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摘要
Johns Hopkins Hospital 創立於1890年，是個有百年歷史的醫院，同時也連續十六年被評為全美第一的醫院，Johns Hopkins Hospital Pancreatic Cancer Early Detection Laboratory 更是全美也是全球頂尖的胰臟癌研究中心，享有卓越聲譽。職的Preceptor Dr. Michael Goggins 是 Director of the Pancreatic Cancer Early Detection Laboratory。

隨著人類壽命的延長，胰臟癌成為全世界癌症死因的前幾名，且其發生率還在上升中。胰臟癌的致死率比其他癌症為高，了解胰臟癌的致病機轉及早期偵測胰臟癌是非常重要的。以往，研究者重心皆放在胰臟癌的genetic changes；近年來，epigenetics被發現是胰臟癌生成主要且重要的機轉之一。約一半的人類基因有5' CpG islands，這些CpG islands與基因5'端控制區有密切關係。正常細胞大部分基因的5' CpG islands都是未甲基化，但在腫瘤生成時變成甲基化。甲基化的5' CpG islands經由與甲基化CpG結合蛋白(methyl CpG binding proteins)、histones及histone deacetylases，造成chromatin的變化，導致transcriptional silencing。Promoter甲基化在許多癌症的tumor suppressor genes及mismatch repair genes的transcriptional silencing扮演重要的角色。
在本研究中，我們使用methylated CpG island amplification (MCA)配合proximal promoter microarray來偵測人類胰臟癌細胞株PL-3及mixed normal controls不同甲基化的CpG islands。我們接著運用expression microarray來偵測有transcriptional silencing的基因，且這些silencing可以被5-aza-2'-deoxycytidine處理後復原。我們選擇那些在MCA-proximal promoter microarray及expression microarray都有相對於控制組有4倍訊號升高的基因。發現DLL1、DLC1、TCF12、CDCP1、WNT5A、RNF144及SHH符合收錄標準；接著我們以methylation-specific PCR (MSP)及bisulfite sequencing PCR檢驗胰臟癌細胞株上述基因的甲基化情況，初步結果顯示WNT5A及SHH在PANC-1 transcription start site 附近的promoter region及CCCGGG完全甲基化，而在HPDE完全未甲基化。另外，我們以NPTX2、RELN、DAB1、RPRM、TFPI2、SARP2 MSP偵測pancreatic duct brush samples的甲基化情形，發現可以幫助鑑別診斷良性或惡性疾病。
關鍵字:胰臟癌、致病機轉
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本文

1、 目的：
約翰霍普金斯醫院，無論在基礎的醫學研究、或是在臨床的病人照顧上，在全世界一直都佔有領先卓越的地位。研究的行程，主要安排到約翰霍普金斯醫院病理部Pancreatic Cancer Early Detection Laboratory，進行胰臟癌的基礎分子生物研究。
隨著人類壽命的延長，胰臟癌成為全世界癌症死因的前幾名，且其發生率還在上升中。胰臟癌的致死率比其他癌症為高，耗費大量的醫療資源與社會成本，了解胰臟癌的致病機轉及早期偵測胰臟癌是非常重要的。以往，研究者重心皆放在胰臟癌的genetic changes；近年來，epigenetics被發現是胰臟癌生成主要且重要的機轉之一。約一半的人類基因有5' CpG islands，這些CpG islands與基因5'端控制區有密切關係。正常細胞大部分基因的5' CpG islands都是未甲基化，但在腫瘤生成時變成甲基化。甲基化的5' CpG islands經由與甲基化CpG結合蛋白(methyl CpG binding proteins)、histones及histone deacetylases，造成chromatin的變化，導致transcriptional silencing。Promoter甲基化在許多癌症的tumor suppressor genes及mismatch repair genes的transcriptional silencing扮演重要的角色。

