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摘要
    個人有幸獲得教育部、臺大醫院及婦產部的支持，奉准赴美國丹佛科羅拉多大學Anschutz醫學校區婦產部，進行以『分子基因診斷於婦產科領域臨床服務與學術研究之應用』為主題的進修，主要是針對胚胎著床前基因篩檢和雷射輔助囊胚期胚胎切片技術進行學習，並於進修期間與實驗室的同仁合作進行切片技術的改良，同時也利用實驗室的資料庫進行相關研究，在這一年的進修中，不僅眼界大開而且收獲豐碩，也期望能夠將所學應用在臺灣的臨床服務與學術研究。
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壹、目的
    每一個生物體中都隱藏了一部生命密碼，用以執行生命的一切功能，位於細胞核的基因會經由轉錄與轉譯來合成所需的蛋白質，進一步執行生命功能，這一切都環環相扣，基因體醫學是生物醫學的中心思想，若能掌握基因體的相關訊息，將可以對疾病的致病機制有透徹了解，進而應用在臨床檢測、治療及預防方面，對醫學基礎研究與臨床服務將有所貢獻。基因體醫學的進步，發現愈來愈多的疾病與基因變異有關，所衍生相關的遺傳諮詢與基因診斷需求，亦相形重要。在婦產科產前診斷的領域，基因診斷更是扮演重要的角色，對於受遺傳疾病所苦之夫婦而言，若能事先篩除具有染色體或基因異常的胚胎，配合試管嬰兒技術，把健康之胚胎植回母體，將帶給孕婦希望，胚胎著床前基因診斷與篩檢(preimplantation genetic diagnosis/screening; PGD/PGS)就是結合了試管嬰兒、胚胎切片與遺傳學的高度專業技術，其中又以胚胎切片與基因遺傳診斷技術最為關鍵，與傳統產前遺傳診斷主要的差別在於：胚胎著床前基因診斷與篩檢只能利用藉由胚胎切片所取得的單細胞細胞進行檢查，最大的瓶頸即為進行單一細胞的遺傳物質分析，必須克服擴增效率(amplification efficiency)、檢體汙染(contamination)、等位基因丟失(allele dropout)、、、等問題，以降低錯誤的機率，才能將之應用在臨床診斷。這次的出國進修計畫的主要目的就在於學習胚胎著床前基因診斷與篩檢的相關知識與技術，協助科部改良胚胎著床前基因診斷應用平臺，發展臨床遺傳基因診斷與諮詢服務，預計推廣範圍包含產前基因診斷、胚胎著床前基因診斷及婦癌基因診斷等層面，若能成功建立此一應用平臺，對本部相關臨床服務諮詢與學術研究基礎有相當的助益。
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貳、過程
[image: C:\Documents and Settings\Ying-Cheng Chiang\My Documents\Downloads\IMAG1227.jpg]    進修機構為美國科羅拉多大學Anschutz醫學校區(Anschutz Medical Campus, University of Colorado Denver)，其與臺大醫學院相互有進修研究的國際交流計畫，科羅拉多大學醫學院婦產部人工生殖實驗室提供完整詳盡的胚胎著床前基因診斷與篩檢訓練課程，此實驗室教學經驗豐富，在胚胎切片與基因診斷研究方面亦不斷精進，該實驗室主持人王舜平教授(Shunping Wang)本身也為臺灣人，很熱心地給予我在進修與生活方面的協助。由於受限於不能與病患有任何形式接觸的規定，因此只能著重於實驗室技術平臺方面的學習。
以下分為幾點來說明進修過程：
一、胚胎著床前基因診斷與篩檢的胚胎切片技術實地操作學習
二、胚胎切片技術改良與胚胎著床前基因篩檢病例資料庫的研究
三、國際學術會議的參與
四、次世代基因定序診斷的學習
 (
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)[image: C:\Documents and Settings\Ying-Cheng Chiang\My Documents\Downloads\IMAG1234.jpg]
一、胚胎著床前基因診斷與篩檢的胚胎切片技術實地操作學習
