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摘要

本次出國研究利用單一核酸多樣性的寡核酸微矩陣列探討37個惡性骨肉瘤的臨床標本與5個惡性骨肉瘤的細胞株的基因變化。常見有基因套數增加的區域(基因套數超過3)有1p22.3 (14.3%)、1q21.3 (14.3%)、1q24.2 (19.1%)、4q12 (14.3%)、5p13.3 (14.3%)、6p21.2-p12.2 (21.4%)、7p22.2 (21.4%)、7p21.3 (16.7%)、7p15.3 (14.3%)、8q22.2-8q24.22 (33.3%)、12p13.31 (21.4%)、12q15 (14.3%)、17p12-p11.2 (26.2%)、Xp22.33 (14.3%)、Xp11.22-p11.1 (16.7%)及 Xq11.2-q12 (14.3%)。而有經常性基因缺損的區域(基因套數低於1.5)有2q33.2-q33.3 (21.4%)、2q37.1-q37.3 (23.8%)、3p14.3-p13 (23.8%)、3p12.1-p12.1 (21.4%)、3q13.31 (45.2%)、4q35.2 (19.1%)、6q14.1-q16.1 (21.4%)、6q24.1-q26 (26.2%)、8p12 (26.2%)、9p24.1-9p13.3 (28.6%)、10p14 (19.1%)、10q21.3 (23.8%)、10q24.1 (21.4%)、10q26.13-q26.3 (19.1%)、13q14.11 (21.4%)、13q14.13-q14.3 (19.1%)、13q21.2 (19.1%)、13q32.3q-33.1 (23.8%)、15q21.1 (19.1%)、15q25.1 (21.4%)、Xq21.2-q21.31 (19.1%)及Xq22.3 (19.1%)。基因套數有大規模增加的區域(及代表性基因)有4q11-q12 (PDGFRA)、6p21.2-p21.1 (DNAH8,DAAM2)、6p21.1 (CDC5L)、7p22.2 (SDK1)、 8q24.11 (SLC30A8)、11q14.2 (RAB38)、12q14.1 (LRIG3)、12q15 (MDM2)、17p12 (COPS3)及 21q21 (BTG3).。基因套數可能完全缺損的區域(及代表性基因)有3q13.31 (LSAMP)、7q35 (CNTNAP2) 及9p21.3 (CDKN2A, LOC646636)。在3q13.31 的缺損經FISH及多重PCR証實，而利用同一多重PCR又找到另一橫紋肌肉瘤細胞株有類似缺損。邊緣系統相關膜蛋白(Limbic system-associated membrane protein，簡稱LSAMP)為位於此一區域的唯一重要基因。利用FISH又在11個惡性骨肉瘤發現兩例有邊緣系統相關膜蛋白的基因缺損，而且定量PCR證明此二例及HOS細胞株其邊緣系統相關膜蛋白的1b型表現量偏低。其中兩例有117.5 to 118.2 Mb 區域缺損的腫瘤(ST98-0626及HOS細胞株)之1a型表現量較高。反轉錄PCR及基因定序發現此二例有一不正常具基因缺損及中止密碼子的1a mRNA。本研究証明邊緣系統相關膜蛋白為一惡性骨肉瘤及橫紋肌肉瘤的抑癌基因，值得進一步做功能性研究。
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目的
基因變異為癌症的特徵，而針對腫瘤做基因變異的定位可望尋找致癌及抑癌基因。比較型基因雜交法(comparative genomic hybridization，簡稱CGH) 可以在一次的實驗中同時偵測全體染色體套數的增減。1但是其解析度不佳：低度套數增加約10-20 Mb，高度套數增加約2 Mb。 2 微矩陣列比較型基因雜交法(array-based comparative genomic hybridization)以cDNA或細菌人造染色體(bacteria artificial chromosome，簡稱BAC)取代染色體，大幅增加基因定位的解析度。3-5 

寡核酸微矩陣列，如Affymetrix公司的單一核酸多樣性(single nucleotide polymorphism，簡稱SNP)的基因晶片(GeneChip)目前已被用來做為癌症基因型研究的工具。6,7此一類晶片原被用來評估單一核酸多樣性。目前它被用來根據染色螢光的強弱與否看出基因套數的變化，也可以取代傳統以PCR為主的多樣性喪失(LOH)的方法找尋所謂對偶位置不平衡(allelic imbalance)。因此在一次實驗中可以同時看到同一位置LOH以及基因套數的變化。

骨骼惡性腫瘤佔全部癌症的0.2%，而其中惡性骨肉瘤是最主要的腫瘤型態。8 此一疾病好發於十幾二十歲的年輕人。在過去30年中，以化學治療合併肢體保留手術的方式治療病人，可將5年總存活率提高到50%。9-11 但是，仍約有30-50%的起初只有原發腫瘤的病人會復發，約20-30%的病人一診斷就已經發生轉移。因此針對此一疾病的基因研究是有其必要的。 

此次進修我以單一核酸多樣性的寡核酸微矩陣列(SNP array)探討37個惡性骨肉瘤的臨床標本，五個惡性骨肉瘤的細胞株及九個正常標本的基因變化。研究結果發現一新的在3q13的基因缺損，並証明此一區域的一重要基因：邊緣系統相關膜蛋白(Limbic system-associated membrane protein，簡稱LSAMP) 為一惡性骨肉瘤及橫紋肌肉瘤的抑癌基因，值得進一步做功能性研究。

研究過程

標本DNA

首先自36個病人取得37個惡性骨肉瘤的臨床標本的DNA，其中9個病人有正常的非腫瘤DNA做為對照。這些DNA送去做SNP array的分析。臨床及病理資料透過病例整理收集。另外自美國的實驗室取得11個惡性骨肉瘤的臨床標本進行定量反轉錄酶聚合酶連鎖反應法(Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR，簡稱Q-RT-PCR)、原位螢光雜交法(Fluorescence In Situ Hybridization，簡稱FISH)及甲基化的分析。另自ATCC取得5個惡性骨肉瘤及1個骨芽細胞的細胞株。5個惡性骨肉瘤的DNA送去做SNP array的分析，並對全部細胞株進行Q-RT-PCR、FISH及甲基化的分析。另外取得10個正常人的淋巴球DNA及27個其他腫瘤細胞株的DNA進行多重PCR實驗。
SNP array 晶片雜交實驗
我們使用Affymetrix公司的單一核酸多樣性的基因晶片GeneChip® Human Mapping 10K Array Xba 142 2.0 (GeneChip® Mapping 10K 2.0 Array) (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA)。我們依照已知的方法及使用說明進行雜交實驗。12簡言之，取250 ng的DNA以XbaI限制酶切割，接上 PCR端子，並以PCR放大。之後進行biotin的標記，做晶片雜交，然後以streptavidin-phycoerythrin 偵測信號，並以Gene Chip Scanner 3000做掃瞄。所得信號以Affymetrix Genotyping Tools Version 2.0. 軟體分析。

