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Hepatitis B virus
Hepatotropic, noncytopathic, 3.2-kb circular DNA
Acute, chronic hepatitis, hepatocellular carcinoma (HCC)
Over 2 billion people infected
Over 350 million people chronically infected
100-fold increased risk (40% lifetime risk) of HCC
Over 1 million deaths each year 
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Step 1. Elongation of TS (telomerase substrate) primer by telomerase 

Step 2. PCR amplification of extension products by TS and RP primers 

RP primer = reverse primer

Internal standard
H2O, buffer, dNTPs, TAQ polymerase

TS primer = 5� AAT CCG TCG AGC AGA GTT 3�

5� TS AG GGTTA GGGTTA (GGGTTA)n - 3�

Reaction mix

Cell/tissue extract

Telomeric repeat products

5� TS AG GGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA (GGGTTA)n 3�

3�- CCAAT CCCAATCCCTTACCCATT  (CCCATT)(CCCATT) CGGC GCG - 5�
x 29

cycles
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Without Wnt signal, GSK3 phosphorylates
 -Catenin, marking it for destruction

With Wnt signal, CKI  phosphorylation of Dsh
displaces GBP/Frat, enabling GBP/Frat to inhibit GSK3

-Catenin destroyed

-Catenin accumulates
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� ���� �
���	 �� ���	����
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���� �� ��� 
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��� ����
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���� 
�� �������
��� ��� �
�� �
����� �������	
��� ������� �� ����#������	���	 
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� $%%8�� &��� �
� ��	 �� ���� 	��
�� 
� �� �������
��������� ���� ���
�� 
��������� ��� ������ �
�����
��	���	 ����
����� �
���� ��
� ����� �


��� �� ��	�
���
	����� �����
���� ����� ����
����� �
��
	��� -��� ������
���	���� �������� ��
� 1'-���������� ���	��� �
� ��	��

��	����� �����
�� ����
����� ���
����� ��� ����� ����
��

�� ���
������ ��
������ �'��� �� ��� $%%3�� .�
� ��
���
� ������� �� ��
� ��� 
��

�
���� �� 
�
�����
���� ��
-�): 

���
�� 
������ ���� ���	��� �� ������� �����
���� �� ����� ����
���� �� 
��������� 	�
��	��� �
�� ����

	������ �� ��� 1'-� !�� ��
�
�� �� ����
��	 ����

	������ �������
��� 
		����� �� ��� ������� )�<!
����	 ���� 
������ ��
������ -�): 
����
���� 
�	 ����
����� 
���������� �� ��� <$E" ����	
��� !������ 
�������
���� ������� ��� ���� ����� �����	��� �;� ���������

�	 ��
������� �� ������ 1 �������	 ��
� ����� �� 
��
���	
�� 
� 1'- �� ����
�� 
 ��������	 �� -�): 
������� ����


����� ���� ���� ����� 
����������� -������� ���� ����	
��
� ��� ��

� ��� ����� 
������	 �
�� 
	������ �� ������
������ �
���� ��
� 
	������ 	�� �� �
� ������
� ��� 
���
�����
���� ���
����� �A�� 
�	 �����
� $%%8= A�� �� ��� 
$%%3��
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tcf

TCF
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cyclin D
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erk-P

Raf

FAK

GF
receptor

GF
receptor

Shc

β1 β1β1 β1α5 α5
α5α5

FAK

TaTa PxPx

Ras
Ras

PO4PO4PO4

Mek
Mek

Raf

fibronectin fibronectin

Vn Vn
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���	 �� ��� ����� �	���
�� ��%���5�� ����$� ��: �
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� �� ����$
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��
����� �� ��	���	�
� 1'- ���
�	� ���� 
 

������
� ��������
����
��� �� ����������� ���� 
�
��
����� �
�� ����
���
������ ���� 	�����	 �� �� ��� ���
� ��� ����
����� �
��
�
	�� 
�� ��

���	 �� ���
��� ��������
�	 �
������
�����
����� ���� �����
�� ���� ����
�� ���������� .������
���
��� �����
������ ��#� ����� ����� ����
��� �����
�� ���� ���� ���� �� ��
���
���� ��
����
���� �� �

��
���
��	����	 ����
����� 
�������� �
� ��� ���� �������	�

!���������� �
�� ����� �� 

������
� �
������
� 
�	
��	������
� ����� ���
��	 �� ���
��� 2- 1'-� ��
����	�
���� ���� ��� ���� ����� 
�������� 
 	���������
��	

������
� 
�	 �����
���� ��������
������ ���� ��
��������
�������� -�): 
������� �� ��������
���� 
�����
��	 ��
����� ��	���	 �� ������ 
����� �� ����� �
������ �� �� ���
��� ���
� ��� ���� �� 
������	 
� �����
� 
	������ �� �����
�
������ ��
 ��������� 
��� 
����
��� -�): 
����� ��
��
�������� 0� �
� �� 
������� ��
� 2- 
����
��� 
���
�
�
���
����� 
�� �


��� �� �����
���� ��� #��
���	�
��	���

������� �� ��� -�): 

���
�� !�� ��
�
�� )&1; �� 


���
�
�
�� ����� 
�����
��� �����������	���	 
���
�����
�
���� �� !�: 
� ���� 
� ��� )0��#��
�� 

���
� ���� 

������ ��� &
���
 �� ��� $%%%��

������� ��
������� ��
� �
� ���� 
�� ����
�	 �� ��
�
��
���������� �� ���� 
�������
���� �� 2- ���	��� ���������
�����	��� ���$ �3�$ 
�	 �+�$ �� ��
� ���� 	� ��� �����
������� ������� "�� 
�	 
�� ��� �


��� �� ����
�����
-�): 
������� 
� 
 ����� ����� ����	 ��

��� 
�������
�
���� �.
�� �� ��� $%%3�� 4������ ����� ���	��� �
��
����� ��
� ����� �
�� � ��������� ����	 ��� ���� ����
��
-�): ��� 
��� 
������ 
�������
���� �� ���� ��	������
�

�	 �
������
� ����� ��
��� �� ��� $%%%= <��*
��� �� ��� 
$%%%�� &��� ����� �
����� ����� �
� �� �
� ��� ���������
"�� ����������� ���� �� �������	 �� 	���	��� ������� �����

�������
�� �� ������ 
����� ����� 2- ����������

0������������ ���� ����� 	�	 
�������
�� ����� �����
�
�� ��������� ��� ���� �
� �� ��	�
��	��� �� "�� ��� 
���� ��
���
���� �� 
��� 


�
��	 ��
� ��� ��

� ��
� ���
����� 
������	 �
� 
 	����
�� 	�������
�� �� �������
���� ����	 ����
�� -�): 
������� 
�	 ��	���� 
�����
���
���� ��
��� �� ��� $%%%�� 0�	��	 ������ ���	����
�������� ��
� ��� ��������� ��
���	 �� ����� ������� �����
�����
����� ���� ��� 1'- �� ���
������� ��� ��	��
����
����� ����
����� 

���
�� 
�	 �����
���� 	���������
������� ����� 
�������
�� �� ��	���� ������ 
����� 
�	
	���������
�� �>��#����� �� ��� $%%(= '��� �� ��� $%%/=
.
�� �� ��� $%%9�� !���������� ���	���� �� ��������
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�	
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� �� �
�� ��������� ��� 
������� �� 
����

�
�
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1'- �� ��	��
���� ��� ���
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�	 ���
��������� �� ��	�
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��

�
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�
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� ����� #���� 
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�
����
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�
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�
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�
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�
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'��������� �� ��������� �� ��� ���� �������	 ��� ���������
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���� �� 
�������
���� ��� �� 
��� �������
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���� 
�	 ��������
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���� ��������� ��
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�
����
����
����� ��	�
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����� �� ��� ������1'-
�����
������ �
� �����
�� ��������
������ 
������������ 
�	
���� ��
������� ���� �� ��	�� ��� 1'- �� ���#� ���
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��� 4������ ����� �����

������	 ������
���
����� �����	 ����� �� ������ ����	�	 ����� �
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�
���� ����� ���� ��
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��� ��� ���� ��

� ��

��� �� ����
������
� ����
�����
�
��
	��� 0� �� �������� 
������� ��
� 
 ����6� ��

� �
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  x1  Exposed cases 

  
   

 

  x0 Unexposed cases

Nonexposed person-time (P0)

Exposed person-time (P1)

Relative risk (incidence rate ratio) = (x1/P1)/(x0/P0) 
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1. A test for gene mutation in bacteria
2. An in vitro test with cytogenetic evaluation of

chromosomal damage with mammalian cells or an
in vitro mouse lymphoma tk assay

3. An in vivo test for chromosomal damage using
rodent haematopoietic cells
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PYRIMIDINES

The gene coding for thymidine kinase (TK) is on mouse
chromosomes number 11

The mouse lymphoma L5178Y line is TK+/–,
i.e. one gene copy is already inactivated by mutation

Each cell contains only one functional gene

One mutational event can render the cell TK–/–

TK+/– cells are killed by trifluorothymidine
TK–/– cells survive (thymidine monophosphate can be
synthesized de novo via thymidylate synthetase, etc.)

NUCLEOTIDES

Lethal
nucleotides

Trifluoro-
thymidine
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Treatment Alkali lysis Electrophoresis

Undamaged cell Low/intermediate doses

Damaged cell High doses
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Micronuclei
(i) Lagging chromosome
(ii) Acentric fragment

Cytokinesis is blocked
by the addition of cytochalasin B,
so DNA replicates but cell does not divide,
forming a binucleated cell (as shown in the box)

(i) Lagging chromosome due to aneugenic event
(ii) Acentric fragment due to chromosome damage (clastogenic event)

(i)Main nucleus

Treatment

L5178Y
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(ii)
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Risk–benefit continuum
for genotoxicity DNA-targeting

genotoxins

High

Increasing level of concern

Low

Alkylating compounds
Bulky adduct inducers

Non-DNA targeting
genotoxins

Clear evidence for
threshold mechanism

Some evidence
for genotoxic activity

Negative evidence
for genotoxic activity

No threshold
mechanism

Nucleoside analogues
Aneuploidy inducers

Topoisomerase inhibitors

Non-genotoxins
?

In vitro positives
Unclarified mechanism

Clear evidence for genotoxic activity
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(1– per 105

live births)
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(2–10-fold)
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MODERATE

GERM-LINE MUTATIONS

CANCER
RISK

• Rb
• p53
• APC
• NF1
• XPA-G
• ATM
• BRCA1
• HMLH1

• CYP1A1
• CYP2E1
• NAT
• GSTM 1

(Retinoblastoma)
(Li–Fraumeni)
(Familial polyposis coli)
(Neurofibromatosis)
(Xeroderma pigmentosum)
(Ataxia telangiectasia)
(Breast–ovarian cancer)
(Hereditary nonpolyposis
colorectal cancer)

Carcinogen
metabolism

FREQUENCY
OF AT-RISK
ALLELE

LOW

HIGH
}
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Trp-P-1

3-Amino-1,4-dimethyl-5H -pyrido[4,3-b]indole

CH3

CH3

NH2N

N

H

Trp-P-2

3-Amino-1-methyl-5H -pyrido[4,3-b]indole
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N
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Glu-P-2

2-Aminodipyrido[1,2-a :3�,2�-d ]imidazole

NH2N N
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AαC

2-Amino-9H -pyrido[2,3-b ]indole

N N NH2
H

Glu-P-1

2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a :3�,2�-d ]imidazole
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MeAαC

2-Amino-3-methyl-9H -pyrido[2,3-b ]indole
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IQ

2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f ]quinoline
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N
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PhlP

2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b ]pyridine
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MelQ

2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f ]quinoline
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N
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N CH3

MelQx

2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f ]quinoxaline

N

N
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Type I
protruded

Type IIa
elevated

Type IIb
flat

Type IIc
depressed

Type III
excavated
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Type I
polypoid
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fungating

Type III
ulcerated

Type IV
infiltrative
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Transverse colon

Superior mesenteric a.

Inferior mesenteric a.

Descending colon

Left colic a.

Sigmoid a.

Sigmoid colon

Rectum

ileal a.

Appendix
Caecum

Middle colic a.

Right colic a.

Ileocolic a.

Ascending colon
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Dome epithelium

Surface epithelium

Lamina propria
Crypt
epithelium

Muscularis mucosae

Mucosa-associated
lymphoid tissue

Circular muscle

Longitudinal muscle

Serosa

Muscularis
propria

Submucosa

Mucosa
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Integration

Activation of oncogenes
ras, myc, fos

Inactivation of anti-oncogenes
p53, rb

Persistence
Immortalization
Growth
Genomic instability
Neoplasia

RNA virus

Reverse transcriptase

DNA copy
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Cardiac myxoma

Left atrial Right atrial  Multiple or 

ventricular

Number 106 (71%) 28 (19%) 16 (10%) 

Mean age (years)  53 ± 17 54 ± 18 35 ± 16 

Age range (years)  7–83 13–77 16–68 

Syndrome 1 (1%) 1 (4%) 5 (31%) 

M:F 52:54 16:12 6:10 
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Undifferentiated sarcoma
Angiosarcoma
Myofibroblastic sarcoma
Synovial sarcoma
Leiomyosarcoma
Rhabdomyosarcoma
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9%

5%

38%

28%

17%
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DNA to be
microinjected

Microinjection of DNA into pronucleus
of 1-cell embryo... ...Yield some ova with

random integration

After overnight culture...After 21 days of gestation,
approximately 25–30% of the offspring

contain the transgene

Take tail biopsy for DNA extraction

Screen potential

founder animals by
Southern analysis

Injected DNA fragment
identified by specific probe

Mouse gene
transgene

...Two-cell embryos are surgically transplanted
into the oviduct of a foster mother
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Surgically transfer ~12 expanded blastocysts
into uterine horns of a foster mother...

...After ~17 days gestation, many of
the offspring are chimaeric

...Into the blastocoel
of 3.5-day blastocysts...

Electroporate established
ES cells with gene-targeted

constructs

+ –

...Yield some blastocysts with
incorporated stem cells

Expand targeted clones for
microinjection...

