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分子流行病學的策略研究 :
    性人類基因體計劃 ( Human Genome Project ) 的完成，解開細胞30億base-pair 的密碼，對生命科學個層面產生了革命的影響。
    對流行病學研究而言，過去分子流行病學藉由對個別基因變異產生之基因多型性 ( genotypic polymorphism ) 與疾病發生進行相關分析，以了解基因參與疾病發生的流行病學研究，會因為基因體計劃發現大量的ＳＮＰ( single-nucleotide polymorphism )，而有數千倍於過去的研究材料，因為理論上如果能力經費許可，流行病學可以就每個ＳＮＰ與疾病發生或是ＳＮＰ與環境因子，進行相關的研究，進來許多"高致癌性"的基因被發現具有"低致癌性"的alleles是最好的例子（圖一），這些研究非常有助於解釋常見非遺傳性癌症的分子機轉。
   但對流行病學家而言，是不是每一個ＳＮＰ都值得去做流行病學研究？完整的基因型－外表型研究探討ＳＮＰ的功能意義，可能馬上會變成流行病學家自己必須進行的"流行病學實驗"來用以解釋騎所觀察到的相關性。
所以對乳癌分子流行病學的研究流程，將以建構下圖的每一個部分，做為全面了解乳癌致癌機轉的策略。
沈老師研究方向
i. 以細胞生物學及分子生物學方法，了解DNA修補機制，特別和乳癌生成有關的原因； 

ii. 進行癌症遺傳學研究，來釐清乳癌基因ATM和BRCA1導致癌症的分子機轉； 

iii. 以遺傳流行病學研究方法，尋找台灣地區早發性乳癌基因的基因體位置； 

iv. 進行分子流行病學研究，著重在荷爾蒙代謝基因/DNA修補基因的變異對乳癌發生的貢獻。 
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Summary
　　台灣目前女性癌症第一高發生率的是子宮頸癌，但是在流行病學上的統計，主要是由於子宮頸癌有子宮頸抹片可供塞選，故容易發現子宮頸癌的存在，統計上來說便容易躍升於第一位，成為國人目前最常發生的癌症，但是相對的在我們生活越來越西化的過程中，乳癌的排名雖然是第二位，但是根據流行病學家的預估，乳癌的發生率可能比子宮頸癌還要高，主要是由於乳癌沒有一套好的診斷方法，而癌症的形成又很複雜，基因調控的層次，細胞週期等等。
    而我們主要就是用判別乳癌病人基因上幾個重要的點，比較看是否與正常人有差別等變異，為什麼會造成此種變異，我選擇研習的地點就是從事分子流行病學研究的實驗室，在這個暑假裡，我透過了一些實驗學到了很多有關分子流行病學的技術，我們總共做了五個實驗與一個project，分別是抽取檢體純化檢體，PCR與RFLP，Cell Culture與Gene transfection，抽RNA與RT-PCR，Western blotting，還有南投檢體的分析。

    以下是我暑假所做的所有實驗與結果跟討論。
Materials

1. 自己的血液20cc。
2. 病人DNA主要來源是與各大醫院合作，來自於就診的乳癌病人的組織或血液，例如彰化天主教醫院等等，本次我們實驗材料是由南投來的檢體。
3. T293貼附型細胞，做Gene transfer與蛋白質的表現。
Methods
1. Centrifugation:用高速離心來分離血球與血漿或DNA與其他雜質。
2. PCR: polymerase chain reaction，將想大量複製某段DNA的primer置入，使其放大那段DNA，方便以後的研究分析。

3. Gel Electrophoresis:電泳法，可將DNA/RNA/Protein等依大小分開。

4. Calcium-phosphate-mediated:利用化學方法使細胞膜打開，將基因送入細胞內，使其表現，transfer的一種方法。
5. Electroporation:利用電的刺激使細胞膜打開，將基因送入細胞內，為transfer的一種方法。
6. 抽RNA:利用不同的kit，將細胞內的其他非ＲＮＡ的物質過濾或溶解掉，或藉由吸附RNA分離RNA。

