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摘要

背景：在西方國家大腸直腸癌高居癌症死亡率第二位,在臺灣近年來的統計數據顯示每年新增病例約7500例。大腸直腸癌中最重要癌形成的基本觀念即為息肉→癌病變序列，其中的過程包含有多種基因改變的累積。和結腸癌病人預後最有密切關係的就是癌是否轉移。腫瘤的轉移包含了多重複雜的步驟，包括癌細胞須穿過血管壁進入血管，能夠在血管中生存下來並躲避免疫細胞的攻擊，進入另一器官組織,另一器官著床，並且生長及產生新生血管。由於轉移的過程是如此的複雜，因此被認為應包含了累積許多調控生長，組織穩定性的基因改變。然而基因的突變並不能完全地解釋癌症患者的預後，癌組織所在的環境，也扮演癌化過程中重要的角色。

在癌症組織中，癌細胞和其他的間質細胞共同創造了癌症的微環境。在過去數年的研究中發現，間質細胞的改變會改變癌細胞的侵襲及轉移能力。

SDF1/CXCR4的信號傳遞，在間質細胞和癌細胞的交互關係中扮演重要的角色。由淋巴細胞及纖維母細胞等分泌的SDF1會結合細胞表面CXCR4 receptor，然後引發下游AKT或Erk信號活化，進而造成細胞的移動及增生。已有文獻報告指出CXCR4的過度表現會造成癌症轉移能力增加。而造成CXCR4過度表現的可能原因和PI3K及MAPK的表現有相當的關係。在本研究的先期結果中，我們發現將AKT及Erk1/2基因轉殖至結腸癌細胞中，會造成CXCR4的表現增加。然而在CXCR4的胺基酸序列中，並無AKT或Erk1/2的代謝序列。但在CXCR4的胺基酸序列中，我們發現了AKT及Erk1/2下游激酶GSK3β的代謝序列，因此，本研究的假設為GSK3β會影響CXCR4的降解。結果：GSK3β和CXCR4會結合在一起。利用藥物或基因調控去抑制或提升GSK3β activity會影響CXCR4降解及ubiquitination。
關鍵字：大腸直腸癌，CXCR4，GSK3-beta，protein trafficking。
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前言

（一）腫瘤的微觀環境

腫瘤的組成除了癌細胞已外尚有免疫細胞、間質細胞、纖維母細胞等，另外，要維持腫瘤的生長，需有新生的血管形成，然而腫瘤的新生血管，是不成熟的、不穩定的，造成腫瘤內部的微觀環境是處於低氧的狀態，而這種低氧的狀態造成細胞的基因體不穩定，容易產生突變，而低氧本身也具有篩選的能力，可以篩選出能抵抗低氧的細胞。在我的先期研究中，利用低氧的培養箱培養結腸癌細胞，起初，癌細胞約有50％會因低氧而凋亡，然而經長期培養後，癌細胞發展出抵抗低氧的能力，約90％的癌細胞可存活下來；另一方面，我也建立癌細胞轉移至肝臟的模式，將癌細胞注射於小鼠盲腸端，約三週後，可發現癌細胞轉移至肝臟，將轉移至肝臟之腫瘤取下和低氧細胞一起進行cDNA array分析，如圖一。我挑選了一些兩者共同基因表現，例如，和糖解作用有關的途徑，其基因表現會增加。而和粒線體呼吸有關的基因表現會減少，另外，如EGRF、VEGF、CXCR4等表現會增加。
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圖一 

（二）Homing theory in cancer
和結腸癌病人預後最有密切關係的就是癌是否轉移。腫瘤的轉移包含了多重複雜的步驟，包括癌細胞須穿過血管壁進入血管，能夠在血管中生存下來並躲避免疫細胞的攻擊，進入另一器官組織,另一器官著床，並且生長及產生新生血管。由於轉移的過程是如此的複雜，因此被認為應包含了累積許多調控生長，組織穩定性的基因改變。其中一個重要的的因子為Homing theory，即癌細胞的著床生長，須適當的環境例如，高SDF的器官，會吸引具有CXCR4的癌細胞著床，SDF具有paracrine的功能，會造成癌細胞的生長，另外可刺激血管的新生。另一方面SDF具有endocrine的能力，SDF濃度高的組織會吸引帶有CXCR4的癌細胞，由血管穿出，著床及生長，如圖二。
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圖二

