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摘要
    美國波士頓Dana-Farber Cancer Institute為世界首屈一指的神經腫瘤治療與研究中心，在臨床治療上與Brigham and Women’s Hospital 合作照護病人，教學上則同屬哈佛醫學院教學醫院。 職張正一醫師奉派至Dana-Farber Cancer Institute 進行為期半年之進修，目的在提升豐原醫院神經外科臨床重症病患照護品質，學習新型手術內容，並了解神經腫瘤，神經疼痛治療最新進展與未來趨勢。
   進修期間，臨床部分主要藉由參與各項臨床例行性會議、加護病房與一般病房查房、參觀手術過程，學習各種臨床知識與技能、另外對跨科別整合式醫療及跨院合作模式亦有收穫，對豐原醫院近來發展整合式醫療下一步可能面臨的困境與可能突破的契機亦有部分心得。研究部分，職本身研究專長主要為神經腫瘤標靶藥物治療與抗藥性研究，在美國相關專家指導，豐原醫院支持及台中榮民總醫院教研部研究團隊協助下，對神經腫瘤與炎症反映相關研究亦有所突破，相關研究已投稿至國際期刊，並於今年獲予刊登， 神經疼痛部分，職主要研究多元不飽合脂肪酸於神經炎症反應及疼痛所扮演之角色，於美國停留期間亦獲得初步研究成果，回國後將進一步研究，期待未來提供神經疼痛患者治療上一個新的選擇。
    神經外科病患於豐原醫院外科重症照顧內容一向佔有高比例，豐原醫院院內神經醫學相關基礎研究於職任職後亦有相當成績，展望未來，藉由導入國外相關的臨床經驗，期許對大豐原地區民眾提供一流的神經醫學照護品質與服務。
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1、 進修目的：

     職張正一醫師，於97年11月1日起任職於衛生福利部豐原醫院神經外科，擔任主治醫師，同時兼任神經外科主任。於100年6月自中興大學生命科學研究所畢業，取得博士學位，研究專長為神經腫瘤與神經炎症反應相關基礎研究。自任職於豐原醫院除一般神經外科臨床工作，亦努力於建立各項神經外科病患臨床照顧常規及外科加護病房深化整合治療制度，於基礎研究部分，在院方與台中榮總教學研究部支持下，仍持續從事神經醫學相關基礎研究，於每年均投稿至國際期刊。如何在國內有限的醫療資源下提供優質的神經外科臨床照護品質予民眾，並於基礎研究上有所突破，進一步結合產官學界的力量，跟上現代醫學發展的腳步，在未來提供照護民眾健康更多的選擇，一向為院方與職努力的目標。美國波士頓Dana-Farber Cancer Institute醫院是世界級的神經腫瘤研究中心，中心主任 Ｄr. Patrick Ｙ. Wen 為今年美國神經腫瘤醫學會主席與學會發行雜誌主編，在豐原醫院李明輝院長支持及台中榮民總醫院沈炯祺主任推薦下，有幸至波士頓跟隨Dr. Patrick Y. Wen學習．出國進修目的，在於習得最新神經醫學基礎研究的進展，藉由實驗及討論的過程，對過去研究過程所面臨的瓶頸期待有所突破，並藉由參與臨床工作與會議的過程了解美國照顧神經外科病患的內容，回國後作為臨床照顧病人的參考。

2、 進修過程 
1、 臨床部分

受限當地醫療法令相關規定，於美國停留期間，臨床部分主要內容為參加每週例行性臨床討論會，參與並觀察Dr. Patrick Y. Wen每天的門診及查房工作。手術部分，在Dr. Patrick Y. Wen協助下，參與Brigham and Women’s Hospital 神經外科部門會議與並參觀手術過程。
2、 基礎研究部分，
I. 神經腫瘤標靶治療與抗藥性相關研究