基因套數分析

所得原始資料以dChip 2006 軟體分析。該軟體由Dana-Farber 癌症中心研發，可自由上網下載(http://biosun1.harvard.edu/complab/dchip/ )。13 SNP的基因及染色體位置則根據自Affymetrix 及University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser hg 17 (http://genome.ucsc.edu)的資料。首先以信號強度居中的標本為基準，做全體晶片的標準化(normalization)，14 然後我們以model-based 方式15 取得個別SNP的信號強度。之後針對各個SNP，先取得9個正常標本的平均值做正常值(代表正常的二套體)，再將各個標本的此一SNP的強度除以9個正常標本的平均值，再乘以二，即可得該標本在此一SNP的原始套數(raw copy number)。再利用Hidden Markov Model (HMM)的方式得到推測套數(inferred copy number)。為了考量腫瘤細胞可能出現多套體的可能性，我們將推測套數的間距設為0.335，如此可偵測到細胞為二到六套體時的推測套數。
LOH的分析

同樣的我們也利用dChip 2006進行LOH的分析。每一個SNP可偵測標本內的兩個對偶基因的信號(AA、AB 或BB)。對每一個成對的標本，每一個SNP可以有四種不同的LOH情況，而dChip將其以不同顏色代表：藍色，多樣性喪失(正常為AB，腫瘤為 A或B)；黃色，多樣性維持(正常與腫瘤均為AB，或正常無信號而腫瘤為AB)；紅色，多樣性衝突(腫瘤為AB，正常為 A或B)；無法判斷(正常為A或B，或腫瘤無信號)。dChip並可以HMM的方式推測非成對標本的多樣性喪失情況，並給予評分，然後以permutation的方式找出最可能發生LOH的區域。16
基因套數之即時定量聚合酶連鎖反應法(Real-Time Quantitative PCR，簡稱Q-PCR)
所有的PCR primers 均以Primer Express 3.0軟體(Applied Biosystems Foster City, CA) 設計。大部份使用其預設值，僅修改其產物最小為85 鹼基。另外其GC含量不可超過40%。其primer 序列如表一所列。PCR反應的情況如以前所述。17 DNA含量以長重覆序列(long interspersed elements, LINE1)做較正。18每個細胞雙套染色體的套數變化以下列公式計算：2*2(Nt-Nline)-(Tt-Tline)，其中Nt是實驗組primer在正常細胞DNA的PCR反應所得臨界回合數(threshold cycle number，Ct值)，Nline 是LINE1 primer在正常細胞DNA的PCR反應所得Ct值，Tt是實驗組primer在癌細胞DNA的PCR反應所得Ct值，Tline 是LINE1 primer在癌細胞DNA的PCR反應所得Ct值。18正常細胞的基因套數應為2。每一個標本均進行三次PCR，並將計算所得每雙套染色體的套數予以平均。

FISH
FISH按照一般標準的程序去做。19,20用來做DNA探針的BAC菌株是透過瀏覽 Ensembl Genome Browser http://www.ensembl.org 及 UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu 所找到，再自RPCI-11 或CTD菌株庫取得。所找到的菌株利用Random Prime DNA Labeling System (Invitrogen)以digoxigenin標記。我們並向Invitrogen購買以biotin標記的3號及17號染色體中心粒探針。BAC及染色體中心粒探針在與核或染色體雜交後，則分別以Anti-digoxigenin-fluorescein, Fab fragment (Roche)及Streptavidin- Alexa FluorR 594 (Invitrogen)偵測。這些菌株均先在正常淋巴球細胞的細胞分裂期玻片進行FISH以確定位置，才在癌細胞株的細胞分裂期玻片或癌腫瘤接觸玻片進行FISH。對原發腫瘤的FISH，僅計算形狀不正常或套數不正常的細胞。基因套數以下列公式計算：2*(number of signals of BAC)/(number of signals of centromere)，基因套數二視為正常。標本中若有超過一半以上的核為基因套數小於或等於1則視為異型合子(heterozygous)缺損，若有超過一半以上的核為基因套數等於0則視為同型合子(homozygous)缺損。 

多重PCR
針對3q13的缺損共設計三套的多重PCR。Primer的設計根據參考序列的位置，使得愈靠中心粒的primer其PCR的產物愈大。所使用的參考序列包括SNP (取自NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)、BAC 及 BAC 尾端序列 (取自 UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu)。PCR primer序列及PCR條件列於表二。
RNA的準備，Q-RT-PCR，RT-PCR及基因定序
我們用TRIZOL® Reagent (Invitrogen)自細胞株及原發腫瘤抽取全RNA。接著取1μg RNA利用Bio-Rad iScriptTM cDNA synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)進行反轉錄。LSAMP兩種分型及 β-actin 的mRNA套數則以iQ SYBR green supermix 及 a MyiQ single-color real-time PCR detection system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)做Q-RT-PCR來決定。用β-actin的量來較正所有標本的RNA含量。對LSAMP的兩種分型的偵測，我們設計相同的為位於exon 4的反向primer但不同的分別位於exon 1b & 1a的正向primer。Primer序列及PCR條件如下：
	
	正向
	反向

	β-actin
	5’- TTGTTACAGGAAGTCCCTTGCC-3’
	5’- ATGCTATCACCTCCCCTGTGTG-3

	LSAMP 1b-Q-PCR
	5’-GTTCAGCCGGATCGGAAACAGT-3’
	5’-AAATTCCCTTCCAGTTGGTGTAAGGT-3’

	LSAMP 1a-Q-PCR
	5’-GACCTACTGGCTGCACAGCGTCT-3’
	5’-AAATTCCCTTCCAGTTGGTGTAAGGT-3’


PCR 條件：: 
β-actin：95℃ 3分鐘→95℃ 10秒→62℃ 1分鐘
                     └   30 回合    ┘
LSAMP 1b & 1a-Q-PCR：95℃ 3分鐘→95℃ 10秒→62℃ 30秒→68℃ 1分鐘
                                   └        50 回合             ┘
臨界回合數 (Ct值) 為以螢光訊號偵測到PCR產物開始以指數般增加的循環數。所偵測基因相對於β-actin 的表現量的倍數為 n = 2△Ct，△Ct 為所偵測基因的平均Ct值與β-actin的平均Ct值的差。同時所有標本的n值以hFOB 1.19的n值進行較正。21我們另外在exon 1a 及exon 2之間設計一對primer做RT-PCR及基因定序。Primer序列及PCR條件如下：
	
	正向
	反向

	LSAMP 1a
	5’- AGGACCTACTGGCTGCACAGCGTC-3’
	5’- CCCTCATCATAGACATCCACCTTCTGGA-3’


PCR 條件：95℃5分鐘→95℃ 15秒→65℃ 30秒→68℃ 1分鐘→68℃ 7分鐘
                        └        50回合           ┘
DNA 甲基化分析