2、 過程：

1. 約翰霍普金斯醫院簡介

有幸來到全球醫學界的聖地，約翰霍普金斯醫院 (Johns Hopkins Hospital)，自然要對這醫院與大學做個簡單的介紹。

創於1876年的約翰霍普金斯大學，號稱全美第一所研究型大學，同時也是世界頒授博士學位的先驅學校之一。許多人對於校名 Johns Hopkins 中 John 附帶字母s感到困惑，關於這個有趣的問題，當然得迴溯至學校創始人約翰霍普金斯的名字來源。原來霍普金斯先生的曾曾祖母的姓氏是Johns，碰巧他以此被命名，於是乎有今天特別的校名。
約翰霍普金斯大學的來源，是巴爾地摩有名的銀行家約翰霍普金斯，在 1873 年聖誕前夕，他七十八歲時了遺願，留下 7 百萬美元和一大片莊園，建立以他為名的「約翰霍普金斯大學」和「約翰霍普金斯醫院」，這份禮物是當時美國歷史上最大的禮物。 他留下的莊園，以 Wolfe Monument, Broadway and Jefferson streets 為界，也就是現在約翰霍普金斯醫院的現址。他希望建立一個指標性的建築物，一間偉大的醫院，提供優秀的醫師及良好的醫療服務。
最重要地， Hopkins 的遺願，除了希望醫院提供病人最好的服務，同時要成立最好的大學，提供最好的醫學教育與研究。Hopkins 的遠見，留下醫學史上革命性的影響。
約翰霍普金斯醫院在醫學史上，創下很多「第一」，包括美國第一家收女性醫學生的學校；第一個在手術時使用橡膠手套； 第一個開發腎臟透析和 CPR。
約翰霍普金斯醫院，在最近 25 年期間，有兩項最顯著的成就。其一是發現了得到諾貝爾獎的 restriction enzyme，因為這個發現，造就了其後的百花齊放的遺傳工程研究。其二是，發現了腦子的 opiates ，觸發了之後一系列 neurotransmitter 的研究。其它成就，還包括證明了小兒痲痺症的病毒三類型，1944 年，全世界第一個 blue baby 的手術，為現代心臟手術開闢道路。約翰霍普金斯醫院，還是許多醫療專業的搖籃， 包括神經外科學、泌尿學、內分泌學、和小兒科等。

在 19 世紀末， 美國醫療教育仍是一片混亂，多數醫學院像技術學校，收一些表現不好的高中畢業生，以營利為主，在經過兩年，至多三年的課程，就可成為一個醫生。直到 1889 年，約翰霍普金斯醫院的成立，醫學生必須經過醫學院四年的嚴格訓練，開始了一個新時代的醫療教育。約翰霍普金斯醫院，嚴格的要求入學學生的素質，要求以科學方法來學習，同時具備臨床教學與實驗室研究。

為了從事這新的醫療教育方向，約翰霍普金斯醫院吸收了當時四位優秀的年輕醫師，William H Welch，William Osler，William S. Halsted，Howard Kelly， 所謂的 Big Four，提供他們罕見和極佳的研究環境，使得做基礎實驗的科學家，或臨床工作者，都有機會拿到全時的薪水，專心做研究。

約翰霍普金斯大學，錄取更優秀的申請人，在他們完成大學教育以後，需要經過嚴格的入學考試，考試以基礎科學為主，包括化學、物理、生物等學科。學校採取小班教學，包含臨床的實際操作訓練，不同於以往老舊的演講格式教學。從一開始，有天分的女生，也可以被允許入學，打破許以前老舊學校的限制。醫學教育鼓勵一邊照顧病人，一邊做研究，「clinician-scientist」一直是約翰霍普金斯的標記。

這種以大學畢業後的醫學教育，是一個創新，之後也成 20 世紀的畢業後臨床教育的模範。約翰霍普金斯醫院訓練出來的醫師，很快在美國各地受到歡迎。

1910 年以後，約翰霍普金斯醫院在美國醫療教育上又進了一步。當時卡內基基金會，要求教育家 Abraham Flexner 評估 150 所在美國和加拿大經營的醫學院，然後 Flexner 發現只有五家醫學院是優秀的，其中，約翰霍普金斯醫院更是其中的佼佼者。

