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摘要: 
職於出國期間學習利用Antisense 核苷酸來改變基因活性, 藉以探討糖尿病視網膜病變之機轉. 發現Antisense 核苷酸來抑制Gap junction Connexin 43之表現會導致細胞自殺(apoptosis)的機率. 因此在糖尿病的視網膜上,其血管周邊細胞(pericyte)及內皮細胞(endothelial cells)的Connexin 43 活性下降,有可能導致細胞環境恆定性的破壞, 影響兩種細胞間訊息的傳達. 因為血管周邊細胞對內皮細胞的生長影響力甚大, 在兩種細胞間訊息的傳達不良的情況下,內皮細胞及血管周邊細胞的生長可能異常, 使得視網膜微血管產生pecicyte 消失及無細胞血管(ghost vessel) 產生.

Antisense 核苷酸來改變基因活性也有治療疾病的潛力. 利用Antisense 核苷酸來抑制血管基底膜成分-Fibronectin, 可以導致血管通透性的改變, 可以抑制糖尿病視網膜病變中過多的血管通透性. 對於青光眼也可能有治療作用. 減少隅角小樑細胞的Fibronectin生成,可能可以減少、房水排出的阻力,增加房水分泌來降低眼壓. 利用分子生物學的方法,特別在眼部局部而非全身的情況下, 較易得到治療效果而能減少全身性的副作用例如利用病毒載體或質體便可能有不表現或病毒繁殖過多的危險.

因此Antisense 核苷酸易施用於前房或玻璃體內,是未來疾病治療的明日之星.

目的:

糖尿病視網膜病變之早期血管病變為視網膜血管內皮細胞及血管周邊細胞(pericyte)死亡,血管通透性增加進而造成血管阻塞,組織缺氧,以至於產生新生血管,造成眼內出血, 視網膜剝離等失明情況. 但是血管內皮細胞及血管周邊細胞死亡的原因仍不清楚.有研究顯示細胞自殺(apoptosis)可能為其原因.

Gap junction 為細胞間小分子交通的管道,由Connexin蛋白所組成.各種離子,ATP, 及其他重要訊號傳導因子可經由它往來於細胞間,是維持細胞環境恆定性的重要管道.先前之研究發現在高葡萄糖環境中血管內皮細胞之gap junction 活性降低. 由於血管內皮細胞及血管周邊細胞緊密接觸,其間有gap junction存在,因此我們研究血管周邊細胞的Gap junction

之基因表現是否受高葡萄糖環境抑制.

其次,為了解降低的gap junction活性是否與細胞死亡增加有關,我們於血管內皮細胞上利用antisense 核苷酸抑制Connexin 43蛋白,來分析細胞自殺死亡是否增加.期以增加對糖尿病視網膜病變機轉之了解.

方法(I)
1. 從牛眼視網膜分離血管周邊細胞,予以培養七天.實驗組之培養液加葡萄糖至30 mM

2. 從細胞分離所有蛋白,以西方點墨法分析定量connexin 43 

3. 從細胞分離所有RNA,以RT-PCR半定量分析connexin 43 mRNA的量

4. 細胞培養於載玻片上,利用螢光抗體染色法偵測Cx43蛋白之分布 

5. 共同培養血管周邊細胞及血管內皮細胞利用螢光抗體染色法偵測兩種細胞間Cx43蛋白之分布.

(II)

1. 培養血管內皮細胞

2. 將antisense Cx43 核苷酸植入血管內皮細胞, 24小時後取出所有細胞分離所有蛋白,以西方點墨法分析定量connexin43

3. 將antisense Cx43 核苷酸植入血管內皮細胞, 24小時後取出所有細胞分離小分子DNA,作DNA階梯電泳

4. 平行實驗用螢光TUNEL染色法偵測正在進行apoptosis的細胞

結果:

(I) 血管周邊細胞培養於高葡萄糖環境中, 呈現CX43降低的特性. Cx43蛋白的量及 mRNA均較控制組低.

          螢光抗體染色法偵測Cx43蛋白之分布, 不論是血管周邊細胞單獨培養或是與血管內皮細胞共同培養,螢光點(即CX43蛋白之所在)之數量皆減少.

(II) 血管內皮細胞以antisense Cx43 核苷酸處理後其Cx43蛋白量降低,表示antisense Cx43 核苷酸確有抑制Cx43的效果. 同時,DNA 電泳的結果與TUNEL染色之結果一致.  即降低Cx43 的基因表現將導致細胞自殺(apoptosis)的機率. 

討論:

在血管周邊細胞培養於高葡萄糖環境中,其gap junction 活性下降,顯示於高葡萄糖環境中微血管環境恆定性遭到破壞. 由於糖尿病最主要的症候就是高血糖,因此在糖尿病視網膜的微血管中微血管環境恆定性可能遭到破壞. 至少血管周邊細胞間及血管周邊細胞與內皮細胞間之gap junction活性降低.此項變化有可能導致血管周邊細胞與內皮細胞生長速度的變化,而在臨床上產生血管病變. Gap junction 活性的異常有可能是視網膜血管細胞在糖尿病的情況下所產生的最早的細胞變異之一,而演變成整個視網膜功能異常. 在了解視網膜血管細胞在糖尿病的情況下產生變異的分子機制後, 才能更進一步發展出預防或治療的對策.
附錄:

1. 美國視覺及光學會2002年發表之論文摘要

High glucose inhibits Connexin 43 expression and GJIC activity in retinal pericyte.

2. 美國糖尿病學會2002年發表之論文摘要

High glucose-induced Connexin43 downregulation and apoptosis in rat microvascular endothelial cells

3. 將於美國視覺及光學會2003年發表之論文摘要

High glucose-induced fibronectin overexpression inhibits trabecular meshwork cell permeability
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