自細胞株及腫瘤取得1μg的DNA，以0.3 M NaOH在37°C處理30分鐘，然後在10 mM hydroquinone (Sigma) 及 4 M sodium bisulfite (Sigma) 在50°C 處理16小時。再以Qiagen DNA純化組去鹽，加入0.3 M NaOH去硫，然後酒精沉澱。針對LSAMP 1b分型的啟動子(promoter)，甲基化分析根據以往已發表文獻進行。22 約50 ng的bisulfite-treated DNA先以下列primers進行PCR放大： LSAMP-BISF-OF(5’-TGGTAGAGGAGTATTTAGTTATAGAGAGA-3’)及LSAMP-BISF-OR1 (5’-TCTCAATAAAACCAATAACAACTATTTC-3’)。PCR條件為95℃2分鐘，95℃15秒，58℃30秒，68℃1分鐘共40回合。接著取出2μL的PCR產物利用下列primer以相同PCR條件進行下一階段PCR：LSAMP-BISF-IF (5’-TGTTTGGGTTTTATGAGGGTTTTGT-3’) and LSAMP-BISFIR (5’-CRACTAAACTCTCCTAACCATAATAACCAC-3’)。PCR產物以Qiagen DNA純化組純化，再以HhaI (Invitrogen, USA)位切酶處理，然後在2.5%TAE膠上進行分離。原PCR產物為231鹼基並有一HhaI 酶位切點，位切酶可將其切為兩大小分別為162及69鹼基的片段。針對LSAMP 1a分型，同樣取50 ng的bisulfite-treated DNA先以下列primers進行PCR放大： 5’-GGAATTAGGAGAATTTAGAGGGAAAT-3’及5’-ATCAAAAAATCCTCCCCCTAC。PCR條件為95℃2分鐘，95℃15秒，55℃30秒，68℃1分鐘共40回合。接著取出2μL的PCR產物利用同樣primer以相同PCR條件再進行一次PCR。PCR產物以Qiagen DNA純化組純化，再以BssHII (New England Biolab, USA)位切酶處理，然後在2.5%TAE膠上進行分離。原PCR產物為205鹼基並有一BssHII酶位切點，位切酶可將其切為兩大小分別為117及88鹼基的片段。
研究結果

病人臨床病理特性

表三綜合病人臨床病理特性。共有23個男性，13位女性病人。病人OS51同時有原發腫瘤及轉移腫瘤可供分析。在37個腫瘤中，25例為原發腫瘤，5例為復發腫瘤，6例為肺轉移腫瘤，1例為耳轉移腫瘤。 

基因套數變化

所有標本的套數分析的結果綜合於圖一。常見有基因套數增加的區域(基因套數超過3)有1p22.3 (14.3%)、1q21.3 (14.3%)、1q24.2 (19.1%)、4q12 (14.3%)、5p13.3 (14.3%)、6p21.2-p12.2 (21.4%)、7p22.2 (21.4%)、7p21.3 (16.7%)、7p15.3 (14.3%)、8q22.2-8q24.22 (33.3%)、12p13.31 (21.4%)、12q15 (14.3%)、17p12-p11.2 (26.2%)、Xp22.33 (14.3%)、Xp11.22-p11.1 (16.7%)及 Xq11.2-q12 (14.3%)。而有經常性基因缺損的區域(基因套數低於1.5)有2q33.2-q33.3 (21.4%)、2q37.1-q37.3 (23.8%)、3p14.3-p13 (23.8%)、3p12.1-p12.1 (21.4%)、3q13.31 (45.2%)、4q35.2 (19.1%)、6q14.1-q16.1 (21.4%)、6q24.1-q26 (26.2%)、8p12 (26.2%)、9p24.1-9p13.3 (28.6%)、10p14 (19.1%)、10q21.3 (23.8%)、10q24.1 (21.4%)、10q26.13-q26.3 (19.1%)、13q14.11 (21.4%)、13q14.13-q14.3 (19.1%)、13q21.2 (19.1%)、13q32.3q-33.1 (23.8%)、15q21.1 (19.1%)、15q25.1 (21.4%)、Xq21.2-q21.31 (19.1%)及Xq22.3 (19.1%)。 

為了找尋更有意義的基因變化，我們進一步尋找高基因套數增加及對同型合子缺損的區域。高基因套數增加的區域定義為在至少兩個標本中(其中至少有一為臨床標本)連續三個SNP位置(所佔區域至少5000鹼基)其平均推測基因套數大於或等於6。於表四可見基因套數有大規模增加的區域(及代表性基因)有4q11-q12 (PDGFRA)、6p21.2-p21.1(DNAH8, DAAM2)、6p21.1(CDC5L)、7p22.2(SDK1)、8q24.11 (SLC30A8) 、11q14.2 (RAB38)、12q14.1 (LRIG3)、12q15 (MDM2)、17p12 (COPS3)及21q21 (BTG3)。因為同型合子缺損在臨床標本不易發現，我們定義主要基因缺損(major deletion)為在至少兩個標本中(其中至少有一為臨床標本)的連續三個SNP位置(所佔區域至少5000鹼基)其平均推測基因套數小於或等於0.67，而至少其中一例均推測基因套數小於或等於0.34。於表五可見基因套數有主要缺損的區域(及代表性基因)有3q13.31 (LSAMP)、7q35 (CNTNAP2) 及9p21.3 (CDKN2A, LOC646636)。這些代表性基因的套數變化已經定量PCR證實。 一般來說，基因套數的變化與dChip分析結果符合。在SNP所能偵測的基因套數增加在較低的程度就達飽和，因此平均推測基因套數大於或等於6可能的基因套數範圍在6.17到40之間。一般來說，在高基因套數增加的區域較基因缺損的區域所能找到的基因數目較多。 
LOH的分析
LOH的分析結果綜合於圖二及表六。染色體3p24.1-p14.3, 6q21-6q22.31, 6q24.2-q27, 及 13q12.11-13q12.13為最常見有多樣性喪失的區域。染色體3p21.31-p21.1及6q24.2-q27 並對應到常見基因缺損的區域。在染色體3p中，最有意義變化的位置在48.73~52.86 Mb，代表性基因為BPA1。在6q21-6q22.31中有兩個區域有最顯著LOH變化：位置114.78~117.33 Mb  及118.25~120.70 Mb，而代表性基因為FRK 及MCMDC1。在6q24.2-q27有最顯著LOH變化的位置在153.06~156.65 Mb，而代表性基因為CLDN20。Ezrin 也在此位置附近。在13q12.11-13q12.13有最顯著LOH變化的位置在20.86~23.58 Mb，而代表性基因為LATS2。 

17p12套數增加的研究

在兩個臨床標本(OS51T 及 OS51L)及一個細胞株G292有發現17p12高度套數增加的現象 (表四及圖三A)。此區域有一基因，COPS3，曾被報導與惡性骨肉瘤的致病機轉有關。23 利用一個含蓋該基因的BAC RP11-45M22 對G292進行FISH實驗證實有基因套數增加的現象(圖三B)。同時在轉移或復發的腫瘤較原發腫瘤有較多的機會發現此一區域的套數增加 (圖三C, p=0.025). 

