
��ll� by H&E �������g.

Immunohistochemistry. Imm�����������m���l ���m������� 
was performed on paraffin-embedded tissue sections. The 
�������� ���� ������� �� �yl��� ��� �mm����� �� g����� 
������l ������ ��� �����ll�� �����. Imm�����������m���l 
�������g ��� ���f��m�� ����g ��� ������-b����� ���������� 
��m�l�� (ABC) m�����, ��������g �� ��� m���f�������'� 
������������. T�� ���m��y ����b��y f�� RGM� (Ab��m) 
��� ��l���� �� 1:200. T�� ���m��y ����b��y ��� �m����� 
�� � ��g����� ������l f�� ��� �mm����������g. T�� ������ 
�����m��� ���� ������ ��������ly by ��� �����l�g���� 
����� ���bl�-bl��� ����������. T�� �mm������������y ����� 
�y���m ��� b��� ��������ly ������b�� (14).

RNA isolation and quantitative RT-PCR. T���l RNA f��m 40 
������� ��� ��j����� ���m�l ��l������l ������� ��� ��������� 
����g TRIz�l (I������g��) ��������g �� ��� m���f�������'� 
������������. T�� y��l� �f ��� ��������� RNA ��� �����m���� 
by m�������g ��� ������l ������y �� 260 �m. T���l RNA ��� 
�������������b�� ����g ��� R�����A��™ F���� S����� �DNA 
Sy������� k�� (F��m�����) ��������g �� ��� m���f�������'� 
instructions. PCR amplification and detection of the PCR 
amplified gene products were performed with the SYBR-
G���� PCR m����� m�� (T���g�� B������). R��l-��m� PCR 

��� ���f��m�� �� ��� M������y�l�� �� ���l�l�� (E�������f). 
The reaction cycle consisted of a hot start at 95˚C for 10 min, 
then 30 cycles of denaturation at 95˚C for 30 sec and extension 
at 65˚C for 30 sec. Levels of mRNA expression were quanti-
fied after normalization with endogenous control GAPDH 
����g ��� 2-∆∆CT m����� (15). T�� ���m�� ��q������ ���� f�� 
PCR ���� �� f�ll���: GAPDH, 5'-����gg����g�gg��gg����-3', 
5'-g��g�gg��ggg��g��g����-3' (������� ��z�, 132 b�); RGM�, 
5'-��ggg�g�gg���g�gg�����g-3', 5'-g�g��g�����g�gg�����g�-3' 
(������� ��z�, 153 b�). E�����m���� ���� ���f��m�� �������-
����ly f�� ���� ��m�l� ��� �� l���� 3 ��������l ���l������ ���� 
��� f�� ���� ������� ��m�l� ��� ������l�.

Western blot analysis. F�� ������� ����������, ���� ��m�l� ��� 
��� ���� ������ �� l�q��� �����g�� ���� � ���-���l�� m����� 
��� ����l�. T�� ������ ������ ���� ��������� ����g ly��� 
buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 
0.25% sodium deoxycholate; 1 mmol/l EDTA; 1 mmol/l 
phenylmethlsulfonyl fluoride; 1 mmol/l Na3VO4 ��� 1 mm�l/l 
NaF) and incubated at 4˚C for 30 min, followed by centrifuga-
tion at 10,000 x g at 4˚C for 20 min. P������ �������������� ���� 
���� m������� ����g ������� ����y k��� (B��-R�� L�b���������). 
N���, ��� ������� ly����� ���� ����l��� by SDS-PAGE, ��� 
then transferred onto polyvinylidene difluoride membranes 
(GE H��l������ B����������), bl��k�� ���� PBS ���������g 
0.2% Tween-20 and 5% non-fat dry milk, and incubated with 
� ���m��y ����b��y �g����� RGM� (1:1,000) f��m Ab��m. 
A���b��y b�����g ��� �����l�� by ����b����� ���� �����-
������ ����������-���j�g���� ��������y ����b����� ��� �� 
ECL Pl�� �mm���bl�����g ��������� �y���m (GE H��l������ 
Biosciences). Signals were quantified using the NIH ImageJ 
1.63 S�f�����.