7. RT-PCR:將抽出的RNA，先用oligo dT當primer，再加入RTase（反轉錄酵素），還有把一些RNase denature掉的酵素。
8. Western Blotting:將基因transfer進入的細胞打碎，將內含的蛋白質抽出來，去跑SDS-PAGE，在利用已發現的抗體去bind上想bind的蛋白質，利用抗體上接著的發光或可激發的化學分子，使該蛋白可以被偵測。
Experiments
Experiment 1
Goals：純化檢體，將DNA由檢體中分離純化出來。
1. 將別人的10cc血液檢體拿去離心，使血球與血漿分離，將上層血漿取走，再利用紅血球lysis buffer將紅血球分解掉拿去離心再抽上層液。
2. 利用白血球lysis buffer分解白血球，再離心，不段重複以上步驟，直到覺得差不多了，最後用加熱跟酵素將不要的蛋白質與RNA等等分解掉。

3. 利用有機分離純化的方法，加入phenol/chloroform，使其形成水層與有機層，而DNA溶於水層，而有機層將lipid與一些殘留的protein帶離水層，如此我們便萃取水層，重複以上步驟多次，使蛋白質與其他雜質可以減少。
4. 最後使用7M NH4OAc(salt out)再加入100%的酒精脫水，DNA析出。

5. 之後再經過一些處理的步驟，便可用ddH2O或者是TE buffer將DNA稀釋成想要的比例，取一定量置入石英管內進行OD值的測試，測試OD260與280的比值，約1.8~2.0附近，表示分離的DNA量與質都不錯。
6. 放在-20度的冰箱保存想保純的檢體，若想長時間保存檢體以後日後的研究用，則可以放置於-70度的冰箱中長期保存。

Results 1

    我由一連串的純化過程中經由血液中得到DNA的量並不多，在經過多次萃取後，更是所剩不多，但是就研究的量來說還是很足夠，在第一次做的時候我和其他暑期生不一樣的地方是在有機萃取的地方，他們只做1次或2次，由於我tube內雜質還蠻多的，所以多做了很多次，所以這之中也損失了不少DNA，但是我測出來的Quality與其他人比較起來好很多，OD值在1.86附近，由於蛋白質的OD吸光質都偏向280或比260大，而DNA吸光值約260附近，在一般做出來好的DNA品質的OD260與280的比值上約1.8左右，所以檢體DNA純化後OD值接近1.8是有助於以後的實驗所必需的檢體品質，機器也會幫助我們測得DNA的濃度，方便我們日後知道要稀釋幾倍來使用。
Experiment 2

Goals：將純化的檢體DNA，選擇想進行放大之某段DNA進行PCR放大反應，然後以電泳來分析結果。之後再以限制酶酵素切割(RFLP)，看是否有變異的點。
1. 取出之前已經分離純化之DNA檢體，加熱十分鐘，由100ng/ul中取出1ul，加入Forword primers與Revers primers，還有PCR buffer、dNTP與Taq DNA polymerase跟水在tube中混合，置入PCR機器。

2. 經過約一小時的不段的重複昇溫降溫等反應，放大約2的30次方倍。
3. 之後先取一部分經過PCR的DNA來跑電泳，電泳膠片的濃度是2%，看是否有DNA存在。

4. 再將放大過的DNA加入限制酶酵素(RFLP)，將tube放置於水槽中調整最適合的反應溫度，約3hr或over night，看酵素加入的量來決定。
5. 再去跑一次電泳，跑3%的膠片，由於膠片濃度較濃，更容易將限制酶切開的DNA片段分開，跑完膠後攝影照相，計算切出來的DNA長度是否正確

Results 2

    再做PCR的時候，我們必須準備一支不加入DNA的tube做為negtive，因為怕我們在實驗過程，會污染到我們使用的buffer等等的溶液，當negtive有band的時候表示遭受到汙染。

　　之後限制酶(RFLP)的切割，有幾種方法，大部分判別是否有變異是看看限制酶是否能切割DNA，如果已經知道DNA某段上有切點，那就以酵素去切此切點，能完全切開代表沒有變異wildtype，而若有二條band發現分別是原來PCR DNA長度和切過後的長度，則代表有一條可以切一條不能切為heterozygote代表一條染色體正常一條變異，而完全不能切代表此DNA二條染色體均變異。

    另一種RFLP方法剛好相反，知道某段DNA上的突變為何種方式的突變，常常是突變後容易被酵素切割，所以判別方式完全相反，是可以切的為二條都變異，不能切的是wildtype。我們使用的是前法。
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◎上圖標示2有箭頭的地方為2條band判別是heterozygote，3與4都是跑之前的DNA，M為Marker。

