出國報告(出國類別：開會)

以基因工程的取向探討第三型酸敏感通道所負責的神經迴路
Genetic approach to elucidate    ASIC3 mediated neural pathway
服務機關：國防醫學院生命科學所

姓名職稱：林星宏 自費研究生

派赴國家：義大利 
出國期間：2011/07/12~2011/07/21
報告日期：2011/10/21
目次

摘要-------------------------------------------------Page 3
目的-------------------------------------------------Page 3
內文-------------------------------------------------Page 3
過程

2011/07/12-------------------------------------------Page 3
2011/07/13-------------------------------------------Page 3
2011/07/14-------------------------------------------Page 4
2011/07/15-------------------------------------------Page 4
2011/07/16-------------------------------------------Page 4
2011/07/17-------------------------------------------Page 5

2011/07/18-------------------------------------------Page 5
2011/07/19-------------------------------------------Page 5
2011/07/20-------------------------------------------Page 6
2011/07/21-------------------------------------------Page 6

心得建議---------------------------------------------Page 6
感言-------------------------------------------------Page 7
附錄-------------------------------------------------Page 8
附上本次參與研討會所張貼的海報

摘要

        第八屆國際腦神經科學會是神經科學界的盛事，學生有幸於今年七月十四日到十八日參與了這場在義大利佛羅倫斯所舉辦的盛會，並且張貼了在博士班就讀期間，所完成的論文壁報【 以基因工程的取向探究第三型酸敏感性通道所涉及的神經迴路】。海報展示其間交流了許多國外學者的寶貴意見。與會的五天裡面，也聆聽了許多國際間傑出研究學者精彩的報告並見識到許多國外相關領域的研究氛圍，也更了解目前在神經科學上熱門的領域是哪些、做到什麼樣的程度。這趟神經科學會議之行讓我收穫良多。
目的

世界腦神經科學學會（International Brain Research Organization, IBRO）是神經科學界在國際中的盛會，每四年固定在世界某個城市舉辦一場學術性質的跨國研討會，該會議提供神經科學研究人員一個與國際間頂尖學者交流的平台。每次參加人數都破萬，今年與會者共有一萬多人，會期一共五天，每天的上午下午皆有許多不同領域的研究交流，由於國內在神經行為、生理心理方面的研究較少，因此在國內的研討會上較難碰到相關領域的專家學者可以提供意見，因此本次2011年世界腦神經科學會議（2011 IBRO International Congress）提供我一個很好的機會可以見識國外學者在神經科學方面所謂頂尖學者的研究與報告，以及展示我在國防生科所博士班就學期間所完成的部份論文，聽取意見以增進自己研究的邏輯與實驗能力。

過程

        7月12日晚上台灣時間17:45分自台灣桃園國際機場搭乘國泰航空CX531班機出發，中途於香港轉德國航空LH731班機到德國慕尼黑，再由慕尼黑轉LH1840班機，於台灣時間7月13日早上8:05分抵達羅馬菲烏米其諾機場。7月13日當日停留羅馬並在羅馬市區進行古蹟參觀，隔天7月14日中午搭乘歐洲之星火車由羅馬前往佛羅倫斯，住進位於聖佛羅倫斯百花教堂旁邊的DUOMO旅館，7月14日到18日為會議其間，7月19日參觀佛羅倫斯大學有名的光電生物物理研究室 (European Laboratory for Non-linear Spectroscopy) 並與Dr. Pavone進行餐敘討論，7月19日下午搭乘歐洲之星火車由佛羅倫斯前往米蘭，7月20日下午17:05由米蘭國際機場搭乘德國航空飛機LH1861抵達慕尼黑轉機LH730抵達香港，再於香港轉國泰航空CX470，於7月21日晚上19:25回到桃園國際機場。 
07/14/2011 
   下午
參加了IBRO大會舉辦的歡迎茶會並聽取第一場演講介紹IBRO的歷史與現況。在第一天早上領完識別證之後，於下午開始本日的議程，本日參與了探討小型座談會探討近年來相當熱門的課題【Epigenetics in the nervous system】，此課題也與我的研究題目相關，主要在探討DNA序列不改變的情況下基因的調控與表現的改變。此外也去參觀了【Animal cognition and behavior】、【Social influenced on learning】、【Stress-induced behavior: Neurotransmitter】等主題之研究海報。

