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內容摘要：


核酸衍生物（Nucleoside analogues）是重要的抗癌、抗病毒藥物類型。有關此類藥物的藥理相關研究、甚至其為預防癌症發生的藥物，一直是鄭教授實驗室的研究重點之一。核酸衍生物須經細胞內酵素做系列的磷酸化才得以活化，並發揮其效用。本人於2002年12月至2004年9月進修期間，針對deoxycytidine 及其衍生物活化代謝所需的酵素，進行相關研究。計完成以下的成果：

1. 有關human UMP/CMP kinase的生化及酵素學特性的研究工作：我們發現此酵素為ATP及Mg有十分嚴密的調控。成果已為”Molecular Pharmacology”接受刊載。

2. Deoxycyditine kinase（dCK）經化療藥物活化而活性增加的研究工作，部份成果已刊登於”Molecular Pharmacology 2004 Aug; 66(2): 285-92”。

3. 細胞內Nucleoside diphosphate kinases活性的調控研究：我們發現nm23-H1（而非nm23-H2）在核酸代謝上扮演重要的角色。已完成論文草稿之撰寫，準備投稿中。
關鍵詞：癌症化學預防（cancer chemoprevention），抗病毒核酸衍生物（anti-viral nucleoside analog），deoxycytidine核酸衍生物（deoxycytidine nucleoside analog）
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1、 目的


自1983年起，癌病即是台灣地區民眾死亡原因的首位；近年來，癌症的發生率及癌症相關死因仍持續升高。隨著生活習性的變遷，台灣地區民眾罹患肺癌、乳癌、大腸直腸癌等西方國家常見癌病的比率，有逐漸增加的趨勢；然而，本地好發的肝癌、鼻咽癌、子宮頸癌、病毒相關T-細胞淋巴瘤等，仍是國民健康的重大威脅。這些本地好發癌病的防治議題，向來是醫界無可旁貸的職責。


在台灣地區由於B型肝炎病毒疫苗的全面施行，己大大地降低B型肝炎病毒帶原者的比率，並已初步造成兒童肝癌發生率的下降。然而對於目前仍佔全台人口15%的B型肝炎帶原者、慢性C型肝炎的帶原者等這些肝癌發生的高危險群，如何預防肝癌的發生，仍是我們在未來數十年所必須面對的重大課題。子宮頸癌在子宮頸抹片篩檢的大為宣導後，得以早期診斷、早期治療；鼻咽癌在過去的研究中，雖指出遺傳因子、環境因子及Epstein-Barr病毒是三個重要的致病因子。然而，目前對這些癌病並無其他更有效的預防方法，「癌症化學預防」是個值得探討的方向。


化學預防(chemoprevention)的概念，乃指經由某些足以抑制癌化過程(carcinogenesis)、或足以阻止及反轉惡性前期(premalignant)細胞持續惡性化的化合物或藥物，來達到預防癌病發生的目的。癌症化學預防的研究在國外已有多年經驗，如早年的研究指出NSAIDs可以預防FAP(familial adenomatous polyposis)病患的息肉生成，而進一步導引了許多使用NSAIDs或其他COX-2抑制劑來預防大腸直腸癌發生的研究。又例如1999年， NSABP-P1的研究發表指出tamoxifen可以減少侵襲性乳癌的發生。這些令人興奮的發現均支持了”癌症化學預防”此一策略的可行性。然而，癌症化學預防的研究中也有許多不成功的例子。以肺癌的化學預防研究為例，使用β-carotene非但沒有使肺癌發生的機率減少，而反升高。這些資料提示了我們：臨床前期(pre-clinical)研究雖可指出某些藥物具有發展為癌症化學預防藥物的潛力，但仍需經由大型的臨床研究來加以証實。換言之，實驗室的研究工作和臨床試驗是癌症化學預防研究中必須相輔相成，不可或缺。


