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( 出國類別：進修 )
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摘要：

軟骨組織工程乃為目前最值得研究的生醫領域之一。組織工程的技術乃是以細胞學為基礎，輔佐以生物化學、分子生物學，再加以工程學的技術，如化工工程、材料工程等，共同開發研究所成的學問。軟骨組織工程用來解決軟骨缺損、軟骨的退化與磨損、及軟骨移植的種種問題。臨床上如果遇到有軟骨嚴重磨損或有軟骨壞死的情形時，如果是老年人，就可能以人工關節置換治療，年青人就會考慮以軟骨移植治療。一般軟骨移植的組織來源共有四大類，第一為自體組織移植，但往往受限於來源有限，並且有移植處的併發症之虞(donor site mobility)。第二為同種異體移植，異體移植仍受限於來源有限。第三為不同種動物組織。此併發症仍多，仍在動物實驗階段。第四為工程化軟骨移植：此方式仍在研究改良、動物實驗階段。不論是那一種移植方式，目前都面臨到一個關鍵問題，那就是移植組織與原有組織界面相融合的問題。目前的研究顯示，此界面的組織往往呈現不健全的生長，或是細胞型態會改變，進而使移植進入的組織與原有的組織融合不完全或有缺陷。在兩組織間的界面，注入軟骨細胞懸浮液是解決此問題的一個方向，此方法稱之為ACI(Autogenous chondrocyte implantation)。也有人用此方法去解決一些小範圍軟骨的缺損，或軟骨表層磨損。此ACI方法被廣泛應用於軟骨移植治療中。其關鍵反應步驟在於軟骨細胞黏附於軟骨表面的效果如何?這也是我出國的研究主題。我的研究結果顯示，Integrin是軟骨細胞附著於軟骨表面的一個極重要分子。如果把Integrin以4B4 Antibody阻斷，則其附著率就由60~65%降至35~40%。如果細胞表面裹了一層基質(matrix)，則其對Integrin就等於形成了阻隔作用，其附著機制也就等於Integrin被block掉一般，其附著率幾乎相等於Integrin加了4B4 Antibody一般，只有35~40%。而Cycloheximide雖然阻止了matrix的繼續分泌，但Integrin仍存在，故其附著力與不加Cycloheximide的Control group相當。在本實驗中清楚顯示基質在軟骨細胞附著與組織相融中扮演的角色。更進一步的研究則是放在如何改變細胞膜黏性與基質的前置處理以促進細胞附著與組織相融合。
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1、 目的