實際上，美國有名的醫學院，如 Washington、Vanderbilt、Iowa、Duke、Rochester University 等的醫學院，直接就仿效約翰霍普金斯醫院，Duke University 則直接聘用約翰霍普金斯醫院的員工，成為他們第一任主席和院長。

而約翰霍普金斯醫院的理念，主要來自德國的大學。在德國，醫學教育被高度重視，並且強調很好的實驗室裝備，這種要求在 19 世紀晚期的美國是少見的。也是經由約翰霍普金斯醫院的努力，大家才有強調醫師必須有基礎科學的訓練，以科學方法研究疾病。

在 1876 年約翰霍普金斯大學後13年，才創立了約翰霍普金斯醫院。這些時間正好給了當時大學的第一位校長，Daniel Coit Gilman，可以好好的規劃畢業後的醫學教育。醫學院在約翰霍普金斯醫院創辦了四年後才開始，當第一批醫科學生來到醫學院時，他們很容易有機會到病房學習。

約翰霍普金斯大學現在擁有三大主要校區:醫學中心，琵琶地音樂學院 (Peabody Institute)，以及 Homewood 校區。其中醫學中心包括醫學院，公衛學院，灣區研究中心及護理學院，均位於東巴爾地摩地區。約翰霍普金斯醫學中心每年接受聯邦政府及國家健康研究院 (National Institute of Health) 研究經費補助全美第一，因此得以始終維持學術聲望於不墜。於1977年加入約翰霍普金斯大學系統的琵琶地音樂學院 (創於1857年) 則是位於巴爾地摩 midtown area，堪稱美東音樂重鎮之一。Homewood 校區則位於巴爾地摩 uptown area，包含文理工商各學院，除了研究風氣之盛不遑多讓，與其他校區相互輝映之外 (歷年來與醫學中心合計產生近三十位諾貝爾獎得主)，同時也是最美麗的校園。
    連續 16 年, 美國新聞 & 世界報告（U.S. News & World Report’s）的美國醫院評比， Johns Hopkins 醫院皆列位第一名。 2005 年， 醫院被排列在 17 個專業評比中，有 16 個科目，名列前四名，包括耳鼻喉科、婦科學、腎臟科、風濕病學、泌尿學、眼科學、老人醫學、neurology/neurosurgery 、癌症、消化疾病、heart/heart 手術、荷爾蒙疾病、小兒科、精神病學、呼吸科和整形外術。

    細數完約翰霍普金斯的豐功偉業，相信大家也很好奇學校資源的分配情形，其它相關福利議題，以及學校與社區的互動。基本上三大校區之間有交通車往來，圖書館資源流通也算方便，各圖書館規定不盡相同，然而訊息互通有無效率，如音樂會或學術演講消息，只能算差強人意，殊為可惜。大致上來說 Homewood校區各方面設備較為齊全，尤其是體育館，和閉館時間最晚的艾森豪爾 (M. Eisenhower) 圖書館，十分方便。麻雀雖小，五臟俱全的琵琶地音樂學院，以及醫學中心櫛比鱗次的高樓大廈，也各有其特殊的人文景觀與風格。
    巴爾地摩城市最為人垢病之處在於她居高不下的犯罪率，尤以醫學中心鄰近地區為甚，學校也因此擁有全天候駐點警衛。公衛學院也因此有許多與社區密切結合的持續性研究計畫，針對犯罪､暴力､藥物濫用､貧窮､衛生及醫療資源使用... 等迫切議題提出因應預防策略。當然囉，除了巴爾地摩的陰暗面之外，這個建立於英國殖民時期的城市，仍然擁有許多珍貴的歷史遺產和其他迷人之處。琵琶地音樂學院，巴爾地摩交響樂團 (the Baltimore Symphony Orchestra) 與梅爾霍夫音樂廳(the Meyerhoff Symphony Hall) 加上其他藝文機構使得巴爾地摩成為波士頓､紐約之外另一個東岸人文薈粹之地。位於 downtown 的 Inner Harbor 一直是巴爾地摩的驕傲。她不但具備典型歐美港口風情，同時也擁有美東最大水族館及其他特殊景點，因此每個季節均能吸引大量觀光客。