3q13基因缺損的研究
在SNP array的研究中發現3q13.31為一主要基因缺損位置。其缺損位置在117.57 與118.39 Mb之間。三個細胞株G292、MG63及HOS在一區域有缺損現象 (表五及圖四)。我們利用兩個BAC，RP11-33E19，含蓋117.45~117.61 Mb位置，以及CTD-2119D22，含蓋118.02~118.11 Mb區域，進行FISH實驗。如圖五所示，MG63 及 HOS 細胞株在118.02~118.11 Mb 區域有同型合子缺損，G292 有異型合子缺損。只有HOS在117.45~117.61 Mb有同型合子缺損。 

為進一步確認，我們利用SNP參考序列設計了一個多重PCR。如圖六B所示，MG63在118.02~118.11 Mb 區域有同型合子缺損，而HOS在117.62~118.38 Mb有同型合子缺損。我們接著以此一多重PCR應用於10個正常標本及27個癌細胞株，發現在一個橫紋肌肉瘤細胞株，RMS556，有117.38~117.62 Mb 及118.27 Mb的缺損，但在正常標本及其他細胞株中找不到有缺損現象(圖六C~F)。 

為進一步進行更細微的定位，我們利用SNP、BAC及BAC尾端參考序列設計了兩套多重PCR。一套含蓋117.97~118.19 Mb位置。如圖七A顯示，MG63的同型合子缺損可進一步定位到118.01~118.16 Mb區域。另一套含蓋117.08~117.97 Mb位置。如圖七B顯示，HOS的同型合子缺損的靠中心粒端可進一步定位到117.58 Mb區域。 

LSAMP在惡性骨肉瘤的細胞株及腫瘤的表現以及基因缺損與基因表現的關係

LSAMP是位於3q13缺損部位一唯一主要基因。它有兩種分型，1b分型位於117.01~117.64 Mb，而1a分型則有一另外的exon 1a相距1.5 Mb之遠 (117.01~119.20 Mb) (圖四D)。兩者的氨基酸序列差別僅在於信號胜肽。24我們所發現在118.02~118.11 Mb 的缺損事實上位於intron 1a 的區域，而在HOS的缺損則破壞了exon 1b。我們選擇第三個BAC RP11-1033G6含蓋exon 1a位置(圖八A)。如圖八B所示，ST98-0878, ST98-0626 及HOS，這三個在exon 1b區域有同型合子或異型合子缺損的腫瘤或細胞株，其 1b分型的表現均偏低。至於1a分型的表現，有四例無可偵測的表現，但至少有六例有高度表現。ST98-0878在117.45到119.20 Mb區域有一大範圍的異型合子缺損，可以解釋其兩種分型的表現量均低。但是118.02~118.11 Mb的缺損與1a分型的表現量並無相關性。

ST98-0626與 HOS兩者自117.45至118.11有異型合子或同型合子缺損，但兩者均有高1a 分型的表現。以針對exon 1a 及exon 2所設計的RT-PCR發現兩種不同大小的PCR產物。在hFOB 1.19，MG63及G292中發現的PCR產物大小為308 鹼基，而在HOS中發現的PCR產物大小為229 鹼基。ST98-0626則兩者均有。將兩者送去基因定序則發現大小為308 鹼基的產物，exon 1a 接續到exon 1b第75鹼基，然後exon 1b接續到exon 2。而大小為229 鹼基的產物，exon 1a 則直接接續到exon 2，導致一中止密碼子(stop codon)的產生(圖九B及C)。

LSAMP promoter的甲基化的研究

Promoter的甲基化已知是LSAMP基因表現低下的機轉之一，22因此我們也研究此一機轉在惡性骨肉瘤的角色。如圖十所示，LSAMP1b型的promoter的甲基化僅見於腎癌細胞株769-P；LSAMP 1a型的promoter的甲基化僅見於腎癌細胞株786-O。惡性骨肉瘤的細胞株及腫瘤均無LSAMP 1b或1a型的promoter的甲基化的現象。 

討論及心得

在以往的研究中已知惡性骨肉瘤有幾個重要的基因變異，如以p53、RB及MDM2為主抑癌基因路徑；25-27和細胞老化路徑有關的因端粒功能不正常；28,29 與細胞凋亡及細胞激素有關的Fas相關路徑；30-32以及最近發現與惡性骨肉瘤轉移有關的Ezrin路徑。33然而，惡性骨肉瘤早以基因變異複雜聞名，而傳統的染色體研究，34,35或是近年來的分子染色體研究，36-44已發現多處基因變異。這些位置可能包含致癌或抑癌基因，極待進一步發現。 

本研究利用SNP array，已在惡性骨肉瘤找到幾個重復發生的基因套數變異的區域。最常見有套數增加的區域為8q及17p，最常見套數減少的區域為3q及9p。除了3q的缺損外，大部份的基因套數變異均與之前的研究類似。36-44但是，變異的比例似乎較低。可能原因包括：(a)標本中存在非腫瘤細胞。在傳統CGH研究中，若標本中有20-40%非腫瘤細胞可能就會影響基因缺損的偵測;2 (b) 基因套數可能因初次雜交的強度或使用HMM而低估。45
為了可以找到可能的高度基因套數增加或主要缺損區域，我們使用修正過的Zhao等人所訂標準。45 利用此一標準，我們找到一位於3q13的新的基因缺損區域。邊緣系統相關膜蛋白(Limbic system-associated membrane protein，簡稱LSAMP)，這個已被發現在腎癌22 及卵巢癌46表現低下的基因，是位於此一缺損部位的唯一重要基因。LSAMP 屬IgLON 家族的一員。該家族為一具免疫球蛋白類似結構的細胞表面蛋白，其成員除LSAMP 47外, 還有opioid binding protein/cell adhesion molecule–like (OPCML/OBCAM)，48 neurotrimin，49及neuronal growth regulator 1 (NEGR1/Kilon)。50 OPCML/OBCAM 曾被發現在卵巢癌細胞株的研究中具有抑癌基因的功能，而且發現在83%的卵巢癌腫瘤其基因表現有低下的現象。51
在本研究中發現惡性骨肉瘤在3q13有兩種不同形式的缺損。形式一在118.01~118.16 Mb 有一小的缺損，形式二其缺損較大，自118.01~118.16 Mb延伸至117.58 Mb附近。形式一的缺損與. LSAMP 兩種分型的表現量並無相關，可能原因為此一缺損位於intron 1a區域，因此基因轉錄不受影響。而腫瘤或細胞株有形式二缺損者其1b分型的表現量較低。這是合理的現象，因exon 1b被此一缺損破壞。比較有趣的是有兩例有形式二缺損的腫瘤(ST98-0626 and HOS)，其1a 分型的表現量較高。不過RT-PCR及基因定序發現此二腫瘤有一不正常具基因缺損及中止密碼子的1a mRNA。可能機轉是形式二缺損造成1b分型的表現量下降，引致1a 分型的轉錄增加。但因為1b exon被破壞，1a exon 只能接續到exon 2，造成一不正常mRNA 。因此形式二缺損的結果是1b分型的表現量下降及產生一不正常的1a分型。

  本研究設計了一套多重PCR來證實3q13的缺損，並利用此一多重PCR來減測其它樣品看是否有此一缺損的存在。檢測結果發現在10例正常樣品與26例其他腫瘤並無此一缺損的存在，僅在一例橫紋肌肉瘤細胞株，RMS556，發現有117.38~117.62 Mb 及118.27 Mb的缺損。此一結果一方面排除”基因缺損多樣性”的可能行，52,53另一方面發現此一缺損在其他腫瘤並不常見，似乎僅見於惡性肉瘤。

Promoter的甲基化已知是腎細胞癌LSAMP基因表現低下的機轉之一，22因此我們也研究此一機轉在惡性骨肉瘤的角色，但無法發現惡性骨肉瘤的細胞株及腫瘤其LSAMP 1b或1a型的promoter有甲基化的現象。Sellar 等人發現卵巢癌有LSAMP表現低下的情形，46他們也發現在卵巢癌細胞株及腫瘤有LSAMP 兩種分型 promoter的甲基化的現象。但是，他們無法找到promoter甲基化與基因表現的相關性(AACR annual meeting abstract #2482, 2006)。因此，可能有promoter甲基化以外的機轉影響LSAMP的基因表現。 

