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摘要

此次出國乃跟隨UMDNJ的Dr. Sadoshima進行研究。實驗室主要乃利用轉殖基因老鼠技術(體內模示)以及腺病毒感染心肌細胞(體外模示)的方法，來探討各種基因或蛋白質在心臟以及壓力下所扮演的角色。我的研究主題為探討長壽基因Sirt1及Nampt對於心臟壓力(缺血性心肌梗塞)所扮演的角色。

實驗中主要經由培養新生大鼠心肌細胞感染腺病毒 (Ad-Nampt, Ad-Sirt1,Ad-shNamptand Ad-shSirt1)，探討所觀察到的變化及分子機轉，成功建立基因轉殖的老鼠並大量繁殖之，以供實驗所需;再利用顯微手術創造心肌缺氧以及缺氧再灌注兩種壓力模型來探討心臟對壓力的反應，最後評估心臟的功能。實驗結果發現，活化長壽因子Nampt及Sirt1確實對於心臟壓力有呈現保護的效果，所以在心臟接受壓力之前，我們可以活化這兩者蛋白質的表現，這將是未來努力的方向。
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目的：

UMDNJ---Sadoshima’s Lab乃利用轉殖基因老鼠技術(體內模示)以及腺病毒感染心肌細胞(體外模示)的方法，來探討各種基因或蛋白質在心臟以及壓力下所扮演的角色，此次出國我的教授Sadoshima指定我探討長壽基因Sirt1及Nampt對於心臟壓力(缺血性心肌梗塞)所扮演的角色。

過程：

1、 新生大鼠心肌細胞之培養

本實驗室每週二皆購入約三百隻一天大之新生小鼠做為萃取心肌細胞之用。利用剪刀將幼鼠之胸腔剪開，將心臟剪下放入冰的生理食鹽水中，將心房去除留下心室的部份，再將之切成極小之碎片利用collagenase來消化這些碎片，主要含有心肌細胞及纖維母細胞。再利用Percoll分離的技術將此兩種細胞分開 (圖1-8 )
，取下心肌細胞然後定濃度再將之置入培養皿內培養。

[image: image1.png]


[image: image3.png]Sir2: class lll histone deacetylases
(HDACSs)

TRANSCRIPTIONALLY
ACTIVE CHROMATIN

( ) ( ) ( ) DECONDENSED
Histone Histone
deacetylase acetyltransferase

- m S

SILENCED” CHROMATIN




[image: image4.png]NTg

Tg

Infarction Size / AAR

Sirt1 inhibits Ml in isolated perfused hearts
subjected to global ischemia

Langendorff experiments

P<0.001

Tg
(n=5) (n=5) (Hsu et al 2008 AHA Scientific Sessions)



[image: image5.png]Nampt

L "'“"a‘
Resveratrol nicotinamide NAD+ Calorie restriction
SIRT1
FOX01a,34 P53, Ku70(Bax) UcP2 PGC-1a
Catalase, MnSOD Apoptosis ?
cell death
l ageing

onidative stress resistance

(Hsu etal. Biol. Chem. 2008;389:221-231)



[image: image20.png]LVSP / of Baseline (%)

Tg-Sirt1 have better hemodynamics after
global ischemia (Langendorff model)

3 w
e
g
8w
s
3 w
g
s
WT

40 o 20 3% 4w s 60

Time of Reperfusion (min)

developing pressure
= systolic pressure — diastolic pressure

a0l el e e B e
Time of Reperfusion (min)

Average * Standard error  #,p <005

(Hsu et al 2008 AHA Scientific Sessions)




[image: image6.png]Protocol

/ 24hr rep.

Area at Risk (% of LV)

Sirt1 inhibits reperfusion injury
in the heart

TTC staining

TTC
TUNEL
Risk area Infarction size
©
P=0.436 o o &
! 2 P=0.01
2.
K]
@ 3
§
T
£ L
=
.
Tg NTg Tg
(n=6) (n=6) (n=6)

(Hsu et al 2008 AHA Scientific Sessions)



[image: image7.png]TUNEL staining in border area

NTg Tg-Sirt1 (line 40)
Zi P-0.001
F]
2 12 —
TUNEL °
210
H
2
S oms
m
2
2
e 1
2 025
DAPI 2
& 000
NTg Ty
Soum (n=6) (n=7)

(Hsu et al 2008 AHA Scientific Sessions)



[image: image8.png]


[image: image9.png]


[image: image2.png]



