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PRODUKTY GENOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Choroby nowotworowe, jedna z gtéwnych przyczyn $mierci nowoczesnych
spoteczenstw, zdaje sie wchodzi¢ w nowg ere badan. O ile dotychczasowe badania
dotyczyty gtéwnie pozaustrojowych czynnikéw kancerogennych, to obecne bada-
nia ukierunkowuja sie na podatnos¢ lub odpornosé organizmmu na powstawanie
procesu nowotworowego. Sg to badania skoncentrowane na molekularnych
czynnikach wlasnych organizmu, pobudzajgcych wzrost nowotworowy, lub ha-
mujacych ten proces. Obecnie przyjmuje sie, ze do powstania procesu nowotwo-
rowego przyczynia sie z jednej strony nadmiar czynnikéw pobudzajgcych wzrost
nowotworowy lub z drugiej strony— niedobdr czynnikéw hamujacych ten proces.

ONKOGENY

Liczbe onkogendw, czyli czynnikow wptywajacych na powstanie raka okresla
sie obecnie na ponad 100. Powstaje pytanie — skad sie biorg onkogeny i czym
one sg? Badanie genomu cziowieka wykazato, ze zawiera on znaczng liczbe
proto-onkogendéw (czyli substancji, z ktérych moga powstawac¢ onkogeny), kto6-
rych rola w organizmie nie zostata do konca wyjasniona, a ktére pod wptywem
mutacji, powodujacej ich uaktywnienie, moga spowodowaé¢ powstanie raka.
Najczestszym zrédiem powstania onkogenéw sa prawdopodobnie retrowirusy,
to jest wirusy, ktorych informacje genetyczna stanowi RNA, a nie DNA. Z kolei,
dzieki odwrotnej transkryptazie RNA wirusa ulega transkrypcji na DNA, naste-
pnie jest wbudowany do DNA cziowieka jako jego integralny skiadnik genomu;
podczas podziatu komorki sktadnik ten ulega powielaniu (reduplikacji) i podob-
nie jak macierzysty, komérkowy DNA przechodzi do komoérek potomnych.
Z reguly ten fragment DNA, stanowigcy tak zwany proto-onkogen, nie jest
aktywny i nie powoduje zadnej choroby do czasu, kiedy wskutek mutacji
dochodzi do jego uaktywnienia i produkcji biatek zawartych w genomie wirusa,
powodujacych proliferacje i transformacje nowotworowg komorki. Najczesciej
wystepujgce onkogeny retrowirusowe przedstawiono w tabeli L

Réwniez DNA-wirusy moga dziata¢ kancerogennie poprzez swoje produkty.
Do najlepiej poznanych nalezg; adenowirusy, wirusy papova i opryszczki. Trans-
formujacy region wiruséw polyoma koduje 3 biatka, skladajace sie na duzy,
Sredni i maty antygen T, z tego duzy antygen T powoduje nieograniczony wzrost
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Tabela 1.
Onkogeny retrowirusowe | Ich homologi komérkowe
Retrowirusowe Biatko wirusowe Homolog Nowotwor Gatunek
komorkowy
u-sis p28ds tancuch B miesak matpa wetnista
(Simian sarcoma PDGF
virus)
V-src pp60vsrc pp60vsrc miesak kura
(Rous sarcoma
virus)
v-fes pgggagfes p92ces miesak kot
(St-feline
sarcomavirus)
v-abl 120gag-ahl p150cabl biataczka mysz, kot
(Abelson Murine
leukemia virus)
v-erbA gP65erbA skrdcony receptor erytroleukemia kura
(Avian EGF
erythroblastosis
virus)
v-erbB gP65erbB skrécony receptor miesak kura
(Avian EGF
erythroblastosis
vims)
v-myc piOlgag-myc p58cmyc rak, miesak, kura
(Avian szpiczak
myelomatosis
virus)
v-H-ras p2lwtHares P2jCHerras miesak, mysz, szczur
(Harvey murine eiytroleukemia
sarcomavirus)
v-K-ras P21v Kras p21cKras miesak, mysz
(Kirsten murine erytroleukemia
sarcomavirus)
v-N-ras p21cNras neuroblastoma, cztowiek
biataczka,
miesak

Ro6znorakie dziatanie komérkowych onkogenéw:

p58c-niyc — reguluje transkrypcje, powoduje unie$miertelnienie i transformacje (nowotworowa) komérek w hodowli
p2lclla-ras — wigzac GTP lub GDP poprzez ich hydrolize reguluje aktywno$¢ kinazy adenylanowej — hydroliza powoduje
inaktywizacje biatek ras, zwigzanych z btong komérkowa— nastepuje zahamowanie bodzcéw przezbtonowych cyklazy
adenylanowej ze zniesieniem aktywnosci kinazy tyrozynowej. Mutacja p21 (w poz. 12) z powodu niemoznosci hydrolizy
powoduje state zwigzanie G TPz btong komérkowa, powodujac permanentng aktywacje cyklazy adenylanowej, prowadzaca do
powstania raka pecherza moczowego.

z jednoczesnym zmniejszeniem zapotrzebowania na czynniki wzrostu, Sredni
wptywa na transformacje nowotworowa, natomiast rola matego antygenu niejest
znana. Podobnie duzy antygen T wirusa SV40 wptywa réwniez na transformacje
nowotworowg komoérek.

Gtowne mechanizmy dziatania proto-onkogenéw sprowadzajg sie do fosforylacji
bialek odgrywajacych podstawowa role w cyklu komérkowym; do wplywu na
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transmisje sygnatéw dla C2ynnosci komoérek (np. onkogeny ras, ktére w niekon-
trolowany i permanentny sposéb powodujg state pobudzenie komoérki do prolifera-
cji) oraz do wptywu na transkrypcje DNA, czyli aktywacje genéw (np. proto-onko-
geny myc, Jos, jurt, myb i inne). Oddzielng grupe czynnikéw powodujacych proces
nowotworowy stanowi nadmiar czynnikoéw wzrostu (np. EGF, PDGF, NGF, interleu-
kiny i wiele innych) lub niedobér produktéw gendéw przeciwnowotworowych, kto-
rych giéwni przedstawiciele wplywajag na ten proces poprzez cykl komdrkowy
(Bishop 1991, Cross i Dexter 1991, Cantley iwspotaut. 1991).