Quantitative DNA methylation analyses. G���m�� DNA ��� 
��������� f��m 40 ������� ��� ��j����� ���m�l ��l������l 
������� by � ������ DNA k�� (Q��g��) ��������g �� ��� m���-
f�������'� ������������. T�� ������������� ��� �����y �f ��� 
DNA ���� �����m���� by �b���b���� �� 260 ��� 280 �m. 
A ����l �f 200 �g g���m�� DNA f��m ���� ��m�l� ��� 
bisulfite-treated with the Methylamp DNA Modification 
kit (Epigentek). The quality of the bisulfite conversion 
��� ������ll�� by ����g PCR ��������. T�� S�q����m 
M���ARRAY �l��f��m ��� ���� �� ���f��m ��� q����������� 
m���yl����� ���ly��� �f RGM�.

T��� �y���m ���� m�����-�������� l���� ����������/����z�-
���� ��m�-�f-fl�g�� (MALDI-TOF) m��� �������m���y �� 
combination with RNA base-specific cleavage (Mass Cleave). 
A �������bl� ������� �� ���� ���lyz�� f�� ��� m���yl����� ������. 
W� ���lyz�� ��� RGM� ���m���� ��g��� (F�g. 1A) ��� ��l����� 
��� f��gm���� �� ��� C�G ��l����. T�� f�ll����g ���m��� ���� 
designed: the first is (5'-aggaagagagAGTTTAGGGAAGGAT 
TTTTGTTGTG-3' ��� 3'-��g������g����������ggg�g��gg�� 
AAATTAAAACCACATCTCTAAAAACCA-5') �� �m�l�fy 
b��� ����� -1428 �� -1121 �f ��� RGM� ���m���� (F�g. 1B). T�� 
������ �� (5'-�gg��g�g�gGAGTTTTTTTGAGATTTTTG 
GAGAA-3' ��� 3'-��g������g����������ggg�g��gg��ACT 
ATTTCACAACAAAAATCCTTCC-5') �� �m�l�fy b��� ����� 
-1153 �� -674 �f ��� RGM� ���m���� (F�g. 1C). T�� ������� 
m���yl����� ������ ���� g�������� by E��TYPER S�f����� 
������� 1.0 (S�q����m, I��.).
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Statistical analysis. D��� ���� ��������� �� ��� m��� ± SD. 
T�� ������ �-����, ���-��y ANOVA ��� M��� W�����y U ���� 
��� K���k�l-W�ll�� ���� ���� ���l��� f�� ����������l ���ly��� by 
using the SPSS software (11.0 versions). Statistical significance 
��� ��� �� P<0.05.

Results

Immunohistochemical staining of RGMa in normal adjacent 
colorectal tissue and colorectal cancer tissue. I� ��� ������� 
����y, �� ���f��m�� �mm����������g �f 120 ��l������l ��m�� 
��m�l�� ��� 40 ��j����� ���m�l ��l������l ������ ��m�l��. 
C�ll�l�� �������g f�� RGM� ��� �������� �� b��� ��� m�mb���� 
��� ��� �y���l��m (F�g. 2). B���� �� ��� ������g �y���m �f 
�mm����������g, ����������l ���ly��� �����l�� � ��g��f����� 
�������� �f RGM� ���������� �� ��l������l ������� ��m����� 
���� ���m�l ������ (P<0.01) (T�bl� I). M��� �m�������ly, ��� 
l���� ���������� �f RGM� ��� �l���ly ��l���� ���� ��m�� ���g� 
(T�bl� I). M�������, ��� �������� �f RGM� f��m D�k��' ���g� 
A to D was also significant (P<0.01). T���� ����l�� �������� 
���� ��������� ���������� �f RGM� �� ���������� ���� ��m�� 
���g�������.

