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Chapter 8

Samenvatting

De zebravisDanio rerio) is een kleine teleost (beenvis) die is boven kodrgven als een
belangrijk diermodel in verschillende onderzoeksggén. Zijn snelle ontwikkeling, hoge
aantal nakomelingen, uitwendige bevruchting, dabray lichaam in de vroege stadia, lage
onderhoudskosten en korte levenscyclus zijn denbgjaste voordelen van dit succesvolle
diermodel [43]. De gunstige kosten/baten verhoudiag zebravis embryo’s en larven
maakt het mogelijk om een grote hoeveelheid chdreiserbindingen in ‘high-througput’
te testen [46,87]. Door de lage kosten is het nijggein de zebravis te gebruiken om het
gat te dichten tusseim vitro ‘high-throughput’ en het gebruik van complete oiigaren
[465]. Wanneer we de zebravis op de juiste waacthatsen kunnen we ervan profiteren
voor het ontdekken van medicijnen en gebruikereafssnelle test voor de effecten van een
medicijn.

Een van de interessantste onderzoekgebieden keehigt centrale zenuwstelsel van de
zebravis. Er zijn gedragstesten ontwikkeld om veesimg in bewegingsactiviteit,
verzwakte gezicht of gehoor functies, verzwakkiran\de cognitie en de potentie van
medicijnafhankelijkheid te onderzoeken [55,161,26@4t gebruik van deze gedragstesten
is een grote belofte voor het ontdekken van patehtiieuwe medicijnen door duizenden
kleine moleculen in dit ‘high-througput’ systeem omderzoeken. Deze rijkdom aan
informatie kan gebruikt worden om de veiligheidsass van chemische verbindingen te
evalueren en het is een interessant instrument vetoontdekken van medicijnen terwijl je
ook nog tijd en geld bespaart [89,254]. Het gebruiin goedkope, automatische en
makkelijk aan te passen video apparatuur maakesen gemakkelijk en tijdbesparend
[466]. In dit proefschrift gebruikten we geautorsatirde video-tracking om het
gedragsrepertoire van de zebravis larve te anagsen het effect daarop van chemische
verbindingen, licht condities en een nieuwe omggvin

In hoofdstuk 2 bespreken we de bestaande literatuur die gaat leetegebruik van
zebravis embryo’s en larven in het biochemisch aratk. De functionele eiwitstructuren
waar medicijnen aan koppelen, en veel anderenitnes| belangrijke eiwitten, vertonen
dikwijls grote overeenkomsten tussen de zebraviszewgdieren. Bovendien vertonen
zebravis embryo’s en larven al een complex gedetgspn slechts enkel dagen na de
bevruchting. We laten ook zien hoe gedragsstudieszoogdieren zich laten vertalen naar
het zebravis embryo/larve model. We benadrukkegeatkragsstudies die relevant kunnen
zijn voor het screenen van medicijnen of de vedighvan gifstoffen. Het gebruik van
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video-tracking hard- en software in deze studiesulteert in een grote hoeveelheid
automatisch verkregen data van zebravis gedradgeaGepubliceerde gedragsassays die
gebruik maken van zebravis ontwikkelingsstadia tzelmeonder andere visuele beweging
reacties, akoestische prikkels, effect van een weewmgeving en verschillende
farmacologische stoffen.

In hoofdstuk 3 hebben we pesticiden, insecticiden en metalerrgesd op de effecten
tijdens zebravis ontwikkeling en voortbeweging deen visuele beweging reactie test. De
LCso van deze stoffen voor de zebravis is ook berelkendergeleken met de gepubliceerde
data van de knaagdier & De resultaten hiervan laten zien dat verschikestbffen
selectieve effecten hebben op het uit het ei komenontwikkeling van het embryo.
Sommige stoffen waren teratogenisch en veroorzaakte@svormingen. Wat de
bewegingsactiviteit betreft geven de stoffen viersehillende reacties; 1) monotonische
remming, waar de bewegingsactiviteit van de zebrawiordt onderdrukt bij een
toenemende dosis, 2) monotonische stimulatie, vijaad bewegingsactiviteit wordt
verhoogd wanneer de dosis stijgt, 3) bifasisch (nérmg en stimulatie), waarbij de
bewegingsactiviteit verhoogd bij een lage dosismgaaemd bij een hoge dosis, 4) neutrale
reactie, waarbij de bewegingsactiviteit nog toemeg afnam.

