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Introductie

Het endocannabinoid systeem (ECS) beinvloedt een breed scala aan processen
in ons lichaam. Componenten van het ECS worden daarom beschouwd als veel-
belovende mogelijke aangrijpingspunten voor geneesmiddelen tegen verschil-
lende ziekten (Di Marzo 2018), waaronder cardiovasculaire, stofwisselings- en
adembhalingsstoornissen en ziekten van het centrale zenuwstelsel (Pacher et al.
2006). Helaas kan het moduleren van het ECS leiden tot ernstige bijwerkingen,
zoals psychiatrische klachten (Moreira en Lutz 2008) of hersenbeschadiging (van
Esbroeck et al. 2017). Om de mogelijkheden van het ECS volledig te benutten,
is meer onderzoek nodig. In de huidige studie hebben we zebravislarven geb-
ruikt om het ECS te bestuderen, om het potentieel te inventariseren van de ze-
bravis als complementair diermodel in het ECS-onderzoek, naast de bestaande
knaagdiermodellen.

De interesse voor de zebravis als diermodel neemt toe. Het zebravismodel heeft,
met name wanneer embryo’s en larven worden gebruikt, een aantal interessante
voordelen, zoals lage kosten, eenvoudig onderhoud en kleine benodigde ruimte
voor huisvesting. Het model wordt steeds populairder in het onderzoek naar het
centraal zenuwstelsel, vanwege de beschikbaarheid van mutanten en transgene
lijnen, en in vivo microscopische analyse van hersenactiviteit in combinatie met
screening van gedrag. Onze kennis over het ECS bij zebravissen is echter nog
beperkt. Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift was daarom
om een beter begrip te krijgen van het ECS bij zebravislarven. De belangrijkste
bevindingen van dit onderzoek worden hieronder besproken.

Zebravislarven kunnen als kunnen als model complementair aan knaagdier-
modellen worden gebruikt, maar om gegevens tussen de modellen te kunnen
vergelijken is een goede basiskennis van het zebravismodel vereist. Uit ge-
netische en bio-informatica-onderzoeken weten we dat er een compleet ECS
aanwezig is in de zebravis, inclusief cannabinoid receptor (Cnr) 1 en 2, hun li-
ganden anandamide (AEA) en 2-arachidonoylglycerol (2-AG), en metabole en-
zymen zoals fatty acid amide hydrolase (Faah) (Lam et al. 2006; McPartland et
al. 2007; Rodriguez-Martin et al. 2007). Bovendien is het ECS van de zebravis
zeer homoloog aan zowel het ECS van knaagdieren als mensen (Demin et al.
2018; Klee et al. 2012; McPartland et al. 2007). Er zijn een paar studies van het
ECS gedaan met zebravissen (Hoofdstuk 1 geeft hiervan een overzicht), maar de
meeste zijn gedaan met volwassen vissen en niet met larven. Over het algemeen
zijn gegevens van dit beperkte aantal functionele onderzoeken naar het ECS bij
zebravissen consistent met de resultaten van onderzoek bij knaagdieren (Krug
en Clark 2015). Op basis van de resultaten beschreven in dit proefschrift, denken



120

we dat zebravislarven kunnen worden beschouwd als een goed model voor het
bestuderen van het ECS, complementair aan de knaagdiermodellen.

Samenvatting van de experimentele hoofdstukken (2 - 4)

In Hoofdstuk 2 hebben we het effect van de activiteit van het ECS op het ge-
drag van vijf dagen oude zebravislarven onderzocht met behulp van een visuele
motorische respons test. In deze test kregen larven eerst de tijd om te accli-
matiseren in de opstelling en vervolgens werd angst-gerelateerd gedrag vero-
orzaakt door het licht uit te doen (Ellis et al. 2012; Peng et al. 2016). We ont-
dekten dat behandeling met de niet-specifieke Cnr-agonisten WIN55,212-2 en
CP55,940 resulteerde in een afname van hoe veel de larven bewogen in zowel
de lichte als de donkere fases van de test. Om vast te stellen of dit effect werd
gemedieerd door Cnr1 of Cnr2, hebben we voorafgaand aan de test een speci-
fieke Cnr1-antagonist toegediend. Deze behandeling deed het effect van de ag-
onist WIN55,212-2 teniet, wat aangeeft dat het de activering van Cnr1 is die de
mobiliteit van de larven vermindert. Dit werd bevestigd door de waarneming dat
WINS55,212-2 geen effect had op de beweging van larven van een cnr1 knock-
out lijn. De immobiliteit van de met WIN55,212-2 behandelde larven was niet
het gevolg van (gedeeltelijke) verlamming, want de mobiliteit van de larven kon
worden hersteld door behandeling met stimulerende verbindingen zoals etha-
nol en nicotine. Blijkbaar resulteert exogene activering van Cnr1 in een minder
mobiel fenotype, maar door de verminderde mobiliteit in zowel de lichte als
donkere fase konden we niet concluderen of de verminderde voortbeweging in
de donkere fase een anxiolytisch effect was van de Cnr1-agonisten. Interessant
is dat toediening van alleen de antagonist AM251 geen effect had op de mobi-
liteit en dat de cnr1 knock-out lijn zich vergelijkbaar gedroeg in vergelijking met
wild type dieren, wat aangeeft dat de werking van endogene cannabinoiden de
motorische respons bij zebravislarven niet beinvioedt.