[image: C:\Documents and Settings\Ying-Cheng Chiang\桌面\UCH Lab\Mice embryo\20150227\20150227131954.bmp]    與指導教授討論實驗室研究方向與進修主題後，決定先從實驗室正在研究改良的胚胎切片技術(embryo biopsy)學習，此技術乃是應用於胚胎著床前基因診斷與篩檢的關鍵技術之一，在美國是新興領域，藉由切取囊胚期(blastocyst)的胚胎的滋養外胚層(trophectoderm)細胞來獲取胚胎的遺傳物質檢體以進行染色體或特定基因的檢查，在篩除具有染色體或特定基因異常的胚胎後，再把無異常之胚胎植入母體子宮，藉以提升懷孕成功的機會，並降低胎兒帶有特定遺傳疾病的可能性。由於是新的技術，個人完全沒有相關操作經驗，從第一個月的觀摩見習，而後在實驗室同仁的教導下，親自動手操作解剖顯微鏡來進行老鼠胚胎切片的練習，前後總共花了約9個月的時間來熟悉這項技術的操作，由於實驗室也在改良此技術的相關步驟，在進修的後期，也參與了實驗室改良相關步驟的研究，以建立標準操作流程。
 (
3
)    相較於8細胞期胚胎(8 cell embryo)切片，囊胚期胚胎(blastocyst embryo)切片具有下列優勢：1.利用發育較完整的囊胚期胚胎進行滋養外胚層細胞切片，降低因切片對胚胎可能造成傷害的影響：2.提供較多數量的胚胎細胞進行基因診斷,降低因擴增效率或檢體量不足所造成診斷失真或無法診斷的機會：3.囊胚期胚胎切片後可以進行胚胎冷凍，給予充分時間進行完整的基因診斷，降低基因診斷時間匆促所可能衍生的問題。由於這些優勢，雷射輔助囊胚期胚胎切片在美國逐漸成為新興主流，我也有幸來學習此技術。然而，這項技術也有新的問題有待克服，舉例來說:由於囊胚期胚胎發育與分化都較8細胞期胚胎完整，且滋養外胚層細胞彼此間會有緊密連接(tight junction)，因此在進行切片時需要雷射輔助來切開，但雷射也可能對胚胎造成傷害，如何減少雷射的使用又能獲得足夠的外胚層細胞就是此技術需要精進的地方之一；又囊胚期胚胎主要內細胞群(inner cell mass)和滋養外胚層細胞(trophectoderm)，內細胞群將來會發育成胎兒和滋養外胚層細胞將來會發育成胎盤，因此在切片時必須避開內細胞群，以免造成胚胎的傷害，對於發育或分化較慢的胚胎，如何選取適當位置進行切片，又不至於影響切片後的胚胎發育也是值得探討的問題；此外，若胚胎切片檢體送基因診[image: C:\Documents and Settings\Ying-Cheng Chiang\桌面\UCH Lab\Mice embryo\新資料夾\20150303\20150303114602.bmp]斷的結果若無法判讀，將牽涉到囊胚期胚胎再切片(Re-biopsy)的可能性，然而胚胎能否進行再切片，取決於原胚胎的生長發育程度與解凍後胚胎能否繼續存活與擴張，而且接受再切片的胚胎，勢必又要承受再一次切片所帶來的可能傷害，這將會影響此胚胎往後的存活率與植入後成功懷孕機率，因此，如何在第一次切片就能挑選合適的胚胎，並取得足夠的細胞進行有效的基因診斷，正是此技術需要進一步克服與改良的要素。
二、胚胎切片技術改良與胚胎著床前基因篩檢病例資料庫的研究
 (
4
)	雖然雷射輔助囊胚期胚胎切片具有優勢，但也有些待克服的問題，我也參與了實驗室改良相關步驟的研究，重點在於如何在第一次切片就能挑選合適的胚胎，避開內細胞群，盡量減少雷射的使用，以取得足夠的滋養外胚層細胞細胞進行有效的基因診斷，並減低胚胎再切片(Re-biopsy)的可能性。研究利用老鼠胚胎進行切片，以協助建立雷射輔助囊胚期胚胎切片的標準操作流程，在這個前瞻性研究中，目的在於探討哪一個胚胎分裂時期進行雷射輔助孵化(laser-assisted hatching)，將有助於囊胚期胚胎切片？研究使用了280個老鼠胚胎，隨機分配為4組，在不同的胚胎分裂時期進行雷射輔助孵化，分別為89個胚胎沒有接受雷射輔助孵化，76個胚胎在八細胞期(8 cell stage)接受雷射輔助孵化，46個胚胎在桑椹胚期(morula stage)接受雷射輔助孵化與69個胚胎在囊胚早期(early blast stage)接受雷射輔助孵化。待這些胚胎都發育到成熟的囊胚期時進行胚胎切片，我們對各組別的胚胎型態、切片花費的時間和切片後24與48小時的胚胎萎縮率(atretic rate)進行了分析。研究結果如下：
[image: ]