軟骨組織工程乃為目前最熱門也最具研究價值的科學醫學應用領域之一。應用軟骨組織工程的技術，用於治療軟骨缺損(cartilage defect)、Osteochondritis disseccans、Osteochondral necrosis，及退化性軟骨磨損之關節炎等，已經由夢想，漸次發展為實際的臨床應用。其基本的觀念在於結合生物工程與基礎生物的二門科學，對組織或細胞產生修補及再生。故其應用的材料包括移植細胞(transplanted cells or grafting cells)、支架的使用(engineered scaffolds)，再加以應用其它生化反應(Biochemitry reaction)，生長因子之調控(growth factor control)。其他如生物反應器的設計、材料的選擇、基因體醫學、幹細胞醫學等等，彼此互相結合應用，就是組織工程。在軟骨組織工程中。有一項尚無法克服的困難，那就是介面問題(interface problem)。也就是在宿主原本的組織與移植過來的組織之間，可以是移植細胞(transplanted cell)，也可以是支架加上細胞(scaffold + cells)，也可以是已經成形的工程化軟骨(engineered cartilage)之間的不連續生長，組織間統合結合(integration)不良的現象。目前的研究進展，都一致指出在此移植的組織與原本的宿主組織之間，在一段時間後，可能發生下列情形，第一：軟骨細胞變性。因而使得原本是屬於透明軟骨細胞，(hyaline cartilage)變性為纖維化軟骨細胞(fibrocartilage)，這會使得新生軟骨基質的機械性質變得較無彈性且易於磨損、退化。第二：軟骨發育不良。因而使得平滑面的軟骨表面產生不平，且凹洞，甚至與原本的宿主軟骨組織不能互相融合，因而產生integration problem，進而產生cartilage fissure，造成提早退化的現象。
在實際的臨床應用面，軟骨的缺損如果的小的裂縫，小面積軟骨壞死或軟骨表皮層磨損，現在世界的新治療想法是以軟骨細胞自體移植(Autogenous chondrocyte implantation)，也就是俗稱的ACI為主流。而大範圍的軟骨壞死或缺損，則以自體或異體的Osteochondral block移植在合併ACI移植為治療主流，而組織工程化軟骨移植(engineered cartilage)仍在開發階段。故不論是用所謂ACI或osteochondral grafting均涉及軟骨細胞附著問題，換言之，只有軟骨細胞首先成功附著於軟骨表面上，才可以啟動接下來
的所有步驟，如基質(matrix)的製造，基質的互相融合成長(integration)等等。所以研究軟骨細胞如何附著於軟骨表面的機制，對於軟骨組織工程具有相當重要的意義，在接下來的臨床應用，也是相當關鍵的步驟。故本次出國進修的目的，在於研究在軟骨組織工程的領域中”界面結合”的問題。我的假設是在工程化軟骨與宿主軟骨之結合(integration)過程中，必定有一個在局部發生的細胞分子反應作用，此反應作用包括軟骨細胞與軟骨基質的初步結合附著(Adherence)，結合後細胞分泌訊號蛋白質及基質以促進結合修補兩個重要步驟。學生的研究成果，一方面可對軟骨組織工程的機制提供了更清楚的理解，對於如何促進軟骨細胞附著於軟骨表面有很明確的認識，更能清楚的提供建議於實際臨床應用。另一方面學生學習了基本與深入的軟骨實驗室操作技巧，對於設立軟骨移植實驗室的種種相關技術均非常熟悉，帶回台大醫院的技術轉移成果豐富，將可用來發展台大醫院之軟骨修補手術及提升台大醫院軟骨組織工程的研究水平。
2、 過程

1. 申請及準備：
學生於91年初開始準備出國申請相關事宜，91年中旬經過醫院之委員會口試，91年底接到核可通知可以出國。92年初通過英文考試，中間因為92年4月起國內慘遭SARS風暴襲擊，簽證稍有耽擱，其它事情均如預期schedule進行。92年9月30日出國成行。

2. 進修地點：

學生出國承蒙骨科侯勝茂主任及劉華昌教授大力支持，並惠予推薦。又蒙美國加州大學聖地牙哥分校(UCSD)醫學工程研究所所長暨中央研究院院士錢煦教授之幫忙，得以進入美國加州大學聖地牙哥分校(UCSD)醫學工程研究所Dr. Sah之軟骨組織工程實驗室做就基礎研究。Dr. Sah是一位年青有為的軟骨組織工程研究學者，發表著作百餘篇，都是有關軟骨組織工程方面的著作。此一實驗室成員，共有staff 5名、post doctor fellow 3名、PhD student 8名，合作實驗室數個，陣容龐大。Dr. Sah對學生在UCSD所作實驗之耗材均充分支持。由於是基礎研究性質，故過程中的每一步驟均須學生親自操作，並沒有辦法可以假手他人，實為非常tough的一年。
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            圖：UCSD之學校logo--圖書館
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       圖：國際知名學者暨中央研究院院士--錢煦教授
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       圖：實驗室同事合照，學生為上排左2，Dr. Sah為上排右5

3. 時間分配：
大體上而言，學生第一個月用於把家庭安頓，包括購買家具、車子、認識環境及與指導教授討論實驗之內容為主。第2個月起便開始緊湊的研究生活，在研究生活中，學生曾到華盛頓特區(Washington D.C.)及舊金山(San Francisco)二次發表研究成果。最後倒數第二個月，用於數據整理及論文寫作。最後一個月則用於打包行李回家。雖然只有短短的一年，但覺得異常充實。
92-10-1抵達San Diego