Quantitative analysis of RGMa expression in colorectal 
cancer tissues and matched normal tissues by real-time 
PCR and western blot analysis. I� ��� ����y, �� ���f��m�� 
q����������� ���ly��� �f mRNA ��� ������� ���������� l���l� 
�f RGM� �� 40 ��l������l ������ ������� ��� m������ ��j����� 

F�g��� 1. S���m���� ���g��m �f ��� RGM� ���m���� ��� ��� ��q������ 
f�� ��� S�q����m M���ARRAY �l��f��m ���ly���. (A) M�� �f ��� RGM� 
���m����, ��������� �f C�G (�������l b���) ��� f��gm���� f�� m���yl����� 
����y; (B) ��� ��q����� ���������� � 479 b� f��gm��� (f��gm��� 1, b��� ����� 
b������ -1153 �� -674) �� ��� ���m���� �f RGM�; (C) ��� ��q����� ���������� 
� 307 b� f��gm��� (f��gm��� 2, b��� ����� b������ -1428 �� -1121) �� ��� 
���m���� �f RGM�. T�� ��mb��� ��f�� �� ��� l������� �f ��� C�G ����� ��� 
��� �����l����g� ��g�l�g�� ��� C�G ����� ���l����g m��� ���� ��� C�G ���� 
������ �� ��� ��m� ��m�. 

F�g��� 2. RGM� ���������� by �mm�����������m���l �������g. (A) A�j����� ���m�l ��l������l ������; ��l������l ������ ������ ���� (B) D�k��' ���g� A; (C) 
D�k��' ���g� B; (D) D�k��' ���g� C ��� (E) D�k��' ���g� D.
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���m�l �������. R��l-��m� PCR ��� ���� �� ������ ��� mRNA 
l���l� �f ��� RGM� g���. Am��g ��� 40 ��m�l�� �f �l�����l 
�����m���, 33 ��m�l�� �f ��l������l ������ ������� ������ 
l���� ���������� ���� �� ��j����� ���m�l �������; 7 ��m�l�� �f 

��l������l ������ ������� ������ ��g��� ���������� ���� �� ��j�-
���� ���m�l �������. C�m����� ���� ��� ���m�l �������, RGM� 
���������� ��� ��g��f�����ly ��g��� �� ��� ��m��� (P<0.01) 
(F�g. 3A). S�b��q����ly, �� �������g���� ������� ��� ���������� 

T�bl� I. R�l��������� b������ ��m�� RGM� ���������� ��� �l�����l ���������������.

 RGM� ����������
 ------------------------------------------------------------------------------------------------------
C�������������� � - + ++ +++ P-��l��

T���l 120 9 33 47 31
G�����      0.150�

  M�l� 65 4 22 26 13
  F�m�l� 55 5 11 21 18
Ag�      0.834�

  ≥60 81 7 22 29 23
  <60 39 2 11 18 8
T�m�� ����      0.073b

  A�������g ��l�� 45 5 8 17 15
  T��������� ��l�� 9 0 3 2 4
  D��������g ��l�� 3 0 2 1 0
  S�gm��� ��l�� 57 4 19 26 8
  R����m 6 0 1 1 4
D�k��' ���g�      0.006b

  A 30 1 8 15 6
  B 30 0 6 11 13
  C 30 3 7 12 8
  D 30 5 12 9 4

�T�� M���-W�����y ���� ��� ���l���; bthe Kruskal-Wallis test was applied. P-value in bold denotes significant difference.