Dit type assay zou niet alleen nuttig kunnen zipor het screenen van chemische
stoffen maar ook voor het ontdekken van medicijiiéet helpt ook bij het signaleren van
ontwikkelingsmisvormingen en een verslechterd fiometren door een eenvoudige visuele
beweging reactie test. Het is eenvoudig dit opctaten naar ‘high throughput’, wat tijd en
geld bespaart in het ontdekken van medicijnen eavdiatie van hun veiligheid. De EC
waardes verkregen in dit assay correleren niet gnetide gepubliceerde lspwaarden
van knaagdieren. Sommige stoffen waren giftigemd®zebravis dan voor knaagdieren of
net andersom. Andere onderzoeken echter hebbereevelcorrelatie gevonden tussen
zebravis LGy waardes en knaagdier kpwaardes, afhankelijke van de categorie van de
chemische stoffen [94,467].

Eerder onderzoek heeft aangetoond dat volwasseraviegen donker mijden, terwijl
zebravis larven het licht compartiment verkiezerean open veld test [80]. De zebravis
larve laat ook een schrikreactie en sterk verhoobdeegingsactiviteit zien bij de
plotselinge invalvanduisternis [49,122]. Het is techiet bekend of deze reactie instinctief
is of aangeleerd. Om onderscheid te kunnen malsseudeze twee alternatieven hebben
we zebravis larven opgegroeid onder verschillestitlicondities van het begin van de
bevruchting tot de dag van testen wanneer de efiegp, mortaliteit, uit het ei komen en

197|Page



Chapter 8

bewegingsactiviteit werden gemeten. De zebravisrgo'd groeide op in 1) 14:10 uur
licht/donker cyclus 2) constant in het donker )gtant in het licht.

De resultaten hiervan waren; constant licht veegde het uitkomen van de larve
terwijl constante duisternis het vertraagde, véwghe met de control en er was geen
significant effect op de mortaliteit in geen vanldét regimes. De larven die alleen in het
donker opgroeiden hadden echter een aantal mismgemi zoals dooier zak oedemen,
pericardiale oedemen en verspreide pigmentatie.z&wavissen die opgroeiden onder
normale of constant licht regime hadden niet meisvonmingen dan de controle groep. De
visuele beweging reactie test op 5 dpf bij larvegegroeid in totale duisternis liet zien dat
Zij niet reageerden op de plotselinge start vadudsternis. De larven die opgroeiden onder
constant licht hadden een hoge basale bewegingsaitten daardoor was hun reactie op
de plotselinge duisternis niet erg hoog vergeleket larven opgegroeid in een normale
licht-donker cyclus.

Om te kijken of zebravis embryo’s kunnen herstellan de effecten van abnormale
licht condities werd de visuele beweging react& tgedaan twee uur nadat de zebravis
embryo’s uit de abnormale licht regimes waren glkehadet resultaat was dat zebravis
embryo’s die opgroeiden in complete duisternis radembewegingsactiviteit gingen
vertonen en reageerden op plotselinge duisternidszde controle groep. Deze assay
bevestigde dat het vertonen van hyperactiviteiredstie op het plotseling donker worden
niet beinvioed wordt door omgevingsfactoren. Noemétht-donker cycli zijn echter
noodzakelijk voor een normale ontwikkelirftppbfdstuk 4)

In hoofdstuk 5 laten we zien dat het kiezen van het tijdstip van dhg en het
ontwikkelingsstadium om een specifieke test te doeel belangrijk is. Alhoewel er geen
effect was van het tijdstip van de dag op de bemgsgictiviteit van de zebravis embryo’s is
er een significant verschil in de bewegingsactiviteissen de leeftijdsgroepen. In
vergelijking met 6 dpf larven waren de 4 dpf larveiinder actief en de 5 dpf larven
hyperactief. De zebravis larven vertonen niet-assef leren. Dit is aangetoond door de
zebravissen larven bloot te stellen aan licht dorstenuli met verschillende intervallen
gedurende drie uur. Het 10 minuten interval veraakte geen gewenning bij 4 dpf larven.
Echter, alhoewel 5 en 6 dpf larven geen vermindevian bewegingsactiviteit vertoonden
bij plotselinge duisternis, verminderden ze hun égwgsactiviteit gedurende de 10
minuten duisternis fase.
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Het afwisselende licht donker regime met een uatievan 5 minuten liet een afname
zien na 5 cycli en verminderde niet voor de rest @a test periode bij 4 en 5 dpf larven
terwijl 6 dpf larven geen gewenning vertoonden. Rebravis larven van alle
leeftijdsgroepen lieten een snelle verminderingdtiviteit zien bij om de minuut wisselend
licht-donker regimes van drie uur. Om te onderstdreitussen snelle gewenning en
vermoeidheid werd er een geluidsstimulus gegevegemsgnning aan de licht-donker cycli.
Een piek in de bewegingsactiviteit toonde aan @arebravis larven kunnen wennen aan
bepaalde stimuli met een korte interstimuli intérda principe kan deze test gebruikt
worden om medicijnen te vinden die een rol speigleten en geheugen en misschien ook
als een screen voor chemische stoffen met effexate cognitie.