2、 腺病毒載體之製作

利用基因重組織技術將兩個 plasmids同時感染293細胞，其中一個 plasmid帶有欲放大標的之cDNA，經過10-14天左右在293細胞內就會產生可表現標的 protein之腺病毒(圖9 )
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3、 基因轉殖老鼠之建立

本技術乃利用帶有αMHC之Promotor and cDNA fragment to be driven，利用顯微注射的技術將此基因片段注入受精之胚胎，再將注射過後之胚胎送回母鼠體內等待小鼠的產生。利用PCR技術分析幼鼠是否帶有此段特別的基因。從plasmid fragment的建立到第一代子代之基因確認約需四個月。再選取成功之轉殖基因老鼠做大量之繁殖以供實驗所需(圖10)。
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4、 顯微手術

利用顯微手術創造心肌缺氧以及缺氧再灌注兩種壓力模型來探討心臟對壓力的反應。

5、 心臟超音波

利用專門適用於小鼠之超音波探頭12.5 Herz赫之來評估心臟的功能。

長壽因子Sir2及Nampt對心臟壓力的保護效果
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從低等生物酵母菌的熱量限制模型中發現Sir2與酵母菌的長壽有密切關係，之後在多種生物從果蠅乃至於齧齒類，細胞內皆保有Sir2的基因，實驗也都發現跟物種的長壽有關。Sir2是屬於第三類 Histone 去乙醯酶，它可以讓染色體的排列更為緊密而影響基因的表現。在哺乳類動物有七個Sir2 Homologues 縮寫成Sir 1-7，七個之中又以Sirt1最為相似
(圖1)
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，而在Sir2的研究當中，亦發現NAD+/NADH及PNC1是兩個Sir2重要的活化者。而PNC1亦是合成NAD+的速率決定酵素，而在哺乳類與PNC1之功能相當的酵素，就是Nampt。所以亦有人把PNC1 (Nampt) 稱為長壽基因的調控者，因為它會影響Sir2的活性 。 已知Sirt1可以影響眾多的蛋白質包括P53、Bax、Foxo-1a,-3a,-4、PGC-1a, UCP2 ------等等，再藉由這些蛋白質影響到下游其他蛋白質的表現。我的研究是藉由活化這些長壽因子在心臟細胞上面來測試是否長壽基因對於心臟壓力有保護效果。(圖 2)
結果：

我們使用αMHC-Sirt1及 αMHC-Nampt 基因轉殖老鼠進行活體實驗，我們使用缺血再灌注的壓力模型發現Sirt1 (圖1)及Nampt的轉殖老鼠有較小的心肌梗塞範圍以及數目較低的自發性細胞死亡 (圖2) 
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，而在離體心臟的模型當中亦得到一致的結果 (圖3)。並且轉殖基因的老鼠表現出較快的復元結果。(圖4)

我們更近一步的探討是透過何種機制來達到這種保護之效果，我們使用西方點墨試驗發現在Sirt1的轉殖基因老鼠中，MnSOD、Trx1、Bcl-xL的表現亦較高，而Bax, cleaved caspase 3的表現相對的較低，(圖5)







同時我們用免疫染色來鑑定P53之K382乙醯化的表現，發現在Sirt1的轉殖基因老鼠中，表現較低 (圖6)，
證明了Sirt1是有功能的並且透過p53抑制了細發自發性死亡的路徑機轉。我們亦可發現在Sirt1的轉殖基因老鼠中有較低的氧化壓力，而在Nampt的轉殖基因老鼠中亦有類似的表現。

而在體外細胞培養的模型當中，經Ad-Nampt病毒感染的心肌細胞對於
Methyl-methane-sulfonate (MMS)及Glucose deprivation有較大的保護效果 (圖7)，而經過Ad-shRNA-Nampt病毒感染的心肌細胞，卻有促進死亡的效果 (圖8)，而死亡的方式亦是透過自發性細胞死亡的機轉。而這種自發性細胞死亡的過程可透過Ad-Bcl-xL病毒的解救說明增加Nampt及Sirt1對於細胞壓力的抵抗確實有幫助 (圖9)



結論：
由以上得知，活化長壽因子Nampt及Sirt1確實對於心臟壓力有呈現保護的效果，所以在心臟接受壓力之前我們可以活化這兩者蛋白質的表現，可能是未來努力的方向。目前臨床上紅酒內的Resveratrol成分是已知可以活化Sirt1的物質，然而生物毒性的實驗證實Resveratrol並不適用於生物體內，而先進的藥廠已篩檢出其他的Sirt1之活化物質目前亦在測試階段，所以也許有朝一日，我們可以透過事先的活化Sirt1或Nampt來增加我們心臟對壓力的適應。 
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