07/15/2011
上午

觀看【Amygdala and aversive learning】、【Stress and cognition: Neuronal and molecular mechanisms】、【Stress and cognition: Whole animal and behavioral】等領域之研究海報。

下午

聆聽 ALLEN JE的演講，講題為【Carbon dioxide triggers fear through acid-sensing ion channel-1a】，他為Dr. John Wemmie的學生，講解與我們實驗室一直在做的酸敏感通道相關，他們發現酸敏感通道對於二氧化碳會有反應，並且調控老鼠恐懼行為。此外還觀看【Startle and modulation of startle】、【Gene expression and fear learning】、【Social recognition and partner preference】等領域之研究海報。

07/16/2011
上午

   在會場不同的演講廳狠狠多場的專題演講，我選擇下例幾個主題進行聆聽【Autism: Genetics and animal models】、【Autism: Physiology and brain systems】、【Mood disorders: Animal models I】、【Social behavior】、【Serotonergic influences on defense and aggression】。

下午

聆聽【Mouse models of autism and related disorder: Molecules, mechanisms, and treatment】的小型座談會，探討現今自閉症的動物模式。觀看【Autism: Animal models, environment, and Neuropathology】、【Sensory disorder: Visual and auditory】、【Contexual fear condition】、【Fear extinction】課題的研究海報。

07/17/2011
上午

我的研究海報張貼於本日的上午11點到下午兩點的時段，所分配的領域為“神經離子通道（Ion channel in the nervous system）“，在海報展示期間，許多在研究酸敏感通道的知名學者皆有來參觀並訊問，包括Ohio state university的 Candice C. Askwith, Ph.D、University of Iowa的John Wemmi, M.D., Ph.D.及其學生。此外也有在老鼠聲學領域的人前來詢問，包括有National Institute of Mental Health的Markus Wöhr, Ph.D.、目前於University of Texas at Austin就讀的The-Sheng Ma都有前來觀看並且給予許多建議。建議包括我們所建立這隻ASIC3基因剔除小鼠未來可能的研究方向，周邊進行免疫染色（ 尤其是螢光蛋白質的染色）進行一些實驗程序上的經驗交流等。來觀看海報者皆給予我的研究論文正面的評價，整篇文章做的完整，已經可以準備發表，對我來說是莫大的鼓勵。

下午

參觀廠商並且聆聽特別演講【Sex and Smell】，是由哈佛大學的Dr. Dulac CG所演講的課題，探討嗅覺與性別辨識的關連，其中最令人印象深刻的是，當將嗅覺路徑中的TRPC2剔除後，母老鼠會出現公老鼠的表徵，例如會發出雄性的叫聲，也會具有雄性的攻擊性，還有雄性在交配的姿勢等。本文章已經發表在Nature，所以令我印象相當深刻。

07/18/2011
上午

參觀廠商

下午
觀看【Stress induced behavior: Brain areas, second messengers, gene expression, and loci】的研究海報，以及參觀其他國內與會者的研究海報。會議就到此結束。

07/19/2011
上午
陪指導教授 陳志成老師參觀佛羅倫斯大學有名的光電生物物理研究室 (European Laboratory for Non-linear Spectroscopy) 並與老師的同事Dr. Pavone進行餐敘討論。由於我買的機票時間正值義大利旅遊旺季，我的機票變成由羅馬進入義大利，而離開時必需到米蘭機場才有座位，所以我在19號下午離開佛羅倫斯，搭乘歐洲之星的火車連夜北上，到了米蘭後參觀的很多名勝地點，包括註明的史卡拉歌劇院，米蘭大教堂等 。