F�g��� 3. R��l-��m� PCR ��� ������� bl�� ���ly��� ���lyz�� ��� ���������� �f RGM� �� ��l������l ������ ��� ��j����� ���m�l ��l������l �������. (A) Q�������-
���� RGM� mRNA ���������� �� ������ ��m�� ������� ��� ��j����� ������� f��m 40 �����; (B) q����������� ���ly��� �f RGM� mRNA �� ��j����� ������� (�=40), 
��m�� ������ ���� D�k��' ���g� A ��� B (�=20) ��� ��m�� ������ ���� D�k��' ���g� C ��� D (�=20); (C) ������� bl�� ���ly��� ��� RGM� ������� ���������� �� 
��m�� ������� ��� ��j����� ���m�l �������. T, ��m�� ������; N, ��j����� ���m�l ������.
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�f RGM� �����l���� ���� ��m�� ���g�������. O�� ���� ������ 
���� RGM� ���������� g�����lly ��������� f��m D�k��' ���g� 
A to stage D and there was a significant difference between 
D�k��' ���g� A + B ��� ���g� C + D (P<0.01) (F�g. 3B). A� f�� 
RGM� ������� ����������, ������� bl�� ���ly��� ������ ���� 
RGMa protein levels decreased significantly in tumor tissues 
��m����� ���� ��j����� ���m�l ������� (F�g. 3C). T���� ����l�� 
���� ���������� ���� ��� �mm�����������m����y ����l��.

DNA hypomethylation in colorectal cancer. T�� m���yl����� 
l���l �f C�G ����� �f ��� RGM� ���m���� ��� ���l����� by ��� 
S�q����m M���ARRAY �l��f��m. T���� ���� 2 DNA f��g-
m���� ���lyz�� �� ��� ����y. I� f��gm��� 1 (-1153 ��-674), � 
����l �f 27 C�G ����� ���� ������� ���� 19 C�G ����� (F�g. 1B). 
I� f��gm��� 2 (-1482 �� -1121), � ����l �f 9 C�G ����� ���� 
divided into 7 CpG sites (Fig. 1C). Significantly higher levels 
�f �y���m���yl����� �� ��� ���m���� ��g���� �f RGM� ���� 
�b������ �� ��l������l ������ �������, �� ��m����� ���� ���� 
�� ��j����� ���m�l ��l������l ������� (P<0.01) (F�g. 4A). T� 
f������ �����m��� ������� ��� l���l �f m���yl����� �f RGM� 
��� ��l���� �� ��m�� ���g�������, �� ��m����� ��� m���-
yl����� l���l �f RGM� �m��g ��l������l ������ ������� f��m 
D�k��' ���g� A �� ���g� D. T�� ����l�� ������ ���� ��� m���-
ylation level of RGMa was significantly higher in Dukes' stage 
C ��� D ��m����� ���� ��� D�k��' ���g� A ��� B (P<0.01) 
(F�g. 4B). T���� ���� ��gg��� ���� �y���m���yl����� �� ��� 
RGM� g��� ���m���� m�y b� ���������� ���� ��� ����l��m��� 
��� ���g������� �f ��m�� ��l������l ������.

I� ��������, �� �l�� ���lyz�� ��� m���yl����� l���l �f 
���� C�G ���� �� ��l������l ������ ������� ��� ���m�l �������. 
M���yl����� l���l� ������ �� ��ff����� C�G �����. I� ���m�l 
tissues, the lowest methylation level (5.45%) was located at the 
site 1 in fragment 1, and the highest methylation level (32.13%) 
��� l������ �� ���� 9 �� f��gm��� 1. O� ��� ����� ����, �� ��m�� 
tissues, the lowest methylation level (10.73%) was located at 
site 1 in fragment 1 and the highest methylation level (71.32%) 
��� l������ �� ����� 5 ��� 6 �� f��gm��� 1. C�m����� ���� 
adjacent normal tissue, dramatic methylation modification was 
�b������ �� C�G ����� 3, 5 6 ��� 9 �� f��gm��� 1 ��� C�G 
����� 1, 2, 3, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 25 ��� 26 �� f��gm��� 2; �� 
significant change in the methylation levels was observed at 
C�G ����� 6, 17 ��� 27 �� f��gm��� 2 (F�g. 4C).