Screen potential targetted
clones by Southern analysis

Endogenous gene
Homologous
recombinantSelect for homologous

recombinants using positive and
negative selection
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Wild-type allele

I II III IV V VI VII VIII IX X XI
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Null KO allele

Conditional KO allele

loxP loxP
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Produce homologous recombinants
with inactivation of p53

Produce chimaeras

P53 KO/+ ES cells

Produce p53 KO/+ animals

p53 KO/+ p53 KO/+ p53 KO/KO

p53 KO/+ heterozygous cross
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Produce homologous recombinants
with conditional KO (CKO) of Brca1

Produce chimaeras

Brca1 CKO/+ ES cells

Produce Brca1 CKO/+ animals

Brca1 CKO/+ MMTV-Cre cross
Brca1 +/+ Brca1 CKO/+ Brca1 CKO/CKO

Brca1 CKO/+ heterozygous cross
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Place 0.5 mL of collagen
solution in bottom of
well and allow to gel.
Specific matrix
components can be
added to collagen

Top view of wells. Area of centre responder bolus is measured periodically for 1–3 weeks and growth rates are calculated
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With micropipette, place
one bolus of 105 responder
cells in 5 µL of collagen in
centre of well

With micropipette, place
four boluses of 105

effector cells in 5 µL
of collagen around
the central bolus

Overlay with 0.5 mL
of collagen

Overlay gel with 1.0 mL of
medium containing
growth factors,
neutralizing antibodies,
kinase inhibitors, etc.
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When grown alone or in the absence of

GJIC, the wild-type cell is killed by

thioguanine nucleotides formed via

purine salvage pathway. HPRT-

deficient cells must utilize the de novo

pathway to make purine nucleotides,

do not make thioguanine nucleotides

and are able to replicate in thioguanine

If GJIC occurs between the HPRT-

deficient and wild-type cells, the

thioguanine nucleotides produced

in the wild-type cells enter the HPRT-

deficient cells through the gap junctions

resulting in the death of both cell types

When grown alone or in the

absence of GJIC in the

presence of HAT medium and

ouabain, the wild-type cells

are killed because excess Na+

cannot be eliminated and the

HPRT-deficient, ouabain-

resistant cell dies because

aminopterin inhibits de novo

purine synthesis

If GJIC occurs between the HPRT-

deficient, ouabain-resistant and the

wild-type cells, the wild-type cells

can utilize hypoxanthine of HAT

medium with the purine salvage pathway

and pass purine nucleotides through

gap junctions to the HPRT-deficient,

ouabain-resistant cells which can

then survive and get rid of excess

Na+ ions for both cells, allowing the

wild-type cells to survive in ouabin

Salvage

Thioguanine

Thioguanine

Thioguanine

De novo

De novo

Thioguanine

Thioguanine nucleotides

Thioguanine nucleotides

De novo synthesis blocked

De novo synthesis blocked

De novo synthesis blocked

Na+

Na+

K+Na+

Na+

ATP ase

ATP ase

De novo synthesis blocked

Purine nucleotides

Purine nucleotides

Ouabain

ATP ase

K+

K+

Purine nucleotides

Wild-type HPRT-deficient, no de novo synthesis

Wild-type HPRT-deficient

Wild-type HPRT-deficient and ouabain-resistant

Wild-type HPRT-deficient and ouabain-resistant

Salvage

Aminopterin

Aminopterin Aminopterin

Aminopterin

Purine salvage

Purine nucleotides

Purine salvage

(a)

(b)
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Proteolytic release of
soluble growth factor

Juxtacrine interaction. Only the cell with specific receptor and in contact with cell producing the membrane-bound
growth factor is stimulated.
Reciprocal juxtacrine interaction. The illustration below depicts a case in which an additional recognition molecule is
necessary for production and/or transport of the growth factor to the membrane. This mechanism would allow very
restrictive regulatory control to insure that only the appropriate cell expressing the appropriate adhesion/recognition
molecule as well as the growth factor receptor is stimulated.

Paracrine interactions require only the presence of the growth factor receptor for response to growth factors
which diffuse through the tissue. This mechanism is contact independent and allows the factor-producing cell
to stimulate many more cells than possible in juxtacrine interactions but is less well controlled.

Autocrine stimulation can occur when a cell which produces a growth factor also expresses the receptor for
that factor. This can occur without actual externalization of the growth factor. (See chapters
Signalling by Cytokines; Signalling by Tyrosine Kinases; Signalling by TGF beta.)
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Liver Perfusion

Metrizamide
gradient

Collagen 2% Glutaraldehyde 2.5%
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sorting

Staining
with FDG

FDG
–
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Endothelial cells
(scraping)

Kupffer cells
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25–35% 35–40% 10 –15% 15–25%
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Lymphocytes
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Northern blot and slot blot
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+
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Tumours develop with long 
latency (6–12 months), but can 
be transplanted to syngeneic 
hosts. Progression to 
metastatic lesions can occur

Oncogenesis is due to insertional activation, by the 
virus, of cellular oncogenes such as Wnt-1, Wnt 3, 
Int2/FGF3, hst1/FGF4, Int-3

MMTV retroviral particles are 
transmitted to offspring via milk

Cell

Viral RNA        DNA

Viral cDNA

Activated
oncogene

!�$%�� ; ����� ������� ������ #���� ��
���������

Sprague–Dawley rats,
50–55 days old

Multiple breast carcinomas
4–6 tumours per rat.

100% incidence at 8 weeks

5 mg NMU per 100 g
body weight i.p.

Rats 35–50 days old

100% incidence of
tumours at 12 weeks
5–6 tumours per rat

10% incidence of
metastases if dosed

before day 50

1 × 20-mg dose DMBA
by gastric instillation

(a)

(b)

!�$%�� < >�� ������� 
��
����������� $�% 0.������2
�����& $'% ?�A ������

������ ��� 	��������� ���
������ )*9/



%	
	 �
�	���	� ������	� �

 �	�
���
� ���
�
�� ������
��	�	 ���
�
� �
��� �	 �
��������	� ��� �	�	�
�	� ���

��	��� �
�	�� 
� �

�
�	!�	�	��	�� 

 ���	�	��	��
�

%�� ��� �	��������  +
����� 7��8) =��
��
�� 7���)
=
��	 �� ���� 7�6>) *���	� �� ���� 7��?"� 9
%	�	
� ��	!
������� �����	� ���
�
� �	�� �
 ���	 ���� �	�	�� 
�
��	 ������
��� %���� �
	 
�
	 �� ����� �
	��� ����	
�� ���
����	 ��	 ����� �	��
�
�� �� �
���	�  %��� � ������������

� 
��� ����

� ��� �
 �
���
� ��������	 ��	�� ��	�����	�"�
�� ��� �		� ��
� �
 �
�	� ��	 ����
�� ����

� ����
��	���
=
% ���� �	�	��� �����	� ��������	� �� ����� �
	���
����	
 �
	 	�	
����� �� �� �
�����	 �
 �
�	� ��	�	 ��


�	��� �
 ����� ��	�
 	��	����

#%��� ���� ����� ��� 7���$�����

��	
	 �
	 � 
	�����	�� ����� ����	
 
� �
��
��� ��	�
����� �
	��� ��
���
�� �	�� ���	�� ��� ��	�	 ���	 �		�
%	�� ���
���	
�#	�� ��	 �
�� �
����
 �� /$5!6� %���� ��
���
 
	������ 
	��

�	� �	������	� ��� �	�	
���� 
��� �

%�
�� � �	�
�
��� �� ��	 ������� ���	  %���� ���	 ����
����
�
% 
	��

�	� �	�	��" �
	 �

�
����� �����	�	��	�� 4��	

�
��
� �	�� ���	� �
	 ��	 /. ���	
�
�  /.�" �	
�	��
�
�	 
� %����  	��� /.� /+ ?8>" %��� �	�������#	 �

�
�����
� ��� ���� �� ������� ���	� +
	��� ��
���
��� �
	
�
� ��
������
�� 	��� �
 �

% �

� �������� ���	
���  ��	
����	�� 
��	 �� �

��� 8��"� ��� ���� ��� �		� ���

�	�
�� ��	 ��	 
� �����	 �
���	���� �
!��
������
� %��� �
��
���

������ ���:

 /��
��	� ��� �
����	���
� 
� ����
�	���
���
���	 �	�	� ���
 �	�� ���	�  A
��	 �� ���� 7���"� '�
������
�� ��
		!���	���
��� �����
� �
���
� �����
	
�
�	��� �� �� 
��	
 ����	��  	��� ���� ��� �

����	"� ���	
�

�	� ���������	 �

 ��������� ���

���� ���	
����
��
�
��

����� �	�	 	��
	���
� ��� ����	
	������
�  '� ���
.�
��� 7��B"� 3	�	����� �
	��� �	�� ���	� %���� %���
�	�������#	 �
 �
�	 ���	 �		� �	�	�
�	�� %���� ��
���

�

�	 �	
� ��	��� �

 �������� ���� ��������� �������� �

�!
�	�  ,��� �� ���� 7��6"  ��,�� ."�

�����$���� ������ ��� 81���4�%��9

,
�	 	��	��	�� �
����	��� �
�	�� 
� �
	��� ��
���
��
���	 �		� �	�	�
�	� %���� �		� �
 ����� ���� ���	���

� ����� ���
�
 ��
�
�� ���������� �� �
�	 ���	��
�	��������� ��	 �	�	� 
� ���	
	��  �!��1+!@� �&5�� �!���"
��� �	 
	����� ��� ��	��������� ��
�	��	� �
 ��	 �����
�
����� ����� �
	��� ��	����� �

�
�	
� 

 �� ������ �	�	� �

��	 �
�� �	
����� 
	�	�� 
� ��	 �
��	 �����
� ���
�

��
��� +
�� �
����	��� 
�� ��� �
��	 �
�	�� ���	 �		�
	��������	�� ��� ���
 � ����	� �� %���� �	��� �

� ��	
�����
� 	����	���� �
	 
	�
�	�� �
����	��	� %��� �	�	�

� ���	
	�� ����� 
	�

��
��	� ��� 
	��
�	� �
 ��	 ��� ��� 
�
��	 �
�

 ������� ��
����� ��	 �	�	����� �

 �	
�!���	
�
��������
�  *�%�
�� �� ���� 7��B"  !�$%�� ="�  ,		 ���

�����	
� 
� ����	
���� ��������
� �� ��� ��
�� � �����

���	 ��� �
��
���
&&��		�� )���	) )��� *�����
�	 ��
������ %�	������" ,
�	 �
����	��� ������� ���	 �		�
�	����	� ��	��������� �
 �

���	 �	��
��� %���� �����
	�
��!����	 ���	��	  .$'," %��� ��	 ���	���
� 
� ��������
�	�	
������� 
� ����	
 �

�
	���
� �
 �������	 ���	��	�
3	�	����� ��
�	��	� �����	�	��� ��� �		� ��	� �
 �	�	�	
��	��������� ��	 �	�	 "���( �

� ��	 �
��	 �����
�
������ "%��( ������
�� �
	 ��
���� �
 �	 
	��
�����	 �


� ����������� �

�

��
� 
� �������� �
	��� ����	
�� ��	
�����	� %	
	 �
���	� �	����	 ��	 �
�
#��
��
1��
��
��2 �
��	 ����� �
 ��
���	� ��� ��	 �	�	

#��
�	
�
	� �
� �	�	�
� ���
�
�� 9
%	�	
� �� ��	 �	�
�� ���	�	
�� ��	�	 ���	 �� �����	� �� ��	 ������� ��	� �

�		� �

�	�	�
� ���

������	� ��� ���	
 �����
� ����	
��
%����� ���	 ��	�
 ����� �
���	
��
��� ��
% ���
	��	�
�	�	��� �����������  G� �� ���� 7���"� ���� �� ����� �
� �
�	
�	�� �
�	� ����	 �� %
�	� �
�� 
� 
��� 
�	 ���	�	 ��

��,�� . ������ 
��
����� (���������

�%��%� ���$�� #������ �������*�� 	�6"�� ����������

��3-8 "������ �������� B B  ������
��� ��'�����
�=� �= ,/) "������ �������� ? ? ����
��� ��'�����4 '���
�=� �� /7) ����� ���������� � C�
�=� �� 5/6 "������ �������� ? ----- ����
��� ��'�����
�=� �� 57+ "������ ��������
��!6) "������ �������� ? ? B $����%


�-�>-� ������ 
��
�� ? ? B
D>-86-) ��
���
 �������� �C� �C�
�:-�>-/ "������ �������� ? ?
� -,* "������ '����� 
��
�� ? ?
 58= "������ �������� B B
�
 )*) ������ ��
�����
� ? ? B
� 585 "������ '����� 
��
�� B B B
A
�E-���-?� -)+ ������ 
��
�� B B

�B F ���& ? F ��& 	>C">4 ��������� ��
����� ��� ������������ ��
������

)*95 "��-�����
�� ������ ��� .���� ���
��



�������	�� �
 �
��	
 � �	
� ���� 
��� 
� �	�	�
���� �
	���
����	
�

"������	 ����	�

A

����	 ����	
 ��� ��	 ����	�� �����	��	 
� ��� �
�!
�����	
�� ���������� �� ��	 ;	��� ��� �� ��	 �	�
��
����	�� ����	 
� ����	
 �	���� �� ���	� �� *�

�	 ��� ��	
<,�  5
��	
 �� ���� 7���"� ��	 �����	��	 �� �
	��	
 ����
8�� �� �	� 
�	
 >� �	�
� ��� ��� �� �	� 
�	
 �� �	�
��
��	 �����	��	 �� ���
 ��	����� 
������ ��� �� �����
���
�

��� 6>� 
� ����	��� ���	 �
����� 	��	����	 

 �	��������
���	��	� '� 7�6�� '����� �� ��� ����	� ��	 ��	�� �
��	
�� �


�� ������ �
�	� 
� �

����	 ����	
� %���� �
��� 	-�����

%	�� �	 �����	� �
 �
�� 	����	���� ����	
�� ��	 ���� %��
�
��
	�	����	 ��� ������	� �	���
	� ���� �� �

��
�
��!
��� ��� ��
��	����� �

���	� ������
 �
 ����� ���	��	� ��
%
�

%��� ���

�

�
���	 ���	� 
� �	��������  ����� �
�	�
��� �
�	"� �

�
�	 ��� �
�� 
	��
����	�	�� ������
 �

������� �

�
	���
� �
%�
�� �

�
�	 ���	�	��	��	� 	���
5

 �
������� ��
�
�	�� ��	 �	��� ��
��� ���
 �	 �
�������!
����	 �� ����	�	�� �
���� �	 ���	 �
 �

% �� ������ ��� ��
���
	��
	�� ��
�	
� ���� �� �

����	!��	����� �����	�  A,�"�

������ ������

��	 �	�� ��
%� �	
�	� 
� 
�� �

����	 ���
�
�  ��	
1.������2 �
�	�" %�� �	
��	� �

� � ��
����	
�� ���
�

 388@6" %���� �

�	 �� � $
�	����	� ���	 
�� �� 7�B7�

Breast Prostate
Fetal UGS

cells
(prostate)

to
short-term

culture
Mammary epithelial

cells to short-
term culture

Infect with retrovirus
carrying gene(s) of

interest

Cells returned
to cleared
mammary
fat pad

Different genes
may induce
hyperplasia of
branches or
end buds and,
finally, tumours