在成熟囊胚期胚胎的形態方面，囊胚早期接受雷射輔助孵化的胚胎，比起沒有接受雷射輔助孵化的胚胎、八細胞期接受雷射輔助孵化的胚胎及桑椹胚期接受雷射輔助孵化的胚胎，擁有顯著性高比例的滋養外胚層細胞孵化，其比例依序為94.2%、18.0%、43.4%及32.6% (Chi-square test，p < 0.001)。在囊胚期胚胎切片花費的時間方面，囊胚早期接受雷射輔助孵化的胚胎，比起沒有接受雷射輔助孵化的胚胎、八細胞期接受雷射輔助孵化的胚胎及桑椹胚期接受雷射輔助孵化的胚胎，胚胎切片花費時間顯著性地縮短，其時間依序為1.44±0.15、3.37±0.17、2.53±0.18及3.50±0.32 分鐘 (one-way ANOVA test，p < 0.001)。在切片後24小時的胚胎萎縮率方面，各組比例無差異，其比例依序為1.4%、5.6%、3.9%及4.3% (Chi-square test，p = 0.611)。在切片後48小時的胚胎萎縮率方面，各組比例亦無差異，其比例依序為14.5%、15.7%、18.4%及23.9% (Chi-square test，p = 0.577)。這研究的結論為：我們利用老鼠胚胎來確認雷射輔助孵化有助於囊胚期胚胎切片，其最佳的時機在於囊胚早期，這將有助於胚胎形成滋養外胚層細胞孵化，並有效減低胚胎切片花費的時間。
 (
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)    此外，我也協助實驗室收集近三年來胚胎著床前診斷的病例並進行結果分析，在這個回顧性研究中，目的在於是否可以利用常見的臨床因子來挑選適合進行胚胎切片及著床前基因篩檢的高齡婦女，共收集了2012 年至2014 年間120名接受人工生殖治療的高齡(≥ 36 歲)婦女，包括 19名未接受卵子捐贈且AMH檢驗值低於1 ng/ml的婦女、66名未接受卵子捐贈且AMH檢驗值等於或高於1 ng/ml的婦女及35名接受卵子捐贈的婦女。囊胚期胚胎的內細胞群和滋養外胚層細胞的分級至少B-/B-，定義為適合進行胚胎切片，將這些婦女的臨床資料進行分析。研究結果如下：
[image: ]
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)未接受卵子捐贈且AMH檢驗值低於1 ng/ml的婦女，相較於接受卵子捐贈的婦女與未接受卵子捐贈且AMH檢驗值等於或高於1 ng/ml的婦女，會有顯著較高的身體質量指數(Body Mass Index，其數值為28.31±1.44、26.41±1.04及24.85±0.63；one-way ANOVA test，p = 0.016)、較少的囊胚期胚胎數目(其數值為1.10±0.43、9.00±0.94及4.43±0.47；one-way ANOVA test，p = 0.006)、較低的囊胚期胚胎百分比(其數值為8.0%± 2.9%、32.2%± 2.6%及27.6%± 2.1%；one-way ANOVA test，p < 0.001)、較少的適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎數目(其數值為0.27±0.20、6.50±0.66及2.47±0.32；one-way ANOVA test，p = 0.005)、較少的適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎百分比(1.6%± 1.1%、23.3%± 1.9%及15.1%±1.6%；one-way ANOVA test，p = 0.001)。近75%接受卵子捐贈的婦女擁有4個以上適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎，近20%未接受卵子捐贈且AMH檢驗值等於或高於1 ng/ml的婦女擁有4個以上適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎，然而，僅有5%未接受卵子捐贈且AMH檢驗值低於1 ng/ml的婦女的女性擁有2個適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎，而且這組婦女沒有任何人擁有3個以上適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎。這研究的結論為：高齡婦女通常會建議做胚胎著床前基因篩檢，以期得到染色體正常的胚胎進行植入，然而，高齡婦女可能因為沒有足夠的囊胚期胚胎進行胚胎切片，因而取消後續相關的人工生殖治療。在本研究中我們發現，36歲以上未接受卵子捐贈且AMH檢驗值低於1 ng/ml的婦女，會有顯著較高的身體質量指數與較少的適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎數目，AMH檢驗值可以進一步作為臨床上篩選適合進行胚胎著床前基因篩檢婦女的指標。