In hoofdstuk 6, gebruikte we het explorerend gedrag van de zebtaxmien om hun
kleurvoorkeuren te testen. De zebravissen haddena@arkeur voor oranje en groen, maar
vermeden geel, blauw, rood en zwart. Dit laat zish zebravis larven instaat zijn om
kleuren te onderscheiden en dat complexe omgeviaggst gerelateerd gedrag ten gevolg
hebben. Op deze manier hebben we een traditionemhgklier assay ontwikkeld en
aangepast dat gebruikt wordt als de goudstandagsceklinische medicijn screening. Ons
assay levert bovendien een versie van dezelfdalieste mogelijkheid biedt om het effect
van omgevingsstress op het gedrag van zebravierige/onderzoeken. Deze assay zou in
de toekomst kunnen bijdragen aan de ontwikkelingn \ennis over moleculaire
mechanismes achter gedragsmatige stress, spartndsgsderen en geheugen. Het heeft
daarom de potentie om relevant te zijn in het dikde van geneesmiddelen.

In hoofdstuk 7, hebben we verschillende grijstinten getest op vewors of
vermijdingsgedrag bij de zebravis larven. Het resilis dat zebravis larven het donker
mijden en bij voorkeur in de lichte of minder dor&keomgeving verkeren. Daarnaast
hebben we ook de rol van abnormale licht conditieglerzocht op voorkeurs- en
mijdingsgedrag. De zebravissen die in constantsteluiis opgroeiden tot de dag van testen
gingen meer naar de zwarte, gele en blauwe zomewijjit de zebravis larven die
opgroeiden in constant licht deze kleur zones vdaneEchter, de voorkeur voor oranje en
de afkeer voor rood was onveranderd. Voor de faofbgische manipulatie is het
anxiolyticum diazepam gebruikt om vast te stellérhet geobserveerde gedrag in deze
kleurrijke omgeving angst gerelateerd is. De klearkeur en vermijding, alsmede het
verstijvingsreactie van zebravis larven in een dems omgeving, verdween bij
blootstelling aan diazepam. Deze studie toont adradgst een belangrijke factor kan zijn
bij kleurvoorkeur en exploratie gedrag van zebrdaiven. Het laat ook zien dat deze
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voorkeuren gewijzigd kunnen worden door de lichtites tijdens heb opgroeien te
veranderen.

Samengevat, we hebben laten zien dat zebravisnlajgdragspatronen laten zien die
gebruikt kunnen worden om, toxicologie, farmacotggadaptatie patronen, stress, angst,
geheugen en leren te onderzoeken. Het muis moiffelelshter het dominante model in de
meeste van deze onderzoeksgebieden. Bijvoorbeetdoriderzoeken van het effect van
medicijnen op het metabolisme zou betrouwbaardgeiizizoogdieren omdat de homologie
van de sequence conservatie lager is tussen zebesvide mens vergeleken met de
homologie tussen knaagdier en mens [472]. Ondernuetkzoogdieren is echter duur en
heeft een lagere ‘througput’. Screening van eemtgeantal verbindingen, chemisch of
biologisch, zou meer geld, tijd en verbindingentkosbij het gebruik van zoogdieren.
Daarom is het op voorhand de moeite waard om staffescreenen bij zebravis larven
omdat het efficiénter is in geld, tijd en hoeveahmedicijn. Op deze manier kan het
zebravis model gebruikt worden als een complementadel in verschillende gebieden.

Conclusies

De zebravis larve is een bruikbaar model in de cwigigie en het ontdekken van
medicijnen. De voorspellende waarde voor de effecie het knaagdier en de mens zijn
echter beperkt tot bepaalde chemische categormdhidstuk 3).

e De licht-donker cyclus is belangrijk voor de normaintwikkeling van de zebravis
embryo. Abnormaal licht regime tijdens het opgroelan leiden tot verschillende
misvormingen lfoofdstuk 4).

e De hyperactiviteit van de zebravis larven na desglinge duisternis is een intrinsieke
eigenschap omdat zebravissen opgegroeid in hetedawlg steeds hyperactief worden
na de plotselinge duisternisdofdstuk 4).

» De basale bewegingsactiviteit van 4 dpf zebravissesignificant lager dan die van 5
of 6 dpf larven. Er was geen effect van het tijpisttan de dag op de
bewegingsactiviteitioofdstuk 5).