Cultured cells can
be genetically
compared or
used for transplant

Cells returned to
prostate or under
kidney capsule

Cells from
PIN

Cells from
tumours

Normal
gland
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������� "!# 
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#
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�
���� �� ���������������& ����������� 
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"�# D8������& ����� ��� �� � � ����&�� ��� � ���� �� ��� ���� �� �8������� �� ��� �������� ���� ��� ��������� �&����
"���'�� ����
# ���
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���� ������� ������� ����������� "���� ����
#� ��8���� �������� ����������� ��� !� ���� �� ��& ������ !�� ��
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 �� ������� ��
������ �� ��� �,��� ��� ����������� ����& ���� �� ��������
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� �� �� ����&
"
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"����� ����
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�#� "�# 0� '�����%�������� ������� ����� �� ��� ��������
������& 
��� ������ ������� ������& "::�#� (��������� ���� ���� "��� � ����
#� "�# 
������ 0� ������& ��� � ���
�� 
��� '����� ������&� ����� �� ��������� �� ��� ������� '��� �� ��� ���� �� ��� ���������� ���� "��� � ����
�# 
��� ������
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�#� ����� ��� �� ���'��� !����� ����������� �� � �������� ������ �� 
��� �� ��� ������ ��
��9����� ����������� :�� ���� ������ ��� !� '�������& ������� �� ������� ������ �� ��� ���� ������� � ��� �������� ������&
������!�� �� "�# �� �� ��������& �� ��� "�# ��� ��� '����� ������& ������!�� ����� "�# �� �������& "�#�
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Routine f/u
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Malignant
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Magnification views
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Screening mammogram
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Clinical f/u
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Ultrasound
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Diagnostic mammogram
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Eniluracil
C6H4N2O2

(Mr= 136.1)

5�-Deoxy-5-fluorouridine
C9H10N2O5F
(Mr= 245.1)

Capecitabine
C15H21N3O4F
(Mr= 326.3)

Uracil
C4H4N2O2

(Mr= 112.1) Ftorafur
C8H9N2O3F
(Mr= 200.2)
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��������� ��� ��� ������� ���������� ��� ��������� ���
����	����� �������������� %�� ��� ������� ��� ��� ����
������ 
���� ����������
9��������� 
���� ����������� ����� ��������� �������

��� �������/� 
��� !�
 ���	" ��� ������������� ���� �������	�
������������������ ������ ����� �������������	�� ,9��
!&%�,9��" ��� ���� 
� ���
� �� ��� �������� �� �����
������ ������� ��������� ������ ���� ������� �� ������
��������� 
����� ���� ���������� ���� ����� �� ����������
������� ����� ���������� %��� �� &%�,9�� ����	�� ����
��� ��������/ �
� ��������� ��� ���� ������ 
��� �������
�������� ������� �� ��������� �� ���������� �������� �� ��
� ����	��� ������ ���� ����� �������� �� .���������� ����
����� 	������/� ,��������� �������� 	������� ��� ��	� ���
����
����� �� ���� �������	��� ������� �������� ������
�������� ���� ���������� ,9�� ���	���� 
��� ���������
������ ������� !A�����'����$� �� ���� :666"�
, ��+�� ���
��� �� ������� �� 
���� ������ ����

	������� !�� ��� ���������� 	������" �� ��� ���������� ��
���������� ����	��� �������� �������� ���������� ���� ��
������������ ��������� 
��� ��� �������� ������� �� �����
��
�� �� ��� ���� 
��� 
���� ������ ���� �� ������� 	��������
��� ���������� �� ������ ��������� �� ����� ���������

� ������� �������� ������ ������ ��������� �� ��������
������� ��������� ������� ���������� ������ ������� �� 
�
���� ����� �� ���	 ������ ���� �� %�-� #� �������� ��

���� 	��� ���
������ �� ��� �� .������������ �������/ ��
������ ��������� ��� �������� �� ������������� ��������

�� ��� ������� ����������� !���� �� 
�	��� ����� ��
����
!?'," ���� ������ ���� ����� �� ����������� ���� �� ����
��������� ������ �����" ������ ��� ����������� �� �����
������ �� ������� 
����������� ����	��� ���������� #�����
������� ���� �� ����� ������ ��� 
��� �������� 	�������� ��
���������� 
��� �����	�� �������� ���������
1�� ������ ���� ���� &%�,9�� ���� �� ����������

�������� 	������ ��� ���� ��� ���� �� %�� ������ ��� �����
���� ������ &����� %�� �
������ ���� ����������� �������
��� ����� �� ���� �%45� ����� ��� ���� 
� ������ 
���
������� ��������� ���� ��� ��� ����������� �� �������
����������� �������� ��
��� ���� &%�,9��� #� �������� ��
��������������� ����������� &%�,9�� ��	� ���� 
���
���
� �� ������� ��������� �������� �� 
��� &-��# ���
&-��## ����������

������ ����"��� !!!! �)����
������!���������� ����"��� ���
#������ &������� �� 
������ ���"���

, ��+�� ��������� �� ��� ��	�������� �� �� ��������
�������� ������ 	������ �� �� �������� ������� �������� ����

��� ������ �� ��������� ��� �������	� ������ ��������� ���

� ������	��� ������ �������� �� �	��� ���� ����������
����������� , ���� ������ ������� ��� 
� �������$�� 
� ���
�������	� ���������� �� ������ ������ ��� ������� ���� �����
� ������ ���� �� ��������� �������������� !�� ��� ����������

��� ��� 
� ������� ����"� ���� 
��� ����
 ��� ������
������ �� 
� �
�� �� ����������� ��� ������ ����� ����
������ ������ ��� ���	��� ��� ������ ���� �������� ���
������ ��������� &��� ��������� �������� ��� 
����
������ ������������� ��� �����������
9������ ������ �������� ��� 
� �������� 
��� ���������

������� 	�������� , 	������ �� ���������� ��	� 
��� ���� ��
������� ��� ������������� �������� �� ��������
����
	�������� ��������� ��������� 
�������� ��� ���������
�����
���� ��+�	����� �	�� ��� ��� ��� �� ��������� ��������
�� ���������� �� ����������� 
� ����� 
��� ��������
�������������� ��� 	����
�� �������� ��� ��������
����������� '��� �������� ��� ������ �������
�� �� ����
�����$� ��� �������� �������� ��� ��� �� ���������� %� ��
������� �������� �� ��� ���� �� �������� 	������� �������
�� 
� ��� ���� �������	� �� ���� !A����� �� ���� )**3"�
&��� �������� �������� ��	� 
��� ���������� ���

������� &,8� ) ��� 4� ��)66 ���������� ��� &,(��)>
&�����,� '��� �� ����� ��� ���� 
����� ��������� �� �����
������ ������ &,(��) �� 
����� ����������� �� �����
��������� ��� �� �������$�� 
� ��� ��+����� �� -0,�,:
���������� ��������� � ������������ 1�� �� ��� �������
�������� �������� �� &�:B�4@ ���� ��� &,(��) ))3
����� ���� ������� !)4 �%�" ��� ��������� 
� -0,�,:�)
�������� ����� !'������ ��� C������ :666"�
1���� �������� ������� ��� -�(�:>��� �� ����
?�:

�������� �������� 9',� ��, ��� &=�)� -�(:>��� ��
�	����������� �� 	������ ������� ���� �� 
������ �	������
����� �������� ����� ��� ��� �	������������ 
�� ����� �� 
�

5"6& #�� #�������� 
� ;���� 
����� -��� ������ 3������ �
 #��������.