i. 於美國停留期間，在美國實驗室專家及台中榮總教學研究部協助下，從事EGFR標靶藥物於神經膠細胞瘤研究。膠質瘤雖然在疾病的診斷方面有所進展，但對疾病治療本身的進展仍相當有限，目前仍有待發展新的作用機制及方式，開發新的藥物治療臨床患者。在惡性多型性膠質母細胞瘤的細胞常可發現EGFR基因有過度表現的現象，而此種基因異常表現，亦成為發展新治療方式的標的。不幸的是，此類小分子的EGFR抑制劑，包括gefitinib/erlotinib，在許多的臨床試驗上，病人治療的效果並不如預期，常發現抗性及藥物濃度偏高等問題。癌細胞內複雜的訊息傳遞路徑和專一性抑制劑所產生的回饋抗性和活化細胞內其它生長因子的代償作用都是可能的原因，導致單一藥物治療的失敗。這些特性顯示，藉由深入找尋藥物作用標的、作用機制特性、整合治療策略，可減少藥物的使用劑量，降低副作用，以多面向、多點來阻斷癌細胞賴以存活的重要分子，是解決問題的思考方向。預期可解決這些潛在問題，進而提供膠質瘤病人治療上的新方法。依此推論，計畫擬先透過膠質瘤細胞模式，來探討gefitinib非典型EGFR的作用標的，闡述作用特性，希冀能提高對抗膠質瘤的效果。一般而言，在細胞癌化的過程中常會發現細胞凋亡機制的抑制或不活化，惡性膠質瘤更是對細胞凋亡有很強的抗性，這也說明了為何傳統療法會對惡性膠質瘤失效。研究顯示，許多細胞內分子的改變可能與惡性膠質瘤對細胞凋亡的抗性有關，包括p53功能缺失、MDM2活性強化、PTEN基因突變、EGFR基因突變或活性強化、Ras基因活性強化、AKT活性強化、STAT活性強化等(Ng and Lam, 1998)。後續相關研究更發現，惡性膠質瘤有表現持續活化的STAT3，若是抑制STAT3的表現或活化可有效抑制惡性膠質瘤生長及造成細胞凋亡(Rahaman et al., 2002; Iwamaru et al., 2006)。另一方面，臨床檢體分析發現，惡性膠質瘤復發患者會增加Bcl-2、Mcl-1等抗凋亡蛋白質表現卻降低Bax等促凋亡蛋白質表現(Strik et al., 1999)。進一步分析更發現，不論是抑制Bcl-2等抗凋亡蛋白質表現或促進Bim等促凋亡蛋白質表現，都可造成惡性膠質瘤細胞凋亡(Jiang et al., 2003, 2004)。這些研究結果說明，惡性膠質瘤細胞尚保有進行細胞凋亡的機制，如何適當引發細胞凋亡機制應該是對抗惡性膠質瘤的一種治療策略。
ii. 經美國實驗室專家指導，綜合相關文獻及過去實驗初步結果，我們認為內質網壓力可能是gefitinib誘發膠質瘤細胞PKA活性低下、Bad去磷酸化、細胞凋亡的重要媒介。我們提出一個實驗假說：Gefitinib處理會造成膠質瘤細胞內質網壓力，可能包括ATF6、PERK、IRE1路徑。內質網壓力及衍生活化路徑，可藉由鈣離子、氧化自由基等，干擾抑制cAMP/PKA活性，進而降低Bad serine-122磷酸化，以促進Bax粒線體細胞凋亡路徑，達到抗膠質瘤結果。
II. 神經疼痛與不飽和脂肪酸相關研究
i. 疼痛患者人數眾多，對於日常生活作息及身心影響重大，目前疼痛控制的效果不甚理想，以致於無法對此種疼痛作有效處理，是當前學術界與醫學界一重要且熱門的課題。特別是神經傷害後引發的神經病理痛。當坐骨神經、背根神經節、脊髓背角等週邊神經損傷後，常會伴隨著複雜的免疫發炎反應，這些免疫發炎反應包括免疫細胞浸潤、神經膠細胞活化及發炎細胞激素釋放，進而影響週邊與中樞神經元細胞的運作，嚴重者甚至引發神經病理痛。累積的研究發現說明，神經病理痛的產生及惡化過程伴隨著免疫細胞的浸潤活化、發炎細胞激素的過度表現，而抑制免疫細胞過度活化及發炎細胞激素過度表現，則可改善緩解神經病理痛。因此，抗發炎藥物應該是改善神經病理痛患者的重點藥物。除常規醫療模式外，藉由飲食方式以保健食品或健康食品為訴求來減緩或避免慢性發炎反應，漸為許多業者及研究者深感興趣的課題，也廣被一般民眾接受。魚油及omega-3多元不飽和脂肪酸已被證實具有抗發炎及止痛功效。但是目前omega-3多元不飽和脂肪酸對於神經病理痛保健功效的作用機轉仍有許多未知之處，另一方面，市面上民眾常使用保健產品劑型的效果差異等問題，仍待深入探討。過去於台灣期間，職與相關研究團隊成功建立chronic constriction injury神經病理痛大鼠動物模式，也發現DHA的腦中風及膽汁鬱積肝損傷保健功效。於美國停留期間，在相關專家指導與實驗支持下，我們認為，抑制免疫細胞浸潤活化及發炎細胞激素表現應該是魚油及omega-3多元不飽和脂肪酸抗神經病理痛的重要標的。利用神經病理痛之大鼠模式，我們希望可以證明不同魚油及omega-3多元不飽和脂肪酸產品能夠預防神經病理痛並試圖研究其機轉。這些分析模式與結果可幫助將來更多關於神經病理痛之研究與疾病處理。