In Hoofdstuk 3 hebben we het effect bestudeerd van de activiteit van het ECS
in van vijf dagen oude zebravislarven op angst-gerelateerd gedrag in een zo-
genaamde licht-donker opstelling. Deze opstelling bestaat uit een bakje met
een licht en een donker compartiment, en de afgelegde afstand en de tijd
doorgebracht in het donkere compartiment (als een percentage van de totale
afstand en tijd), en de tijd tot de eerste binnenkomst van het donkere com-
partiment worden beschouwd als parameters voor angst-gerelateerd gedrag.
In ons onderzoek werden zebravislarven blootgesteld aan WIN55,212-2. De re-
sultaten lieten zien dat de met WIN55,212-2 behandelde larven meer tijd in
het donker doorbrachten, vergeleken met larven die een controle-behandeling
hadden gekregen. Ook werd de tijd totdat ze voor het eerst naar het donkere
compartiment gingen, verlaagd. Deze effecten van WIN55,212-2 werden gem-
edieerd door Cnr1, aangezien ze afwezig waren in cnr1 knock-out larven en bij
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gelijktijdige behandeling met de Cnr1 antagonist AM251. Deze gegevens tonen
duidelijk aan dat exogene activering van Cnr1 door toediening van WIN55,212-
2 resulteert in een minder angstig fenotype in zebravislarven. Opnieuw hadden
zowel AM251-behandeling als knock-out van cnr1 geen effect op het gedrag
van de larven, wat aangeeft dat endogene cannabinoiden het gedrag van larven
in deze licht-donker opstelling niet beinvloeden, vergelijkbaar met de resultaten
die zijn waargenomen in de visuele motorische respons test in Hoofdstuk 2. Dit
werd nog eens bevestigd in een experiment waarin we de afbraak van AEA,
een van de endogene cannabinoiden, verminderden door toediening van PF-
04457845, een stof die het enzym FAAH remt. Deze behandeling resulteerde
in een vijfvoudige toename van AEA-niveaus, maar had geen invloed op het
angst-gerelateerde gedrag van de larven.

In Hoofdstuk 4 is het effect van ECS-modulatie op de productie van het hor-
moon cortisol onderzocht bij vijf dagen oude zebravislarven. Blootstelling aan
de Cnr-agonist WIN55,212-2 resulteerde al na twintig minuten in verhoogde
basale cortisolspiegels, die afhankelijk van de WIN55,212-2-dosis toenamen. Dit
effect was afwezig bij cnr1 knock-out larven, wat suggereert dat deze basale
cortisolverhoging Cnr1-afhankelijk is. Stress verhoogt ook het cortisolniveau, en
dit hebben wij laten zien door larven te onderwerpen aan zogenaamde ‘netting
stress’, waarbij ze een aantal maal uit het water worden getild in een netje. Toe-
diening van WIN55,212-2 bleek ook de door stress verhoogde cortisolniveaus
te laten stijgen. Interessant is dat de door WIN55,212-2 geinduceerde toename
van basale cortisolspiegels kan worden geblokkeerd door vooraf antalarmin toe
te dienen, dat een antagonist is van de Corticotropin-Releasing Hormone-Re-
ceptor? (CRH-R1). Dit suggereert dat WIN55,212-2 de Hypothalamus-Pitu-
itary-Intrerenal (HPI)-as activiteit verhoogt door de Corticotropin-Releasing
Hormone (CRH)-spiegels in de hypothalamus te verhogen. De Cnr1-antagonist
AM251 had geen effect op de basale cortisolspiegels en in cnr1 knock-out lar-
ven waren de basale cortisolspiegels vergelijkbaar met die van wild type larven.
Dit toont aan dat endogene cannabinoiden in dit stadium van ontwikkeling niet
actief betrokken zijn bij de regulatie van basale cortisolniveaus bij zebravissen.
Bovendien vertonen cnr1 knock-outlarven een vergelijkbare cortisolrespons op
netting stress in vergelijking met wild type larven, en verandert het verhogen
van de AEA-niveaus door toediening van de FAAH-remmer PF-04457845 ook
de door stress geinduceerde cortisolrespons niet, wat aantoont dat endogene
cannabinoiden ook geen effect hebben op de door stress verhoogde cortisol-
spiegels.