���������� 
��� ���� ����������� ������������ ����������
��� ���� �������� �������� ��, ��� &=�) ��� ���������
�� ���� ����������������
&��� ����������� ������� ��������� �� �������

���������� ����� ��	� 
��� ���������� �� ����� �������
��� �������� �� ����� ��������� �� �����������������
����� �� ������ �� ��� ������ ��� ���� ������� �� � ��������
���� ������
���� �� ��� ��������� ���������� ������ ����
�������
�� ���������� �� 	������ ��������� &����� (�� ���
�@4 ��� �
� �������� �� ������ �������� ��� �������
���������� ���� �������� 
��� ��� ��������� �� 
� ����
������ �������� !������� �� ���� )**@"� 1���� ������������
���� ��� 
� ���� ������ �������� ������� ������ ��������
������� 
� ����������� ������������� ���� �� ?���,
��

���� �� 
��� ����������$��� ������	��� ������ ��� ����
������ 
� �!*; ::"!�45; �))" ����������� ������������� ��
������� ����������� 1���� ��������� �������� �������
������� ��� ��� ����������� ���������� ����
��� ��������
��������� �� ? ���� ���������� 1���� ����������� ����
������� ��� ��� ����������� �������� 
�� ��� �	�����������
�� �������� ���� �� -�(�:>����
�@4�������� ��� 
��� ���
� �� 
� ����������
�������

������ ����� �������� ��������� ���� ������; @6D �� ���
������� ��� 76D �� ��������� ���� ���� ������� ��	� �@4
���������� ��� ����� ������ ������� 
���� 
� ��� ������
���� �� �@4� ����� �� �� �
�������� ������ ��������� 1����
����������� ������� �������� ���� �� ��� ? ���� ���������
���� ��� ������� �������$�� !����������������" 	������
����������� ���� �������� �� 	��� ���
������� 
�� �������
������� ��	����� �� ��������� 
������ ���� ���� �������
�$�� ���������� �����
��� ��� ����� ��� ���� 
���� ������
����������� 2�������� �@4�
���� 	�������� ���� ��� ��������
�@4�������� �� ���������� ���� ��� ������� ������ �������
� ������ ������ ������� ��� 
� ��������$��� ��� �������
��� ���� 
� ������ �� ���������� ��������� ����� ��������
�� ����	� ��� �@4 ������ �������������� ��������� ����� ���

� ���� ���� �� ������$� �������� �� ������ ��������� �
����� ���� ������������ �������$� ��� ���� ������ �����
���������� ���� ������ ������� !%�0��� )**3"�

&����� (�� ��� ���� 
� ���� �� � ������ �� ��������
	������ !E����� �� ���� )***"� (�� ��������� ��� ������� ��
)@D �� ������� ��� �� �� ����� 56D �� ����� ��������
=����� �@4� � ������� ���
�� �� �������� %A, 
��� ��
�
���������� ��	� 
��� ������
��� ���� ��� ��������� �������
�� ������ ):� )4� @* ��� 7)� 2������� ����� (�� ���������
��� ��������� ��� ��� ��������� ���������� ���� ������ ����
�������������� 
� ��
����������� 
� ��� ������ �� ���	���
������ ���������� '���� ��� ���
�� �� �
���	�� �����
����� �� (�� �� �������� ��� �� ��� ������ ������ ���������
��� 
� ������������ ����� �� ���� ������ ���� 
����
������ ���� ��� ���� ��������
��� ������������ �� �������� ��������������� ��������

����������� ��� ���� �������/� ����� # &-� �������� ���
���� ��� �
���	����� 
� ��	���� ��	���������� ���� �������
������� ���������������� ��������� ��� ����� �� ��� ���� ��
����� ������ ������������ ��	� �������� ��� ���������
��	���������� �� ����������� 	�������� ����� ��� ������� ��
�������� �� ��������� 
�� ����� ��� ��	���� ���������� ����
��� ������� ������� �������� !������� �� (A," ����	��
�������� ���� ���������� ������ ������
�������� 	������� ��� ���� 
� ���
���� 
��� ���	���

������ ����������+�	��� ������$����� �� ����� ������
��������� #� ��� ����� ����� 
� ����������� �� '�������
=��	������� ���� �������� 
��� ���������� ? ���� ��������
�����	�� � ������ �� ����� �� ���� ��������� �� ��������
������ ��������� ����� �����
��� �� ���� ��������� 
� ��
�
��������� ��+������� �� ����
�� ������� : 
���� ������ ���
��������������� �������� ������� �������� 
� ���� ������

�� �
������ 
� ���� ������ ����������� ,�� ��������
��	������ �������
�� ���������� �������� ������ ����
������� #� ��������� �������� ��������� ��	� 
��� ��������

��� ��� ������� ������������ �������� ������ �����������
� ������ ������� ��	��� ������� ������ ���������� ��� �
����� ������� �����	��� ��� �	������ �� ������� �� ��������

� � �������	� ��������������� ��������� �������� !-��
�� ���� )**7" !���
� *"�
�������� ������ ��	��	��� ������ �������� 
��� ���������

�������� !9������ �� ���� :666" ��� �������� ������
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!&����� �� ���� )***" ��� ������� !���
� *" ��� ��� 
����
���� �� �	������ ��� �����
����� ��� ������ �� �������� 	���
������ �� �������� �� ��	������� ������� ��� ������������
������ ��������� �� ������������ ������� ��� ���������
����������� ����� �� �������� �������� ���� �������� 	���
����� ��� ���	��� ���������� 
��� ��
����� ��
 ���������
������� ������� ��� ��������� ���

���� �� ���� �������
&��� �� ��� �������� ���
���� �� �������� �� ��������

���� 	������� ��� 
� �	����� 
� ����� � ��������� 	������
��������� ��� ������� 	�������

������	 
�		����

, ������� 	������� ���� ���
� �� %A, �� ��������������
������$������ �� ������� �� ����� ������� �������� ��
������ �� ������� ���� ������� ��������� ��� �������
�������� ��� ������� �� 
���� ���� �%A, �� (A,� ��
������ �%A,� �� ���������� 	������� ����� ��� ����
�������� ���������� ���� �������� �������� �� ���� ��������
���������� ����� �� �������� ������ ���
�� �� ������������
,������ ���� �� ������� 	������ ���� �����
����� 	������
���� �� 	������� �� �����	���� ���������� �� ������� ���
������� ���� �� ���������
#� ��� ���� 
���� ����� � �������������� 	������ ����

����� �� �� ���������� ������� 	����� ���� ���	�� �������
���� �� �� ������� ������� 
� �� �������� ����� 8���
���������� �� ������� �������� 
� � ������ 	���� ���������
#� ��� ��	���� ����������� ��	������� �	�� ��������� ��
�������� ������� ������� 	�������� 2����� ������������� ����
��� ������� 	������ �� ����������� ��������� �� �������
����������� ���� ������ ���� �� .�������/ ��������� '������
���������� ��� 
� ���������� �	�� ���� ������� �� ����
������ ���� ������� �� ��������	�� ��������� ������ %A,
����������� ������������ ��� ����������$����� ��� ��� ������
���� ��� ��� ������������� ��������� ������������� 
���

������	� �������� �� ���� ���� �� � ���
���� #� ���������
������� ������� ���������� ��� �����
�� �� ������
�� ���� ��
������ ��������
�� ������� �� ����� 
��� ����������
������� ���� �� ��� � ���
��� 
��� ������� 	��������
0������ ������� ��������� ��������� �� ������� �� ��������
��������� �������� �� ����������� ������ ��� 
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Agent characteristics

Induces partial
differentiation 

Induces terminal
differentiation

a induces partial
differentiation but enables
b to induce terminal
differentiationa

b
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Cells blocked at
different stages