三、國際學術會議的參與
    上述兩項研究摘要(題目一：Laser-assisted hatching in early blast is optimal for trophectoderm biopsy of mice embryos；題目二：AMH level is crucial in selecting patients with advanced maternal age suitable for preimplantation genetic screening)均已被2015年第71屆美國生殖醫學年會(American Society for Reproductive Medicine Annual Meeting)所接受，此會議由美國生殖醫學學會(The American Society for Reproductive Medicine)所舉辦，乃學界的世界級大會，將於2015年10月17至21日美國巴爾的摩舉行，很榮幸可以被學會所接受，屆時將前往參加會議發表這一年進修的研究成果。
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四、次世代基因定序診斷的學習
 (
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)[image: C:\Documents and Settings\Ying-Cheng Chiang\My Documents\Downloads\IMAG1271.jpg]    隨著人類基因體計畫(Human Genome Project)完成整個人類基因體定序的工作，為基因體醫學注入一劑強心針，儘管相關的醫療發展方興未艾，然而傳統基因定序方法耗時且成本高，確是相關研究的阻力之一，隨著技術的進步，次世代基因定序(Next Generation Sequence)開啟了另一扇窗，由於定序化學方法的改良與自動化工程技術的突破，有效縮短並減少定序反應所需時間與成本，大量快速直接讀取基因體序列，另整合生物資訊學的運算分析，其應用層面將大為廣泛，有助於量身訂作最佳的治療方式，進而達成個人化醫療的目標。目前實驗室的胚胎著床前基因診斷主要還是應用微陣列比較式基因體雜交分析技術(array CGH)，儘管次世代基因定序目前仍處於研發階段，但確是未來的方向，由於目前還未建立可行的平臺，因此只能從實驗室的會議和相關前驅實驗中盡量吸取相關知識與經驗，藉由自己作為溝通管道，建立好未來雙方合作研發的契機。次世代基因定序的應用主要與次世代基因定序儀之操作和基因定序後龐大的資訊處理有關，結合生物資訊學(Bio-informatics)的分析，以期獲得有用的資訊。在胚胎著床前基因診斷方面，由於已知父母親的基因變異處，胎兒的基因只要針對此處加以確認，即可得到所需的診斷。在胚胎著床前基因篩檢方面，目前則是著重於23對染色體的完整性進行分析，主要在偵測有無整條染色體或片段染色體的缺損、增加、倒位或插入、、、等異常。在癌症基因篩檢方面則涉及複雜多樣性的基因變異分析與評估，必須仰賴生物資訊學分析來獲得有用的結果，在婦癌方面，除了目前已證實與癌症發生有相關性的基因(如：BRCA1/2)外，將以化療抗藥性與擴散轉移相關基因為標的，建立相關檢測平臺群組，朝量身訂作的個人化醫療努力。 
[bookmark: _GoBack]參、心得與建議
    在這一年的進修中，在實驗室的研究工作與日常生活中，體驗了不同文化與制度所帶來的衝擊與洗禮，在個人的收獲之中，也反思該如何將所學加以應用與發展，以下是個人的一些心得與建議。首先要將個人學習的胚胎切片技術帶入本部，本部現行使用的方法主要是師法澳洲的方式，雷射僅用於在透明帶（Zona pellucida）打洞，並沒有將雷射直接使用在胚胎細胞上，我所學習的雷射輔助囊胚期胚胎切片則是在進行切片時利用雷射輔助來切開胚胎，至於雷射可能對胚胎造成傷害相關疑慮，則可利用我所參與改良雷射輔助胚胎切片步驟的研究成果─在於囊胚早期利用雷射輔助孵化，可助於減低胚胎切片所花費的時間與雷射劑量，這將有助於減少雷射的使用，並取得足夠的滋養外胚層細胞進行有效的基因診斷，及減低胚胎再切片(Re-biopsy)的可能性。