ii. 於美國停留期間有關不飽和脂肪酸產品與神經病理痛之研究方向與目標主要在各種市面上DHA產品、EPA產品、魚油DHA產品、魚油EPA產品的神經病理痛保健功效評估比較、抗發炎功效評估比較，M1/M2型macrophage轉變評估比較，保健功效媒介分子評估比較。
3、 進修心得與建議
1、 臨床部份

美國Dan-Farber Cancer institute相對於多數位於台灣的醫療院所擁有相對大幅優渥的醫療資源，醫療收入不僅來自臨床業務收入，另外有政府資助，醫藥廠商合作計劃資金，社會慈善捐款。是故，所能提供的醫療服務遠較台灣多數醫院優渥。於神經外科病患治療，相對台灣的治療現況，在於針對每一病患提供完整且個別化的基因體分析，提供臨床治療參考。在相關法令支持下，醫藥廠商與臨床醫師能充分配合，有許多臨床試驗用藥提供病患選擇。於治療成效分析方面，有許多完整的預後指標長期追蹤，對疾病進展，治療成效，病患滿意度，各種生活功能與品質評估有相對台灣現況較為豐富的指標作為臨床參考。基因體分析配合臨床治療指引，於國內仍處萌芽階段，目前受限醫療給付發展仍受限制，但卻必將是未來發展個別性醫療的基礎，回國後計劃先以研究計畫方式，提供神經腫瘤患者基因體分析服務，逐漸推廣後，造福神經外科病患。於手術部分，收穫最多在於參觀清醒開顱手術部分，現代神經外科手術為保有術後神經功能，常於特定病病患採行此手術方式，此術式在台灣仍未普及，豐原醫院過去亦從未施做。於美國學習後，職已於今年於豐原醫院完成首例清醒開顱手術，成效良好。

2、 神經腫瘤基礎研究部分與研究成果分享
於美國停留期間神經腫瘤基礎研究主要著重於探討2種目前臨床上使用標靶藥物的合併型式，能提高對抗膠質瘤的效果。測試的藥物包括EGFR抑制劑Gefitinib及BH3蛋白質類似分子ABT-737。

U87、T98G、H4等是幾株研究常用的人類膠質瘤細胞株。其中，U87細胞對於細胞凋亡的抗性較高，對於Gefitinib及ABT-737等的反應性較差(Chang et al., 2011; Cristofanon and Fulda, 2012; Jane et al., 2013)。先前我們發現，低於25 M濃度的gefitinib，24小時內尚不會造成U87細胞明顯細胞傷害，48小時即會誘發細胞傷害(Chang et al., 2011)。以ABT-737進行測試發現，測試濃度範圍內ABT-737不會造成U87細胞傷害，但是ABT-737的存在會增加U87細胞對於gefitinib細胞傷害的反應。雖然T98G及H4細胞會顯現ABT-737細胞毒性，ABT-737仍會增加T98G及H4細胞的gefitinib細胞反應。
一般而言，在細胞癌化的過程中常會發現細胞凋亡機制的抑制或不活化，惡性膠質瘤更是對細胞凋亡有很強的抗性，這也說明了為何傳統療法會對惡性膠質瘤失效。研究顯示，許多細胞內分子的改變可能與惡性膠質瘤對細胞凋亡的抗性有關，包括p53功能缺失、MDM2活性強化、PTEN基因突變、EGFR基因突變或活性強化、Ras基因活性強化、AKT活性強化、STAT活性強化等(Ng and Lam, 1998)。後續相關研究更發現，惡性膠質瘤有表現持續活化的STAT3，若是抑制STAT3的表現或活化可有效抑制惡性膠質瘤生長及造成細胞凋亡(Rahaman et al., 2002; Iwamaru et al., 2006)。另一方面，臨床檢體分析發現，惡性膠質瘤復發患者會增加Bcl-2、Mcl-1等抗凋亡蛋白質表現卻降低Bax等促凋亡蛋白質表現(Strik et al., 1999)。進一步分析更發現，不論是抑制Bcl-2等抗凋亡蛋白質表現或促進Bim等促凋亡蛋白質表現，都可造成惡性膠質瘤細胞凋亡(Jiang et al., 2003, 2004)。這些研究結果說明，惡性膠質瘤細胞尚保有進行細胞凋亡的機制，如何適當引發細胞凋亡機制應該是對抗惡性膠質瘤的一種治療策略。