  約翰霍普金斯醫院的病理部，創立的宗旨為病理診斷及研究，培育病理醫學人才與師資及提昇醫療品質。現有約一百位專任 active staffs 擔任病理診療教學及研究任務。約翰霍普金斯醫院的病理部，有很扎實的科學研究基礎，使的約翰霍普金斯醫院的病理部，在醫學界有一個主導的地位。病理部的使命就是永遠提供最好的病人治療方式、研究和教育下一代醫師。申請的過程，明顯感覺到Johns Hopkins Hospital對進修者歡迎而友善的態度，經Johns Hopkins University審查，核準以post-doc fellow的身分進修，並給予職在美期間的醫療保險費用。Johns Hopkins Hospital對進修者的制度相當完備，設有專屬單位處理進修相關事項的整合與協調工作，每年吸引為數可觀的世界精英到此進修學習。
2. 胰臟癌的臨床表徵
來約翰霍普金斯醫院進修的主題是胰臟癌（pancreatic cancer），首先先將胰臟癌做一個簡單的介紹。
大部分胰臟癌早期都沒什麼症狀，等有症狀就醫時，百分之九十都已無法手術切除了。病人的臨床表現，依其長在胰臟不同部位而有不同。一般而言，大部分病人早期症狀多不明顯也不特殊，常只是食慾不振、腹脹或腹部悶痛，病人常不以為意，甚或許多臨床醫師也一直當做是消化性潰瘍或膽結石等病處置。等到病人疼痛加劇或有痛到背部的情形，常意味著腫瘤已侵犯到臨近器官，因而延誤了治療時機。發生在胰臟頭部的胰臟癌，時常因腫瘤壓迫到總膽管引起黃疸、皮膚癢疹、脂性下痢等症狀而被發現，因而有手術治癒的機會。至於發生在體部及尾部的胰臟癌，通常很難早期發現，等發現時，大部分已擴散或轉移至其他器官，很少有可手術切除的病人。另外，病人如發生不明原因的胰臟炎，必須考慮到腫瘤阻塞胰管所產生的可能性。或者，突然莫名發生的糖尿病或血糖不易控制，都有可能是胰臟癌的臨床表現。除此之外，還有許多癌症末期的表現，如腹水、鎖骨或肚臍處淋巴結等，也必須把胰臟癌的可能性列入考慮。
胰臟癌的早期診斷相當困難，雖然有些腫瘤標記可為幫忙，但其敏感性和特異性都嫌不足。病人有症狀或懷疑有胰臟癌時，得藉助影像學的檢查來幫忙診斷，如超音波、電腦斷層掃描、核磁共振掃描，尤其重要的是膽道攝影，不論是經皮肝穿刺性膽道攝影或內視鏡逆行性膽道攝影，可提供我們胰臟癌發生的重要訊息。這些影像學檢查可做為我們診斷胰臟癌或評估手術可能性的重要工具。通常除非腫瘤為已不可開刀切除，否則不做穿刺切片檢查，避免癌細胞擴散。
3. 胰臟癌的傳統治療
胰臟癌的治療，主要還是手術切除，也唯有手術根除才有治癒的可能性。很不幸的是大約25%到30%的病人的胰臟癌長在體部或尾部，發現時大多很晚期，已無法手術切除。至於長在胰臟頭部的癌，其可完全手術切除的病人也不到五分之一。因此，大部分胰臟癌，等有症狀就醫時，百分之九十都已無法手術切除了。這類病人所採行的是胰頭十二指腸切除術。這項手術在以往被認為是一項非常困難且有很高死亡率及併發症發生率的手術，但隨著醫學的發展及經驗累積，目前已有許多醫學中心的醫師能夠很純熟成功地進行這項手術，甚至把手術的死亡率降到5%以下，和其他手術比較起來，並沒有特別高的危險性。另外對於那些無法完全根除的病人，如有黃疸或胃腸阻塞，可根據病人可能的存活期間、病人的狀況而選擇不同的姑息性治療方式，如放置引流管或繞道手術，來減輕黃疸或改善進食的狀況。
胰臟癌是一種對放射線反應較差的惡性腫瘤，加上胃正常黏膜及鄰近器官對放射線相對敏感，放射治療對於胰臟癌，目的在於暫時控制腫瘤。如果以化學藥物當作放射增敏劑再加上放射治療，對不能切除的局部侵犯型胰臟癌可以提高療效。
胰臟癌對化學治療呈低度反應的癌症，最近單一使用gemcitabine，只有5-12%的腫瘤緩解率，但腫瘤症狀緩解率可達20%以上，且可延長病患存活，對於胰臟癌患者，提供一項新的治療。根據國內外第三期臨床試驗顯示，化學治療能有意義地延長胰臟癌之存活期及提高生活品質，因此，如果患者體能狀況還不錯，建議病患接受化學治療。至於合併其他抗癌藥物，可能可以提高腫瘤緩解率，但也可能增加副作用的發生率，合併何種化學治療藥物，或何種療程為最佳，目前仍沒有定論。
3、 心得：

