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摘要

雖然Prostagladins 為高等動物細胞極重要的訊息傳遞物質，它們在各類幹細胞內的重要性至今無人研究。本次研究的目的即在探討Prostagladins 對小鼠胚胎幹細胞(mouse embryonic stem cells, mESs)凋亡(apoptosis)的影響。我們發現mESs 在基礎狀態只表現COX-2 (cyclo-oxygenase-2) 和 PGE synthetase，而不表現 COX-1 及 PGI synthetase。若抑制COX-2 的活性，會導致mESs在H2O2影響下的apoptosis 增加，而PGE2會拮抗此作用，因此可推論PGE2可以保護mESs 不至凋亡。進一步研究發現這機轉是經由E-type prostagladin receptors-2 啟動PI3K-Akt 訊息傳遞路徑來達成。另一方面，PGE2和COX-2 activities 似乎對mESs的分化影響不大。總之，prostagladins 對 mESs 的持續生長有正面影響，但對其他種類幹細胞的作用則仍待評估。

目的

自從小鼠的胚胎幹細胞(mESC, mouse embryonic stem cell)在1981年被成功培養出來之後，科學家對於幹細胞的探討就不曾停止，而晚近在1998年人類的胚胎幹細胞被建立之後，關於幹細胞分化及生長控制的研究，更成為近年科學發展的重點。目前科學界大致將各種幹細胞依來源分為兩群：取自胚胎內細胞的胚胎幹細胞，以及來自已成為個體的生物身上分離出來的成體幹細胞(Adult stem cells) 。相較於成體幹細胞而言，胚胎幹細胞具有(1).全方位分化能力 (Toti-potency) (2).可大量生產研究的特點。雖然由於免疫系統的不相合性 (HLA-incompatibility) ，細胞的癌化可能性(Carcinogenesis)，以及倫理上的考量，胚胎幹細胞應用於臨床上的時間仍遙遙無期；但做為實驗室內的研究工具而言，胚胎幹細胞的重要性仍無可取代。
目前關於幹細胞生物學的研究，有相當多數集中在對其分化(differentiation)及自我更新(self-renewal)的 signaling pathways 上：包含Wnt pathway ，JAK-STAT pathway，MAPK pathway以及 Hed pathway 等，均已證明和幹細胞的生長分化有關；而幾個和維持幹細胞特性有關的基因，如Oct-3/4，SOX family ，Nanog 等基因的調控機轉，也相繼被發現。然而對於Prostagladins或Nitrous monoxide及其有關的分子生物調控機制，雖然已在大部份的細胞上被證明其重要性，然而這些重要的細胞內外訊息傳遞物質對於幹細胞生長分化的影響卻完全未被探討。因此本次出國進修的目的，即在於探討 Prostagladins 在 embryonic stem cells 內的分布、生成及訊息傳遞的重要性，並試圖了解其對幹細胞分化細胞凋亡或生長的影響。

過程

本次進修選擇美國德州大學Houston 分校做為進修地點，一方面是因為該校為美國醫學研究之重鎮之一(包含M.D.Anderson Cancer center, Texas Heart Institute等著名臨床及基礎研究機構)可利用研究所餘時間參訪各醫院；一方面也是因為該校的Health Science Center 是研究prostagladins 及 Nitrous monoxide 的全球頂尖機構，而指導教授Dr. Kenneth K. Wu (同時也是Health Science center 的 Vice president) 更是個中翹楚。 再加上近年Dr. Wu的團隊在Stem cell research 上取得的進展，使得在這裡進修除了可以對相關研究得到全面性的了解，對於未來雙方的合作研究也將奠定更好的基礎。

本次進修於2006年5月14日抵達美國開始，為期一年。於2007年5月13日返回原服務單位臺大醫院內科部。
心得

前列腺素( Prostagladins)是一群脂肪酸衍生物的總稱，在哺乳動物體內擔任許多重要細胞內外訊息傳遞的的功能。下圖即是表示Prostagladins在體內合成的途徑，及重要的合成酵素：

[image: image1]
在許多種類的細胞中，prostagladins 都有調控細胞生長及凋亡的機能。例如在colon cancer cells 內，由於COX-2 的overexpression，而使得 PGI2 增加，進一步增加細胞內的X-linked inhibitors of apoptotic proteins (XIAP) 或是 endothelial NO synthetase (eNOS) 或是 14-3-3ε 等保護性蛋白質，來達到減少colon cancer cell 凋亡的功能；在 endothelial cells 中，PGI2 則透過增加peroxisome proliferators-activated receptor δ的基因表現來保護細胞。而在neuron cells 內PGE2則透過 E-type prostagladin receptor (EP2 and EP4)，來達到降低細胞凋亡的目的。
另一方面，在胚胎的發育過程中，細胞凋亡及抗凋亡機制的啟動，本就是胚胎形體重塑的重要因素。因此我們可合理推論prostagladins 應也在這些機轉中佔有一席之地；而對於來自胚胎囊胚期(blastocysts)內細胞群(inner cell mass)的胚胎幹細胞而言，prostagladins的訊息傳遞路徑應該也在控制細胞生長分化的的種種訊號中具有意義。因此我們以老鼠的胚胎幹細胞株(mouse ES, mES) 做為實驗模型，探討prostagladins對 mESs凋亡機制的影響。
首先我們發現mESs 內prostagaldins 的分布和一般體細胞不同：
[image: image2.emf][image: image3.emf] 