Premalignant A B C D
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Cancer 2 A B

Cell type

Targets for
differentiation therapy 

Mature
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stages
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a: Induces apoptosis without inducing differentiation
b: Induces terminal differentiation and the mature cells
       eventually undergo apoptosis
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metabolites in: 
Surrogate
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- Serum
- WBCs
- Adipose tissue 
Target tissue
products
- Saliva
- Sputum
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absorption

Metabolism
-p450 & 
PhaseII 
enzymes e.g., 
GST, NAT 

Limited
distribution &
excretion 

DNA repair

Protein
turnover 

Checkpoint
controls 

Maintenance
DNA
methylation

Apoptosis
Checkpoint controls
Immune surveillance
DNA repair
Cell–cell Interactions
Cell–matrix Interactions 

DNA adducts &
altered methylation
of: 
Surrogate tissues
- Serum
- WBCs
- Adipose tissue
Target tissue
products
- Saliva
- Sputum
- Urine
- Faeces 

DNA
- Point mutations
- Frameshifts
- Promoter, enhancer,
splice site alterations
- Expanded repeats
- Oncogene activation
- Tumour suppressor
inactivation
- Altered methylation 

Chromosomal
- Translocations
- Deletions
- Duplications
- Inversions
Altered expression
Signal transduction 

Alterations in cellular
morphology
- Atypia 

Dysregulated
proliferation

Suppressed
apoptosis 

Altered differentiation

Clonal competition/
evolution

Alterations in tissue
morphology
- Dysplasia
- Neoangiogenesis 
Inappropriate cell–
cell & cell-tissue
communications
- Endocrine effects
- Paracrine effects
- Autocrine effects  

Altered organ
function 

Invasion

Metastasis

Morbidity

Molecular
Macromolecular

Chromosomal
Cellular

Genomic instability

Levels
of
expression

Tissue
Organ

Organism

CARCINOGEN
EXPOSURE

INITIAL
GENETIC
LESION

MULTIPLE
GENETIC
LESIONS

ALTERED
ORGANELLES

CELLULAR
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MORTALITY

������ � &����	���� �	��

��	� ��
��	���	���� ''''''' � ��	���� $
������ (%���
� ���
���� �� "��� )��
�  �*� *�&�+

,-,. ��� �
�����	� �� ����	 ��	��
 (�	� /����� ��
���� �� �
�����	�+



�����������
���� (� ������ 
��
 ��� ���� 
���� �������
	�
����� �*��� 
	������ ���	 ������� ����������� �
������
��	����
��� �������� ����������� ����	���� 9���� ��
����
*���
���� ��:�� � ��	����� ��������; ��� 
����� ��
�����
�� 
����
 ��� ��
�����
���� )�� ������
 �
������ �� ����
�� 
� ��
������ ������
 � ��	��
�� 	������� ��
� ���������	

���� ��� ��������� ��� ���* �����
���� ��		���� 
 �����	
������		����� ����	 �����
��� �� ���� ����� ��
����
����
��������� �� 
�� ���* �� 
�� 	�������� ��� �� 
�� ��
���
��

(� ����
��� 
� �	�����	 �������� ���
���� ����� ��������
� ��	���� �� �	�,�� ������������ ��	��
	� ��������
��
������
� ��
� 
�� ������� �� ����������� ����	���� ��� ��
��
�	����� ���� ������
��� 
���	� 
��
 ��
����
� ���	��
���� ��
��	
��	� �������� 
�����*��� �
 ��������
 	���	� �� 
��	�!
����	 ��������
��� ����� ��	���	�� 	���	 ���� ��
�
�����
������� ����������� � �	��� ������ ��
���
 � ��� ��	!
	�	��-
����� 	���	� ����	�����
���� ����
����� �
�����
 �� �

���� ���'� ���
��-������	�� � ������� ����������-
������
����� "��� �������
��
 ���������
� ��� ���
���	�

������ ��	����� ���� �� 
�����*�� �� ���	�
��� �� 	�*�	 

�"#$� � ���
�
��� �� 0��
�����
 �0�

����	� (0����
��
�+ �	 ��
��	���	�����

 ���$ �
��&
��"$ "#���"
��	' ��	&
��	"$ "#���"
��	'

*1" "������ �
�	��
�$���	�
 �!�
'2�	��
�3$
�����	
&������	� �
�	��
�$���	�
 ��

�$���	
*��0
� ��	���� #�	���� �	���0�
���
�
�	�
������	�
��$�'2��$�
�����
����	
��$�'2��$�
$
����

�1" /	���4���� ��$��� �
�	�
����	�
 �!�
'2�	��
�3$
�����	
�3�����!� ��$��� �
�	�
����	�
 ��

�$���	
��

�$��� ��$���

 
����	 /	���4���� 5!�
'2 �	��
'2 �	����!�
�3�����!� "0�

�	� �	6������ ��	����	
��

�$��� /�$��
�� *1" 
�$��

,� ��
����
� /�$��
�� *1"2 �1" 
�$
������	
7� ��
����
� /�$��
�� $���'''''''�
�	�
����	�
 ����

�	�
8� ��
����
� /�$��
�� 
���
���
� ��	����	�
-� ��
����
� /�$��
�� ���	�
 �
�	�������	

/�$��
�� ����
����	
/�$��
�� ����0�
���

5
��	�

� "0�

�	� 	��
��
 ��
$��
��� 5!�
'2 �	��
'2 �	����!�
�	
�
��� 	��
��
'''''''����$
����� 
����

��

�
�
 "��$�� 5!�
'2�	��
'2�	����!�
%�	����	�
 ������
���
"0�

�	� ��	����!��� �� �3��
	�
 �
���� �����
�

������ *��$
���� *��
���
���� $�$�
����	 ��	�����
(�	�
����� $
�
���
����	 �	�2�
 
������ �$�$�����+

��
��	��� �
 ���� (�/9+ ���� �� �	��
��

�
�
 �������	
/	�
����� ���
�!����
 ��	���� ��

 ���
����	
9�0������
 �	!����	 1���	�����	����
9�
���
 
������	 �3�
���

�
�
 ���
�3 ���
������	

5
��	 ����
 �	!����	 %�	����	�
 ���$
�����
&��������� &��� �������

�"��$��� �
�� ���� �� ���� 7:::�

�"#$� % �����$����
�����
 ���$�	�	�� �� �$����
��

���$��2���$
����

1��
��
 �
���
/	�
����� ��6�
/

���
�
 ���$�
/	�
����� ����	�	�
 
����
$���� (!�
��0
� ��6�� ���$� �	� ����	�	�+

1��
��
�
 �
��� (�
�	��
�
 �$����
��+
/	�
����� ��6�
/

���
�
 ���$�
/	�
����� ����	�	�

��

�
�
 �����
�	������	 �	� ����
����	
"0	�
��

"0��	�

��

�
�
 �������
/	�
����� 	��0�

"0	�
��
 ��
����
�

�����$
�!�	���	 ,-,;




� ����	
 �� ������	�
� �� �	���� ��
�����
�
���� �� ��
��!