CYKL KOMORKOWY

Najbardziej charakterystycznag cechg wzrostu nowotworowego jest niepoha-
mowana proliferacja okreslonej grupy komérek, nie poddajgca sie mechanizmom
kontrolnym i prowadzgca kosztem innych komoérek do wyniszczenia organizmu
i Smierci. Sgwprawdzie jeszcze inne cechy wzrostu nowotworowego, jak zdolnos¢
do tworzenia przerzutéw, kiedy komérki odrywajace sie od pierwotnego nowo-
tworu przechodza do réznych narzadéw, w ktérych réwniez ulegajg nadmiernej
i niekontrolowanej proliferaciji.

Proliferacja normalnych komorek odbywa sie w bardzo ztozonym procesie,
zwanym cyklem komérkowym, odbywajacym sie w miare potrzeby pod Scista
kontrolg mechanizméw regulacyjnych, pozwalajacych jedynie na uzupetnienie
powstatych ubytkéw. Proliferacja komorek, podobnie jak ogolna przemiana
materii, nalezy do niezbednych atrybutéw zywych tkanek. Sposrod komoérek
normalnego wielokomorkowego organizmu jedne sg krotko zyjace (np. komoérki
krwi zyjace niekiedy do kilku godzin, dni lub miesiecy — brak proliferacji tych
komoérek w krétkim czasie musi prowadzi¢ do Smierci catego organizmu —
przyktadowo erytrocyty zyja w najlepszym razie tylko do 3 miesiecy i stad brak
proliferacji erytrocytéw w ciggu niecatych 3 miesiecy musiatby prowadzi¢ do
Smierci organizmu). Inne komorki dzielg sie, czyli proliferujgjedynie wyjatkowo
(typowym przyktadem sg komarki watroby, ktére proliferujg dopiero na skutek
wyciecia czesci komorek watrobowych, przy czym proliferacja tych komoérek
odbywa sie tylko dopéty, dopdki nie nastapi przywrocenie pierwotnej wielkosci
i ksztaltu watroby, po czym dotad nie znane czynniki kontrolne zatrzymuja
dalsza proliferacje tych komorek) i wreszcie zroznicowane komorki nerwowe,
ktére nigdy nie proliferuja.

Wiasciwe poznanie cyklu komorkowego umozliwito odkiycie w 1971 roku
czynnika dojrzewania MPF (maturation promoting factor). Istota tego odkrycia
polegata na wykryciu czynnika dojrzewania oocytéw dla umozliwienia ich za-
ptodnienia, a ktérych mejoza zostata zatrzymana we wczesnym okresie zycia
ptodowego (okoto 3-go miesigca zycia ptodowego), za$s normalne, stopniowe
koriczenie mejozy nastepuje dopiero po okresie pokwitania. W 1982 roku
wykryto produkt genu cdc2 (od cell division cycle) w postaci biatka p34cdc2, ktére
w 1987 roku zostato zidentyfikowane jako kinaza biatkowa, przenoszaca grupy
fosforanowe z ATP na rézne biatka. Poniewaz poziom p34 2 podczas catego
cyklu jest staly, zaczeto poszukiwania czynnika ulegajacego okresowym zmia-
nom w poszczegoélnych fazach cyklu komérkowego. Czynnikiem tym okazato sie
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by¢ dos¢ przypadkowo wykryte biatko cyklina— tworzace kompleksy z p34cdc2
— ulegajace okresowej degradacji pod koniec cyklu komérkowego, a nastepnie
ponownej syntezie, umozliwiajgc rozpoczecie nowego cyklu komoérkowego. Sto-
sujac kompletny MPF na nie zaptodnione jaja zab Xenopus udato sie catkowicie
zrekonstruowac cykl komaérkowy in vitro. Termin MPF wychodzi obecnie z uzycia
i jest zastepowany okresleniem CDK (ang. cyclin dependent kinase) z dodatkiem
odpowiedniej cykliny, na przyktad D1-CDK4, E-CDK2, A-CDK2 i B-CDK1.

Dla zrozumienia mechanizméw i sposobu dziatania genéw przeciwnowotwo-
rowych i ich produktéw jest konieczne zapoznanie sie z przebiegiem cyklu
komorkowego, w ktorym produkty tych genéw odgrywaja istotng role (iyc. 1).
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Kluczowa role w przebiegu cyklu komorkowego odgrywa kinaza p34cdc2, skom-
pleksowana z odpowiednig cykling. Poczgtkowo sadzono, ze istnieje tylko jedna
cyklina, rychto jednak przekonano sie, ze prawdopodobnie kazda faza cyklu
komaorkowego jest aktywowana przez swoistg cykline. Najwiecej trudnosci spra-
wiato poznanie czynnikéw potrzebnych do rozpoczecia cyklu, czyli STARTuU.
Dopiero ostatnio okazato sie, ze czynnikami tymi u ssakoéw sg cykliny z grupy
D, gtownie cyklina D 1 (u drozdzy cykliny CLN-3). Cyklina D 1jest najprawdopo-
dobniej identyczna z onkogenem bél-1, to jest czynnikiem, ktorego nadmiar
powoduje powstanie chtoniakow typu B. Z kolei cykliny D2 i D3 hamujgc proces
réznicowania komérek wptywaja na dodatkowg ceche procesu nowotworowego,
polegajaca na zahamowaniu réznicowania sie komoérek. Poza tym aktywatorami
cyklu komarkowego sg rowniez dawniej poznane czynniki, jak wielkos¢ komorki,
sktadniki odzywiania, czynniki wzrostu EGF, PDGF, NGF i inne.

W poczatkowej fazie cyklu komérkowego sa niezbedne cykliny E i A, ktére
tworzg wraz z p34cdc2 odpowiednie kinazy zalezne od cyklin E-Cdk2 i A-Cdk2
(ang. cyclin dependent kinase). Napromienianie promieniami gamma ludzkich
fibroblastow w fazie G1 powoduje zatrzymanie cyklu komdérkowego przed wystg-