92-10-2報到

92-10月：討論研究細節與熟悉環境

92-11月：於Washington C.C.之美國工程年會發表論文

92-12月：實驗第一階段完成，建立實驗model

93-1、2、3月：建立第二個實驗model(對第一個實驗model做修正)

93-3月：於San Francisco之美國骨科研究年會發表論文

93-3、4、5月：建立基礎data

93-6、7、8月：實驗數據的豐收期
93-9月：數據整理、補充、論文寫作

93-9-30：回國

3、 心得
1. Background and Significance:

Integration between the transplanted engineered cartilage and host cartilage is still a unsolved problem in cartilage tissue engineering. Integrative cartilage repair, defined as the healing of cartilage-cartilage, is required for emerging tissue engineering therapies to repair or regenerate articular cartilage. In therapies to replace damaged articular surfaces with grafts of osteochondral, chondral, or cell-laden synthetic tissues, integrative repair between the host cartilage and graft tissue is required. Such integrative repair is also needed in many orthopedic conditions such as chondral defect, osteochondritis dissecans, osteonecrosis of osteochondral tissue of knee, and osteoarthritis. Thus, understanding of integrative cartilage repair underlies orthopedic treatment which afflicts both young and aged individuals. 
2. Hypothesis:

My hypothesis is functional integrative repair of cartilage can result from a local sequence of events at a cartilage surface that includes: (1) cellular biosynthesis of molecular components of collagen fibrils and molecules that regulates fibrillogenesis, (2) coordinated extracellular deposition of these molecules and associated remodeling of the fibrillar collagen meshwork. A corollary of this hypothesis is “transplanted chondrocytes can mediate and accelerate this process if these cells remain adherent at the defect site and contribute appropriate molecular products. 
3. Materials and Methods:

實驗以體外培養的軟骨細胞為材料，所取的細胞為來自六週大的小牛膝關節。將膝關節之股骨踝屬於髕股骨關節面之軟骨取下後，以protease及collagenase P做serial digestion分離出細胞後做primary cell culture。同時將此軟骨細胞以5mci/ml H3-Thymidine標定，然後在第一天及第三天更換medium時加入5mci/ml之H3 -Thymidine。以DMEM+10% FBS為medium培養液，同時每500cc之DMEM加入5cc 之proline，5cc之glutamate，5cc之1x 3-combined Antibiotics及25mg/ml之Ascorbate acid。 經過7天的培
養後，將此已標示的細胞分別以IgG(Control group)，4B4(為Integrin之Antibody)，Cycloheximide(阻止蛋白質合成)，及Alginate-recovery culture等方式處理後，將此細胞懸浮液注入活的軟骨表面，經過20,40,80分鐘之反應時間後再以離心力500g離心之。收集附著在軟骨上的細胞與無法附著而掉在medium內的細胞，再以Proteisase-K分解細胞，以scintillation machine量測H3之活性，分別代表已附著及未附著的細胞數，此代表軟骨細胞之附著能力與軟骨細胞經各種不同的處理間的關係。
步驟：
1 Harvest from 0-800 um of PF joint of knee
2 Medium: DMEM with 10% FBS
3 Culture density: 2 x 105 cells per cm2
4 Label with 5 mCi/ml of H3-thymidine at day 1 and day 3 
5 Day 7 isolated from flask with 0.25% trypsin, 8 mins
6 Reaction with 0.0175% collagenase 1hr
7 FBS-free from now on 
8 Recovery time 90 min
9 IgG or 4B4 20 ug/ml, 30 min, or CH 141 mg/ml, 60 min
10 Seed on M layer surface of cartilage
11 Time 0, 20, 80 min
12 Centrifuge with 500g for 5 min
13 Proteinase K digestion
14 Scintillation calculation
15 Day 7 isolate cells from flasks
16 Alginate-bead recovery culture
17 Cell density: 5-10 x 104/ml
18 Day 14 release cells from beads
19 Seeding

方法：
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① Experimental Hypothesis
    1. Control group(IgG)
    2. Alginate-bead recovery culture
    3. 4B4 antibody block
    4. Cycloheximide treatment