��	�����	 ���������� �����	 ��� ���* ��� ���������

����"�(�� �)�	
�*�&"
��	 "	)
+���$����	


�������
� 
�����*��� �� ����� ��
 �� ��������
�� ��
�����	�
��� ������
� ������� ���� � �����
 �� ��������
��

���� !!! �� ����	� �� ���	� �
�����
����	 �� �	�����	� +��!
���*��� �� 
� ��
�����1�� ��������� 
� 
�� ��
�����
���	���
��� �� �#� ���* ���*��� 
��
 ��
���
� 
�� ���
�
�	�
 
�� ���� 	�
�� ����
 �� 
�� ����	��
�� �������� �	�� ��������

� �� ��������� ������
�
�	�
 � �������
�� �� �������
��

�����*���� �� �<� �������� ���*��� 
��
 ������� ��������

� �� ��
�����
���� �	�� �������� 
� �� ����� �������	� ����!
�	�����	 �� ���
�� �����
� �� ��
���� 
�����*��� ����
������ %��

�	
����� �		 ��		� ��
��� �� ���
��	��	 ����
 ������
 �
������ ������
�
�	�
 
� ����	����� �����
	� �������� 
�
����
�� ��� �������
�� ����	
� ����� ������������ ���������
�	
�����	�
 �����
���� �
��� ����	
� �� ���������� ���
��
�
���
��� ��
�� �� ����	��
�� ������������ ���
���	��	 �
 ����
����	�� 
��	�����	 	���	�� ��
 ����������	 � 
��� ��
�� 
���
��
�
��� 	���� 
� ���
���	 ����	��� ������� (� ����� 
�
������ ����������
 ������� ��� ��	��
�	�
 � 
�� ����

�
�� �� ����	����� � �������
� 
�����*�� ����	���
�
�������1�
��� �� 
����� ��,����
��� ��� 	�
���
�� ���� �
��� �������� ���	 ���� ����������� ������� 
�����	������

���� �� ��
���	 ��������� 
�������� �=�)� ��� 	���
!
���

����� ����
������ �>""�� ���� �������� �	�����	
����	���� ��� 	����!���
��� �����������
��� ��� �������

�� �����!
�!�����	 ��
�� �� 	�
���
�� !
���� ���	 ���� (�
����
���� ���������� ��������� � ��� ���
	� �������
��

���������
 �� ��	
��	� ��	���	�� �������
�� �
����	�����
���
 ��� ��
�	 �����
	 ��
��	�� �������	 
���! ��� 
�����!
��������� ���	��
���� �� 	������ ��
��� 
�� ���	� �
 ���*�

=��� �
�������1��� �������
� 
�����*��� ��� ��������

� ��
�
	��� 
���� ��
���	 ���
�� � ��� �	�� 
���� �������
���
��
� ������ ���* �����!���
����		 ��� ���� 
���� =�
���
����� 
� 	�� ��
�� �� ���
��� �������� 
���� ��
������
����
��� ���
��
�� 
������ ��
������
��� �
����� 
��
 �������
���������	� ��
� ������ 
� ��
���� ���
��	 ����	�
�����
�	
����
���	 � 
�� ��
���	 ���
�� �� � ��������� ���*��
�� 
� ������� ���� �������
��� �
����� �� ���* �����
��
�� ���� 
�� �	���
� ��� �� ��
�����
��� �
����� 
��

���������
� 
�����*��� �� �������� �������� ��
��������� ���* 
�����*��� 
��
 �����	�
� ��
� 
�� ����	!
�����
 �� �������� ������ �� 
� ���	��� 
� �#� ��
���
�
���* ��� �������
 ����	����� �<� ����
�� ������� �������!
����� �4� ��6��
 ��
�����
���� 
� ��
���1� 
�� 
�������
��
����� �)(� ����� 
�� 
�����
!
�!���* ��
���� �?� ������
�1�
��
�����
���� 
���� �� ��������
�� ������
� �� �3� �
��
�� 
���������	� ��
����� ������
��� 
���	� 
� 
�	���� ����������

�������
���

(� ����
���� ���* ���*��� ����
 ���
��� ������
��� ��
�����
	� ���*��� �� �������� �� �������
��� �	�����	

Potential surrogate endpoint biomarkers
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Diagnostic markers
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Select feasible/rational biomarkers
Based on mechanisms of disease and agent’s hypothesized mechanism of action 

Standardize sampling
Establish target (neoplasia vs at- risk field), instruments and

technique via standardized protocol 

Standardize laboratory assay
Establish handling and processing methods for specimens including reagents, conditions and

instruments; determine accuracy and reliability    

Establish status as cross-sectional risk marker for invasive neoplasia
Correlate cross- sectional risk within a population 

Establish status as a modulable marker
Assess marker modulation between baseline and outcome in an intervention study

 (versus historical data on natural history or a concomitant placebo control) 

Establish status as a prospective risk marker for invasive neoplasia
Evaluate the natural history of the biomarker over times;

correlate the marker with prospective risk either in a prospective study or
via the placebo arm of a controlled intervention trial

Establish as a surrogate endpoint with one agent and in one model system
Correlate biomarker modulation at an intermediate time point with effects on clinical

outcomes of interest (a clinical intervention, invasive cancer incidence, or another event)

Establish as a surrogate endpoint across agents and/or models
Test the predictiveness of biomarker modulation with different agents and/or in other model systems

(against incident cancer or other clinical outcomes of interest);
test the surrogate against combinations of agents 
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General population (US):
50% incidence of adenomas by age 50;
130 000 colorectal cancer cases/yr
Lifetime risk = 5.6% (2000)  

Moderate risk:
Current/prior adenoma, cancer survivor,
inflammatory bowel disease
Lifetime risk ~ 10–20% 

High risk:
FAP, HNPCC
Lifetime risk ~ 80–100%
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DNA-reactive, mutagenic agents
Anti-cancer drugs

Exogenous or endogenous carcinogens

DNA replication errors

Structurally distinct DNA lesions

Mismatched base pairs

Damage-specific DNA repair
(multiple DNA repair genes/proteins and pathways involved)

+–

Cancer      Therapy
resistance

     Therapy
resistance

Cancer

+ +– –

*Exception: mismatch repair (MMR), which may enhance cytotoxicity.
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Mismatch repair
(MMR)

Mismatch
recognition

GTBP-MSH2,
MSH3-MSH2

(heterodimers)

Nth1
OGG

XPG, TFIIH
CSB/A, MSH2

Lesion-
binding
proteins

Dual
incision

ERCC 1-XPF,
XPG

Release
of 29-mer

DNA synthesis
Ligation

Pol. δ/ε
Ligase I
Ligase III
XRCC 1

PCNA

XPC,
XPA, XPE

RPA

MGMT
(removal of
alkyl residue

from O6 atom
of guanine)

G/T-glycosylase
MYH

Glyco-
sylases

AP-
endonuclease

Interaction of
MLH1-PCNA

+PMS2
with

helterodimer

Excision/
displacement?

DNA synthesis
Ligation

DNA
synthesis
Ligation

Pol. β
Ligase I
Ligase III
XRCC 1

Ligase I
Ligase III
XRCC 1
PARP

Pol. β or
Pol. δ/εPol. β

PCNA
Pol. δ

Base excision
repair (BER)

Transcription-
coupled repair (TCR)

One-step
repair (OSR)

Nucleotide excision
repair (NER)

(global genome
repair; GGR)

RNA-Pol II

RNA-Pol II

5� 3�

RNA-Pol II
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��	� ���
������ %##) ���&�� �� ����� �� �������� ������ �� ���
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���������� �� 
�����������
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������ �� ��� ��������� ��� ���� �� ���	��
�������� ��� ������� ������
	��� ��� ���� ���������� ��
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������ ��������� ���� ��� �����	�9�� �� ������� ��� �� ���
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�� ���������� 
�
�������� ����� ������ 	��� �� �������������

������ �� ������ ���� � ���������� ��	��� �� ������ ���
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������� ���
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