Ryc. 1. Schemat dziatania cyklu komdérkowego. Mechanizm napedowy cyklu (przedsta-
wiony w postaci kola grubych strzatek): w fazie G1 pod wpltywem syntezy cyklin A i E
oraz ich asocjacji z p34cdc2 powstaje nieaktywny pre-MPF (tyrozyna w poz. 15 i treonina
w poz. 14 ulegty fosforylacji); pod wptywem réznych czynnikoéw (sktadniki odzywiania,
czynniki wzrostu itp.) oraz niektorych cyklin (np. CLN1-3 u drozdzy) wystepuje ,start”
inicjujacy replikacje DNA; czynniki fosforylujace (produkty genéw weel i miki) hamujg
postepowanie cyklu, umozliwiajgc synteze DNA, natomiast pod wpltywem czynnikéw
defosforylujacych (fosfataza cdc25) i asocjacji cykliny B do p34cdc2 nastepuje przejscie
pre-MPF w aktywny MPF, powodujacy przejscie cyklu z fazy G2 do fazy M, w ktorej pod
wptywem fosforylacji nastepuje wytworzenie wrzeciona mitotycznego, kondensacja chro-
mosomow i degradacja otoczki jadrowej; z kolei nastepuje pod koniec fazy M rozpad
cykliny B, powodujacy inaktywacje MPF, aw nastepstwie wyjscie cyklu z fazy M do fazy
G1 zjednoczesng defosforylacjg wywotujgca segregacje i dekondensacje chromosomow,
degradacje wrzeciona oraz reorganizacje otoczki jadrowej, po czym moze wystapic
nastepny cykl komoérkowy. Wewnetrzny mechanizm kontrolny cyklu (wpisany do kola
w $rodku schematu): na zasadzie sprzezenia zwrotnego w fazie GI/S zmutowany DNA
powoduje zatrzymanie cyklu (przy wspoétudziale p53), réwniez na przejsciu z fazy G2/M
nieukoniczona synteza DNA powoduje zatrzymanie cyklu (takze przy wspétdziataniu
z p53); zaburzenia organizacji wrzeciona mitotycznego, kondensacji chromosomoéw
i degradacji otoczki jadrowej powoduja zatrzymanie cyklu na zasadzie sprzezenia zwrot-
nego w fazie M, podobniejak na tej samej zasadzie zaburzenia segregacji i dekondensacji
chromosomow, degradacji wrzeciona mitotycznego i reorganizacji otoczkijgdrowej powo-
dujg zatrzymanie cyklu w poczatkowej fazie Gl. Czynniki kontrolne spoza cyklu (na
rysunku na zewnatrz kola grubych strzatek): pIO5Rb — aktywne w postaci hipofosfoiy-
lowanej w fazie G| — hamuje proliferacje komadrek, po czym hiperfosfoiylowane, nieak-
tywne az do konca cyklu umozliwia proliferacje komorek; p53 — straznik prawidtowego
genomu — hamuje cykl komorkowy w fazie GI/S w przypadku zmutowanego DNA lub
w fazie G2/M w przypadku niezreplikowanego DNA, aktywuje geny hamujace proliferacje
komorek, w przypadku zmutowanego DNA moze spowodowac apoptoze komoérki; zmu-
towany p53 moze prowadzi¢ do kancerogenezy. Czynnik transkrypcji E2F jest silnie
zwiagzany z cyklem, dziatajac w kompleksie z p53, cykling A i plO5Rb.

Cykliny — A, B, E; grupy fosforanowe — P; tyrozyna — Y; treonina— T.
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pieniem fazy S (w fazie S nastepuje reduplikacja DNA). Blok tej fazy jest
spowodowany inaktywacja kinaz E-Cdk2 i A-Cdk2, spowodowang skomplekso-
waniem z odpowiednimi inhibitorami, indukowanymi przez biatka inhibitorowe
p21 i p53.

Wskutek syntezy cyklin A i E oraz tgczenia sie ich z kinaza p34cdc2 powstaje
nieaktywny pre-MPF, w ktérym tyrozyna w pozozycji 15 i treonina w pozycji 14
ulegty fosforylacji. Pod wpltywem dodatkowo dziatajacych czynnikéw nastepuje
przejscie z fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego (faza S — synteza DNAw celu
catkowitego podwojenia DNA dla komérek potomnych). Przejscie z fazy G1 do S
cyklu komoérkowego stanowijego wazny etap decydujacy o tym, czy do powielania
zostanie przekazany prawidtowo zbudowany DNA, czy tez zdefektowany. Od tego
bowiem zalezy, czy komérka potomna bedzie prawidtowa, czy tez defektywna.
Okazato sie, ze na strazy prawidtowosci przekazywanego do powielania DNA stoi
swoisty mechanizm, w ktérym wazna a wiasciwie nawet decydujaca role odgry-
wajg produkty genéw przeciwnowotworowych (p53, pl6 i prawdopodobnie
jeszcze inne dotad nie poznane czynniki).

W fazie S dochodzi do catkowitego i wiernego podwojenia zawartosci DNA
w komorce. Ostatnie badania wykazaty, ze gtéwna role w tej fazie cyklu komor-
kowego odgrywa kinaza p34cdc , skompleksowana z cykling A. Po ukonczeniu
syntezy DNA cykl komérkowy przechodzi w faze G2. Przejscie do tej fazy odbywa
sie prawdopodobnie pod wptywem kinazy p34c c2 skompleksowanej z cykling E.

Od koncafazy G1, poprzez fazy S i G2 kompleks kinazy z cyklinami pozostaje
nieaktywny dzieki utrzymywaniu pod wptywem kinaz weel i miki fosforylacji
tyrozyny w pozycji 15 i treoniny w pozycji 14 p34cdc2. Pod koniec fazy G2 pod
wptywem fosforylazy cdc25 nastepuje defosforylacja kinazy p34cdc2i tym samym
jej uaktywnienie zjednoczesnym skompleksowaniem z cykling B —w ten sposéb
powstaje aktywny czynnik dojrzewania MPF (ang. maturation promoting factor).

Z chwilg utworzenia aktywnego MPF nastepuje przejscie z fazy G2 do fazy
M, czyli mitozy. W tej fazie nastepuje szereg zmian w jadrze komérkowym na
skutek przenoszenia grup fosforanowych na sktadnikijgdra, ulegajagcych odpo-
wiedniemu przeksztalceniu. Dzieki temu nastepuje organizacjawrzeciona kario-
kinetycznego, kondensacja chromosomoOw oraz degradacja otoczki jadra —
innymi stowy nastepuje przygotowanie materiatu genetycznego do jego podziatu
na dwie potomne komérki. Najlepiej z tegojest poznany proces degradacji otoczki
jadra, sktadajacej sie w gtoéwnej mierze z lamin, ktére wskutek fosforylacji ulegaja
dysocjacji i tym samym dla umozliwienia podziatu nastepuje degradacja otoczki.