CXCR4為Chemokine receptor，具有七個transmembrane domain，它是G-protein couple receptor，即它的信號傳遞是透過G protein的活化。CXCR4的細胞內domain（tail）和CXCR4的穩定及降解有關，如圖三。
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圖三
（三）CXCR4的表現和癌症預後的關係

至目前為止，最大型的CXCR4研究發表和乳癌的轉移有關，在1800個乳癌病例分析中發現，CXCR4的表現在細胞質或細胞核都和病人的預後呈現相當的關係而特別的是CXCR4的表現和Her2的表現有關。在結腸癌的分析中，我的先期研究發現，CXCR4在核中表現較高者，病患通常為較高的分期，如圖四。
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圖四

目的
臨床的標本分析只能告訴我們可能的相關性，因此我到MD Anderson Cancer center學習如何在分子生物的分析中建立因果關係，如圖五。
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圖五

為建立cxcR4的degradation pathway須先了解各文獻中CXCR4的代謝途徑，如圖六，SDF和CXCR4結合後會進行胞飲作用進入endosome在endosome中，有些會被recycling回到細胞膜，而有些則會進到lysosome而被代謝。
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圖六

在2004年的cancer cell文章中提到Her2過度表現的細胞，CXCR4的降解速度會慢，而且在組織染色也發現Her2 overexpression的細胞，CXCR4表現增加，在2006的EMBO文章中提到，在低PI3K的訊號下，AIP4（為CXCR4的E3 Ligase）的表現較強，因此ubiquitilized的CXCR4為進到lysosome而被降解，另一方面在高的PI3K信號下，AIP4的表現降低，CXCR4無法被ubiquitined而無法代謝，反而recycling回到細胞膜。

Her2等生長激素的下游信號為PI3K-AKT及MAPK信號傳遞途徑，因此先期的實驗是了解AKT,Erk過度表現的細胞是否會造成CXCR4過度表現，我將AKT及Erk分別送進結腸癌HCT116細胞中，發現如圖七，Erk, AKT表現增加，CXCR4的表現也增加。
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圖七

然而CXCR4的胺基酸序列，並沒有AKT握Erk的結合或代謝序列。而AKT及Erk的共同下游酵素中，Glycogen synthase kinase可能扮演CXCR4代謝的重要角色，如圖八。
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圖八
在CXCR4的intracellular domain有三個GSK3β的binding motif，如此我的理論如下圖九，即生長因子會活化AKT或MAPK，進而抑制GSKβ的功能，進而影響GSKβ磷酸化CXCR4的能力，而進一步造成CXCR4降解能力的改變。要完成此一理論有以下數點必須完成。
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圖九
結果