* Zebravis larven raken gewend aan een herhaald lssnadi plotselinge duisternis met
een korte interstimulus periode van 1 minuut. Laegeterstimulus periodes (5 en 10
minuten) gaven geen of een lichte gewenning. Deetagiiviteit was altijd hoger na
een licht—-naar-donker overgang dan bij een donker-ticht overganghofdstuk 5).

« De 4 dpf zebravis larven lieten geen gewenning hgrde langere ISI intervallen
terwijl de 5 en 6 dpf larven zich aanpasten aadwsternis na een korte periode van
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hyperactiviteit. De activiteit in het donker blesfhter altijd hoger dan de activiteit in
de licht periodeHoofdstuk 5).

e Zebravis larven kunnen kleuren onderscheiden eent@®en voorkeur voor oranje en
groen maar hebben een afkeer van rood, geel, lauzwart. De larven vertonen ook
verstijvingsreactie in een complexe omgevihgafdstuk 6).

e Zebravis larven (4-6 dpf) hebben de voorkeur vaarlicht en vermijden de duisternis
ongeacht de mate van de duisternis. De kleur vaor&e vermijding verdween bij de
zebravis larven na blootstelling aan diazephoofdstuk 6).

e Zebravis larven die in een abnormaal licht regimpgroeiden lieten veranderingen zien
in sommige aspecten van hun kleur voorkeuren, n@anje en rood bleven
respectievelijk hun voorkeur en afkeur houdeoofdstuk 7).

« De zebravis larve is een nuttig complementair dierdel in gedragsonderzoek en
toegankelijk voor ‘high-througput’ screening vaneafische verbindingen en het
ontdekken van medicijne@l@gemene conclusie).

Toekomst perspectief

Het onderzoek in dit proefschrift toont aan datraglssen kunne gebruikt worden als een
complementair model naast knaagdieren in; toxidelegreening, medicijn ontdekking, en
gedragsonderzoek. Er is echter een behoefte omvaenidige en uitwendige factoren die
de bewegingsactiviteit beinvioeden of de conclusiaarvan te karakteriseren. Eerdere
studies hebben al aangetoond dat experimenteletigagoals; temperatuur, diameter van
de microtiterplaten, aanwezigheid van misvormdedaren het opgroeien van larven onder
abnormale licht condities de bewegingsactiviteit ¥abravis larven kan beinvloeden. Er is
dus een behoefte om te kijken welke factoren deeh@wgsactiviteit van zebravis larven
beinvioeden. De fysiologische veranderingen die edefactoren veroorzaken
(pharmacodynamics) en de moleculaire mechanisnersachter moeten ook onderzocht
worden.

Met de toename van de ethische bezwaren om zoegdés proefmodel te gebruiken
en de bijbehorende restrictieve wetgeving is hetraehijnlijk dat er een groei zal ontstaan
in het gebruik van alternatieve diermodellen zakdszebravis larve. De bewegingsassays
die gebruikt worden om het effect van verschillemtiemische verbindingen te bepalen
roep vragen op over de bioavailability [469]. Dekiwlijkste en simpelste manier is het
oplossen van de te testen stof in de embryo bufiprdeze manier is men het echter niet
zeker van de dosis van de chemische verbindingtirembryo en het tijdstip wanneer het
het embryo binnendringt. In feite is van de abserptistributie, metabolisme en excretie
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(ADME pharmacokinetics) van chemische verbindingede vroege stadia van de zebravis
heel weinig bekend. Wat het nog ingewikkelder maaktlat het zebravis embryo een
chorion heeft tijdens de eerste 2-3 dagen die B%Hum dik is en bestaat uit drie celloze
lagen [274,470]. Mechanische of chemische dechtimhan uitgevoerd worden maar kan
het gedrag van de zebravis beinvioeden [134,47Hch&ve, is het nodig om de

kwantificatie van bioavailability van chemische biidingen in het zebravis embryo nader
te onderzoeken en effecten op de zebravis te vgwgelmet andere diermodellen. Zonder
twijfel is het gebrek aan informatie over de ADMEnevan de reden waarom de
farmaceutische industrie zo traag is om het zebnanadel op te pakken.

Het onderzoek naar kleur voorkeuren kan gebruiktden om de leer- en geheugen
capaciteiten van de zebravis larve te bestudererne Bssays kunnen gebruikt worden om
medicijnen en hun effect op angst te screenen. ddstijvingsreactie en kleur voorkeuren
van de zebravis moeten ook bevestigd worden meicijrezh die een toename of afname
laten zien in leren en geheugen. Het onderzoek iinptbefschrift helpt ons het
gedragsrepertoire van de zebravis en de invloedlgdicht-donker cycli te begrijpen en dit
kan gebruikt worden om chemische verbindingen teesen en voor het ontdekken van
medicijnen.
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