我們也發現數個高度基因套數增加的區域及其他基因缺損的區域。這些區域的大小為320 Kb 到 4.41 Mb，而每個區域內的基因數為1~50。其中有一些曾被報導過，如高度基因套數增加的區域6p21.1、7p22.2、8q24.11、12q15、及17p12，以及主要缺損區域9p21.3。其中一些區域所含基因與細胞週期的調控有關，如CDC5L (6p21.1)、54 MDM2 (12q15)、COPS3 (17p12)以及 CDKN2A (9p21.3)。本研究也發現在17p12的套數增加較常見於轉移或復發的腫瘤。惡性骨肉瘤在此一區域的基因套數增加曾被報告過。55,56 此區域有一基因，COPS3，為COP9 signalosome的一個成員。57此為一細胞調控蛋白，與泛素系統掌管之蛋白分解有關，58包括MDM2掌管之TP53泛素化有關。59 此一基因曾被報導在惡性骨肉瘤有過度表現的情形，23 值得進一步研究。 

單一核酸多樣性基因晶片的一大優點是可以同時偵測基因套數的變化及LOH。本研究發現三個好發LOH的區域，其中兩者(3p14.3 and 6q24.2-q27)與經常基因缺損的區域重疊。染色體 3p為一著名抑癌區，有許多抑癌基因存於此區。60-62染色體 6q則已知是惡性骨肉瘤常見LOH的區域。63 本研究將此一區域縮小到兩個最顯著的區域：6q21-q22.3 and 6q24.7-q27. 2.1。有趣的是Ezrin，這個已知與惡性骨肉瘤轉移有關的基因，33位於這個區域。這些LOH區域值得更進一步探討。 

總言之，本研究利用SNP array發現在惡性骨肉瘤一新的位於3q13的基因缺損，更進一步發現LSAMP為惡性骨肉瘤及橫紋肌肉瘤的抑癌基因，值得進一步做功能性研究。 
建議事項

此次出國發現中國大陸到美國進修及研究的人數大概是最多的，其次是印度及韓國。台灣的進修人員相對較少。不過在波士頓遇到許多熱心的台灣僑胞，對我們這些外來的人給予很多協助。他們目前已經設立了一個網站，將來若有同仁要到波士頓進修，可以多多利用。網址為http://www.boston-taiwan.org/index.html.

醫院許多出國相關的文件似乎都沒有update:
(1) 到美國進修的簽證文件已改為DS-2019, 但院內文件仍稱為IAP-66

(2) 到美國進修的人員大多是到醫院，且多為research fellow，僅少數人有機會到大學並修學位。但是許多表格，如抵達國外報告單、期中報告單等，均使用學校、學系、學期等名稱，並不符合現況。
國外醫療費用昂貴，且大多數人進修均屬volunteer，即進修單位並未付薪水，因此無法加保，必需自行投保。以職一家四口每月醫療保險費就要500美金。但是醫院的補助很少。可否考慮增加。
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表一、基因套數之即時定量聚合酶連鎖反應法的primer序列
	基因
	正向
	反向

	PDGFRA
	TCTTCTGCCTCCCACTCCAT
	TGTTTGACAGTGTGGATAGATGTGA

	DNAH8
	GAAGAAGCTATTCCTGCGAGGAA
	TCACATCGCGGTCCTCTGT

	DAAM2
	TGGTAGCCCAGCTCAGTGAA
	ACAGCCTCAAGGGTCTCTTCTATC

	CDC5L
	CAATGCAGCTAGAGTGTCAAGAATG
	AGGAGATAGTGATGTTTCTAAAACCAAA

	SDK1
	CAGGTGGCAACACATGCTTT
	GAGGTCTACTGAACACTGCCAGAA

	SLC30A8
	AGCCAAGTGGTTCGGAGAGA
	ATGTTTGAAGGTGGCCTGTCA

	RAB38
	TTTAATCAGCAAAGGCCTCAAGT
	GCCGAGAATGGAGGTCATCTT

	LRIG3
	TCTGAGCTAGTTCTGTGTGGGATT
	AGATCAAAGGGTACCGCATGTC

	MDM2
	GGGAAGAAACCCAAGACAAAGA
	GGGCAGGGCTTATTCCTTTT

	COPS3
	ATGGGCTCACAAGAAGATGATTC
	CTGCCCTCCGAACACTTGTC

	BTG3
	CTTCCAATGTGGCACCCTTT
	TGATTCCGGTCACAATGCAT

	LSAMP, 1b isoform
	TCGCAGCGTGGATTTTAACC
	GAGCTGGAGTTCAAGGAGATCAG

	LSAMP, 1a isoform
	GTGGCCACTTCCAAGCTTTATG
	TGAATTAGTTTTATGGTACATCAGTTTGATG

	CNTNAP2
	TTGGGACAAAAATAACGAGCAA
	TCCCTCTTTATCGTGGATTCCA

	CDKN2A
	TGGAGAGGTGACCCAGAGTTG
	CCGCGCGCACTTTCC

	LOC646636
	TGAGGCAGGAAGGTTTCAGTTC
	TGTCAGCTAGGAGGACTTCCAAT

	LINE-1
	CCGCTCAACTACATGGAAACTG
	GCGTCCCAGAGATTCTGGTATG


表二、多重聚合酶連鎖反應法的primer序列
	參考序列
	*位置
	正向
	反向
	產物大小

	
	117.4~118.4 Mb
	
	
	

	rs1461138
	117384598
	TGTCTGATTCCCATAACAGACCTACA
	CAACCATGTCTTGTTTCCTCAGTTTT
	518

	rs1920175
	117625336
	GCTGTGTTCTTCTTCTCTTTGTGCAG
	GAGGAGAACACTGAGGAAAGCAATGT
	466

	rs952164
	117753617
	AAAACCACCAAATTCCATATTTCACA
	CCTTGTGTTGAAAGTTCTCACCTTGA
	411

	rs1432388
	117973475
	CCAAAGAAGATGGGTTTGAGTCTAT
	TGGCCATTGAATCATAAAGTGAACAT
	360

	 rs12637787 
	118022582
	ACTGGCAGTAGAGTTCTCCCTTGGTA
	CTGTGTATCCACTGCTTGGCATCTAT
	316

	rs1609970
	118116986
	AGGTTATCAGTCCAGAGCAGAATCCA
	AGCCTGATAGGAGATGAGATTGGAGA
	267

	rs1914812
	118196781
	TAATTCATCACGAGATGGACATGAGG
	CCAAGCTCAGACCTTTTTCTCCTCTA
	218

	rs1402623
	118274138
	GAAACACTGAGGAGTGGTTCTGACCT
	GAGGAGTCAAGCTTAGAAAACCGAAG
	167

	rs1402620
	118386063
	AGAGATACACAAGTTAAAGCCCCTGTC
	CTTAGTGCTCAGTTTTATCTGCCAGGA
	110

	
	
	
	
	