Przejscie cyklu komérkowego z fazy G2 do M stanowi, podobnie jak przejscie
z fazy G1 do S, drugi punkt krytyczny podziatu komérkowego. Tym krytycznym
elementem jest dokonczenie reduplikacji catlego materiatu genetycznego, gdyz
tylko w ten spos6b moga powstac¢ dwie catkowicie identyczne komoérki potomne.
W przeciwnym razie moga powsta¢ zdefektowane komérki z powodu utraty
niektorych genéw — takim klasycznym przykiadem jest znane w onkologii
zjawisko utraty heterozygotycznosci (ang. loss of heterozygosity) prowadzace do
powstania nowotworu z powodu utraty genéw przeciwnowotworowych. Réwniez
i w tym przypadku, podobnie jak przy przejsciu cyklu komérkowego z fazy G1 do
S, role czynnika kontrolnego spetnia produkt genu przeciwnowotworowego p53.
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Pod koniec fazy M cyklu komorkowego nastepuje degradacja cyklin B i A,
skompleksowanych z kinazg p34cdc2 i tym samym czynnika dojrzewania MPF,
aw zwigzku z tym réwniez defosfoiylacja poprzednio ufosfoiylowanych elemen-
téwjadra komoérkowego, czego najdobitniejszym objawemjest ponowne potacze-
nie skiadnikéw otoczki jadra (lamin) z wytworzeniem nowej otoczkijadrowej,
z uprzednig segregacja i dekondensacjg chromosomoéw oraz degradacjg wrzecio-
na kariokinetycznego. Komorka z chwilg zakonczenia cyklu komoérkowego wcho-
dzi ponownie w faze GI, trwajaca roznie dtugo w zaleznosci od rodzaju komadrek
i obecnosci aktywatorow cyklu — zas niektore komaorki (np. komaorki watrobowe)
wchodzg w faze Go, z ktérej moga wejs¢ ponownie w cykl komorkowy dopiero
pod wptywem specyficznych czynnikow.

Wedtug dawniejszych pogladow (Murray 1992) zahamowanie cyklu komor-
kowego w punktach kontrolnych GI-S i G2-M miato polega¢ gtdwnie na sprze-
zeniu zwrotnym, kiedy nie dokonczona reakcja poprzedzajgca na zasadzie
inaktywacji enzymoéw nastepczej reakcji miata powodowac zatrzymanie jej i tym
samym zatrzymanie cyklu. Nowsze badania sugeruja (Nasmyth i Hunt 1993), ze
dziata tu raczej mechanizm podobny do ,,tamy (bariery) i Sluzy”, kiedy nadmierna
akumulacja inhibitora powoduje zatrzymanie cyklu, zas przewaga czynnikow
aktywujacych przeptyw, czyli postepowanie cyklu. Stad tak wazne sa zaréwno
aktywatory, jak i inhibitory cyklu komdérkowego.

Zgodnie z nowszymi badaniami postepowanie cyklu komérkowego od fazy
replikacji DNA (fazy S) do mitozy jest regulowane przez kompleksy kinazy
z odpowiednimi cyklinami: we wczesnej fazie Gl CDK2 skompleksowane
z cykling E, a podczas fazy S CDK2 skompleksowane z cykling A i wreszcie
przejscie z fazy G2 do mitozyjest uwarunkowane utworzeniem kompleksu CDK1
z cyklina B. Z kolei w komérkach ssakoéw zidentyfikowano 4 rézne inhibitory:
pl6, p21, p24 i p27, z tego p24 stanowi homolog fosfataz dziatajgcych na nie
znany dotad substrat, zas p27 we wspotdziataniu z transformujacym czynnikiem
TGF-B powoduje blok cyklu komdérkowego poprzez hamowanie kompleksu
E-CDK2. P16 wigzac sie z D1-CDK2 hamuje start cyklu komdérkowego spowo-
dowany uszkodzeniem DNA. P21zostato zidentyfikowanejako komponent biatka
jadrowego PCNA (proliferating-cell nuclear antigen) niezbednego dla proliferaciji
komoérek, wystepujacego we wszystkich normalnych kompleksach CDK, ale nie
w komoérkach stransformowanych. P21 jest znane pod wieloma nazwami (CIPI,
CAP20, SDI1, WAF1). Ogoélny schemat dziatania p21 przedstawia sie nastepuja-
co: uszkodzenie DNA przy wspotudziale p53 indukuje synteze p21 (réwniez
starzejgce sie komorki indukujg synteze tego biatka), przyczyniajgc sie do
zahamowania proliferacji komérek. Pierwotnie p21 dziata hamujgaco na E-CDK
w fazie startu cyklu, ale moze réwniez dziataé hamujgco na synteze DNA
w jakimkolwiek stadium tej syntezy dzieki zwigzaniu z PCNA (Pines 1994).

Do najdawniej wykrytych inhibitoréw kinaz, zaleznych od cyklin (CDK),
nalezy transformujacy czynnik wzrostu beta (TGF-3 ) powodujacy zatrzymanie
cyklu w fazie Gl z powodu inaktywacji E-CDK2 (kinazy zaleznej od cykliny E).
Badania przeprowadzone na komorkach nabtonka ptucnego norki wykazaty, ze
czynnik powodujacy zatrzymanie (blok) cyklu komorkowego powstaje pod wpty-
wem TGF-B . Jest to biatko o masie czasteczkowej 27 kDa, nieaktywne
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w komorkach nie poddanych dziataniu TGF-3 (Horst 1993, Kirschner 1992,
MCKINNEY i HEINTZ 1991, MURRAY 1992, NASMYTH i HUNT 1994, PINES 1994).

BIALKO P105 RB

Gen siatkéwczaka Rb-1 lub Rb zostat wyizolowany w 1987/1988 roku na
chromosomie 13ql4 o diugosci okoto 200 kpz i sktada sie z 27 eksondéw. Jego
MRNA po dokonanym sktadaniu (splicing) wynosi 4,7 kz. Produktem tego genu
jest biatko p 105Rb o masie czgsteczkowej 105 kDa, zas w formie ufosfoiylowanej
114-115 kDa. Biatko 105Rb nalezy do fosfoprotein. Brak aktywnego genu Rb
wystepuje przede wszystkim w siatkéwczaku, chociaz mniej czesto réwniez
w kostniako-miesakach (osteosarcoma), w drobnokomdrkowym raku ptuc, raku
sutka, raku gruczotu krokowego i innych. Oprécz delecji catego genu (wskutek
utraty catego chromosomu lub fragmentu zawierajacego gen Rb) moga wystepo-
wac rowniez mutacje punktowe, ktére wskutekzaburzeniaw skladaniu (splicing)
moga prowadzi¢ do utraty catego eksonu, jak to opisano w przypadku raka
pecherza moczowego. Brak pierwszego eksonu genu Rbjest stosunkowo czestym
zjawiskiem powodujacym powstanie raka. Sugeruje sie pewna preferencje wy-
stgpienia mutacji Rb w ojcowskiej linii germinalnej. Wreszcie sg znane tez
przypadki dziedzicznej delecji chromosomu 13ql4 i braku wystepowania siat-
kéwczaka. Catosé powyzszych danych sugeruje, ze gen Rb odgrywa prawdopo-
dobnie bardziej og6lng role w powstawaniu raka, anizeli tylko w odniesieniu do
siatkowczaka.

