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摘要
細胞週期的調控是癌症形成的重要因素.  細胞週期一般分為 G0, G1, S, G2, 以及 M phase.  在不同的時期有不同的分子來調控.  E3 ligase 的功能, 即是將Ubiquitin 接到被調控的分子上.  並進一步由 proteosome 來代謝之.  目前最熱門的 E3 ligase 莫過於Fbw7.  目前已知被 Fbw7 調控的分子包含了 c-myc, c-jun, Cyclin E1 以及 E2.  參與細胞週期 M phase 的分子 Aurora B, 在癌症的行成中扮有重要的角色.  本研究探討 Fbw7 對於 Aurora B 調控的機轉.  研究結果顯示, Fbw7 藉由 Ubiquination 以及 proteosome 的作用, 來代謝 Aurora B.  Fbw7 未來將是癌症治療的重要標的分子.   
目的

癌症是國人死亡原因的第一位, 其發生的原因有許多, 但基本上並不是完全被了解.  在眾多致癌的機轉中, 其中細胞週期調控失當是一個重要的原因.  細胞週期分為 G0, G1, S, G2, 以及 M phase.  在不同的時期有不同的分子來調控.  一但調控出了問題, 就有可能導致癌症的產生.  在眾多調控分子中, Aurora B 在 M phase 的調控中佔有舉足輕重的角色.  Aurora B 在癌症細胞的調控機轉目前並不清楚, 本研究將探討 E3 ligase Fbw7 對於 Aurora B 調控的影響與機轉.
過程
經過將近一年半的計畫與接洽, 終於敲定了赴美進修的計畫.  在申請學校的過程中, 一開始申請的是位在 Seattle 的 University of Washington 的血液科, 在與指導教授 Bob Richard 接洽數次後, 敲定了初步的研究計畫, 也順利於97年9月1日開始了在 University of Washington 的研究.  西雅圖是個美麗的都市, University of Washington 更是座落在 Lake of Washington 邊一所美麗的學校.  Bob 亦是一位相當友善且聰明的指導教授.  但很巧合的是, 在 University of Washington 進修的時候, 我在台灣的指導教授徐士蘭老師告知我她在 MD Anderson Cancer Center 幫我爭取了一個 Visiting Scientist 的職位, 希望我去試試看.  由於MD Anderson Cancer Center 是美國排名第一的癌症中心, 所提供的研究題目也與我在台灣的研究主題較為相似, 當時在申請學校時亦有提出申請, 無奈沒有得到回應.  如今得到這個機會自然讓我喜出望外.  在分別與University of Washington 的指導教授Bob Richard 和MD Anderson Cancer Center的指導教授李孟宏老師討論後, 便下定決心向輔導會提出申請, 也很幸運獲得院內長官支持, 進一步變更進修地點至位於德州休士頓的 MD Anderson Cancer Center.  

在University of Washington 的近兩個月的時間中, 進修的內容主要是以熟悉常用的分子生物技術為主, 像是細胞培養, plasmid 的 Maxiprep, Cell cloning, 以及 Restriction Enzyme Digestion Method 等等.  這些分子生物實驗的基本技巧訓練, 對未來我在 MD Anderson Cancer Center 的研究有很大的幫助.  

經過了一些相關程序後, 我順利的進入了MD Anderson Cancer Center的Department of Molecular and Cellular Oncology擔任Visiting Scientist.  Department of Molecular and Cellular Oncology的主任就是相當有名的洪明奇院士.  MD Anderson Cancer Center 之所以成為全美排名第一的癌症中心, 是有原因的.  MD Anderson Cancer Center 隸屬於德州大學, 他醫院的床數並不多, 大約只有八百床.  但是MD Anderson Cancer Center卻是全美國臨床試驗進行最多的地方.  它亦是全美進行血液幹細胞移植最多的地方, 每年約有八百例的骨髓或周邊血液幹細胞移植在 MD Anderson Cancer Center 完成.  