	
	118.0~118.2 Mb
	
	
	

	rs1432388
	117973475
	TGTGGAATTAGGGAGGTAAACTGCTTTT
	TTTCTTTCACTGCTTTTTGAAAGTTCATC
	600

	rs1157392
	117997607
	CTGGCATAAATTCTGTTTTCCCAACTAA
	TAATCAAACTCAGCCCTTTACAGTGACC
	560

	AQ722788
	118016547
	CACGTAAACTGCAAATGGGGTATCTT
	ATCCATTAATTCTGGGCACCTTTTCT
	516

	AQ605098 
	118046150
	GTGGCCACTTCCAAGCTTTATGTA
	TGAAGTACAGGGTGCATCCACAA
	480

	AQ558248
	118068410
	ACAGGTTTGGCATGTTTGAGAAAAAG
	TTTCATACCCACATTCAAACCATCAG
	432

	AQ749576
	118086411.5
	CTTCTTGGAACTCAGATTGCTCCTTC
	CCATGGCACACGTCTACCTACATAAC
	385

	AQ093900
	118114538.5
	TCAGAACTATATCACTGAGGGCAGCA
	TCACTCTTTTGATGCTTCCAGTCTTG
	328

	AQ605432
	118133200.5
	TGCTATTCTACCAAAAGCAGCACAGA
	AGTGGAATGCTGCCTTCTCAAATAAG
	279

	rs1513439
	118163925
	AAGAACACGTCATCCGAAAATGAAAT
	TCCTATAGACATGAAGCTCCCAGAGG
	225

	B33122
	118180744.5
	CTCACCCCCATCTCCTCTGAAAATTA
	CGGGAGGTTTGGAGATGTTAACTGTA
	180

	rs1914812
	118196781
	AGCATAAACGAGGCCAGAGAGTACAG
	GAGACTCCTCTCTACCTCCACACACA
	141

	
	
	
	
	

	
	LSAMP區域
	
	
	

	AQ202515
	117081802.5
	TCACAGATCAAAACCCTTAATGTGAGT
	AGCATCTCAAGAGGAAAATTTGGTTG
	629

	AQ235588
	117180966.5
	GACTAGACATGGGGAAGAAGAGCAAA
	CAAGGGACCTCATGTTCTTTGAGATT
	540

	AQ263642
	117295932.5
	AAAAAGAACTGTGGGAATTCACTGCT
	CACTAGCACTCCATCAGCAGTACACA
	508

	B34496
	117383033
	AACAAAGGGCAGATTTACAGTCCAAA
	ATTGGAAAATCAGTCTTGGGTCACAG
	451

	AQ227568
	117487339
	ATTCCCTCTTCTTTCAGGACTCTGCT
	TAGTTTCGCTGTCTCCCAAATTCCTA
	408

	B70071
	117586671.5
	GGCAAAGCTCTATGCTCCCTTTCTTA
	AAGGTGATGTGGCTGATTTCAATTCT
	355

	AQ332186
	117699475.5
	CTCTGTTGCCTCCAAGTTAGAGAAGG
	AAGCTGACTTCTCATCTCTGCTTTCA
	312

	AQ565632
	117800006.5
	GCAGTGCTTTTGCCATTTATAATTCA
	TATGCCAGTTCCCAAATAGGATGACT
	260

	AQ532020 
	117893207
	TCTGAGACAGAGTCTCCCTATGTTGC
	AAGCCCTCATGATAGAGAAGCAAAAA
	213

	AC108713.2    
	117972407
	GTTTCCTTCCTGACCTCACCTATCAA
	TGTATGTGTGCTATGATGGTCATGTTG
	102


*位置：SNP序列：SNP的位置；BAC 或 BAC 尾端：所選取序列之中點
*PCR 條件: 
117.4~118.4 Mb 位置：94℃ 2分鐘→94℃ 15秒→60℃ 30秒→68℃ 5分鐘→68℃ 7分鐘
                                └        30 回合           ┘
118.0~118.2 Mb 位置：94℃ 2分鐘→94℃ 15秒→62℃ 30秒→68℃ 5分鐘→68℃ 7分鐘
                                └        30回合            ┘
LSAMP 位置：94℃ 2分鐘→94℃ 15秒→61℃ 30秒→68℃ 6分鐘→68℃ 7分鐘
                         └        30回合            ┘
表三、36個病人的臨床及病理特性
	個案編號
	性別
	腫瘤位置

	OS1
	F
	Lung, metastasis

	OS20
	F
	Bone, Recurrent

	OS21
	M
	Lung, metastasis

	OS31
	F
	Lung, metastasis

	OS32
	M
	Bone, Primary

	OS33
	M
	Bone, Primary

	OS35
	M
	Bone, Primary

	OS36
	F
	Bone, Primary

	OS37
	M
	Bone, Primary

	OS39
	M
	Bone, Primary

	OS40
	M
	Bone, Primary

	OS41
	M
	Bone, Primary

	OS42
	M
	Lung, metastasis

	OS43
	F
	Bone, Primary

	OS46
	M
	Bone, Primary

	OS47
	M
	Bone, Primary

	OS51T
	M
	Bone, Primary

	OS51L
	M
	Lung, metastasis 

	OS55-R
	F
	Bone, Primary

	OS56
	F
	Lung, metastasis

	O3
	F
	Bone, Primary

	12T
	M
	Bone, Primary

	13T
	M
	Bone, Primary

	14T
	M
	Bone, Primary

	15T-R
	M
	Bone, Primary

	17T
	F
	Bone, Recurrent

	18T
	M
	Bone, Recurrent

	22T
	M
	Bone, Primary

	24T
	F
	Bone, Primary

	25T
	M
	Bone, Primary

	26T
	F
	Ear, metastasis

	31T
	F
	Bone, Primary

	32T
	M
	Bone, Primary

	33T
	M
	Bone, Primary

	34T
	M
	Bone, Recurrent

	35T
	M
	Bone, Recurrent

	36T
	F
	Bone, Primary


表四、基因套數高度增加區域及代表基因的定量PCR結果
	染色體區段
	起始
(Mb)
	終止 (Mb)
	大小 (Mb)
	樣品
	dChip平均套數
	區域內基因數
	代表性基因
	代表基因的定量PCR

	4q12
	53.72 
	56.45 
	2.73 
	14T
	8.00 
	19
	PDGFRA
	8.94 

	
	53.72 
	56.45 
	2.73 
	25T
	8.00 
	
	
	8.85 

	
	53.72 
	55.55 
	1.83 
	32T
	8.00 
	
	
	11.52 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6p21.2-6p21.1
	38.77 
	39.06 
	0.29 
	OS56
	8.00 
	2
	DNAH8
	13.29 

	
	38.77 
	39.06 
	0.29 
	MG63
	6.00 
	
	
	9.04 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6p21.2-6p21.1
	39.87 
	41.31 
	1.44 
	OS56
	6.60 
	19
	DAAM2
	10.85 

	
	39.87 
	41.31 
	1.44 
	22T
	6.00 
	
	
	13.35 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6p21.1
	44.35 
	44.87 
	0.53 
	22T
	6.00 
	5
	CDC5L
	11.18 

	
	44.35 
	44.87 
	0.53 
	34T
	6.00 
	
	
	10.99 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	7p22.2
	3.27 
	3.30 
	0.04 
	OS43
	10.00 
	1
	SDK1
	9.75 

	
	3.27 
	3.30 
	0.04 
	U2OS
	6.00 
	
	
	6.17 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	8q24.11
	116.76 
	118.47 
	1.71 
	OS47
	6.00 
	6
	SLC30A8
	9.89 