實言之，欲進行系統性地癌症化學預防研究，以下各個環節均不可缺少：(1)、致癌機轉的了解：針對各個癌病了解可能的致癌因子，並認識癌化過程中的分子病理變化；(2)、癌症化學預防藥物的基礎研究：作用機轉的探討，有助於進一步了解新的機理、開發新的藥物；(3)、藥物的臨床前期研究：適合的pre-clinical study models，及其pharmacokinetics 及pharmacodynamics等的研究；(4)、臨床研究：如何選擇有意義的中介生物指標，設計規劃並做為研究的標的；在國內我們更缺乏設計、協同、並執行大型、第三期隨機分派的化學預防藥物臨床研究的經驗。在2000年職申請出國進修之際，深知計畫之目標需以台灣地區好發的「與病毒感染相關的癌病」為研究的重心；也明瞭除了上述的第一點已經本地前輩學者推陳出新不斷研究有諸多闡明外，國內在其他的環節上均仍有待加強。經過與指導教授（本院鄭安理教授、國衛院彭汪嘉康院士）討論、與Yale University及美國NCI（National Cancer Institutes）等數位研究者面試後，職最後選定Prof. Yung-Chi Cheng（鄭永齊教授）的研究室，做為進修的地點。

貳、 過程


鄭永齊教授及其所在的耶魯大學藥理科（Department of Pharmacology, Yale University School of Medicine）是研究核酸衍生物（nucleoside analog）最重要團隊之一。鄭教授早年致力於研究核酸或核酸衍生物代謝所需酵素的基礎研究，並建立了許多重要的研究方法。在藥物的機理上，他對methotrexate、5-fluorouracil的抗癌作用的釐清有相當的貢獻。在開發核酸衍生物做為抗癌（anti-cancer）及抗病毒（anti-viral）的藥物上，從最早的lamivudine (3-TC)（目前最重要的抗B-型肝炎病毒、抗HIV病毒藥物）、陸續的抗B-型肝炎病毒藥物、抗HIV病毒藥物及抗-EB病毒的藥物，不遺餘力。此外，他更是鼓吹「抗病毒藥物可發展成預防”病毒相關癌病”之藥物」此一概念最力的學者。鄭教授在抗病毒藥物研究上的領導地位，正是我們在思考以對抗病毒的角度出發，針對肝癌（HBV-相關）及鼻咽癌（EBV-相關）來發展癌症化學預防策略，最適切、也最權威的指導者之一。


職於2002（民國91年）12月29日出國，於12月30日抵達New Haven，隨即加入鄭教授的實驗室工作。原定一年的進修計畫，得於延長至2004年（民國93年）9月30日。在鄭教授的指導下、實驗室資深的三位助理（Ｇinger Dutschman, the Lab manager; Susan Grill; and Elizabeth Gullen）的調教、以及實驗室的博士後（post-doc）們（Dr. Jieh-Yuan Liou、Dr. Preethi Krishnan、Dr. Shin-Yong Park、Dr. Rona Hu、Dr. Allen Wang、Dr. Guangwei Yang、Dr. Yashang Lee、Dr. Ying Li、Dr. Duncan Leung、Dr. Wing Lam、Dr. Jonathan Hsia、Dr. Wenli Gao、Dr. Kai-Ming Chou）的鼎力相助，一年九個月的實驗室生活，實在是一段充實、愉快、且難以忘懷的經驗。


初抵實驗室的第一週，有很多的個別討論讓我很快地認識實驗室裡的研究課題，包括有(1)、抗病毒（含HBV、HCV、HIV、EBV等）藥物的篩檢和確認；(2)、抗癌藥物機理的探討（含Topoisomerase I 抑制劑、某些中藥）；(3)、核酸代謝之酵素的基礎研究（如UMP/CMP kianse、TMP kinase、及NDPK等）；(4)、DNA修護所需的某些酵素的研究（如exonuclease、APE1）；(5)、粒線體核酸carrier蛋白的研究等。與鄭教授討論後，我開始了一個小的計畫，同時也在Dr. Jieh-Yuan Liou的協助下，開始學習有關酵素學基礎研究所需的基本的研究方法。以下是這個初期研究的成果。


(1)、驗證某些帶有EB病毒的B-淋巴瘤細胞株確實對Azidothymidine(AZT)有較高的細胞毒殺作用：AZT已應用於治療HIV-感染之患者多年，若AZT確實可以用來治療某些癌病，將可提供與EB病毒相關的惡性腫瘤（如HIV感染相關的淋巴瘤、某些T細胞淋巴瘤、鼻咽癌）等新的治療方向。從系列的篩檢中，的確發現鄭教授實驗室中的B5 細胞株（一帶有EB病毒的Burkitt’s lymphoma細胞株），對AZT較為敏感。有趣的是，AZT在B5 細胞株的代謝，似有較高的AZT-monophosphate（AZT-MP）形成，而且AZT-MP可在此一細胞中誘發細胞凋亡的現象。