cPGES: cytosolic PGE synthetase

mPGES: microsomal PGE synthetase

我們發現 mESs不表現 COX-1 而只表現COX-2，而且也不表現 PGI synthetase 。 同時在PGE synthetase的3個 isoforms 中，mPGES-1的表現也較低。而如果進一步以 ELISA方法定量PGE2 和 6-keto-PGF1α (PGI2的穩定代謝物) ，則會發現mESs幾乎不產生 PGI2；而且indomethacin  (COX-1 及 COX-2 的共同抑制物) 及SC-236 (COX-2 的抑制物)可以抑制PGE2的生成，而COX-1的抑制物SC-560則對mES 的PGE2沒有影響：
[image: image4.emf]
這些結果顯示mESs的 PGE2均來自COX-2 的活性。
而為了進一步探討prostagladins 對 mESs 凋亡的影響，我們將mESs 暴露在1mM的H2O2溶液中，以增加其凋亡的程度，並進行下列實驗：
[image: image5.emf][image: image6.emf]
在這些實驗中我們發現，indomethacin 及 SC-236會增加 mESs的凋亡，而 SC-560則否因此可知抑制COX-2活性會增加細胞凋亡。
然而是否經由COX-2而合成的產物中，PGE2真的是保護細胞凋亡的關鍵物質呢?下面的實驗給了我們答案：
[image: image7.emf] [image: image8.emf]
由這兩個實驗，我們可以看到COX-2 siRNA和 SC-236由於可以抑制COX-2 的活性，因而可以增加mESs 因H2O2 引起的 apoptosis；但是外加的PGE2可以扭轉這個趨勢，因而證明PGE2應該就是具有anti-apoptosis 能力的物質。這個結論也可由下面的實驗，利用TUNEL assay 再加証明：
[image: image9.emf]
那麼PGE2又是透過怎樣的機轉來影響細胞凋亡呢?目前PGE2已知的intracellular signaling pathways均經由EP receptor 來作用，而已被發現的EP receptors 目前共有四種。因此我們進一步分析mESs內的EP receptors 如下圖：
[image: image10.emf]
可知mESs 只表現EP1-EP3 receptors。進一步用各個 receptors 的agonists測試對mESs 的 H2O2-induced apoptosis 的影響，可發現：
[image: image11.emf]
可以看到Butaprost (EP2 agonist)對SC-236 enhanced apoptosis 有拮抗作用 (Line 2, Line 4 和 Line 6) ，而sulprostone (EP1 and EP3 agonist)則否(Line 2, Line4 和 Line 8)。因此PGE2 的 anti-apoptosis 作用較有可能是經由EP2 receptor的途徑而來。
進一步加以探討時，我們知道EP2 receptors 已知可活化 cAMP-dependet kinase (PKA)以及 phosphor-3-inositol kinase (PI3K)這兩個訊息傳遞途徑，因此我們做了下列實驗：
[image: image12.emf]
[image: image13.emf]
當加入H89及PKI (均為PKA 的inhibitors)時，並不會抑制PGE2對H2O2-induced apoptosis 的拮抗作用(上圖)，因此PGE2的作用應不是透過PKA；而當加入 Ly (Ly-294002) 或 Wort (Wortamin) (均為PI3K 的 inhibitors)時，卻可看到 PGE2對的拮抗作用消失(下圖) 。更進一步分析時發現，PGE2會enhance PI3K 的downstream signal molecules Akt 的磷酸化反應，如下圖：
[image: image14.emf]
因此PGE2在 mESs 的 anti-apoptosis activities 應該是透過 EP2 receptors ( PI3K ( Akt 的順序來作用。
附帶一提，PGE2的增加或抑制COX-2並不會影響mESs的分化，如下面數圖：
[image: image15.emf]
[image: image16.emf][image: image17.emf]
Oct-3/4: A protein maintaining mESs in undifferentiated states

Alkaline phosphatase is expressed in mESs in undifferentiated state

建議事項

由於在臨床治療上有著無限的想像空間，有關胚胎或成體幹細胞的相關研究在最近10年成為生物科學極重要的一個方向。而包含我國在內，各國無不投注大量資源加以發展。然而由於太過亟於投入臨床治療，許多相關的基礎研究多付之闕如，因而相當多的早期臨床試驗均無法成功。因此目前的趨勢，乃是更加重視基礎基因調控機轉及訊息傳遞機制的研究，以為將來進一步的臨床細胞治療奠定更堅實的基礎。我國的幹細胞研究也應該更注意這一趨勢的發展，而應在幹細胞基礎研究上投注更多支持。
另外關於幹細胞的Translational Research 方面，Animal Models 的建立乃是不可或缺的工具，而我國在這方面的支持亦顯不足。將來建議應有更完備的大動物乃至靈長類動物中心的設置，以期對生物科學的研究能有更完備的協助。
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