（一）GSK3β和CXCR4是否會結合在一起？
利用免疫沉澱及電泳法，證明CXCR4會和GSKβ及Erk結合在一起如圖十。但是並未和AKT結合。
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圖十
由於GSKβ有α form及β-form，必須去除CXCR4和GSK3-α結合的可能性。的確CXCR4和GSK3-α並未結合如圖十一。
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圖十一
（二）利用藥物抑制或提升GSK3β activity是否會影響CXCR4降解？
如圖十二，我利用各種GSK3-β的抑制劑如Licl及刺激劑（Erk inhibitor）可以發現GSK3-β被抑制時，CXCR4的降解速度降低，而GSK3β活化時，CXCR4的降解速度增加。此發現證實CXCR4的降解受到GSK3β的影響。
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圖十二
（三）是否由基因層次改變GSK3-β的發現也會改變CXCR4的表現？
為此須先建CXCR4 plasmid。利用molecular cloning method先萃取RNA建立cDNA。以PCR方法放大CXCR4基因及GSK3-β在CXCR4基因上接上限制酶切點，以相對應限制酶切點切開pcDNA3載體，接著將CXCR4及GSK3-β分別放入pcDNA3載體。另外以side-directed mutagenesis建立GSK3-β的突變，這些突變分別造成GSK3-β的活化能力失活（kinase dead）及持續活化（constitutive active），將CXCR4及GSK3-β的plasmid以1:5比例轉殖到HCT116細胞，我發現GSK3-β的持續活化，會造成CXCR4的表現消失，而GSK3-β的失活，CXCR4的表現增加。如圖十三。而在此圖中，我也發現CXCR4的降解並非經由proteosome pathway降解。加上MG132 （proteosome inhibitor）CXCR4的表現並未因此回升，而可得證。
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圖十三
如果並非經由proteosome降解，那麼可能的途徑為lysosome pathway。如圖十四，加入lysosome inhibitor (chlorguine) CXCR4的降解速度及減慢而可得到證明。
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圖十四
（四）GSK3β功能的改變是否改變CXCR4的Ubiquitination？
蛋白質的trafficking需要Ubiquitin作為信號，不同的Ubiquitination會造成protein不同的命運，例如，Monoubiquitination造成protein被endocytosis等，polyubiquitination則可能造成protein進入proteosome而降解，如圖十五。
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圖十五
因此我想知道GSK3β功能的改變是否改變CXCR4的Ubiquitination。的確如圖十六，調控以GSK3β的控制劑會減少CXCR4 Ubiquitination status，而增強GSK3β則會增加CXCR4的Ubiquitination，因此由以上的結果證明，CXCR4得降解受到GSK3β的調控。更重要的，CXCR4的過度表現會影響細胞移動侵襲能力，進而影響癌症轉移。
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圖十六
CXCR4過度表現對於癌細胞的影響，除了degradation，我更想了解CXCR4的信號傳遞是否和癌細胞的轉移有關，由圖十七發現，SDF刺激，結合CXCR4後，會引起Erk及GSK3β的磷酸化。
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圖十七
（五）Epithelia-mesenchymal transition

由文獻中可得知，Erk、GSK3β的磷酸化，會造成snail gene的活化，進而造成E-Cadherin的表現減少，使癌細胞出現EMT。（epithelia-mesenchymal transition）的現象，EMT是癌細胞移動的重要表徵，細胞移動時，需進行阿米巴狀變形運動，形成類似纖維母細胞形狀。在這種變形過程中，有些標記會改變。如圖十八，在epithelial type細胞，E-cadhenin表現高，β-catenin，vimentin低，而在mesenchymal細胞，Ecadherin減少，而β-catenin ，N-cadherin及Vimentin表現增加。
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圖十八
利用CXCR4轉殖到HCT116細胞後，以G418篩選，轉殖成功的細胞株，如圖十九，CXCR4轉殖成功的細胞株的確有較高的mesenchymal marker如N-cadhenin、β-catnin的表現。同時E-cadhenin的表現減少。
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圖十九
是否，CXCR4的表現會影響癌細胞的移動，利用wound healing assay，我看到了CXCR4過度表現的細胞，移動速度變快。
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圖二十
結論：GSK3β是CXCR4 degradation pathway的重要影響因子，而CXCR4的過度表現會造成癌細胞EMT改變。

（六）基因治療的方法

基因治療簡言之即是將欲調控的基因以載體送進細胞內，進而達到治療效果。在癌症治療上，其方法分兩類（A）將基因送到正常細胞，如免疫細胞，讓其攻擊癌細胞，但此方法影響範圍太大，不易實行（B）因此目前是將基因送至癌細胞中讓宿主去攻擊改變過後之癌細胞。
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目前所使用送至細胞的方法分為病毒載體，如：Retroviruses、Adenoviruses、AAV、Lentivirus：derived from HIV，但是已經有許多文獻報告，Retrovirus vector可能造成lymphoma或leukemia，另一類為非病毒載體如liposome、電擊、microinjection。電擊法及microinjection雖轉殖效果好，皆無法運用至活體上。而liposome可用於活體，但其轉殖效果較差。