這段初始階段的酵素學實驗「基礎功」的摸索，之後成了我在鄭教授實驗室的研究主題。其實、核酸及核酸衍生物的藥理作用需經過系列的活化過程（activation），將nucleoside轉化成monophosphate、diphosphate、最後triphosphate，始能發揮作用，這些系列的活化過程中牽涉到許多細胞內nucleoside磷酸化的酵素（enzyme）。由於許多抗病毒藥物是cytidine/deoxycytidine的衍生物，如ddC、L(-)SddC（即3-TC或lamivudine）、L(-)FTC、L(-)Fd4C；而且，也有許多cytidine/deoxycytidine衍生物是重要的抗癌藥物，如ara-C、gemcitabine、及L(-)-OddC等。以cytidine/deoxycytidine的衍生物活化所需的各個酵素而言，有deoxycytidine kinase（dCK）、UMP/CMP kinase (即dCMP kinase)、及nucleoside diphosphate kinase（NDPK）等 。了解這些酵素的特性、調控、及其生物學上的重要性，並希望藉此發展更有效的藥物，是鄭教授實驗室最近幾年的研究重點。以下是職所參與的做的工作的成果：


(1).人類UMP/CMP kinase的酵素學特性：鄭教授實驗室之前已選植了人類UMP/CMP kinase，並已發表此酵素可將細胞內正常的pyrimidine monophphosphate （如CMP、dCMP、及UMP）以及許多deoxycytidine衍生物的monophosphate，磷酸化成diphosphate。


職這部份的工作乃進一步研究此酵素活性的調節機制。我們的新發現是：ATP及Mg雖然是酵素反應中不可缺的，但對於此酵素磷酸化CMP、或是磷酸化dCMP，卻有十分不同的調節。對uridine或(deoxy)cytidine衍生物monophosphate進一步的探討顯示，nucleoside上ribose的2’-位置可能是決定ATP及Mg調節不同的重要關鍵。（成果已為” Molecular Pharmacology”所接受：Epub on Nov. 18, 2004）


(2).探討dCK及UMP/CMP kinase可能的活化機制：dCK及UMP/CMP kinase非旦是細胞內正常的pyrimidine、以及L(-)nucleoside衍生物活化所需，也是許多抗癌藥物（如ara-C、gemcitabine）活化所不可缺乏的酵素。發現這些酵素活性得以增加的機制或方法，可以應用於加強此類藥物的藥理作用，有很高的臨床應用性。


我們的發現是：細胞內dCK活性可被許多破壞DNA的藥物所激化，但此激化的現象是cell type specific的。細胞內UMP/CMP kinase活性則十分恆定，不受破壞DNA的藥物、或細胞週期的影響。（部份成果已刊登於”Molecular Pharmacology 2004 Aug; 66(2): 285-92”）


(3)、針對Nucleoside diphosphate kinases的研究：利用RNAi的方法，我們針對不同的酵素進行down-regulation，如此可以確認該酵素在細胞內的生物意義。鄭教授實驗室先前已證實「3-phosphoglycerate kinase（PGK）」是將L-form nucleosides從diphosphates形成triphosphates主要的酵素。職與Dr. Preethi Krishnan的合作，將HeLa細胞中的nm23-H1、nm23-H2分別down-regulated，我們發現nm23-H1是負責自然存在的核酸（如deoxycytidine-DP及thymidine-DP）及D-form核酸衍生物代謝的酵素；反之，nm23-H2在HeLa細胞中的角色並不明顯。這是第一個在細胞體內驗證這兩個酵素角色的研究。（已以摘要的形式發表於AACR2004的年會中，全文已撰寫完畢，準備投稿中）


(4)、針對一新的抗-HIV藥物（4’-ethynyl-D4T，是D4T的衍生物）進行藥物in vitro 代謝的實驗：我們的結果確認把4’-ethynyl D4T磷酸化成MP-form的是TK1，從MP-到DP- form的是TMP kinase，從DP- 到TP-form 的有NDPK、PGK、PK（pyruvate kinase）及CK（creatine kinase）等酵素。從比較這些不同的酵素對4’-ethynyl D4T及D4T、AZT、dTd等磷酸化的效率差別，我們也獲致了許多有趣的觀察。（論文投稿中）