胰臟癌的致病機轉

來到約翰霍普金斯醫院，非常幸運的有機會到病理部Pancreatic Cancer Early Detection Laboratory實驗室學習。實驗室的指導教授是Dr. Michael Goggins, M.D.；Dr. Goggins發表許多關於胰臟癌甲基化的文章於各著名醫學雜誌，是這方面世界知名的權威。
在本研究中，我們使用methylated CpG island amplification (MCA)配合proximal promoter microarray來偵測人類胰臟癌細胞株PL-3及mixed normal controls不同甲基化的CpG islands。我們接著運用expression microarray來偵測有transcriptional silencing的基因，且這些silencing可以被5-aza-2'-deoxycytidine處理後復原。我們選擇那些在MCA-proximal promoter microarray及expression microarray都有相對於控制組有4倍訊號升高的基因。在預先的研究中，我們發現DLL1、DLC1、TCF12、CDCP1、WNT5A、RNF144及SHH符合收錄標準；接著我們以methylation-specific PCR (MSP)及bisulfite sequencing PCR檢驗胰臟癌細胞株上述基因的甲基化情況，初步結果顯示WNT5A及SHH在PANC-1 transcription start site 附近的promoter region及CCCGGG完全甲基化，而在HPDE完全未甲基化。針對這些基因，我們進一步以RT-PCR、quantitative real-time RT-PCR、immunoblotting、small interfering RNA transfection on cell growth及colony formation assay、flow cytometric analyses及cell morphology確認該基因在胰臟癌生成所扮演的角色。
另外，我們以NPTX2、RELN、DAB1、RPRM、TFPI2、SARP2 MSP偵測pancreatic duct brush samples的甲基化情形，發現可以幫助鑑別診斷良性或惡性疾病。
完善的設施與充沛的人力資源是理想研究環境不可或缺的一環，研發與創新是促使醫療進步的原動力，約翰霍普金斯大學醫院是個相當友善的醫院, 具有絕對的世界觀，研究人員來自世界各國，其策略與方向明確, 至今已連續十六年經評鑑為全美排名第一的醫院，很多方面值得我們學習，特別是在實驗室真正落實了研發創新的觀念。

4、 建議：

    因為分子生物學及免疫學知識的突飛猛進，對於胰臟癌的病程及病因益發暸解，愈能以控制分子的方法，治療胰臟癌，大量減少傳統化學治療用藥的副作用。

醫學研究的知識博大精深，以一年的時間切入胰臟癌的研究，似乎只能接觸皮毛，也許以後有機會將學習的時間拉長至兩年，相信會有更深入的心得。
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