由於之前已經與李孟宏老師連繫過, 一到了MD Anderson Cancer Center 之後, 李老師變很快的確定了我的研究計畫.  我的研究計畫主要是 E3 ligase Fbw7 與 Aurora B 的關係.  幸好有了University of Washington 的訓練, 我可以很快的進入新的研究題目.  E3 ligase 的功能主要是將 Ubiquitin 轉移到目標分子 (target protein) 上, 進一步藉由 proteosome 將被 Ubiquitin 標記的 target protein 代謝掉.  這是調控細胞週期非常重要的機轉.  藉由細胞週期的調控, 亦可以避免細胞過分的生長, 導致癌症.  在眾多的 E3 ligase 中, Fbw7 是目前最熱門的

在本研究中, 我的target protein 是Aurora B.  Aurora B 的角色在細胞週期發生在 M phase.  簡單的說, 細胞週期分為 G0, G1, S, G2, 和 M phase.  一般而言, 一個細胞週期約為24小時, 也就是說細胞在經過 24 小時候, 會由一個變成兩個, 而 M phase 約只占 30 分鐘至一小時.  在 M phase 中, 進行細胞分裂的細胞中的染色體會在複製後, 平均分配到 daughter cells.  Aurora B 的角色則是在這個過程中幫助染色體向兩個daughter cells 移動, 進一步完成M phase.  在癌症的成因中, 目前研究顯示, 有些情況是因為 Aurora B 過度表現, 造成細胞週期進行特別快速, 導致細胞複製速度增加.  如果我們能降低 Aurora B 在癌症細胞的表現, 我們就有機會能進一步控制癌症. 


之前所提到的 Fbw7, 是由三個 subunit 所組成, 分別是 α, β, 以及γ.  這三個 subunit 在細胞裡所在的位置不盡相同.  其中, Fbw7α 的角色目前看來是相對重要的.  由於 Fbw7 是 E3 ligase, 它必然要有其目標分子.  目前的研究顯示, Fbw7 的目標分子有c-myc, c-jun, Cyclin E1 and E2.  其中c-myc 是很有名的 oncogene, 而 cyclin E1, 以及 E2 則是在細胞增生機轉中扮演舉足輕重的角色.  上述的這些目標分子, 皆不是作用於細胞週期的 M phase.  而我所做的研究, 則是著眼於 Fbw7 對於 M phase 中最重要的分子之一---Aurora B 的調控.  


首先我將 Fbw7 plasmid transfected 到 293T cell, 利用西方點墨法, 看看Aurora B 蛋白質的表現.  結果顯示, Aurora B 蛋白質表現在Fbw7 tranfected 細胞中的表現, 的確低於對照組, 並有劑量的關係.  接著利用Ubiquitin 的 transfection, 證明了Fbw7 是藉由Ubiquination 進一步代謝 Aurora B.  此時加入Proteosome inhibitor, MG132, 這樣的現象就消失了.  更可證明原先的假設.  


接著, 我使用 Fbw7 null 的HCT 116 cells, 這是緣自於大腸癌的細胞株.  此時將細胞同步至 M phase, 先看看內生性的 Aurora B 表現.  結果顯示, 在Fbw7 null HCT116 cell 中, 其內生性 Aurora B 表現高於 Fbw7 wild type 的細胞.  為了證明此現象事經由 proteosome 來表現, 我將細胞內的 proteosome 藉由 MG 132 抑制, 看看細胞內 Aurora B 的表現.  結果顯示, 此時 Fbw7 wild type 以及 Null 的 HCT 116 細胞中Aurora B 的表現差異就不大了.  這個實驗證明了Fbw7 可藉由proteosome 來代謝 Aurora B.   


除了實驗室工作之外, 我亦參加了 MD Anderson Cancer Center 所設計的課程.  其中最讓人印象深刻的, 就是 Cancer Cell Signaling 這門課.  這門課程一周上課三次, 每次一小時.  授課老師深入淺出的講解, 讓我獲益良多.  MD Anderson Cancer Center 在軟體上還有許多令人稱羨的地方, 其中聽不完的演講就是其中之一.  在 MD Anderson Cancer Center 的演講品質相當高, 皆是該領域的大師, 不論是基礎或是臨床, 都讓我獲益匪淺.  其中我們的 President, John Mendelson, 更被視為未來諾貝爾獎的熱門人選.  他的 Epithelial Growth Factor Receptor 的相關研究, 目前對於癌症治療有深遠的影響.  而MD Anderson Cancer Center 在每個臨床科部, 都有自己的 Grand Round.  當然都是與癌症治療相關.  我也盡量的去參與, 已獲得新知.  除了各科部的 Grand Round 以外, 還有 Medical Grand Round, 討論的內容則以一般的內科知識為主.  


除了醫學相關的演講之外, 我亦有機會參與醫學倫理相關的 workshop.  結果發現, MD Anderson Cancer Center 對於醫學倫理的訓練方式與內容, 與我們十分相似.  大體來說, 也是由一些標準影片當作教材, 最後讓大家一同討論.  這個模式與我們其實十分類似, 只是他們是講英文, 而且影片中的場景較符合美國文化.