細胞中有一群蛋白質酵素參與細胞凋亡的進行，稱為細胞凋亡酵素(caspase)，細胞凋亡酵素平時就有表現，以不具酵素活性的先驅物形式存在於細胞內，若接受到適度的訊號刺激，會進行修剪活化增加酵素活性，造成下游受質蛋白的分解破壞或活化，最終導致細胞凋亡(Cohen, 1997; Jacobson et al., 1997; Nakagawa et al., 2000)。這些細胞凋亡酵素依據其角色及訊號傳遞的先後順序大致可分成兩大類，起始細胞凋亡酵素(例如caspase-8, -9, -10, -12等)及執行細胞凋亡酵素(例如caspase-3, -6, -7)。一般而言，有兩種路徑會活化起始細胞凋亡酵素所媒介的細胞凋亡，包括外源性受體訊號(extrinsic receptor pathway)及內源性粒線體訊號(intrinsic mitochondria pathway) (Daniel, 2000; Yakovlev and Faden, 2001)。外源性受體訊號的起始源自特定的配子結合到細胞模上的受體，例如Fas、TRAIL或TNF-(受體，叢聚具有死亡區段(death domain)的蛋白質而導致起始細胞凋亡酵素的活化。內源性粒線體訊號則可透過促進粒線體cytochrome c的釋放，形成細胞質內Apaf-1，dATP等複合物而活化起始細胞凋亡酵素，Bcl-2蛋白家族對於這一路徑的調控扮演重要角色(Yang et al., 1995; Adachi et al., 1997)。兩種路徑最後都會活化執行細胞凋亡酵素。起始細胞凋亡酵素的活化方面，caspase-8與死亡受體訊號有關，caspase-9與線粒體訊號有關，caspase-10與granzyme B訊號有關，caspase-12與內質網訊號有關(Li et al., 1997; Nicholson and Thornberry, 1997; Eldadah and Faden, 2000; Nakagawa et al., 2000)。這些起始細胞凋亡酵素的活化促進執行細胞凋亡酵素的活化進而造成細胞凋亡(Nicholson and Thornberry, 1997)。
爲釐清ABT-737敏感細胞gefitinib傷害的特性，初步進行caspase活性分析。實驗條件下，gefitinib及ABT-737本身處理上不足以誘發caspase酵素活化。Gefitinib及ABT-737合併處理即會誘發U87/T98G/H4細胞的caspase酵素活性，包括caspase-3、caspase-8、caspase-9，而caspase-12變化不太顯著。而廣泛性caspase抑制劑Z-VAD-fmk幾乎可以避免gefitinib/ABT-737所造成的細胞傷害。結果說明，caspase相關的細胞凋亡是gefitinib/ABT-737的細胞傷害機制，種類包括外源性死亡受體細胞凋亡路徑及內源性粒線體細胞凋亡路徑。