Wykrycie dziedzicznego mechanizmu przenoszenia siatkéwczaka (retinobla-
stoma) stanowi jedno z wazniejszych w onkologii. Poczatkowo sgdzono, ze gen
siatkdwczaka przenosi sie z rodzicow na potomstwo w trybie dominujgcym.
Poglad ten obalit Knudson (1971) sugerujac, ze dziedziczy sie tylko jeden gen
patologiczny, natomiast obecnos¢ drugiego prawidtowego genu zapobiega cho-
robie i dopiero utrata tego drugiego prawidtowego genu, czyli utrata heterozy-
gotycznosci (ang. loss of heterozygosity) powoduje wystgpienie siatkéwczaka.
Drugie wazne spostrzezenie zwigzane z wystepowaniem siatkéwczaka polega na
stwierdzeniu, ze nowotwor ten powstaje jedynie u matych dzieci (od 1do najwyzej
5 lat), kiedy w siatkdéwce wystepujg retinoblasty, natomiast w pézniejszym
wieku, kiedy retinoblasty uleglty zréznicowaniu w retinocyty, ktore juz sie nie
dzielg — nowotwor ten nie wystepuje. Stad obecnie przyjmuje sie, ze w nowo-
tworach wbrew dawniejszym pogladom, nie tyle wystepuje odréznicowanie
komérek nowotworowych, ile nowotworzeniu ulegty komoérki niezréznicowane.

Biatko plO5Rb jest aktywne jedynie w postaci hipofosforylowanej i to tylko
we wczesnej fazie G1 cyklu komérkowego, natomiast w pozostatych fazach S,
G2 i Mjest ono hiperfosforylowane i tym samym nieaktywne. W stanie hipofosfo-
rylowanym plO5Rb tworzy kompleksy z biedkami onkowiruséw (duzym antyge-
nem wirusa SV40, polyoma i innymi). Po zwigzaniu z onkoproteinami biatko
plO5Rb staje sie nieaktywne, podobnie jak jego posta¢ hiperfosforylowana,
wystepujaca w fazach S, G2 i M cyklu komérkowego. Dla swej aktywnosci
przeciwnowotworowej biatko plO5Rb wymaga skompleksowania z blizej nie



Proditicty gendw przeciwnowotworowych 531

znanym biatkiem jadrowym. Inaktywacja biatka plO5Rb umozliwia proliferacje
komoérek, w tym roéwniez proliferacje komdrek nowotworowych.

Fosforylacja biatka plO5Rb odbywa sie pod wptywem kinaz zaleznych od
cyklin (CDK— ang. cyclin dependent kinases), z ktérych kazdajest aktywowana
tylko w okreslonej fazie cyklu komérkowego. Biatko to ma 10 miejsc fosforylacji
seryny i treoniny. Inicjacja fosforylacji plO5Rb nastepuje pod wptywem cykliny
E, pojawiajacej sie w punkcie startu cyklu przed koricem fazy Gl. Réwniez
cyklina A wptywa na fosforylacje plO5Rb, zwtaszcza w fazie S. Wreszcie cykliny
D, wplywajace na start cyklu komérkowego, wigzg sie z biatkiem plO5Rb wjego
specyficznym miejscu wigzania z onkoproteinami. Zmutowane biatko plIO5Rb
(czesto tylko z pojedynczg mutacjg w miejscu wigzania onkoprotein) ekstraho-
wane z niewirusowych nowotworéw nie wigze sie z onkoproteinami, jak to
wystepuje w przypadku prawidtowego plO5Rb. Zmutowane plO5Rb nie wigze
sie rowniez z jadrowym biatkiem zakotiwczajgcym, podobniejak hiperfosforylo-
wane plO5Rb, a stajac sie nieaktywnym nie hamuje proliferacji komoérek.

Do najlepiej scharakteryzowanych biatek wigzacych sie z plO5Rb nalezy
komérkowy czynnik transkrypcji E2F, ktéry w prawidtowej komérce posredniczy
w ekspresji genéw stuzagcych wzrostowi komérek w fazie G 1. Kompleks p 105Rb-
E2F wystepuje tylko w fazie GI cyklu komérkowego, kiedy plO5Rb jest hipo-
fosforylowane. taczenie sie E2F z plO5Rb budzi szereg watpliwosci w ttumacze-
niu jego roli w hamowaniu proliferacji komérek, zwlaszcza, ze biatka tworzace
kompleksy z plO5Rb wykazuja duze podobienstwo do wiazacych sie w tym
samym miejscu czasteczki plO5Rb z onkoproteinami i proto-onkogenami. Z kolei
jednak plO5Rb aktywuje ekspresje czynnikaTGF-beta2 o dziataniu hamujacym
proliferacje komorek (TGF — ang. transforming growth factor — czynnik powo-
dujacy transformacje komoérek). Wigzac sie z cykling A tworzy sie kompleks
wplywajacy na transkrypcje w fazie S cyklu komérkowego. Biatko o zblizonej
strukturze — pl07, tworzac kompleksy z onkoproteinami (antygeny T wirusow
SV40 i polyoma) oraz cykling A i E2F, stanowi czynnik wpltywajacy na transkry-
pcje, bedacy prawdopodobnie swoistym antagonista biatka plO5Rb, hamujacym
transkrypcje (Cobrink i wspétaut. 1992, Hame1 i wspétaut. 1992).