07/20/2011
下午17:05由米蘭國際機場搭乘德國航空飛機LH1861抵達慕尼黑轉機LH730抵達香港，再於香港轉國泰航空CX470。

07/21/2011

晚上19:25回到桃園國際機場，結束本次會議之行。
心得

       本次出國參加神經科學會議，讓我見識到國內外研究風氣的差異，國外的研究風氣相當盛行，對於參與會議也相當踴躍，許多研究生雖然做的並不完整，還有很多實驗沒有完成，但是他們都會把握這樣的機會來參與會議，並且都相當的有自信，被問到許多問題時也都能輕鬆應答，也很願意相互交流，留下海報抽印本或是電子信箱以便將來互相聯繫。相形之下，國內的研究生就大不相同，通常都是做的很多，整張海報都是滿滿的結果，容易有很多不同的實驗交互佐證，使得聆聽一張海報的時間較長，需要花較多的時間在講解，使得細部的問題較容易忽略。國外的研究海報，很多都是一、兩個圖，或是從頭到尾都是同樣的方法在互相佐證，這樣可以讓參觀者專心的去思考研究的邏輯與問題。

       此外神經科學研討匯的交流的方式包括有【Special lecture 特別演講】、【Symposium 座談會】、【Mini symposium 小型座談會】、【Slide 上台報告】、【Poster 海報】等方式來呈現。每個上午或是下午平均都有兩場特別演講、四場座談會、兩到三場小型座談會，以及許多的上台報告跟海報在同一個時間進行，課題真的非常的多，讓人眼花撩亂，選定主題專心去看得話，會相當有收穫，抽空去聽聽不同的課題也可以讓人了解目前神經科學的最新發展，或是什麼領域最熱門。這次真的很高興可以參與這樣的年度盛會，讓我對神經科學的領域更加開拓了眼界，明年若是有機會的話，會再去參加張貼更加完整的研究論文。
建議事項

1. 由於神經科學年會是一個很大型的會議，也具有不同面向的研究課題，因此建議在會議開始前先上大會議程網頁預作功課，尋找個人有興趣之課題，這樣子去的時候可以不用再花時間在找尋每天有興趣的議程。

2. 由於一般演講限時十五分鐘，且提供發問的時間最多三分鐘，這樣與作者直接溝通的機會非常少，因此建議多去參觀研究海報的部份，可以跟海報作者直接的溝通、發問，較能深入了解對方的研究，也可認識來自不同國家同領域的學者。

3. 在張貼海報時，建議可以製作A4的小張海報讓其他人索取，也可以張貼紙張讓人留下e-mail方便連絡。

4. 選幾場相關的大型的special lecture，聆聽大師級學者的研究回顧整理，這些學者都是在Nature、Science等著名的期刊發表過許多文章，若是事前有做過功課，在聆聽演講時，將可得到另外的收穫。
5. 在廠商展覽的部份可以花一些時間去觀看，有許多非常有幫助的資訊，例如美國NIMH（National Institute of Mental Health）的各種精神疾病介紹小冊，Jackson laboratory提供許多基因轉殖鼠或各種品係老鼠的資料，這些都相當有幫助。此外某些廠商也會贈送一些耗材試用品，都可以盡量索取，還有一些期刊會贈送免費的抽印本期刊供做參考，也可以趁這個機會去有興趣的期刊展場，詢問將來要投稿時要注意的事項與流程。
感言

     本次相當感謝國防醫學院校方同意讓我出國參與國際會議，中研院生醫所陳志成老師在研究實驗上面的協助支援才能讓我有研究成果出國觀摩學習，最後要感謝國科會研究計畫給予獎助學金贊助本次出國參加會議。