常見的基因治療的問題包括：
1. Tissue selectivity

2. Toxicity to healthy cells 

3. vector limitations（ie. Stability）
4. Duration of expression

5. Regulation of therepeutic genes in host

6. Oncogenicity（ie. insertional mutagenesis）
首先為了解決tissue specific及降低對正常細胞的毒性，須先建立cancer specific promotor。文獻中發現claudin-4的表現在結腸癌的標本分析約有80~90%，且和預後有相當關係。因此我先分析結腸癌細胞株，及正常細胞株的表現有無差異，我發現在正常細胞株的claudin-4表現很低（如w38,h922），而結腸癌細胞的claudin-4表現則很高，因此claudin-4可作為cancer-specific promotor。圖二十一
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圖二十一
而一般基因治療所用的vector其穩定性有其限制，在洪院士的實驗室已建立visa vector可提高vector穩定性，
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圖二十二
利用molecular cloning以限制酶切開visa vector，將claundin promoter 送至VISA vector在Ligate起來。進行dual luciferase assay，如圖二十三，和CMV vector比較，CMV vector在不同癌細胞及正常細胞都有相當表現，然而VISA-claudin4 vector則是表現於癌細胞，但正常細胞很少，這結果表示claudin-4有其tissue specfic。
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圖二十三
接著，進行動物實驗我將癌細胞接種於老鼠腹股溝處，三週後，打入以liposome攜帶的CMV vector及claudin-4 vector以luciferase scan掃描發現，CMV vector會集中於lung，而claudin-4則是集中於tumor；進一步證實此claudin-4 promotor有組織特異性。
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圖二十四
未來待進行的工作為將自殺基因放入luciferase的位點，進行後續cytotoxicity。
心得

MD Anderson 癌病中心是全美第一或第二大的癌症治療中心，在二十年間，它的規模及預算增長了十倍之多，而來自各地的捐款更是在每年一至三億美金。除了臨床治療的成功，更重要的是基礎研究的紮根。MD Anderson每年所投注的研究經費即相當於每年三億美金，在如此預算下，網羅了來自各地的人才，每年可發表刊登於Nature、Cell、Science的文章即約在十篇左右。

在MD Anderson中，基礎研究中的翹楚即為洪明奇院士，他專攻於細胞中信號的傳遞及蛋白質的相互關係，近幾年更投注相當心力在幹細胞及基因治療方面，有幸可以在洪院士的實驗室學習到分子生物學的邏輯思考。除了做實驗外，每週三到四次的討論及論文報告，從中獲益匪淺。另外，MD Anderson也提供了許多seminar，這些seminar的講者都是學有專精的國家科學院院士，甚至有些是諾貝爾奬得主。而seminar的內容，皆具連慣性、深入的機制探討。在這樣環境，所學到的是過去數年的總和。

在這一段日子，所學到的最重要部分有二大項。如何建立蛋白質間的因果關係。以往在臨床上，我們所看到的現象，通常只能做相關性的探討，並無法就其發生機制建立一個良好模式。

我所學到的模式，如下圖：
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可分為三大方面來做分析，首先須先建立蛋白質是否結合及是否有代謝關係，做確認，第二，以各種酵素或抑制劑，提升或壓制其上游蛋白質功能來看下游蛋白質代謝的改變，第三點，最重要的是這些蛋白質的交互關係是否會造成癌症細胞的變化，及是否可以運用在臨床上。

這一年的學習，讓我可以暫時擺脫臨床的工作，可以思考未來在研究上如何取得重要的突破，提升自己的能見度，收穫甚多，可說是不虛此行。

而由所學到的分子生物技術，我也學會了基因治療中所需技術。

建議事項
1. 對於出國做研究的人員，一年的時間太短，只能完成先期的結果就必須回國。要完成較高水準的研究約需二年左右。目前許多醫學中心，如馬偕皆提供經費讓所屬醫師可以在國外完成博士學位，是否醫院未來也可以提供幾位名額讓較年輕醫師可以放心衝刺學位。另外第二年繼續進修就須留職停薪對於有心完成High impact paper有所不足，是否可以放寬限制。
2. 博士後研究員因為有找工作的壓力，需要High impact paper作為佐助。而目前院內計畫花費了許多經費，投入了許多設施在研究上，但是臨床醫師除了臨床工作外，能投入的研究精神有限。因此建議採取菁英政策，將有限經費，運用於聘請博士後研究員，每年一聘，和真正對作研究有興趣的臨床醫師共同研究，較有可能完成高水準的研究。
3. 遺傳性癌症的篩檢及遺傳諮詢。基因定序的技術目前已很成熟，院內各科也都有資料庫，但是更重要的是家族史的建立，完整的家族史，可以比基因定序得到更多的資料。
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