BIALKO P53

Biatko p53 zostato wykryte w 1979 roku, a poniewaz byto skompleksowane
z antygenem T SV40, kompleks ten miat dziatanie onkogenu. Dopiero w 10 lat
pozniej Levine wykazat, ze zmutowane p53 jest onkogenem, natomiast niezmu-
towanejest silnym czynnikiem przeciwnowotworowym (Levine i wspétaut. 1991).
Odtad nastgpito olbrzymie zainteresowanie biatkiem p53, ukazaty sie tysiace
prac na ten temat, a znane pismo naukowe Science ogtosito je molekuta roku
1993. Delecje lub mutacje p53 wykryto w licznych nowotworach (raki ptuc, jelit,
przetyku, a zwiaszcza réznego rodzaju raki, miesaki i biataczki w zespole
Li-Fraumeni’ego).

Heterozygotyczny gen p53 znajduje sie na ramieniu krotkim ludzkiego
chromosomu 17-ego. Do nowotworzenia dochodzi podobnie jak w przypadku
siatkdwczaka (retinoblastoma) na skutek utraty heterozygotycznosci, to jest
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mutacji lub utraty prawidtowego allela tego genu przy istniejacym (dziedziczenie)
zmutowanym pozostatym allelu. Do najczesciej stwierdzonych mutacji tego genu
naleza delecje lub mutacje punktowe powodujgce przesuniecia ,ramy odczytu”,
wskutek czego dochodzi do syntezy biedka nieprawidtowego lub o skréconym
tancuchu z powodu pojawienia sie sygnatu ,stop”, powodujacym synteze jedynie
poczatkowych nieaktywnych fragmentéw tego biatka.

Wprowadzenie p53 typu ,dzikiego” do hodowli komérek nowotworowych
powoduje zahamowanie wzrostu tych komoérek w fazie GI lub M cyklu komaor-
kowego. Fibroblasty szczurze transformowane przez wrazliwe na temperature
mutanty p53 przestajg rosnac, nie dochodzgac do fazy S cyklu. W temperaturze
37°C-39, 5°C wymienione mutanty znajduja sie w cytoplazmie, natomiast
w temperaturze 32°C w jadrze komérkowym, gdzie zachowuja siejak typ ,dziki”,
powodujac zahamowanie wzrostu komérek nowotworowych. Sugeruje sie, ze
w tym wypadku obnizenie temperatuiy spowodowato prawdopodobnie przewage
transkrypciji allelu ,dzikiego” nad zmutowanym.

Wobec gromadzenia danych o defektach genu biatka p53, dowodzacych
niemal powszechnego wystepowania tego zaburzenia w nowotworach — pytanie
dlaczego tak sie dzieje, stanowito jeden z podstawowych probleméw do rozwiag-
zania. Juz pierwsze obserwacje dowodzity, ze inaktywacja p53 wystepowata na
skutek jego skompleksowania z réznymi onkoproteinami (antygen T wirusa
SV40, adenowirus Elb, papilloma E6 i inne). Bezposredniego dowodu dostar-
czyto badanie ludzkiego homologu mysiego biatka MDM2 (dominujgcy transfor-
mujacy onkogen), zmapowanego na ludzkim chromosomie 12. Okazato sie, ze
w okoto jednej trzeciej przypadkéw wystgpita jego amplifikacja, powodujac
wskutek skompleksowania produktu tego genu z biatkiem p53 inaktywacje tego
ostatniego. Swojg funkcje przeciwnowotworowg petni biatko p53 dzieki zwigza-
niu z DNA, wptywajac regulujaco na transkrypcje. Miejscem zadziatania p53
w pierwszym rzedzie jest faza Gl cyklu komdrkowego, w ktdrej nastepuje
zatrzymanie cyklu w przypadku zmutowanego DNA — dzieki czemu wystepu-
jace op6znienie przejscia cyklu z fazy GI1 do S, czyli reduplikacji DNA, umozliwia
jego reparacje. W razie niemoznosci reparacji, réwniez dzieki udziatowi p53,
dochodzi do apoptozy, czyli zaprogramowanej $mierci komorki. Ta czynnosé
biatka p53 zdaniem niektérych badaczy predestynuje biatko p53 do roli ,straz-
nika” prawidtowego genomu, zapobiegajacego przekazywaniu zdefektowanego
DNA do reduplikacji w fazie S cyklu komérkowego i tym samym do wyproduko-
wahia komdérek potomnych o nieprawidtowym DNA, prowadzacym do powsta-
wania komérek niezdolnych do wykonywania prawidtowej funkcji lub do procesu
nowotworowego z powodu utraty mechanizméw regulujgcych proliferacje komo-
rek potomnych.

Doniosta rola p53 wystepuje réwniez w drugim punkcie cyklu komorkowego,
mianowicie w przejsciu z fazy G2 do M, czyli mitozy. W razie nie dokoriczonej
syntezy DNAw fazie S nastepuje zatrzymanie cyklu komérkowego, gdyz komorki
potomne mogtyby by¢ pozbawione pewnych genéw, na przykiad genéw produ-
kujacych biatka przeciwnowotworowe (jak p53, plO5Rb i innych). Innymi stowy
powstataby sytuacja opisana w przypadku siatkowczaka w postaci utraty hete-
rozygotycznosci, prowadzacej do powstania raka. Tak wiec rola p53, polegajgca
na zapobieganiu powstawania nowotworéw, sprowadza sie do dziatania na
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dwéch punktch cyklu komérkowego, to jest w punkcie przejscia z fazy G1 do S,
gdzie czynnos¢ p53 polega na zapobieganiu syntezy zdefektowanego DNA oraz
na przejsciu z fazy G2 do M, kiedy czynnos$¢ p53 znéw sprowadza sie do
zatrzymania cyklu komérkowego dla zapobiegniecia utraty heterozygotycznosci
z powodu nie dokonczonego podwojenia DNA w fazie S (Horst 1993).

Tetramer p53 znajduje sie w sasiedztwie genéw produkujacych czynniki
transkrypcji genéw hamujacych proliferacje i inwazyjnos¢ komoérek. Stad mu-
tacje p53, powodujgc zmniejszong ekspresje gendéw produkujacych czynniki
hamujace proliferacje, przyczyniajg sie do proliferacji i inwazyjnosci komorek
nowotworowych. Mutacje z przesunieciem ramy odczytu, powodujacym catko-
wity brak biatka p53, opisano w licznych przypadkach raka, ktérych gitéwnag
przyczyna wydaje sie by¢ brak czynnikéw hamowania proliferacji. U zwierzat
catkowicie pozbawionych genu p53, w odroznieniu od braku biatka plO5Rb,
u ktorych wystepuja zaburzenia rozwojowe, rozwoj zarodkow jest prawidiowy,
natomiast w bardzo wysokim odsetku wystepuja nowotwory, prowadzace do
wczesnej $mierci tych zwierzat.