附錄

出國開會其間展示的海報影本
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Abstract
Acid-Sersing lon Chanrels (ASICs)are catioic channels predominately exgressed In
the nervous system and activated by extracellular pH drop, Among the six krown ASIC
subunits, ASIC s the most sensitive and mainly expressed in sensory neurons that
inneruaté peripherally into the skin, muscle and wsceral organs. Experiments using
ASIC3 knackout mice have identified several phenotypes related to inflammatory pain
cidic paln, and Mechanosensation. Snce ASIC3 1+ expressed (n 3 helerogencoLs
population” o dorsal root ganglion (DRG) neurons conducting different sensory
modaltes, conventionsl knockout may ot be well suited to prabe the specifc ole of
ASIC3 in different sensation processing. Here we introduced the generation of two
Crevfoxp transgenc mice madels targeting on the mause Accn3 iocus. With the knack
ol onal markr € GHR we.Gemanaiated tha AICSconaing nerved are
projected peripherally o the mystacial pad, gastrocnemius muscle and colon. n vive
&re medated exciion of the floxed &-GH-T G not induce the. sxpression of
Smaream ransnesronal marier wheat Bevt ggainn WA} Conditonal
ablation of ASICA i¢ feasiole Ster crossing Accn3™ th Protamine.Cre or
ic mice._Future applications of these two transgenic mice
e the precise fole of ASICS in medlating sensory modaifies
{ik pain, proprioception, and meehanosensation

Toved
Generation of ASIC3-KO/EGFP-f ~ -WGA-KI mice

To map both tha perlpheral and centralprojections of ASIC3 exprassing neurons, we
adapted the knock In approach, in which Accn3 allle was replaced by 3 farnesylated
enhanced green fuoraicent orolein (¢GFPA) with loxp-Tanked and. downstream
followed by anather transneuronal racer, wheat germ agelutinia (WGA) (Figare 1)
The expression of eGFP.T n viv should Under the endogenous transcriptional control
of Acen gene, and upon Cre excision, synthesis of WGA wil ke place fathfully in
those ASICE-expressing ORG neurons. Theoretically, It Is possible o label
mltineuronal circuls after transneuronal transport of the WGA into the higher fevel
central nervous system. Southern blot analysis of the genormic DRA confirmed the
hamologous recombination of targeting vector (F1 Intereross) and neo cassette
extision ater crossing Actin.Flpe transgenic mice (F2:Flgure 18). Subseqent progeny
negative for neo and Fipe were mated to C57BL/G mice and genotyped by genomic
PCR (F3-£9; Fgure 10),

RNA transcripts quantification and in vitro DRG culture

CONA derived from Trigeminal gangiion (16) total RNA was used as tamplate for
resltime Q-PCR analyds. Delta CT value was calculated afer sublraction of target ger
CT 1o the GAPDH CT value. Results confirmed at the RNA level that ASIC was
knockout and sGFP-T is expressed in the transgenic mice. Neo excsion further
increased the expressian level of oGP In the hetérorygous. Ater crossing with
Protamine.Cre transgenic mice, the expression of eGEP1 was gone and, to our
sUrprise, the expression of WGA was ot detectabis (Figure 10). GEP positive xon can
be found under fluorescence micsoscapy i primary culture DRG neurons from neo
negative heterozygous (Figure 1)

Expression of eGFP-fin peripheral tissues

To trace the peripheral projection of ASICS positve neurors, we performed
mimunoliorescerce sairing with ant GFP antisody (AbCan Ab230: 1:5000) Mice at
the age of 810 weeks Were anestherized with pentobarbital and perfused
transcardilly with 25l PES followed by 25 faive (8% fommaldebyde, 14%
saturated picri aci, 0.1M phosphate buffer at 4°C). Tsue incuding the lmbar ORG,
footoad, mystacial pad, tal sn, gastrocnemius. muscie, artery-and colon were
examined Compared with wid-tyge control, GEP signals were detected in the lurbar
DRG (Figure 2A-E), gastroenemius muscle (Figure 2C-F), colon (Figure. 2674
mystacial pad (Figure 21°1) and tai skin (Fure 2K°L)