	
	116.76 
	118.47 
	1.71 
	MG63
	6.00 
	
	
	20.34 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	11q14.2
	86.43 
	87.65 
	1.22 
	OS31
	6.00 
	4
	RAB38
	11.01 

	
	86.43 
	87.65 
	1.22 
	G292
	6.00 
	
	
	15.62 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	12q14.1
	56.68 
	57.76 
	1.07 
	OS43
	6.00 
	1
	LRIG3
	40.71 

	
	56.68 
	57.76 
	1.07 
	26T
	8.00 
	
	
	26.90 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	12q15
	66.97 
	67.67 
	0.70 
	OS55-R
	6.00 
	10
	MDM2
	10.21 

	
	66.97 
	67.67 
	0.70 
	26T
	8.00 
	
	
	20.86 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	17p12
	15.11 
	17.35 
	2.24 
	OS51T
	8.00 
	50
	COPS3
	9.72 

	
	15.11 
	17.35 
	2.24 
	OS51L
	8.00 
	
	
	9.15 

	
	15.11 
	17.35 
	2.24 
	G292
	6.00 
	
	
	7.55 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	21q21.1
	17.03 
	20.51 
	3.47 
	OS51T
	8.00 
	13
	BTG3
	9.32 

	
	17.03 
	20.51 
	3.47 
	OS51L
	6.00 
	
	
	8.16 


表五、基因缺損區域及代表基因的定量PCR結果
	染色體區段
	起始
(Mb)
	終止 (Mb)
	大小 (Mb)
	樣品
	dChip平均套數
	區域內基因數
	代表性基因
	代表基因的定量PCR

	3q13.31
	117.57 
	117.75 
	0.18 
	OS40
	0.34 
	1
	LSAMP, 1a & 1b isoform
	0.15 

	
	117.63 
	117.75 
	0.13 
	22T
	0.67 
	
	
	0.55 

	
	117.63 
	117.75 
	0.13 
	33T
	0.34 
	
	
	0.14 

	
	117.57 
	117.75 
	0.18 
	HOS
	0.00 
	
	
	0.00

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3q13.31
	117.79 
	118.27 
	0.48 
	OS20
	0.67 
	2
	LSAMP, 1a isoform
	1.18 

	
	117.79 
	118.39 
	0.59 
	OS40
	0.34 
	
	
	0.13 

	
	117.97 
	118.12 
	0.14 
	OS46
	0.67 
	
	
	0.12 

	
	117.79 
	118.39 
	0.59 
	22T
	0.67 
	
	
	0.46 

	
	117.79 
	118.39 
	0.59 
	33T
	0.62 
	
	
	0.08 

	
	117.97 
	118.20 
	0.22 
	G292
	0.67 
	
	
	0.48 

	
	118.12 
	118.20 
	0.08 
	MG63
	0.33 
	
	
	0.00 

	
	117.79 
	118.39 
	0.59 
	HOS
	0.00 
	
	
	0.00 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	7q35
	146.12 
	146.46 
	0.34 
	OS40
	0.34 
	1
	CNTNAP2
	0.20 

	
	146.46 
	146.55 
	0.09 
	OS51T
	0.34 
	
	
	0.20 

	
	146.46 
	146.55 
	0.09 
	OS51L
	0.67 
	
	
	0.11 

	
	146.12 
	146.55 
	0.43 
	33T
	0.34 
	
	
	0.17 

	
	146.46 
	146.55 
	0.09 
	U2OS
	0.67 
	
	
	0.63 

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	9p21.3
	21.97 
	22.03 
	0.05 
	OS21
	0.67 
	2
	CDKN2A
	0.42 

	
	21.97 
	22.21 
	0.23 
	14T
	0.67 
	
	
	0.31 

	
	21.97 
	22.21 
	0.23 
	22T
	0.67 
	
	
	0.62 

	
	21.97 
	22.21 
	0.23 
	MG63
	0.00 
	
	
	0.00 

	
	21.97 
	22.21 
	0.23 
	HOS
	0.00
	
	
	0.00

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	9p21.3
	24.00 
	24.91 
	0.92 
	14T
	0.67 
	2
	LOC646636
	0.39 

	
	24.00 
	24.91 
	0.92 
	MG63
	0.00 
	
	
	0.03 


表六、好發LOH的區域
	染色體區段
	起始(Mb)
	終止 (Mb)
	大小 (Mb)
	p<
	代表性基因
	區域內基因數

	3p24.1-p14.3
	30.15
	35.37
	5.23
	0.05
	TGFBR2
	31

	
	37.20
	44.06
	6.87
	0.05
	DLEC1
	72

	
	46.12
	47.29
	1.17
	0.05
	PTHR1
	56

	
	48.73
	52.86
	4.13
	0.01
	BPA1
	120

	
	52.89
	55.93
	3.03
	0.05
	DCP1A
	18

	
	
	
	
	
	
	

	6q21-6q22.31
	110.09
	112.81
	2.72
	0.05
	FYN
	28

	
	113.11
	114.46
	1.35
	0.01
	HDAC2
	9

	
	114.78
	117.33
	2.55
	0.005
	FRK
	21

	
	117.36
	118.25
	0.88
	0.01
	ROS1
	8

	
	118.25
	120.70
	2.45
	0.005
	MCMDC1
	13

	
	120.86
	122.41
	1.55
	0.01
	GJA1
	5

	
	122.41
	128.14
	5.73
	0.05
	TCBA1
	32

	
	
	
	
	
	
	

	6q24.2-q27
	143.76
	145.59
	1.83
	0.05
	STX11
	15

	
	145.77
	146.83
	1.06
	0.01
	SHPRH
	10

	
	147.02
	152.75
	5.72
	0.05
	LATS1
	48

	
	152.81
	153.06
	0.25
	0.01
	MYCT1
	2

	
	153.06
	156.65
	3.59
	0.005
	CLDN20
	17

	
	157.05
	159.08
	2.02
	0.01
	Ezrin
	20

	
	159.40
	164.54
	5.14
	0.05
	PACRG
	30

	
	
	
	
	
	
	

	13q12.11-13q12.13
	18.48
	19.90
	1.42
	0.05
	CRYL1
	42

	
	20.86
	23.58
	2.72
	0.01
	LATS2
	19

	
	23.58
	25.13
	1.55
	0.05
	CENPJ
	25

	
	
	
	
	
	
	