Nowsze badania wykazaty, ze pod wpltywem biatka p53 powstaje biatko
0 masie czgsteczkowej 21 kDa (p21) znane pod réznymi nazwami. Ostatnio
sugeruje sie nazwe PICI (ang.; p53 regulated inhibitor of CDKSs). Istnieje szereg
danych, ze PICI tworzac stabilny trojsktadnikowy kompleks wigze CDK2 zwig-
zane z cyklinami DI, A i E. W stransformowanych komérkach PICI nie wyste-
puje, umozliwiajgc reakcje CDK na negatywne sygnaly wzrostowe, prowadzace
do powstania nowotworu. W starzejgcych sie komérkach poziom mRNA dlaPICI
wzrasta 10-20-krotnie, podobnie w komdrkach przechodzacych w stan spoczyn-
kowy. Nadprodukcja PICI hamuje wzrost réznych ludzkich komérek nowotwo-
rowych. Dziatanie PICI moze by¢ zniwelowane przez nadmiar duzego antygenu
T wirusa SV40 (Pines 1994).

Nastepne biatko inhibitorowe cyklu komérkowego CIP2, zwane réwniez CDII,
wykryto poprzezjego wiazanie z CDK2 (lub CDC2) o masie czgsteczkowej 24 kDa
1 budowie pokrewnej z fosfatazg cdc25, aktywujaca cykl komérkowy poprzez
aktywacje czynnika MPF (powoduje przejscie pre-MPF w MPF). mRNA CIP2
pojawia sie w péznej fazie GI, ajego nadprodukcja powoduje opédznienie cyklu
w fazie G| (zbadane na komérkach HelLa i komdrkach drozdzy) (Pines 1994).

WT1 (ANG. WILMS TUMOR GENE PRODUCT)

Oprécz produktéw gendw przeciwnowotworowych p53 i plO5Rb, rowniezWtl,
delecjg produktu genu zlokalizowanego na chromosomie lip 13, powoduje po-
wstanie nowotworu nerek [nephroblastoma] poprzez dziatanie na czynnik trans-
krypcji. Biatko WT1 rozpoznaje te sama sekwencje DNA (5'-CGCCCCCGC-3") co
biatko EGR-1 (od ang. extracellular signal regulated kinases), ktérego akumulacja
w jadrze komérkowym wptywa na transkrypcje czynnikéw aktywujacych mitoge-
neze i réznicowanie komérek nerkowych (nephroblastéw) oraz tkanek gonadal-
nych. Kontrola transkrypcji przez WT1 polega najego skompleksowaniu z EGR,
powodujac poprzez jego represje kontrole transkrypcji. Nastepstwem braku
produktu genu WT1 jest powstanie nowotworu nerki [nephroblastoma].
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BIALKO P16

W 1992 roku grupa Skolnicka wykazala, ze segment chromosomu 9p21
zawiera gen, ktorego delecja powoduje powstanie czerniaka skory. Kiedy se-
kwencjonowano ten fragment okazato sie, ze fragment ten zawierajuz wczesniej
poznang sekwencje (1993 r.) kodujaca biatko pl6, ktore wigzac sie z kinaza
zalezng od cyklin CDK4 powodowato zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie
G1 przed jego startem. Na szczegblng uwage zastuguje supresorowe dzialanie
pl6 na znaczng liczbe nowotwordéw, stad obecne we fragmencie chromosomu
9p21 geny okreslonojako MTS1 i MTS2 (od ang. multiple tumor suppressor 1
i 2). W szeregu hodowlach ludzkich komérek nowotworowych (glejakéw, rakéw
pecherza, piersi, jajnika, nerek, ptuc, czerniaka skoéry, biataczki i innych)
wykazano delecje lub inne zmiany w segmencie chromosomu 9p21, co wskazuje
na bardziej generalny mechanizm dziatania przeciwnowotworowego biatka p 16
(Kamb i wspotaut. 1994, Nobori i wspotaut. 1994).

Przyjmujac liczbe znanychjuz przeszto 100 onkogendw, szacuje sie istnienie
okoto potowy tej liczby rowniez produktéw gendéw przeciwnowotworowych. Do
mniej poznanych naleza:

TGF-B (transforming growth factor beta), ktérego dziatanie przeciwnowotwo-
rowe polega na zatrzymaniu cyklu komérkowego w poznej fazie G1 z powodu
hamowania utworzenia kompleksu cykliny E z kinazg 2 (CDK2), czego naste-
pstwem jest brak fosforylacji biatka plO5Rb powodujgcej zatrzymanie cyklu.

Szczegllny przypadek stanowia nowotwory jelita grubego, wsréd ktérych
trzeba wyrozni¢ nowotwory powstajgce na bazie genu APC rodzinnej polipowa-
tosci (familial adenomatous polyposis — FAP), gdzie sugeruje sie utrate co
najmniej Kilku genéw zlokalizowanych na réznych chromosomach, co poprzez
stopniowe zmiany prowadzi do powstania raka — i tak utrata genu APC na
chromosomie 5p21 prowadzi do FAP, nastepnie mutacja onkogenu ras prowadzi
do powstania gruczolaka Il stopnia, po czym utrata genu DCC (ang. deleted in
colorectal carcinoma) na chromosomie 18 prowadzi do powstania gruczolaka Il
stopnia i wreszcie utrata genu p53 na 17 chromosomie prowadzi do powstania
raka. Tak wiec transformacja rodzinnej polipowatosci wymaga prawdopodobnie
utraty produktow kilku genéw przeciwnowotworowych. Istniejg réwniez donie-
sienia, ze rakjelita grubego moze by¢ spowodowany utratg innych genéw. Takim
przyktadem jest wystepowanie rakéw jelita grubego na skutek utraty genow
zlokalizowanych na chromosomie 8p21.