Experiment 3

Goals：cell culture與DNA transfection
1. 使用T293細胞來培養，優點是該細胞為貼附型細胞，且能不斷的分裂，也容易培養

2. 約養到一定程度之後要換medium，medium內要加抗生素，以防止其他細菌的入侵污染，若細胞長到太滿的時候，則要分盤，使用trypsin將黏附細胞打散，再用細胞計數器計算約要稀釋多少倍，分裝到各盤
3. 染色體plasmid transfection，將想接的基因接入質體中(plasmid)，設計好質體我們使用的是pEGFP-N1(4.7kb)，有使細胞若有transfect成功有表現該基因的話會發螢光，在螢光顯微鏡下觀察的到，我們所使用的transfect的方法有二種，一種是利用化學的方法使細胞膜通透讓質體能進入(Calcium-phosphate-

4.    mediated)，另一種是使用電擊的方式(Electroporation)。

5. 利用螢光顯微鏡觀察機應表現的情形，塞選有表現的細胞，利用抗藥性的基因，使其他未接受質體的細胞因為抗生素的關係死亡。
Results 3

　　前幾次細胞常常死掉，主要原因是學姊沒有在,medium內加入抗生素，但後來細胞培養越來越成功，之後我們便利用化學與電二種方式分別把質體送入T293細胞。

　　化學方法中我們比較送入的plasmid的量分別為1、3、5、10、15、20ul，在結果發現15ul與20ul表現量最好，表示質體加的越多成功機會也越大。
　　比較結果，電流的成功率較大，可是死亡的機率也大，因為細胞有的無法忍受強烈電流而容易死亡，我們分別調整不同的電流與電容值，設法找到最適合的電量，最後我們發現電容900電壓100V細胞死亡數目最少。
Experiment 4

Goals：由檢體中抽取RNA與RT-PCR。
1. 將細胞或血液等分離打碎，利用廠商所附kit，進行一連串的分離，要特別注意很容易污染使RNA分解掉

2. 將RNA分離出來後，進行RT-PCR反轉錄出單股cDNA，才可以長期保存
3. 將反轉錄出來的cDNA做PCR反應，跑膠看結果
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◎以上圖片分別用不同的primer來跑所以S有不同的長度，p是positive，n是negtive，但由於學姐給的positive壞掉了，所以無法判別，而中間的是直接跑RT-PCR的產物，由於RT-PCR做出來有很多長短不一的cDNA故會有拖曳的現象。
Experiment 5

Goals：利用western觀察我們送入的基因的細胞所表現出的蛋白質程度。
1. 先將細胞打碎分離蛋白質，跑SDS-PAGE。
2. 跑完後加入一抗(BRCA1 C-20:rabbit polyclonal Ab against peptide mapping at C terminus of human BRCA1)和二抗去bind一抗(BRCA1 D-9:mouse polyclonal Ab against peptide mapping at C terminus of human BRCA1)。

3. 利用三明治轉印的方法，將gel上的蛋白質轉印到轉印紙上，再拿去成像攝影。

Result：

BRCA1乳癌最有關的基因在細胞內表現的蛋白質多。還有其他基因表現的蛋白質，由於沒有將相片掃成圖片無法附上。
Project
Goals：由中山生化所的鄭老師帶我們做他計畫的一小部份，他發現有一段基因很容易變異，主要是觀察分析南投收集來的control與case檢體來看看是否真的有乳癌好發點在此基因上，我們分成三組分別以不同的primer，PCR不同的基因片段，再用個別的限制酶切不同段的基因，統計看是否有所差異或SNP的變異。

材料：南投case與control的病人94個檢體。
方法：同experiment 2，primer分別是FANCD2-2332 F-56度與FANCD2-2332 R-49度，是由鄭老師所設計，先測試最適合黏上去做PCR的溫度，還有使用的限制酶是Cal I酵素反應溫度70度。
Results：
	南投case
	
	
	
	
	