Discussion

RGM�, � m�mb�� �f ��� RGM f�m�ly, ��� ���g���lly ������-
���� �� � ��ll ���f��� ������� ���� k�y ����l��m����l ��l�� 
�� ��� ������� �y���m (16). I� ������l �������, RGM� ��� 
����g�� �� b� �� �����l g������� m�l���l� ����� f������� 
��� �� ��g�l��� �����l�� �����l ��b� �l�����, ����b�� ������� 
���g����� ��� �������l ������ b�������g, ��� ��� f��m����� 
�f m����� �y������ (17-20). B�����g �� ��� �������� ���g����, 
RGM� ���l� ������ ��� ���������� �f ��� RHOA-ROCK1/���-
k����� ���g�l��g ������y �����g� ��� UNC5bB-AGHGEF12/
LARG-PTK2 �������, l�����g �� ��ll���� �f ��� �������l 
g����� ���� ��� ������� ���g����� ����b����� (21). I� ��������, 

F�g��� 4. Q����������� ���ly��� �f m���yl����� l���l� �� ��l������l ��m�� ��� ��j����� ���m�l ��l������l ������� by M���ARRAY. (A) Q����������� ���ly��� �f 
RGM� m���yl����� l���l� �� ������ ��m�� ������� ��� ��j����� ������� f��m 40 �����; (B) q����������� ���ly��� �f RGM� m���yl����� l���l �� ��j����� ������� 
(�=40), ��m�� ������ ���� D�k��' ���g� A ��� B (�=20) ��� ��m�� ������ ���� D�k��' ���g� C ��� D (�=20); (C) m���yl����� l���l �f C�G ����� �� RGM� g��� 
�� ��m�� ������� ��� ��j����� �������.
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RGMa could also lead to HRAS inactivation by influencing 
��� HRAS1-PTK2-AKT1 ��g��l��g ������y (6). R�����ly, 
RGM� ��� b��� �m�l������ �� ��� BMP ��g��l��g ������y 
�����g �� � ��-��������� �f BMP (3,9,22,23). BMP�, m�mb��� 
�f ��� TGF-β superfamily, were originally identified as mole-
��l�� ���� ������� b��� ��� �����l�g� f��m����� ��� ��� ��� 
���������� �� b� m�l��f��������l �y��k����, �l�y��g �� �m���-
tant role in the cancer (24,25). BMPs have been confirmed 
�� b� ����l��� �� ��� ����l��m��� ��� ���g������� �f ������� 
m�l�g�������, ���l����g b�����, ��������, l��g ��� ��l������l 
������. I� ��l������l ������, �� ��� b��� ��m��������� ��� BMP 
���� �� � ��m�� ���������� �� ������ ��������� ��� �� �������� 
������ ��ll �������� �� ���m�������y (26-28). C�ll������ly, 
��� �������g ���� ��gg��� ���� RGM� ��� � ���l ��l� �� b��� �� 
�����l g������� m�l���l� ��� � ��-�������� �f BMP ��g��l��g. 
T� ����, ��ly � f�� ������� ���� �������g���� ��� ���������� ��� 
f������� �f RGM� �� ������. L� et al �������� ���� RGM� �� 
������g�l���� by DNA m���yl����� ��� �� ����l��� �� ������ 
���l�f�������, m�g������ ��� �������� ��� �� ��� �������� �� 
DNA-��m�g��g �g���� �� ��l������l ������ (13). Ab������ 
���������� �f RGM� ��� b��� �b������ �� b����� ������ ��� 
��� b��� ���������� ���� ������ ���g������� ��� ���� ���g-
����� (29). H������, ��� ������� f������� �f RGM� �� ������ 
��m���� ��k����. F������m���, �� �� ���ll ���l��� ������� ��� 
���������� l���l ��� ���m���� m���yl����� l���l �f RGM� �� 
��l���� �� ��m�� ���g������� �� ��l������l ������.