圖說明
圖一、由dChip所得之所有標本的全基因的推測基因套數總結。紅色代表基因套數大於或等於3的個案比例，藍色代表基因套數小於或等於1.5的個案比例。常見有基因套數增加的區域有1p22.3, 1q21.3, 1q24.2, 4q12, 5p13.3, 6p21.2-p12.2, 7p22.2, 7p21.3, 7p15.3, 8q22.2-8q24.22, 12p13.31, 12q15, 17p12-p11.2, Xp22.3, Xp11.22-p11.1 及 Xq11.2-q12；常見有基因套數減少的區域有2q33.2-q33.3, 2q37.1-q37.3, 3p14.3-p13, 3p12.1-p12.1, 3q13.31, 4q35.2, 6q14.1-q16.1, 6q24.1-q26, 8p12, 9p24.1-9p13.3, 10p14, 10q21.3, 10q24.1, 10q26.13-q26.3, 13q14.11, 13q14.13-q14., 13q21.2, 13q32.3q-33.1, 15q21.1, 15q25.1, Xq21.2-q21.31 及Xq22.3。
圖二、由dChip所得之所有標本的全基因的推測LOH總結。每欄代表一個案，每列代表一SNP probe。藍色代表可能有LOH的區域。右側的數字代表LOH計分，最高分的位置在3p、6q及13q。
圖三、17p12基因套數增加的研究。(A)個案OS51T 的Log2 比例(黑點，左縱軸)及推測基因套數(紅線，右縱軸)與染色體17的基因位置圖顯示17p12的基因套數有高度增加。(B)G292的FISH研究。 將含蓋COPS3基因區域的BAC RP11-45M22標記綠色螢光，而染色體17中心粒的探針標記紅色螢光。FISH結果顯示至少有7個綠色螢光訊號，而僅有兩個紅色螢光訊號。(C) 比較全體樣品的17p12的推測基因套數。轉移/復發腫瘤(12例中有5例)較原發腫瘤(25例中有2例)有顯著較高的機會有套數增加(推測基因套數≧4)的現象(p=0.025)。
圖四、3q13基因缺損的研究。細胞株(A) G292、(B) MG63及(C) HOS 的Log2 比例(黑點，左縱軸)及推測基因套數(紅線，右縱軸)與染色體3q13的基因位置圖。G292在117.79~118.20 Mb有一異型合子缺損，而MG63與HOS分別在118.12~118.20 Mb 及117.57~118.39 Mb有同型合子缺損。(D) LSAMP為位於此區域的主要基因。它為一負轉錄方向的基因，轉錄產物有二分型。1b分型共有7個exon，基因位置在117.01~117.64 Mb；1a分型有一額外exon 1a，相距1.5 Mb之遠(117.01~119.20 Mb)。
圖五、以FISH確認3q13的缺損。兩個BAC菌株，RP11-33E19，含蓋117.45~117.61 Mb位置，CTD-2119D22，含蓋118.02~118.11 Mb位置，標記綠色螢光，而染色體3中心粒的探針標記紅色螢光。(A) G292在118.02~118.11 Mb有異型合子缺損，而(B)MG63與(C)HOS則有同型合子缺損。只有HOS在117.45~117.61 Mb有同型合子缺損(D~F)。
圖六、以多重PCR確認3q13的缺損。(A)利用含概該區的SNP序列設計一套多重PCR，相對應的基因序列與PCR產物大小如圖所示。(B) 多重PCR確認MG63在118.02~118.11 Mb位置及HOS在117.62~118.38 Mb位置的同型合子缺損。同一套多重PCR應用到(C)10個正常人的淋巴球 (D) 10個惡性肉瘤細胞株 (E) 6個Mesothelioma及2個淋巴瘤細胞株 (F)9個上皮癌細胞株的DNA樣品。在一例橫紋肌肉瘤細胞株，RMS556，發現有117.38~117.62 Mb 及118.27 Mb的缺損。在正常淋巴球及其他腫瘤並未發現同型合子缺損。

圖七、利用多重PCR對3q13的缺損做進一步定位。利用含概該區的SNP、BAC及BAC尾端序列設計兩套多重PCR。 (A)一套含蓋117.97~118.19 Mb區域，相對應的基因序列與PCR產物大小如圖所示。MG63的同型合子缺損進一步定位到118.01~118.16 Mb區域。( B) 另一套含蓋117.08~117.97 Mb區域，相對應的基因序列與PCR產物大小如圖所示。HOS的同型合子缺損的近中心粒端進一步定位到117.58 Mb。 
圖八、針對LSAMP 在11個惡性骨肉瘤腫瘤及細胞株的FISH及Q-RT-PCR研究。(A) 對LSAMP的兩種分型的mRNA偵測，我們設計相同的為位於exon 4的反向primer但不同的分別位於exon 1b & 1a的正向primer。而除了原有的RP11-33E19及CTD-2119D22外，我們選擇第三個BAC RP11-1033G6含蓋exon 1a位置。這些BAC均標記綠色螢光，而染色體3中心粒的探針標記紅色螢光進行FISH實驗。(B) ST98-0878, ST98-0626 及HOS，這三個在exon 1b區域有同型合子或異型合子缺損的腫瘤或細胞株，其 1b分型的表現均偏低。至於1a分型的表現，有四例無可偵測的表現，但至少有六例有高度表現。ST98-0878在117.45到119.20 Mb區域有一大範圍的異型合子缺損，可以解釋其兩種分型的表現量均低。但是118.02~118.11 Mb的缺損與1a分型的表現量並無相關性。C~G為FISH代表圖。(C) ST98-0878的LSAMP 1b的異型合子缺損; (D) ST98-0626的LSAMP 1b的異型合子缺損; (E) ST90-0169 在118.02~118.11 Mb 區域的同型合子缺損，一位於左側的非腫瘤細胞做比較; (F) ST89-0145 在118.02~118.11 Mb 區域的同型合子缺損，一位於上方的非腫瘤細胞做比較; (G) ST98-0878的LSAMP 1a的異型合子缺損。

圖九、對惡性骨肉瘤腫瘤及細胞株做LSAMP 1a isoform 的RT-PCR及定序。(A) 在hFOB 1.19，MG63及G292中發現的PCR產物大小為308 鹼基，而在HOS中發現的PCR產物大小為229 鹼基。ST98-0626則兩者均有。(B) 起始密碼子並未以粗體顯示因其未在正向primer序列中，因此並未在真正的定序序列中。大小為308 鹼基的產物，exon 1a 接續到exon 1b第75鹼基，然後exon 1b接續到exon 2(實線及箭頭)。而大小為229 鹼基的產物，exon 1a 則直接接續到exon 2(虛線及箭頭)，導致一中止密碼子(stop codon)的產生。(C)相對應的氨基酸序列。*：中止密碼子位置。
圖十、LSAMP promoter的甲基化的研究。對LSAMP1b型的promoter而言，原PCR產物為231鹼基並有一HhaI 酶位切點，位切酶可將其切為兩大小分別為162及69鹼基的片段。對LSAMP1a型的promoter而言，原PCR產物為205鹼基並有一BssHII酶位切點，位切酶可將其切為兩大小分別為117及88鹼基的片段。LSAMP1b型的promoter的甲基化僅見於腎癌細胞株769-P；LSAMP 1a型的promoter的甲基化僅見於腎癌細胞株786-O。惡性骨肉瘤的細胞株及腫瘤均無LSAMP 1b或1a型的promoter的甲基化的現象。 
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圖三
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圖四
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圖五
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圖八
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圖九
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Part of the nucleic acid sequence from 308 bp PCR product

ATGAGGACCTACTGGCTGCACAGCGTCTGGGTGCTGGGCTTTTTCCTGTCCCTCTTCTCATTGCAAGGACTGCCTGTTCGCAGCGT--

Part of the nucleic acid sequence from 229 bp PCR product

ATGAGGACCTACTGGCTGCACAGCGTCTGGGTGCTGGGCTTTTTCCTGTCCCTCTTCTCATTGCAAGGTGCGTTGTAGAAGACAAG--

I
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Corresponding amino acid sequence from 308 bp PCR product
MRTYWLHSVWVLGFFLSLFSLQGLPVRS--

Corresponding amino acid sequence from 229 bp PCR product

MRTYWLHSVWVLGFFLSLFSLQGAL*KT--
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