Belangrijkste bevindingen
Een van de belangrijkste bevindingen van dit onderzoek is dat exogene acti-
vering van Cnr1 in zebravislarven resulteerde in verschillende sterke effecten:
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remming van de mobiliteit (Hoofdstuk 2), een minder angstig fenotype (Hoofd-
stuk 3) en activering van de HPIl-as (Hoofdstuk 4). Deze effecten waren alle-
maal Cnr1-gemedieerd, en dit maakt de zebravislarve een interessant model
om medicijnen te bestuderen die Cnr1 activeren. Een ander interessant resul-
taat is het schijnbare gebrek aan endogene ECS-activiteit in vijf dagen oude
zebravislarven. In geen van onze studies hebben we een effect waargenomen
van cnrl1 knock-out of van het blokkeren van Cnr1 met de antagonist AM251,
terwijl exogene activering van Cnr1 wel een effect had dat werd opgeheven
door cnr1 knock-out of AM251. Bovendien resulteerde verhoogde endogene
ECS-activiteit door Faah-remming (Faah is het AEA-katabole enzym) ook niet
in een verandering van angst-gerelateerd gedrag of de activiteit van de HPI-as.
Samengevat concluderen we dat zebravislarven een functionele Cnr1 bevatten,
die een vergelijkbare werking heeft als deze receptor heeft in andere diermod-
ellen, maar dat deze receptor in dit stadium van ontwikkeling niet wordt geac-
tiveerd door endogene cannabinoiden.

We vonden in de literatuur slechts enkele studies waarin het gebruik van Cnr1
antagonistene of cnr1 knock-out enig effect bleek te hebben bij zebravislarven.
In één studie (Akhtar et al. 2013) had AM251 een acuut effect op de mobiliteit
(bij 7,2 uM), maar deze concentraties van AM251 bleken in onze studies toxisch
te zijn. In een andere studie, uitgevoerd op zes dagen oude zebravislarven, re-
sulteerde lever-specifieke overexpressie van het cnr1-gen in hepatische steatose,
die werd geblokkeerd door 72 uur AM251-blootstelling (Pai et al. 2013). Er is ook
gerapporteerd dat toediening van AM251 de cnri-transcriptie in de levers van
larven en volwassen zebravissen omlaag reguleert (Migliarini en Carnevali 2008).
Bovendien had in een andere studie blootstelling aan AM251 invioed op het
percentage zebraviseieren dat uitkwam en het aantal zwemmende larven (vier
dagen oud) (Migliarini en Carnevali 2009). Een studie waarin een cnr1 knock-out
zebravislijn werd gebruikt, toonde kleinere levers, minder hepatocyten en ver-
minderde lever-specifieke genexpressie, in 72 uur oude embryo’s van deze lijn,
vergeleken met wild type embryo’s (Liu et al. 2016). Ook is aangetoond dat het
uitschakelen van het cnr1 of faah2a gen bij zebravislarven (vijf dagen oud) geen
effect heeft op hun basale mobiliteit, maar wel op hun beweging na osmotische
stress (Krug et al. 2018). Op basis van het feit dat een volledig ECS aanwezig is
in zebravislarven (Martella et al. 2016; Oltrabella et al. 2017) en bevindingen van
ons en andere groepen die hierboven zijn beschreven, suggereren we dat eCB’s
een rol kunnen spelen tijdens de ontwikkeling van zebravislarven, maar dat de
concentraties van eCB'’s in zebravislarven over het algemeen niet voldoende zijn
om betrokken te kunnen zijn bij de modulatie van systemen zoals het gedrag of
de HPI-as. Bij volwassen zebravissen spelen eCB’s een duidelijke rol bij gedrags-
regulatie. Zo is aangetoond dat acute behandeling met AM251 angst-gerela-
teerd gedrag verhoogde, waaronder verstijving (dood houden), meer bodembe-
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woning, verminderde mobiliteit en meer grillige bewegingen (Tran et al. 2016).,
Dit geeft aan dat later tijdens de ontwikkeling van zebravissen de rol van eCB’s
groter wordt. In knaagdieren zien we vergelijkbare effecten als in volwassen vis-
sen, en beinvloedt zowel het blokkeren van CNR1 met AM251 als knock-out
van cnr1 het gedrag (Chhatwal en Ressler 2007), en dit is ook aangetoond voor
FAAH-remmers (Chhatwal en Ressler 2007; Lau en Vaughan 2014; Scherma et
al. 2008).