我亦利用在美國進修的時間, 參加了一些國際會議, 像是 ASH (American Society of Hematology), ASCO (American Society of Clinical Oncology) 的年會,  以及 International Hemostasis/Thrombosis Annual Conference.  MD Anderson Cancer Center 亦舉辦過Leukemia 國際會議.  與以往不同的是, 過去參加這些國際會議, 往往要與時差奮戰.  今年沒有這樣的問題, 所以更能專心聽演講, 獲得更多的知識.  

奉部主任許主任指示, 我亦對美國醫師訓練教育有初步的了解.  美國醫師訓練是後醫制.  即大學畢業後, 才進入醫學院.  經過三階段的考試後, 才當 internship, 也就是我們的 PGY1.  以 Houston 地區為例, PGY1 的訓練醫院是靠成績分發的.  其中我們的鄰居, Baylor College of Medicine, 則是這個地區中首屈一指的訓練醫院.  整個PGY 訓練結束後, 想走次專科的人則要另外申請次專科訓練醫院.  舉例來說, 想要 training Oncology, 則必須申請 MD Anderson Cancer Center 的 fellowship.  但競爭激烈的程度很難想像.  在 MD Anderson Cancer Center 訓練完 Fellowship 後, 一般不大可能直接在這升任主治醫師, 必須先到其他醫院, 等到研究服務有一定的表現後, 才有機會回到 MD Anderson Cancer Center 服務.  這也可以說明為何 MD Anderson Cancer Center 的 Attending Physician 的研究能力那麼強, 畢竟都是精挑細選過的.   


除了研究, 進修之外, 我覺得很幸運的是, 認識了很多好朋友.  從這些好朋友身上, 我不但可以和他們討論實驗, 亦可了解美國文化, 加強英文能力.  其中Chris 是實驗室的大哥.  他大學畢業後, 在生技公司做了將近十年的事, 領有高薪.  也在工作之餘, 在John Hopkins’s 念了一個 master.  也許是社會歷練比較多, 他很清楚知道未來的計畫, 作實驗非常有效率, 也很能切入研究的重心, 更可貴的是, 從來不吝於與人分享, 與他一起工作, 我感到十分愉快.  或是Guermarrie, 她來自於波多黎各, 人好到沒話說, 也是我在美國很 closed 的朋友, 永遠把別人的事擺在自己的事之前.  因為她, 我也有機會嘗到很多當地好吃的墨西哥菜.  陳健, 來自大陸的胸腔外科醫師, 因為熱愛研究, 毅然放棄在大陸的工作, 他的精神讓我感動, 而他亦對我的研究工作幫忙很多.  李孟宏老師也鼓勵我們大家多多討論, 每天中午的 lunch meeting, 我們天南地北的聊天打屁, 從學術聊到運動, 再聊到 Obama, 讓我的英文能力大躍進.  

心得
整體說來, 美國進修讓我獲益匪淺, 其中除了院方的支持之外, 我亦要感謝藍副院長, 內科部許主任, 和血液腫瘤科黃主任給我的幫助.  此外, 要不是教研部徐士蘭老師的介紹, 我也沒有機會來到 MD Anderson Cancer Center.  我在美國的指導老師, 李孟宏老師, 他親切的態度, 不厭其煩的教導, 真的很讓我感動.  他也獲得今年學生票選最佳教師的殊榮.  李老師知道我隻身在美, 也常常請我去家裡吃飯, 感受家庭溫暖.  對於所有幫助我的人, 我除了感謝, 還是感謝.  因為你們的幫助, 讓我有了這麼美好的經驗與回憶.  

建議

如果真的要說這次美國進修後, 要我提說對本院的建議, 我真的認為, MD Anderson Cancer Center 再好, 都是美國人的, 台中榮總才是我們的家.  但近年來我們受到健保制度的影響, 無論是臨床工作或是基礎研究都有一定程度的影響.  MD Anderson Cancer Center 60-70% 的經費來自於捐獻, 另外20% 來自於美國國家衛生研究院 (NIH) 的研究經費, 剩下的才是來自病人的收費.  也難怪在美國經融風暴下, MD Anderson Cancer Center 雖然免不了裁員, 但對醫護以及研究人員還是有一定的保障.  但他們亦有明確的退場機制, 一但無法達到預設的目標或是無法爭取到研究經費, 那就謝謝再聯絡了.  難怪整個機構生氣勃勃, 大家都很努力的在工作, 絲毫不敢懈怠.  未來本院如果要持續保持癌症治療與研究的競爭力, 必要的投資恐怕是必要的.  例如癌症治療的整合, 研究經費的投資, 醫療設備的更新, 以及研究資源的整合等等.   
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