② 實驗簡圖
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③ Falling Assay
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4. 結果：  
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   Fig 1. 在各種不同細胞處理的反應條件下，軟骨細胞附著率
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Fig 2. 附著率與反應時間、反應條件的關係
(1) 由Fig1、2我們可以看出在時間為0時，仍有約20%的細胞附著，這是一個baseline的值，也就是當我們把細胞懸浮液注入管中時，馬上up-side-down，這時應該只有部分細胞接觸到軟骨表面及管壁，這時的數字是一個參考零點的值。如果以此參考零點為實際零點，則我們看到更明顯的difference。
(2) 由Fig1、2我們可以發現附著率隨著時間的增加而上升，在80分鐘時，control組的附著率可以達到80%，而以4B4處理過的細胞其附著率只有30-50%。

(3) 由Fig1、2我們可以發現其結果大致分為2個群組。一組是Control組與Cycloheximide處理過的細胞，另一組是以4B4處理過的細胞與Alginate-bead recovery culture的細胞，在20分鐘時兩組有30%的差異，在80分鐘時有20-40%的差異。

(4) 由Fig1、2我們可以發現Live surface (L代表live)與Dead Surface (D代表Dead)所造成的差異性不大。
5. 討論：

Integrin在軟骨細胞附著於軟骨表面扮演了極重要的角色。如果以4B4 (Integrin的antibody)去把Integrin block掉，則在20分鐘之附著率由60~65%劇降至35~40%。而Cycloheximide雖然阻止了軟骨細胞分泌matrix的能力，但是對於細胞表面的Integrin分子卻沒有影響，故其附著力只是稍微降低了5%左右，可說是有相同的效果。而以Alginate-recovery culture所培養的細胞，由於細胞外包裹了一層matrix，相同的也把integrin也包裹了起來，故等效於integrin被4B4 blocking。故其附著能力也差，在20分鐘時也只有35~40%左右。
時間的因素在本實驗中代表了matrix的分泌程度，在20分鐘時，我們認為這是屬於細胞與基質的初步接觸，細胞在著陸於軟骨表面時，與基質相接觸，是屬於相當原始的附著。此時細胞尚未有second messenger產生。是故此時間點是代表最基本的integrin Adhere onto matrix protein。在80分鐘時，由於接觸多了一小時，我們假設此時細胞開始有了second messenger的產生，故細胞已開始分泌一些基質，故此時除了cell to cell interaction之外，也有cell to matrix interaction。基質開始被細胞大量分泌，於是軟骨細胞的附著會更加固定。本實驗結果顯示integrin在軟骨細胞的附著，具有相當舉足輕重的角色，而基質的產生與分泌，更是不可忽略的因素。故在我們實際的應用中組織塊的相互接觸，代表基質的互相碰觸。故其互相融合的能力必定相當有限，因為大部分都是matrix to matrix interaction。故如何改善此現象，我認為可以朝兩方面去做。第一是改變細胞表面的黏稠度。如果可以藉化學處理的方法使細胞表面更黏，更容易貼附在軟骨表面，就可以確保黏附機制，使兩組織塊互相融合。第二是基質的處理，如果可以處理基質使基質成為一細胞喜歡著床的環境，把細胞盡量暴露出來，產生cell-matrix interaction，使兩組織塊可以直接黏附，產生新的基質。
結論：Integrin可說是軟骨細胞附著於軟骨表面的關鍵分子，如果將之以4B4 Antibody阻斷之，則軟骨細胞之附著力減低了30-40%。而如果軟骨細胞外包圍著基質成分，也就是分泌的基質很厚時，其對Integrin分子產生了阻隔效果，故Integrin分子也就等於被阻隔一般。其
附著效果也就變得很差。故在進行ACL步驟時，一定要對軟骨細胞進行前置處理，盡量使Integrin分子外露，減少matrix包裹，如此附著力會最佳。