Z innych poznanych produktéw genéw przeciwnowotworowych nalezy wy-
mieni¢: NF1 bedacy aktywatorem GTPazy oraz NF2 wigzacy sie z cytoszkieletem;
nastepnie RET bedacy receptorem kinazy tyrozynowej, ktérego brak powoduje
raka tarczycy; inhibine (hormon jadrowy hamujacy czynnos¢ przysadki), ktory
jednoczesnie hamuje powstanie guzéw jadra; 2-metoksyestradiol (pochodny
estrogenu) hamuje powstanie guzéw jajnika i wiele innych.
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OGOLNE WNIOSKI

W mysl obecnych pogladéw powstanie nowotworu zalezy z jednej strony od
obecnosci onkogendéw zaréwno ustrojowych, jak i pozaustrojowych, z drugiej zas
strony od niedoboru lub utraty produktéw genéw przeciwnowotworowych, przy
czym zagadnienie coraz bardziej skiania sie ku mechanizmowi proliferacji
komodrek, odbywajacej sie w cyklu komoérkowym. Nowsze badania wykazaty, ze
nawet same czynniki cyklu komérkowego moga by¢ onkogenami, gtéwnie kinazy
sprzezone z cyklinami CDK (CDK4 aktywowana przez cyklinge D 1w fazie startu
cyklu, CDK2 aktywowane przez cykliny D i E w pdznej fazie G1 oraz CDK2
w fazie S aktywowana przez cykline A). Wedtug nowszej nomenklatury pre-MPF
i MPF sa zastepowane przez nazwe CDK. Z kolei czynnikami hamujacymi cykl
komorkowy sg biatka p 105Rb i p53, a zwtaszcza oméwione poprzednio inhibitory
bedace elementami cyklu, zwlaszcza biatko pl6.

Powstaje pytanie, czy oméwione produkty genéw przeciwnowotworowych
bedg nadawac sie do terapii nowotworow. Dotychczasowe badania z komérkami
nowotworowymi w hodowli stwarzajg pewng nadzieje —jednak do zastosowania
ich w formie leku wydaje sie by¢ jeszcze daleko. Réwniez druga droga polegajaca
na unieszkodliwieniu onkogenoéw dotad nie dawata wiekszych rezultatéw. Ostat-
nio wydaje sie, ze poczyniono pewien postep wiasnie w tej dziedzinie. Jak
wiadomo zmutowany onkogen ras, taczac sie na trwate z btong komdérkowa
z powodu niemoznosci jego hydrolizy z powodu mutacji — na trwale pobudza
cyklaze adenylanowa, powodujac proliferacje komoérek az do powstania nowo-
tworu. Ostatnio dwie grupy badaczy wykazaty, ze do taczenia sie onkogenu ras
z btong komdrkowag, co jest warunkiem jego dziatania, jest niezbedny drobny
fragment farnezolu (liniowy poéttoraterpen), ktéiy pod wpltywem transferazy
farnezylu ulega wbudowaniu do nieaktywnego prekursora ras. Gdyby udato sie
zahamowac te reakcje, nie dosztoby do wigzania onkogenu ras z btong i tym
samym usunietoby przyczyne powodujaca powstanie raka pod wptywem onko-
genu ras. Okazalo sie, ze dojrzate biatko ras z wbudowanym fragmentem
farnezolu taczy sie z btong komorkowa poprzez peptyd CAAX (cysteina z naste-
pujacymi dwoma alifatycznymi i trzecim jakimkolwiek innym aminokwasem).
Sa czynione préby zniwelowania peptydu CAAX przez zastgpienie go czasteczka
0 podobnym ksztatcie (np. AA w CAAX zastgpione przez benzodiazeping), co
zapobiegatoby tgczeniu sie onkogenu ras z btong komérkowa, a co jest warun-
kiem jego rakotwdérczego dziatania. Zrealizowanie tego problemu bytoby ogro-

mnym sukcesem i droga do leczenia nowotworow wywotanych poprzez dziatania
onkogenu ras.

PRODUCTS OF THE TUMOR SUPPRESSOR GENES

Summary

According to the present views generation of carcinomas can be caused by excess of constitu-
tional or environmental carcinogenic agents (oncogenes and mutagens) or by deficiency of anti-car-
cinogenic agents (products of tumor suppressor genes). Both these substances act upon cell
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proliferation taking place within the cell cycle. Even substances of the cell cycle may act as
carcinogenic agents e.g. cyclins, especially cyclin D1 active at the starting point of the cell cycle.
Products of tumor suppressor genes (p53, plO5Rb, pl6 and others) act principally as inhibitors of
the cell cycle, Inhibiting cell proliferation, the principal feature of neoplasmas.

LITERATURA

Bishop J. M., 1991. Molecular Themes in Oncogenesis, Cell, 64, 235-248.

CantleylL. C., Auger K. E., Carpenter C., Duckworth B., GrazianiA, KapellerR, SoltoffS., 1991.
Oncogenes and Signal Transduction. Cell 64, 281-302.

Cobrink K., Dowdy S. F,, Hinas P. W., Mittnacht S., W einberg R, 1992. The retinoblastoma protein
and the regulation of cell cycling. TIBS, 17, 312-315.

Cross M., Dexter T. M., 1991. Growth Factors in Development, Transformation, and Tumorigenesis.
Cell, 64, 271-280.

Hametl P. A, Gartie S. L., Phittips R A., 1992. The retinoblastoma protein and cell cycle regulation.
TIG, 8, 180-185.

HorstA., 1993. Dziatanie produktéw gendw przeciwnoivotworowych w aspekcie cyklu komérkowego.
Post. Biol. Kom. 20, 311-329.

KambA., GruisN. A., W eaver-Feldiiaus J., LiuQ., HarshamK., TavtigianS. V., StockertE., Day IR
S., Johnson B. E., skoinick M. Il., 1994. A cell cycle regulator potentially involved in genesis of
many tumor types. Science, 264, 436-439.

KirschnerM., 1992. The cell cycle then and now. TIBS, 17, 281-285.

Marshatt C. J., 1991. Tumor Suppressor Genes. Cell, 64, 313-326.

McKinney J. D., lleintz N. 1991. Transcriptional regulation in the eukaryotic cell cycle. TIBS, 16,
430-435.

Murray A. W., 1992. Creative blocks: cell-cycle checkpoints and feedback controls. Nature, 359,
599-604.

Nasmyth K., HuntT., 1993. Dams and sluices. Nature, 366, 634-635.

Nobori T., Miura K., wu D. J., Lois A., Takabayashi K., Carson D. A. 1994. Deletions of the
cyclin-deperident kinase-4 inhib&or gene in multiple human cancers. Nature 368, 753-735.

Pines J., 1994. Arresting developments in cell-cycle control. TIBS, 19, 143-145.

Pines J., 1994. p21 irihibits cyclin shock. Nature, 369, 520-521.

Sager R, 1989. Tumor Suppressor Genes: The Puzzle and the Promise. Science, 246. 1406-1411.

W einstein R A., 1991. Tumor Suppressor Genes. Science, 254, 1138-1145.