Induction of WGA by Cre recombinase
By exressing Cre nserry neurons, whichexcie the floed eGFP. sequence, we
could selectively Induce WGA expression In these ASICS-expressing neurons. in the
orimary culture system, lenthirus mediated Cre expression selectvely in the DRG
Eliture of ROSA G126 Lac? reporier mice (Fgure 3A). Using culture DRG.from neo
posue heteraiygous, we can detect Sgral of WGA staning With ABC-DAE-Nickle:
et viva Fgire 3] Howeven i vio Ubsauicus G i by crosing
ransgenic mice resuted [ 10 s@ining of WGA i the Sdult umbar
B [Ffre 30, W uied 3 DRI mice Tece e, R INV-EaSOEDEMS
iecion of recombinant WGA Wector) 3¢ postie conol Th i of
ot le bt ot he et b S e S0e). B d

the age of 90 sid

roach to elucidate ASIC3-mediated sensory pathway

Generation of ASIC3"™* mice

To achisve time- and tissue-speciic limitation of ASICS, we generated a floxed
allele of Accnd for Cre-mediated conditional knockaut, Exanl, hich contains the
transfaion Iniiation codon and anfourth of the protein coAINg seauence, was
Tanked by wo lorp s (Fgure 4A1 Southern bt ndiated the Nomologous
Fecambinyton of rgeting vector 1o the Acens locus (Fgur 48). The insertion of the
{645 st nt the 5 romater region was urther canfirmas b PR F1 ofspring were
croised with the Actn Flpe Lransgenic mice la eliminate Lhe heo cassette, £2 progeny
Regaths for neo and Fips were mated wih CS7BL/G mich and genotysed Wi, FCH
maihod (Figurs 4C).In order 1 canfrn that 5"nsertion of Ioxp seqenta did not ater
Acen3 rormal transerption, we take CDNA. from trigeminal ganglon total NA to
erform auanttative G-PCR, Results Indicated that before neo ACsion, the expression
6f ASIC wa closed to the knockout evel, and ater neo eliminatian, ASIC3 ranscripts
were equivalent o the wild-type level, We next crossed this mice with the Protamine
Cre transgenc mice to check whether Cre can recombinate the floxed sequence. O
PCR indicated that ASIC3 tranicripts were decroased 1o the knockout level which
Indicated that Mlased Bxand of ASICH 5 eliminated (Figure AD)
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Conditional knackaut of ASIC3 in Parvalhumm poste neurons

Parvalbumin 1 3 marker of TG+ propriocentive neuron, thus, Farvalbumin Cre
ransgenic mice (iacksan fab, stock number-008069) provided a pood cholce fo
lngate impact of ASC3 10 I these proprioceplar Aer Cosing wih ROSA GL2G:
acZ reporter mice, xgal staiing showed that LacZ postive nourons were detectable
in the Mesencaphalc rigeminal encorynedrons Vi), Trigeminal ganglon 1G)and
lumbar DRG (FigureSA-C). Taking advantage of the ASICS-KO/eGFP. 1 WGAKI mice,
e doube aing of G st P, 2 eso e clocazationof
ASIC3 and Parvaibumin n the DRG (Figure SD)’ Several Parvalburmin sxpressing DRG
eurons are muscle afferent as labeled by Intra gastiocnemius muscle injecbon of
WGA (Figure 5E). WGA Is not nduced in the DRG after crossing ASIC3-KO/eGFP-fo.
WGAKI ‘mice with Parvalbumin-Cre mice (Figure 5). To confiom the efiiciency of
ASIC3 excision, we take genomic DNA sample from Mes, T6, and lumbar DRG. PCR
with primers flanking the losed sequence indicated that exon of ASIC3 i gone once
flowed sille encounter the Parvalbumin-Cre alele Fiure SG).
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