參、 心得


此次出國進修，承單位主管、醫院各級長官的支持，得以在約略兩年的時間讓個人暫時放下臨床的工作，全心投入實驗室的生活。在國外的生活十分簡單，沒有台北的繁忙，使自己有更多的機會沈澱自己的想法，得以檢視過去，並思考未來的走向。在投入臨床工作十餘年之後，這對我而言是一個十分寶貴的機會；我衷心地感謝在出國進修過程中曾幫忙我的每一個人。

整體而言，啓發我最多的是鄭教授本人的風範，是一份對科學的執著。雖然，以窺探鄭教授在藥理學界大師地位的全貌而言，兩年的時間實在仍有所不足；但他科學家的態度則在每一次的討論中，都讓我深深地著迷。鄭教授對於我們呈現給他的每一筆data都會仔細檢視並思考，他也從不輕易地刪除任一筆資料。他得符合我們實驗前假說的結果固然覺得可喜；但他也從未對對那些與原本假設不相符合的data感到失望，有時他反倒更為興奮。他總是相信每一筆data的背後，必定有它的道理；正因為我們的假說是不可能涵蓋所有的科學真理，他相信只有透過仔細地分析data與我們假說的差異，不斷地提出更多的假說，進一步驗證，我們才有機會更進一步地探究生命或科學的真理。鄭教授總是對我們耳提面命：”Look at and analyze your data thoroughly and make the conclusion carefully”，我想這正是科學家之所以為科學家的道理。

此外，個人也利用機會儘可能地參與耶魯大學醫學院及癌症中心所舉辦的一些學術活動。他們經常透過系列演講或講座的形式，邀請具學術價值的研究者（無論是校內或校外）來發表研究成果及心得；這些系列的演講會，使得耶魯的學者可與其他的研究者有一個直接溝通的平台，而間接地樹立了自已在學界的地位。例如，耶魯大學的免疫學科方面在學界有相當的地位，免疫學的”Immunology and Immuno-biology Seminar Series”在每週四的演講會，總是吸引大批的聽眾；更令人印象深刻的是，每一位演講者總以能在此一演講會中發表自己的研究

成果為榮。在台大醫學校區的每週三的學術演講會，也有異曲同工之妙。但在各個不同領域，例如我們從事的癌症相關議題的研究（cancer research），如何樹立一個響亮而具崇高學術地位的招牌，是值得我們更進一步思考的。

學術整合工作已是耶魯醫學院及整個生命科學研究相關科系最重要的工作。在當地的各個core facility都儘可能地對各個研究者的Lab做最大的服務，研究者彼此之間也有很密切的溝通和合作，這些也值得在醫學院區的我們加以師法。


有關出國進修的議題--亦即「癌症化學預防研究」--的體認。由於實驗室的工作強調”hypothesis-driven”，因而在最後勢必會選定具體的題目或假說，進行深入的研究。個人最後主要進行有關「抗癌及抗病毒核酸衍生物(anti-cancer and anti-viral nucleoside analogs)代謝所需酵素的基礎研究」，這一個研究題目僅是是從事「癌症化學預防研究」的一個小的環節。如前所述，系統性的癌症化學預防研究有賴更多的基礎研究、流行病學研究，更多的臨床研究，才能在致癌機制、癌病危險因子、預防藥物、中介生物指標研究等各個方面有所突破。這絕對是一個很大的工程，也絶對需要teamwork。個人得以深入可能應用藥物相關的基礎研究，從其中除了更認識基本的研究方法，學習科學的批判精神；同時也能認識藥理研究上、藥物發展上常用的策略及限制，可說是眼界大開。整個「癌症化學預防研究」工作的開展，仍需吾輩持續的努力、整合、以及不斷的input。
肆、 建議

癌症的化學預防是癌病防治上一個重要的研究方向，要更多的研究者投入相關的研究工作。就臨床腫瘤科醫師而言，出國進修的機會，的確不但對個人的研究能力有很大的助益，而且也可以激發更多的思考，有助於                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         未來基礎臨床整合研究的方向。正因為癌症化學預防的研究涉及層面甚多，個人建議應該有計畫地，持續地鼓勵更多的研究者，特別是臨床的醫師或腫瘤科醫師投入；特別是臨床研究的實務、早期臨床研究的進行、大型隨機分派的第三期臨床試驗的執行等等，都是未來應該努力的方向。
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