I� ��� ������� ����y, �� �������g���� ��� ���������� �f 
RGM� by �mm�����������m����y �� 80 ����� �f ��m�� 
��l������l ������ ��m�l��. W� �l�� ���lyz�� ��� mRNA ��� 
������� l���l� �f RGM� �� 40 ��l������l ������ ������� ��� 
m������ ���m�l ��j����� �������. T�� ����l�� ������ ���� 
RGM� mRNA ��� ������� ��� �b������ly ��������� �� ���m�l 
��l������l �������; RGM� l���l� ��������� �� ��l������l ������ 
��m����� ���� ���m�l ��j����� ���m�l ��l������l ������� f��m 
��� ��m� ���������l (P<0.01). M�������, �� ��m��������� ���� 
RGM� mRNA ��� ������� l���l� ���� m��� ��g��� �� �������� 
���� D�k��' ���g� A ��� B ���� ���� ��� D�k��' C ��� D. 
F������m���, ��� RGM� ���������� l���l� �� ������ ������� 
������ � ��g����� �����l����� �� ��m�� ���g�������, �l����g� 
RGM� ���������� ��� ��� ��g��f�����ly ��ff����� b������ 
�������� ���� D�k��' C ��� D. S�m�l�� ����l�� ���� �b������ 
by ������� bl�� ���ly��� ��� �mm�����������m����y. B������ 
�f ��� �l��� ��l����� b������ D�k��' ���g��g ��� ���g�����, 
����� ����l�� �������� ���� RGM� m�y ��� �� � ��������l m��k�� 
of colorectal cancer diagnosis and prognosis. This is the first 
����y �� ���� ���� �� ��l������l ������ ���������� �f RGM� �� 
��l���� �� ��m�� ���g�. W������ ���������� �f RGM� �� ��l���� 
�� ��m�� ��ll ��ff����������� ��� ��m�� m��������� ��m���� �� 
b� �l��������.

P������� ������� ���� ���f��m�� ���� ��������������l 
��l�����g �f ��m�� ���������� g���� by �b������ m���yl����� �f 
C�G ��l���� �l�y� � ������l ��l� �� ��� ����l��m��� �f ������� 
������� (30). M��y g���� ����l��� �� ��� ��g�l����� �f ��ll 
�y�l�, ������ ��������, DNA ������ ��� ��������� ���� b��� 
����� �� b� ����������� by ���� �y�� �f ���g������ m�������m. 
C��������� ���� ����� ����, ��� ����l�� f��m q����������� m���-
yl����� ���ly��� �f RGM� by ��� S�q����m M���ARRAY 
�l��f��m ��� by ���l-��m� PCR �l�� ������ ��� ��l����� 
b������ ��� RGM� m���yl����� ������ ��� ��� ���������� �� 
��l������l ������ ������. M��y ������� ���� ���m���� ��� 

methylation status of specific genes in the progression stage of 
cancer. In our study, it was confirmed that RGMa methylation 
������ �� ��j����� ���m�l ������ ��� ��m�� ������ �f ��l������l 
������. H������, ��� m���yl����� f��q����y �� ��� ��m�� 
tissue (26.86%) was much higher than that in the normal tissue 
(18.26%). In tumor tissue, the methylation frequency of RGMa 
in specimens of Dukes' stage C and D (30.63%) was higher 
than those of Dukes' stage A and B (23.10%). This result 
��gg���� ���� RGM� m���yl����� ��������� ���� ��� ���g���-
���� �f ��l������l ������ ��� �� ��l���� �� ��� ����l��m��� �f 
��l������l ������.

I� ����l�����, ��� ������� ����y �����l�� ���� RGM� ��� 
�b������ly ��������� �� ��l������l ������ ��� ��� ���������� 
l���l� ���� ������g�l���� �����g ��m���g������ ��� ��m�� 
���g�������. M�������, �� ��m��������� ���� DNA m���yl�-
���� ��� ����l��� �� ��� ��g�l����� �f ��� ���������� �f RGM� 
��� ��� m���yl����� f��q����y �f RGM� ��� �l���ly ��l���� �� 
��l������l ������ ����l��m��� ��� ���g�������. D����m������� 
�f ��� ���������� l���l ��� m���yl����� f��q����y �f RGM� �� 
��l������l ������ ������� m�y ������ �� ���ly ���g����� ��� f�� 
���l�����g ������� ���g�����.
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