除了胚胎切片技術層面，如何挑選適合進行胚胎著床前基因篩檢的婦女也是重要的課題，高齡婦女通常會建議做胚胎著床前基因篩檢，以期得到染色體正常的胚胎進行植入，由於進行胚胎著床前基因篩檢整個流程包含了人工生殖試管嬰兒、胚胎切片及染色體篩檢或基因診斷，這些過程所需費用高昂，若能先藉由常用的臨床因子加以分類，選擇合適的婦女來進行，將可以減低醫療資源的浪費，也可以減輕患者的心理與經濟負擔，這可應用我的回顧性研究成果─36歲以上未接受卵子捐贈且AMH檢驗值低於 1 ng/ml的婦女，會有顯著較少的適合進行胚胎切片之囊胚期胚胎數目，利用AMH檢驗值作為篩選的指標，讓胚胎著床前基因篩檢更能符合醫療經濟效益。
 (
9
)    其次將應用胚胎切片與基因診斷技術在婦癌研究上，在婦癌的領域中，卵巢癌的發生率逐年升高，接受治療後雖然初期反應不錯，但是許多患者會復發，平均五年存活率僅19–30%，若能找出兼具預測臨床病程及代表腫瘤生物特性的因子，對於研究卵巢癌診斷和治療將會有所助益。傳統概念上，癌症乃是累積相當致癌基因與腫瘤抑制基因的變化所形成，具有相當的異質性與許多特別的生物特性，近來研究顯示，癌症幹細胞(cancer stem cell)的附基因作用變異可能與腫瘤的異質性有關，結合基因突變與附基因作用會促使腫瘤進展，在腫瘤生成初期，附基因變化促使癌症幹細胞的訊號傳遞路徑改變，這些變異通常與細胞增生或存活相關，使得癌症幹細胞不受細胞凋亡的調控，促使其於腫瘤進展過程中，更易於累積更多基因或超基因變異而產生多種細胞組成的異質性腫瘤，造就了癌症侵襲、轉移及抗藥性等等特質，本部目前尚無完整的婦癌癌症幹細胞與癌症基因體或附基因體方面的研究平臺，個人在出國前有針對卵巢癌癌症幹細胞做過一些初步研究，接下來將嘗試把自美國所習得的切片與基因診斷技術應用在卵巢癌癌症幹細胞研究上，由於卵巢癌幹細胞生長分裂後會形成球狀體(spheroid)，其形狀就像桑椹胚期(morula)胚胎，由於位於球狀體中心與邊緣的癌症幹細胞，可能在基因表現或附基因作用有所不同，因此我有利用雷射輔助切片的技術，將球狀體中心與邊緣的癌症幹細胞加以分離，再利用次世代基因定序的技術平臺進行基因或附基因表現變異的分析，期望可以藉由此種方法來進一步探討癌症幹細胞分化進展為癌症的分子機制。預計將與本院基因醫學部的癌症基因學研究先進合作，發展以次世代基因定序為基礎之婦癌基因診斷應用平臺。
 (
10
)    這次進修過程也是有美中不足的地方，就是受限於不能與病患有任何形式接觸的規定，因此就無法學習基因診斷的相關諮詢，如何將基因診斷的報告解釋給患者知情，並解答患者想了解的相關問題，個人認為這也是相當重要的部分，可以解決臨床上需要的技術平臺才有真正的價值，受限於規定無法學習相關諮詢技巧，實在可惜。然而，美國人做研究的態度值得我們學習，研究方面講究分工且尊重專業，通常臨床醫師若有興趣做研究，通常只要專注鑽研有興趣的領域即可，不必甚麼都做甚麼都會甚麼都要樣樣精通，這與臺灣的情況很不相同，通常會要求同時做很多事，每天的時間需要做切割，分給負責的每件事，美其名是能者多勞，但常常會是無法專注在同一地方，往往造成耗費了更多時間來完成，每天都超時超量工作，但結果卻不一定能與付出的心力成正比。此外，勇於提出自己的想法與廣泛的討論也是跟臺灣不同的地方，在實驗討論會時，注重的是對實驗結果的分析，而不是執著於合不合乎預期，研究人員可以暢所欲言，甚至提出與研究室主持人相左的意見，大家就事論事討論，當實驗遇到瓶頸時，通常也不會繼續閉門造車，反而是端杯咖啡到其他研究室找其他研究員討論，往往就可以找出問題加以解決，對於實驗室本身不熟悉或剛在摸索的領域，能不能找到有力的支援與協助，當然這也考驗著實驗室主持人的功力與人脈，重要的是，美國人會秉持著實事求是的態度去解決問題，不會為了面子而故作清高又閉門造車，這都是值得學習的態度與精神。
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Table: Results of trophectoderm biopsy in mice embryos by different laser-assisted hatching strategy
Total No Laser | Stage of Laser assisted hatching
By nature | 8 Cell Morula Early Blast | P value