Bcl-2蛋白質家族是控制細胞凋亡的關鍵標的。細胞內死亡受體細胞凋亡路徑相關的分子，包括DR4、DR5、Fas、FADD、FLIP、tBid。抗凋亡蛋白質成員包括，Bcl-2、Bcl-xL、Bcl-w、Mcl-1、A1/Bf1-1等。BH3蛋白質成員包括，Bad、Bid、Bim、Noxa、Puma等。促凋亡蛋白質成員包括，Bax、Bak等。除了Bcl-2蛋白質家族分子可調控細胞凋亡進行外，IAP分子例如XIAP及survivin會結合caspase及抑制caspase活化，IAP的拮抗分子例如Smac會結合IAP及抑制IAP活性(Cohen, 1997; Jacobson et al., 1997; Nakagawa et al., 2000)。透過Western blot分析發現，gefitinib及ABT-737合併處理，會造成U87細胞內Mcl-1、XIAP蛋白質量低下，Bak、DR4蛋白質裂解現象，對於Bcl-2、Bcl-xL、Bax總蛋白質量影響不大。再次分離細胞質蛋白質及粒線體蛋白質來進行分析，合併處理會造成cytochrome c的細胞質釋出及Bax的粒線體移位分佈(圖四B)。這些Bcl-2家族蛋白質的變化意味著粒線體膜電位的異常及膜穩定的破壞。透過粒線體膜電位敏感的JC-1螢光分子染色標定，合併處理會增加JC-1單體綠色螢光的染色訊號，降低JC-1聚體紅色螢光的染色訊號。顯示粒線體膜電位的異常。
Bcl-2家族蛋白質分子的分析過程中發現，Mcl-1的低下表現特別顯著。而Mcl-1也是控管抑制Bax細胞凋亡活性的重要關卡。透過RNAi策略發現，單獨抑制細胞內Mcl-1蛋白質表現上不足以造成細胞傷害，但是Mcl-1抑制細胞卻大幅提高U87細胞的gefitinib敏感性，造成PARP-1及caspase-9蛋白質裂解。

人類惡性膠質瘤有高度的侵襲性，對於常見的癌症治療有抗性，原因在於細胞凋亡機制的缺陷或抑制，若能找尋有效方法來重新啟動細胞凋亡機制或釐清其他控制細胞死亡的作用方式，應該有助於膠質瘤的治療。Gefitinib可降低膠質瘤細胞生長及造成細胞傷害。雖然Gefitinib可誘發細胞凋亡，但是細胞凋亡過程似乎有抗性問題。癌患者個體上的差異和癌細胞本身複雜的調控機轉，單一藥物治療也可能產生回饋性抗性及代償性基因活化，因此合併治療策略是促使癌細胞走向細胞凋亡的有效措施，也是癌症治療上一個重要的方向。ABT-737、Gefitinib等是臨床治療及體外研究的標靶藥物。雖然部份初步研究顯現不錯的膠質瘤治療效果，但是，副作用及抗性限制進一步的應用。本實驗發現，當同時合併處理ABT-737及Gefitinib，則可大幅提高U87膠質瘤細胞的治療敏感性。藉由本研究計畫的執行，突顯gefitinib及ABT-737合併治療的潛在效益。而Mcl-1抑制實驗的發現更暗示著，Mcl-1抑制劑與ABT-737合併，也是不錯的選擇。
3、 神經疼痛基礎研究部分與研究成果分享
  於美國停留期間，我們探討局部麻醉藥控制神經病理痛的潛能。透過CCI神經病理痛動物模式發現，預防性給予脊髓內bupivacaine可改善神經疼痛行為。CCI手術前給予脊髓內bupivacaine，於術後第7天確實可降低neuropathic pain之mechanical allodynia 及thermal hyperalgesia 症狀。CCI術後第七天之mircoglia與astrocyte活化可因術前預防性脊髓內給藥而降低。Bupivacaine可透過抑制促發炎細胞激素過度表現、增加抗發炎細胞激素表現、抑制神經滋養分子過度表現，來緩解脊髓組織過度活化的免疫反應及緩解疼痛敏感反應。此外，bupivacaine可透過抑制促發炎細胞激素過度表現，來緩解坐骨神經組織過度活化的免疫反應。實驗結果顯示：麻醉劑可透過抑制脊髓及坐骨神經的免疫細胞活化及發炎細胞激素表現來達到緩解神經病理痛的效果。我們及合作團隊也從事DHA的保健功效研究。透過單次、短期、長期的自由型DHA口服或腹腔注射方式給予SD鼠，發現DHA的改善腦中風及膽汁鬱積肝損傷功效，其中抗發炎活性扮演重要角色。這些相關研究模式及研究成果將支持我們回國後繼續研究並探討神經病理痛及DHA保健功效方面的問題。
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