	NT001 H
	NT009 H
	NT018？
	NT026 H
	NT034？
	NT042 H

	NT002 H
	NT011 H
	NT019 H
	NT027 H
	NT035 H
	NT044 H

	NT003 H
	NT012 H
	NT020 H
	NT028 H
	NT036 H
	NT045？

	NT004 H
	NT013 H
	NT021 H
	NT029 H
	NT037 H
	NT046 H

	NT005 H
	NT014 H
	NT022 H
	NT030 H
	NT038？
	NT047 H

	NT006 H
	NT015 H
	NT023 H
	NT031 H
	NT039？
	NT048 H

	NT007 H
	NT016 H
	NT024 H
	NT032 H
	NT040 H
	NT049 H

	NT008？
	NT017 H
	NT025 H
	NT033？
	NT041 H
	


	NT051 H
	NT059 H
	NT067 H
	NT075 H
	NT083 H
	NT091 H

	NT052 H
	NT060？
	NT068？
	NT076 H
	NT084 H
	NT092 H

	NT053 H
	NT061？
	NT069 H
	NT077？
	NT085 H
	NT093 H

	NT054 H
	NT062？
	NT070 H
	NT078 H
	NT086 H
	NT094 H

	NT055 H
	NT063 H
	NT071 H
	NT079 H
	NT087 H
	NT095 H

	NT056 H
	NT064？
	NT072 H
	NT080 H
	NT088 H
	NT096 H

	NT057 H
	NT065 H
	NT073？
	NT081 H
	NT089 H
	NT097 H

	NT058 H
	NT066 H
	NT074 H
	NT082 H
	NT090 H
	


	南投control
	
	
	
	
	

	NT001 H
	NT009 H
	NT018 H
	NT026？
	NT034 H
	NT042 H

	NT002 H
	NT011 H
	NT019 H
	NT027 H
	NT035 H
	NT044 H

	NT003 H
	NT012 H
	NT020 H
	NT028 H
	NT036 H
	NT045 H

	NT004 H
	NT013 H
	NT021 W
	NT029 W
	NT037 H
	NT046 W

	NT005 H
	NT014？
	NT022 W
	NT030 H
	NT038 H
	NT047 H

	NT006 H
	NT015 H
	NT023？
	NT031 H
	NT039 H
	NT048 W

	NT007 H
	NT016 H
	NT024 H
	NT032 H
	NT040 H
	NT049 W

	NT008 H
	NT017 H
	NT025？
	NT033？
	NT041 H
	


	NT051 H
	NT059 H
	NT067 H
	NT075？
	NT083 H
	NT091 H

	NT052 H
	NT060 H
	NT068 H
	NT076 H
	NT084 H
	NT092 H

	NT053 H
	NT061 H
	NT069？
	NT077 H
	NT085 H
	NT093 H

	NT054 H
	NT062 H
	NT070 H
	NT078 H
	NT086 H
	NT094 H

	NT055 H
	NT063 W
	NT071 H
	NT079 H
	NT087 H
	NT095 H

	NT056 H
	NT064 H
	NT072？
	NT080 H
	NT088 H
	NT096 H

	NT057？
	NT065 H
	NT073？
	NT081 H
	NT089 H
	NT097 H

	NT058 H
	NT066 H
	NT074？
	NT082 H
	NT090 H
	



H：heterozygote

W：wildtype
？：沒有跑出Band無法判斷

初步統計結果：
CASE：

H: 80    W: 0   ？: 14
CONTROL：

H: 78    W: 5   ？: 11
Discussion:
    第一步驟首先進行Primer黏合的最佳溫度測試，我們分別取了中間值50、52與54度，發現跑PCR後跑膠，50度的band最亮，所以選擇50度作為PCR primer的黏合溫度。

    然後一開始接到檢體時，我們先在PCR看看檢體是否保存完整，？顯示檢體無法跑出band出來，由於分子流行病學保存的檢體都會有十年之久，也供以後做研究繼續使用，但是在保存的過程中我們推測DNase將DNA分解掉，使長期保存下來的檢體所剩不多，所以有很多檢體跑不出來，無法帶給我們任何資訊。

    在此統計過程中我們發現Heterozygote居然佔了絕大部分，這跟中山生化所的鄭老師預期的不太一樣，他覺得我們實驗過程中可能有出差錯，因為照理說應該是wildtype都會佔多數，這樣的結果只能顯示台灣大部分的人都是異型合子，都有一條染色體的變異，我探討可能發生的原因：
1. 可能遭受污染，我們檢查Buffer等等與限制酶酵素，發現並沒有遭受污染。

2. 限制酶切割時反應不完全，我後來就使用底面積較大的tube來進行反應，使反應接觸面積更大，反應能更完全，但是結果依然相同都是2條band。

3. 還有另一個原因可能是由於限制酶反應的時間不夠長或是限制酶的量太少，導致反應不完全無法完全切開，我之後便分成2組，一組是加較多的限制酶，反應3hr，另一組是加跟之前相同量的限制酶但反應時間改成over night，可是結果跑出來還是一樣是２條band。
　　最後我跑之前我們自己的檢體，發現也是２條，老師實在是無法解釋原因，也有跟沈老師討論過，但是由於暑假已經快要結束我們的project就暫時停在這裡，剩下的就留給老師們去探討了。
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