4、 建議
學生這次出國主要為研究軟骨組織工程在移植軟細胞與宿主軟骨組織之間的結合。臨床上的主要應用就是軟骨移植。目前台大醫院只有進行自體軟骨移植手術而無異體軟骨移植手術及組織工程軟骨移植手術。而欲進行不論異體軟骨移植手術及組織工程軟骨移植手術，均須要強而有力的基礎實驗室做為後盾。如文中所述，也是學生的實驗重點，就是異體軟骨移植手術其成功關鍵在於分離培養chondrocyte所成的cell suspension，是否能成功的使這些軟骨細胞附著於軟骨表面上。故這須要事先由病人身上的其他組織或比較無關緊要的軟骨組織去分離、培養這些軟骨細胞，然後再加以”特殊處理”以增加軟細胞的黏附性。一旦這些軟骨細胞能夠黏附於軟骨表面上，它就會陸續引導產生其它反應以確保軟骨組織彼此互相結合，基質能夠正常分泌。故學生在回國後的計畫如下，也希望院方能在一些關節助學生發展此一計畫。
1. 近程計畫(1年內完成)：
(1) P2實驗室的設立：軟骨移植是未來的絕對趨勢。在老年人口比重日漸升高的今日，退化性關節炎、軟骨的磨損已是目前最普遍的疾病之一。而欲進行軟骨移植手術，必須一定要有P2級的實驗室以供人體細胞培養之用。骨科在侯勝茂教授的大力支持下，已將9F骨科實驗室規劃為將來要發展成骨科組織移植實驗室。而學生正是奉派出國學習這方面知識與技術的儲備人才。故有了好的實驗室做為後盾，相信骨科的移植手術更有保障。而一些相關的設備，則須院方鼎力支持，畢竟P2實驗室有相當的要求與規定。
(2) 加強與醫學工程研究所、高分子研究所及生化研究所的合作：醫學工程研究所與高分子研究所提供我們發展組織工程的材料，而生化研究所提供我們分子生物學及軟骨蛋白質基質的研究後盾。如此結合臨床與基礎的人才與科學為醫療新技術、新水平做出貢獻，才是正途。不要故步自封，應多尋求跨科的合作，多與前輩請教相關事項。
(3) 加入移植小組並與之緊密結合：根據學生的研究與文獻review，在軟骨組織自活體取下後，在一星期之後便會細胞死亡殆盡。而台大醫院本身擁有豐富的臨床資源，尤其是人體移植領域位居世界的領導之列。故我們有相關的materials。學生希望能積極參與移植小組的運作，說服捐贈者也能捐出軟骨骨頭組織。我們就可以在”黃金時間”內將之移植種入有須求的病患身上。由於軟骨骨骼組織，cellularity的比例較低，大部分都是基質組成，故相對性而言，較無排斥問題，這是一個世界剛起步不久的領域，也是極富潛力發展的領域，值得我們發展、付出。
(4) 繼續相關的研究：由本人的實驗內容可知，現在的科學進步，也進到細胞及分生的層級。在學生的研究中可知，軟骨細胞的細胞膜黏附性是決定兩軟骨組織是否結合的重要因素。其中又以Integrin的角色最為重要。其黏附力多少，在膝關節活動中又須要多大的黏附力才夠穩定，這是相當重要的課題。在台大醫學院中，並沒有這種所謂10-6級的微力測試機可供測量這些力量。又如果我們製造出來的工程性軟骨其機械強度如何，是否可耐磨損及壓力等等，我們需要一台微力量測測試機來幫我們做這些工作。目前在醫學工程研究所的設備，並不能夠細緻到量測細胞等級的微力情形。故如果可能的話，院方可考慮投資一台微力量測測試機，這對組織工程的基礎研究必有很大的助益。
2. 遠程計畫(3年內完成) ：
預期在實驗室設立完備後，經過動物試驗證實整個系統可行，就會將之應用於人體身上。同時我們結合整個台大骨科的力量配合院方的幫忙，使我們成為這領域世界及台灣的領導團隊。
3. 須院方幫忙配合的地方：
須院方幫忙骨科9F實驗室的改建工程。硬體部分包括P2實驗室所須的硬體設備如空調更換，一些設備汰舊換新，與新購一台微力量測測試機。軟體部分，包括積極參與移植小組的運作，新醫療技術的報備種種相關程序問題，都須要院方協助幫忙。
出 國 人服務機關：臺大醫院 骨科部
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