In ons onderzoek werd, met behulp van de visuele motorische respons test, na
behandeling met WIN55,212-2 een vermindering van de mobiliteit in de don-
kere fasewaargenomen , en deze vermindering wordt beschouwd als een anx-
iolytisch effect (Hoofdstuk 2). Omdat vissen echter ook minder bewogen in de
lichte fase, konden we geen onderscheid maken tussen een motorisch effect en
een angst-gerelateerd effect. Dit punt hebben we uitgewerkt in de licht-donk-
er test (Hoofdstuk 3), waarin een anxiolytisch effect van Cnr1-activering was te
zien. Dit werd duidelijk doordat de larven relatief meer tijd in de donkere zone
doorbrachten, meer in de donkere zone bewogen en eerder de donkere zone
in gingen, na WIN55,212-2 toediening. Gegevens over het effect van Cnr1-acti-
vering op angst bij volwassen zebravissen zijn tegenstrijdig en laten een anxio-
geen effect zien (Stewart en Kalueff 2014), of geen effect (Ruhl et al. 2014), voor
delta(9)-tetrahydrocannabinol en, afhankelijk van de toediening, geen effect
of een anxiolytisch effect voor WIN55,212-2 (Barba-Escobedo en Gould 2012;
Connors et al.2013). Ook bij knaagdieren is het effect van CNR1-activering op
angst-gerelateerd gedrag gecompliceerd. Over het algemeen verminderen lage
doses cannabinoiden angst-gerelateerde reacties, terwijl hogere doses leiden
tot meer angstige reacties (Rubino et al. 2007). Er is ook gesuggereerd dat de
angstrespons soortafhankelijk kan zijn. WIN55,212-2 heeft namelijk bij muizen
een anxiolytisch effect, terwijl het bij ratten de angst verhoogt (Haller et al.
2007). Deze variaties tussen verschillende soorten of verschillende concentraties
kunnen worden verklaard door verschillen in de balans van GABA en glutamaat
(Haller et al. 2007). Cannabinoiden kunnen werken via CNR1’s die zich op GAB-
Aerge of glutamaterge neuronen bevinden. De angst-gerelateerde effecten van
cannabinoiden hangen daarom af van de relatieve cannabinoid-responsiviteit
van GABAerge en glutamaterge neurotransmissie (Haller et al. 2007), die kun-
nen variéren tussen individuen, soorten en bij verschillende cannabinoid con-
centraties.

Tenslotte vonden we dat exogene Cnrl-activering door WINS55,212-2 de ba-
sale cortisolspiegels in zebravislarven verhoogde (Hoofdstuk 4). Wanneer de
WIN55,212-2 toediening wordt voorafgegaan door blootstelling aan antalarmin,
een Crh-R1-antagonist, verminderde deze verhoging van de cortisolconcentratie.
Dit toont aan dat de verhoogde basale cortisolspiegel bij Cnr1-activering wordt
gemedieerd door verhoogde Crh-activiteit, en suggereert dat WIN55,212-2 of-
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wel direct inwerkt op de hypothalamische Crh-neuronen of andere hersengebie-
den die signalen naar de hypothalamus sturen. Dit is in overeenstemming met
studies uitgevoerd bij ratten en muizen, waarin werd aangetoond dat Cnr1-acti-
vering resulteerde in verhoogde niveaus van het hypofyse-hormoon Adrenocor-
ticotropic hormone (ACTH) (Barna et al. 2004; Manzanares et al. 1999; Steiner en
Wotjak 2008), wat aangeeft dat er geen direct effect is van Cnr1 op de biosyn-
these van cortisol in de bijnieren.