Numbers 280 89 76 6 69
Embryo morphology in trophectoderm biopsy 0.000
No hatching 74(26.4%) | 47(528%) | 11(14.5%) | 14(30.4%) | 2(2.9%)
Hatching close to inner cell mass | 77(27 5%) | 26(202%) | 32(42.1%) | _17(37.0%) | ___2(2.9%)
Hatching in trophectoderm 129(46.1%) | 16(18.0%) | 33(43.4%) | 15(32.6%) | 65(34.2%)
Biopsy time (Mean:SEM)(minutes) | 260:0 11 | 337:017| 253:018| 350+032| 144+015] 0000
Atretic rate in 24 hours after biopsy | 11(3.9%) 5(56%) |  3(3.0%)[  2(43%) 1(1.4%) | 0611
Atretic rate in 48 hours after biopsy | 49(17.5%) | _14(15.7%) | 14(18.4%) | 11(23.9%)| 10(145%)| 0577
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Table: Patients with advanced maternal age receiving artificial reproductive treatments in UCH (2012-2014)

Total Donor ‘Non-Donor

AMHET AMH<T  Pvalue
Numbers of patients 20 E3 3 6
Age 30131027 4140:054  3841:030 37426036 0096
BMI 25851052 2641+104  2485:063 28314144 0016
AMH 2541026 0826019 368:035 0651005 0000
FSH 7761020 10414100 702023 7226031 0659
Donor Age. NA  2691:043 NA NA NA
Mean numbers of oocyte retrieved 17924101 27975202 1502:004  947+117 0004
Mean numbers of blast embryo (D5/6) 5631040 900:004  443:047 110:043 0006
Mean numbers of embryo suitable for biopsy 3561035  650:066  247:032 0273020 0005
Percentage of blast embryo (D5/6) W2 T%  BR22N:26%  2M6%21%  B0%29% 0000
Percentage of embryo suitable for biopsy 164%:13%  233%:19%  151%:16%  16%:11% 0001
Numbers of patients with at least 1 embryo suitable for biopsy BE500%)  330420%)  43(6515%)  21053%) 0000
Numbers of patients with at least 2 embryos suitable for biopsy T0(6833%)  30420%)  36(5455%) 1526% 0000
Numbers of patients with at least 3 embryos suitable for biopsy 5204333%)  29(8286%)  23(3485%) 0000%) 0001
Numbers of patients with at least 4 embryos suitable for biopsy 30(3250%)  26(7429%)  13(1970%) 0000% 0035
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