Verwachting voor de toekomst

In dit proefschrift wordt aangetoond dat zebravislarven zeer geschikt zijn als
model voor screening van geneesmiddelen die werken op het ECS. Ten eerste
is er een compleet ECS aanwezig in de larven. Ten tweede ontbreekt het in deze
fase van de ontwikkeling aan endogene activiteit van het ECS. Ten derde is er de
algemene gelijkenis van de waargenomen effecten met andere (zoog)diermod-
ellen. En ten vierde hebben zebravislarven een aantal interessante kenmerken,
zoals optische transparantie en mogelijkheden voor high-throughput screening,
wat ze complementair maakt aan knaagdiermodellen. Nieuw gesynthetiseerde
Cnr1-agonisten kunnen worden gescreend met behulp van de tests die in dit
proefschrift worden beschreven, onder basale of gestreste omstandigheden,
op mogelijke gunstige effecten, maar ook op toxiciteit. Nieuwe stoffen kunnen
bijvoorbeeld worden gescreend op hun effecten op door stress geinduceerde
cortisolresponsen of gedragsveranderingen. Ook kunnen zowel chemische als
genetische manipulaties worden toegepast om het effect van bepaalde syste-
men of processen op de Cnrl-activiteit te onderzoeken. Het is ook interessant
om te bestuderen of er methoden zijn om de Cnr2-activiteit op een vergelijkbare
manier te onderzoeken, bijvoorbeeld door het effect ervan op het immuunsys-
teem of op het metabolisme te bestuderen. Als er ook geen endogene interfer-
entie is van eCB’s met de Cnr2-functie, kan het interessant zijn om vergelijkbare
screeningsmodellen te ontwikkelen voor exogene Cnr2-activering.

In onze experimenten hebben wij geen bewijs gevonden voor endogene acti-
viteit van het ECS. Aangezien dit waarschijnlijk verband houdt met het ontwik-
kelingsstadium van de larven, zal het interessant zijn om de functionele ontwik-
keling van het ECS bij zebravissen te bestuderen. Vanaf welk stadium wordt
de endogene signalering actief en correleert dit met eCB-niveaus en metabole
enzymactiviteit? Het zal interessant zijn om de experimenten, zoals beschreven
in dit proefschrift, uit te voeren tijdens verschillende stadia van ontwikkeling van
de zebravis. Daarbij kan dan gebruik worden gemaakt van dezelfde Cnr1 an-
tagonisten en mutante lijnen die een functionele cnr1 missen, die wij in de hier
beschreven studies hebben gebruikt. Ten slotte kunnen verschillende hersenge-
bieden een verschillende ECS-werking hebben, zoals weerspiegeld door ver-
schillende AEA / 2-AG-verhoudingen of plaatselijke verschillen in Cnr1-expres-
sie. Lokale analyse van verschillende hersengebieden is dus van groot belang
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voor het begrijpen van het ECS. De optische transparantie van zebravislarven,
gecombineerd met de beschikbaarheid van fluorescerende reporters, maakt
deze lokale analyse mogelijk van metabole activiteit van het ECS, Cnr1 activiteit
en het effect van het ECS op neuronale activiteit.

Concluderende opmerkingen

Deze studie heeft ons een interessant diermodel opgeleverd, het zebravislarve
model, dat farmacologische screening van Cnril-agonisten en hun rol binnen
het centrale zenuwstelsel mogelijk maakt. Dit is vastgesteld aan de hand van
Cnr1-gemedieerde verandering in mobiliteit, angst-gerelateerd gedrag en HPI-
as activiteit. Het zebravislarve model kan gebruikt worden als complementair
model aan de bestaande knaagdierdiermodellen, om het ECS te bestuderen.
Het biedt verschillende interessante kenmerken, zoals optische transparantie en
mogelijkheden voor screening met grote aantallen. Bovendien is er een com-
pleet ECS aanwezig en is endogene activiteit min of meer afwezig, waardoor
exogene stoffen eenvoudig kunnen worden gescreend. De data van zebravi-
sonderzoek zijn over het algemeen in overeenstemming met de resultaten in de
knaagdierliteratuur. Aangezien het ECS bij veel ziekten betrokken is, kan meer
onderzoek van dit systeem resulteren in de ontdekking van nieuwe (aangrijping-
spunten voor) geneesmiddelen tegen deze aandoeningen.
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